
 
 
 
 

 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

PROGRAMA DE MAESTRÍA Y DOCTORADO EN CIENCIAS MÉDICAS, ODONTOLÓGICAS Y 

DE LA SALUD 

ENTIDAD ACADÉMICA: INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGÍA, IGNACIO CHÁVEZ 

AUMENTO DE LA EFICIENCIA DE DIFERENCIACIÓN CARDÍACA A PARTIR DE 
CÉLULAS TRONCALES MESENQUIMALES DE TEJIDO ADIPOSO 

 
TESIS 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE 
DOCTORADO EN CIENCIAS 

 
PRESENTA: 

 
BLANCA REBECA IBARRA IBARRA 

    
TUTOR PRINCIPAL 

 
DRA. MARTHA FRANCO GUEVARA 

 
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGÍA,IGNACIO CHÁVEZ 

 
MIEMBROS DEL COMITÉ TUTOR 

 
DR. FELIPE ALONSO MASSÓ ROJAS 

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGÍA,IGNACIO CHÁVEZ 
 

DR. YONATHAN OMAR GARFIAS BECERRA 
INSTITUTO DE OFTALMOLOGÍA, CONDE DE VALENCIANA 

 
DR. LUIS FELIPE MONTAÑO ESTRADA 

FACULTAD DE MEDICINA, UNAM  
 

Ciudad Universitaria, Ciudad de México, Abril, 2019. 
 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 
 

 

Índice 

Resumen 1 

1. Marco teórico 2 

1.1 Introducción 2 

1.2 Células Troncales  2 
1.3 Células troncales mesenquimales  5 

1.4 Diferenciación de las células troncales hacia cardiomiocito 7 

1.5 Células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASC) 8 

1.6 Diferenciación de las ASC hacia cardiomiocito 9 

1.7 Estudios pre-clínicos y clínicos con células troncales   12 

2. Planteamiento del problema 13 

3. Pregunta de investigación 15 

4. Justificación 15 

5. Objetivos 16 

6. Hipótesis 16 

7. Material y Métodos 17 

7.1 Diseño del estudio 17 

7.2 Extracción de las células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
(ASC) 

17 

7.3 Mantenimiento de las ASC 18 

7.4 Citometría de Flujo 18 

7.5 Inmunofluorescencia 19 

7.6 Experimentos de la diferenciación hacia cardiomiocito a partir de las ASC 20 

7.7 Construcción de plásmidos y generación de adenovirus recombinantes A20 20 

7.8 Extracción de cardiomiocitos neonatales 21 

7.9 Análisis estadístico 22 

8. Resultados 22 

8.1 Células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASC) 22 

8.2 Experimentos de diferenciación cardíaca de las células troncales mesenquimales 
derivadas de tejido adiposo (ASC). 

27 

8.2.1 Diferenciación cardíaca con moléculas pequeñas: Cardiogenol C 28 

8.2.2 Diferenciación cardíaca con factores de crecimiento, interleucinas y adenovirus 
recombinantes: AdA20 + BMP-4 + VEGF + IL-6 + IGF-1 + HGF 

30 

8.2.3 Diferenciación cardíaca con cocultivos de cardiomiocitos: Cocultivo indirecto 32 

8.2.4 Diferenciación cardíaca con factores de crecimiento, interleucinas y medios 
semisólidos a base de metilcelulosa: BMP-4 + VEGF + Methocult ™ M3134 + IL-6 

34 

8.2.5 Diferenciación cardíaca con factores de crecimiento y un medio semisólido a base 
de metilcelulosa con interleucinas: BMP-4 + VEGF + Methocult ™ M3435 

37 

9. Discusión 38 

9.1 Nuevas hipótesis y perspectivas 41 

10. Conclusiones  42 

Agradecimientos 42 

Abreviaturas 43 

Bibliografía 44 

Anexo 1. Artículo publicado derivado de la tesis: Improved Efficiency of 
Cardiomyocytes-like Cells Differentiation from Rat Adipose Tissue-Derived 
Mesenchymal Stem Cells with a Directed Differentiation Protocol, Stem Cell 
International, 2019. 

48 

Anexo 2. Resultados complementarios 64 



 
 

  



1 
 

Resumen 

 

Introducción.  Las células troncales son un recurso con gran potencial para 

la Medicina. La terapia celular es un recurso para el tratamiento de las 

enfermedades cardiovasculares, sin embargo, se ha observado variabilidad en la 

respuesta entre los pacientes. Una solución a dicha variabilidad es la generación de 

cardiomiocitos in vitro. Existen varios estudios sobre la diferenciación cardíaca de 

las células troncales derivadas de tejido adiposo (ASC), no obstante, la eficiencia 

de diferenciación hacia cardiomiocitos a partir de estas células es variable. 

Objetivo. Aumentar la eficiencia podría ayudar a mejorar la generación de 

cardiomiocitos in vitro. Material y Métodos. Extracción de ASC de rata Wistar. 

Caracterización por citometría de flujo (CF) e inmunofluorescencia (IF) de cultivos 

de ASC indiferenciadas. Diferenciación in vitro hacia cardiomiocito a partir de las 

ASC.  La eficiencia de diferenciación cardíaca se cuantificó por medio de citometría 

de flujo (CF) con el marcador cardíaco Troponina T (cTnT) y se evaluó la expresión 

de marcadores de diferenciación cardíaca por inmunofluorescencia (IF). Se 

realizaron 3 réplicas biológicas. Resultados. Las ASC indiferenciadas fueron 

caracterizadas por CF CD90+, CD29+, CD44+, RT1A+, CD73+, CD45-, CD34-, 

CD31-. Se realizaron diferentes experimentos de diferenciación hacia cardiomiocito 

a partir de las ASC. Los experimentos de diferenciación mostraron una eficiencia de 

diferenciación a células similares a cardiomiocito hasta de 44 % en aquellos donde 

se utilizó una combinación de factores de crecimiento aunado a un medio semisólido 

a base de metilcelulosa con interleucinas cardiogénicas, donde se demostró la 

presencia de marcadores cardíacos tempranos y tardíos. Conclusiones. A 

diferencia de otros protocolos, en donde se había observado una eficiencia baja y 

variable, el uso de factores críticos de la cardiomiogénesis, aunado a un medio 

semisólido comercial a base de metilcelulosa con citocinas como IL-3 e IL6, parece 

favorecer y hacer más eficiente la diferenciación cardíaca a partir de las ASC para 

la generación de cardiomiocitos in vitro.  
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1. Marco teórico 

1.1 Introducción  

 

La medicina regenerativa en los últimos años ha revolucionado el tratamiento de 

diversas enfermedades, como las enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas 

y crónico-degenerativas, en las que se ha evidenciado tanto el beneficio como la 

seguridad del uso de la terapia celular. Ante la necesidad de encontrar un tratamiento 

eficaz para las enfermedades cardiovasculares, el estudio de las células troncales se ha 

convertido en los últimos años en un recurso con gran potencial para la Medicina. 

Actualmente, los tratamientos son generalmente paliativos en el caso de una enfermedad 

terminal como la falla cardíaca. En estos casos, la medicina regenerativa ha demostrado 

ser una alternativa eficaz para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares [1–3].  

La generación de cardiomiocitos in vitro es una estrategia para mejorar la 

respuesta a la terapia celular. Empero, aún existen limitaciones en el área clínica que 

resolver para poder dar un tratamiento a base de células troncales. Recientemente, la 

generación de cardiomiocitos inmaduros in vitro a partir de las células troncales 

pluripotenciales inducidas ha mostrado tener una buena eficiencia de diferenciación [4–

6], no obstante, no se ha podido trasladar su uso a la práctica clínica por su potencial 

tumorigénico. Una alternativa para la generación de cardiomiocitos in vitro es el uso de 

células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo porque son de fácil acceso, 

bajo índice tumorigénico y bajo costo, sin embargo, se debe aumentar la eficiencia de 

diferenciación a cardiomiocito a partir de estas células con el fin de poder trasladarlas en 

un futuro al área clínica o para su uso en otras aplicaciones como estudios de 

farmacología in vitro o modelos de enfermedad genética.  

 

1.2 Células troncales  

 

Las células troncales (SC) se definen como células indiferenciadas con capacidad 

de diferenciación y auto-renovación [7] (Figura 1). Una de las características más 

importantes y que hace atractivo el uso de éstas para la regeneración celular es la 

capacidad de diferenciación a distintas estirpes celulares [7]. La capacidad de 



3 
 

diferenciación se denomina plasticidad, lo cual define a las células como totipotenciales, 

pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales [7,8].  

 

 

 

Figura 1.  Representación gráfica de las características de las células troncales: auto-

renovación y diferenciación. Imagen modificada: https://www.yourgenome.org/facts/ 

what-is-a-stem-cell, Wellcome Genome Campus 

 

 

A grandes rasgos podemos clasificar las SC en células troncales embrionarias 

(ESC) y células troncales del adulto (Figura 2). Las ESC provienen de dos etapas del 

desarrollo embrionario. En el preblastocisto, se encuentran las ESC totipotenciales que 

darán origen tanto a las células embrionarias de las tres capas germinales como las 

extra-embrionarias. En el blastocisto, las células comienzan a presentar un grado mayor 

de diferenciación y son denominadas ESC pluripotenciales. Estas serán las que darán 

origen a las células del ectodermo, mesodermo y endodermo (Figura 2) [8]. Las ESC 

https://www.yourgenome.org/facts/
https://www.yourgenome.org/facts/
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expresan genes críticos para el mantenimiento de la pluripotencia: Oct-4, Nanog y Sox-

2 [9]. Sin embargo, su uso en la terapia celular es controvertido porque provienen de 

embriones y han mostrado tener un alto nivel tumorigénico con la formación de teratomas 

[10,11]. Por esta razón, se ha determinado que su uso en humanos por el momento no 

es factible.  

Dentro de las células troncales del adulto, se encuentran las células troncales 

pluripotenciales inducidas (iPSC), las células troncales mesenquimales (MSC) y las 

células troncales específicas de órganos y tejidos (Figura 2). Las iPSC fueron descritas 

en el 2006, estas son células somáticas, como fibroblastos o células de sangre periférica 

positivas para el marcador CD34, reprogramadas mediante la sobrexpresión de genes 

que contribuyen al mantenimiento de la pluripotencia (Oct4, Sox2, c-Myc y Klf4) [12]. Al 

ser reprogramadas, dichas células adquieren características similares a las ESC. No 

obstante, el uso del oncogen c-Myc en la reprogramación hace factible la generación de 

teratomas, por lo que también se ha visto limitado su uso en humanos. Algunos estudios 

han logrado la reprogramación sin la necesidad de utilizar c-Myc, pero aún faltan estudios 

para comprobar la seguridad de estas células [13].  

  

Las MSC se encuentran en nichos específicos dentro de cada órgano y tejido 

adulto. En su mayoría, se han denominado como células multipotenciales por presentar 

una diferenciación restringida a una capa germinal [8]; sin embargo, se ha observado 

que algunas MSC expresan genes que codifican factores críticos del mantenimiento de 

la pluripotencia como Oct3/4 y Sox2, por lo que se les puede denominar como células 

pluripotenciales [14].  

 

Las células troncales específicas de órganos y tejidos, en comparación con las 

MSC, tienen aún más limitada su potencialidad, diferenciándose específicamente a 

células de un órgano o tejido [7]. Tanto las MSC y las células troncales específicas de 

órganos y tejidos, se encuentran entre 0.0001 % al 5 % del total de células de un tejido 
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u órgano y permanecen en ellos en un estado quiescente por muchos años hasta que 

son activadas por enfermedades o daño tisular [14–16].  

