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RESUMEN

El dafio hepatico inducido por farmacos (DILI) es una reaccién adversa a medicamentos
y otros xenobidticos que representa una de las causas mas relevantes de fallo hepatico
agudo y es uno de los principales motivos de retirada de farmacos en las fases de

desarrollo y farmacovigilancia.

El DILI es un proceso patoldgico multifactorial que no se puede recapitular en los
modelos in vitro actuales. Ademas, el DILI idiosincratico (iDILI), que es aquel que aparece
en un reducido numero de pacientes susceptibles, es dificil de diagnosticar y predecir
en los modelos propuestos hasta el momento. Por esta razén, se han propuesto nuevos
modelos capaces de reproducir las caracteristicas especificas de pacientes concretos, lo
suficientemente adaptables para ser de aplicacion practica, lo cual, es particularmente

importante para el diagndstico diferencial y la prediccién del iDILI.

En la presente tesis, se ha explorado el uso de células con fenotipo hepatico derivadas
de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) de diferentes donantes como modelo
para el estudio del DILI. Las lineas de iPSC se obtuvieron mediante reprogramacion de
las células mononucleares de sangre periférica, se diferenciaron a fenotipo hepatico

(HLC o hepatocyte-like cells) y se caracterizaron a nivel de expresién y funcionalidad.

Los resultados mostraron que las HLC obtenidas a partir de la diferenciacion de iPSC de
diferentes donantes presentan rasgos transcriptémicos, metabolédmicos y funcionales
hepaticos y, ademads, emulan el perfil de actividades de biotransformacién de los

donantes de origen, aunque con un estado inmaduro o temprano.

Los ensayos de toxicidad demostraron que las HLC son sensibles a la exposicidn a
farmacos hepatotdxicos con una respuesta equiparable a las células de origen hepatico
y reproducen los mecanismos de hepatotoxicidad inducidos por farmacos modelo.
Ademads, exhiben una respuesta diferencial a los farmacos segun el donante, indicando
su potencial para estudios de susceptibilidad interindividual a la hepatotoxicidad
inducida por farmacos. Por ultimo, la exposicidn de las HLC de un paciente con sospecha
de iDILI al agente supuestamente responsable del episodio de hepatotoxicidad reveld

cambios a nivel transcripcional compatibles con el patrén de dafio colestasico mostrado
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por el paciente, evidenciando su potencial como modelo personalizado para el estudio

in vitro de casos concretos de iDILI.
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ABSTRACT
Drug-induced liver injury (DILI) is an adverse reaction to drugs and other xenobiotics
which is a leading cause of acute liver failure and is one of the main reasons for drug

withdrawal in the drug development process and in pharmacovigilance phases.

DILI is a multifactorial pathological process which cannot be recreated in current in vitro
models. Furthermore, idiosyncratic DILI (iDILI), which appears in a small number of
susceptible patients, poses a challenging diagnostic and a difficult prediction. Thus, new
cell-based models that are able to reproduce the specific characteristics of individual
patients and are sufficiently adaptable to be of practical application, which is particularly

important for the differential diagnosis and prediction of iDILI, have been proposed.

In this thesis, the use of induced-pluripotent stem cells (iPSC)-derived hepatocyte-like
cells (HLC) from different donors has been explored as a cell-based model for DILI
studies. iPSC lines were obtained by peripheral blood mononuclear cells reprogramming
and differentiated into HLC. HLC were characterized at an expression and functional

level.

The results showed that HLC obtained from the differentiation of different donor-
derived iPSC exhibit transcriptomic, metabolomics and functional hepatic features, and
these cells mimic the biotransformation activity profile of the original donors although

at an immature state.

Toxicity assays demonstrated that HLC are sensitive to hepatotoxic drugs with a
comparable response to other hepatic cell models and that they reproduce the
mechanisms implicated in drug-induced hepatotoxicity. In addition, the incubation of
HLC from an iDILI patient with the suspicious drug revealed changes at a transcriptional
level that could be compatible with the cholestasic pattern observed in this patient,
evidencing the potential of HLC as a personalized cell-based model for in vitro studies

for some specific iDILI cases.
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1. INTRODUCCION

1.1 El higado

1.1.1. Anatomia del higado

El higado es el drgano de mayor tamafio del cuerpo humano y constituye alrededor del
2-3% del peso total en adultos (entre 1400 g y 1800 g). Es un 6érgano multifuncional con
un papel fundamental en el metabolismo de proteinas, grasas e hidratos de carbono y
posee capacidades secretoras y excretoras esenciales para el organismo.
Anatémicamente, se localiza en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal
y en él podemos diferenciar cuatro |ébulos: derecho, izquierdo, caudado y cuadrado
(Abdel-Misih & Bloomston, 2010; Chen et al., 2017; Sibulesky, 2013). La vesicula biliar
estd conectada al higado y se sitia en una depresién localizada de la cara visceral del

I6bulo derecho hepatico (Housset et al., 2016).

El higado es uno de los érganos mas vascularizados. El 70-75% del flujo sanguineo
recibido procede de la vena porta, la cual aporta sangre enriquecida con nutrientes,
farmacos, toxinas o microorganismos que se absorben en el aparato digestivo. El 25-
30% restante procede de las arterias hepatica derecha e izquierda que aportan sangre
oxigenada (Latarjet & Liard, 2004; Sibulesky, 2013). La sangre venosa y la arterial se
mezclan en los sinusoides hepaticos (finos capilares sanguineos), donde los hepatocitos
absorben los nutrientes y otras sustancias y, a su vez, liberan sus productos (hormonas,
glucosa, sustancias detoxificadas etc.) al torrente sanguineo sinusoidal. La sangre
filtrada y cargada de productos hepaticos sale por las venas hepaticas que desembocan
en la vena cava inferior cerrando asi el sistema portal hepatico (Abdel-Misih &

Bloomston, 2010; Latarjet & Liard, 2004).
1.1.2. Microanatomia del higado

El parénquima hepatico se divide en unidades minimas funcionales conocidas como
lobulillos hepaticos (Figura 1.1A). Un lobulillo esta compuesto por pilas de cordones de
hepatocitos de una célula de espesor separados por el sistema de sinusoides (que irriga
las células con sangre venosa y arterial) y los canaliculos biliares. Estos sinusoides
desembocan en la vena central que se ubica en el centro del lobulillo. Los cordones de
hepatocitos se disponen de forma radial desde la vena central y se proyectan hasta el

borde del lobulillo dando a este una morfologia hexagonal. En cada uno de los vértices
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de este hexagono se ubican las triadas portales dentro del espacio portal (espacio
compuesto por tejido conectivo laxo). Cada triada portal estd formada por una
ramificacién de la vena porta, una ramificacion de la arteria hepatica y un ducto biliar,
aunque el térmico “triada” no es totalmente correcto ya que también se incluyen vasos

del sistema linfatico (Chen et al., 2017; Ross & Pawlina, 2015).

El higado esta constituido por diferentes tipos celulares con caracteristicas y funciones
diferenciadas (Tabla 1.1). Estos tipos celulares se dividen en dos grandes grupos, las
células parenquimaticas (hepatocitos) y las células no parenquimaticas (células Kupffer,
células estrelladas y células de Pit) (Kierszenbaum, 2016; Ross & Pawlina, 2015; Si-Tayeb
et al., 2010a). Los hepatocitos constituyen el tipo celular mas abundante y desempeiian
la mayoria de las funciones del higado. Su morfologia es poligonal y pueden ser
mononucleados (diploides, 2d) o binucleados (tetrapolides, 4d). Los hepatocitos tienen
dos dominios celulares: basolateral y apical (Kierszenbaum, 2016; Ross & Pawlina, 2015).
El dominio basolateral posee prolongaciones a modo de microvellosidades que
proyectan hacia el espacio de Disse, el espacio perisinusoidal que existe entre las células
endoteliales y los hepatocitos (Figura 1.1B). Debido a las grandes brechas en la capa
endotelial de los sinusoides y a la falta de una I[dmina basal continua, el plasma llega con
facilidad al espacio de Disse y se produce el intercambio de sustancias entre el
hepatocito y el torrente sanguineo (Ross & Pawlina, 2015; Kierszenbaum, 2013). El

dominio apical limita el canaliculo biliar (Figura 1.1B).
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Figura 1.1. Estructura del lobulillo hepdtico. A) Los hepatocitos se disponen en pilas de cordones de una
célula de espesor. Los cordones estdn separados por los sinusoides y los canaliculos biliares cuyos flujos
tienen sentidos opuestos (flechas). Los sinusoides desembocan en la vena central que constituye el
epicentro del lobulillo hepdtico, desde donde los cordones de hepatocitos proyectan radialmente hasta
la periferia del lobulillo ddndole una morfologia hexagonal. En los vértices del hexdgono se disponen las
triadas portales. B) Los hepatocitos son células poligonales con dos dominios: un dominio basolateral y
un dominio apical. El dominio basolateral posee microvellosidades que proyectan hacia el espacio de
Disse mientras que el dominio apical delimita el canaliculo biliar. Entre las células endoteliales del
sinusoide se localizan las células de Kupffer y en el espacio de Disse se observan las células de Ito llenas
de inclusiones citoplasmdticas de vitamina A. Adaptado de Ross & Pawlina, 2015 y Netter, 2015.
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Tabla 1.1. Células parenquimdticas y no parenquimadticas y sus caracteristicas.

1. INTRODUCCION

Tipo celular

Caracteristicas

Hepatocito

Ubicacion: parénquima.

= 80% de la poblacién de células hepaticas.
Absorcidn de sustancias transportadas por la sangre.
Detoxificacidon de xenobidticos y endobidticos.
Secrecion de proteinas plasmaticas.

Sintesis de sales biliares.

Metabolismo de colesterol.

Metabolismo de la glucosa y del glucégeno.
Metabolismo de la Urea.

Colangiocito

Ubicacion: epitelio biliar.

= 3% de la poblacion de células hepaticas.
Revestimiento del arbol biliar, forman los ductos.
Control del flujo de bilis.

Secrecion de agua y bicarbonato.

Control del pH de la bilis.

Célula endotelial del

sinusoide hepatico

Ubicacidn: sinusoides.

= 2,5% de la poblacién de células hepaticas.
Formacion de los sinusoides hepaticos.
Intercambio de sustancias plasma-hepatocito.
Secrecion de citoquinas.

Presentacion de antigenos.

Participacion en la degradacion de desechos macromoleculares.

Célula Kupffer

Ubicacién: sinusoides.
= 2% de la poblacion de células hepaticas.

Degradacion final de eritrocitos dafiados o envejecidos procedentes del

bazo.

Almacenamiento de parte del hierro ferritinico en forma de granulos de

hemosiderina.
Eliminacion de material exégeno.
Secrecion de citoquinas y proteasas entre otros.

Célula hepatica
estrellada

Ubicacidn: Espacio de Disse
= 1,4% de la poblacidn de células hepaticas.

Almacenamiento de vitamina A en forma de ésteres retinilicos

Sintesis y depdsito de colageno tipo | y Il en el espacio de Disse (recambio

de matriz extracelular)
Regulacidn del flujo de sangre en los sinusoides

Célula Pit

Células Natural Killer del higado
Raras
Actividad citotdxica

1.1.3. Funciones del higado.

El higado desempefia numerosas actividades esenciales para la homeostasis del

organismo (Figura 1.2). Es destacable su participacién en numerosos procesos

metabdlicos e inmunoldgicos y es clave en la detoxificacion de moléculas enddgenas y

exogenas.
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Figura 1.2. Funciones hepdticas. Manterola et al., 2017 (adaptada).

Este 6rgano recibe las sustancias absorbidas en el intestino y juega un papel decisivo en
la distribucion de nutrientes, asi como en la regulacidn de la glucemia y en el
metabolismo de los hidratos de carbono. Es capaz de almacenar glucosa en forma de
glucégeno (glucogenogénesis) cuando existe un excedente en sangre, y degrada el
glucégeno almacenado (glucogendlisis) cuando la glucemia es baja o aumentan los
requerimientos energéticos en el organismo. Ademas, el higado puede sintetizar glucosa
de novo (gluconeogénesis) a partir de precursores no glucidicos cuando los depésitos de
glucégeno se han agotado (Han et al., 2016; Lépez-Chicharro & Lopez-Mojares, 2019;
Nelson & Cox, 2018).

Su papel en el metabolismo lipidico es muy versatil: es capaz de obtener energia a través
de la oxidacion de acidos grasos (B-oxidacidn) y de generar cuerpos cetdnicos (Alves-
Bezerra & Cohen, 2018; Jones, 2016; Nelson & Cox, 2018); puede sintetizar acidos grasos
de novo y almacenarlos en forma de triglicéridos (Alves-Bezerra & Cohen, 2018; Jones,

2016); y sintetiza colesterol, de gran importancia en la fluidez de membranas y precursor
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de las hormonas esteroideas, la vitamina D y los acidos biliares (AB) (Boyer, 2013; Nelson

& Cox, 2018; Trefts et al., 2017).

Ademas del glucogeno y de los triglicéridos, el higado actlda almacenando también otras
moléculas como vitaminas (vitamina A) y metales (ej. hierro) (Blaner et al., 2016; Vogt

et al., 2021).

El higado es el responsable de la sintesis del 85-90% de proteinas circulantes, siendo la
albumina la mas abundante. Ademas, sintetiza muchos de los factores de la coagulacién
sanguinea (fibrindgeno, protrombina y factores de la coagulacién V, VIl y IX) y algunas
lipoproteinas (principalmente las lipoproteinas de muy baja densidad) encargadas de
transportar triglicéridos desde el higado a otros tejidos (Kierszenbaum, 2016; Ross &
Pawlina, 2015; Trefts et al., 2017). También participa activamente en el catabolismo de
aminodcidos, pudiendo utilizarlos como fuente de energia alternativa a la glucosa.
Ademas, participa en la eliminacién del exceso de ion amonio (NH4*), producto
altamente téxico generado durante el catabolismo de aminodcidos. El ciclo de la urea
gue transcurre entre la mitocondria y el citoplasma de los hepatocitos convierte el NH4*
en urea, la cual pasa a la sangre para su excrecion a través de la orina (Nelson & Cox,

2018; Trefts et al., 2017; Wang et al., 2014).
1.1.4. Metabolismo de xenobidticos: detoxificacion de farmacos.

El metabolismo de xenobidticos es un proceso de biotransformacién que consta de tres
fases, en las que intervienen proteinas diferentes. Los enzimas de fase | se encargan de
convertir el xenobidtico en un compuesto mas hidrosoluble; los enzimas de fase Il
catalizan reacciones de conjugacién con sustratos enddégenos vy, finalmente los
transportadores se encargan de la eliminacién definitiva del compuesto via orina o via

biliar, proceso conocido como fase Ill (Almazroo et al., 2017).
1.1.4.1. Fase | de la detoxificacion de xenobidticos

Los enzimas de fase | son enzimas fundamentalmente microsomales que introducen
grupos funcionales en la molécula de xenobidtico mediante reacciones de oxidacién,
reduccion e hidrolisis. Entre los enzimas de esta fase se incluyen: citocromos P450
(CYP450), mono-oxigenasas de flavina, molibdeno hidroxilasas, prostaglandina sintasas,
amino oxidasas, lipooxigenasas, la alcohol deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa
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entre otras. Los CYP450, en especial las familias CYP1, CYP2 y CYP3, se encargan del
metabolismo de mas del 80% de los farmacos (Almazroo et al., 2017; Omari & Murry,
2007; lyanagi, 2007). De hecho, CYP2C8/9, CYP2D6, CYP2C19 y CYP3A4/5 son los
enzimas responsables del 90% de las reacciones de biotransformaciéon (Omari & Murry,

2007).

Existe una gran variabilidad interindividual de los CYP450 en la poblacién humana que
conlleva diferencias en la capacidad metabdlica del individuo. No solo los polimorfismos
estan detrds de esta variabilidad individual sino también la capacidad que tienen estos
enzimas de ser inducidos o inhibidos en presencia de otras moléculas (Lynch & Price,
2007). Es por ello que la induccién o inhibicidn de enzimas CYP450 puede dar lugar a
interacciones metabdlicas entre fdrmacos con consecuencias importantes en sus
efectos terapéuticos (y/o toxicos) (Ahmed et al., 2016; Phillips et al., 2001). Por ejemplo,
la administracion del fdirmaco amiodarona que actia como inhibidor de los CYP3A4 y
CYP2C9, puede aumentar el riesgo de sangrados con la coadministracion del

anticoagulante warfarina que es metabolizado por el CYP2C9 (Heimark et al., 1992).
1.1.4.2. Fase Il de la detoxificacion de xenobidticos

Los enzimas de fase Il conjugan los xenobidticos, o sus metabolitos generados en la fase
I, con moléculas endégenas de bajo peso molecular. Esta reacciéon implica generalmente
detoxificacidon o inactivacidn farmacoldgica, aunque algunos farmacos se activan con la
conjugacién. Muchos de los metabolitos conjugados son sustratos de proteinas
transportadoras que facilitan la excrecidon del xenobidtico (Almazroo et al., 2017;

Jancova et al., 2010).

Los enzimas mas importantes de la fase Il en humanos son: glutation s-transferasa (GST),
N-acetiltransferasa (NAT), UDP-glucuronosiltransferasa (UGT), epodxido hidrolasa,
sulfotransferasa (SULT) y metiltransferasa, siendo las GST y UGT las que se encargan de
la biotransformacion de la mayor parte de los farmacos utilizados en clinica (Brunton et

al., 2017; Jancova et al., 2010).

Se han descrito varias familias de enzimas UGT, siendo las UGT1 y UGT2, las encargadas
de la mayoria de las conjugaciones de farmacos en el higado (Almazroo et al., 2017;

Brunton et al.,, 2017; Jancova et al., 2010). Catalizan reacciones de conjugacién de
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xenobidticos con acido UDP-glucurdnico y como resultado, se obtienen compuestos mas
hidrofilicos y facilmente eliminados por la via biliar o a través de la orina (Almazroo et
al., 2017; Jancova et al., 2010). Esta glucuronidacidn puede ser revertida en el intestino
por las B-glucoronidasas de la microbiota intestinal, permitiendo que el compuesto
vuelva a su estado original, pueda ser reabsorbido en el intestino y volver al higado en
un proceso conocido como circulacién enterohepatica. Este ciclo, que fisiolégicamente
se encarga del reciclaje de AB desde el intestino al hepatocito, puede ser aprovechado
por algunos farmacos y es uno de los motivos por los cuales el efecto de un farmaco

puede prolongarse o inducir toxicidad (Hofmann, 2009; Roberts et al., 2002)

Las GST catalizan la conjugacion dee GSH con los xenobidticos y su principal funcién
bioldgica es defender las células (principalmente hepatocitos) frente al estrés oxidativo

generado en las reacciones catalizadas por los enzimas de fase | (Jancova et al., 2010).
1.1.4.3. Fase lll de la detoxificacion de xenobidticos

Los xenobidticos y sus metabolitos deben ser transportados fuera del hepatocito para
su excrecion via biliar o via renal. Los transportadores de salida, que se localizan en la
membrana basolateral y la membrana canalicular, permiten el paso de los compuestos
inactivados desde el hepatocito al torrente sanguineo o al canaliculo biliar,
respectivamente (Figura 1.3). Entre estos transportadores de salida, los transportadores
de resistencia al cancer de mama y los asociados a resistencia a farmacos (multidrug
resistance-associated proteins, MRP) se encargan de exportar numerosos farmacos
antibidticos, antivirales y anticancerigenos, mientras que los transportadores BSEP
(bomba de exportacion de sales biliares del inglés bile salt export pump) o MRP2 son los
principales transportadores canaliculares encargados de excretar AB (Almazroo et al.,

2017; Boyer, 2013; Pan, 2019).

Los llamados transportadores de entrada, localizados en la membrana basolateral,
permiten el paso de moléculas desde la sangre al citosol del hepatocito (Figura 5). Los
transportadores de aniones orgdnicos son los encargados de la entrada de la mayor
parte de farmacos de uso clinico como los diuréticos, antibidticos, farmacos

antiinflamatorios no esteroideos etc., mientras que el co-transportador de sodio-
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taurocdlico (NTCP, del inglés Na*-taurocholate co-transporting polypeptide) es el

principal transportador de entrada de AB (Almazroo et al., 2017; Pan, 2019).
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Figura 1.3. Metabolismo de farmacos en el higado. Los farmacos entran al hepatocito desde el torrente
sanguineo gracias a los transportadores de entrada (verde). En el citosol, el fdrmaco es detoxificado por
los enzimas de fase Iy fase Il. Los productos y metabolitos resultantes pueden ser expulsados al canaliculo
biliar o al torrente sanguineo gracias a los transportadores de salida (rojo) especificos que constituyen la
fase Il del proceso de detoxificacion. BCRP = proteinas de resistencia al cancer de mama, BSEP = bomba
de exportacion de sales biliares, OCT = transportadores de cationes orgdnicos, OAT = transportadores de
aniones orgdnicos, OATP = polipéptidos transportadores de aniones orgdnicos, MDR = Proteinas de
resistencia a farmacos, MAT = proteinas de extrusion de compuestos toxicos y multiples farmacos, MRP =
transportadores asociados a resistencia a multiples farmacos, NTCP = co-transportador de sodio-
taurocdlico, OST = transportador de solutos orgdnicos. Imagen generada con Biorender® y adaptada
Budingen et al., 2014.

1.2. Dafo hepadtico inducido por farmacos (DILI)
1.2.1. DILI: concepto y relevancia.

El dafio hepatico inducido por farmacos o DILI (del inglés, drug-induced liver injury) es
un fendmeno que comprende un amplio espectro de manifestaciones clinicas (cirrosis,
esteatosis, colestasis, fosfolipidosis, hepatitis) y puede ser ocasionado por el consumo
de farmacos, productos de herboristeria o suplementos alimenticios (Donato & Tolosa,
2021). Si bien en algunos casos la hepatotoxicidad cursa con un cuadro clinico leve, en
otros casos puede desencadenar un fallo hepatico agudo. EI DILI es una de las principales
causas de muerte relacionada con efectos adversos a farmacos y uno de los principales

motivos de retirada de farmacos durante su desarrollo o en la fase de farmacovigilancia
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post-autorizacion y una de las razones por las que el uso de un farmaco puede verse
restringido (Katarey & Verma, 2016). Por ello, la toxicidad hepdatica por farmacos se ha
convertido en un problema de salud publica y ha generado interés desde el punto de
vista cientifico y farmacéutico (Alempijevic et al., 2017; Roth & Lee, 2017; Yokoi & Oda,
2020).

Los estudios epidemioldgicos sugieren que la incidencia del DILI varia segun el tipo de
investigacion (Bjornsson, 2019), pudiendo oscilar de 2,4 casos cada 100000 habitantes
por afio (en estudios retrospectivos en Reino Unido) (De Abajo et al., 2004) hasta 13,9
casos cada 100000 habitantes por afio (en estudios prospectivos en Francia) (Sgro et al.,
2002). En Espafia, la incidencia del DILI entre los afios 1998 y 2003 fue de 34 casos por
cada 1000000 habitantes por afo, siendo la incidencia para los casos mds graves de 17
casos cada 1000000 habitantes por afio (Andrade et al., 2005). Es complejo establecer
la incidencia real del DILI en la poblacién debido a la variabilidad en las manifestaciones
clinicas, al caracter retrospectivo de muchos de los datos recopilados (la mayoria de los
cuales proceden de casos aislados) y a la falta de estandarizacién de criterios
diagndsticos, asi como a la ausencia de marcadores especificos, lo que predispone al

diagnodstico erréneo (Fontana et al., 2010; Katarey & Verma, 2016).

Se distinguen dos tipos de DILI segln su relacidén con la dosis administrada del farmaco
y su prediccidon (Meunier & Larrey, 2019; Tejada, 2010). Por una parte, el DILI intrinseco
se desarrolla en funcién de la dosis administrada del farmaco y posee un periodo de
latencia corto. Esta toxicidad es reproducible en los modelos preclinicos y los
mecanismos implicados han podido ser estudiados con mayor profundidad. Sélo unos
pocos farmacos causan DILI intrinseco. Tal es el caso del paracetamol (o acetaminofeno),
responsable de aproximadamente el 50% de los fallos hepaticos fulminantes en los
Estados Unidos con el consumo de dosis Unica superior a 7,5 g (Fisher et al., 2015;

Fontana, 2014; Katarey & Verma, 2016; Kullak-Ublick et al., 2017).

Por otra parte, el DILI idiosincrésico o iDILI, se caracteriza por no ser dosis-dependiente
y poseer un periodo de latencia mayor (semanas o meses). La mayoria de los episodios
de DILI son de caracter idiosincratico y cursan con una reaccion adversa hepatica tras la
administracién de dosis terapéuticas del farmaco (Aithal et al., 2011; Teschke & Danan,

2016). Datos procedentes de estudios prospectivos sugieren que los antibiéticos,
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seguidos de los productos de herboristeria, son los compuestos que con mayor

frecuencia causan iDILI, (Katarey & Verma, 2016).
1.2.2. Mecanismos implicados en DILI.

El higado es uno de los drganos que desarrolla con mayor frecuencia toxicidad por
farmacos debido a que recibe la mayor parte de los fdrmacos de administracién oral y a
su gran capacidad de biotransformaciéon. Aunque en la mayoria de los casos el
metabolismo hepdtico de los farmacos conduce a su detoxificacién (Almazroo et al.,
2017), ocasionalmente, algunos farmacos pueden sufrir una bioactivacién durante su
metabolismo dando lugar a la formacion de especies reactivas altamente téxicas para el

hepatocito.

El metabolismo de los farmacos y la formacién de metabolitos reactivos se han
relacionado con el aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la deplecién
del glutation en estado reducido (GSH), el principal escudo antioxidante del hepatocito.
El estrés oxidativo generado durante la bioactivacidon favorece la interaccién de las
especies reactivas con moléculas como el DNA, las proteinas o los lipidos y promueve la
formacién de aductos por la unién covalente de estas especies con las macromoléculas
celulares (Gu & Manautou, 2012; Park et al., 2005; Roth & Lee, 2017). Los aductos
generados con las bases nitrogenadas del DNA pueden dar lugar a mutaciones y producir
carcinogénesis. Los aductos con proteinas pueden modificar su funcionalidad o inducir
alteraciones quimicas (oxidacidn, fosforilacidn, acetilacion etc.) que pueden interferir en
las rutas de sefializacidn celular. Estos, ademas, también pueden ser los responsables de
iniciar una respuesta inmunitaria al actuar como nuevos antigenos y pueden inducir la
liberacion de interleucinas e iniciar un proceso inflamatorio que exacerba el dafio
hepatico original (Andrade et al., 2019). Ademas, las especies radicales pueden
reaccionar con acidos grasos polinsaturados y fosfolipidos para dar lugar a perdxidos
lipidicos altamente reactivos y pueden afectar a la integridad estructural y funcional del
DNA y de las membranas celulares (Donato & Tolosa, 2021). De este modo, se
desencadena el dafio en las mitocondrias, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi,
peroxisomas y demds organulos celulares, y en la propia membrana celular (Figura 1.4).
En particular, el dafio mitocondrial causado por el estrés oxidativo y las especies

reactivas pueden conducir a la muerte celular por apoptosis, si el dafio mitocondrial
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conlleva la permeabilizacion de la membrana mitocondrial mediante la liberacion del
citocromo ¢, o por necrosis, si el dafio implica la destruccion de la membrana
mitocondrial (Andrade et al., 2019; Chen et al., 2015; Roth & Lee, 2017; Sebode et al.,
2017).

Enzimas de
Fase I/l

Metabolito inactivo Metabolito reactivo j

(electrdfilos, radicales)

Formacién Unién
de aductos covalente

v

l Excrecion l

» Proteinas
Dafio oxidativo l

Dafio
oxidativo

v
- Alteracién P
Lipidos ( funcional) Gleo antlgenoa

Peroxidacion
de lipidos

Y h 4

Genotoxicidad Dafio celular
Mutaciones Necrosis Inmunotoxicidad
Carcinogénesis Apoptosis

Figura 1.4. Mecanismos implicados en el dafio hepadtico inducido por farmacos (DILI).

Por otro lado, el DILI se puede clasificar segiin sus manifestaciones patolégicas generales
y los hallazgos histoldgicos en varios fenotipos clinicos que a menudo comparten
caracteristicas con otras enfermedades hepaticas generadas por causas no toxicas.
Ademas de la necrosis ya comentada, otros subtipos fenotipicos de DILI son la esteatosis
o esteatohepatitis, fosfolipidosis y la colestasis (Kim et al., 2010). La esteatosis o
acumulacién excesiva de lipidos neutros (fundamentalmente triglicéridos) en el higado,
es un hallazgo histopatoldgico frecuente en biopsias hepaticas de pacientes con DILI. La
disfuncién mitocondrial, y en particular la inhibicién de enzimas de la B-oxidacién o la
alteracion de la cadena de transporte electrénico, desempefia un papel clave en la
esteatosis inducida por farmacos (Donato et al., 2009). La fosfolipidosis es otro

trastorno de almacenamiento de lipidos que provoca la acumulacién excesiva de
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fosfolipidos en forma inclusiones citosdlicas conocidas como cuerpos lamelares
(Anderson & Borlak, 2006). Actualmente aun no se conocen con precisién los
mecanismos implicados en la fosfolipidosis inducida por farmacos, si bien parecen estar
relacionados con una inhibicion directa de las fosfolipasas lisosomales o con la
formacién de complejos de fadrmaco-fosfolipido resistentes a la degradacion enzimatica
(Donato & Gomez-Lechon, 2012a). Finalmente, el daifo de tipo colestasico puede
aparecer hasta en el 50% de los casos de DILI (Aithal et al., 2011; Chalasani et al., 2015;
Licata, 2016). En la colestasis se altera el flujo de la bilis del higado hacia el duodeno, lo
gue conduce a la acumulacién intrahepatica de AB y la subsiguiente hepatotoxicidad
(Andrade et al., 2006; Sousa et al., 2019). La alteracion funcional de los sistemas de
transporte hepatobiliar, y en concreto la inhibicion de BSEP, el principal transportador
responsable de la salida canalicular de BA, se considera un mecanismo importante de la

colestasis inducida por farmacos (Morgan et al., 2013).
1.2.3. Diagnéstico del DILI

Algunos de los sintomas descritos en los episodios de DILI son poco especificos, tales
como fatiga, disminucidn del apetito o dolor epigdstrico, por lo que su diagndstico no es
sencillo. Si la toxicidad cursa con colestasis es frecuente la aparicién de ictericia o de
prurito y puede adquirir cronicidad y derivar en hepatitis crénica, fibrosis hepatica,
cirrosis o incluso en procesos tumorales. En los casos en los que se desencadena una
reaccion inmunitaria, las manifestaciones clinicas registradas incluyen fiebre,
erupciones cutaneas, eosinofilia (>5%) y otros dafios en tejidos extrahepdaticos. Sin
embargo, en general las manifestaciones clinicas son variables (desde un episodio
asintomatico hasta un fallo hepatico agudo) y el periodo de latencia puede variar
sustancialmente de dias a meses (Yu et al., 2017). Todo ello, sumado a la ausencia de
marcadores especificos de hepatotoxicidad, hace que el diagndstico del DILI se realice
por exclusién de otras patologias hepaticas como la hepatitis virica (hepatitis A, B, C, E,
o el virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, virus del herpes y otros), el abuso de alcohol,
higado graso no alcohélico o enfermedades genéticas como la enfermedad de Wilson o
la hemocromatosis (Khoury et al., 2015; Tajiri & Shimizu, 2008).