 

Figura 2.  Diagrama de los tipos de células troncales según su potencialidad. Imagen 

modificada: http://www.cell-transfection.com/home-2/stable-cell-lines/stem-cells/. 

 

1.3 Células troncales mesenquimales  

 

Las MSC fueron descritas por primera vez en los estudios realizados por 

Friedenstein y colaboradores en los años 50, en los que lograron identificar dos tipos de 

SC en la médula ósea: las células troncales hematopoyéticas y las células troncales de 

médula ósea estromales. Estas últimas fueron nombradas así por la aparición de 

unidades formadoras de colonias similares a fibroblastos CFU-Fs [17]. Posteriormente, 

demostraron que dichas células eran capaces de generar células de hueso [18], cartílago 
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[19], grasa y tejido conectivo fibroso [20,21]. En 1991, Caplan denomina a estas células 

como células troncales mesenquimales (MSC) [19]. Hasta el momento se han 

identificado células MSC en diversos tejidos como en grasa  [22], sangre de cordón 

umbilical, líquido amniótico [23], pulpa dentaria [24], tendones [25], vellosidades 

coriónicas [26], membrana sinovial [27] y músculo esquelético [28], entre otros.  

 

Las MSC, en condiciones in vitro, tienen características multipotenciales o 

pluripotenciales  y, por lo menos, deben diferenciarse a osteocitos, condrocitos y 

adipocitos [29]. Dentro de las MSC existen varios tipos de SC dependiendo del nicho en 

el que se encuentren.  Fenotípicamente, expresan una serie de marcadores de superficie 

no específicos pero característicos, los cuales permiten diferenciar este tipo celular de 

otros tipos celulares por medio de la citometría de flujo. Estos marcadores pueden variar 

entre las diversas especies de mamíferos. Estos expresan en su mayoría: CD90+, 

CD73+, CD29+, CD44+, CD106+, CD105+, CD166+ y CD71+. No expresan marcadores 

de superficie hematopoyéticos como CD45, CD34, CD14 o CD11 y tampoco expresan 

moléculas co-estimuladoras como CD80, CD86 o CD40 o moléculas de adhesión  como 

CD31, CD18 o CD56 [30]. 

 

El fenotipo inmunológico de las MSC es MHC I positivo, MHC II, CD40, CD80 y 

CD86 negativos [31].  Aún faltan estudios in vivo para determinar la capacidad 

inmunogénica e inmunomoduladora de las MSC. Por dicha razón, estas células han sido 

trasplantadas de forma autóloga para evitar el rechazo inmunológico. 

 

Varios estudios han descrito el uso de las MSC en diversas patologías como la 

osteoartritis [32], en la lesión de la médula espinal [33], diabetes mellitus, enfermedad de 

Parkinson, enfermedad de Alzheimer, osteoporosis, enfermedades autoinmunes y 

cardiovasculares [34]. En relación a las enfermedades cardiovasculares, en los últimos 

años se han descrito aplicaciones innovadoras como el transplante de SC, la 

regeneración cardíaca, la prueba de nuevos fármacos, las pruebas de toxicidad de 

fármacos in vitro, así como su uso en modelos de enfermedades genéticas como el 

Síndrome de QT-largo, cardiomiopatía hipertrófica, entre otras [3,35–38]. 
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1.4 Diferenciación de las células troncales hacia cardiomiocito 

 

Existen diversos protocolos de diferenciación a cardiomiocito in vitro, como el 

empleo de factores tróficos que inducen el desarrollo cardíaco como BMP-4,  FGF-2 , 

IGF-1, HGF-1, entre otros [39–43]. La activina A también ha sido utilizada en la 

diferenciación de las iPSC. Esta proteína forma parte de la superfamilia del TGF-β y está 

implicada en los procesos de diferenciación hacia cardiomiocitos [1,39]. La aplicación de 

las moléculas antes citadas es tiempo dependiente, semejante al desarrollo embrionario 

cardíaco. 

 

 Algunos investigadores han utilizado la sobreexpresión o inhibición de genes para 

la diferenciación cardíaca. También se ha utilizado medios de cultivo especializados 

comerciales [44,45]. Recientemente, se reportó que el uso de moléculas pequeñas para 

la diferenciación cardíaca, por ejemplo: los antagonistas de la vía de Wnt /β-catenina  

como IWP-2 y 4, los inhibidores de la vía de Wnt por medio de la inhibición de GSK-3β 

como la aminopirimidina CHIR99021 [39,46] y los activadores de la vía de Wnt, la 

diaminopirimidina (conocida como Cardiogenol C) que induce la cardiomiogénesis en 

ESC de ratón [47–49].  

 

Varios reportes han descrito la inducción a la diferenciación a cardiomiocito con 

5-azacitidina [50], un análogo de la citidina que juega un papel en la inhibición de la 

metilación del DNA; no obstante, no se ha logrado replicar los resultados obtenidos en 

diferentes estudios [51,52]  Los cocultivos con cardiomiocitos también han mostrado 

inducir la diferenciación a cardiomiocito [52,53].  

 

Los protocolos hasta el momento han mostrado una diferenciación variable y en 

algunos casos menor al 1% para el caso de las ASC, sin embargo, para otras SC como 

las iPSC sí se ha observado una eficiencia de diferenciación mayor al 80 % [5].  

 

Recientemente, se publicó una investigación sobre la diferenciación de 

fibroblastos humanos a cardiomiocitos que, por medio de un coctel de 9 compuestos, 
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buscó la reprogramación y diferenciación a cardiomiocitos. Entre los compuestos 

utilizados en la diferenciación hacia cardiomiocito, se utilizaron CHIR99021, BMP-4, 

Activina A y VEGF; con los cuales se obtuvo hasta un 97 % de células con contracción 

espontánea, fenotipo de células ventriculares y atriales [6]. Estos compuestos actúan 

sobre la β-catenina y Smad1 (efectores de la señalización procardiogénica de Wnt y 

BMP) para modificar promotores y enhancers de genes clave del desarrollo cardíaco [6]. 

En los protocolos donde se ha obtenido una eficiencia terminal de diferenciación mayor 

al 80% han utilizado diversas técnicas de purificación o enriquecimiento de las células 

diferenciadas a células similares a cardiomiocito.    

 

1.5 Células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASC) 

 

El tejido adiposo proviene del mesodermo y se desarrolla tanto prenatal como 

postnatalmente. Las células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASC) 

provienen de la fracción del estroma vascular (SVF) que se obtiene por lipoaspirado o 

por extracción directa del tejido adiposo. Estas células son aisladas del tejido adiposo 

mediante el uso de enzimas como la colagenasa [54–56]. El inmunofenotipo de las ASC 

es muy similar al de las MSC, sin embargo, pueden existir algunas variaciones 

dependiendo de la subpoblación que se esté estudiando como el marcador de superficie 

CD146 [57,58].  

 

La razón por la cual el tejido adiposo posee SC se desconoce. Algunos autores 

han propuesto que esta subpoblación de células son en realidad células perivasculares 

o pericitos que residen en el tejido adiposo provenientes del endotelio vascular o que son 

células mesenquimales que viajan por el torrente sanguíneo y se alojan en el tejido graso 

[59]. Estas células representan una fuente de SC accesible con potencial para la 

medicina regenerativa y con un bajo índice tumorigénico (telomerasa y actividad de la 

aldehído deshidrogenasa estables además de no evidenciarse mutaciones en el gen 

TP53 en cultivos celulares) [60]. Asimismo, han demostrado tener una plasticidad 

sobresaliente, diferenciándose a osteocitos, condrocitos, adipocitos, células endoteliales, 
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células similares a neuronas, células similares a cardiomiocitos, células similares a 

hepatocitos, entre otras [61].  

 

 

1.6 Diferenciación de las células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo 

hacia cardiomiocito 

 

En estudios tanto in vitro como in vivo, se ha observado que las ASC tienen la 

capacidad de diferenciarse hacia un linaje cardiogénico [44,45,50]. Los estudios han 

identificado la presencia de algunos marcadores de diferenciación cardiaca a nivel de 

genes y a nivel de proteínas como Gata-4, Nkx2.5, Anp, así como en proteínas cardíacas 

como β-MHC, α-MHC, troponina T (TnT), troponina I (TnI), troponina C y SerCa2, entre 

otras [44,45,50]. También se han observado contracciones espontáneas, lo cual ha sido 

corroborado por estudios electrofisiológicos. Los cambios morfológicos observados en 

algunos de estos protocolos de inducción a la cardiomiogénesis son compatibles con los 

observados en los cardiomiocitos, estructuras miotubulares, alineamiento con 

comunicación intercelular, presencia de discos Z y estructuras similares a sarcómeros 

[44,45,50,52,62–66]. Sólo un estudio ha evaluado la funcionalidad de las células 

similares a cardiomiocito derivadas de las ASC por medio de la respuesta farmacológica 

con diferentes β-agonistas, β-bloqueadores y acetilcolina [45]. Algunos estudios han 

observado pocos o ningún cambio  en la inducción a la diferenciación a cardiomiocitos a 

partir de las ASC [51,67]. Incluso un estudio ha reportado la diferenciación espontánea 

a células similares cardíacas en 1.62 % y contracciones espontáneas con gradiente Ca2+ 

en 0.47 % [68]. Se resumen las condiciones de cultivo utilizadas, la especie de 

procedencia de las ASC y los resultados obtenidos de cada uno de los estudios (Tabla 

1).  

Hasta el momento existen varios protocolos para la inducción de las ASC hacia 

cardiomiocitos in vitro, sin embargo, la respuesta ha sido variable entre 0.02 % al 50 % 

(Tabla 1). Aquellos protocolos con un porcentaje mayor de diferenciación utilizan 

diversas técnicas de purificación celular como aislar clonas que presentan contracciones 

espontáneas.   
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Algunos estudios sólo toman en cuenta un marcador de diferenciación observado 

sólo por una técnica como RT-PCR, inmunofluorescencia, inmunohistoquímica o 

citometría de flujo para determinar la diferenciación a cardiomiocito.  Otros miden varios 

marcadores con diferentes técnicas, observan cambios morfológicos compatibles con la 

diferenciación cardíaca e incluso observan contracciones espontáneas, pero en algunos 

estudios las condiciones de experimentación no han mostrado reproducibilidad en otros 

laboratorios. Hasta ahora, no existe un consenso del mejor protocolo de inducción a 

cardiomiocito a partir de las ASC (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Resumen de los diferentes protocolos de inducción a cardiomiocito de 

las células troncales derivadas de tejido adiposo (ASC). 

Especie de 
procedencia 
de las ASC 

Protocolo de inducción a la 
diferenciación a cardiomiocito 

Resultados Referencia 

Conejos 5-Azacitidina 1,3,6 y 9 mol/L 
12,24,48 y 72 horas de incubación 
+ medio RPMI 

[9mol/L] en 24 horas de incubación: 
Transformación del fenotipo en 20-30 % a 
cardiomiocito. 
Morfología: células binucleadas, agregados 
celulares y células redondas, contracción 
espontánea. 
Inmunotinción positiva para MHC, α-actina y TnI. 
No dediferenciación a los 2 meses. 

[50] 

Ratones 
C57B1/6N 

Medio semisólido Methocult™ GF 
M3534 

Morfología: células redondas y células tubulares. 
Células con estructuras similares a miotubos. 
Células contráctiles a los 11- 14 días (0.02-0.07 
%). 
qRT-PCR: Expresión positiva de Gata-4, Nkx2.5, 
Mlc-2v, Mlc-2a, Anp, Mef2C, β-Mhc, conexinas. 
Microscopia electrónica: Miofilamentos, discos Z, 
estriación y sarcomeras organizadas. 
Potencial de acción similar a contracción atrial y 
ventricular. 
Respuesta farmacológica positiva a β-agonistas, β-
bloqueadores y acetilcolina-agonistas. 
 

[45] 

Humano Cocultivo con cardiomiocitos de rata 
+ ASC marcadas con SLO (Texas 
Red) 

Morfología: células multinucleadas 33 ±7.4 
Inmunofluorescencia: células estriadas, 81 % 
células positivas para α-actina, 20-25 % TnI, 11% 
desmina, 38 % conexina-43 y 5% contracción 
espontánea. 

[62] 

Humano Placas con fibronectina y laminina 
y/o 5-azacitidina  

Morfología: Células redondas y elongadas. 
RT-PCR: expresión positiva de MLC-2α (5-aza 1er 
semana). Expresión positiva SERCA2α (5-
aza+laminina 1er semana). 
Inmunohistoquímica: Aumento de desmina, MLC-
2α, α-actina y troponina en cultivos con lamina y 5-
aza+ laminina a las 3 y 5 semanas. 
 

[65] 

Ratón 
C57BI/6N 

Methocult™ GF M3534 y medio 
BHK21 

Morfología: células redondas, ramificadas y 
tubulares. 
Aislaron clonas con contracción espontánea en 
medio BHK21 

[44] 
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Citometría de flujo: 50% TnT sólo si son aisladas. 
(Protocolo con 3 pasos). Selección bajo 
microscopio invertido.  
Inmunofluorescencia: Células positivas para β-
MHC, MLC-2v, α-MHC, TnT, α-actina y Titina. 
RT-PCR: Expresión positiva de Mlc-2v. 

Rata 
Sprague-
Dawley 

TGF-β1 [10ngml-1] durante 2 
semanas 

Citometría de flujo: 16.78% ±4.37 células positivas 
para MHC. 
Inmunofluorescencia: Pocas células positivas con 
MHC y α-Actina sarcomérica. 
 

[63] 

Humano Comparación de 5 métodos: 

5-azacitidina [10mol/L]  
MCM: DMEM Ig+ insulina+ 
transferrina+selenito de 
sodio+BSA+ac. 
Linoleico+ascorbato+dexametasona 
(3 semanas) 
Tricostatina A (TSA) [100ng/mL] 
durante 24 horas 
Cocultivo con cardiomiocitos 

indirecto (inserto poro 3.0 m] 
Cocultivo directo con cardiomiocitos 
de rata (ASC marcadas con CM-Dil 
(Texas Red) 1:5 /1:10 
 

5-azacitidina no mostró cambios significativos. 
MCM: Coexpresión de Nkx2.5 y α-actina 
sarcomérica (27.2 % vs Control). 
TSA: RT-PCR 11 veces más expresado α-actina, 
también aumento de MHC, TNI y conexina 43, no 
contracción. 
Cocultivo indirecto: no diferenciación. 
Cocultivo directo: Coexpresión de Gata-4, Nkx2.5, 
α-actina, TnI y MHC. Contracción espontánea y 
gradiente de Ca2+. 

[52] 

Humano Forbol acetato de miristato (PMA) 
[10nM] durante 24 horas 
Transfección de PKCδ  

PMA: RT-PCR Expresión de Mef2c, Gata-4 y 
βMhc. 
Transfección de PKCδ: RT-PCR Expresión 
aumentada de Gata-4, Mef2c, actina cardíaca, 
Troponina, βMhc y conexina 43. 
 

[66] 

Ratón 
C57BL/6N 

DMEM con 20% Suero Neonatal 
Bovino (NBS) 
AdNkx2.5 y/o Ad-α-actina 
(adenovirus recombinante) 

Diferenciación espontánea en 1.62% de las ASC 
con DMEM+20% NBS, células positivas en 
inmunofluorescencia para α-actina, MF20, cox45, 
CMHC, TNI, Nkx2.5. Contracción espontánea. 
0.49% con gradiente Ca2+. 
AdNkx2.5 y/o Ad-α-actina: Aumenta el número de 
células diferenciadas a células similares a 
cardiacas.  

[68] 

Rata Lewis Medio DMEM+ 5-azacitidina [5M]  
Methocult™ GF M3534 
Methocult™ GF M3534 + 5-

azacitidina [5M] 

No cambios morfológicos observados en cultivos 
con Methocult. 20% células grandes y 30% 
mortalidad celular cultivos 5-azacitidina. 
Inmunofluorescencia: 
Células positivas para conexina 43 y α-actina 
sarcomérica. 
 

[67] 

Humano Medio DMEM-F12 + 5-azacitidina 

[10M] +bFGF 

No inducción cardiogénica. 
RT-PCR: Disminución de la expresión de Mlc2v, 
Mlc2a, Nkx2.5, βMhc, αMhc, Anp, Cox43, 
Troponina C, TnI y Mef2c. 

[51] 

Ratón 
C57Bl/6N 

ISX1 [20M] por 4 días (molécula 
pequeña que activa el promotor del 
gen Nkx2.5) + Cocultivos con 
cardiomiocitos neonatos de rata 
Sprague-Dawley 

ISX1 aumento la expresión de Nkx2.5 6 veces más 
respecto al control. 
Cocultivo +ISX1 Aumento la expresión de genes 
de diferenciación cardíaca tempranos y tardíos. 
ANP 9 veces más, BNP 3 veces más y Troponina 
C 15 veces más (RT-PCR). 
ISX-1 remodela la cromatina acetilando H3 y H4 
del promotor del gen Nkx2.5. 

[64] 
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1.7 Estudios pre-clínicos y clínicos con células troncales   

 

En estudios preclínicos (modelos in vivo), se ha mostrado la seguridad y beneficio 

del uso de las ASC indiferenciadas en modelos de infarto agudo de miocardio (IAM) y 

cardiopatía isquémica, en los cuales la constante ha sido que existe un incremento de la 

fracción de eyección del ventrículo izquierdo (FEVI) y una disminución en el área de 

infarto, también se ha reportado un incremento de la neovascularización post-trasplante 

celular [69,70]. Algunos estudios han inducido previamente a la diferenciación de las ASC 

(priming) para aumentar el beneficio en los modelos de IAM en animales [44,69,70]. 

 

Evidencia adicional en modelos animales con IAM y cardiopatía isquémica han 

demostrado la seguridad, factibilidad y eficacia del uso de las SC. Un metaanálisis 

examinó 52 estudios pre-clínicos en modelos animales como perros, ovejas y cerdos 

tratados con diversos tipos SC como ESC, MSC, BM-MSC, ASC, HSC, CSC y células 

progenitoras endoteliales para investigar el efecto de la terapia celular en la enfermedad 

isquémica cardíaca. Los resultados mostraron que la terapia celular mejoró la FEVI un 

7.5 % (6.2-8.9 %, IC95 %; p<0.001) debido a un decremento significativo del volumen 

sistólico final. No hubo un incremento en la mortalidad después del tratamiento en el tipo 

de célula y en el tipo de infarto. El análisis de sensibilidad sugirió que, en el trasplante 

de las MSC, el infarto de la arteria descendente anterior, el modelo de oclusión crónica, 

un mayor número de células ( 107) y la inyección de células al menos una semana 

después del infarto tienen un efecto benéfico en la FEVI. No hubo diferencias entre el 

modelo animal y la vía de administración de las células [71]. 

  

En estudios clínicos, el trasplante de SC no cardíacas como progenitores de 

músculo esquelético y MSC de médula ósea ha resultado en un mejoramiento leve de la 

FEVI, pero se ha observado la inducción de arritmias [72]. Otros estudios han observado 

que existe un efecto sinérgico o paracrino que permite la angiogénesis o 

neovascularización [73,74]. Recientemente, The Cochrane Collaboration realizó un 

metaanálisis en el que se revisaron 33 ensayos clínicos controlados con un total de 1,765 
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participantes. El tratamiento con SC no mostró cambios estadísticamente significativos 

en la mortalidad (RR 0.70, IC 95 % 0.40 - 1.21) o en la morbilidad; sin embargo, los 

ensayos clínicos tenían un alto grado de heterogeneidad. En el seguimiento a corto 

plazo, la terapia con SC mejoró la FEVI significativamente (WMD 2.87, IC 95 % 2.00 - 

3.73). La mejora en la FEVI se mantuvo en el seguimiento a largo plazo de 12 a 61 meses 

(WMD 3.75, IC 95% 2.57 - 4.93). También se observó que reduce los volúmenes finales 

sistólico y diastólico izquierdos y disminuye significativamente el tamaño del infarto a 

largo plazo. En estudios con resonancia magnética y angiografía ventricular izquierda, 

se encontró una correlación con el número de células infundidas y el efecto de la FEVI 

[2,75]. 

 

2. Planteamiento del problema  

 

El corazón adulto tiene la capacidad de regenerarse de forma limitada, en 

este sentido, esta regeneración es insuficiente para compensar la muerte celular y 

el daño ocasionados por las enfermedades cardiovasculares [76]. Las 

enfermedades cardiovasculares tienen un alto impacto en la sobrevida de los 

pacientes, existiendo tratamientos sintomáticos, pero no curativos. Se han realizado 

diversos estudios con el fin de encontrar mejores tratamientos o curas para estas 

enfermedades, pero, hasta el momento, no se ha logrado encontrar ninguno que 

sea lo suficientemente eficaz y seguro.  

  

El uso de las células troncales (SC) ha demostrado ser una alternativa que 

puede llegar a ser eficaz y segura para el tratamiento del infarto agudo de miocardio 

(IAM) [2]. Se ha observado tanto en modelos animales como en estudios clínicos 

que el trasplante de SC en IAM mejora la fracción de eyección del ventrículo 

izquierdo (FEVI) y disminuye el área de cicatriz ocasionada por el IAM. No obstante, 

se observan diferencias en las respuestas postrasplante celular de los pacientes, 

por ello se deben buscar nuevos abordajes para disminuir la variabilidad en la 

respuesta. 
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El objetivo principal de la terapia celular en la Cardiología es la regeneración 

y revascularización del miocardio para reestablecer la contractilidad sincrónica y 

conductividad bioeléctrica con miras a mejorar la función cardíaca sin generar 

efectos adversos en los pacientes. Para llegar a este objetivo, se han establecido 

diferentes abordajes para mejorar la respuesta a la terapia celular como la 

estimulación de la proliferación de cardiomiocitos existentes, la conversión directa 

de los fibroblastos cardíacos en cardiomiocitos, la activación endógena de las 

células progenitoras cardíacas y la generación de cardiomiocitos derivados de SC 

in vitro para su posterior uso en la terapia celular.  

 

La generación in vitro de cardiomiocitos se puede realizar con diversos tipos 

de SC del adulto como las células troncales mesenquimales derivadas de tejido 

adiposo (ASC), células troncales cardíacas (CSC) y células troncales 

pluripotenciales inducidas (iPSC). El éxito de la generación in vitro de cardiomiocitos 

se mide por la eficiencia terminal de diferenciación, sin embargo, esta depende de 

las características de cada tipo de SC. Algunos estudios recientes han obtenido una 

eficiencia terminal de diferenciación a cardiomiocito inmaduro o a células similares 

a cardiomiocitos fetales hasta en un 97 % [6,77,78], no obstante, estos estudios 

utilizan iPSC, que tiene un alto índice tumorigénico [10,11], por lo que no se han 

realizado estudios clínicos hasta el momento. 