La informacidn proporcionada por el propio paciente acerca de sus habitos y estilo de

vida (consumo de alcohol, de suplementos dietéticos o productos de herboristeria, la
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toma de farmacos de forma individual o coadministrada, la duracién del tratamiento
etc.), los factores de riesgo individuales, el historial clinico (episodios anteriores de DILI),
asi como los resultados en los test analiticos son utiles para fundamentar la sospecha de
DILI (EASL, 2019; Yu et al., 2017). De hecho, en la actualidad, los resultados de los analisis
bioquimicos de marcadores hepaticos clasicos, en los que se incluye la alanina
aminotransferasa (ALT), la fosfatasa alcalina (ALP, del inglés alkaline phosphatase), la
gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) y la bilirrubina, aunque no son especificos de
hepatotoxicidad, son utilizados para el diagndéstico del DILI. De esta manera, se sospecha
de DILI cuando se da alguna de las siguientes combinaciones en los niveles séricos de
ALT, ALP y bilirrubina total: 1) los valores de ALT superan cinco veces el limite superior
normal (LSN); 2) los niveles de ALP superan dos veces el LSN; 3) los niveles de ALT son
superiores a tres veces su LSN combinado con niveles de bilirrubina total superiores a
dos veces su LSN (EASL, 2019). Estos mismos tests, ademas, son utilizados para el calculo
del valor R [R= (ALT/LSN) / (ALP/LSN)] que permite identificar el tipo celular mas
afectado y clasificar en el dafio hepatico en tres tipos: hepatocelular (R 2 5), colestasico

(R<2)omixto (si2<R<5)(Aithal et al., 2011; Teschke & Danan, 2016).

Ante a la ausencia de biomarcadores especificos y de tests que confirmen el diagndstico
de DILI, los ensayos de causalidad son una de las estrategias seguidas para determinar
la probabilidad de que un dafio hepatico sea causado por un farmaco. El Método de
Ensayo de Causalidad Roussel Uclaf o RUCAM (del inglés Roussel Uclaf Causality
Assessment Method) es el mas utilizado para diagnosticar DILI debido a su sensibilidad
(86%), especificidad (89%) y reproducibilidad (Benichou et al.,, 1993). Este método
consiste en una escala de puntuacion que evalla siete categorias que ayudan a definir
el diagndstico de DILI (Tabla 1.2). La puntuacion final obtenida oscila entre -9y +14 y
permite clasificar como muy probable (>8), probable (6-8), posible (3-5), improbable (1-
2) o excluido (<£0) un evento como episodio de DILI (EASL, 2019). Sin embargo, el método
RUCAM no esta exento de limitaciones ya que la puntuacidn en algunos apartados
resulta arbitraria, como por ejemplo que entre los factores de riesgo se considere el
consumo de alcohol, pero no se contemple la cantidad o el tiempo de consumo, lo que
dificulta un diagnéstico certero (Aithal et al., 2011; Fu et al., 2020). De esta manera, el

diagndstico del DILI y la identificacidon del fdrmaco causal constituyen un verdadero
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desafio clinico en la actualidad y existe el convencimiento generalizado de que muchos

de los casos de DILI no son identificados.

Tabla 1.2. Método RUCAM para el diagndstico del DILI.

Categorias Puntuacion

1 Latencia: tiempo transcurrido entre la exposicién y la aparicién de los efectos. #1042

2 Curso de la patologia tras la retirada del medicamento. -2,0,+1,+20+3
3 Factores de riesgo (consumo de alcohol, embarazo, edad). 0o +1 por
subcategoria.

Comedicacién. -3,-2,-100

5 Busqueda de causas alternativas (otras patologias o complicaciones no 3,-2,0,+1,0+2
relacionadas con el farmaco).

6 Informacion previa del farmaco sospechoso (efectos descritos en la ficha 0, +1, 0+2
técnica del compuesto o descritos en la literatura cientifica).

7 Respuesta a la reexposicion al farmaco. -2,0,+1, 043

De-9a+14

PUNTUACION
TOTAL Posible (3-5)
Improbable (1-2)

1.2.4. DILI de cardcter idiosincrdsico (iDILI), epidemiologia y factores de riesgo.

La etiopatogenia del iDILI es compleja y resulta de la interaccién entre las propiedades
del farmaco administrado, las caracteristicas del huésped y las condiciones ambientales

a las que estd expuesto (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Grupos de factores asociados a la susceptibilidad del DILI idiosincrdsico en el ser humano.
Esta susceptibilidad depende de la interaccion entre las propiedades del farmaco administrado (A), las
caracteristicas intrinsecas del huésped (B) y las condiciones ambientales a las que estd expuesto (C).
Imagen basada en Fontana et al., 2014 (adaptada).
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Las caracteristicas del farmaco (estructura quimica, peso molecular, liposolubilidad o
dosis) son factores a tener en cuenta en el riesgo de aparicion iDILI. Aunque la dosis del
farmaco no esta directamente relacionada con la aparicién de episodios idiosincrasicos,
se ha observado que los farmacos administrados a dosis <10 mg causan raramente
episodios de iDILI, y la probabilidad de sufrir algin episodio aumenta si la dosis
administrada es > 50 mg (Lammert et al., 2008). Una alta liposolubilidad esta relacionada
con una mayor propension al iDILI, pues los farmacos mas liposolubles pueden
acumularse en el higado con mayor facilidad, aumentando la probabilidad de formacién
de especies inestables (Chen et al., 2015; Fisher et al., 2015). Ademas, la formacion de
metabolitos reactivos puede verse aumentada por la presencia de determinados grupos

quimicos (“toxicéforos”) en la estructura del farmaco.

Las caracteristicas intrinsecas del individuo son las que tienen un papel mas
determinante en la aparicién de iDILl. El género es un factor que condiciona la
susceptibilidad y, por ejemplo, numerosos estudios muestran que las mujeres tienen
mayor probabilidad a desarrollar fallo hepatico fulminante por iDILI (Fisher et al., 2015).
La edad también influye, de hecho, se han observado dos picos de prevalencia de
hepatotoxicidad inducida por farmacos (de 40 a 49 anos y de 60 a 69 afios en la
poblacion espafiola entre 1994 y 2007) (Lucena et al., 2009) o que la incidencia de dafio
hepatico por fdrmacos aumenta de 9 casos cada 100000 habitantes en individuos de 15
a 29 afios hasta 41 casos cada 100000 habitantes en individuos mayores de 70 anos
segun estudios basados en la poblacidn de Islandia entre el 2010 y 2011 (Hoofnagle &

Navarro, 2013).

Por otro lado, los polimorfismos asociados a los genes implicados en el metabolismo de
farmacos, asi como lainduccién o inhibiciéon de enzimas en presencia de otras moléculas
son los grandes responsables de las variaciones la eficiencia de detoxificacion de un
farmaco (Chen et al., 2015). En concreto, se han identificado variantes de las isoformas
CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 y CYP3A4 con relevancia
clinica en el iDILI (Roth & Lee, 2017). Algunos de estos polimorfismos provocan una
disminucion total o parcial de la actividad enzimatica (fenotipo metabolizador lento o
intermedio, respectivamente), desencadenando una acumulacion del farmaco que

puede ser toxica. Asi, por ejemplo, los portadores de las variantes alélicas CYP2C9*2 y

44



1. INTRODUCCION

CYP2C9*3 poseen una actividad CYP2C9 disminuida y metabolizan de forma lenta
farmacos como el anticoagulante warfarina, de manera que los portadores de estos
polimorfismos parecen ser mas susceptibles a sufrir reacciones adversas cuando son
tratados con dicho farmaco, especialmente en las fases iniciales (Lee et al., 2002). Por el
contrario, existen individuos con mas de dos copias para genes implicados en el
metabolismo o que presentan polimorfismos que se traducen en un aumento de la
actividad enzimatica (fenotipo metabolizador rapido) (Zanger & Schwab, 2013). Las
variantes alélicas CYP3A7*1B y CYP3A7*1C confieren mayor actividad CYP3A7 y oxidan
de forma mas eficiente algunos farmacos (acidos retinoicos isoméricos, estrona,
dehidroepiandrosterona y dehidroepiandrosterona sulfato), por lo que el efecto
terapéutico en individuos con estas variantes podria no ser el esperado, como se ha
demostrado con el tratamiento de la osteoporosis con dehidroepiandrosterona sulfato

(Crettol et al., 2010).

Ciertas mutaciones en los enzimas de fase Il (UGT, GST, NAT y SULT) también aumentan
el riesgo de sufrir DILI. De hecho, la variante alélica *2 de UGT2B7 (de mayor frecuencia
en la poblacién europea) aumenta la probabilidad de sufrir toxicidad por diclofenaco
(antiinflamatorio no esteroideo o AINE) pues se cree que aumenta la bioactivacion
oxidativa del farmaco y la formacidn del intermediario citotdxico quinoneimina
(Stephens & Andrade, 2020). Asimismo, algunas variaciones genéticas presentes en
transportadores de farmacos (fase lll) también aumentan el potencial de un farmaco a
desarrollar toxicidad hepatica. Tal es el caso de un polimorfismo en el gen ABCB1 (gen
codificante del transportador MDR1) asociado al riesgo de toxicidad por atorvastatina

(Stephens & Andrade, 2020).

Las variantes génicas de las moléculas del complejo de inmunohistocompatibilidad
(MHC) I y Il y de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) también se consideran
factores de susceptibilidad importantes (Stephens & Andrade, 2020). Asi, por ejemplo,
se ha descrito que los portadores del alelo HLA-B*57:01 tienen mayor riesgo de sufrir
una reaccién adversa tras el tratamiento con flucloxacilina (antibiético) (Daly et al.,

2009; Monshi et al., 2013; Wuillemin et al., 2014).

Finalmente, el ambiente al que estd expuesto el organismo y el estilo de vida también

son importantes. Asi, entre otros factores, el consumo de alcohol puede disminuir la
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dosis toxica del paracetamol al aumentar la formacion de especies reactivas generadas
por CYP2E1 y contribuir a la deplecion de los niveles GSH. Ademas, una dieta poco
variada y rica en grasas puede resultar en una disminucion en la tasa de eliminacién de
los farmacos, potenciando las reacciones de toxicidad hepatica (Andrade et al., 2019;

Chen et al., 2015).
1.2.5. Amoxicilina/Clavuldnico como causante de iDILI

El antibidtico amoxicilina/clavulanico (A/C) es uno de los principales farmacos causantes
de iDILI en Estados Unidos y Europa (Andrade et al., 2005; Chalasani et al., 2008) y se
encuentra entre los 5 primeros farmacos inductores de iDILI a nivel global (Teschke,
2018). Las manifestaciones clinicas asociadas a la toxicidad por A/C son
predominantemente colestasicas, con sintomas como la ictericia, el dolor abdominal o
el prurito, aunque se han reportado casos minoritarios de dafio hepatocelular derivado
del tratamiento con este farmaco (National Institute of Diabetes and Digestive and

Kidney Diseases, 2012).

La etiopatogenia de la toxicidad causada por A/C no es del todo conocida. Diferentes
estudios relacionan los alelos del HLA tipo || DRB1*15 y DRB1*06 a una mayor
susceptibilidad a la hepatotoxicidad por A/C (Lucena et al., 2011). No obstante, la
presencia de ciertos haplotipos del HLA no es suficiente para explicar la susceptibilidad
al dafio hepatico debido a A/C. Por un lado, se ha relacionado la toxicidad hepatica
causada por A/C con una reaccién inmunoldgica en la que intervienen linfocitos T
(deLemos et al., 2016; Kim et al., 2015) y se ha observado que la exposiciéon a A/C activa
la respuesta de linfocitos CD8(+) y CD9(+) independientemente del haplotipo del HLA
(Kim et al., 2015). Por otro lado, no se ha podido asociar hasta el momento un alelo del
HLA a la toxicidad de un Unico farmaco (por ejemplo, el haplotipo DRB1*15:01 asociado
a la toxicidad por A/C también esta asociado con la toxicidad por lumiracoxib) y tampoco
es posible predecir el patrén de dafio generado teniendo en cuenta Unicamente los
haplotipos HLA (por ejemplo, la A/C desencadena un patron colestasico o mixto
mientras que el lumiracoxib produce dafio hepatocelular) (Daly, 2022) de manera que

otros mecanismos deben estar implicados en el desarrollo de esta toxicidad.
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En ese sentido, mas alla de los haplotipos HLA y del papel del sistema inmunolégico en
la toxicidad hepatica inducida por A/C, no se ha profundizado en el estudio de los
mecanismos moleculares subyacentes a la misma. Recientemente, un estudio in vitro ha
relacionado el efecto colestasico de la A/C con la deplecion de los principales
transportadores de AB (tanto de entrada como de salida), con la alteracidn de las sintesis
de AB (y las vias de sefializacidn implicadas en su control) y con la activacién de la via
NFR2, una de las principales vias antioxidantes que se activan en respuesta al estrés
oxidativo (Petrov et al., 2021). No obstante, serian necesarios mas estudios para
esclarecer los mecanismos moleculares implicados en la hepatotoxicidad mediada por
A/C, incluyendo el uso de modelos in vitro personalizados que permitan analizar su

naturaleza idiosincrasica.

1.3. Modelos preclinicos para el estudio de DILI.

Los ensayos clinicos suponen la parte mas costosa del proceso de desarrollo de
farmacos. Es por ello que una identificacién eficaz en las fases preclinicas de aquellos
compuestos con poder de desencadenar DILI, facilitaria el cribado de moléculas. Esto
mejoraria la eleccién de los candidatos validos que avanzarian a las siguientes fases del
desarrollo farmacolégico, reduciendo la inversién econdmica y acortando los plazos
necesarios para el desarrollo del fdrmaco. En este contexto, resulta particularmente
dificil el abordaje de la hepatotoxicidad idiosincrasica debido a su estrecha dependencia
de las caracteristicas del paciente. En consecuencia, existe una necesidad de disponer
de estrategias y modelos preclinicos que permitan profundizar en el estudio del DILI y
de forma particular del iDILI, con el objetivo de conocer mejor sus mecanismos y los
factores de riesgo implicados en su aparicion y asi poder discriminar de manera eficaz

entre farmacos potencialmente hepatotdxicos y aquellos que no lo son.
1.3.1. Modelos preclinicos in vivo: uso de animales de experimentacion.

En el uso animales de experimentacion para el estudio de la hepatotoxicidad inducida
por farmacos se han seguido diferentes estrategias. Algunos modelos estan basados en
la alteracion o supresion de los mecanismos citoprotectores de los hepatocitos para

facilitar una respuesta toxica tras la administracion de un farmaco sospechoso. En este

47



1. INTRODUCCION

sentido, el modelo knockdown para la sintesis de GSH en rata ha resultado ser altamente
sensible para la deteccion de la hepatotoxicidad inducida por el diclofenaco y la
flutamida, farmacos desencadenantes de iDILI (Morita et al., 2009). También, se ha
tratado de recrear condiciones pro-inflamatorias por estimulacion del sistema
inmunitario para dirigir la toxicidad por fdrmacos hacia un caracter idiosincratico (Roth
et al., 2003). Este es el caso de la coadministracion del lipopolisacérido en roedores, el
cual estimula la activacién de neutrdfilos y la produccion de factor de necrosis tumoral
alfa (Liguori et al., 2010). Algunos farmacos conocidos como desencadenantes de DILI
de caracter idiosincrasico en humanos como la isoniazida, la amiodarona o la
trovafloxacina entre otros, se han coadministrado con lipopolisacarido a
concentraciones no toxicas en roedores y se ha observado una respuesta hepatotodxica
(Lu et al., 2012; Shaw et al., 2007; Su et al., 2014). Sin embargo, este modelo presenta
caracteristicas no consistentes con el DILI como por ejemplo el tipo de inmunidad
predominante en la patologia, ya que la respuesta a lipopolisacarido estd mediada
fundamentalmente por neutrdfilos (inmunidad innata) mientras que en el caso de la
hepatotoxicidad inducida por farmacos en humanos la respuesta inmunitaria est3
mediada por linfocitos (inmunidad adaptativa) (Uetrecht & Naisbitt, 2013). Asi mismo,
inducir condiciones pro-inflamatorias previas al tratamiento en un modelo animal es una
estrategia controvertida ya que otros estudios apuntan a que la estimulacidn del sistema
inmunitario enmascara los efectos que tiene el propio fdrmaco sospechoso en la
respuesta inmunitaria e incluso podria tener un efecto protector (Mak & Uetrecht,

2015).

A pesar de los esfuerzos realizados hasta ahora, la comunidad cientifica sigue teniendo
dificultades para generar modelos in vivo para el estudio de la hepatotoxicidad debido
a las diferencias interespecies entre los animales de experimentacién y los humanos no
solo a nivel genético, sino también a nivel metabdlico y funcional, aspectos que
aumentan la complejidad que supone crear un modelo in vivo reproducible (Donato &
Tolosa, 2019; Godoy et al., 2013). Ademads, cuestiones éticas limitan el uso de animales
e impulsan el desarrollo de modelos alternativos siguiendo los principios de las 3R

(reemplazo, reduccién y refinamiento) en la experimentacién animal y un ejemplo de
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ello es el uso y desarrollo de modelos in vitro basados en células humanas para estudios

de hepatotoxicidad (Gorzalczany & Rodriguez-Basso, 2021; Térnqvist et al., 2014).
1.3.2. Modelos preclinicos in vitro: modelos basados en células humanas.
1.3.2.1. Hepatocitos primarios humanos.

Los modelos preclinicos basados en células de origen humano permiten realizar estudios
de hepatotoxicidad obviando la variabilidad inherente a la especie. Los hepatocitos
primarios humanos (PHH, del inglés primary human hepatocytes) constituyen el modelo
por excelencia (gold standard) para los estudios de metabolismo, transporte y toxicidad
ya que es el sistema que mads se aproxima a los hepatocitos en su ambiente fisioldgico.
Sin embargo, los PHH presentan limitaciones como la incapacidad de proliferar o la
pérdida rapida y gradual de la funcionalidad durante su cultivo en monocapa (Gémez-
Lechdn et al., 2014). Algunos formatos de cultivo en sandwich, en los que la monocapa
de PHH queda cubierta por una fina capa de matriz extracelular (ECM), retrasan la
desdiferenciaciéon de los PHH, mantienen su morfologia y polaridad y prolongan su
funcionalidad hasta 14 dias (Elaut et al., 2006; Rowe et al., 2013). A priori, la posibilidad
de disponer de preparaciones de hepatocitos aislados a partir de tejido hepatico de
diferentes donantes es una excelente oportunidad para estudiar la variabilidad
interindividual caracteristica del metabolismo y la hepatotoxicidad de los farmacos. No
obstante, la estricta necesidad de disponer de muestras de higado fresco para el
aislamiento de hepatocitos limita su disponibilidad por razones éticas (Godoy et al.,
2013), e impide el andlisis de perfiles genéticos y polimorfismos relevantes que puedan
ser responsables de episodios idiosincraticos en un numero suficiente de donantes
(Choudhury et al., 2017). De ahi la necesidad de explorar modelos celulares alternativos

gue permitan superar los inconvenientes y limitaciones de los PHH.
1.3.2.2. Lineas celulares de hepatoma y modelos basados en hepatocitos modificados.

Las principales ventajas de las lineas celulares de hepatoma son su proliferaciéon casi
infinita, facil manejo y fenotipo estable. Sin embargo, su aplicabilidad a estudios de
toxicidad estd seriamente limitada por su baja capacidad metabdlica. Este es el caso de

la linea HepG2, muy utilizada en estudios de hepatotoxicidad in vitro, cuya expresion de
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enzimas de fase | y Il se encuentra muy reducida (Donato et al., 2015; Wu et al., 2019;

Yokoi & Oda, 2020).

Por esta razéon, se ha propuesto el uso de otras lineas de hepatoma con una
funcionalidad mas préxima a los PHH, como la linea HepaRG, procedente de una
paciente con hepatocarcinoma causado por el virus de la hepatitis C. Las células HepaRG
proliferantes pueden adquirir un fenotipo hepatico diferenciado al ser cultivadas en
presencia de dimetilsulféxido (DMSO). Una vez diferenciadas, las células HepaRG
presentan niveles relativamente elevados de enzimas CYP450, transportadores de
membrana y receptores nucleares (Aninat et al., 2006) durante al menos dos semanas
de cultivo, lo que ha permitido su aplicacidn en ensayos de toxicidad a largo plazo para
estudiar los efectos crénicos de los farmacos (Donato et al., 2013; Jossé et al., 2008). A
pesar de ello, no hay que perder de vista que HepaRG es una linea transformada cuyas
rutas de sefalizacién se encuentran posiblemente alteradas de manera que su respuesta
a la toxicidad puede no reflejar la de un hepatocito “normal”. Del mismo modo, estudiar
la toxicidad idiosincrasica en este modelo no es posible debido fundamentalmente a la

falta de variabilidad genotipica (Godoy et al., 2013).

Algunos modelos celulares mas recientes permiten analizar la respuesta a farmacos e
incluir la variabilidad genotipica en el analisis, aunque de forma limitada. Este es el caso
de los hepatocitos humanos Upcytes® (UHH), un modelo basado en células derivadas de
hepatocitos que han adquirido capacidad replicativa limitada gracias a un proceso de
transduccion lentiviral (Burkard et al., 2012). Estudios transcripcionales sitian a los UHH
mas cercanos a los PHH que a la linea HepG2. Los UHH poseen funciones tipicas de
hepatocitos como la sintesis de albumina, acumulacidn de glucégeno y actividades
CYP450, aunque estas ultimas dependen del donante del que derive (Tolosa et al.,
2016b). Este modelo ha mostrado ser ventajoso para los estudios de hepatotoxicidad
con dosis repetidas de farmacos gracias a su capacidad para mantener sus funcionalidad
durante largos periodos de cultivo (hasta 21 dias) (Tolosa et al., 2019). Ademas, dada la
posibilidad de generar UHH de diferentes donantes, es posible estudiar la variabilidad
paciente-especifica en los estudios de hepatotoxicidad. Sin embargo, es un modelo cuya
proliferacion finita impide su disponibilidad ilimitada, por lo que su uso continuo

requeriria la generacién de multiples preparaciones de UHH a partir del tejido del
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paciente, lo que implica restricciones éticas y una falta de estandarizacion de los

resultados obtenidos a largo plazo.
1.3.2.3. Cocultivos.

El uso de cocultivos es una estrategia in vitro de aproximacidon a las condiciones
fisiolégicas que se dan en el higado. Diversos estudios muestran que el cocultivo de
hepatocitos con otras células hepaticas (células Kupffer, endoteliales, estrelladas, etc.)
favorece su estabilidad funcional y prolonga su supervivencia en el cultivo, lo que
permite realizar estudios a largo plazo, sobre 2-3 semanas (Krause et al., 2009; Pfeiffer
et al., 2015). Ademas, existen evidencias de que la hepatotoxicidad no es una cuestién
exclusiva del hepatocito y el papel que juegan en el DILI las células no parenquimaticas
del higado es cada vez mas reconocido. Entre las combinaciones de cocultivo que se han
explorado para estudios de hepatotoxicidad, el cultivo mixto de hepatocitos y células
Kupffer es una de las mas destacadas. A modo de ejemplo, este modelo permite recrear
la respuesta inflamatoria tras la exposicion a farmacos hepatotdxicos como la
trovafloxacina (Rose et al., 2016). Pese a sus ventajas, a dia de hoy los cocultivos no
constituyen un modelo muy extendido en el cribado de farmacos y su uso mas
generalizado requeriria un esfuerzo adicional de optimizacién técnica (Roth & Ganey,

2020).
1.3.2.4. Cultivos tridimensionales.

Los cultivos tridimensionales (3D) tratan de recrear de forma mds precisa la fisiologia
del d6rgano y las interacciones célula-célula y célula-ECM para que las células sean
capaces mejorar su funcionalidad con respecto al cultivo 2D o en monocapa
(Edmondson et al., 2014). Los modelos hepaticos 3D disponibles en la actualidad varian
tanto en los biomateriales utilizados para generar la matriz 3D como en los tipos
celulares empleados (PHH, lineas HepG2 o HepaRG, UHH® etc.) y sus combinaciones con
células no parenquimaticas (Baze et al., 2018; Fang & Eglen, 2017; Godoy et al., 2013;
Langhans, 2018). Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que el cultivo 3D
mejora la funcionalidad metabdlica de las células hepaticas (aumento de la expresion
basal de los genes codificantes de enzimas de Fase | y Il) y proporciona una mayor

estabilidad a lo largo del tiempo de cultivo con respecto al formato 2D (Andersson, 2017;
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Basharat et al., 2020). Su aplicacion a estudios de hepatotoxicidad posibilitaria realizar
tratamientos largos con dosis repetidas del farmaco (Bell et al., 2016). Sin embargo, los
cultivos 3D deben enfrentarse a la complejidad afiadida del disefio y a la sintesis de los
armazones que mimetizan la arquitectura del parénquima hepdtico, la reducida
reproducibilidad de las resultados y el coste econdmico que supone generarlos (Anton

et al., 2015).
1.3.2.5. Células madre pluripotentes.

Recientemente, los hepatocitos derivados de células madre pluripotentes (PSC, del
inglés pluripotent stem cells) han sido descritos como un modelo in vitro para estudios
de hepatotoxicidad. Este modelo permite obtener células con fenotipo hepdtico de
formailimitada y, ademads, permite establecer lineas genotipicamente diferentes a partir
de donantes diferentes (Kuna et al., 2018). De este modo, los hepatocitos derivados de
PSC podrian ser una buena aproximacion para el estudio del DILI, y en particular, del

iDILI tal y como se justifica en los siguientes apartados.

1.4. Células madre pluripotentes inducidas (iPSC): concepto, generacion y

utilidad.

1.4.1. Concepto.

Las PSC son células con capacidad de diferenciarse a cualquier tipo celular derivado de
las tres capas germinales (endodermo, ectodermo y mesodermo) y poseen una

autorenovacion ilimitada (Wills & Rajagopalan, 2020).

De forma fisioldgica estas células se forman en la masa celular interna del blastocito
durante el desarrollo embrionario y se conocen como células madre embrionarias (ESC).
En 2006 Shinya Yamanaka y su equipo descubrieron que el estado pluripotente de una
célula dependia fundamentalmente de la expresién de cuatro factores de transcripcién:
OCT3/4, SOX2, KLF4 y C-MYC (KOSM) de manera que la expresidén ectépica de estos
factores en células somaticas era suficiente para revertir su estado unipotente a
pluripotente (Takahashi & Yamanaka, 2006). Este procedimiento de “desdiferenciacién”

recibié el nombre de reprogramacion y la célula pluripotente obtenida se denominé
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célula madre pluripotente inducida (iPSC). Las iPSC recrean a las ESC en muchos aspectos
como la morfologia celular, la capacidad de proliferar indefinidamente y de
diferenciarse a cualquier tipo celular de las tres capas germinales, la capacidad de
formar teratomas o su actividad telomerasa (Takahashi et al., 2007; Takahashi &

Yamanaka, 2006).

Diferentes tejidos han sido considerados como fuente de células somaticas para la
generacién de iPSC. Debido a la facilidad de aislamiento (aunque invasivo), los
fibroblastos han sido el tipo celular predominante usado para llevar a cabo la
reprogramacion. También se han usado otros tipos celulares como los queratinocitos
(Aasen et al., 2008; Piao et al., 2014), células de la pulpa dental (Tamaoki et al., 2010),
progenitores del tejido adiposo (Qu et al., 2012), células mesenquimales del foliculo
piloso (Wang et al.,, 2013) o células del tracto urinario (Zhou et al.,, 2012).
Recientemente, la sangre periférica esta ganando popularidad como fuente de células
somaticas para la reprogramacion debido a su extraccién facil y minimamente invasiva

para el paciente (Vlahos et al., 2019).
1.4.2 Reprogramacion celular: estrategias para la generacion de iPSC.

La reprogramacion celular se puede llevar a cabo mediante diferentes técnicas que se
pueden dividir en dos grandes grupos: sistemas integrativos y sistemas no integrativos
(Andargie et al., 2016; Gonzalez et al., 2011). La Figura 1.6 esquematiza las diferentes

estrategias de reprogramacién usadas para generar iPSC.

Los sistemas integrativos llevan a cabo la reprogramacion a través de la introduccién de
genes exogenos inductores de la pluripotencia (KOSM) en el genoma de la célula a
reprogramar. La expresion de estos genes es transitoria y acaban siendo silenciados al
final de la reprogramacién por modificaciones epigenéticas. De hecho, Ia
reprogramacioén solo se considera exitosa cuando la célula reprogramada empieza a
sobreexpresar los genes endégenos de pluripotencia y silencia los exdgenos (Al Abbar
et al., 2020; Gonzalez et al., 2011). Los retrovirus, como el virus de la leucemia murina
de Moloney y sus derivados, son los que presentan mayor eficiencia de reprogramacion,
pero Unicamente pueden utilizarse en células proliferativas. Por el contrario, los

lentivirus actian tanto en células proliferativas como no proliferativas pero su eficiencia
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de reprogramacién es menor (Figura 1.6). En cualquier caso, la integracién de material
genético en el genoma celular es, precisamente, una desventaja de los sistemas
integrativos, pues la integracidn aleatoria puede causar mutaciones en la célula de
partida. También la reactivacién de los transgenes podria alterar el proceso de
diferenciacién celular o incluso inducir la formacion de células tumorales (Al Abbar et

al., 2020; Andargie et al., 2016; Gonzalez et al., 2011).

Los sistemas no integrativos incluyen una variedad de estrategias que comprenden
desde el uso de material genético hasta el uso de proteinas o pequenas moléculas
(Figura 1.6). Los adenovirus defectivos en la replicacion se han utilizado para introducir
material genético en la célula a reprogramar sin integrarlo en el genoma. La desventaja
de este sistema es que la eficiencia de reprogramacién es notablemente menor con
respecto a los sistemas integrativos (hasta tres 6rdenes de magnitud). Sin embargo, los
vectores introducidos acaban desapareciendo con los ciclos de proliferaciéon de las
células reprogramadas (Al Abbar et al., 2020; Gonzalez et al.,, 2011; Maherali &
Hochedlinger, 2008).

Entre los sistemas viricos no integrativos ha cobrado especial interés la transfeccién de
RNA mediante virus Sendai (SeV). El material genético de SeV es una cadena negativa
de RNA no segmentada en la que se ha sustituido la informacién genética no necesaria
para la replicacion por la informacién de reprogramacion (KOSM). Los SeV
recombinantes son defectivos en la proteina de fusidn y no es posible la formacion de
nuevos SeV para la reinfeccién. De esta manera, la estrategia SeV es segura y la
expresion ectdpica es transitoria pues los vectores acaban diluyéndose con la replicaciéon
celular. Su eficiencia de reprogramacidon es menor que la de los sistemas integrativos,
pero en la actualidad se ha optimizado cambiando la estequiometria en la expresién de
OSKM. Ademas, la estrategia SeV permite que la expresion de los transgenes sea mas

rapida (Borgohain et al., 2019; Nakanishi & Otsu, 2012).