 

Una propuesta es la generación de cardiomiocitos in vitro a partir de las ASC.  

Las ASC son una fuente de células troncales presente en los organismos adultos 

de fácil acceso [79]. La ventaja de las ASC en comparación a las iPSC es que el 

riesgo de generación de tumores a partir de ellas es mínimo (menor índice 

tumorigénico) [60], además de haber demostrado que su uso es seguro y eficaz en 

estudios clínicos, pero la eficiencia terminal de diferenciación a cardiomiocito 

generalmente es limitada y variable dependiendo del protocolo de inducción a la 

diferenciación cardíaca. Por esta razón, es importante identificar que método de 

diferenciación puede aumentar la eficiencia de diferenciación a cardiomiocito a partir 

de las ASC, lo cual nos permitiría obtener una cantidad suficiente de cardiomiocitos 
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para transplante celular o para otras aplicaciones como los modelos de 

enfermedades genéticas en futuro.  

 

3. Pregunta de investigación 

 

¿Cuál es el mejor método de diferenciación para aumentar la eficiencia de 

diferenciación a cardiomiocito a partir de las ASC? 

4. Justificación  

 Las SC son una fuente de células renovables que tienen la capacidad de 

diferenciación a diferentes estirpes celulares. La terapia celular se ha convertido en un 

recurso para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares, donde se ha 

demostrado que el uso de las SC en los pacientes es seguro y eficaz, sin embargo, aún 

existen algunas limitaciones por resolver en el área clínica. 

 Para poder resolver estas limitaciones se tiene que regresar a la investigación 

básica. Existen diversas estrategias que pueden ayudar: una de ellas es la generación 

in vitro de cardiomiocitos. La generación in vitro de cardiomiocitos tiene como ventaja 

controlar el número o el subtipo de cardiomiocitos que en un momento dado se quisiera 

trasplantar.  

Las ASC son una alternativa para la generación de cardiomiocitos in vitro ya que 

tienen como ventaja, su accesibilidad y su bajo índice tumorigénico en comparación a 

las ESC e iPSC. No obstante, la proliferación de las ASC diferenciadas a cardiomiocito 

es limitada y en muchos casos no se ha cuantificado la eficiencia de diferenciación con 

método cuantitativo que permita su comparación con otros métodos. 

 A fin de resolver dicha problemática, el presente estudio inducirá la diferenciación 

cardíaca de las ASC por medio de diversos métodos como factores de crecimiento, 

medios semisólidos, moléculas pequeñas o cocultivos con cardiomiocitos para obtener 

una alta eficiencia de diferenciación hacia cardiomiocito a partir de las ASC. La eficiencia 

de diferenciación a cardiomiocito será evaluada por medio del porcentaje de células 
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positivas para un marcador de diferenciación cardíaca tardío (Troponina T, TnT) con un 

método cuantitativo (citometría de flujo). 

 En un futuro, el conocimiento obtenido a partir del presente estudio podría ayudar 

a optimizar la eficacia terapéutica disminuyendo la variabilidad de respuesta a la terapia 

celular en estudios clínicos por medio de la generación de cardiomiocitos in vitro a partir 

de las ASC. Incluso, los cardiomiocitos generados a partir de estas células pueden ser 

utilizados en las diversas aplicaciones de las SC como estudios farmacológicos in vitro 

o modelos de enfermedad genética. 

5. Objetivos 

 

5.1 Objetivo principal 

Aumentar la eficiencia terminal de diferenciación hacia cardiomiocito a partir de 

las ASC. 

 

5.2 Objetivos específicos 

1. Extraer y caracterizar por medio de citometría de flujo las ASC.  

2. Inducir la diferenciación a cardiomiocito de las ASC empleando medios 

condicionados con factores de crecimiento específicos (BMP-4, VEGF, 

bFGF, NRG-1, HGF y/o IGF-1), adenovirus recombinantes que inhiben 

expresión del gen A20, medios semisólidos y/o cocultivos con 

cardiomiocitos. 

3. Evaluar la eficiencia de diferenciación a cardiomiocito a partir de las ASC 

por medio de una herramienta cuantitativa (citometría de flujo). 

 

6. Hipótesis 

La combinación de protocolos de diferenciación cardíaca utilizado en las 

IPSC y protocolos de diferenciación cardíaca en las ASC (factores de crecimiento 

específicos del desarrollo cardíaco, cocultivos, moléculas pequeñas, entre otros) 

que semejen la cardiomiogénesis aumentará la eficiencia de diferenciación a 

cardiomiocito a partir de las ASC. 
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7. Material y Métodos 

 

7.1 Diseño del estudio  

El presente consiste en un estudio de medicina traslacional fase 0 (Investigación 

básica). El diseño del estudio es experimental en el que se consideraron 3 réplicas 

biológicas para el experimento de diferenciación cardíaca óptimo.  

 

7.2 Extracción de las células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASC)  

Se utilizaron ratas macho o hembra de la cepa Wistar de 250 a 300 g de peso. 

Mantenidas en bioterio en jaulas con libre acceso al agua y alimento, con ciclos de 

luz/oscuridad de 12 horas en estricto apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-

1999 para cuidado de animales de experimentación. 

Se realizó eutanasia de la rata mediante CO2. Se rasuraron las patas traseras, 

abdomen y región lumbar. En condiciones de asepsia y con material estéril, se realizó 

una incisión en la piel abdominal y se procedió a disecar el tejido adiposo subdérmico. 

El tejido adiposo extraído se colocó en un tubo de 50 mL con 30 mL de PBS 1x estéril 

(NaCl, 8g/L; KCl, 0.2g/L; Na2HPO4, 1.09g/L; KH2PO4, 0.26 g/L, pH 7.2) con una mezcla 

antibióticos y antimicótico al 3x (100 U/mL penicilina, 100 g/ml estreptomicina y 

anfotericina B). 

En una campana de flujo laminar vertical, en condiciones estériles, se colocó el 

tejido adiposo extraído en una caja Petri con una cantidad mínima de PBS 1x + 

antibiótico-antimicótico al 1% (penicilina, estreptomicina y anfotericina B, antibiótico-

antimicótico, Gibco™) y se disgregó por medio de tijeras y bisturí hasta obtener una 

mezcla homogénea. Se colocó el tejido adiposo disgregado y homogeneizado en un tubo 

de plástico de 50 mL, a este se le agregó 10-15 mL de colagenasa tipo II al 0.1 % (Sigma) 

en medio DMEM (Gibco™) y se incubó con agitación constante a 37°C durante 45 a 60 

minutos. Se agregó un volumen igual al material digerido de medio completo (DMEM 

bajo en glucosa + 10% SFB + antibiótico-antimicótico al 1%) para inactivar la digestión 
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de la colagenasa. Se filtró el material digerido con tela de chifón estéril en un frasco 

Erlenmeyer de 100 mL, el filtrado se cambió a un tubo de 50 mL y se centrifugó a 2500 

rpm por 10 minutos, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el botón con 10 mL 

de DMEM completo, se centrifugó a 2100 rpm por 6 min, se descartó el sobrenadante y 

se agregó 10 mL de buffer de lisis de amoníaco-cloruro-potasio (ACK) resuspendiendo 

el botón por pipeteo, se dejó reposar durante 5 a 10 min a temperatura ambiente para 

lisar los glóbulos rojos de la fracción estromal vascular (SVF). Para inactivar la reacción 

de lisis, se agregó 10 mL de DMEM completo y se centrifugó a 2,500 rpm por 10 minutos, 

se descartó el sobrenadante y se resuspendió el botón con 10 mL de DMEM completo, 

se centrifugó a 2100 rpm por 6 min, se descartó el sobrenadante, repitiendo este último 

paso dos veces. Se resuspendió el botón con 10 mL de DMEM completo y la solución se 

pasó por un filtro de 100 m sobre un colador de acero inoxidable estéril a un tubo cónico 

nuevo de 50 mL. Se sembraron las ASC con DMEM completo en 8-10 cajas p100 y se 

mantuvieron en una incubadora a una temperatura de 37°C con 5 % CO2. 

 

7.3 Mantenimiento de los cultivos de las ASC 

La proliferación de los cultivos se evaluó diario para observar el desarrollo de 

colonias visibles y descartar la presencia de microorganismos patógenos. Las colonias 

fueron visibles a partir de las 24 horas posterior a su extracción y siembra. La población 

las ASC en los cultivos celulares se evaluaron por su adherencia, morfología espiculada 

y su expansión a través de los pases. Se realizaron subcultivos cada vez que los cultivos 

presentaron una confluencia del 70 % al 80 %.  La viabilidad celular de las ASC se midió 

con azul de tripano con un hemocitometro (cámara de Neubauer) o por citometría de flujo 

con ioduro de propidio.  

 

7.4 Citometría de flujo 

Se recolectaron las células de las cajas de cultivo empleando tripsina (1x) y se 

centrifugó a 1,500 rpm por 5 min. El botón celular fue lavado con 1 mL de PBS al 0.8 % 

de albúmina bovina (BSA) y 0.02 % de azida de sodio. Se fijaron las células con 
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paraformaldehído al 4 % durante 10-15 minutos. Para los marcadores intracelulares, se 

permeabilizaron las células con Tritón X-100 al 0.1 % o saponina al 0.1 %; para 

marcadores intranucleares, se permeabilizaron las células con solución de Tritón X-100 

al 0.5 % durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las células con 1 mL de 

PBS mezclado con 0.8 % de albúmina sérica bovina (BSA) y 0.02 % de azida de sodio, 

se centrifugaron a 1,500 rpm por 5 minutos. Los anticuerpos primarios se incubaron 

durante 30-45 min a temperatura ambiente. Los anticuerpos que se utilizaron para la 

caracterización de las ASC indiferenciadas fueron los siguientes: CD90, CD29, CD44, 

RT1A, CD73, CD106, CD105, CD45, CD34 y CD31. También se evaluaron otros 

marcadores de superficie relacionados con la diferenciación a cardiomiocito como 

CD106 (VCAM), Conexina-43 y SIRPα. Los marcadores de diferenciación cardíaca que 

se evaluaron tanto en las ASC indiferenciadas como en el seguimiento de los 

experimentos fueron los siguientes: Gata-4, Nkx2.5 , TnT, Cadena pesada de miosina 

(Myh) y el  receptor sarcoplásmico de calcio (SerCa2). Como anticuerpos secundarios, 

se utilizaron anticuerpos acoplados a fluoróforos como isotiocinato de fluorosceina 

(FITC), ficoeritrina (PE), Alexa488 o Alexa647 por 30-45 min a temperatura ambiente. 