También es posible hacer uso de vectores episomales, evitando asi la envuelta virica
(Figura 1.6). Estos vectores entran en la célula diana mediante sistemas como la
electroporacién haciendo que su manejo sea sencillo y seguro. No obstante, en

ocasiones la expresién de los vectores episomales se reduce antes de que la célula diana
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llegue a reprogramarse de forma completa haciendo que la eficiencia de

reprogramacion sea sustancialmente baja (Andargie et al., 2016; Silva et al., 2015).

Otras aproximaciones de reprogramacion no integrativa sin hacer uso de virus son las
que implican microRNAs, RNAs sintéticos, proteinas o pequefias moléculas (Figura 1.6).
Por ejemplo, los miR-291-3p, miR-294, y miR-295 han sido utilizados para generar
colonias homogéneas de iPSC sin hacer uso de c-myc. Por otro lado, las proteinas OSKM
unidas a poliarginina (para asegurar la entrada a la célula diana) también han sido usadas
con éxito para la reprogramacion celular (Al Abbar et al., 2020; Borgohain et al., 2019;
Gonzalez et al., 2011).

Sistemas Integrativos

Sistemas no Integrativos

Retrovirus Lentivirus
2 Ivf’:.
| % ¥ n >
Basados en No basados
virus en virus

Adenowrus Sendai Virus | | |

Vectores RNAsintéticos  Pproteinas  Pequefias
episomales miRNA moléculas

Q 3\ P 2& T

2wy

Figura 1.6. Estrategias de reprogramacion celular. La reprogramacion celular puede llevarse a cabo
mediante sistemas integrativos (izquierda) o sistemas no integrativos (derecha). Los sistemas no
integrativos se diferencian entre los sistemas basados y los no basados en virus. En los sistemas no basados
en virus son los vectores episomales, los RNA, las proteinas y otras pequefias moléculas las estrategias
predominantes. Imagen generada con Biorender®.

1.4.3 El potencial de las iPSC en biomedicina.

La posibilidad de generar células PSC sin recurrir a la destruccién de los blastocistos
supuso un hito al permitir la generacién de diferentes tipos celulares de forma ilimitada
al mismo tiempo que se evitaban las restricciones éticas que implicaba el uso de ESC. La
produccién de estas células a demanda posibilitd su uso terapéutico por sustitucién de

células con una patologia concreta por células reprogramadas corregidas y sanas,
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eludiendo el rechazo inmunoldgico en los pacientes. Su aplicacion en terapia celular
(Figura 1.7), aunque con resultados muy prometedores, en la actualidad todavia esta

siendo objeto de estudio (Yamanaka, 2020).

Asimismo, aprovechando la posibilidad de obtener células reprogramadas de pacientes
con patologias (fundamentalmente de origen genético), las células derivadas de iPSC
también han sido propuestas como modelos in vitro para estudiar los mecanismos
subyacentes en diferentes enfermedades con el objetivo de identificar nuevas dianas
terapéuticas. Ademads, debido a su capacidad de recapitular el fenotipo patolégico, las
células derivadas de iPSC también estan siendo utilizadas para el estudio y desarrollo de

nuevos farmacos (Figural.7) (Shi et al., 2017; Sterneckert et al., 2014).

Por ultimo, las iPSC han supuesto una nueva estrategia para estudios de toxicidad y en
particular de hepatotoxicidad (Figura 1.7). La posibilidad de diferenciar iPSC en células
con fenotipo de hepatocito conocidas como hepatocyte-like cells (HLC) es el punto de
partida para su aplicaciéon al andlisis de los factores que rigen la susceptibilidad
individual, por lo que se postulan como un modelo para estudiar el DILI y, en especial,
el iDILI (Donato & Tolosa, 2019; Wills & Rajagopalan, 2020). Estudios transcriptémicos y
funcionales llevados a cabo hasta el momento indican que las HLC expresan enzimas de
fase | y fase Il y algunos transportadores hepdticos y exhiben caracteristicas tipicas de
hepatocitos como es una morfologia poligonal, la produccién y secrecidén de albdimina,
sintesis de urea y el almacenamiento de glucégeno, aunque en menor grado que los PHH
(Chen et al., 2012; Hannan et al., 2013; Song et al., 2009). El potencial de las HLC como
modelo celular para discriminar el potencial hepatototdxico de nuevos farmacos en los
estudios preclinicos de seguridad parece indiscutible (Gao & Liu, 2017). De hecho,
gracias a la ventaja que supone la obtencién de iPSC de diferentes donantes, es posible
generar HLC con perfiles genéticos y fenotipicos diferentes permitiendo estudiar la
relacion entre la variabilidad interindividual y el metabolismo de farmacos (Takayama
et al., 2014). A este respecto, la generacion de HLC procedentes de pacientes que han
sufrido un episodio de hepatotoxicidad por farmacos puede permitir el estudio de la
vinculaciéon del farmaco sospechoso con el episodio de hepatotoxicidad acontecido en
cada paciente (Choudhury et al., 2017). La identificacién retrospectiva de fenotipos

metabolizadores con mayor susceptibilidad a la hepatotoxicidad de ciertos farmacos
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(idiosincrasia metabdlica) también permitiria el estudio de los mecanismos celulares y
moleculares implicados en el iDILI. De ese modo, con el modelo celular basado en HLC
es posible aumentar la precisidon en los estudios de iDILI, con resultados mas fiables y
personalizados que pueden resultar de gran ayuda en el desarrollo farmacéutico

(Donato & Tolosa, 2019).

Paciente “#‘ ,—F» J\J §

Autorenovacion Estudio de mecanismos

() / subyacentes de patologias
Reprogramacin Diferenciacién o -
- G

| o — @@ T

Células sométicas Descubrimiento de dianas y
{unipotentes) farmacos terapéuticos

@

= &

L 4

Terapia celularl

Estudios de toxicidad
(cardiaca, hepética)

Figura 1.7. Aplicaciones de las iPSC. Las células somdticas patoldgicas de pacientes pueden ser
reemplazadas por células diferenciadas sanas (terapia celular). Las células derivadas de iPSC pueden ser
utilizadas para estudiar los mecanismos implicados en el desarrollo de la patologia, asi como para
descubrir nuevas dianas y fdrmacos terapéuticos. Al mantener el genotipo del paciente, las iPSC pueden
diferenciarse en células somdticas para estudios de toxicidad, permitiendo estudiar la variabilidad
interindividual en cuanto a la respuesta a fdrmacos. Imagen generada con Biorender®.

1.5. Células hepadticas derivadas de iPSC: generacion y uso como modelo

in vitro en iDILI.
1.5.1 Organogénesis del higado.

La organogénesis del higado es el punto de partida de los protocolos de diferenciacion
hepatica de células progenitoras. El higado se desarrolla a partir del endodermo, una de
las tres capas germinales que se forma durante la gastrulacién, un proceso que sucede
aproximadamente a los 16 dias de gestacion en humanos. A nivel molecular, la
formacién del endodermo viene regida fundamentalmente por la activacidn de la via de
sefializacion Nodal, cuyos integrantes pertenecen a la familia de los factores de
crecimiento transformante beta (TGFpB, del inglés transforming growth factor 8) y actuan
como ligandos para los receptores de activina tipo | y Il y correceptores Cripto. Niveles
elevados de Nodal se correlacionan con la expresién del factor 17 de la caja de

transcripcion SRY (SOX17, del inglés SRY-box transcription factor 17) y de la proteina A2
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de la caja forkhead (FOXA2, del inglés forkhead box protein A2) promoviendo la
formacién del endodermo definitivo (Grapin-Botton, 2008; Zorn & Wells, 2007).

Si bien la mayor parte de las células que formaran el higado proceden del endodermo
(hepatocitos y colangiocitos), otras células residentes en el higado adulto proceden del
mesodermo (células Kupffer, células estrelladas, células endoteliales, leucocitos). Es por
ello que el mesodermo y el endodermo poseen una estrecha comunicacion durante la
organogénesis hepatica (Zong & Friedman, 2014). De esta manera, tras la gastrulacion,
el endodermo definitivo forma un tubo a lo largo del eje anteroposterior que queda
rodeado por el mesodermo. Este tubo estd dividido en tres dominios progenitores:
intestino anterior, intestino medio y el intestino posterior, formados gracias a la
secrecioén diferencial de factores por el mesodermo adyacente (Zorn, 2008). Estudios de
rastreo celular durante el desarrollo embrionario de ratones indican que el higado se
origina en la region ventral del intestino anterior adyacente al mesodermo cardiaco y al
septum transversum (la regién del mesodermo que dara lugar al mesenterio ventral)
(Gordillo et al., 2015; Rossi et al., 2001; Si-Tayeb et al., 2010a). El compromiso hepatico
de las células competentes del intestino anterior ventral se inicia gracias a sefiales
moleculares procedentes del mesodermo cardiaco y del septum transversum en las que
se incluyen factores de la familia de los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF, del
inglés fibroblast growth factor) y de la familia las proteinas morfogénicas éseas (BMP, del
inglés bone morphogenetic protein), respectivamente (Rossi et al., 2001; Shin et al.,

2013).

Tras recibir las sefiales moleculares propicias, el intestino anterior ventral se engrosay
forma un pequeiio bolsillo celular llamado diverticulo hepatico (23-26 dias de
gestacioén). El diverticulo hepatico es el primer indicio morfolégico de la formacién del
higado ya que las células endodérmicas dejan su morfologia cuboide y su disposicion en
monocapa para formar multiples capas de epitelio pseudoestratificado cuyas células
acabaran invadiendo el septum transversum tras la rotura de la [dmina basal, gracias a
la expresion de genes como el que codifica la proteina homeobox expresada
hematopoyéticamente (Hhex, del inglés Hematopoietically Expressed Homeobox) (Bort
et al., 2006). Estas células reciben el nombre de hepatoblastos y son proliferativas y

bipotenciales (26-32 dias de gestacion), pues a partir de ellas se generaran los
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hepatocitos y los conlangiocitos (Rossi et al., 2001; Zorn, 2008). Los hepatoblastos
expresan algunos de los marcadores que se expresan en hepatocitos como la albumina
(Alb), el factor nuclear hepatico 4 alfa (Hnf4a, del inglés hepatocyte nuclear factor 4
alpha) y la citoqueratina 18 (Ck18, del inglés cytokeratin 18), asi como marcadores de
colangiocitos como la citoqueratina 19 (Ck19, del inglés cytokeratin 19). Ademas, los
hepatoblastos expresan marcadores mas especificos como la alfafetoproteina (Afp), E-
cadherina o la molécula de adhesion de célula epitelial (Epcam, del inglés epithelial cell

adhesion molecule) (Tanaka et al., 2009; Wauthier et al., 2008).

La invasion del septum transversum progresa con la expansion celular en la que estan
implicados numerosos factores de crecimiento como el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF, del inglés hepatocyte growth factor), FGF, TGF y acido retinoico. La
mayoria de estos factores son secretados por las células del septum transversum
(incluyendo las células endoteliales) y los propios hepatoblastos y estdan implicados en
la proliferacidn y supervivencia celular (Zorn, 2008). Finalmente, desde 56-58 dias de
gestacion hasta aproximadamente los 210 dias, los hepatoblastos llevan a cabo su
diferenciacién para formar hepatocitos y colangiocitos (Ober & Lemaigre, 2018; Zhao &

Duncan, 2005).

Los hepatoblastos cercanos a la vena portal daran lugar a los colangiocitos y los que se
localizan en el parénquima y no estan en contacto con el mesénquima portal se
diferencian a hepatocitos (Zong & Friedman, 2014). Factores secretados por las células
hematopoyéticas del higado como la oncostatina M (OSM) son clave para la
diferenciacién hacia hepatocitos ya que induce la maduracion metabdlica y promueve
la polarizacidn celular. La OSM en combinacidon con hormonas corticoides (por ejemplo,
dexametasona) y el factor de crecimiento HGF promueven la maduracion hepatica (Shin
et al., 2013) mediante una regulacion compleja en la que juega un papel esencial el
factor de transcripcién HNF4a. Este factor estd implicado en la expresién de casi la mitad
de los genes asociados a la polaridad hepatica, la estabilidad de la adhesién celular y las
funciones metabdlicas especificas del higado (Parviz et al., 2003). Con la diferenciacién
de los hepatoblastos, los cordones de hepatocitos se disponen formando lobulillos
dentro del parénquima y los colangiocitos forman los ductos biliares. La maduracién

total del hepatocito llega a término en etapas posteriores al nacimiento, cuando las
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células hepaticas desarrollan el nivel funcional necesario para llevar a cabo todas las

actividades hepaticas (Beath, 2003).
1.5.2 Protocolos para la obtencion de HLC.

Los protocolos para generar células hepaticas a partir de células pluripotentes tratan de
recrear la organogénesis del higado y nacieron con las ESC como células de partida,
aungue posteriormente se aplicaron también a las iPSC. Se han propuesto numerosos
protocolos para generar HLC derivadas de células pluripotentes cuyo proceso de
diferenciacion se divide fundamentalmente en tres etapas: diferenciacidon a endodermo
definitivo (especificacion), diferenciacion a hepatoblasto (compromiso hepdtico) y

diferenciacién a hepatocito (maduracién) (Saito et al., 2020).

Aunque algunos protocolos hacen uso de pequenas moléculas o microRNA para la
diferenciacién de ESC/iPSC a HLC (Gao et al., 2020; Jaafarpour et al., 2019; Loh et al.,
2019; Mathapati et al., 2016; Tasnim et al., 2015), el uso de factores de crecimiento con
roles clave en el desarrollo del higado es la estrategia que concede mayor eficiencia de
diferenciacién. Ademds, numerosos protocolos también incluyen hormonas, inhibidores
de la apoptosis y otras moléculas con la finalidad de aumentar dicha eficiencia. La tabla
1.3 destaca diferentes estrategias para la diferenciacion hepatica de PSC y las

caracteristicas fenotipicas mas destacadas de las HLC generadas.
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Tabla 1.3. Protocolos de referencia para la generacion de células hepdticas derivadas de células pluripotentes (HLC).

Tipo de célula Método de

Principales factores empleados en la diferenciacion

Ref. . - v : Caracteristicas fenotipicas de las HLC
€ pluripotente reprogramacion Endodermo Hepatoblasto Hepatocito Duracidn (dias) aracteristicas fenotlpicas de fas
I?lf/li':l - Morfologia poligonal
Linea hESC-H1 e iPSC- (especificacion) - ALATH, CYP3Ad+.
(Song et al., . L . P OSM - Expresion génica de ALB, CK18, AFP, CK19, A1AT, CYP3A4.
3U1, -3U2 derivadas de Lentivirus Activina A - 21 . ,
2009) ) Dexa - Almacenamiento de glucégeno.
fibroblastos. HGF , . 9 .
KGF (FGF7) - Sintesis y secrecidn de urea y albumina detectada.
., - Actividad CYP450 detectada.
(expansion)
Linea hESC-HO e iPSC - Morfologia poligonal.
(Si-Tayeb, derivadas de la linea - ALB+, AFP+, HNF4-A+, FOXA2+.
etal, Lentivirus Activina A BMP4, bFGF HGF 20 - Secrecidn de albumina, sintesis de urea, acumulacién de glucégeno, lipidos y LDL.
CRL2097 de N o
2010b) . - Expresion génica de marcadores hepaticos como AFP y HNF4a.
fibroblastos humanos. . . .
- Expresion detectada genes que codifican enzimas de fase | y Il
- Morfologia poligonal.
a
Linea hESC-H9 e iPSC LYZ?‘?OOZ ! - ALB+, AFP+, HNF4-A+, A1AT+, CK18+.
(Touboul et . Activina A, FGF10, FGF4, EGF, S e
al,, 2010) procedentes de Retrovirus BMPA4 RA SBA31542b HGE 20 - Expresion génica de marcadores especificos como AFP, HNF4a, HNF6, A1AT, F9,
v fibroblastos humanos. bFGFI ! CK18, ALB y de enzimas de detoxificacion como CYP3A7y CYP7A1 entre otros.
- Actividad CYP3A5 y CYP3A7 detectada.
- Morfologia poligonal.
5 lineas hESC (H9, Valo, Activin A - ALB+, I.-IINF4-A+, /-}1/-\.T+, CK18+.
FES22, -29y hSF-6) WNT3A - Secrecién de Albumina y A1AT detectada.
(Hannanet h,'neas‘;e s y ) BMP4 BMP4 HGF 20 - Actividad CYP3A4 inducible.
al., 2013) derivadas de bFGF FGF10 OSM - Expresion génica: AFP, ALB, A1AT, APOF, TAT, TDO2, TTRy CYP3A7, CYP3A4.
fibroblastos humanos ChIR - Almacenamiento de glucégeno
’ LY2940022 - Incorporacion de LDL.
- Incorporacion de verde de indocianina.
- Morfologia poligonal.
iPSC derivadas de - - ALB+.
linfocitos Activina A FGF1 .HGF. - Expresion génica de marcadores fetales (o de hepatoblasto) como HNF4-a, AFP,
(Choudhury . . . WNT3A Folistatina-
etal, 2017) inmortalizados de Vector episomal BMPA bFGF 588¢ 20 CK18y CYP3A7.
v sangre periférica bFGE FGF8 OSM - Baja expresion de genes de fenotipo hepatico maduro como ALB, A1AT, ASGPR,
humana. CYP1A2, CYP3A4, UGT1A1y UGT1A3.
- Produccién de urea.
- Morfologia poligonal.
- HNF4a*, E-CAD*.
(Wanget  Lineas hESC-H9 y iPSC Activina A o -
- D 15-1 - E LB.
al,, 2017) 33D6. WNT3A MSO HGF, OSM 5-18 xpresion génica de genes hepaticos como HNF4ay A

Actividad CYP3A4 detectada.
Sintesis y secrecidn de albumina.

2 Pequefia molécula que inhibe la pluripotencia y promueve la diferenciacién a endodermo (Tasnim et al., 2015); ° Inhibidor de TFGB que promueve la maduracién hepatica (Tasnim et al., 2015); A1AT = alfa 1 antitripsina, Dexa=
dexametasona; F9= factor IX de coagulaciéon; APOF= apolipoproteina F; TAT= Tirosina aminotransferasa; TDO2= triptéfano 2,3-dioxigenasa; TTR= transtiretina; LDL= lipoproteina de baja densidad; ASGPR= receptor de

asialoglicoproteina.



Para conducir la diferenciacion de las iPSC hacia el estadio de endodermo la mayoria de
protocolos coinciden en el uso de altas concentraciones de activina A entre 3 y 5 dias
(Si-Tayeb et al., 2010b). Se ha demostrado que la presencia de activina A y bFGF
combinados de forma transitoria durante 24 h aproximadamente con otros factores
como WNT3A, o pequefias moléculas que imitan el efecto sefializador de este ligando
como CHIR99021 (Sineva & Pospelov, 2010) y BMP4 son importantes para reprimir la
expresion génica ligada a la pluripotencia e incentivar la sefializacion de la activina A en
su propésito de inducir la formacion del DE en ESC (Loh et al., 2014). Siguiendo este
esquema, se consigue inducir la expresion génica de genes implicados en la formacién
de la linea primitiva en las primeras 24-48 h para dar paso a la expresion de genes de
perfil endodérmico como SOX17 o FOXA2 (Choudhury et al., 2017; Hannan et al., 2013;
Touboul et al., 2010).

Tal y como se ha venido describiendo en los estudios sobre el desarrollo del higado, la
combinacidn de factores de la familia BMP y FGF permite que las células en estadio de
DE puedan comprometerse con el destino hepatico al inducir la expresidon de
marcadores hepaticos (Calmont et al., 2006; Rossi et al., 2001). En su mayoria, los
protocolos de diferenciacién de células pluripotentes a HLC, destacan la participacion
de BMP4 junto con FGF1, bFGF, FGF4 y/o FGF10 durante aproximadamente 5 dias para
conducir la diferenciacion hacia el estadio de hepatoblasto (Choudhury et al., 2017;
Hannan et al., 2013; Si-Tayeb et al., 2010b; Touboul et al., 2010) aunque el uso de DMSO,
por su capacidad de modificar la acetilacion de histonas, es también recurrente en la

induccion hepatica del DE (Hay et al., 2008a; Kajiwara et al., 2012).

Finalmente, la maduracién hepatica suele ser el ultimo paso en el protocolo de
diferenciacién para obtener HLC. En general, el uso de medios especificos para el cultivo
de hepatocitos, suplementados con factores, citoquinas y hormonas implicadas en la
formacién del higado durante el desarrollo embrionario, es la eleccion mas popular para
inducir la maduracién de los hepatoblastos. El factor HGF, implicado en la diferenciacién
hepatica junto con la citoquina OSM y la hormona corticoide dexametasona, que
inducen la maduracién hepatica promoviendo la expresidon génica de los enzimas
CYP450 y la sintesis de proteinas in vitro (Zhang et al., 2012), son clave en la

diferenciacién y maduracion de los hepatoblastos. Su uso esta ampliamente extendido
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en la fase final del protocolo de diferenciacién en el que se establece un rango general
de 7 a 20 dias de exposicidn a estas condiciones para obtener HLC (Hannan et al., 2013;

Hay et al., 2008a).

En todos los protocolos para la generacion de HLC se considera clave la monitorizacién
de la expresién de marcadores especificos asociados a cada una de las etapas del
proceso, con el objetivo de verificar que las células estdn siguiendo correctamente los
diferentes estadios pautados. En la figura 1.8 se resume la combinaciéon de marcadores

mas comunes que se analizan en cada una de las etapas de la diferenciacién.

Etapas de la diferenciacion
Pluripotencia )=p» Endodermo = Hepatoblasto =t HLC

[ @ f\>

o 0CT3/4 SOX17 EpCAM ALB
o NANOG FOXA2 HNF4-a HNF4-a
S| | TRA1-60 CXCR4 AFP CK18
o| | TRA1-81 GSC CK18 ATAT
© SSEA4 | GATA4 CK19 TTR
= PROX1 CYP450

TDO2

ASGR

Figura 1.8. Principales marcadores asociados a cada fase del proceso de diferenciacion de células
pluripotentes a HLC.;. Imagen generada con Biorender®.

Adicionalmente, tras la maduracidn hepatica, es clave determinar el grado de
funcionalidad hepdtica que poseen las HLC (Tabla 1.3). Algunos de estos ensayos
funcionales incluyen la determinacién de la sintesis y secrecién de albumina, la
produccién de urea, la determinacion de actividades CYP450 basales (especialmente
CYP3A4) y/o tras la induccién con compuestos inductores especificos y la capacidad de
almacenar glucégeno, de incorporar lipoproteinas de baja densidad o de incorporar
verde de indocianina (Li et al., 2019). Gracias a esta caracterizacion, se ha evidenciado
gue en la mayoria de los casos las HLC obtenidas expresan marcadores fetales (AFP,
CYP3A7, CK19) y reflejan una baja expresidon de marcadores de hepatocito maduro (ALB,
alfa-1-antitripsina (A1AT) asi como una actividad reducida de los CYP450 predominantes
en el higado adulto (CYP1A2, CYP3A4), no alcanzando a recapitular el estado de madurez
del hepatocito primario (Tabla 1.3) (Baxter et al., 2015; Chen et al., 2012; Hannan et al.,
2013; Hay et al., 2008a; Loh et al., 2019; Si-Tayeb et al., 2010b; Song et al., 2009;
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Takayama et al., 2014). Entre las propuestas barajadas para mejorar el grado madurativo
de las HLC, los cultivos 3D estan siendo una elecciéon prometedora ya que tratan de
imitar la citoarquitectura hepatica y favorecer las interacciones célula-célula y célula-
ECM para potenciar la expresion de marcadores tipicos de hepatocitos maduros (Wills
& Rajagopalan, 2020; Xie et al., 2021). Los protocolos de generacién de HLC siguen en
constante optimizacion con el objetivo final de mimetizar el hepatocito adulto y alcanzar
una estandarizacién metodoldgica. En esta optimizacién también se ha evaluado el
grado de similitud entre ESC e iPSC como un factor vinculante a la variabilidad de la
eficacia de diferenciacién entre lineas de iPSC. En este sentido, es sabido que las iPSC
retienen algunos rasgos epigenéticos de las células somaticas de origen, especialmente
en patrones de metilacion de DNA, que pueden favorecer la diferenciacion al tipo celular
de origen (Kim et al., 2010; Nishizawa et al., 2016; Ohi et al., 2011). No obstante, aunque
se han correlacionado patrones de metilacion con la eficiencia de diferenciacion en las
células pluripotentes (Bertero et al., 2015; Bock et al., 2011; Butcher et al., 2016), el
patrén de metilacidn y la memoria epigenética no parecen explicar per se la variabilidad
en la eficiencia de diferenciacidn de las iPSC (Kajiwara et al., 2012; Vanhove et al., 2016),
de manera que han de tenerse en cuenta otros aspectos como el método de
reprogramacion, las condiciones de cultivo, el nimero de pases y sobre todo el
background genético (Keller et al., 2018; Ohi et al., 2011). El estudio de la (epi)genética
en las células pluripotentes promete esclarecer algunas de las incdgnitas que hoy en dia

se plantean con respecto a la eficiencia de la diferenciacién celular.

1.6. Técnicas analiticas avanzadas para el estudio del DILI.

El uso de compuestos hepatotdxicos conocidos en modelos celulares hepaticos puede
ser una buena aproximacion para entender los mecanismos implicados en la toxicidad.
El desarrollo de esta estrategia viene de la mano del avance de técnicas analiticas con el
objetivo de proporcionar cada vez mas informacién acerca de los procesos bioldgicos

relacionados con la hepatotoxicidad (Donato et al., 2013; Donato & Tolosa, 2019).

Tradicionalmente, los ensayos de hepatotoxicidad a tiempo final que miden uno o unos
pocos indicadores de toxicidad como la funcién mitocondrial (ensayos con sales de

tetrazolio tipo MTT o MTS), la integridad de la membrana celular (liberacién de la lactato
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deshidrogenasa), la pérdida de macromoléculas (deplecién de ATP o GSH), los efectos
antiproliferativos (inhibicidn de la sintesis de DNA/proteinas) o la apoptosis (activacion
de las caspasas) han sido de gran utilidad para determinar el potencial citotéxico de un
compuesto, pero aportan poca informacidon acerca de los procesos celulares
subyacentes a la toxicidad (Dambach et al., 2005; Funk & Roth, 2017; Xu et al., 2004).
Por ello, nuevas aproximaciones tecnoldgicas han sido aplicadas para estudiar los

eventos desencadenados en la toxicidad hepdtica inducida por fdrmacos.

A este respecto, las dmicas permiten detectar cambios globales que abarcan desde la
identificacion de variantes genéticas (especialmente polimorfismos de un solo
nucledtido o SNP) asociadas a una mayor susceptibilidad a sufrir DILI (toxicogendmica)
(Andrade et al., 2009; Petros et al., 2017) hasta la deteccién de patrones diferenciales
en la expresiéon de genes (toxicotranscriptomica) (Buck et al., 2008) y proteinas
(toxicoprotedmica) (George et al., 2010; Heijne et al., 2005) causadas por la exposicién
a farmacos, incluyendo la obtencién perfiles metabdlicos asociados a la toxicidad
(toxicometaboldmica) (Garcia-Cafiaveras et al., 2016). Con ello, las dmicas, son utiles
para identificar cambios en las rutas de sefalizacién (especialmente aquellas
relacionadas con la apoptosis, necrosis e inflamacién) (Joseph, 2017), fluctuaciones en
la concentracidn de proteinas y metabolitos en las células, asi como la presencia de
modificaciones en proteinas causadas por farmacos (como puede ser la formacion de
aductos) (George et al., 2010) posibilitando el estudio mecanistico del DILI y el
descubrimiento de nuevos biomarcadores prondstico y diagnéstico (Jennen et al., 2015;
Kohonen et al., 2017; Ma et al., 2019; Van Summeren et al., 2012; Xie et al., 2019). No
obstante, las Omicas siguen teniendo ciertas limitaciones como la falta de
estandarizacion de la metodologia y el andlisis, el coste econdmico que implica la
infraestructura tecnoldgica necesaria y el reto que supone el manejo de la gran cantidad

de datos obtenidos in silico (Dias & Koal, 2016; Rao et al., 2019).

Por otro lado, las técnicas de imagen también han evolucionado hacia aproximaciones
gue analizan cambios globales en las células. Lejos de ser meramente descriptivas, las
técnicas de cribado de alto contenido o high content screening (HCS) combinan la
microscopia multiparamétrica con la cuantificacion a gran escala de parametros

morfoldgicos (tamano nuclear, celular, tamafio de organulos, etc.) y celulares (potencial
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de membrana mitocondrial, estrés oxidativo, apoptosis, localizacion de proteinas,
almacenamiento de acidos grasos etc.) gracias al uso de sondas fluorescentes especificas
(Pegoraro & Misteli, 2017). La técnica de HCS combina las propiedades de las técnicas
de imagen y de fluorescencia con el analisis cuantitativo célula a célula que proporciona
la citometria de flujo, todo ello en un formato multipocillo que permite analizar una gran
cantidad de condiciones dentro de una misma adquisicién automatizada. La ventaja del
analisis en placa multipocillo frente a la suspension celular necesaria en citometria de
flujo es la posibilidad de analizar estructuras subcelulares y de preservar las condiciones

de cultivo de células adherentes (Tolosa et al., 2015a).

En el dmbito de la hepatotoxicidad, la tecnologia de HCS aporta mayor sensibilidad y
mejora la capacidad predictiva de la toxicidad inducida por farmacos en estudios in vitro
en comparacion a los estudios clasicos en los que se analiza un Unico pardmetro de
toxicidad (Bickle, 2010). En este sentido, gracias a su cardcter multiparamétrico, los
ensayos HCS permiten analizar pardmetros indicativos de efectos citotdxicos pre-letales
(morfologia celular, integridad de la membrana plasmatica, potencial de membrana
mitocondrial, niveles de ROS y de Ca?* intracelular, acumulaciéon de lipidos neutros y
fosfolipidos, acumulacion de AB etc.) tras la exposicién a dosis sub-citotdxicas de
farmacos, pudiendo identificar y estudiar los mecanismos implicados en el desarrollo del
DILI que preceden a la muerte celular. Esta informacion es de gran utilidad durante las
fases preclinicas en el descubrimiento de farmacos y es de gran relevancia clinica ya que
permite estudiar la respuesta celular a los farmacos utilizando dosis comparables a las
alcanzadas en plasma o en el tejido hepatico tras la administracidn terapéutica (Bickle,
2010; Donato et al., 2017; Donato & Tolosa, 2021; Li & Xia, 2019; Mandavilli et al., 2018;
Tolosa et al., 2012).
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La toxicidad idiosincratica es muy dependiente de factores propios de paciente, por lo
que se presenta Unicamente en un grupo reducido de individuos susceptibles a un
determinado farmaco. Debido a su impredecibilidad y gravedad, el conocimiento en
detalle de estos episodios hepatotdxicos permitiria anticipar estos fendmenos, asi como
identificar pacientes potencialmente vulnerables y desarrollar farmacos mas seguros.
Los modelos in vivo e in vitro de uso habitual en ensayos de hepatotoxicidad son
incapaces de reproducir las caracteristicas de individuos concretos y, por tanto, no son
adecuados para su aplicacion al estudio del iDILI. La aproximacion ideal seria el uso de
los hepatocitos del paciente, aunque por razones éticas y clinicas, esto es practicamente
imposible. Sin embargo, la obtencion de células de manera menos invasiva y su
diferenciaciéon a fenotipo hepdtico permitiria disponer de un modelo in vitro que

reflejara el comportamiento de los hepatocitos de un determinado paciente.

Estudios previos han propuesto las células con fenotipo hepatico o HLC derivadas de ESC
y lineas de células madre pluripontentes iPSC como un modelo celular para el estudio
de diversas patologias hepaticas, incluyendo su uso para estudios de toxicidad. En base
a estos antecedentes, hipotetizamos que la generacion de lineas de iPSC a partir de
células somaticas de individuos control y pacientes con sospecha de iDILI y su
diferenciacién posterior a HLC permitiria disponer de un modelo celular personalizado
gue recapitule las caracteristicas genéticas de cada individuo. Pretendemos usar este
modelo personalizado para reproducir en las HLC de pacientes con iDILI el episodio de
hepatotoxicidad desencadenado por el farmaco (o fdrmacos) sospechoso e investigar su
mecanismo para entender el fenédmeno de la hepatotoxicidad idiosincratica. Ademas, el
modelo desarrollado podria ser usado como modelo preclinico para estudiar la

hepatotoxicidad inducida por farmacos in vitro.

Por ello, el objetivo principal de esta tesis es obtencidon de un modelo celular hepatico
derivado de iPSC con aplicaciéon al cribado preclinico de farmacos hepatotodxicos vy al
estudio de los mecanismos moleculares implicados en iDILI. En base a ello, los objetivos

especificos propuestos son:

1. Generar una libreria de lineas de iPSC que reflejen la variabilidad poblacional

mediante procedimientos poco invasivos.
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2. Desarrollar un modelo celular que mimetice in vitro el fenotipo hepatico de los
donantes de origen, incluyendo pacientes que hayan sufrido iDILI. Se
caracterizardn los distintos estadios del proceso de diferenciacién para
comprobar que las células siguen una diferenciacién guiada hacia fenotipo
hepatico. Se caracterizaran las HLC mediante pruebas funcionales hepaticas y

analisis de la expresion para verificar su fenotipo hepatico.

3. Valorar la idoneidad de las HLC como modelo celular para los estudios in vitro
de hepatotoxicidad, especialmente la hepatotoxicidad de caracter
idiosincrasico. Para ello, las HLC se trataran con compuestos modelo
hepatotdxicos y se estudiaran mediante ensayos multiparamétricos los procesos
celulares implicados en la toxicidad. Asimismo, se analizara el comportamiento
de las HLC procedentes del paciente con sospecha de iDILI tras la exposicién al
farmaco sospechoso a fin de estudiar los mecanismos moleculares subyacentes

a la toxicidad.
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3.1. Materiales.

Salvo que se indique lo contrario, los medios y los suplementos para el cultivo celular
utilizados en este estudio se adquirieron de Gibco®, el material de cultivo se obtuvo de
Thermo Fisher Scientific Inc., las citoquinas y factores de crecimiento fueron obtenidos
de Peprotech®, y el resto de materiales, reactivos y compuestos fueron obtenidos de

Merck.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de
inmunofluorescencia (IF) para la deteccién de proteinas en las distintas fases del proceso
de diferenciacion se recogen en la tabla 3.1. De igual modo, los cebadores utilizados en
la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) para la deteccion de la
expresion génica de marcadores implicados en los diferentes estadios de la

diferenciacion, asi como en la caracterizacidon de las HLC se muestran en la tabla 3.2.

Tabla 3.1. Anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunofluorescencia.

Anticuerpo Estadio Marcaje Casa comercial Referencia Dilucion

Primarios
Oct3/4 P N Santa Cruz Biotechnology sc-5279 1:200
Nanog P N R&D systems AF1997 1:100
TRA-1-60 P M Thermo Scientific 41-1000 1:200
FoxA2/HNF3B E N Cell Signaling D56D6 1:200
SOX17 E N R&D Systems AF1924 1:200
EpCAM HB M Santa Cruz Biotechnology sc-66020 1:200
CK18 HLC C Dako M7010 1:200
CK19 HB C Dako MO0888 1:200
HNF4a HB, HLC N Cell Signaling 3113S 1:100
A1AT HLC C Cell Marque 223A-15 1:200
AFP HLC C Cell Marque 203A-15 1:200
ALB HLC C Bethyl A80-229A 1:200

Secundarios
Alexa Fluor 488 Donkey-a-Mouse Thermo Scientific A21202 1:200
Alexa Fluor 488 Donkey-a-Goat Thermo Scientific A11055 1:200
Alexa Fluor 594 Donkey-a-Goat Thermo Scientific A11058 1:200
Alexa Fluor 488 Donkey-a-Rabbit Thermo Scientific A21206 1:200
Alexa Fluor 594 Donkey-a-Rabbit Thermo Scientific A21207 1:200
Alexa Fluor 594 Donkey-a-Goat Thermo Scientific A11058 1:200

P: pluripotencia; E: endodermo; HB: hepatoblasto; HLC: hepatocyte-like cell; N: nuclear; M: membrana; C:
citoplasmatico.
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Tabla 3.2. Secuencia de los cebadores para las cuantificaciones de mRNA por qPCR.

Gen Estadio Secuencia forward (5'>3’) Secuencia reverse (5’2 3’)

PBGD - CGG AAG AAA ACA GCCCAA AGA TGA AGC CAG GAG GAAGCACAGT
B-Actina - CGT ACCACT GGCATCGTG AT GTGTTG GCG TACAGG TCTTTG
TBP - AAA ATG GTG TGC ACA GGA GCC CACATCACA GCT CCCCACCAT
NANOG P TGATGC CCATCCAGT CAATC AAT ATT AGC CGG GCG AGG TG
0OCT3/4 P AGT TTG TGC CAG GGTTTT TG ACTTCACCTTCCCTCCAACC
DNMT3B P AAG TCG AAG GTG CGT CGT G GCAATTTGT CTT GAG GCG CT
SOX2 P GGG AAA TGG GAG GGG TGC AAAAGA GG TTG CGT GAG TGT GGATGG GATTGG TG
h-HEX E CGG ACG GTG AACGACTACA TTT GAC CTG TCT CTC GCT GA
GATA4 E CTA GAC CGT GGG TTT TGC AT TGG GTT AAG TGC CCC TGT AG
CXCR4 E ATTTTCTGA CACTCCCGCCCAA TGA GCC CATTTC CTC GGT GTAG
FOXA2 E GTATGCTGG GAG CGG TGAAGAT TTCATGTTG CTCACG GAG GAGT
SOX17 E AGA AAA GCATTC TGG AAT GAG CC TGG GGG CAG GTCAAG CTT AT
EpCAM HB AAT CGT CAATGCCAGTGTACTT TCT CAT CGC AGT CAG GAT CAT AA
CK19 HB TCC AGA TGA GCA GGT CCGAGG TTA GCT GCG GTA GGT GGC AATCTCC
HNF4a HB, HLC GCCTAC CTC AAAGCCATCAT GAC CCT CCCAGCAGCATCTC

AFP HLC GCG AGG GAG CGG CTGACATT TGT TTG CAG CGCTACACCCTG A
ALB HLC TGA GAA AACGCCAGTAAGTGAC TGC GAA ATC ATC CAT AAC AGC
CK18 HLC CCCGTCACGCCCTACAGAT ACCACTTTG CCATCCACTATCC
CYP1A2 HLC ATC CCC AAG AAATGCTGT GT GCCAGG ACTTCCCCG ATACA
CYP2C19 HLC ACG GATTTG TGT GGG AGA GGG GTG AAATTT GGA CCAGA

CYP2E1 HLC AAG CAA CCCGAGACACCATT GAA ACA ACT CCATGC GAG CC
CYP2C9 HLC TCAAGATTT TGA GCA GCC CC AGT CAACTG CAGTGTTTT CCA AG
CYP2D6 HLC AAG TAC AGG GCT TCC GCATCC GGG CTCACC AGG AAAGCAA
GSTA1l HLC CCT GAG GAA AAA GAT GCC AA GAC TGG AGT CAA GCT CCT CG
GPX2 HLC TCG CTCTGA GGC ACAACCAC ATG CTC GTT CTG CCC ATT CA
ApoB HLC TGG GAA GGA AAA GCG CACCTCA TCC TCA TCA GAT TCC CGG ACCCT
ApoC3 HLC GTT ACATGA AGCACG CCACC CTC GCA GGATGG ATA GGC AG
MRP2 HLC TCA GAC GAC CAT CCA AAA CGA GGG TCC AGG GAT TTG TAG CAG
NTCP HLC TGC CAAAATGTCCAACTCT GTT GTG GCA GCT GTG TAG AT
BSEP HLC GGG CTC CAT TTC AGC TAT GT ACT TGC GAG TCAGGTCGA G
BAAT HLC AGA GGG TCT CTT CCC AGG GGT ACT ACC CCA ACG CCT GAG CCA
oTC HLC GCT GATTACCTCACG CTCCA TGG TTA CAC TAG CAT CCG GC
G6Pc HLC AGA ACCTGG GCACGCTCTTT GGC GAG GCA GTA GGG GATGA
PPARa HLC TGCCTTTCT GTC GGG ATG TCA GACCTCCGCCTCCTT GTT CTG
FGF19 HLC CGC GCA CAG TTT GCT GGA CGG TGCTTCTCG GAT CGG TA
CYP7A1 HLC ATC GCT GAG GCTTTC CAG TG TTA AAA GTC AAA GGG TCT GGG TAG A
CYP8B1 HLC TGG ACCCTG ACACACCACTA GGC CAA GCT CACTCT GTA GG
CYP27A1 HLC ATG GCT GGA GTG GACACG AC ACC ACA GGG TAG AGA CGC AG
TXNRD1 HLC GGT GCT TGT GGC CTT TCT GA GGA CCCAGT ACG TGA AAG CC
AKR1B10 HLC AGT GAT GAG GAG ATG GCA ACC AAA TGG GAC ATG AGT GGA GGT
GSR HLC ACA GTG GGA CTC ACG GAA GA GTA GGG TGA ATG GCG ACT GT
SLC7A11 HLC ATG GGA CAA GAA ACC CAG GTG TCCCTATTTTGT GTCTCCCCT TG
GPX1 HLC ACC ACA GGG TAG AGA CGC AG TCT TGG CGT TCT CCT GAT GC
GPX2 HLC TCG CTCTGA GGCACAACCAC ATG CTCGTT CTG CCCATT CA
GCLC HLC GGT GCT TGT GGC CTT TCT GA GGA CCC AGT ACG TGA AAG CC
GCLM HLC AAT CTT GCCTCC TGC TGT GTG ACT CGT GCG CTT GAATGT CAG

P, pluripotencia; E, endodermo; HB, hepatoblasto; HLC, hepatocyte-like cell.
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3.2. Obtencion de muestras de donantes.

Las muestras (de sangre y en algunos casos también de tejido hepatico) de 4 donantes
control y 1 donante con sospecha de DILI (diagnosticado de acuerdo a los criterios
internacionales de la EASL, 2019) fueron proporcionadas por la Unidad de Cirugia
Hepatobiliopancredtica y Trasplante del Hospital Universitario La Fe de Valencia, la
Unidad de Investigacion Clinica y de productos con Actividad Bioldgica (UICAB) del
Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe (IIS La Fe) de Valencia y la Unidad Cirugia
General y del Aparato Digestivo del Hospital Universitario Doctor Peset de Valencia.
Previamente todos los donantes habian firmado un consentimiento informado por
escrito. El estudio fue aprobado con el Comité de Etica de la Investigacién con
Medicamentos del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (niumero de registro

2016/0226).

Los donantes control (donantes Cl1 a C4) presentaban patologias hepaticas no
relacionadas con DILI que requerian una reseccion de tejido hepatico mediante
intervencién quirdrgica, lo que permitié disponer, ademas de la muestra de sangre, de
una pequefia muestra de tejido hepatico que se utilizé para la obtencion de microsomas
(ver apartado 3.8). En cuanto al donante P1, presentaba sospecha de DILI con patrén
colestasico tras la exposicion a la combinacién de farmacos Amoxicilina/Clavulanico y
Unicamente se obtuvo muestra de sangre. En la tabla 3.3 se detallan los datos de los
donantesy lainformacion clinica relacionada con la funcionalidad hepatica de relevancia

para el estudio.
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Tabla 3.3. Caracteristicas clinicas de los donantes seleccionados.

Donante (ox} Cc2 Cc3 c4 P1
Edad (afios) 76 67 60 58 78
Sexo M H M H H
Patologia Metastasis Colangiocarcinoma  Metastasis Metastasis DILI
hepatica hepatica hepatica
(CCR?) (GIST®) (CCR?)
Enfermedad No Hepatitis VHB No No No
hepatica previa
Quimioterapia Xelox No Imatinib Xelox No
(neocoadyuvante)
Consumo de tabaco No No (extabaquismo No No No
hace >4 afios)
Consumo alcohol No Si No No No
Bilirrubina total Normal Normal Normal Normal Elevada
(mg/dL) (6,3)
AST (U|/|.) 16 40 42 26 53
ALT (UI/L) 8 37 55 26 40
GGT (UI/L) 45 57 63 20 135
ALP (UI/L) 85 71 82 106 231
10%" 69 100 100 97 100
INR® 1,27 1 1 1,02 1
Farmacos Olmersartan, Zyloric Bisoprolol No Amoxicilina-
adicionales Amlodipino Twynsta Ranitidina clavulanico
(Telmisartan/ ibuprofeno
Amlodipino)

3CCR: carcinoma colorrectal; ® GIST: tumor del estroma gastrointestinal; ® indice de Quick; ¢ indice
internacional normalizado.

3.3. Generacion de iPSC.

3.3.1. Aislamiento de PBMC.

Las muestras de sangre fueron obtenidas en tubos de extraccién con EDTA dipotdsico
(BD Vacutainer®). La sangre diluida con tampdn salino fosfato Dubecco (DPBS, del inglés
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline) 1X 1:1 (vol:vol) se introdujo en tubos de 50 ml
tipo SepMate™ (StemCell Technologies) en los que previamente se habia afiadido 15 ml
de Histopaque®-1077. Las distintas fases de la sangre se separaron en gradiente de
densidad por centrifugacion a 1200 x g durante 10 min (Figura 3.1). El anillo de PBMC se
transfirid a un tubo nuevo y las células se lavaron tres veces con tampoén de lavado (5%
de albumina sérica bovina (BSA, del inglés bovine serum albumin) en DPBS-EDTA 2 mM)
seguido de una centrifugacion a 300 x g, 10 min. El pellet obtenido se resuspendié en
medio de cultivo StemPro™-34 SFM completo y las PBMC se contabilizaron mediante

contador automatico (TC10™, Bio-Rad) haciendo una dilucién previa 1:1 (vol:vol) con
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azul tripan para determinar la viabilidad celular. Las células no utilizadas en fresco para

la reprogramacion celular fueron criopreservadas hasta su uso (ver apartado 3.3.7).

Sangre-DPBS Plasma

(1:1)
Histopaque-1077

—>PBMCs
—>Histopaque-1077

Eritrocitos

Figura 3.1. Aislamiento de PBMC mediante gradiente de densidad obtenido por centrifugacion con
Histopaque-1077. Tras la centrifugacion la sangre queda separada en cuatro fases: plasma, PBMC,
Histopaque-1077 y eritrocitos. Imagen creada con BioRender®.

3.3.2. Generacion de iPSC derivadas de PBMC.

La reprogramacién de las PBMC recién aisladas o criopreservadas se llevd a cabo
mediante el kit de reprogramacién Cytotune™-iPS 2.0 Sendai Reprograming kit

(ThermoFisher Scientific) tal y como se esquematiza en la Figura 3.2.

B s
ransduccion pla:as MEF

Transicién

Siemb Cambio de Cambio de Cambio d a $§gin Colonias
iembra mbio de i
PBMCs Iﬂl medio medio I_l emergentes o .
1 1 1 1 I I l l / / Colonias listas para transferir 1
LI L] I l 1 I 1 1 1 7 7 1
Dia -4 -3 -2 -1 0 1 3 5 7 8 10 12 21-28
Medio PBMC StemPro -34 SFM Medio iPSC

Cultivo en feeder de MEFs

Figura 3.2. Esquema del proceso de reprogramacion de PBMC mediante el kit de reprogramacion

Cytotune™-iPS 2.0 Sendai Reprograming kit. Imagen creada con BioRender?®.

Dia -4 a -1: siguiendo las instrucciones del fabricante, 5 x 10° PBMC vivas/pocillo se
cultivaron en placa de cultivo celular de 24 pocillos en 1ml/pocillo de medio PBMC (Tabla
3.4) durante 4 dias a 37°C en una atmdsfera humidificada al 5% de CO; (Figura 3.3). Cada
dia se recogié la mitad del volumen de cada pocillo (500 pl/pocillo), se centrifugd a 200
x g, 10 min vy, tras retirar el sobrenadante, se resuspendié el pellet en 500 pl de medio
fresco. Dicho volumen se afiadié de nuevo al pocillo correspondiente de la placa de

cultivo como cambio de medio.
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Tabla 3.4. Medios de cultivo y complementos utilizados en la

reprogramacion de PBMC.

Medio PBMC

Componente

Concentracion de uso

StemPro™ -34 SFM

StemPro®-34 Nutrient Supplement

1,3 ml/ml StemPro™ -

34 SFM

L-Glutamina 2 mM
Penicilina-Estreptomicina 1X
SCF (Peprotech) 100 ng/mL
FLT3 (Peprotech) 100 ng/mL
IL3 (Peprotech) 20 ng/mL
IL6 (Peprotech) 20 ng/mL

Medio MEF
Componente Concentracion de uso

DMEM alto en glucosa

SBF (LINU-8460) 10%
MEM Non-Essential Amino Acids Solution 1X
B-mercaptoetanol 55 uM
Penicilina-Estreptomicina 1X
Medio iPSC
Componente Concentracion de uso
KnockOut™ DMEM/F-12 -
KnockOut™ Serum Replacement — KSR 20%
MEM Non-Essential Amino Acids Solution 1X
GlutaMAX™-100X 1X
B-mercaptoethanol 50 uM
Penicilina-Estreptomicina 1X
bFGF (Peprotech) *Afadir en el momento de uso 4 ng/ml

Figura 3.3. Imagen de contraste de fases de PBMC en cultivo a dia -2 del proceso de reprogramacion.
Barra de escala = 100 um.
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Dia 0: para llevar a cabo la infeccion, se realizd el conteo automatizado de las PBMC
haciendo una dilucién previa 1:1 (vol:vol) con azul tripan. A continuacion, se separaron
fracciones de 2,5 x 10° PBMC vivas en tubos limpios y se centrifugaron a 200 x g, 10 min.
Tras la centrifugacion, se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 300 pl
del coctel de SeV portadores de los transgenes de reprogramacion h-KOS (KIf4-Oct3/4-
Sox2), hc-Myc y h-KIf4 con un MOI 5:5:3 respectivamente, en medio PBMC y Polibrene
4 pg/mL. Las suspensiones celulares se sembraron en placa de 24 pocillos y se incubaron

durante 24 h a 37°C en una atmdsfera humidificada al 5% de CO,.

Dia 1: tras 24 h de cultivo, las células se recogieron en tubos y se centrifugaron a 200 x
g, 10 min. El sobrenadante se descartd (descarte de virus) y el pellet se resuspendié en
medio PBMC. La suspensién celular se sembré de nuevo en placa de 24 pocillos y se
mantuvo a 37°C en una atmédsfera humidificada al 5% de CO2 durante 48 h. En paralelo
a la siembra de las PBMC, se prepararon placas de cultivo de 6 pocillos gelatinizadas con
un feeder de fibroblastos murinos embrionarios (MEF) mitéticamente inactivados por
radiacion. Las placas se gelatinizaron con solucién de gelatina 0,1% y se incubaron 30
min a 37°C en una atmédsfera humidificada al 5% de CO.. Los MEF criopreservados
(A24903, Gibco) se descongelaron en bafio a 37°C. La suspension se transfirié a un tubo
limpio en el que previamente se aifladieron 5 ml de medio de cultivo MEF (Tabla 3.4)
precalentado a 37°C en bano y se centrifugd a 200 x g, 5 min. El sobrenadante se
descartd y el pellet se resuspendid en medio MEF para su conteo automatizado en
dilucion 1:1 (vol:vol) con azul tripan. Se retird la gelatina de las placas de cultivo y se

sembraron 2,5 x 10° células MEF vivas por pocillo en 1 ml de medio.

Dia 3: Las PBMC infectadas se recogieron en tubos independientes y los pocillos se
lavaron con 500 pl de medio StemPro™ -34 SFM completo sin citoquinas, obteniendo
asi un volumen final de 1 ml/tubo. Se realizé el conteo celular automatizado en dilucién
1:1 (vol:vol) con azul tripan y se sembraron distintas densidades celulares (1, 2, 3,4y 5
x 10% células vivas) en 2 ml de medio StemPro™ -34 SFM completo sin citoquinas por
pocillo en las placas de 6 pocillos con MEF (a los que retiramos el medio MEF
inmediatamente antes de la siembra de las PBMC). Las células se incubaron durante 3
dias a 37°C en atmdsfera humidificada al 5% de CO,. Se realiz6 un cambio de la mitad

del medio a dia 5 con medio StemPro™ -34 SFM completo sin citoquinas centrifugando
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el medio retirado (1 ml retirado/pocillo en tubos individuales) a 200 x g, 10 min. El
sobrenadante se descartd y el pellet se resuspendié en 1 ml de medio StemPro™ -34
SFM completo sin citoquinas. La suspensidn se devolvié al pocillo de origen,

completando asi los 2 ml totales/pocillo.

Dia 7: Se llevd a cabo la transicion a medio de cultivo iPSC. Para ello se retiré 1 ml
medio/pocillo y se afiadié 1 ml de medio iPSC (Tabla 3.4). Las placas se incubaron 24 h a
37°C en atmdsfera humidificada al 5% de CO;. Tras 24 h, a dia 8, se completd la
transicion a medio iPSC retirando todo el volumen de los pocillos y sustituyéndolo por 2
ml de medio iPSC por pocillo. Las células se volvieron a incubar a 37°C en atmdsfera
humidificada al 5% de CO,. A partir de este punto, el medio se cambié diariamente con
medio iPSC observando cada dia el cultivo al microscopio de contraste de fases en busca
de pequenos agregados celulares indicativos de colonias nacientes de iPSC. Las colonias
empezaron a formarse a partir del dia 12 y cuando tuvieron el tamafio adecuado fueron
transferidas a placas de cultivo con matriz feeder-free de Matrigel® hESC-Qualified
Matrix (Corning). El cultivo sobre MEF se mantuvo hasta 28 dias tras la transduccién

virica.
3.3.3. Preparacion de placas con matriz feeder-free de Matrigel®.

Las placas de cultivo se recubrieron con una matriz de Matrigel® siguiendo las
instrucciones del fabricante. El Matrigel® se descongelé en hielo y en nevera durante
toda la noche y se alicuoté segun el factor de dilucién indicado para cada lote. Las

alicuotas se almacenaron a -20 °C.

Para llevar a cabo el recubrimiento, las alicuotas necesarias se descongelaron en hieloy
en nevera durante toda la noche. Una vez descongelado, el Matrigel® se diluyé con
medio DMEM frio, siguiendo el factor de dilucidon y se repartié entre los pocillos de las
placas de cultivo. Después, las placas se incubaron a 37 °C en atmdsfera humidificada al
5% de CO2 durante 30 min para promover la gelificacion de la matriz. Si las placas no
iban a ser usadas en el momento, se guardaron selladas con Parafilm (Bemis™) a 4 °C
hasta dos semanas. En el momento de uso, el volumen de Matrigel® que quedaba en el
pocillo se retiré inmediatamente antes de afiadir el medio de cultivo de eleccidn,

evitando que la matriz se secara.
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3.3.4. Adaptacion de iPSC a placas con matriz feeder-free de Matrigel®.

Las colonias de iPSC obtenidas tras la reprogramacion fueron transferidas a placas de
cultivo con un recubrimiento feeder-free de Matrigel®. Para ello, la colonia lista para
transferir se localizé con lupa en condiciones de esterilidad (cabina de esterilidad con
superficie calefactoray lupa Olympus SZX7 integrada). Con una punta de 100 pl acoplada
a una micropipeta de 100 pl, y visualizando la colonia con la lupa, se levantaron de forma
mecanica los bordes de la colonia al tiempo que se aspiraraban los agregados de iPSC
que empezaban a desprenderse (secciones de la misma colonia). La suspension aspirada
se transfirid a una placa de cultivo con un recubrimiento feeder-free de Matrigel® en la
gue se habia anadido medio de cultivo mTeSR PLUS™ completo (StemCell Technologies)
suplementado con 10 uM del inhibidor de ROCK Y-27632 (StemCell Technologies). Una
vez transferidas todas las colonias, se cambid el medio de las placas con el feeder de
MEF con medio iPSC fresco. Tras 48 h, se realizd el cambio de medio de las colonias
transferidas con medio de cultivo mTeSR PLUS™ completo. El medio se cambié cada dos
dias hasta que el cultivo llegd a la confluencia adecuada para su pase. Cada colonia
transferida se consider6 como un clon de manera que para un mismo donante se

obtuvieron tantos clones como colonias transferidas.

3.3.5. Cultivo de mantenimiento y expansion de iPSC.

El cultivo de iPSC se realizd en paralelo con la linea embrionaria VAL9 (Banco Nacional
de Lineas Celulares, RRID:CVCL_9968) la cual se utiliz6 como control de pluripotencia.
Las colonias de células pluripotentes se dejaron crecer hasta llegar al 70% de confluencia
aproximadamente antes de realizar el pase tolerando un porcentaje de diferenciacién
espontanea de hasta el 20%. Las colonias con diferenciaciéon espontanea fueron

levantadas mecdnicamente para ser eliminadas posteriormente al retirar el medio.

Para el pase de iPSC, se retird el medio mTeSR PLUS™ completo y se lavaron los pocillos
con DPBS 1X precalentado a 37°C. Tras retirar el DPBS, se afiadié 1U/ml de dispasa en
DMEM/F-12 (StemCell Technologies) precalentada a 37°C. Las placas de cultivo con
dispasa se incubaron entre 5y 7 min a 37°C en atmdsfera humidificada al 5% de CO;
hasta observar en lupa el levantamiento de los bordes de las colonias (bordes brillantes).
Entonces, el medio con dispasa se retiré y la monocapa se lavé dos veces con medio

mTeSR PLUS™ completo, dejando al final la monocapa en medio mTeSR PLUS™
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completo. Las colonias se disgregaron en pequefias agrupaciones de células de forma
mecdanica mediante una punta de pipeta de 200 pl, dibujando una rejilla en toda la
monocapa. El medio con la suspension de agregados de células pluripotentes se recogié
y se centrifugd a 1000 x g, 5 min. Tras descartar el sobrenadante, el pellet se resuspendid
con medio mTeSR PLUS™ completo y se homogeneizé suavemente (evitando disgregar
en exceso los agregados de iPSC) para, finalmente, sembrar los pequefios agregados de
células pluripotentes en nuevos pocillos con Matrigel®. Cada agregado adherido a la

matriz dio lugar a la formacién de una nueva colonia.

Para realizar un pase de mantenimiento se utilizé una placa de cultivo de 3,5 cm? al 70%
de confluencia para sembrar una placa de 6 pocillos (ratio 1:6) con 1,5 ml de medio
mTeSR PLUS™ completo/pocillo. Los cambios de medio se realizaron cada dos dias con
1,5 ml de medio mTeSR PLUS™ completo/pocillo a excepcion del viernes donde el
cambio de medid se realizé con 2 ml evitando el cambio de medio durante el fin de

semana.
3.3.6. Test de micoplasma.

De forma periddica se descarté la contaminacién por micoplasma mediante la aplicacién
de un test basado en la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR). Para
ello se tomaron muestras del medio de cultivo de las células en mantenimiento
incubado al menos 24 h y se conservaron a -20 °C hasta su uso. Tras su descongelacién
en hielo (junto con un control positivo almacenado con anterioridad), todas las muestras
se centrifugaron a 16000 x g, 5 min. Se separaron 100 pl de sobrenadante de cada
muestra, se calentaron a 100 °C en bafio termostatico y se dejaron enfriar en hielo 1
min. Las muestras se volvieron a centrifugar a 16000 x g, 5 s y los 100 pl se trasvasaron
a tubos tipo Eppendorf® a los que previamente se habia afladido 10 ul de resina
StrataClean (Agilent). El contenido resultante de cada tubo se mezcld con un agitador y
se incubd 1 min a temperatura ambiente. De nuevo, las muestras se centrifugaron a
16000 x g, 5 s (observando la formacién de un pellet blanquecino) y se trasvasaron 10 pl
del sobrenadante a un Eppendorf® al que previamente se habia afiadido 90 pl de agua
destilada estéril. La dilucion 1/10 obtenida se utilizé para la deteccién de DNA de

micoplasma mediante gPCR.
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Cada reaccién de PCR consistio en 3 pl de la dilucion 1/10 de la muestra en 3 mM de
MgCl,, 0,3 mM de primer forward (YGC CTG VGT AGT AYR YWC GC, dondeYesCo T; V
esA,CoG;ResAoGyWesAoT)yreverse (GCG GTG TGT ACA ARM CCC GA) y el mix
FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche) incorporado segun las instrucciones del
fabricante. El anidamiento y la extensién se llevaron a cabo a 55 °C y 26 s,
respectivamente. Los resultados se compararon con el control positivo anadido para

determinar si las muestras analizadas presentaban contaminacién por micoplasma.
3.3.7. Criopreservacion de células.

La criopreservacion de PBMC se llevd a cabo resuspendiendo el pellet de células
obtenido tras el aislamiento en medio de cultivo StemPro™ -34 SFM con 30% SBF y 10%
DMSO para obtener una densidad de entre 1y 1,5 x 10° células vivas/ml. Se afiadieron
2 ml por criotubo (Greiner) y los criotubos se almacenaron a -80°C durante toda la noche
en un contenedor de criotubos CoolCell®LX (Corning) el cual permite controlar la bajada
de temperatura -1°C/min. Transcurrido el tiempo de congelacion, los crioviales se

almacenaron en nitrégeno liquido a -196°C.

En cuanto a la criopreservacién de las iPSC, se tomod la referencia de un pocillo de placa
de 6 pocillos (o una placa de 3,5 cm?) al 70% de confluencia como densidad celular
adecuada para criopreservar por criotubo. De esta forma, la monocapa de cada pocillo
se levanté con dispasa del mismo modo que se realizaria para llevar a cabo el pase de
células (ver apartado 3.3.5). El pellet resultante se resuspendié en medio KnockOut™
DMEM/F-12 con 30% del sustitutivo del suero KnockOut™ (KSR, del inglés knockout
serum replacement) y 10% DMSO y se criopreservd siguiendo el protocolo descrito

anteriormente para las PBMC.