7.5 Inmunofluorescencia  

Los cultivos de ASC indiferenciadas y los cultivos de los diferentes experimentos 

realizados para la diferenciación cardíaca se lavaron 3 veces con PBS 1X a 4°C, las 

células se fijaron con paraformaldehído al 4 % durante 30 minutos a 4°C. Se lavaron 

nuevamente los cultivos con PBS1X  se permeabilizaron las células con solución de 

Tritón X-100 al 0.5 % durante 10 minutos; se lavaron nuevamente 3 veces con PBS 1X 

a 4°C. Se incubó con solución bloqueadora (Biocare Medical, Background Sniper) o con 

BSA 3 % por 10 minutos y se lavó 3 veces con PBS 1X a 4°C. Los anticuerpos primarios 

(CD90, Gata-4, Nkx2.5 , TnT, MyH, SerCa2, CD106, Conexina-43 y SIRPα) se incubaron 

durante 45- 60 minutos a temperatura ambiente (1:100-1:200). Las células fueron 

lavadas 3 veces con PBS 1X a 4°C y se incubaron los anticuerpos secundarios (1:200-

1:300) durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se agregó medio de montaje con 

DAPI (Santa Cruz ChemCruz™ Ultracruz™ Mounting Medium). Se obtuvieron las 

imágenes por medio de un microscopio confocal (Zeiss, LSM700). 
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7.6 Experimentos de diferenciación hacia cardiomiocito a partir de las ASC 

Para la generación de cardiomiocitos in vitro a partir de las ASC, se probaron 

diferentes condiciones de cultivo para determinar cuáles de estas eran las óptimas. 

Los experimentos de diferenciación cardíaca in vitro de las ASC de rata se 

realizaron basados en protocolos previamente reportados a los que se les hicieron 

modificaciones pertinentes o se combinaron. La descripción detallada de cada uno de 

los experimentos se realizó en la sección de resultados del presente documento. A 

grandes rasgos, se mencionan a continuación las condiciones de diferenciación de los 

cultivos de ASC utilizados: 

1. Molécula pequeña (Cardiogenol-C) a diferentes concentraciones [47–49]. 

2. Medios condicionados con factores de crecimiento como FGF-2, HGF, IGF-1 y 

VEGF, BMP-4, y/o interleucinas como IL-6 que favorecen la diferenciación a 

cardiomiocito [39,40,80].  

3. Transducción de un gen que inhiben la vía clásica de NF-kB ( A20) con adenovirus 

recombinantes aunado a factores de crecimiento (BMP-4, VEGF, IGF-1 y/o HGF) 

o interleucina 6 (IL-6) [81–83]. 

4. Cocultivos indirectos o directos con cardiomiocitos neonatales [52,62]. 

5. Medio semisólidos comerciales como Methocult™ M3134 y M3534 que contienen 

interleucinas como IL-6, IL-3, Stem Cell Factor, estos se combinaron con algunos 

factores de crecimiento antes mencionados [44,45,67]. 

De cada experimento se determinó el estado de diferenciación cardíaca por medio 

de marcadores de diferenciación cardíaca como Gata-4, Nkx2.5, TnT, Myh y/o SerCa2, 

por medio de citometría de flujo y/o inmunofluorescencia con microscopia confocal 

(protocolos previamente mencionados). 

7.7 Construcción de plásmidos y generación de adenovirus recombinante A20  

El adenovirus recombinante que sobreexpresa el gen A20 que se utilizó para 

inhibir la vía clásica de NF-κB fue sintetizado siguiendo los siguientes pasos [81,84]: 1) 
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Subclonación y selección del gen A20 para transferirlo al vector pshuttle, 2) linealización 

y transformación por recombinación homóloga para introducir el gen A20 en la estructura 

del adenovirus (∆E1), 4) linealización de la estructura pAdEasy + A20, 5) Transfección 

de células HEK 293 con el adenovirus  pAdEasy + A20 para amplificación y posterior 

purificación. En experimentos preliminares, se demostró que una MOI (Multiplicity of 

Infection) de 100 es suficiente para lograr modificar los patrones de expresión y ver 

resultados [81,84].  

Se realizaron cultivos de ASC por triplicado para poder realizar conteo celular y 

valorar la viabilidad a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la transducción con adenovirus 

recombinantes que contenían el gen A20. El conteo celular y la viabilidad se realizaron 

en una cámara de Neubauer empleando azul de tripano. Se observó la morfología celular 

de ambos cultivos con tinción de hematoxilina y eosina a las 72 horas post-transducción 

para observar cambios morfológicos relacionados al adenovirus recombinante.  

La construcción y los experimentos relacionados con el uso de DNA recombinante 

fueron realizados siguiendo las guías internacionales de investigación para moléculas de 

DNA recombinante.  

7.8 Extracción de cardiomiocitos neonatales  

La extracción de cardiomiocitos neonatales se realizó con algunas modificaciones 

en el protocolo de Ehler y colaboradores [85]. Consistió en la extracción de corazones 

de ratas neonatas Wistar (1-5 días) por medio de decapitación de las ratas. Los 

corazones fueron cortados en pequeños fragmentos para su subsecuente digestión 

enzimática con tripsina al 0.1 % con agitación constante, cada 15 min se descartó el 

sobrenadante, a los 45 min se recuperó el sobrenadante hasta la disgregación total del 

tejido cardíaco. Se agregó medio HAM F10 con 10 % SFB para inactivar la digestión de 

la tripsina. Se centrifugó a 1,200 rpm por 5 minutos y se sembró en una botella T75. Se 

incubó a 37°C con CO2 al 5 % durante una hora. Se recolectó el sobrenadante de la T75, 

se centrifugó a 1,200 rpm por 5 minutos y se sembró en una placa nueva.  
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7.9 Análisis estadístico 

Los datos fueron presentados como la media  desviación estándar de la media. 

Se utilizó una prueba t de Student o prueba de U de Mann-Whitney para comparar dos 

grupos. Las diferencias se considerarán como significativas con un p < 0.05. 

 

8. RESULTADOS  

8.1 Extracción y caracterización de las células troncales mesenquimales derivadas 

de tejido adiposo (ASC). 

Las ASC se aislaron del tejido adiposo subcutáneo mediante disgregación 

manual y digestión enzimática por medio de colagenasa. Las células obtenidas se 

sembraron en cajas de cultivo para su proliferación y mantenimiento. Los cultivos 

se vigilaron diariamente y se cambió el medio cada 2-3 días. Cuando los cultivos se 

encontraban al 70-80 % de confluencia, se utilizó tripsina para separar la células de 

la caja de cultivo y resembrarlas en placas nuevas (pases). Durante su proliferación 

se observó la morfología típica de las ASC, donde se observaron células alargadas 

similares a los fibroblastos (Figura 3). 

Para confirmar que las ASC mantienen sus características fenotípicas 

después de su crecimiento en cultivo, se evaluaron y caracterizaron las ASC 

indiferenciadas por medio de citometría de flujo (FACscalibur Becton Dickinson).  Se 

observó que las ASC extraídas por el método antes mencionado fueron positivas 

para los marcadores de superficie característicos de dichas células. El 

inmunofenotipo de las ASC se realizó con marcadores de superficie previamente 

establecidos para la caracterización. Se observó que las células ASC en el estado 

indiferenciado son positivas para CD90, CD29, CD44, RT1A, CD73, CD106 (VCAM) 

y son negativas para CD45, CD34 y CD31 (Figura 4).  

También se valoró el porcentaje de células positivas para marcadores de 

diferenciación cardíaca en las ASC indiferenciadas, las células mostraron ser 

negativas para los marcadores de diferenciación cardíaca Gata-4, Nkx2.5, TnT, TnI, 
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Myh y para el receptor sarcoplásmico de calcio SerCa2  (Figura 5A). Las células se 

marcaron con inmunofluorescencia observadas mediante microscopio confocal 

(Zeiss LSM700), tanto para marcadores de superficie como CD90, marcador 

característico de las células troncales. En las ASC, no se observaron células 

positivas para marcadores de cardiomiocitos como Nkx2.5, Myh y SerCa2 (Figura 

5B).  
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Figura 3. Micrografía de células troncales derivadas de tejido adiposo subcutáneo 

de rata (ASC) a las A) 24 horas, B) 48 horas y C) 5 días post-extracción, donde se 

observa células con morfología similar a fibroblasto.  
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Figura 4.  A) Histogramas de citometría de flujo marcadores de superficie (CD90+, 

CD73+, CD29+, RT1A+, CD44+, CD34-, CD45- y CD31-) en color rojo e isotipo 

control en color gris. B) Gráficas del porcentaje de células positivas por citometría 

de flujo para los marcadores de superficie para la caracterización de las ASC 

indiferenciadas. 
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Figura 5.  A) Gráficas del porcentaje de células positivas por citometría de flujo para 

los marcadores de diferenciación cardíaca Gata-4, Nkx2.5, TnI, TnT, Myh y SerCa2. 

B, C, D) Micrografía de ASC indiferenciadas, obtenida con microscopio confocal de 

la para el marcador de diferenciación cardíaca temprana Nkx2.5 (B) y los 

marcadores tardíos Myh (C) y SerCa2 (D).  
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8.2 Experimentos de diferenciación cardíaca de las células troncales 

mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASC). 

Para aumentar la eficiencia terminal de diferenciación hacia cardiomiocito a 

partir de las ASC, se realizaron una serie de experimentos de inducción a la 

diferenciación hacia cardiomiocito, en los cuales, se probaron diferentes 

condiciones de cultivos como factores de crecimiento específicos del desarrollo 

cardíaco, interleucinas, adenovirus recombinantes, moléculas pequeñas, medios 

semisólidos comerciales y cocultivos con cardiomiocitos neonatales.  

En total, se realizaron 10 protocolos de inducción a la diferenciación a 

cardiomiocito con diferentes condiciones de cultivo en las células ASC (Anexo, 

Tabla1). La eficiencia de diferenciación a cardiomiocito de cada protocolo de 

diferenciación (experimento) fue evaluada por medio de citometría de flujo para 

poder cuantificar el porcentaje de células positivas para troponina T (TnT) (marcador 

de diferenciación cardíaca tardío). También, se evaluó la morfología celular en los 

cultivos durante el experimento para valorar cambios compatibles con un 

cardiomiocito.  

Los experimentos realizados mostraron resultados variables en la eficiencia 

de diferenciación a cardiomiocito a partir de las ASC. En la tabla 2, se muestran la 

eficiencia de diferenciación obtenida en diferentes protocolos realizados. Los 

experimentos que mostraron una mayor cantidad de células positivas para TnT, 

cambios morfológicos y presencia de proteínas cardíacas (marcadores de 

diferenciación cardiaca como Gata-4, TnT y Myh) fueron los experimentos en los 

que se incluyeron factores como BMP-4, VEGF, IL-6, IL-3 y medios semisólidos 

(Methocult™) (Anexo 1) (Ibarra-Ibarra, BR, Stem cell International, 2019). Los 

experimentos con moléculas pequeñas, adenovirus recombinantes/factores de 

crecimiento/IL6, así como los experimentos con cocultivos indirectos de 

cardiomiocitos neonatales, mostraron aumento de algunos marcadores cardíacos, 

pero no se observaron cambios morfológicos compatibles con un cardiomiocito tan 

evidentes como en los observados con los medios semisólidos (células binucleadas, 

elongadas, patrón de alineamiento y formación de estructuras similares a rosetas)  

(Tabla 2). 
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Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos de los experimentos de 

diferenciación cardíaca.  

 Condiciones del 
cultivo 

Días Eficiencia de 
diferenciación a 
cardiomiocito 

(% Troponina T) 

Observaciones 

Molécula pequeña Cardiogenol C 15 5.2 % 
No se observaron 
cambios significativos 

Adenovirus 
recombinantes + 

Factores de 
crecimiento + IL6 

AdA20 
BMP4+VEGF+IL6+ 

IGF1+HGF 
14 10.3 % 

Células rectangulares 
binucleadas/alineamie
nto celular 

Cocultivo con 
cardiomiocitos 

Cocultivo 
indirecto 

14 16.7 % 

Células 
alargadas/patrón de 
alineamiento 
IF (7d): Nkx2.5-/MyH-
/TnT-) 

Medio semisólido a 
base de 

metilcelulosa + 
Factores de 

crecimiento e 
Interleucinas 

M3134 
BMP4+VEGF+IL6 

14 18.3 % 
Células rectangulares a 
partir del día 5. 