3.4. Caracterizacion de iPSC.

3.4.1. Inmunofluorescencia.

Los cultivos de células pluripotentes (iPSC y ESC) se fijaron en 4% de paraformaldehido
durante 20 min a temperatura ambiente y se realizaron 3 lavados de la monocapa con
tampodn fosfato salino (PBS, del inglés phosphate-buffered saline) 1X. Para el marcaje

intracelular (nuclear o citoplasmatico), se realizé una permeabilizacién de la membrana

83



3. MATERIALES Y METODOS

con 0,5% de Triton X-100 en PBS 1X durante 20 min y se realizé el bloqueo en 3% de BSA
durante 1 h a temperatura ambiente. Para el marcaje de proteinas de membrana se
realizé directamente el bloqueo en 3% de BSA durante 1 h a temperatura ambiente,
excluyendo el paso de permeabilizacion. Tras el bloqueo, cada pocillo se incubé toda la
noche a 4 °C con los anticuerpos primarios para la deteccidn de proteinas implicadas en
la fase de pluripotencia diluidos en PBS-BSA 1% (Tabla 3.1). Al dia siguiente y tras 3
lavados con PBS 1X, se incorporaron los anticuerpos secundarios diluidos en PBS-BSA
1% (Tabla 3.1) y se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente durante 1h. Los
nucleos celulares fueron tefiidos después con la sonda Hoechst 33342 (1 pg/ml en PBS-
BSA 1%) durante 5 min y finalmente, las monocapas se lavaron dos veces en Tween 0,1%
- PBS-BSA 1%. Tras el ultimo lavado, los pocillos se conservaron en PBS 1X a 4 °C en
oscuridad hasta la realizacién de las fotografias. Las imdgenes se captaron con el
microscopio invertido de fluorescencia Leica DMI 4000 B y se procesaron en el software

ImageJ.
3.4.2. Extraccion y purificacion de RNA.

Para preparar las muestras para la extraccion de RNA, se levantd la monocapa de células
del mismo modo que en un pase celular. El pellet de células obtenido se congeld en

nitrégeno liquido y se guardo a -80 °C hasta el momento de la extraccién.

La purificacion del RNA total se llevd a cabo mediante el kit de purificacidn RNeasy Mini
Kit (Qiagen). Se anadieron 350 pl de tampdn de lisis (RLT, del inglés RNeasy Lysis Buffer)
con 3,5 pl de B-mercaptoetanol 14,3M a cada pellet y se homogeneizd con pipeta. Para
asegurar la lisis total de las células, la suspension se hizo pasar 5 veces por una jeringuilla
deinsulina. A continuacion, se afiadieron 350 ul de etanol 70% al lisado, se homogeneizo
con pipeta, se transfirid a la columna de purificacidén acoplada al tubo colector y se
centrifugd a >8000x g, 15 s. Tras descartar el eluido del tubo colector, se anadieron 700
pl del tampdn de lavado RW1 a la columna para eliminar trazas de biomoléculas
(carbohidratos, proteinas, acidos grasos etc.) procedentes de las células lisadas, se
centrifugd a = 8000 x g, 15 s y se descartd la elucidn del tubo colector, eliminando las
biomoléculas unidas de forma inespecifica ala membrana de la columna. Seguidamente,
se afadieron 500 ul del tampdn de lavado RPE y se centrifugd a =2 8000 x g, 15 s con el

objetivo de eliminar las sales procedentes de los tampones usados anteriormente. Una
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vez descartado el contenido eluido en el tubo colector se volvié a afiadir 500 ul del
tampodn RPE a la columna y se centrifugd a = 8000 x g, 2 min para eliminar las trazas de
sales procedentes de los tampones usados en los pasos anteriores que permanecian en
la columna. Para secar la membrana, la columna se transfirié a un nuevo tubo colector
y se centrifugd a 10 000 x g, 1 min. Finalmente, la columna se acopld a un tubo tipo
Eppendorf®, se afiadieron 40 ul de agua libre de RNAsas directamente sobre la
membrana de la columna y se centrifugd a 2 8000 x g, 1 min para eluir completamente

el RNA.

Tras la purificacién, el RNA se cuantificd con el espectrofotémetro NanoDrop ND-1000
(Thermo Scientific), en el que también se pudo obtener su pureza mediante la ratio de

absorbancias 260/280nm. El RNA se conservd a -80 °C hasta el momento de su uso.
3.4.3. Transcripcion reversa (RT) del RNA mensajero (mRNA): sintesis de cDNA.

Para llevar a cabo la transcripcién reversa (RT) la soluciéon de 1 pg de RNA en 10 ul de
agua libre de RNAsas se mezclé con 20 ul de tampdn de reaccidn que contiene
desoxinucleétidos trifosfato 500 uM (Thermo Scientific), oligo d(T)12 3 uM (Thermo
Scientific), 10 U del inhibidor de RNAasas A, B y C RNaseOUT™ (Invitrogen), ditiotreitol
10 mM, 1X de First Strand Buffer (Invitrogen)y 200 U de la transcriptasa reversa del virus
de la leucemia murina de Moloney (Invitrogen). El volumen total de la mezcla (30 ul) se
incubd 1 h a 42 °C en bafio para iniciar la RT. La reaccién se detuvo por inactivacién
térmica de los enzimas a 70°C durante 15 min en un Thermomixer (Eppendorf®). El cDNA

obtenido se conservo a -40 °C hasta su uso.

3.4.4. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion reversa (RT-

gPCR).

El cDNA diluido 1/30 en tampdn Tris-EDTA 0,1X con 2X del colorante amarillo de
quinoleina (Merck) se amplificé por RT-gPCR mediante el termociclador LightCycler 480
(Roche Applied Sciences). Cada reaccion de PCR consistio en la mezcla de 2,5 pl de cDNA
diluido con el mix de reaccidén que contiene 0,5 uM de los cebadores forward y reverse
especificos de cada gen implicado en la pluripotencia (Tabla 3.2), 0,8X de DNA Master
SYBR Green | (Roche Applied Sciences) y una dilucién 1/20 del colorante azul xileno

cianol en DNA Master SYBR Green |, ajustando a 7 ul el volumen del mix con agua libre
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de nucleasas. El volumen final de 9,5 ul por reaccion adquiere un color verdoso
indicativo de la presencia de los dos componentes de la reaccidon (cDNA + Mix).

El programa de amplificacion en el termociclador se configurd para obtener un total de
45 ciclos, cada uno formado por las etapas de desnaturalizacion (95°C, 15 s), hibridacion
(55-60 °C, 10 s) y extensién (72 °C, 10-20 s). La temperatura de hibridacién y el tiempo
de extensidn se adaptd a la composicion de AT-GC de los cebadores y al tamafio del
amplicon con el objetivo de aumentar la especificidad de la reaccion. Tras la
amplificacién, el programa del termociclador inicié una etapa final de analisis de
temperatura de fusion (curva de melting) que permitié determinar la especificidad del

producto de la PCR.
3.4.5. Andlisis y cuantificacion de la expresion génica.

La concentracion de los mRNA se calculd con el método 2-24¢ (Livak & Schmittgen, 2001).
Los datos cuantitativos obtenidos se normalizaron con la media de tres genes
housekeeping PBGD (porfobilindgeno deaminasa), B-Actina y TBP (proteina de unién a
la caja TATA) (Tabla 3.2) para estandarizar las posibles variaciones en la expresion génica
entre las muestras analizadas. Asimismo, los datos normalizados se referenciaron al

control de pluripotencia VALY, al que se le asignd el valor de 1.
3.4.6. Cariotipo.

La posible presencia de anormalidades cariotipicas en las lineas de iPSC generadas se
detectd a través de un estudio citogenético mediante técnicas de bandeo cromosémico
tipo G de cromosomas metafasicos con un rango de resolucion de 300 a 400 bandas. El
analisis citogenético lo realizd el grupo acreditado de Investigacion Traslacional en

Genética del IS La Fe.

3.5. Diferenciacion de iPSC a HLC.

El protocolo de diferenciacién de iPSC para obtener HLC se esquematiza en la figura 3.4.
Este protocolo consiste en un proceso multi-etapa que, mediante cambios en la
composicidon del medio de cultivo, asi como la adicién de factores de crecimiento y
citoquinas, trata de mimetizar la organogénesis hepatica conduciendo a las células por

los estadios del desarrollo embrionario del higado. Estos estadios se engloban en tres
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grandes etapas consecutivas: etapa de endodermo, etapa de hepatoblasto y etapa de

maduracion hepatica (Figura 3.4).

Matrigel® Matrix

Siembra ) - o
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Figura 3.4. Procedimiento para la diferenciacion de iPSC a HLC. El protocolo consiste en un proceso multi-
etapa que incluye la combinacion de diferentes medios de cultivo (flechas grises) con diferentes factores
de crecimiento y hormonas y distintas matrices de cultivo durante un periodo de cuatro semanas
aproximadamente. Act A = Activina A; Dexa = Dexametasona. Imagen creada con BioRender®.

Para llevar a cabo el proceso de diferenciacidn, la monocapa de iPSC a un 70% de
confluencia procedente del cultivo de mantenimiento se levantd en forma de célula
Unica mediante el método no enzimatico con cell dissociate buffer (CDB) 1X (EDTA 2
mg/ml, BSA 10 mg/ml en DPBS 1X, pH 7,5). La monocapa se incubd con el CDB 1X a 37°C
en atmodsfera humidificada al 5% de CO; hasta observar la separacién entre si de las
células de las colonias (obtencién de célula unica), momento en el que se inactivé la
reaccion con medio mTeSR PLUS™. Las células en formato de célula Unica se recogieron
en un tubo de 15 ml y la suspensidn se centrifugd a 1000 x g, 5 min. Tras decantar el
sobrenadante, el pellet de células se resuspendid en medio mTeSR PLUS™

suplementado con 10 ng/ml de activina A, 12 ng/ml de bFGF y ademas se afiadié 10 uM
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del inhibidor Y-27632 durante 24 h. La suspension celular se sembré en pocillos de 2 cm?

recubiertos de Matrigel®.

El proceso de diferenciacion empezd cuando la monocapa alcanzé el 90% de
confluencia, mediante un cambio de medio con el medio CDM/BSA (Tabla 3.7)
suplementado con 100 ng/ml de activina A, 100 ng/ml de bFGF, 10 ng/ml de BMP4, 10
UM del inhibidor de la fosfatidilinositol-3-quinasa LY294002 (Cayman Chemical) y 3 nM
del inhibidor de las glucégeno sintasa quinasas 3 a y B CHIR99021 (Cayman Chemical)
(dia 0). Tras 24 h, se realizé un cambio de medio con CDM/BSA suplementado con 100
ng/ml de activina A, 100 ng/ml de bFGF, 10 ng/ml de BMP4 y 10 uM de LY294002 (dia
1). A dia 2 el cambio de medio se realizé con RPMI 1640-GlutaMAX™ suplementado con
B-27, 100 ng/ml de activina A, 100 ng/ml de bFGF. A dia 3, se alcanzé el estadio de
endodermo y se cambid el medio diariamente hasta dia 5 (inclusive) con RPMI 1640-
GlutaMAX™ suplementado con B-27 (1X), 50 ng/ml de activina A. Desde el dia 6 al dia 8
(inclusive), el cambio de medio se llevd a cabo mediante RPMI 1640-GlutaMAX™
suplementado con B-27, 10 ng/ml del factor de crecimiento de fibroblastos 10 (FGF10)
y 10 ng/ml de BMP4. A dia 9, las células alcanzaron el estadio de hepatoblasto y se
transfirieron a la matriz coating (3mg/100ml de coldgeno, 1mg/100ml de fibronectina y
10mg/100ml de BSA en medio DMEM alto en glucosa) que habitualmente se usa en
nuestro grupo para el cultivo de hepatocitos. Ademas, en este dia se llevé a cabo el
cambio a medio HLC (Tabla 3.5) suplementado con 50 ng/ml del HGF. Para la maduracion
hepatica se cambid el medio a dia 11 con medio HLC suplementado con 50 ng/ml de
HGF y 20 ng/ml del factor de crecimiento epitelial (EGF). Desde el dia 13 al dia 16
(inclusive) se realiz6 un cambio de medio cada dos dias con medio HLC suplementado
con 20 ng/ml de HGF y 10 ng/ml de OSM y 100 nM de dexametasona. Finalmente, desde
el dia 17 las células se mantuvieron en medio HLC suplementado con 20 ng/ml de HGF

hasta dia 25-30, cambiando el medio cada dos dias.
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Tabla 3.5. Medios de cultivo y complementos
utilizados en la diferenciacion hepdtica.

Medio CDM/BSA

Concentracion

Componente

de uso
Ham’s F-12 : IMDM 1:1
BSA 5mg/ml
GlutaMAX™ 100X 1X
Lipid Concentrate 1X
Tioglicerol 1 pul/25ml
Transferrina 0,0025 mg/ml
Insulina 0,42 uM
Penicilina-Estreptomicina 1X

Concentracion

Componente

de uso
Ham’s F-12 : Williams 1:1
BSA 0,2%
Penicilina-Estreptomicina 1X
L-Glutamina 2 mM
Glucosa 17 mM
NAME? 0,64 mM
Transferrina 0,0025 mg/ml
Insulina (Insulatard) 9,03x 108 M
Acido Ascérbico 0,62 mM
Acido Linoleico 7,17 uM

®Nw-Nitro-L-arginina metil éster clorhidrato.

diferenciacion.

maduracion hepatica y HLC.

3. MATERIALES Y METODOS

En el ensayo exploratorio para la mejora del compromiso endodérmico, se utilizaron 50
ng/ml del factor WNT-3A (R&D Systems) los tres primeros dias de la diferenciacion (dia

0, 1 y 2), manteniendo las condiciones descritas en el resto del proceso de

3.6. Caracterizacion del proceso de diferenciacion y de las HLC.

Para la monitorizacion del proceso de diferenciacion se tomaron muestras en los dias
representativos de cada una de las etapas de la diferenciacion: dia 3 para la etapa de

endodermo, dia 9-11 para la etapa de hepatoblasto y dia >25 para la etapa de
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3.6.1. Inmunofluorescencia.

La deteccién mediante IF de marcadores de cada una de las etapas del protocolo de
diferenciacidn, asi como de las HLC se llevd a cabo de acuerdo con el epigrafe 3.4.1. Los

anticuerpos primarios y secundarios utilizados para cada etapa se indican en la tabla 3.1.
3.6.2. Andlisis de la expresion génica.

La purificacion de RNA, la RT y el analisis de la expresidon de genes implicados en la
diferenciacidn se realizé de la misma manera que se describe en los apartados 3.4.2 a
3.4.5. Los cebadores utilizados para monitorizar el proceso de diferenciacién vy
caracterizar las HLC se describen en la tabla 3.2. Los datos de expresién génica se
relativizaron al dia O de cada donante al que se le asignd el valor de 1y se representaron

en escala logaritmica de manera que el valor de expresion del dia 0 fue O.
3.6.3. Andlisis transcriptomico: RNA sequencing (RNAseq).

Al menos 1 ug de RNA procedente de PSC no diferenciadas (iPSC y ESC) y diferenciadas
a HLC fue extraido tal y como se describe en el epigrafe 3.4.2. para ser analizado por
RNAseq. Para la cuantificacién e identificacion de los mRNA, se generaron un total de
entre aproximadamente 24,5 y 56 millones de lecturas (reads) en cada libreria. El
alineamiento se llevd a cabo mediante la herramienta STAR tomando como referencia
la secuencia del genoma Homo sapiens GRCh38p13, se contabilizaron las lecturas
(counts) eliminando los duplicados de PCR y se realizdé el andlisis de la expresién

diferencial de genes con el apoyo de Making Genetics S.L (Pamplona).

La representacion de los datos se realizé utilizando el software MetaboAnalyst version
5.0. Para ello, inicialmente se representaron los datos utilizando un heatmap que

permitio diferenciar entre células pluripotentes y HLC.

El siguiente paso consistidé en identificar los genes que muestran buena evidencia de
estar diferencialmente expresados. Por ello, se realizdé un diagrama en volcan (Volcano
plot), que es un diagrama de dispersion que permite identificar los genes que estan
regulados hacia arriba o hacia abajo (up y down regulated) ya que se concentran en los
extremos derecho e izquierdo superiores del grafico. Con los datos obtenidos en el
Volcano plot, se realizd un analisis de enriquecimiento de genes utilizando la plataforma

XGR.
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3.6.4. Determinacion de la produccion de albumina.

La produccion y secrecion de albumina se cuantificé en el medio de cultivo de las HLC
tras 24 h de incubacion de la monocapa de células. Las muestras de medio de cultivo se
centrifugaron a 1000 x g y los sobrenadantes se conservaron a -80 °C hasta el momento
de su valoracion. Se tomé como blanco el medio de cultivo no incubado con las células.
La determinacion se realizé en 100 ul de muestra mediante un ensayo colorimétrico de
cuantificacion de albumina humana por ELISA tipo sandwich (Bethyl Laboratories) en
placa de 96 pocillos. La lectura se realizé a una A de 450 nm mediante el lector Synergy
H1 Hybrid Multi-Mode Reader (BioTek). Los valores se expresan como ng de albumina

formados por hora y por ug de RNA.
3.6.5. Medida de la actividad ureogénica.

La capacidad ureogénica se determinéd en el medio de cultivo tras 6 0 24 h de incubacién
de la monocapa de células. Las muestras de medio de cultivo se centrifugaron a 1000 x
g y se conservaron los sobrenadantes a -20 °C hasta el momento de su valoracidn. Se
tomd como blanco el medio de cultivo incubado en la monocapa durante 30 min. La
produccién de urea se cuantificd a través del Kit Quantichrom™ Urea (Bioassay
Systems). La lectura se realizd a una A de 520 nm mediante el lector Synergy H1 Hybrid
Multi-Mode Reader (BioTek). Los valores se expresan como nanogramos de urea

formados por hora y por ug de RNA.
3.6.6. Almacenamiento de glucogeno.

La acumulacion de glucégeno se evalué mediante la tincion PAS (acido peryddico-Schiff)
gue permite detectar grupos aldehidos producto de la oxidacién de los hidratos de
carbono revelando, de esa manera, una coloracidon rosa-purpura. La monocapa se
incubd con el medio de cultivo estandar durante 24 h, con medio suplementado con 30
mM de glucosa y 10 M de insulina durante 24 h, o bien con medio suplementado con
30 mM de glucosa y 10® M de insulina durante 24 h seguido de medio con 10° M de
glucagon durante las siguientes 24 h. Tras el tratamiento, las células se fijaron con 4%
de paraformaldehido durante 10 min y se lavaron con agua destilada. A continuacion, la
monocapa se cubrié con 0,5% de solucidn de acido peryddico durante 5 min y se lavé

con agua destilada durante 2-3 min. Tras la oxidacién, se cubrié la monocapa con la
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solucion de Schiff durante 15-30 min en oscuridad. La reaccion se detuvo realizando 3
lavados con agua del grifo (2 min por lavado) cuando la tincion magenta-purpurea quedd
evidenciada. Finalmente, la presencia de glucdgeno se identificé en microscopio de

campo brillante (Donato et al., 2015).
3.6.7. Medida de actividades citocromo P450.

Las actividades CYP450 se midieron en células control o en células previamente tratadas
con inductores prototipo de enzimas CYP450. Para los ensayos de induccion las células
se trataron previamente con fenobarbital 1000 uM o 3-metilcolantreno 2 UM durante

48 h, incluyendo una dosis repetida a las 24 h de tratamiento.

Las actividades se midieron mediante la incubacién directa de la monocapa de células
con el sustrato especifico para cada CYP450 y la cuantificacién posterior del metabolito
formado y liberado al medio de cultivo. En la tabla 3.6 se recogen los detalles del ensayo
de cada actividad. Tras la incubacién con el sustrato, se recogié el medio, se centrifugé
a 3000 x g, 3 min y el sobrenadante se conservé a -80 °C hasta su uso. La monocapa de
células se levanto para la obtencién y cuantificacion del RNA tal y como se explica en el

epigrafe 3.4.2.

La cuantificaciéon de metabolitos por espectrometria de masas HPLC/MS/MS se realizo
con el apoyo de la Unidad Analitica del 1IS La Fe, tal y como se ha descrito en trabajos
anteriores (Lahoz et al., 2008). En el ensayo de la actividad CYP1A1/2 mediante la
reaccion etoxiresorufina-O-deetilasa (EROD) la cuantificacion de la fluorescencia (A
excitacion 535 nmy A emisidon 584 nm) debida a la formacién del producto resorufina se
realizé utilizando el lector de fluorescencia Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader
(BioTek). Los valores resultantes se expresaron como pmoles de producto formado por

hora y por pg de RNA.
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Tabla 3.6. Sustratos utilizados y metabolitos generados en los ensayos de valoracion de
actividades CYP450.

L, Tiempo de
. Concentracion . ., . ;
Enzima Sustrato incubacion Metabolito Método®
de uso (uM)
(h)
CYP1A1/2 7-Etoxiresorufina 8 3 Resorufina Fluorescencia?
CYP1A2 Fenacetina 10 24 Acetominofen HPLC/MS/MS
CYP2B6 Bupropién 100 24 Hidroxibupropién HPLC/MS/MS
CYP3A4 Midazolam 50 24 1'-Hidroximidazolam HPLC/MS/MS
CYP2C19 Mefenitoina 50 24 4’-HO-Mefenitoina HPLC/MS/MS
CYP2C9 Diclofenaco 10 24 4’-HO-Diclofenaco HPLC/MS/MS
CYP2D6 Bufuralol 10 24 Hidroxibufuralol HPLC/MS/MS
CYP2E1 Clorzoxazona 50 24 6-HO-clorzoxazona HPLC/MS/MS

aDonato et al., 1993 ;° Lahoz et al., 2008

3.6.8. Andlisis metabolomico.

Para la extraccion de metabolitos de cultivos de PSC (iPSC y ESC) no diferenciadas y
diferenciadas a HLC, se retird el medio de cultivo mediante aspiracién y las células se
lavaron una vez con PBS 1X a temperatura ambiente. La extraccidn se realizé afiadiendo
100 pl de solvente de extraccion frio (40:40:20 acetonitrilo:MeOH:agua +0,5% de acido
férmico) a la monocapa segun el protocolo previamente descrito (Garcia-Cafaveras et
al.,, 2021). Después de 1 min, las células se levantaron mediante cell scraper y se
transfirieron a un tubo tipo Eppendorf® donde el extracto fue neutralizado mediante la
adicién de 13,2 ul de bicarbonato amadnico al 15%. El extracto se conservé a -80 °C hasta

el momento de su uso.

Los extractos se analizaron en la Unidad Analitica del IIS La Fe usando una estrategia no
dirigida mediante cromatografia liquida de alta resolucion. Se utilizé un espectrometro
de masas cuadrupolo-orbitrap (Q Exactive, Thermo Fisher Scientific) acoplado a
cromatografia de interaccién hidrofilica mediante ionizacidn por electrospray. Los datos
se analizaron utilizando el software EI-MAVEN (v 0.2.4, Elucidata), con compuestos
identificados en base a su masa exacta y tiempo de retencién comparado con estandares
comerciales. Los datos de abundancia de metabolitos se normalizaron por el contenido

total en proteina que se valoré mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

El analisis de los datos se llevo a cabo con la plataforma MetaboAnalyst version 5.0

mediante un analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) que
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permite un modelado predictivo y descriptivo, asi como la seleccion de variables

discriminantes (VIP score).

A partir de la informacion de los metabolitos discriminantes entre los dos grupos
experimentales se representaron las principales vias metabdlicas diferenciales en las
células pluripotentes y las diferenciadas a fenotipo hepatico mediante un andlisis de

enriquecimiento usando la misma plataforma.
3.7. Ensayos de toxicidad.

3.7.1. Compuestos seleccionados.

Los compuestos amiodarona, tetraciclina y valproato fueron seleccionados como
farmacos modelo de DILI en base a la informacidn previa descrita sobre su potencial
hepatotdxico y los mecanismos implicados en la toxicidad (Chalasani et al., 2015;
deLemos et al., 2016; Gomez-Lechdn et al., 2010; O’Brien et al., 2006; Tolosa et al., 2012,
2018) (Tabla 3.7). Como control negativo (no hepatotéxico) se utilizé el compuesto
citrato trisddico dihidratado. En los estudios de toxicidad con el donante P1 se incluyé
también la combinacion A/C, al ser considerado el agente causal sospechoso de haber

desencadenado el episodio de DILI en este paciente.

Tabla 3.7. Compuestos utilizados en los ensayos de toxicidad con HLC.

Grupo . , Tipode bd Cimax Mecanismo
Compuesto L. Etiqueta - Grado de DILI* .

terapéutico? daiio® (uMm) toxicidad®
Amiodarona  Antiarritmico BBW H Severo 2,2¢ ST, PL
Amoxicilina-  Antibiético RA I Casos reportados  41/11¢  CH', IDf
Clavulanico
Tetraciclina Antibidtico HT,CH Moderado 14,19¢ MI8, ST®
Valproato Anticonvulsivante BBW B, X Severo 481¢ EO, MI, ST, ID
Citrato - ND ND NA NA

BBW, Black Box Warning segun la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA); RA,
reacciones adversas; H, hepatitis; |, ictericia; X, muerte; HF, hepatitis fulminante; M, aumento de los biomarcadores
clinicos hepaticos; HT, hepatotoxicidad; CH, colestasis; B, hiperbilirrubinemia; ST, esteatosis; EO, estrés oxidativo;
M, dafio mitocondrial; ID, idiosincrasico; ND, no descrito; NA, no aplicable. @ Gémez-Lechdn et al., 2010; bO’brien
et al., 2006; ¢ Chalasani et al., 2015; 9 Tolosa et al., 2018; ¢ Tolosa et al., 2012; fdeLemos et al., 2016; éTolosa et al.,
2016a

Los stocks de los compuestos se prepararon en agua o DMSO vy se afiadieron al medio
de cultivo para obtener la concentracién final deseada (Tabla 3.8). En ningln caso se

excedié el 0,5% (v/v) de DMSO en el medio de cultivo y los controles recibieron la misma
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concentracion del solvente. Las concentraciones de los compuestos se seleccionaron en
base a la concentracion minima efectiva (MEC) descrita para la linea celular HepG2, es
decir, la minima concentracion que induce un efecto toxico en comparacién con las

células sin tratar (Donato et al., 2012b; Tolosa et al., 2012).

Tabla 3.8. Concentraciones de uso de los compuestos utilizados en los ensayos de toxicidad
en HLC.

Compuesto Concentracion MEC en HepG2
Amiodarona 12.5, 25,50 (uM) 10 (uM)
Amoxicilina-Clavulanico  4/2, 8/4, 10/5,12/6 (mM) 8/4 (mM)
Tetraciclina 150, 300, 600 (uM) 100 (uM)
Valproato 2, 4,8 (mM) 1 (mM)

Citrato 50, 100, 200 (uM) -

3.7.2. Evaluacion de la toxicidad mediante ensayos multiparamétricos HCS.

En los ensayos de toxicidad, ademas de las HLC, se utilizaron en paralelo la linea celular
de origen hepatico HepG2 vy las lineas celulares no hepaticas Hela y A549 para
demostrar la especificidad de las HLC como modelo celular para el estudio de la
hepatotoxicidad. El cultivo de las células HepG2 (ECACC No0.85011430) se llevé a cabo
en medio Ham’s F-12/Leibovitz L-15 (1:1 v/v) suplementado con 7% SBF, 50 U de
penicilina/ml, 50 ug de estreptomicina/mly 2 mM L-glutamina. Las células HelLa (ECACC
N0.93021013) se cultivaron en DMEM suplementado con 10% SBF, 2 mM L-glutamina,
1X de aminoacidos no esenciales, 50 U de penicilina/ml y 50 ug de estreptomicina/ml.
Las células A549 (ECACC No. 86012804) se cultivaron en DMEM suplementado con 10%
SBF, 2 mM L-glutamina y 1% gentamicina. Para los ensayos de toxicidad, las células
HepG2, Hela y A549 se despegaron con 0,25% tripsina/0,02% EDTA at 37°C y se
sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 5000 células/pocillo. Por su parte,
las células en estadio de hepatoblasto fueron transferidas a placas de 96 pocillos
recubiertos de coating donde finalizaron el proceso de diferenciacién hasta HLC tal y
como se especifica en el apartado 3.5. Finalmente, todas las lineas celulares, incluyendo
las HLC, se expusieron durante 24 h a concentraciones crecientes de amiodarona

(farmaco hepatotoxico) y de citrato (control negativo) (Tabla 3.8).

En los ensayos de esteatosis/fosfolipidosis las HLC se incubaron previamente con 62 pM

de la mezcla de acidos grasos oleato:palmitato (ratio 2:1) durante 14 h y a continuacion
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se trataron durante 24 h con los compuestos amiodarona, tetraciclina, valproato y

citrato (Tabla 3.8) en formato de placa de 96 pocillos tal y como se ha descrito arriba.

Tras el tratamiento, la monocapa de células se incubd con medio de cultivo fresco sin
farmacos junto con una seleccién de sondas fluorescentes para medir diferentes
pardmetros indicativos de toxicidad celular (Tabla 3.9) tal y como se ha descrito en
trabajos anteriores del grupo (Donato et al., 2017; Tolosa et al., 2015b). Las sondas
fueron incubadas durante 30 min, a excepcién de la sonda HCS LipidTOX™ cuyo periodo
de incubacidn fue de 24 h, y se combinaron de acuerdo con su compatibilidad dptica.
Tras la tincién, las monocapas celulares fueron analizadas con el microscopio
automatico de andlisis multiparamétrico INCELL Analyzer 6000 (GE Healthcare Life
Sciences). Las imdagenes se analizaron con el software INCELL Analyzer Workstation que
permite la cuantificacidon simultanea de estructuras subcelulares que estdn marcadas
con diferentes sondas fluorescentes y medir la intensidad de fluorescencia asociada a
compartimentos predefinidos (p.ej. nlcleo y citoplasma). El contaje celular se realizé
con el marcaje para Hoechst 33342 aplicando un algoritmo "top-hat". La viabilidad
celular se determiné por la exclusidon de yoduro de propidio en el ntcleo. El resto de
marcajes se cuantificaron el citoplasma celular segun lo descrito previamente (Tolosa et

al., 2012; Tolosa et al., 2018). Cada medida se realizé en células individuales.

Los datos obtenidos fueron expresados en porcentaje con respecto al control de células

no tratadas cuyo valor se establecié como 100%.
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Tabla 3.9. Sondas fluorescentes utilizadas en los ensayos de toxicidad con HLC.

. Aex/ Aem b Parametro
Sonda Casa comercial Conc. .
(nm)? analizado

Molecular Probes,
TMRM . 549/576 0,15 mM MMP
ThermoFisher

Molecular Probes, .
Fluo4 . 494/516 0,25 uM Ca® intracelular
ThermoFisher

Molecular Probes,
CellROX™ . 644/665 5uM ROS
ThermoFisher

Molecular Probes, L.
BODIPY 493/503 . 493/503 14,3 nM Lipidos neutros
ThermoFisher

Molecular Probes,

HCS LipidTOX™ . 595/615 1X Fosfolipidos
ThermoFisher

Pl ThermoFisher 494/516 2,2 uM Viabilidad

Hoechst 33342 ThermoFisher 361/486 2,7 UM Conteo celular

a Donato et al., 2017; ® Tolosa et al., 2015b; TMRM, tetrametil rodamina metil éster; Fluo4, fluo-4 acetoximetil
éster; Pl, Yoduro de Propidio; MMP, potencial de membrana mitocondrial; ROS, especies reactivas de oxigeno.