M3534 (IL3, IL6 y 
SCF) 

BMP4+VEGF 
15 44 % 

Morfología compatible 
con cardiomiocito. 
IP (21d): Gata4+/TnT+/ 
MyH+/SerCa2+ 
[86] 

 

8.2.1 Diferenciación cardíaca con moléculas pequeñas: Cardiogenol C 

La diferenciación a cardiomiocito se indujo por medio de una molécula 

pequeña denominada cardiogenol C (Cdg-C). El Cdg-C es una diaminopirimidina 

que induce la cardiomiogénesis en las ESC y en células progenitoras del bulbo 

piloso (CD34+K15+), aumentando principalmente los niveles de expresión de Gata-

4, Mef2, Nkx2.5 y la cadena pesada de miosina (MHC)[47–49].  El Cdg-C actúa a 

nivel de la vía de Wnt/β-catenina funcionando como un activador, disminuyendo los 

niveles de Kremen-1 y Dkk-1, ambos inhibidores de la vía de Wnt/β-catenina [47–

49]. Se probaron 3 concentraciones de Cdg-C previamente reportadas en la 

literatura [1 M], [5 M] y [10 M] [47–49] (Anexo 2, Figura 1A).  

El porcentaje de células positivas para 4 marcadores de diferenciación 

cardíaca (Gata-4, TnT, Myh y SerCa2) se analizó por medio de citometría de flujo. 

Los porcentajes fueron muy similares entre las 3 concentraciones. La mejor 
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condición fue la de 5 M obteniendo Gata- 4 (2.25 %), TnT (5.22 %), Myh (7.44 %) 

y SerCa2 (4.2 %) (Anexo 2, Figura 1B). 

En las tres concentraciones evaluadas, no se observaron cambios 

morfológicos significativos (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Micrografía de ASC inducidas a la diferenciación cardíaca con 
Cardiogenol C con diferentes concentraciones en los días 10 (A) y 15 (B). 
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8.2.2 Diferenciación cardíaca con factores de crecimiento, interleucinas y 

adenovirus recombinantes: AdA20 + BMP-4 + VEGF + IL-6 + IGF-1 + HGF 

 

En un estudio previo [81], observamos que la inhibición de la vía clásica de 

NF-κB por medio de un adenovirus recombinante que contenía el gen A20 (Ad-A20) 

que codifica para la deubiquitinasa A20 [87], parecía inducir la diferenciación de las 

ASC aunado a los factores de crecimiento como BMP-4 [10ng/mL]+ FGF-2 [81]. 

 A diferencia del experimento en el estudio previo, en este experimento se 

utilizó una concentración mayor de BMP-4 [30 ng/mL], además de estimular las ASC 

con el factor de crecimiento VEGF en lugar de estimular con FGF-2. También se 

adicionó una interleucina (IL-6) con potencial cardiogénico ya que, según un estudio 

previo, dicha interleucina aumenta los niveles de Gata-4, Nkx2.5, TnT y conexina 

43 por medio de la modulación de las vías de señalización como 

PI3K/Akt/PTEN/PKC ζ [75].  

Para dicho experimento se consideraron varias combinaciones de factores 

de crecimiento (BMP-4, VEGF, IGF-1 y/o HGF), IL-6 y Ad-A20, como se muestra en 

en el Anexo 2, Figura 2A.  Se observó la expresión de Nkx2.5 entre 13.65 – 34.44 

%, obteniendo el valor más alto de Nkx2.5 en los cultivos con (Ad-A20 + BMP-4 + 

VEGF + IGF-1 + HGF + IL-6). Gata-4 también mostró valores entre 9.71 – 12.99 %, 

siendo el porcentaje más alto para la condición (Ad-A20 + BMP-4 + VEGF + IL-6). 

El porcentaje de células positivas para TnT fue menor al 10 % en las diferentes 

condiciones de cultivo, el mayor porcentaje se observó en el cultivo estimulado con 

Ad-A20 + BMP-4 + VEGF + IL-6 (Anexo2, Figura 2B). A los 21 días, los porcentajes 

de células positivas para los marcadores de diferenciación cardíaca analizados 

disminuyeron en todas las condiciones, siendo los valores de Gata-4, Nkx2.5 y TnT 

para la condición con Ad-A20 + BMP-4 + VEGF + IL-6 de 2.28 %, 6.03 % y 2.91 %, 

respectivamente (Anexo 2, Figura 2C). Las células mostraron cambios evidentes a 

los 21 días en comparación con el control. Se observaron células binucleadas con 

un patrón de alineamiento de células de forma tubular y con núcleo central similares 

a cardiomiocitos en las siguientes condiciones: BMP-4 + VEGF + IL-6 y Ad-A20 + 

BMP-4 + VEGF + IGF-1 + HGF + IL-6 (Figura 7). 
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Figura 7.  Micrografía de los cultivos de ASC inducidas a la diferenciación cardíaca 

con al día 1 (A) condición control, IL-6 y Ad-A20 + IL-6, y cultivos al día 21 de las 

diferentes condiciones (B).  
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8.2.3 Diferenciación cardíaca con cocultivos de cardiomiocitos: Cocultivo indirecto 

 

Se valoró el uso de cocultivos de cardiomiocitos neonatales y ASC.  

Previamente, se ha reportado el uso de cocultivo indirectos para inducir la 

diferenciación a cardiomiocito [52]. Se extrajeron los cardiomiocitos de ratas 

neonatas de 1 a 5 días de nacidas por medio de tripsina (Anexo 2, Figura 3). En 

los cultivos de cardiomiocitos neonatales, se observaron células alargadas, 

“apantalonadas” o en forma de “Y”, con estructuras miofilamentosas, células 

binucleadas, fusión celular y células esféricas refringentes.  

A las 24 horas de su extracción, se observó contracción de los cardiomiocitos 

neonatales de rata. Se demostró por inmunofluorescencia que los cardiomiocitos 

neonatales presentaban marcadores de diferenciación cardíaca como Gata-4, 

Nkx2.5, Myh y TnT. Los cardiomiocitos neonatales fueron sembrados en insertos de 

plástico con una membrana con un poro de 0.4 m (Inserto Millicell® CM Millipore 

o Inserto PET Millipore 24 well Millicell ® Hanging Cell Culture Insert) para crear un 

cocultivo indirecto, el cual no permite el paso de los cardiomiocitos hacia el cultivo 

de ASC, esto con el fin de obtener sustancias o moléculas secretadas por los 

cardiomiocitos que ayuden a la diferenciación (Anexo 2, Figura 3).  

Los cardiomiocitos neonatales dentro del inserto formaron esferas de 

cúmulos de células. Las ASC en cocultivo, a partir del día 5-7, mostraron un patrón 

de alineamiento y células alargadas, no se observaron contracciones espontáneas 

(Figura 8). Al día 7, no se observaron marcadores cardíacos como Gata-4, Nkx2.5 

y TnT por inmunofluorescencia (Anexo 2, Figura 3C).  

Al día 14, se analizó el porcentaje de células positivas para los marcadores Gata-4 

(5.85 %), Nkx2.5 (24.64 %), TnT (16.67 %) y Myh (9.18 %) para el cocultivo (Anexo 

2, Figura 3D). El porcentaje obtenido mostró una alta eficiencia de diferenciación a 
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células similares a cardiomiocito, sin embargo, trasladar el uso de cocultivos al área 

clínica sería imposible por requerir la extracción de cardiomiocitos.  

 

Figura 8. Micrografía de cardiomiocitos en un inserto en el día 8 (A) y ASC inducidas 

a la diferenciación cardíaca por medio de cocultivo indirecto con cardiomiocitos (B).   
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8.2.4 Diferenciación cardíaca con factores de crecimiento, interleucinas y medios 

semisólidos a base de metilcelulosa: BMP-4 + VEGF + Methocult ™ M3134 + IL-6 

En el experimento # 9, se probaron 4 condiciones de cultivo para la 

diferenciación a cardiomiocito y se utilizó un medio semisólido comercial 

Methocult™ M3134 (STEMCELLS™ Technologies) (Anexo 2, Figura 4A). El 

Methocult™ M3134 contiene IMDM y metilcelulosa al 1 %, no contiene otros factores 

o interleucinas, razón por la que se agregó IL-6.  

Las células se analizaron por citometría de flujo a los días 30 y 45 del 

experimento, un marcador de diferenciación temprana (Nkx2.5) y un marcador de 

diferenciación tardía (Myh) (Anexo 2, Figura 4B). A los 30 días, se observaron 

porcentajes de células positivas para Nkx2.5 entre 13.2 % y 24.25 %, para la cadena 

pesada de miosina (Myh), se observaron valores entre 10.55 % y 22.73 %, 

obteniendo el valor más alto en ambos marcadores las ASC inducidas con M3134 

+ BMP-4 + VEGF + IL-6 (Anexo 2, Figura 4B). A los 45 días, se observó una 

disminución del porcentaje de células positivas para Nkx2.5 y Myh, sin embargo, los 

valores más altos continuaron siendo aquellas ASC inducidas con M3134 + BMP-4 

+ VEGF + IL-6 con 8.8 % de Nkx2.5 y 16.7 % para Myh.   

Las células mostraron cambios evidentes en la morfología celular a partir del 

día 10. A los 35 días se observaron células con estructuras similares a 

miofilamentos, células binucleadas, células con formas rectangulares 

“apantalonadas” similares a cardiomiocitos, a pesar de dichas características no se 

observaron contracciones espontáneas (Figura 8). 

A los 40 días, se demostró por inmunofluorescencia la presencia de células 

positivas para Nkx2.5 y Myh en la condición M3134 + BMP-4 + VEGF+ IL-6 (Figura 

9). 
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Figura 8.  Micrografía de ASC inducidas a la diferenciación al día 35 de las 
diferentes condiciones de cultivo (M3134 +IL-6 +BMP-4 (A) y M3134 +IL-6 +BMP-4 
+ VEGF (B)) donde se observan células rectangulares “apantalonadas” y células 
binucleadas con morfología similar a cardiomiocito.  
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Figura 9. Micrografía de ASC inducidas a la diferenciación cardíaca con M3134 +IL-
6 +BMP-4 + VEGF al día 40 para el marcador de diferenciación cardíaca temprano 
Nkx2.5 y  el marcador de diferenciación cardíaca tardío Myh. Se observan células 
positivas tanto para Nkx2.5 (A) como para Myh (B). Micrografía obtenida con 
microscopio confocal, escala 10 µm. 
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8.2.5 Diferenciación cardíaca con factores de crecimiento y un medio semisólido a 

base de metilcelulosa con interleucinas: BMP-4 + VEGF + Methocult ™ M3435  

 

El uso de factores de crecimiento que inducen la cardiomiogénesis (BMP-4 y 

VEGF) aunado al uso de medios semisólidos basados en metilcelulosa (Methocult 

M3534) que contienen interleucinas (IL-3 e IL-6) con potencial cardiogénico mostró 

una buena eficiencia de diferenciación hacia células similares a cardiomiocito. Los 

resultados referentes a la dicha diferenciación se muestran en el anexo 1 (Artículo 

publicado en la revista Stem Cell International [86]. 