3.8. Medida de actividades citocromo P450 en tejido hepadtico.

3.8.1. Obtencion de microsomas de tejido hepadtico.

Los microsomas fueron obtenidos de muestras de tejido hepdtico procedentes de los
cuatro donantes control (C1 a C4). Cada muestra de tejido (entre 1y 3 g) fue congelada

en nitrégeno liquido y almacenada a -80 °C hasta el momento de su uso.

Todo el proceso de obtencion de los microsomas hepaticos se realizd a 4°C (sobre hielo).
Las muestras de tejido congelado fueron troceadas con una hoja de bisturiy sumergidas
en tampon de homogenizaciéon (3 ml/g de higado) consistente en tampdn fosfato
potdsico 1M, pH 7,4, KCl 0,5 M, EDTA 1 mM. El tejido fue disgregado con el
homogeneizador de tejidos Precellys 24 Dual (Precellys, Francia) equipado con un
sistema de refrigeracién Cryolys y aplicando dos pulsos de 25 s a 6000 x g. A
continuacion, la preparacion de tejido homogenizado se transfirié a tubos de centrifuga
(Beckman Coulter Polycarbonate, 16 x 80mm) y se centrifugd a 9000 x g, 4 °C durante
30 min (Ultracentrifuga Beckman Coulter AVANTI J-301). El sobrenadante (fraccion S9)
se centrifugd a 100000 x g, 4 °C durante 1 h y se descart6 el sobrenadante (fraccién
citosodlica). El pellet resultante se centrifugd nuevamente a 100000 x g, 4 °C durante 1 h.
Finalmente, el sedimento obtenido (fraccion microsomal) se resuspendié en tampdn de
conservacién (tampdn fosfato potdsico 0,1M pH 7,4, glicerol 20%) y se repartio en
alicuotas de 100 pl las cuales fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenada a -
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80 °C hasta el momento de su valoracién y caracterizacion. Una alicuota de la
preparacion de microsomas se utilizdé para la determinacién del contenido en proteina

mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

3.8.2. Valoracion de las actividades enzimdticas CYP450 en microsomas de tejido

hepadtico.

Para la medida de actividades, los microsomas (50 ug de proteina) se colocaron en tubos
tipo Eppendorf® code 1,5 ml junto con 80 pl de tampodn fosfato potasico 0,1M pH 7,4
que contenia el sustrato especifico para cada actividad (Tabla 3.8) y la mezcla se
atempero durante 5 min a 37 °C en un bafio termostatizado. La reaccidn se inicié por
adicién de 20 pl del sistema de regeneracion de NADPH (1 mM de NADP, 5 mM Cl.Mg,
10 mM glucosa 6 fosfato y 0.3 U/mL de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa) y tras 20 min
a 37 °C en un bafio de agua con agitacidn, la reaccion se pard por adicion de 200 pl de
acetonitrilo frio (4 °C). Las muestras se centrifugaron a 15000 x g, 10 min a 4 °C y los
sobrenadantes se conservaron -80 °C hasta su uso. La cuantificacion de los metabolitos
formados se realizé mediante HPLC/MS/MS (Lahoz et al., 2008) tal y como se describe
en el apartado 3.6.7. Las actividades se expresaron como pmoles de producto formado

por minuto y mg de proteina microsomal.
3.9. Andlisis estadistico.

El tipo de analisis estadistico para cada conjunto de datos queda especificado en la
propia figura dentro del apartado de resultados y se llevd a cabo empleando los
programas estadisticos GraphPad Prism 8.0 y SPSS Statistics 25.0. Para la comparacién
de dos conjuntos de datos (poblaciones) se utilizé la prueba t-student para muestras
independientes o pareadas. Para la comparacion de multiples poblaciones se utilizaron
los test ANOVA de 1y 2 factores con post-hoc Dunnet o Bonferroni. El tamafio muestral
(n) minimo para cada estudio fue de 2. Los datos se encuentran representados como la
media aritmética * la desviacion estandar (DS) o como la media aritmética + el error
estandar de la media (SEM). El intervalo de confianza empleado para la determinacién

de la significancia estadistica fue del 95%. Se considerd un p_valor de 0,05.
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4.1. Generacidn y caracterizacion de iPSC humanas.

4.1.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

Con la finalidad de obtener una cantidad adecuada de células somaticas que permitiese
llevar a cabo el proceso de reprogramacion, se eligié la sangre periférica como fuente
de células somaticas ya que mediante la extraccidon de sangre es posible obtener el
volumen necesario para aislar PBMC, una fracciéon de la sangre total que incluye

linfocitos, monocitos y células dendriticas.

Para llevar a cabo el aislamiento de PBMC con vistas a su reprogramacion, se
recolectaron las muestras de sangre periférica en tubos con anticoagulante EDTA y se
realizé el aislamiento mediante el uso de un medio de gradiente de densidad que
permite separar las distintas fases de la sangre, incluida la fraccién de PBMC, tras la
centrifugacién. Mediante esta técnica de aislamiento, se obtuvo un promedio de 1,18 x
10° + 4,57 x 10° células vivas/ml de sangre y una viabilidad media del 41 + 10%. Estos
resultados entran dentro del rango habitual de rendimiento del aislamiento de PBMC

en nuestro grupo durante el periodo 2017-2021.
4.1.2. Reprogramacion de PBMC.

Para la reprogramacion de PBMC, se utilizaron muestras criopreservadas de los
donantes C2, C3 y P1 y muestras frescas de los donantes C1 y C4. El proceso de

criopreservacién no afect6 a la viabilidad celular (no mostrado).

Las PBMC reprogramadas empezaron a formar pequeiios agregados celulares sobre el
soporte celular o feeder de MEF (Figura 4.1A) que crecieron formando agrupaciones de
células con un alto grado de compactacidon conocidas como colonias (Figura 4.1B). Las
colonias formadas se transfirieron a una matriz feeder-free de Matrigel® y mostraron el
mismo comportamiento de crecimiento y proliferacion que la linea de ESC de referencia

VAL9 (Figura 4.1C-D).
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Figura 4.1. Figura representativa del proceso de generacion de iPSC (donante C1). A) Las iPSC generadas
proliferan sobre el soporte de MEF formando agrupaciones de células (colonias). B) La proliferacion de las
iPSC en las colonias promueve el crecimiento de las mismas. Las colonias de iPSC con el tamafio adecuado
se transfieren a condiciones feeder-free (C) en las que se observa un crecimiento y expansion tipico de
células pluripotentes tal y como se observa para la linea de ESC VAL9 (D). Barra de escala = 200 um aplica
a todas las imdgenes.

4.1.3. Caracterizacion de iPSC.

Tras la reprogramacion, las cinco lineas de iPSC generadas (cuatro lineas control C1, C2,
C3, C4 y una linea derivada de paciente de DILI P1) fueron caracterizadas considerando
la linea embrionaria VAL9 como control positivo de pluripotencia. Todas las lineas de
iPSC crecieron en colonias y expresaron marcadores tipicos de células pluripotentes
como OCT3/4, NANOG y TRA1-60, tal y como se muestra en las imagenes de IF para las

lineas C1y P1 como ejemplos representativos (Figuras 4.2 y 4.3).
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Nucléolo

Figura 4.2 Caracterizacién por microscopia de las iPSC (donante C1). En la parte izquierda se muestran
fotografias en contraste de fases (CF) de células pluripotentes tomadas con una magnificacion del 10X
(imagen superior) y 20X (imagen inferior, en la que se ha ampliado una seccién con zoom digital). En la
parte derecha se muestran los de marcadores de pluripotencia (NANOG, OCT3/4 y TRA1-60) mediante IF.
Barra de escala = 100 um (aplica a todas las imdgenes).
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Nucleo

Nucléolo

Figura 4.3. Caracterizaciéon por microscopia de las iPSC (donante P1). En la parte izquierda se muestran
fotografias en contraste de fases (CF) de células pluripotentes tomadas con una magnificacion del 10X
(imagen superior) y 20X (imagen inferior, en la que se ha ampliado una seccion con zoom digital). En la
parte derecha se muestran los marcadores de pluripotencia (NANOG, OCT3/4 y TRA1-60) mediante IF.
Barra de escala = 100 um (aplica a todas las imdgenes).

La caracterizacién de las lineas de iPSC también se llevé a cabo a nivel transcripcional.
Las iPSC mostraron expresién de los genes implicados en pluripotencia DNMT3B,
NANOG, OCT3/4 y SOX2 a pases bajos (<20). La expresién de DNMT3B fue similar a la de
VAL9 en todas las lineas control y significativamente mas baja en la linea P1. La expresion
de NANOG fue significativamente mayor para los donantes C1, C3 y C4, mientras que la
expresion de OCT3/4 fue menor en las lineas C1y C3. Por ultimo, la expresion endégena

de SOX2 fue significativamente menor para C2, C3 y C4 con respecto el control VAL9

(Figura 4.4).
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Figura 4.4. Niveles de expresion de genes indicadores de pluripotencia (DNMT3B, NANOG, OCT3/4 Y
SOX2) en iPSC a pases bajos (P<20). Los niveles de expresion se encuentran normalizados con VALY cuyo
valor asignado es 1. Los datos se expresan como el promedio de la expresion * desviacion estandar (DS)
(n=5). ANOVA de 1 factor con post-hoc Dunnet, *p<0,05 con respecto a VALS9.

Por otro lado, el cariotipo de las iPSC mediante el estudio citogenético por bandeo

cromosémico G no reveld la presencia de anormalidades cariotipicas en ninguna de las

lineas generadas (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Caracterizacion de las lineas de iPSC generadas mediante bandeo cromosoémico tipo G.

105



4. RESULTADOS

4.2. Diferenciacion de iPSC a HLC.

4.2.1. Monitorizacion del proceso de diferenciacion.

Durante a optimizacién del proceso de diferenciacion se explord la opcion de introducir
el factor WNT-3A junto con el resto de factores empleados para inducir la fase de
endodermo, con el objetivo de mejorar la cantidad de células comprometidas con el
linaje endodérmico. Para ello, realizamos en paralelo diferentes diferenciaciones de las
iPSC de los donantes C1 y C3 en presencia y ausencia de WNT-3A y analizamos los
marcadores especificos de endodermo mediante IF y RT-qPCR (Figura 4.6). Los
resultados por IF no mostraron diferencias en la presencia de los marcadores SOX17 y
FOXAZ2 (Figura 4.6A). Tampoco hubo diferencias en la expresién génica de SOX17 cuando
las células fueron expuestas a WNT-3A (Figura 4.6B). Por ello, se decidié no hacer uso

de este factor en las posteriores diferenciaciones.

A B
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Figura 4.6. Andlisis de la expresion de marcadores endodérmicos a dia 3 del proceso de diferenciacion
en presencia (+) y ausencia (-) de WNT-3A. A) Imagen representativa de la presencia de células positivas
para FOXA2 y SOX17 en el donante C1 por IF. B) Andlisis comparativo de la expresion génica de SOX17 en
los donantes C1 y C3. Se representa la media + el error estdndar de la media (SEM), n=8. Barra de escala
=200 um (aplica a las dos imdgenes). Ho = Hoechst.

Una vez definido el protocolo de diferenciacion, se aplicé a las diferentes lineas de iPSC
para comprobar si era posible obtener un conjunto de HLC de distintos donantes que
recreasen la variabilidad interindividual. Para ello, se realizd una caracterizacién y un
seguimiento de las células durante todo el proceso. En las figuras 4.7 a 4.9 se muestran
los resultados del seguimiento morfoldgico por microscopia de contraste de fases, y los
estudios mediante IF y RT-gPCR de cada etapa del proceso de diferenciacién para los

donantes C1y P1 como ejemplos representativos.
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Figura 4.7. Caracterizacion del proceso de diferenciacion desde pluripotencia (dia 0) a estadio de
endodermo definitivo (dia 3). Andlisis por microscopia de contraste de fases, IF, y RT-qPCR a dias 0y 3 de
C1 y P1. Los datos transcripcionales corresponden a los niveles de mRNA medidos en distintas
diferenciaciones de las lineas iPSC C1 y P1 y se presentan como la media de los niveles de expresion
respecto a dia 0 + DS (n=4). Prueba t-student para muestras pareadas, *p<0,05 respecto a dia 0. Barra de
escala = 100 um (aplica a todas las imdgenes). Ho = Hoechst.
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DIA 9
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Figura 4.8. Caracterizacion del proceso de diferenciacion en estadio hepatoblasto (dia 9). Andlisis por

Ho/CK19

microscopia de contraste de fases, IF y RT-qPCR a dia 9 de C1 y P1. Los datos transcripcionales
corresponden a los niveles de mRNA medidos en distintas diferenciaciones de las lineas iPSC C1 y P1 y se
presentan como la media de los niveles de expresion respecto a dia 0 + DS (n=4). Prueba t-student para
muestras pareadas, *p<0,05 respecto a dia 0. Barra de escala = 100 um (aplica a todas las imdgenes). Ho
= Hoechst.
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Figura 4.9. Caracterizacion del proceso de diferenciacion en estadio hepatocito (dia >25). Andlisis por
contraste de fases, IF y RT-qPCR a dia 9 de C1 y P1. Los datos transcripcionales corresponden a los niveles
de mRNA medidos en distintas diferenciaciones de las lineas iPSC C1 y P1 y se presentan como la media de
los niveles de expresion respecto a dia 0 + DS (n=4). Prueba t-student para muestras pareadas *p<0,05
respecto a dia 0. Escala de barra = 100 um (aplicada a todas las imdagenes). Ho = Hoechst.
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El proceso de diferenciacién se monitorizd en los dias clave de cada una de las etapas
(dias 0, 3, 9y >25). En primer lugar, se realizé un seguimiento mediante microscopia de
contraste de fase que evidencid la transformacion morfoldgica de las células durante el

proceso de diferenciacion (Figuras 4.7 a 4.9). Se observd una evolucion desde una
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morfologia tipica de célula pluripotente con un ratio nucleo:citoplasma elevado (dia 0),
a una morfologia espinosa propia de las células del endodermo definitivo (dia 3) (Figura
4.7). En el estadio de hepatoblasto (dia 9) las células adquieren una morfologia epitelial
(Figura 4.8) que evoluciona hacia la morfologia poligonal con nucleo redondeado

caracteristica del hepatocito en la etapa final de la diferenciacién (dia >25) (Figura 4.9).

Los resultados de IF y RT-qPCR mostraron la deteccidn de los marcadores especificos de
cada una de las etapas de la diferenciacion (Figuras 4.7 a 4.9). A dia O, se observé por IF
la expresién de marcadores tipicos del estadio pluripotente como TRA1-60, OCT3/4 y
NANOG. Los resultados transcriptémicos confirmaron la expresion de marcadores
especificos de pluripotencia y también mostraron la variabilidad en los niveles de
expresion de DNMT3B, OCT3/4, NANOG y SOX2 existente entre las diferentes
preparaciones (cultivos) de una misma linea iPSC, pudiéndose observar una mayor

variabilidad en el donante C1 (Figura 4.6).

La presencia de los marcadores OCT3/4 y NANOG disminuyd en la fase de endodermo
(dia 3 en comparacién con dia 0), tal y como se observa en las imagenes de IF, si bien
aun fue posible detectar pequefias agrupaciones de células que conservaban la
expresion de estos marcadores de pluripotencia. A pesar de ello, en esta etapa se
detecto la expresién de marcadores especificos de endodermo tanto a nivel proteico
(FOXA2, SOX17) como transcripcional (FOXA2, SOX17, HHEX, CXCR4 y GATA4). Se
apreciaron diferencias de expresion entre donantes, con niveles de expresion de FOXA2
menores en el donante P1 respecto al donante C1, en contraposicidn con los niveles de
CXCR4 y GATA4 que fueron mayores en P1. No obstante, la expresién génica de los
marcadores de endordermo analizados aumentd con respecto al inicio de la
diferenciacién, evidenciando un aumento significativo de los niveles de mRNA de

FOXA2, SOX17, HHEX y CXCR4 en ambos donantes y de GATA4 en P1 (Figura 4.7).

Tal y como muestran los resultados de IF y mRNA (Figura 4.8), a dia 9 comenzd a
apreciarse la presencia de marcadores caracteristicos del estadio de hepatoblasto como
CK19 o EpCAM en las células de ambos donantes, aunque también se detectaron
marcadores FOXA2, GATA4 o SOX17, siendo para este ultimo la expresion génica

visiblemente mayor para el donante C1 que para P1.
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Finalmente, tras 25 dias de diferenciacion, las células expresaban marcadores propios
de hepatocitos como HNF4A, ALB, CK18, APOB, AFP o A1AT con niveles
significativamente elevados de expresién génica de todos en ambos donantes (Figura
4.9). Si bien las HLC del donante P1 mostraban menor expresion de HNF4A que las de

C1, el resto de marcadores hepaticos mostraron niveles similares en ambos donantes.

Las figuras 4.10 y 4.11 visualizan la evolucidon comparativa del perfil de expresidén génica
de los marcadores caracteristicos de cada uno de los estadios (pluripotencia,
endodermo, hepatoblasto, hepatocito) durante el proceso completo de diferenciacién

de las células de los donantes C1y P1.

Los marcadores de pluripotencia disminuyeron de forma continua a lo largo de todo el
proceso de diferenciacidon hasta ser practicamente indetectables a dia final (dia 25)
(Figura 4.10). No obstante, esta caida fue mds rapida en las células del donante P1 para
las que ya se detectaban niveles de expresién génica muy reducidos para DNMT3B,
OCT3/4 y SOX2 a dia 3 y, aunque la expresion continué disminuyendo en el resto de
etapas, no se observaron diferencias significativas entre ellas. Por el contrario, el
donante C1 mostré una disminucién paulatina de los marcadores de pluripotencia, de
modo que los niveles medidos a dia 25 fueron significativamente mas bajos que los

detectados en etapas anteriores (dias 3y 9).

En las células de ambos donantes se observé un aumento significativo de la expresion
génica de marcadores de endodermo a partir del dia 3 (Figura 4.10). En concreto para el
donante P1 los niveles de expresion maxima de los genes SOX17, CXCR4, HHEX y GATA4
se alcanzaron a dia 3. Estos niveles se mantuvieron durante el resto del proceso para
GATA4, mientras que los de SOX17, CXCR4 y HHEX disminuyeron en las siguientes
etapas, con un repunte de expresidén de CXCR4 a dia >25. Excepcionalmente, la expresion
de FOXA2 alcanzé el nivel maximo a dia 9 y decayd a dia >25. Para el donante C1, la
expresion de FOXA2, SOX17 y HHEX experimenté un aumento muy acusado a dia 3 y se
mantuvo elevadas hasta la etapa final de la diferenciacion; mientras que los niveles mas

elevados de mRNA de GATA4 y CXCR4 se alcanzaron de forma mas tardia.
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Los marcadores de hepatoblasto mostraron un perfil similar en ambos donantes con un
aumento progresivo hasta alcanzar los niveles mds elevados de mRNA de CK19 y de

EpCAM a dia 9y dia >25, respectivamente (Figura 4.11).

Finalmente, respecto a la evolucién de los marcadores hepaticos es destacable
mencionar que, mientras en el donante C1 solo se observé un aumento significativo de
la expresion una vez completado el proceso de diferenciacién (dia >25), en el donante
P1 el aumento empezé en etapas anteriores (CK18 a dia 3 y HNF4A, ALBy AFP adia 9) y
se mantuvo en niveles similares hasta el final de la diferenciacion (Figura 4.11). A pesar
de estas diferencias en el perfil temporal, el nivel de expresidn génica a dia >25 en ambos
donantes fue similar para todos los marcadores de hepatocito, con excepcion de HNF4A

gue presentd niveles mas bajos en P1 que en C1.

En definitiva, a lo largo del proceso de diferenciacién celular se observé la pérdida de
marcadores de pluripotencia, al tiempo que iban apareciendo el resto de los marcadores
indicadores de la diferenciacién a fenotipo hepatico. Si bien se observaron ciertas
diferencias entre donantes en el perfil temporal de los marcadores (por ejemplo, la
desaparicion de marcadores de endodermo y la aparicion de marcadores de
hepatoblasto fue, en general, mas temprana en el caso del donante P1 que en C1), enla
etapa final de diferenciacién las células de ambos donantes mostraron un nivel de

expresion similar para la mayoria de los genes.
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Figura 4.10. Evolucién de la expresion génica de marcadores caracteristicos de pluripotencia y de la etapa de endodermo en el proceso de diferenciacion de los donantes
C1y P1. Los datos transcripcionales se presentan como la media de los niveles de expresion respecto a dia 0 + DS (C1 n=6; P1 n=5). ANOVA de 1 factor de medidas repetidas

post-hoc Bonferroni, °p<0,05 respecto a dia 0; bp<0,05 respecto a dia 3; °p<0,05 respecto a dia 9.



Dias de diferenciacién

HEPATOBLASTO

Dias de diferenciacién

C1 P1
© 201 2.0
g ab a mm EPCAM
S 154 ab 1.5- a B CK19
o
c 1.0 ab 1.0
o ab
) ab ab
o 0.54 0.5 a
a a
x
4 0.01 0.0
%
— -0.5 T T T -0.5 T T T T
3 9 >25 0 3 9 >25
Dias de diferenciacion Dias de diferenciacién
HEPATOCITO
61 c1 6- P1
cg a abc abc ab ab abc . AFP
7 ab ) 1 =1 HNF4
—_ 4— 4— a
& 2 a = ALB
S L 5 Em CK18
8 abc a
— a
= i i
w 0 = 0
(@)]
o
-2 T T T -2 T T T T
3 9 >25 0 3 9 >25
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hoc Bonferroni, °p<0,05 respecto a dia 0; bp<0,05 respecto a dia 3; “p<0,05 respecto a dia 9.
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Para visualizar los cambios en la expresidn experimentados durante la diferenciacion
por el conjunto de todas las células generadas en nuestro estudio, la figura 4.12 muestra
de forma comparativa la evolucion de la expresién génica de un marcador
representativo de pluripotencia como OCT3/4 y de un marcador hepatico
representativo como AFP en el conjunto de todas diferenciaciones llevadas a término
de a partir de las iPSC de cinco donantes (C1, C2, C3, C4 y P1). Como era de esperar, se
observa que a medida que el marcador de pluripotencia decae durante el proceso de

diferenciacién, el perfil hepatico aumenta (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Evolucion de la expresion génica de marcadores representativos de pluripotencia y de
fenotipo hepdtico durante el proceso de diferenciacion de los donantes C1 a C4 y P1. Los datos
transcripcionales se presentan como la media de los niveles de expresion respecto a dia 0 + DS (n=23).
ANOVA de 1 factor con post-hoc Tuckey, *p<0,05;, **p<0,01;, ***p<0,001; en gris se muestra la
comparativa con respecto a dia 0; en rojo se muestra la comparativa con respecto a dia >25.

4.3. Caracterizacion de las HLC.
4.3.1. Caracterizacion transcripcional de las HLC.

Con el objetivo de comparar el perfil transcriptomico de las HLC y de las células
pluripotentes se llevd a cabo un andlisis de RNAseqg. En este estudio se incluyeron
muestras de las HLC obtenidas a partir de todos los donantes control (varias
diferenciaciones para cada donante) y sus correspondientes iPSC, asi como de la linea

VALY de células progenitoras de origen embrionario y sus HLC.
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Inicialmente, para visualizar los datos se realizd6 un heatmap de agrupacién jerarquica

de las muestras analizadas utilizando los 2000 genes diferencialmente expresados (DEG)

(Figura 4.13). Se observo una clara separacién de grupos entre las muestras procedentes

de las HLC y de las PSC. Asi mismo se observo que las HLC procedentes de la linea VAL9

se diferenciaban jerarquicamente del resto de HLC y éstas, a su vez, se agrupaban segln

el donante, a excepcidn de una de las diferenciaciones del donante C3 cuyo perfil se

agrupaba con las HLC del donante C2. No obstante, a pesar de las posibles diferencias

observadas entre donantes y entre las diferenciaciones de cada linea, los resultados

muestran que el perfil transcriptémico de las HLC es claramente diferente al de las

células pluripotentes.
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Figura 4.13. Heatmap de los DEG obtenidos a partir del andlisis de RNAseq de distintas diferenciaciones
de PSC a HLC. En rojo se muestran los genes significativamente sobrexpresados y en azul los

significativamente infraexpresados.
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Posteriormente, se realizd un Volcano plot para identificar rapidamente los cambios
significativos en los datos obtenidos en el RNAseq y, en concreto, determinar el nUmero
de genes regulados hacia arriba o hacia bajo cuando se comparaban los dos grupos

experimentales (Figura 4.14).

i — Sig down (598) — Sig up (742) Unsig (1159)
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-log10(P)

v B O

Log2(FC)
Figura 4.14. A) Volcano plot que muestra la distribucion de los DEG cuando comparamos PSC con HLC.
Los DEGs quedan representados como puntos rojos (genes sobrexpresados) y puntos azules (genes
infraexpresados), mientras que los puntos grises representan genes no diferencialmente expresados. El eje
X corresponde al log2 de la expresion relativa (fold change, FC) entre PSCy HLC y el eje Y corresponde al -
log10 del P_valor.

Se identificaron un total de 2499 DEG de los cuales 598 estaban sobrexpresados y 742
infraexpresados de forma significativa en las HLC. El andlisis de los genes sobre o infra-
expresados en la comparativa de los dos grupos celulares permitié establecer rutas
significativamente moduladas en el proceso de diferenciacidn a fenotipo hepatico. En
concreto, las vias moduladas estan relacionadas con la interaccién ECM-receptor
celular, la adhesiéon celular y el ciclo celular, asi como diferentes vias metabdlicas,

especialmente aquellas implicadas en la obtencidn de energia (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Andlisis de enriquecimiento KEGG: vias celulares representativas moduladas en
funcion de los genes diferencialmente expresados en PSC y HLC.

Ne Vias celulares Genes

1 Interaccién receptor-ECM AGRN, COL1A1, COL1A2, COL2A1, COL3A1, COL4Al,
COL4A2, COL4A6, COL5A1, COL5A2, COL6A3, FN1,
HMMR, HSPG2, ITGA1, ITGA3, ITGAS, ITGAV, ITGB1,
ITGB6, LAMA1, LAMA3, LAMAS5, LAMB1, LAMB2,
LAMC1, LAMC2, SDC2, SDC4, THBS1, TNC, VTN.

2 Adhesién focal AKT1, ARHGAP5, CAPN2, CAV2, COL1A1, COL1A2,
COL2A1, COL3A1, COL4A1, COL4A2, COL4A6,
COL5A1, COL5A2, COL6A3, DIAPH1, EGFR, ERBB2,
FLNB, FLNC, FN1, ITGA1, ITGA3, ITGAS, ITGAYV,
ITGB1, ITGB6, JUN, KDR, LAMA1, LAMA3, LAMAS,
LAMB1, LAMB2, LAMCI1, LAMC2, MYL12A, MYL12B,
MYL2, MYLS, PAK1, PARVA, PPP1CC, SRC, THBSI,
TLN1, TNC, VTN.

3 Lisosoma AP1S52, ASAH1, ATP6AP1, CD164, CD63, CLTB, CTSA,
CTSB, CTSC, CTSH, CTSL, CTSZ, ENTPD4, GBA, GLB1,
GNS, HEXB, HGSNAT, IGF2R, LAMP1, LAMP2,
LAPTMA4A, LAPTMA4B, MANBA, NEU1, PPTI,
SCARB2, SORT1, TPP1.

4 Ciclo celular ANAPC1, BUB1, BUB1B, CCNA2, CCNB1, CCNB2,
CDC20, CDC25A, CDC6, CDK6, CDKN1A, CDKNZ2B,
HDAC2, MAD2L2, MCM2, MCM3, MCM4, MCMS5,
MCMme6, MCM7, PCNA, PLK1, PRKDC, PTTGI,
SMAD3, TGFB1, TGFB2, TP53.

Metabolismo de la galactosa AKR1B1, BAGALT1, GLB1, HK1, PFKP, UGP2.
Via de sefializacién Notch CTBP2, DVL3, HDAC2, JAG1, NCSTN, NOTCH1I,
NOTCH2, PSEN1, RBPJ.
7 Metabolismo de la cisteina y la metionina ADI1, AHCY, CBS, DNMT1, DNMT3B, MAT2A, SRM
.8 Uniones adherentes EGFR, ERBB2, FGFR1, LMO7, NECTIN1, NECTINZ2,

PTPRF, PTPRM, SMAD3, SNAI2, SRC, TCF7L1.
9 Metabolismo de amino y nucledtido azicares  CYB5R3, GFPT2, GPI, HEXB, HK1, PGM3, UGP2.
10 Metabolismo de Alanina, aspartato y glutamato CAD, GFPT2, GLS, GLUD1, PPAT.
11 Metabolismo del glutation ANPEP, GSTA1, GSTA2, GSTO1, IDH2, ODC1, SRM.

12 Regulacion del citoesqueleto de actina ABI2, ARPC3, ARPC5, DIAPH1, EGFR, BFGF, FGFR1,
FN1, GSN, ITGA1, ITGA3, ITGA5, ITGAV, ITGBI,
ITGB6, MYHY9, MYL12A, MYL12B, MYL2, MYLS,
PAK1, PPP1CC, RDX, RRAS2.

13 Via de las pentosa-fosfato GPI, PFKP, PRPS1, TKT.

14 Biosintesis de acidos grasos insaturados ACAA1, ACOT7, HACD2.

15 Metabolismo de glicina, serina y treonina CBS, PHGDH, PSAT1, SHMT2.

16 Glicdlisis/Gluconeogénesis ALDH7A1, ENO2, GPI, HK1, PFKP, PGAM1, TPI1.

17 Metabolismo de la fructosa y manosa AKR1B1, HK1, PFKP, TPI1.

18 Metabolismo del piruvato ACACA, AKR1B1, ALDH7A1, GLO1.

19 Metabolismo de 4cidos grasos ACAA1, ACADVL, ALDH7A1.

20 Via de senalizaciéon de la insulina ACACA, AKT1, CBL, EIF4EBP1, HK1, IRS1, PPP1CC,

PTPRF, PYGB, SOCS2.
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Con el fin de determinar si las HLC, ademas de expresar marcadores hepaticos clasicos
(HNF4A, CK18, CK19, AFP), eran capaces de expresar otros genes relacionados con vias
metabdlicas tipicamente hepaticas, se evalud la expresidn de 21 genes implicados en el
metabolismo de los lipidos, el nitrogeno, la glucosa y los acidos biliares, en la
detoxificacion y en la defensa antioxidante. Los resultados mostraron que, a diferencia
de las iPSC, las HLC de todos los donantes expresaban genes que intervienen en rutas
metabdlicas caracteristicas del higado (Figura 4.15). Se apreciaron ciertas diferencias
entre donantes, con un perfil de expresidn muy similar para los donantes C1 y C3. No
obstante, para todos los donantes, es destacable la expresién de los genes APOC3 y
APOB, ambos implicados en el metabolismo lipidico, cuyos niveles resultaron ser de los
mas elevados del panel, sugiriendo que el metabolismo de las apolipoproteinas se
encontraba activo en las HLC. Por otra parte, la expresién de PPARa, implicado en el
control de la B-oxidacidn lipidica, entre otros procesos, también se detectd en las HLC.
Asimismo, se pudo observar la expresién del gen OTC implicado en el ciclo de la urea, lo
que sugiere que la funcién de detoxificacion del amonio mediante su conversion en
urea, una funcién caracteristica de los hepatocitos, que también deberia estar presente

en las HLC.

Las HLC también mostraron expresiéon de genes implicados en el transporte vy
metabolismo de AB (Figura 4.15), tales como BSEP, BAAT y NTCP, siendo este ultimo el
gue presentaba mayor expresion. Si bien se advierte una diferencia en la expresion del
gen NTCP entre los donantes, se puede percibir que aquellos donantes con una menor
expresion de NTCP en las HLC (como C2 y P1), eran también las que mostraban una
menor expresion en las iPSC de partida, de manera que el incremento podria ser similar
para todos los donantes. Esto mismo también se observé para el gen que codifica el
enzima de fase Il GSTA1, el cual tiene un papel destacado en el proceso de detoxificacion

de farmacos y otros xenobiéticos.

Con respecto a los genes que codifican para otras proteinas con una funcion relevante
en la biotransformacién de farmacos, como el transportador MRP2 y los enzimas
CYP450, las HLC mostraron niveles de expresion similares para todos los donantes,
sugiriendo que las HLC podrian ser capaces de llevar a cabo la detoxificacidon de

compuestos exdgenos. Es notorio mencionar que el gen GPX2, codificante del enzima
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glutatién peroxidasa 2 especifico del tejido hepatico, también posee niveles elevados de

expresion génica en las HLC (Figura 4.15).

Finalmente, los marcadores de pluripotencia OCT3/4 y NANOG mostraron menor
expresion en las HLC que en las iPSC, tal y como ya se habia evidenciado durante la

caracterizacidon del proceso de diferenciacién.
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Figura 4.15. Heatmap de la expresion de genes implicados en rutas metabdlicas hepdticas en iPSC y sus
respectivas HLC. Los datos se encuentran normalizados a iPSC del C1 y se expresan como log (expresion
relativa); n=4.

4.3.2. Caracterizacion metabolomica de las HLC

Para determinar el nivel de diferenciacién alcanzado, se analizé el metaboloma de las
células pluripotentes en comparacién con las células diferenciadas a fenotipo hepatico.
Se analizaron diferentes diferenciaciones y donantes para comprobar la homogeneidad
de los resultados. El analisis mediante PLS-DA permitié diferenciar y separar entre las

PSCy las HLC, asi como identificar el conjunto de metabolitos que presentaban mayores
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diferencias entre ambos grupos experimentales, siendo el lactato el metabolito que

mayor contribucién aportaba a dicha diferencia (Figura 4.16).
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Figura 4.16. Estudio metabonomico en PSC y HLC. A) Andlisis discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA) los metabolitos de las PSC y las HLC para explicar la diferencia entre ambos tipos
celulares debido al proceso de diferenciacion. El componente 1 y 2 representan una combinacion de
metabolitos relevantes que proporcionan la mayor variacion y permiten agrupar las PSC y las HLC en
grupos diferentes. B) VIP score para los 15 metabolitos mds importantes identificados en el PLS-DA que
diferencian el grupo de PSC de las HLC. Los datos del VIP score se encuentran expresados como la
concentracion relativa de cada metabolito en cada grupo PSC o HLC en cuadros de colores indican las
cantidades relativas de los metabolitos indicados (rojo-azul) siendo el color rojo, mayor cantidad y el azul,
menor cantidad.

A partir de los metabolitos discriminantes detectados se determinaron las principales
vias metabdlicas diferenciales entre las PSC y las HLC y la interaccidn que existe entre
ellas (Figura 4.17). Tal y como observamos en el analisis de enriquecimiento metabdlico
(Figura 4.17A), las tres vias metabdlicas que mayor impacto tienen sobre el metabolismo
celular son aquellas implicadas en el metabolismo energético de la glucosa
(metabolismo del piruvato, glicélisis anaerdbica y gluconeogénesis). También son
destacables otras vias de alto impacto en la red global metabdlica como el ciclo del 4cido
citrico, el metabolismo de los cuerpos cetdnicos o la biosintesis de dcidos grasos, todas

ellas también implicadas en el metabolismo energético celular. La mayoria de estas vias

ademas se encuentran conectadas entre si (Figura 4.17B).
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4.3.3. Caracterizacion funcional de las HLC.

Tal y como se ha comentado anteriormente, el tejido hepatico desempefa numerosas
funciones bioquimicas de gran importancia para el correcto funcionamiento fisioldgico
del organismo. Para determinar si las HLC son capaces de recrear la capacidad
metabdlica de un hepatocito, se llevaron a cabo ensayos que permitieron evaluar
algunas de las funciones hepaticas mas caracteristicas, como la sintesis de albumina, la

ureogénesis y el almacenamiento de la glucosa en forma de glucégeno.

Se comprobd que las HLC son capaces de sintetizar y secretar albimina y urea (Tabla
4.2). Se observaron diferencias en funcién del donante, reflejando la variabilidad
interindividual, con valores que oscilaban entre 2,8 y 7,0 ng/h/ug RNA y entre 43,9 y

144,6 ng/h/ug RNA, para la produccion de albumina y urea, respectivamente.

Tabla 4.2. Produccidn y secrecion de albumina y urea en HLC.

Albumina? Urea®
Donante
(ng/h/pug RNA) (ng/24h/pug RNA)
c1 2,8+0,3 52,4 +23,7
Cc2 7,0+3,3 43,9+13,8
Cc3 5620 49,7 +8,7
c4 3,9+3,4 144,6 + 55,0
P1 5,1+0,5 72,7 +16,7

3Los datos se representan como la media + DS. n(albimina)=4; n(urea)=3.

Asimismo, se observd que las HLC de todos los donantes son capaces de almacenar
glucdégeno, otras de las funciones tipicamente hepaticas (Figura 4.18) y se comprobd que
la acumulacidn de glucégeno por parte de las HLC respondia a la accion de las hormonas
insulina y glucagén. A modo representativo, la figura 4.19 muestra el aumento de los
depdsitos de glucdgeno en las HLC del donante C3 tras la exposicion a insulina (10° M,
24 h), mientras que el tratamiento con glucagdn (10°M, 24 h) provocd la disminucion

del glucégeno acumulado.
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Figura 4.18. Acumulacion de glucégeno en las HLC detectada mediante tincion (dcido peryddico-Schiff).
Las HLC C1 a C4 y P1 son capaces de almacenar glucégeno (tincion magenta). Barra de escala = 100 um
(aplica a todas las imdgenes).

Control Insulina + Glucosa Glucagon

T

Figura 4.19. Ejemplo representativo del efecto de la insulina y el glucagén en la acumulacion de
glucégeno (tincion magenta) detectada mediante tincion (dcido peryddico-Schiff) en HLC del donante
C3. La exposicién durante 24 h a insulina 10° M en presencia de glucosa 30 mM induce un aumento en el
glucégeno almacenado en las células, mientras que el tratamiento con glucagén 10° M el
almacenamiento de glucégeno disminuye. Barra de escala = 100 um (aplica a todas las imdgenes).

4.3.4. Caracterizacion de la capacidad de metabolizacion de xenobidticos.

Para completar la caracterizacién funcional de las HLC se estudié también su capacidad
biotransformadora, otra de las funciones mas importantes del higado y de especial

relevancia en la eliminacidn y detoxificaciéon de farmacos y otros xenobiéticos.
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En primer lugar, se analizd el perfil de actividades de los principales enzimas CYP450
implicados en el metabolismo de farmacos con el objetivo de comprobar si las HLC son
capaces de reproducir el perfil metabdlico del higado. Para ello se cuantificaron las
actividades CYP1A2, 2B6, 2C19, 2C9, 2D6, 2E1 y 3A4 tanto en las HLC de todos los
donantes control como en los microsomas obtenidos a partir de muestras de tejido
hepatico de esos mismos donantes (Figura 4.20). Tal y como cabia esperar, los niveles
de actividad en las HLC fueron mds bajos que en tejido hepatico. No obstante, cabe
destacar que el valor relativo de cada una de las actividades respecto a la actividad total

fue similar en las HLC y el tejido hepatico de cada donante.

El andlisis detallado del perfil metabdlico de HLC y del higado para el donante C1 mostré
que los niveles de actividad mds elevados correspondian a la actividad CYP2E1 (54,9% y
40,4% para HLC vy tejido, respectivamente) seguida de la actividad CYP2C9 (34,7% vy
35,6% para HLC y tejido, respectivamente). Con respecto a otras actividades
minoritarias, se observd una mayor proporcion en el tejido para CYP3A4 (3,3% en HLCy
11,6% en tejido) y CYP2B6 (2,5% en HLC y 6,5% en tejido) y niveles relativos similares (<
3%) para el resto de las actividades. Resultados similares se observaron para el donante
C3, con CYP2E1 (46,3% en HLC y 35,6% en tejido) y CYP2C9 (36,6% en HLC y 41,6% en
tejido) como los enzimas que presentaban los niveles relativos de actividad mas
elevados, seguidos en este caso de CYP3A4 (4,2% en HLC y 12,3% en tejido) y CYP1A2
(9,6% en HLCy 8,1 en tejido). Por su parte, el donante C2 mostré un perfil muy diferente
al de los donantes anteriores, con una actividad relativa de CYP2C9 muy por encima
(86% para HLC y 87,6% para el tejido hepatico) del resto de actividades, seguida de
CYP3A4 (5,8% en HLC y 7,5% en tejido) y CYP2E1 (4% en HLC y 2,7% en tejido) y niveles
de actividad relativa inferiores al 2% para el resto de enzimas. Por ultimo, el perfil
metabdlico del donante C4 fue similar al de C2, con niveles de actividad relativa de
CYP2C9 (88,7% en HLC y 81,9% en tejido) muy por encima al de otros enzimas, seguido
de la actividad CYP1A2 (4,0% en HLC y 7,40% en tejido).

En resumen, se pudo comprobar que las actividades relativas de los diferentes enzimas
medidos en las HLC de cada uno de los donantes se correspondian con los niveles
relativos medidos en el tejido de ese mismo donante. Se observd también que los

donantes C1 y C3 mostraron un perfil metabdlico muy similar entre si, siendo las
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actividades CYPC2C9 y CYP2E1 las que presentaban mayor proporcion de actividad,
tanto en HLC como en tejido en ambos donantes; mientras que en los donantes C2 y C4
el enzima CYP2C9 presentaban una actividad relativa por encima del 80%, en HLC y
tejido. Estos resultados sugieren que las HLC son capaces de reproducir la variabilidad

interindividual que muestra la funcidn biotransformadora del higado.
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Figura 4.20. Diagrama de sectores de los perfiles metabdlicos de los principales CYP450 en HLC y tejido
hepdtico de los donantes C1 a C4. El valor de actividad se indica de forma numérica en cada uno de los
sectores y se encuentra expresadas en pmol/h/ug de RNA en HLC y en pmol/min/mg proteina en el tejido
hepadtico. El porcentaje de actividad corresponde a la actividad de cada isoforma del CYP450 con respecto
al total de actividades medidas y queda representado en el tamafio de cada sector.
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Adicionalmente, también se determiné el perfil de actividades CYP450 para las HLC del
donante P1 (Figura 4.21). Los enzimas con actividades predominantes en este donante
fueron CYP2E1 (69%) y CYP2C9 (20,6%) seguido de CYP1A2 (5,5%), CYP3A4 (3,4%),
CYP2B6 (0,9%) y CYP2D6 (0,6%). No se obtuvieron niveles detectables de la actividad
CYP2C19 que, sin embargo, si habia podido ser medida en las HLC de los donantes

control.

1A2
2B6
2C9
2D6
2E1
3A4

Figura 4.21. Diagrama de sectores del perfil metabélico de los principales CYP450 en HLC del donante
P1. Elvalor de actividad se indica de forma numérica en cada uno de los sectores y se encuentra expresadas
en pmol/h/ug de RNA. El porcentaje de actividad corresponde a la actividad de cada CYP450 sobre el total
de la actividad detectada y queda representado en el tamafio de cada sector.

Una vez comprobada que las HLC presentaban capacidad biotransformadora, se estudid
también su respuesta a inductores tipicos de enzimas CYP450. Los resultados obtenidos
mostraron que, tras la exposicion de las HLC a 3-metilcolantreno, un inductor
caracteristico de los enzimas de CYP1Al y 1A2, los niveles de actividad EROD
(representativa de la actividad CYP1A1/2) experimentaron un aumento de entre 8,5y
19,2 veces (segun el donante) con respecto a la actividad medida en células no tratadas
con el inductor (Figura 4.22). Ademas, se comprobd que el aumento de actividad iba
acompafiado del aumento de los niveles de mMRNA de CYP1A1 (entre 20y 45 veces segun

el donante) y CYP1A2 (entre 3,7 y 6,3 veces segun el donante) (Figura 4.22).
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Figura 4.22. Induccion de CYP1A1 y CYP1A2 por 3-metilcolantreno. Tras el tratamiento de las HLC con 3-
metilcolantreno 2 uM se trataron durante 48 h, se midieron los niveles mRNA de CYP1A1 y CYP1A2
(superior) y la actividad CYP1A1/2 (medida como actividad EROD) (inferior). Los datos transcriptémicos
de cada donante se encuentran relativizados a su respectivo control (células no expuestas al inductor) al
que se asignd valor 1. Los datos se muestran como la media + DS (n=2). Prueba t-student, *p<0,05.

Asimismo, se comprobd que el tratamiento de HLC con fenobarbital se tradujo en un
aumento significativo de la actividad CYP2B6, a excepcién del donante C3 (Figura 4.23).
En este ultimo, si bien no se observan cambios significativos, se observé un aumento en

la actividad CYP2B6 tras el tratamiento con el inductor.
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Figura 4.23. Induccién de CYP2B6 por fenobarbital. La actividad CYP2B6 se midid utilizando bupropion
como sustrato en células HLC previamente tratadas con fenobarbital 1 mM durante 48 h y en células
control (no expuestas al inductor). Los donantes C1, C2 y C4 muestran actividad inducible del enzima
CYP2B6, mientras que no se observan cambios significativos en el donante C3. Los datos se representan
como la media + DS; n=3. Prueba T-test, *p<0,05.
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4.4. HLC como modelo in vitro para estudios de hepatotoxicidad.

Una vez completada la caracterizacion de las HLC y tras comprobar que son capaces de
reproducir muchas de las funciones caracteristicas del hepatocito, incluida la capacidad
de biotransformacidn de xenobidticos, el siguiente paso fue determinar su idoneidad
como modelo celular para estudios de hepatotoxicidad inducida por fadrmacos. Para ello,
se evalud su utilidad no solo para el cribado in vitro de farmacos con potencial
hepatotdxico, sino también para la identificacidon del mecanismo de toxicidad implicado.
Ademas, se analizd su potencial como modelo personalizado para el estudio de casos

concretos de iDILI.
4.4.1. Estudio la hepatotoxicidad inducida por farmacos en HLC.

Las HLC de los donantes C1, C2, C3 y P1 se incubaron con diferentes concentraciones de
amiodarona como fadrmaco hepatotdxico modelo y citrato como control negativo.
Ademas, con el objetivo de determinar la especificidad de las HLC para identificar
fendmenos hepatotodxicos, también se estudid la respuesta a dichos farmacos de tres
lineas celulares: una de origen hepatico ampliamente utilizada en estudios de
hepatotoxicidad (HepG2) y dos lineas celulares no hepaticas (HelLa y A-549). Para la
evaluacidon de la toxicidad se aplicé un ensayo multiparamétrico HCS que permite
determinar diferentes mecanismos implicados en la hepatotoxicidad como el dafio
mitocondrial, la produccién de ROS o el incremento en la concentracién de Ca?

intracelular, ademas de determinar efectos sobre la viabilidad celular (Figura 4.24).

En las células de origen no hepatico tratadas con amiodarona no se observaron efectos
significativos en ninguno de los pardmetros analizados. Por el contrario, en las células
HepG2 la amiodarona provocd un descenso de la viabilidad acompafiado de una
disminucién del MMP y un incremento de los niveles de ROS y Ca®*intracelular. De forma
similar, en las HLC tratadas con amiodarona se observd un descenso en la viabilidad y el
MMP y un aumento de ROS y Ca?*intracelular. En general, las células HepG2 mostraron

mayor sensibilidad a la toxicidad por amiodarona que las HLC. Como era esperable, el
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citrato no produjo alteraciones significativas de los parametros analizados en ninguno

de los modelos celulares estudiados.
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Figura 4.24. Ensayo multipardmetrico de hepatotoxicidad para evaluar la respuesta de las lineas no
hepadticas Hela y A549, la linea hepdtica HepG2 y las HLC (donantes C1, C2, C3 y P1) a la exposicion a
concentraciones crecientes del farmaco hepatotoxico amiodarona. Los datos se muestran como la media
+ DS. n(lineas celulares)=2; n(HLC)=4 (1 experimento por donante, 3 réplicas bioldgicas). ANOVA de 2
factores con post-hoc Dunnet, *p<0,05 respecto al control (células no tratadas).

A diferencia del resto de lineas estudiadas (A549, HelLa y HepG2), las HLC proceden de
diferentes donantes, lo que puede contribuir a la mayor variabilidad en los diferentes
parametros de toxicidad que presentaba este modelo celular. Esta variabilidad queda
reflejada en la Figura 4.25 en la que se muestran de forma independiente los efectos de
la amiodarona sobre las HLC de cada uno de los donantes. Las HLC de los donantes C1 y
C2 resultaron mas sensibles a la citotoxicidad por amiodarona, evidenciada por la
disminucion de la viabilidad y la alteracidon de otros pardmetros a las concentraciones
mas bajas del farmaco (12,5 y 25 uM), mientras que las HLC del donante P1 sélo
mostraron efectos citotoxicos tras la exposicion a amiodarona 50 M. No obstante, cabe

destacar que, a pesar de estas diferencias de sensibilidad, las HLC de todos los donantes
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mostraron alteraciones en los diferentes pardmetros analizados tras la exposicion a

amiodarona.
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Figura 4.25. Cuantificacion de la toxicidad producida por la amiodarona en las HLC de los diferentes
donantes mediante el ensayo multiparamétrico. Los datos se muestran como la media + DS. n=2. ANOVA
de 2 factores con post-hoc Dunnet, *p<0,05 respecto al control.

La figura 4.26 muestra de forma representativa las imagenes que visualizan las

alteraciones en las HLC del donante C3 tras la exposicion a amiodarona. Se observa

claramente que el tratamiento con amiodarona provoca una acumulacion de Ca?*

intracelular y una disminucién del MMP.
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Figura 4.26. Imdgenes representativas de la toxicidad producida por la amiodarona (AM) 50 uM en las

HLC del donante C3. El MMP y el Ca?* intracelular se detectaron mediante las sondas TMIRM (naranja) y
Fluo4 (verde), respectivamente. El Hoechst 33342 (Ho) se empled en la tincion de los ntcleos.

4.4.2. HLC para modelizar la esteatosis inducida por farmacos.

A continuacion, se aplicé un ensayo dirigido a la identificacién de esteatosis, uno de los
mecanismos mas frecuentes de hepatotoxicidad inducida por farmacos. Para este
estudio se seleccionaron 3 farmacos cuyo perfil téxico a nivel hepatico ha sido
ampliamente estudiado: valproato y tetraciclina, como inductores modelo de esteatosis
y, amiodarona, como inductor modelo de esteatosis y de fosfolipidosis. Tras exponer las
HLC a diferentes concentraciones de los farmacos durante 24 h, se cuantificé la
acumulacién de lipidos neutros y de fosfolipidos mediante el uso de sondas
fluorescentes y el analisis de imagen de alto contenido HCS. La ventaja de multiplexar
varias sondas fluorescentes es que proporciona una visién general de los mecanismos

gue se ven afectados.

En las imagenes de fluorescencia (Figura 4.27) se observa una mayor acumulacién de
lipidos neutros (indicativa de esteatosis) en las HLC expuestas a valproato o a
amiodarona con respecto a las células no tratadas (control), mientras que solo se
observa un incremento en el marcaje de fosfolipidos en las células tratadas con

amiodarona.
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Figura 4.27. Imdgenes representativas de la acumulacion de lipidos neutros y fosfolipidos en HLC del
donante C1 incubadas con valproato y amiodarona. Los lipidos neutros se detectaron y midieron
mediante la sonda BODIPY 493/503; los fosfolipidos se detectaron y midieron mediante la sonda HCS
LipidTOX. Ho = Hoechst.

Los resultados cuantitativos mostraron un aumento significativo de los niveles de lipidos
neutros en las HLC de ambos donantes a las tres concentraciones de tetraciclina testadas
(Figura 4.28). También se observé acumulacion de lipidos neutros con una tendencia
dosis-dependiente en las células expuestas a valproato, aunque el efecto solo fue
significativo a la concentracion 8 mM. Ninguna de las concentraciones de ambos
farmacos provocd efectos sobre la acumulacién de fosfolipidos o sobre la viabilidad
celular (resultados no mostrados). Por otro lado, la amiodarona indujo un marcado
aumento de los niveles de fosfolipidos en las HLC y también un aumento moderado de
lipidos neutros, si bien este ultimo efecto no fue significativo a las concentraciones
estudiadas (Figura 4.28). En general, los farmacos testados tuvieron mayor efecto en el
donante C3 que mostré mayor acumulacién de lipidos, especialmente tras la exposicidon

a tetraciclina, y mayor acumulacion de fosfolipidos tras la exposicion a amiodarona.

134



4. RESULTADOS

Cc1 c3
Acumulacion de lipidos Acumulacién de lipidos
2000 2000
*
5 * S 1000{ * i
S 1000 °
| Eme M
S 280 3
2 2 *
S 200+ g 200
o Q.
) 3
X 1004 @ 100
S X
0- 0
n v O O © O N < 0 O O O n nw o o 9 N o o
NN 883 © 3R N Y® 386 © 3R
AM TC VP c AM TC VP C
(M) (uM) (mM) (1M) (M) (M) (mM) (1M)
Acumulacioén de fosfolipidos Acumulacion de fosfolipidos
300~ 300 *
E s .o
€ * c
8 200+ 8 2004
2 o
3] °
() (3]
o o
& 100 ---= - = IR L § R
4 i
S BN
n 1N O O O O N < 0 O O O n 1w O O O O N ¥ ©o O 9O 9
NN 888 © 3R S R © 3|
AM TC VP C AM TC VP c
(M) (M) (mM) (M) (HM) (M) (mM) (um)

Figura 4.28. Cuantificacion de la acumulacion de lipidos neutros y fosfolipidos en HLC incubadas con
farmacos modelo. Las HLC de los donantes | C1 y C3 se incubaron con diferentes concentraciones de
amiodarona (AM), tetraciclina (TC), valproato (VP) citrato (C). La linea discontinua roja indica el valor
control (HLC no tratadas). Se muestran los cambios en la acumulacion de lipidos y fosfolipidos. Se
representa la media + SEM, n=2. Prueba t-student, *p<0,05 respecto al control.

4.4.3. HLC para la identificacion del agente causal en iDILI: estudio mecanistico de la

hepatotoxicidad inducida por amoxicilina-clavuldanico.

Las HLC generadas a partir de pacientes que han experimentado un episodio de iDILI
pueden constituir un modelo celular idéneo para el estudio mecanistico de la toxicidad
de naturaleza idiosincratica. Con este objetivo, las HLC del donante P1 fueron tratadas
con A/C, la combinacién de farmacos sospechosos de haber provocado el iDILI en este
paciente. Se utilizaron diferentes concentraciones de A/C, comprendidas entre 4/2 y
12/6 mM, y se observo citotoxicidad a partir de la concentracion 10/5 mM (Figura
4.29A). A modo representativo la figura 4.29B-C ilustra, ademas, el efecto sobre el MMP

y el Ca?* intracelular, observandose despolarizacion de la membrana mitocondrial a las
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concentraciones 10/5 y 12/6 mM y un aumento de Ca?* intracelular para todas las

concentraciones estudiadas.
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4.29. Efectos de la A/C en las HLC del paciente P1. Se muestra la cuantificacion del ensayo
multiparamétrico: viabilidad (A), potencial de membrana mitocondrial (B) y la concentracién de Ca?*
intracelular (C) de las HLC procedentes del donante P1 tras la exposicion a concentraciones crecientes de
A/C (8/4, 10/5 y 12/6 mM). Los datos se muestran como la media + DS, n=2. ANOVA de 1 factor con post-
hoc Dunnet, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

A continuacidn, se realizé un estudio de expresidn génica con la finalidad de determinar
los posibles mecanismos moleculares implicados en la hepatotoxicidad por A/C. Dado
qgue el patron de dafio hepatico inducido por este farmaco en el donante P1 fue de
naturaleza colestasica (ver seccién 3.2), se incluyeron en el analisis los principales genes
relacionados con el transporte (BSEP, NTCP, MRP2) y la sintesis (CYP7A1, CYP8BI,
FGF19) de AB y que han sido asociados con la colestasis (Figura 4.30). Asimismo, se
analizaron los niveles de expresién de genes implicados en la respuesta antioxidante
mediada por la via NRF2 (SLC7A11, TXNRD1, AKR1B10, GCLC, GCLM, GPX1, GPX2, GSR)

y que pudieran estar relacionados el estrés oxidativo inducido por el farmaco.
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4.30. Estudio transcriptémico en HLC del donante P1 incubadas con A/C. A) Niveles de expresidn génica
de los principales transportadores de AB (BSEP, NTCP, MRP2), genes implicados en la sintesis de AB
(CYP7A1, CYP8B1, CYP27A1) y un represor de la sintesis (FGF19). B) Niveles de expresion de genes
asociados a la respuesta antioxidante mediada por NRF2. En ambos casos las células fueron tratadas con
concentraciones crecientes de A/C (4/2, 8/4 y 10/5 mM). Los datos se muestran como el promedio de la
expresion génica relativizada al control (cuyo valor asignado es 1) y las barras de error corresponden a la
DS (n=4). ANOVA de 1 factor con post-hoc Dunnet, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecto al control.
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Los resultados mostraron un aumento significativo de los niveles de expresion del gen
del transportador MRP2 para las tres concentraciones testadas (4/2, 8/4 y 10/5 mM),
mientras que no se observaron cambios significativos en la expresidon de BSEP y NTCP,
aunque se advierte que BSEP tiende a disminuir su expresién (Figura 4.19A). Con
respecto a los genes relacionados con la sintesis de AB, la expresion de FGF19 aumentd
considerablemente (entre 60 y 80 veces con respecto al control) tras el tratamiento con
A/C. También se observaron aumentos significativos en los niveles de mRNA de CYP7A1

y CYP8B1 y una disminucién en la expresion del gen CYP27A1.

En cuanto a los niveles de expresion de los genes relacionados con la respuesta al estrés
oxidativo, se observé un aumento significativo de todos ellos a todas las
concentraciones testadas, a excepcion de GPX2, para el que solo se observaron cambios
significativos a las concentraciones 4/2 y 8/4 mM (Figura 4.19B). Los mayores
incrementos se observan para AKR1B10 (20 a 30 veces) y GCLM (10 a 15 veces), seguidos
de TXNRD1, SLC7A11 y GCLC (5 a 8 veces) y GPX1, GPX2 y GSR (1,5 a 4 veces).
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5.1. Las PBMC constituyen una fuente de células somaticas apta para la

reprogramacion celular.

Se ha descrito la generacion de iPSC a partir de diferentes tipos celulares somaticos,
incluyendo fibroblastos, mioblastos, queratinocitos, células sanguineas, células del
epitelio urinario o células madre adultas, con diferentes eficiencias de reprogramacién
dependiendo de la fuente celular usada (Raab et al., 2014; Ray et al., 2021). En nuestro
caso, para poder obtener una bateria de lineas de iPSC procedentes de diferentes
donantes y con vistas a expandirlas en el futuro, la fuente de células somaticas debia ser
accesible, poco invasiva y debia proporcionar una cantidad de células suficiente para
poder llevar a cabo el proceso de reprogramacién celular. La sangre periférica cumplia
todos estos requisitos y, ademds, su extraccion es reproducible y se encuentra
altamente estandarizada (Betsou et al., 2019). Asimismo, el aislamiento de PBMC
mediante distintas aproximaciones, incluyendo la separacién en gradiente de densidad,

también estd ampliamente descrito (Betsou et al., 2019).

El nimero de células vivas obtenido en los aislamientos de PBMC estuvo acorde con los
valores obtenidos en otros trabajos, no asi la viabilidad, cuyo porcentaje (41 + 10%) fue
menor a lo anteriormente descrito (Corkum et al., 2015; Ye & Wang, 2018). Esto pudo
ser debido a que el aislamiento de las PBMC no se realizé de forma inmediata tras la
extraccién de la muestra de sangre y que el tiempo necesario para el transporte de las
muestras, asi como la temperatura, pudo haber afectado a la viabilidad tal y como se ha
descrito en trabajos anteriores (Golke et al., 2022; Jerram et al., 2021). Ademas, es
sabido que mediante esta técnica de aislamiento, es posible arrastrar otros tipos
celulares como pueden ser eritrocitos, células endoteliales o células epiteliales (Song et
al., 2002; Urbich & Dimmeler, 2004) que pueden formar parte del computo total de

células y distorsionar los valores de viabilidad.

En cuanto a la reprogramacion celular, el uso de métodos no integrativos para generar
iPSC se considerd la estrategia mas adecuada para evitar posibles alteraciones genéticas
debidas a la mutagénesis por insercidén y asi obtener células mas préximas al estadio
pluripotente completo (Hayes & Zavazava, 2013; Liu et al., 2012). De los distintos

métodos no integrativos, SeV esta descrito como un sistema eficaz para obtener iPSC
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derivadas de PBMC mediante la expresidon ectdpica de los factores de Yamanaka OSKM
(Okumura et al., 2019; Sharma et al., 2018; Vlahos et al., 2019; Ye & Wang, 2018; Zhou
et al., 2015). Entre las ventajas que ofrece el uso de SeV sobre otros modelos no
integrativos destacan su capacidad de infectar a una gran variedad de tipos celulares,
incluyendo células proliferativas y quiescentes o su eliminacion del citoplasma celular

tras 10 pases después de la infeccidn virica (Ye & Wang, 2018).

Al igual que en el establecimiento de lineas de ESC, las células reprogramadas crecieron
sobre un feeder de MEF formando pequefias agrupaciones que dieron lugar a nuevas
colonias de células pluripotentes (iPSC) con bordes bien definidos, las cuales pudieron
ser transferidas y expandidas en condiciones feeder-free con Matrigel® tal y como se ha
descrito en la literatura (Desai et al., 2015; Vlahos et al., 2019). El Matrigel® permite
mantener un mayor numero de colonias en estado pluripotente que otras matrices
como el colageno o la fibronectina (Xu et al., 2001) y proporciona una mayor expresion
de marcadores de pluripotencia con respecto a matrices como la laminina (Lam &

Longaker, 2012).