 

A grandes rasgos se observó un aumento de la eficiencia de diferenciación a 

células similares a cardiomiocito de 39-44% a los 15 días en 3 réplicas biológicas y 

presencia de marcadores de diferenciación cardíaca como Gata-4, TnT, MyH y 

SerCa2 a los 21 días [86]. También se buscaron posibles marcadores de superficie 

que permitieran la separación de las células similares a cardiomiocito derivadas de 

las ASC del resto de células sin marcadores cardíacos. Se buscaron posibles 

marcadores de superficie previamente reportados en los cardiomiocitos derivados 

de iPSCs y ESCs como SIRP-α y CD106 (VCAM-1), sin embargo, estos marcadores 

no pueden ser utilizados para la purificación de las células similares a cardiomiocito 

derivadas de las ASC, ya que los marcadores de superficie (SIRP-α y CD106 

(VCAM-1)) se encuentran presentes en el estado indiferenciado de las ASC [86].   
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9. Discusión de los avances obtenidos 

 

 Las SC son una fuente de células renovables que pueden dar lugar a diversos 

tipos celulares, lo cual hace atractivo su uso para la regeneración de tejidos.  El 

presente protocolo tuvo como objetivo principal aumentar la eficiencia de 

diferenciación a cardiomiocito de las ASC ante la heterogeneidad de los resultados 

obtenidos en los diferentes protocolos de diferenciación previamente descritos en la 

literatura.  Para determinar cuál es el método de diferenciación a cardiomiocito a 

partir de las ASC con mayor eficiencia, se probaron diferentes experimentos de 

diferenciación que incluían el uso de moléculas pequeñas, factores de crecimiento, 

adenovirus recombinantes, cocultivos con cardiomiocitos, medios semisólidos 

comerciales, interleucinas o la combinación de estos.  

 

En el presente estudio, observamos que el uso de medios semisólidos 

comerciales como Methocult ™ M3134 suplementado con IL-6 y Methocult™ M3534 

(que contiene interleucinas (IL-3 e IL-6) cardiogénicas) en combinación con factores 

de crecimiento críticos de la cardiomiogénesis (BMP-4 y VEGF) presentaban 

cambios evidentes en la morfología celular, observando células de formas 

rectangulares o tubulares, células redondas, núcleos centrales, patrón de 

alineamiento celular, células con estructuras similares a miofilamentos y células 

binucleadas, similares a la morfología de un cardiomiocito. Ambos protocolos 

mostraron una alta eficiencia de diferenciación a células similares a cardiomiocito, 

no obstante, la eficiencia de diferenciación fue mayor en los cultivos con Methocult™ 

M3534 en combinación con factores de crecimiento críticos de la cardiomiogénesis 

(BMP-4 y VEGF) hasta un 44% de células positivas para TnT (marcador de 

diferenciación cardíaca tardío) en el día 14 y la presencia de marcadores de 

diferenciación cardíaca como Gata-4, TnT, Myh y SerCa2 al día 21.  

 

Previamente, se había descrito el uso del Methocult™ M3534 y el M3134 

(suplementado principalmente IL-6 y IL-3) en la diferenciación a células similares a 

cardiomiocitos  a partir de las ASC [44,45,67].  Los resultados obtenidos en los 



39 
 

estudios anteriores fueron controversiales, ya que en el estudio de Carvalho y 

colaboradores no se encontraron cambios en la morfología tan evidentes como los 

observados en los otros dos estudios previos [44,45].  A diferencia de los protocolos 

de diferenciación con medios semisólidos complementados con interleucinas, el 

presente estudio utilizó la combinación de estos medios semisólidos que contienen 

IL-3 e IL-6 aunado a dos factores de crecimiento (BMP-4 y VEGF) críticos para la 

cardiomiogénesis, aumentando el número de células positivas para TnT  hasta en 

un 44% sin la necesidad de separar clonas como el caso del estudio de Leobon y 

colaboradores [44]. A diferencia de los estudios previos, no se observaron 

contracciones espontáneas que nos permitiera hacer un análisis funcional.  

 

La cardiogénesis es un proceso sumamente complejo que depende de la 

interacción de varias vías de señalización que, a su vez, dependen de la expresión 

de genes en tiempo y espacio siendo un proceso altamente regulado. Por esta 

razón, es de suma importancia considerar la combinación de factores de crecimiento 

y moléculas pequeñas que promuevan genes relacionados con la cardiomiogénesis.  

El factor de crecimiento BMP-4 utilizado en el protocolo de diferenciación con mayor 

eficiencia es una proteína de la superfamilia del factor de crecimiento de 

transformación β (TGF-β) que tiene un papel fundamental en el desarrollo 

embrionario cardíaco, promoviendo la especificación del primer campo de desarrollo 

cardíaco, comprometiendo a las células a un mesodermo cardíaco [4,40]. El factor 

de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) también utilizado en el protocolo de 

diferenciación con mayor eficiencia, es un factor de crecimiento que, aunque juega 

una papel importante en la angiogénesis, ha sido utilizado en la diferenciación 

cardíaca activando AKT [39]. Cabe mencionar que ambos factores de crecimiento 

se utilizaron en las concentraciones utilizadas previamente descritas para la 

diferenciación de las iPSC a cardiomiocitos [39], por lo que tanto las iPSC como las 

ASC requieren de los mismos estímulos para su diferenciación a cardiomiocito.  

En este trabajo buscamos aumentar aún más la eficiencia de diferenciación, 

aislando la población de células que presentaban características similares a 

cardiomiocito y  células cTnT positivas con marcadores de superficie que 
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previamente se habían propuesto para purificar los cardiomiocitos derivados de las 

iPSC [46,78], como VCAM-1 y SIRPα  [46,88].  Determinamos por citometría de flujo 

dichos marcadores en las células indiferenciadas donde se mostró que las ASC 

presentan células positivas en más de 80 % con VCAM-1 y SIRPα, lo que dificultaría 

su aislamiento.  

Por otro lado, observamos que el uso de una sola molécula pequeña en este 

caso Cardiogenol C no aumenta la eficiencia de diferenciación en más de 6%. Este 

resultado es concordante con estudios previos realizados con una sola molécula 

pequeña como la 5-azacitidina, donde no se ha evidenciado diferenciación [51]. Sin 

embargo, por el mecanismo de acción del Cardiogenol C, se podría utilizar en 

combinación con otros factores críticos como coadyuvante o inductor de la 

diferenciación en los primeros 2 días, como se ha visto en protocolos de 

diferenciación de iPSC [89]. 

 

A pesar de observar un porcentaje aceptable de células positivas para TnT y 

otros marcadores cardiacos en los cultivos con adenovirus recombinantes y 

cocultivos, el uso de los cocultivos para la generación de cardiomiocitos es limitado 

porque el proceso requiere de cardiomiocitos y no permitiría la escalabilidad para 

su uso en terapia celular en un futuro. Además, la combinación de adenovirus 

recombinantes con factores de crecimiento no mantiene el estado diferenciado 

posterior al día 14.  

 

A diferencia de otros protocolos de diferenciación cardíaca en las ASC, el uso 

de factores de crecimiento críticos de la cardiomiogénesis aunado a un medio 

semisólido que contiene interleucinas cardiogénicas parece favorecer y hacer más 

eficiente la diferenciación a células similares a cardiomiocito a partir de las ASC. 

Considerar el uso de protocolos similares a los utilizados en la diferenciación 

cardíaca de las IPSC puede ser de utilidad para diferenciar otras SC como las ASC.  

La eficiencia de diferenciación y la presencia de marcadores observada nos habla 

de que las ASC pueden diferenciarse a células similares a cardiomiocito inmaduro, 
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sin embargo, falta que complete su maduración, probablemente esta pueda ser 

completada in vivo.   

  

9.1 Nuevas hipótesis y perspectivas  

Para poder trasladar el conocimiento generado en este estudio al área clínica, 

es necesario realizar estudios en las células humanas. En caso de que los 

resultados sean similares, es necesario identificar marcadores de superficie que 

permitan purificar o aislar aquellas células con características similares a 

cardiomiocito a partir de las ASC. Esto nos permitiría realizar estudios en modelos 

animales con IAM o insuficiencia cardíaca para evaluar si es posible alcanzar la 

maduración de dichas células in vivo. Además, nos permitiría evaluar su efectividad 

y seguridad en estas patologías. Si estos resultados son favorables, se podría iniciar 

su traslado a la fase clínica (T1: Medicina traslacional). Por otro lado, purificar estas 

células diferenciadas nos permitiría estudiar su transcriptoma para poder 

compararlo con cardiomiocitos o cardiomiocitos derivados de iPSC, además de 

determinar qué vías de señalización y/o procesos biológicos están implicados en el 

proceso de diferenciación a partir de las ASC.   

  Otra opción para la obtención de una población mucho más pura de células 

similares a cardiomiocito es aislar desde un inicio una clona que forma parte de las 

ASC. Esta clona fue recientemente descrita y se ha demostrado que dichas células 

poseen propiedades pluripotenciales a las cuales se les denominó células MUSE. 

Las células MUSE, por sus siglas en ingles MUlti-lineage 

differentiating Stress Enduring cells, son células pluripotenciales que expresan 

genes del mantenimiento de la pluripotencia como Sox2, Nanog, Oct-3/4, que 

pueden dar origen a las tres capas germinales, que tienen una baja tumorigenicidad 

por una actividad disminuida de la telomerasa y que su purificación se puede realizar 

por medio de cell sorting por citometría de flujo o MACS con el marcador SSEA-3 o 

por medio de estrés severo con incubación con colagenasa en un ambiente frío 

(4°C) e hipóxico durante 16 horas [90–92].  Una vez aisladas las células MUSE, por 

sus características pluripotenciales, podrían tener mayor eficiencia terminal de 
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diferenciación a cardiomiocito con protocolos previamente utilizados en las iPSC, ya 

que su comportamiento es similar a las iPSC sin ser tumorigénicas.  

 

10. Conclusiones 

 Las ASC tienen la capacidad de diferenciación a células similares a 

cardiomiocito. Ante la complejidad de la cardiomiogénesis, el uso de una molécula 

pequeña o un solo factor de crecimiento no es suficiente para poder diferenciar las 

ASC. La combinación de factores de crecimiento críticos de cardiogénesis aunado 

a un medio semisólido que contiene interleucinas con potencial cardiogénico es una 

opción viable para la generación de cardiomiocitos in vitro.  
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Abreviaturas 

Ad-A20 Adenovirus recombinante A20 

ACK amoníaco-cloruro-potasio  

Anp Péptido natriurético atrial 

ASC Células troncales derivadas de tejido adiposo 

BM-MSC 
Células troncales mesenquimales derivadas de 
médula ósea 

BMP-4 Proteína morfogénica de hueso 4 

Cdg-C Cardiogenol C 

CFU-Fs Unidades formadoras de colonias de fibroblastos 

CO2 Dióxido de carbono 

CSC Células troncales cardíacas 

DMEM Medio Eagle modificado de Dubelcco 

DMSO Dimetilsulfoxido 

ESC Células troncales embrionarias 

FEVI Fracción de eyección del ventrículo izquierdo 

GOI Gen de Interés 

GSK-3β Cinasa 3 beta de la glucógeno sintasa 

HSC Células troncales hematopoyéticas 

IAM Infarto agudo de miocardio 

iPSC Células troncales pluripotenciales inducidas 

Mef2c Factor potenciador de miocito 2c 

MHC Complejo de Histocompatibilidad 

Mlc-2a Cadena ligera de miosina 2ª 

Mlc-2v Cadena ligera de miosina 2v 

mRNA RNA mensajero 

MSC Células troncales mesenquimales 

Myh Cadena pesada de miosina 

NGS Secuenciación de próxima generación 

Nkx2.5 NK2-homeobox 5 

NRG-1 Neuroregulina 1 

NSC Células troncales neurales 

rpm Revoluciones por minuto 

RPMI Medio del Roswell Park Memorial Institute 

RT-PCR 
Transcriptasa reversa- Reacción en cadena de la 
polimerasa 

SC Células troncales  

SerCa2 ATPasa Ca2+ del retículo sarcoplásmico 
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SFB Suero Fetal Bovino 