5.2. Las iPSC recapitulan la pluripotencia de las ESC.

Una vez obtenidas las nuevas lineas de iPSC fue imprescindible su caracterizacion con el
fin de comprobar el caracter pluripotente y descartar posibles anomalias cromosdmicas
gue podrian afectar al comportamiento de las células. En este sentido, se comprobd que
todas las lineas iPSC generadas mostraban un cariotipo normal, sin presencia de
aberraciones cromosdémicas aparentes que hubieran podido ser introducidas durante el

proceso de reprogramacion.

Uno de los parametros mas relevantes indicativos del estado pluripotente del cultivo de
iPSC es la morfologia celular (Nagasaka et al., 2017). Asi, las iPSC de todos los donantes
presentaron un crecimiento en colonias de una célula de espesor (monocapa) al igual
que las ESC, ademas de mostrar un nucleo prominente con un Unico nucléolo y un

citoplasma reducido caracteristico de células pluripotentes (Wakao et al., 2012).

No solo la morfologia fue indicativa del caracter indiferenciado de las iPSC, sino que

también el andlisis de marcadores especificos de pluripotencia confirmé su similitud con
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el perfil de la linea de ESC VAL9. Asi, marcadores nucleares como OCT3/4, NANOG vy
marcadores de superficie como TRA1-60, ampliamente descritos en células
pluripotentes (Bharathan et al., 2017), fueron detectados por IF. Del mismo modo, se
detectd la expresidn génica de OCT3/4, NANOG y otros marcadores adicionales como
SOX2 y DNMT3B, con niveles comparables a VAL9, sugiriendo que el caracter
pluripotente de las cinco lineas de iPSC generadas. Se evidenciaron algunas diferencias
en los niveles de expresion de génica de estos marcadores en las diferentes lineas, como
por ejemplo la mayor expresiéon de NANOG en tres de las lineas iPSC (C1, C3 y C4) con
respecto a la linea VAL9 y las iPSC de los otros donantes. No obstante, estas diferencias,
que pueden ser debidas a la variabilidad intrinseca de las lineas obtenidas de diferentes
donantes, han sido descritas también por otros autores para lineas iPSC derivadas tanto
de individuos sanos como de pacientes con diversas patologias (Bharathan et al., 2017;

Swaidan et al., 2020).

5.3. Las iPSC son capaces de diferenciarse a células con fenotipo hepatico.

Al igual que la mayoria de los protocolos de diferenciacion de células pluripotentes a
HLC mediante factores solubles (Hannan et al., 2013; Hay et al., 2008a; Si-Tayeb et al.,
2010b; Song et al., 2009; Touboul et al., 2010), el protocolo aplicado en nuestro
laboratorio tratd de conducir las células desde el estadio pluripotente hasta el fenotipo
hepatico en tres etapas que recrean las fases del desarrollo embrionario del higado

(endodermo, hepatoblasto y maduraciéon hepatica).

Inicialmente, se explord la opcion de afadir el factor WNT-3A al conjunto de factores
utilizados en la induccién de la fase de endodermo para observar si se producian efectos
sinérgicos, ya que es sabido que la via de sefalizacién de WNT y de la activina
constituyen dos vias importantes en la formacién del endodermo (Bertero et al., 2015;
Payne et al., 2011; Perugorria et al., 2019) y se habia empleado en otros protocolos de
diferenciacién con este fin (Agarwal et al., 2008; Hay et al., 2008b; Roelandt et al., 2010).
Sin embargo, nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en la deteccién
y cuantificacion de marcadores endodérmicos a dia 3. Es posible que estos resultados se
deban a que el protocolo seguido también usa la pequefia molécula CHIR 99021, la cual

actua inhibiendo la glucégeno sintasa quinasa 3 y, por tanto, mimetizando uno de los
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efectos de la via WNT activada (Cheng et al., 2017). Por ello, finalmente se desestimoé el

uso de este factor en nuestro protocolo.

De esta manera, se opté por continuar con el protocolo inicialmente planteado con el
objetivo de generar HLC de diferentes donantes que recreasen a la variabilidad
interindividual. Para monitorizar este proceso, se caracterizé cada etapa observando los
cambios morfoldgicos de las células y detectando y/o cuantificando la expresién de
marcadores especificos de cada fase mediante IF o analisis transcripcional. Ademas, se
realizd un seguimiento de todos los marcadores durante el curso de la diferenciacidn

para profundizar en los cambios transcripcionales a los que se ven sometidas las células.

Los resultados mostraron que en cada etapa, las células adoptaban la morfologia
adecuaday la presencia de los marcadores caracteristicos, alcanzando, en la etapa final,
células con morfologia cuboide positivas para marcadores hepdticos como ALB, AFP,
A1AT, CK18 y la apolipoproteina B (APOB), tal y como se ha descrito en la literatura
(Asgari et al., 2013; Hannan et al., 2013; Si-Tayeb et al., 2010b; Tolosa et al., 2015c).

El seguimiento de la expresidon génica de los distintos marcadores permitié comprobar
que las células no solo eran positivas para marcadores especificos de cada etapa, sino
que, el perfil transcripcional evolucionaba acorde con las fases del desarrollo del higado
(Hay et al., 2008a; Touboul et al., 2010), sugiriendo que el protocolo seguido fue
adecuado para conducir las células hacia un fenotipo hepatico. La pérdida progresiva de
la pluripotencia en el proceso de diferenciacion puso de manifiesto el estado unipotente
de las células resultantes, coincidiendo con otros trabajos (Basma et al., 2009; Medine

et al,, 2011; Roelandt et al., 2010).

También fue posible apreciar en la linea P1 una progresién mas rapida hacia las etapas
sucesivas de la diferenciacion que en la linea C1, con una caida rapida a dia 9 de los
marcadores de endodermo y la aparicion mas temprana de marcadores de hepatoblasto
y maduracion hepatica, tales como AFP o ALB. Como ya se ha comentado, eran de
esperar ciertas diferencias en la progresion de los marcadores de expresion génica
analizados, dado que las células procedian de donantes diferentes; no obstante, cabe
destacar que, pese a ello, el perfil de expresidon de marcadores hepdticos mostrado por

las HLC de ambos donantes fue muy similar.
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En esta linea, la expresién de los marcadores hepaticos como ALB (la principal proteina
sintetizada por el higado), HNF4 (regulador maestro del fenotipo hepatico) y CK18 (el
principal filamento intermedio de los hepatocitos) (DeLaForest et al., 2011; Parviz et al.,
2003; Schmelzer et al., 2006; Wells et al., 1997) a partir de dia 25 indica que el proceso
de diferenciacién llevado a cabo permite obtener células con fenotipo hepatico. No
obstante, las HLC mostraron niveles de expresién génica de AFP elevados o incluso
superiores a los niveles mostrados en el estadio de hepatoblasto en el caso del donante
C1. Estos resultados son similares a los descritos en otros estudios (Graffmann et al.,
2018; Roelandt et al., 2010) y sugieren que las HLC podrian encontrarse en un estadio
inmaduro (Baxter et al., 2010). La proteina AFP es producida de forma importante por
el higado fetal y su sintesis y secrecién decaen de forma significativa en el higado adulto
(Bader et al., 2004). Es por ello que la elevada expresién de AFP en las HLC parece indicar
que no alcanzan el fenotipo caracteristico del hepatocito adulto, sino que podrian estar

mas proximas al fetal o inmaduro.

El hecho de que las HLC obtenidas en cultivo en monocapa no alcancen la madurez
completa ya se puso de manifiesto con anterioridad (Baxter et al., 2015; Hannan et al.,
2013; Kajiwara et al., 2012; Si-Tayeb et al., 2010b; Touboul et al., 2010) de manera que
serian necesarias nuevas aproximaciones para obtener HLC mds maduras que se
asemejasen al hepatocito adulto. Se han propuesto diferentes estrategias para
incrementar la madurez de las HLC como la adicién de moléculas pequeiias solubles
(Shan et al., 2013; Siller et al., 2015), el aporte de oxigeno durante el proceso de
diferenciacién (Kimura et al., 2019; Spyrou et al., 2019; van Wenum et al., 2018), el uso
de diferentes matrices (Cameron et al., 2015; Ghodsizadeh et al., 2014), la transduccién
viral (Nakamori et al., 2016) o el 3D (Mun et al., 2019; Ogawa et al., 2013; Toivonen et
al., 2016; Wang et al., 2016). Los cultivos 3D mimetizan la disposicién tridimensional de
las células y favorecen las interacciones célula-célula y célula-ECM, y con ello alargan la
viabilidad del cultivo y permiten recrear los gradientes de oxigeno y de nutrientes
presentes en las condiciones fisiolégicas (Jin et al.,, 2021). Estudios recientes de
diferenciacién en organoides 3D han posibilitado la obtencién de HLC con una
funcionalidad hepatica incrementada y un fenotipo mas maduro (Akbari et al., 2019;

Pettinato et al., 2019; Wu et al., 2019). En este sentido, se ha demostrado que los
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cultivos de organoides hepaticos presentan un sistema funcional de metabolizacion de
farmacos, estan polarizados y recapitulan diferentes poblaciones zonales de hepatocitos
lo que permite recrear mejor lo que ocurre in vivo (Shinozawa et al., 2021). Por otro
lado, también se estd explorando la posibilidad de realizar co-cultivos en organoides de
HLC y células no parenquimatosas del higado para mejorar la simulaciéon del tejido
hepatico e incluir el componente inflamatorio, con el objetivo de obtener células con

mayor grado de madurez (Ouchi et al., 2019).

5.4. Las HLC poseen caracteristicas hepaticas a nivel transcriptémico,

metaboldmico y funcional.

Las HLC obtenidas a partir de las lineas iPSC de los cinco donantes incluidos en nuestro
estudio se caracterizaron de forma exhaustiva a nivel transcriptémico, metabolémico y
funcional. El objetivo era no sélo corroborar que las HLC son capaces de expresar un
fenotipo hepatico, sino también comprobar si mantienen caracteristicas propias del

donante a partir del cual han sido generadas.

El andlisis del perfil transcriptdmico de las HLC en comparacion con las iPSC de las que
habian sido generadas permitié identificar cambios en diversos procesos o rutas
metabdlicas. Algunos genes relacionados con la adhesion celular y la ECM se
identificaron entre los que presentaban mayor contribuciéon a las diferencias de
expresion entre las HLC y las iPSC. La expresién de diferentes miembros de la
superfamilia de colagenos (coldgeno |, I, 1ll, IV, V y VI), de lamininas y de fibronectina
por parte de las HLC es indicativa de su caracter hepatico, dado que es sabido que estas
proteinas son componentes fundamentales de la ECM del higado, en cuya sintesis
participan activamente los hepatocitos (Bedossa & Paradis, 2003). También se
identificaron diferencias destacadas en la expresién de genes relacionados con las vias
lisosomales. Los lisosomas tienen un papel fundamental en los procesos de autofagia en
el hepatocito, de hecho, la mayor expresién de LAMP2A en las HLC indica la activacién
de la degradacion lisosomal mediada por chaperonas, un proceso ampliamente

caracterizado en el higado (Schneider & Cuervo, 2014).
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El ciclo celular y el metabolismo del piruvato se identificaron como elementos
diferenciadores clave entre iPSC y HLC, en clara respuesta a sus diferencias en cuanto a
la capacidad de proliferacidn y a los procesos que utilizan para la obtencion de energia.
Las iPSC son células proliferativas (Yamanaka, 2020) y con un metabolismo energético
basado fundamentalmente en la glicélisis anaerobia (Teslaa & Teitell, 2015; Tsogtbaatar
et al., 2020). Por el contrario, las HLC tienen una tasa de proliferacién baja (Song et al.,
2009)y, a pesar de que la madurez de sus mitocondrias es menor que las de hepatocitos
adultos (Yu et al., 2012), su metabolismo energético es principalmente oxidativo,
indicando el caracter somatico de las células diferenciadas. Otros procesos
diferencialmente expresados entre ambos tipos celulares incluyen los relacionados con
algunas vias de senalizacion o con el metabolismo de gliucidos, aminoacidos, acidos

grasos, nucledétidos y glutation (Gao et al., 2017).

A diferencia de las iPSC, todas las HLC presentan expresion de genes tipicamente
hepaticos implicados en el metabolismo de triglicéridos y otros lipidos, ciclo de la urea,
metabolismo de la glucosa, metabolismo de AB, detoxificacién de farmacos, defensa
antioxidante o en el transporte de moléculas. No obstante, la baja expresion de genes
de enzimas CYP450, en comparacion con otros genes hepaticos, puede estar

relacionada de nuevo con su caracter inmaduro (Baxter et al., 2015).

El estudio holistico de las HLC se completd mediante el analisis de su perfil
metaboldmico. El metaboloma hepdtico cambia durante el desarrollo del higado (Wu et
al., 2018) y su analisis se ha utilizado con anterioridad para caracterizar el proceso de
diferenciacién (Jellali et al., 2020). Por ello, se analizé comparativamente el metaboloma
de las PSC y las HLC con el objetivo de entender la evolucién del perfil metabdlico e
identificar eventos clave en la maduraciéon de las PSC in vitro. Los cambios en el
metaboloma revelaron las diferencias existentes en el metabolismo del piruvato, y otros
procesos metabdlicos relacionados como el efecto Walburg, la gluconeogénesis o el
ciclo de acido citrico, corroborando asi las diferencias en el metabolismo energético
apuntadas por el andlisis transcriptdémico. Asimismo, otras vias metabdlicas propias del
hepatocito también se incluyen entre las mds discriminatorias entre ambos tipos
celulares, como por ejemplo la sintesis de cuerpos cetdnicos, la degradacién de

aminodcidos ramificados (valina, leucina e isoleucina), el metabolismo de la biotina o la
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biosintesis de acidos grasos (Achanta & Rae, 2017; Fernandez-Mejia, 2005; Jensen-
Urstad & Semenkovich, 2012; Longo & Mattson, 2014). No obstante, rutas que como el
ciclo del acido citrico constituyen vias claramente discriminantes entre PSCy HLC, puede
que se encuentren infrarrepresentadas en las HLC en comparacién con los PHH tal y
como se ha evidenciado recientemente (Moreno-Torres et al., 2022). No hay duda que
la identificacion de los cambios metabdlicos que ocurren durante el proceso de
diferenciacién podria ayudar a mejorar los protocolos de maduracion para lograr una

mejor funcionalidad de las HLC.

Aunque muchos trabajos se centran en la caracterizacién a nivel morfoldgico y
transcripcional de las HLC, para demostrar su utilidad como modelo in vitro, es necesario
que las células sean funcionales. Por esta razén, se analizaron diversas funciones
especificas de los hepatocitos. Hemos comprobado que las HLC no solo almacenan
glucégeno, tal y como ya habia sido previamente descrito (Agarwal et al., 2008; Asgari
et al., 2013; Chen et al., 2012; Hay et al., 2008a; Pettinato et al., 2019), sino que también
son capaces de modular dichos depdsitos en respuesta a insulina o glucagén de forma
similar a otros modelos celulares de origen hepatico como las células HepG2 (Donato et
al., 2015). Las HLC también muestran actividad ureogénica y de sintesis de albumina, si
bien las tasas de produccién mostraron variabilidad entre donantes. Estos resultados,
acordes con otros trabajos (Choudhury et al., 2017; Kajiwara et al., 2012), refuerzan la
idea de que las HLC procedentes de distintos donantes podrian reflejar la variabilidad
interindividual existente en estas funciones hepaticas. No obstante, los bajos niveles de
produccién de albumina y urea con respecto a los PHH (dato no mostrado) se
corresponderian con el estadio temprano de diferenciacién y el fenotipo inmaduro que

presentan las HLC.

Las HLC también presentan actividades de los principales enzimas CYP450 implicados en
el metabolismo hepatico de los farmacos y, ademds responden a agentes inductores. La
induccién de CYP1A1/2 en HLC ya habia sido demostrada previamente (Rambhatla et
al., 2003; Tsuchiya et al., 2012), no asi la induccion de CYP2B6 por fenobarbital. Este
ultimo resultado sugiere que las HLC podrian presentar un grado de madurez mayor que
los hepatocitos fetales, dado que en humanos la actividad CYP2B6 es indetectable en el

higado fetal y su actividad solo es cuantificable a partir del nacimiento (Pearce et al.,
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2016). A pesar de que las HLC presentan niveles de actividades CYP450 mas bajos que el
tejido hepdtico, son capaces de recrear el perfil de actividades propio del donante a
partir del cual habian sido generadas. De este modo, la posibilidad de obtener HLC de
diferentes donantes permitiria disponer de una bateria de células representativa de la
variabilidad interindividual del metabolismo hepdtico de farmacos en el ser humano.
Ademas, el disponer de HLC de pacientes con polimorfismos genéticos singulares seria
de gran valor para el estudio del metabolismo idiosincrasico de farmacos y su posible
papel en los fendmenos de hepatotoxicidad. Por otro lado, la variacién en el
metabolismo de farmacos es a menudo responsable de las diferencias en la eficacia o
toxicidad de los farmacos en distintos individuos (Fontana, 2014). El analisis comparativo
del perfil metabdlico de los principales enzimas CYP450 en HLC y sus microsomas
hepaticos correspondientes, reveld diferentes perfiles en los donantes analizados. Ese
analisis comparativo permitié comprobar que las HLC reflejan el fenotipo metabdlico del
paciente de origen, lo que apoya su uso como modelo que refleje la variabilidad
poblacional y también como modelo personalizado para el diagnéstico o la modelizacién

de enfermedades.

5.5. Las HLC son sensibles a farmacos hepatotdxicos y pueden ser un

modelo celular adecuado para el estudio de los mecanismos del DILI.

En comparacién con los PHH, las HLC ofrecen un suministro relativamente ilimitado y
consistente de células con fenotipo estable, y en comparacidn con las lineas celulares
de hepatoma, son de origen no tumoral y se pueden obtener de diferentes donantes, lo
que permite la generacion de HLC representativas de la variabilidad genotipica /
fenotipica de la poblacién humana. Otra de las ventajas de usar HLC reside en el hecho
de que se podrian cultivar durante periodos mas prolongados, permitiendo la evaluaciéon

de la hepatotoxicidad crénica (Holmgren et al., 2014; Shinozawa et al., 2021).

En los ultimos afios, las HLC se han propuesto como un nuevo modelo celular para el
estudio in vitro de la hepatotoxicidad (Kim et al., 2017; Medine et al., 2013; Szkolnicka
et al., 2014; Weber et al., 2021). No obstante, la mayoria de los estudios se han limitado
a la evaluacién de los efectos de compuestos modelo sobre la viabilidad celular, sin

analizar los mecanismos implicados en la toxicidad. En el presente estudio hemos
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comprobado que las HLC son susceptibles a la toxicidad inducida por farmacos
hepatotdxicos y, ademads, al analizar los efectos sobre pardmetros indicativos de
mecanismos concretos de hepatotoxicidad, su respuesta es comparable a la de células
de origen hepatico. En este sentido, las HLC no solo son capaces de discriminar entre
compuestos hepatotdxicos y no hepatotdxicos, sino que también permiten identificar
mecanismos concretos implicados en la hepatotoxicidad como el dafio mitocondrial y el
estrés oxidativo inducido por la amiodarona (Begriche et al., 2011; Labbe et al., 2008),
los efectos esteatdsicos de la tetraciclina o el valproato (Donato & Gémez-Lechdn,
2012a) o la fosfolipidosis inducida por la amiodarona (Donato & Gémez-Lechdn, 2012a;
Gbomez-Lechon et al., 2010). Ademas, las concentraciones de los farmacos modelo a las
gue se detectan estos efectos sobre las HLC son comparables a las concentraciones
efectivas sobre otros modelos celulares hepaticos (PHH, UHH®, HepG2, HepRG) (Tolosa
et al., 2012, 2016a, 2016b, 2018), como muestra de la elevada sensibilidad de nuestro
modelo celular. Las diferencias de sensibilidad observadas entre las HLC de diferentes
donantes apuntan hacia su posible utilidad en el estudio de los factores genéticos o de
otra naturaleza que pudieran influir en la susceptibilidad individual a la hepatotoxicidad.
Por ejemplo, las HLC C1 se mostraron mas sensibles a la amiodarona que las células de
los otros donantes, mientras que las P1 fueron las menos sensibles. Estudios previos
sugieren que la metabolizacidon de la amiodarona por CYP3A4 forma un metabolito
reactivo (N-desetil-amiodarona) que podria ser responsable de los efectos del farmaco
a nivel mitocondrial (Fabre et al., 1993). Dado que la actividad CYP3A4 medida en las
HLC C1 fue mas elevada que en los otros donantes y, en concreto, fue aproximadamente
el doble que en P1, estas diferencias podrian explicar, al menos en parte, la diferente
susceptibilidad de las HLC a |a toxicidad de la amiodarona. No obstante, resulta evidente
gue estos resultados deberian ser contrastados con una bateria mas amplia de HLC que

incluyera células procedentes de un nimero mayor de donantes.

5.6. Las HLC procedentes de pacientes con sospecha de iDILI permiten el

estudio de la toxicidad causada por el farmaco sospechoso.

Como ya se ha comentado, los episodios de hepatotoxicidad idiosincrasica, si bien poco

frecuentes, son particularmente complicados dado que suelen estar asociados a los
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casos mas graves de DILI. La posibilidad de disponer de HLC de un paciente que habia
sufrido un episodio de iDILI nos brindé la oportunidad de estudiar directamente sobre
células del paciente los efectos del farmaco A/C, sospechoso de haber desencadenado
la toxicidad. El paciente P1 presentaba un cuadro de toxicidad hepatica con un patrén
de dafio colestdsico por lo que, ademds de analizar pardmetros habituales indicativos
de toxicidad celular (viabilidad, dafno mitocondrial), también se analizaron los efectos
del fdrmaco sobre la expresion de genes implicados en el transporte y el metabolismo
de AB vy en la respuesta frente al estrés oxidativo mediada por la via NRF2 (Nguyen et

al., 2009).

Los resultados multiparamétricos revelaron que la A/C produjo dafio mitocondrial y un
incremento del Ca?* intracelular a concentraciones subcitotdxicas (sin cambios en la
viabilidad celular) confirmando la sensibilidad del sistema para la prediccion del DILI in
vitro. El dafio mitocondrial causado por A/C se ha evidenciado en hepatocitos de rata
por la rotura de la membrana mitocondrial mediada por el poro de transicién de la
permeabilidad mitocondrial que causa la salida del citocromo ¢ (Oyebode et al., 2019)
por lo que este efecto podria tenerse en cuenta en futuros estudios de toxicidad con

A/C en HLC.

Por otro lado, con la exposicidn a la A/C, los genes implicados en el metabolismo de AB
experimentaron algunos cambios significativos, especialmente en FGF19. Aunque en
condiciones fisioldgicas la expresion de FGF19 recae fundamentalmente en los
enterocitos, quienes secretan FGF19 para inhibir la sintesis de AB en el los hepatocitos,
diferentes estudios demuestran que la expresién de FGF19 también puede presentarse
en los hepatocitos tanto en colestasis intrahepatica como extrahepatica, de manera que
nuestros resultados estan acorde con lo descrito en la literatura (Schaap et al., 2009;
Wunsch et al., 2015). No obstante, es bien conocido el papel inhibitorio de FGF19 sobre
CYP7A1, uno de los principales CYP450 implicados en la via cldsica de sintesis de AB a
partir de colesterol (Holt et al., 2003); sin embargo, nuestros resultados no reflejaron
represion en la expresion de CYP7A1 tras la exposicion a A/C ni en la expresion de
CYP8B1, que actua aguas abajo en esta via de sefializacion (Chiang & Ferrell, 2020). En
cambio, si se observd una inhibicidn en la expresién de CYP27A1, que participa en la via

clasica (catalizando la reaccion de la cadena lateral esteroidea en una de la etapas finales
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de esta ruta) e inicia la via alternativa de sintesis de AB en la mitocondria (Riddick et al.,
2004), siendo uno de los responsables de acumulacion téxica de precursores de AB
primarios en el hepatocito (Chiang, 2004), como podria estar ocurriendo en nuestro
modelo celular. Probablemente, el dafio mitocondrial provocado por la A/C podria

contribuir, ademads, a la alteracion en el metabolismo de AB mediada por CYP27A1.

Asimismo, la exposicion de las HLC a A/C indujo un aumento en la expresion del
transportador canalicular MRP2, tal y como se ha descrito en UHH® cultivados en
sandwich de coldgeno (Petrov et al., 2021), pero no se evidenciaron cambios en la
expresion del transportador canalicular BSEP y del transportador basolateral NTCP. Esto
podria ser debido al formato de cultivo de las HLC, dado que el cultivo en monocapa no
favorece la polarizacion de los hepatocitos, esencial para la formacién de los canaliculos
biliares y la funcion de transporte (Ramli et al., 2020; Shinozawa et al., 2021). El aumento
de MRP2 observado podria ser debido a un mecanismo compensatorio para eliminar los

AB acumulados a nivel intracelular (Fernandez-Murga et al., 2018).

Finalmente, el aumento de la expresién de genes implicados en la respuesta al estrés
oxidativo tras la exposicion a A/C sugiere el potencial del farmaco para inducir estrés
oxidativo (probablemente a través del dafio mitocondrial) y activar la respuesta
antioxidante mediada por NRF2 como sistema de adaptacion al estrés oxidativo (Ma,

2013).

En base a lo expuesto, la figura 5.1 esquematiza el posible mecanismo que explicaria los

efectos hepatotdxicos de la A/C detectados en nuestro modelo celular.
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Figura 5.1. Mecanismos propuestos implicados en la hepatotoxicidad mediada por A/C. La A/C induciria

dafio mitocondrial y desencadenaria un aumento del Ca?* intraceluar y del estrés oxidativo que activaria
la respuesta antioxidante mediada por NRF2. Este escenario podria ser el desencadenante de la alteracion
en la sintesis y transporte de AB relacionados con la aparicion de un patron colestdsico. Es posible que la
alteracion en los transportadores NTCP y BSEP pudieran evidenciarse en un modelo de cultivo que
favoreciese la polaridad celular (gris). Imagen realizada con Biorender®.
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Perspectivas de futuro

Durante décadas se han usado los PHH o las lineas de hepatoma (HepG2, HepaRG) para
el estudio del DILI in vitro. Sin embargo, estos modelos celulares presentan importantes
limitaciones que han llevado a explorar otras alternativas para una mejor deteccién de
los efectos hepatotdxicos de farmacos durante fases preclinicas del desarrollo. La
presente Tesis Doctoral, junto con otros estudios, ponen en valor el potencial de las HLC
como modelo celular para el estudio de la hepatotoxicidad inducida por farmacos. La
caracterizacion exhaustiva de las HLC generadas, ha permitido demostrar que se pueden
obtener de manera reproducible. Ademas, pueden cultivarse en formato multipocillo
(p.ej. 96 pocillos) y aplicar ensayos de HCS que han demostrado tener mayor capacidad
de prediccién del fendmeno hepatotdxico que los ensayos cladsicos que solo miden la

viabilidad celular.

La posibilidad de disponer HLC de diferentes donantes permitiria no solo evaluar los
efectos tdxicos en células procedentes de diferentes sujetos, lo que otorgaria mayor
relevancia a los resultados in vitro obtenidos, sino que ademas posibilitaria el analisis de
la susceptibilidad de grupos concretos de poblacién (edad, género, patologias, etc.) o de
la influencia de factores individuales (polimorfismos genéticos). Una ventaja muy
destacada de las HLC, frente a otros modelos celulares de origen hepatico, es que
permiten disponer de células de pacientes concretos sobre los que reproducir un
episodio de hepatotoxicidad, lo que constituye una herramienta de gran valor para el
estudio personalizado del DILI. No obstante, son necesarios nuevos esfuerzos que

confirmen estas perspectivas tan prometedoras.

No obstante, no hay que pasar por alto las diferencias que existen entre las HLC y los
PHH, lo que implica que hay un gran margen de mejora en los protocolos actuales de
generacion de HLC. Los esfuerzos para alcanzar la madurez éptima en las HLC se centran
actualmente en dos aspectos. Por un lado, el descubrimiento de nuevas vias de
sefializacion implicadas en la maduracién hepatica y su interaccién con las ya conocidas
para recrearlas en el proceso de diferenciacion in vitro. Por otro lado, asi como en el uso
de cultivos 3D en combinacidn (o no) con células no parenquimales para conseguir un

ambiente que favorezca la adquisicion de la polaridad en las HLC y el intercambio de
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gases, nutrientes y factores de crecimiento tal y como ocurriria en condiciones
fisiolégicas. Sin embargo, hay algunos obstaculos que hay que superar para que el
cultivo 3D sea abordable como es la baja reproducibilidad o los costes econdmicos que

supone generarlos y mantenerlos.

Finalmente, una vez mejorados los protocolos de diferenciacién, resulta evidente la
necesidad de extender los estudios con HLC a una cohorte mayor de donantes. De forma
particular, seria necesario reclutar mas casos de pacientes con sospecha de DILI que
permitieran demostrar su utilidad como herramienta in vitro de confirmacidon del
diagnodstico de hepatotoxicidad y el agente causal de forma restrospectiva, asi como
para identificar nuevos biomarcadores con posible utilidad en el diagndstico clinico del

DILI.
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6. CONCLUSIONES

En base a los resultados experimentales obtenidos en esta Tesis Doctoral podemos

extraer las siguientes conclusiones:

I.  Las PBMC constituyen una fuente de células somaticas adecuada para llevar a
cabo procesos de reprogramacion celular con vistas a generar lineas de iPSC

procedentes de diferentes donantes.

II.  El protocolo de diferenciacién hacia HLC conduce las células pluripotentes por
los diferentes estadios (endodermo, hepatoblasto y maduracién hepatica)
descritos en la organogénesis del higado. En cada estadio, las células adquieren
la morfologia adecuada y expresan los marcadores caracteristicos hasta alcanzar

el fenotipo hepatico.

lll.  Durante la diferenciacién, se observa una expresién diferencial de marcadores
entre las células de diferentes donantes que puede ser atribuida a la variabilidad
interindividual. Las HLC de diferentes donantes, por tanto, recrean la variabilidad

poblacional.

IV. Las HLC muestran un fenotipo hepatico caracterizado principalmente por su
morfologia poligonal y la presencia de marcadores hepaticos como AFP, ALB,
HNF4a y CK18. No obstante, el estado madurativo que alcanzan se asemeja mas

a un estadio fetal o temprano que a un hepatocito adulto.

V.  Las HLC poseen un perfil transcriptomico, metabolémino y funcional hepatico,
claramente diferente al de las iPSC y presentan actividades de metabolismo de

farmacos, algunas de ellas inducibles.

VI.  Las HLC de diferentes donantes responden de manera diferencial a la exposicién
a farmacos hepatotdxicos y constituyen un modelo celular adecuado para el
estudio de la idiosincrasia en la hepatotoxicidad inducida por farmacos y los

mecanismos celulares implicados.
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VII. El estudio del mecanismo de toxicidad de A/C en las HLC de un paciente con
sospecha de iDILI por este farmaco muestra modificaciones a nivel
transcripcional en el metabolismo de &cidos biliares y la activacion de Ia
expresion de genes relacionados con la respuesta antioxidante mediada por

NRF2.
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