SVF Fracción del estroma vascular 

TGF-β Factor de crecimiento transformante beta 

VEGF Factor de crecimiento de endotelio vascular 

WMD Diferencia de medias ponderadas 

α-Mhc Cadena pesada de miosina alfa 

β-Mhc Cadena pesada de miosina beta 
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Cardiornyoc¡u dll'fem1IaIlOn _ d.s.cr;md bd'ore ;,., 

dislina Iyp'" of ti"" allt .. eh 11 mtsftlChymal.trm ~" 
(MSCI) [6, 71, ftnbryon~ llton cells (ESCt) 1&. 9]. and 
indurlPd pluripotrnt IItm alb ( IPSCa) [1. ]0. 11 ). DeJpilr 
hmng a high dofl"(I"truetoon efficimcy iom ESCs arol U'SCt. 
~ WIt of thew edil tul bftn rntricted in dinOc liJa" 

bta. ..... of wir tuonor'IftUC JKIlmIllL dtdff ... mlllliOOl, 
Ind hightr COIU lo If'Wlak thtm 12. 12j. Othtrwiw. MSC: 
IllCh IU ad~ tIU_drn""d mosmd!ymal nem cell 
(ASCo) ~ ,loo ..... Iowe dilrmnalOOn '!idmcrdqoend· 
in& en 1M mtthod uwd, bo.It U-- Iowft tumor~ palftI. 
tia!. ..,;1 COIU • • ..,dI as _;., aa;~ibílil:y, m"':, .nem 
aa.ra<:tivr lo IIN for ... · up optoOIU ,00 fOl" diniaJ applio;,,-
110", , .. , !JI. 

Srlme 'fPO'U haY' d5cribl'd 1M indw;tio:m o( ASC 
d.,ivm a.r.lomyoc)1t· lok, cdls wida dilf • ..-.nl app"OIIdln 
in dilfermt rp«i8 (mo_. rill, rabbil, and human). UntH 
now, thert iI no conlltnal. on me t..-sl u .... lornyocy1l' 
ind..:lion p .... txd. 1'11_ •• aI'lÍa obuinod .. Iow and 
... iablt klla'a of .pon_IIIIy bnú"l catdiolll)'OC)'U' 
bu cdls ...... etllnt. up ...... , Ip«iIic: (:lmia, _Url 
oompaúbk wilh • cordiomyoc)'tr morphdogy [6, 14. I SI. 
n. Well majorily ¡n;lll(lf "nd~ ... nt.i.ed ASC& "id! • 
~ ....... 1 moItallt or .-.11 (;orIOl' [6. 1. 16-1'1. 
CllMn ha..., UIfd OXI.ftMltd ASCt "lid ardiomyucyt ... 
bul iU 1M ;. nSlriClN b, furtlwr sahbilil:y (01 dirac:al 
appkllio .. 115, 191. Hp" dlKirrcy _ ob~lId by 
iIoIam, lhr lImun, dwu.-; oowe\Oe'. mil mtlhod 
d~ on lhr ... mkr el 'I"l"'t.ir>tOWty belting 
ea,diac-likr al, [1\. In addruon. vny frw .udi .. "-\Oe 
_ ... lId mr didCfllntia~on d!icitn.:y IOWan.b ardio­
myocyln &om ASQ wilh • """,tiulivr mrthod INI 
aBows Uf 10 t ompillt btlwem dilflTtnl proloroll .00 be 
ablt 10 idtntify whleh • optimal U, furthtr appliCIlion. 
[7. 16[ . 

Ditralld t .diomyocyv d&rmlMtion pn>k><:d, ClIRSilll 
in lhr manipulltion el did(rmt "¡palina pathwaY'>'ia c_ 
bifUlJQn eI.,_ I'owth raclon (BMP_4. VI'GF. and bl'G~l. 

smaD IDoMeul .... and cy1olun ... among othr .... mitrekina 
lhr tmbr)onio: t .di<lmyO,,_J; as """ ~ in thr 
,oa" ,...an..,th ESQ and IPSCo. c.domyocytrdi&rmli­
alion pra:OCl>Is achlt'n • higher ddrnmtiotion dficimcy 
(rw • .,.~) wim d~ ... 1 kinds el OOftIbinationJ [l . lO. 
11 . 20-221. So far . ¡PSC .udia haw <Wft'thad::>wed Ihr aud­
in c.rilld o .. in ASQ. and w1')' rrw audi .. hne aplorlld 
1M IH 01 dil'Kllld cardion>yoqle dilftrmtiation protocoll 
in ASe. [2J I. 

Sltm ctll afdiac dilJtrtrl1ialion i.a . patioltnlp<lr.ll com_ 
plex pft)()5l, aOO ;" vino dilfft\'oti.ion _ nol _ y filhtr 
brea...., oIlhr Iock el /Mny ,ondilion, o~d in ....... 
TM.im or ..... pr,,",1 study wa • ., imprOlle lhr dlicimcy 
el ... ASCder,.td aNIO"')'<'I1'Ia lO optimix thrir 
;11 .tIID ~n roo- Ií. .. thtr aw~cai ..... ASCo WlTt 
indu.:ed 10 caNiolm)'lX)'le line.¡.r w..,. a combination 01 
IWO W_m laaon c.w.aI.,. imp .... llId in ....toryonio: ard .... 
trIfOIII'lItoio (BMP .... an.:! VEG!') faIIowed by. t <lmml',do.1 
IIIfthylcduJOM .. burd ....tum wilh c)!.okiMI (IL-J ano! 
IL·6). which Nd pl\!>'Ío.nly rrpon.d a cardioll'l)'OSftlio: 
JHX ... tio.l 

2. MalC1'"iah and Mr thod!i 

l .!. l""¡"lio" o~d Ma;nll"O"r4' of QU CulIU", of M~ 
n J!lllr_OrrMJ Mn.m"." .... ¡ SI"," 0Us. ASCo wtrr "Iurd 
with a oombinalion 01 mechaniCIl diuodalion aOO colb¡.r­
"'HlllCllbMion r,om ""_ur ... t.lDrulanfll)UI.dipoJf!Mue. 
ullow"'l p,MolHIy trponlld p'OIOOOIs 1241. adaptrd rOl'''' 
ti.UL Bridly. lhr ... 11 w.n ... thani2eLI In a 00, chambr, 
.:w:oo-din&lr wíth 1M irutitulion'o .mict.I¡uidt .... foo- ani_ 
mil ...... n:h pmc:lId ...... ""im an .... JfPlio: I«hrUq~ ... 
ad!p(lM' .UbcuIlneOUI Ii."" _ obuintd and cut In .mal 
piIus unl~ Ihf tu"" hadan tmu!sion ~ncL Tod¡d 
..... ""ue. we uoed 0 .1. ~~Jf typf ti (So¡ma) and 
.shakftl-lnabated at 3TC u, 45 minula. Thtn. eolbJenaH 
arowly _, ¡ .. aivaltd with Dulbtcco', mQ,hfilld f.ap 
mtdium 1_ glu.:.- (DMEM _I&) (Gibco) .,.:>pltmrlUd 
with I~ fftal 00';"" M'rUm (FBS) (ComlnJ) 100 l. 
anlibilllio: .. nlimyCOlio: (Anli·Anti (lOOlr).IOOU/mL penid!­
Iin. 10 ... 'Ir<puxnyan. and 2Sl'Iamphortridn H ptT mL 
Gibco). The inK"livated digtslion """ paHd tNllUah IlItr­
iIf !1)'fI' el chilJon. TM trmainina adipocyu.1 and f .. wtl'e 
discudtdby crntrifu"wll. '11Ifprllt! Itl'OmII vaKuI. n.c_ 
tion (SV!') wal w.hed wilh I>MEM·lc ... ,.:>pltmrnttd 
....tium and '''Ulprnd!d wit> IJ AO: lyIis bUft, lo IJW 
IN bIoodcr. in Iht SVF. AIift l.tt.,. oI'crnlnfupuon wim 
DMEM-1&' IUWlfmftlted med ..... 1M (dI ptlltu conuini,. 
Ihf ASQ Wft\' '''UI~d in DMEM-lc .. "",lmornlrd 
.-fu .... paued tbrou¡b a IOOf'm .1OIinfr. Ind lIIm_dtd 
In ¡Ula. "f1wo alls Wtre MUlted ,wry 24 hllUn widl. .. 
in .. ,...d m~ and me _dium WI. eMn.,d tvtry 3 
da". unl~ al. hav. ,cached 70·~ conftutncr (00- edl 
po.a,. 

1.2 IJoI.orion of R.cII N ...... llloJ Q¡rdiO"'1tH.,fa. !tal ......... taI 
ardiom)OCykl Wft'. iIoIaltd f,om h_1I or 1_ lO 4-diyold 
ntomtt ral5. 'Thf extracled hfllru Wtr ..... bn-incublttd 
.. 'Ilh "YI"'" ODI "" (uypllin IYJIII' 111 (10m oovint 1"''''''''.) 
(Sisma ) and Ham' , F_IO moda (Gobcol without JfNm unti 
..... ~Uof _ d ..... ~td. Evft')' 15 minut.., Ihf IUprma­
I;Inl _o cola;IPd and InactivalPd Wlth Ham·. F_IO mu. 
with 20'lIo FBS, TM I<lIulion wim dJs>artpUd heart al • 
.... cmlrifuptd 11 1.200 iU'M loo- 5 minUIft. TMcrD ptIJ"r: 
WII ,tlUI~d and Sftdtd "';!h Ham'l J:. IO moda wim 
aldum ( hlor;de 135mg1ml. 20'lI0 FBS. .1Id 1"" 
anlibilllio: .. ntilrl)'COtic (Anti-Anli (lOOlr) .IOOUfmL penid! · 
1m. 10"" '1r<plOm)'rin. and 2Sl'Ilmphorfridn B ptT mI.. 
Gibco). To obrain a pUl\! , .diom)'Oq'l( cultur • • 1hr _drd 
allI ...... r incuboIPd u. 45-60 min .... al 3TC in I t..mid 
5'110 ca, incubolor. and nonardiomyocyIP allI Idh ... 10 
..... ftalk. AAtr45·6Q minule&,!he nonadh ...... l etIIJ (cardio­
myocy¡...l Wtre collta.ed Ind t«ded in • _ flaok. We 
oe..,."td contraailr dulltn 24 houn po. · lscJlalion 0I!h. 
... 1 "",natal ardiomyoo:ytt allL Tht (an,liomyocyt .. wtre 
mlÍn-..d In cuh ... ~ .... ti I>rinlplc:astd.1 po"';w e .... -
11'01 rOl' exptr'omfn • . 

lJ. F'- C"_,,.. Qancltriza~on oIral ASC """ ptr'_ 
unntd by chanc;IPritlic aml al lUrf'au milll:n-s (CD9O, 
kTIA. Cl>44. (])29. CD71. (])3 1. CD4S. 111\d CD.M) uoi,. 
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SI..., Cdh Inl ... natíonal 

ftow c)'IDmtlry. <::t 0 analyJiI was achit"N in lht pblilnn 
liD FACSCaIi> ..... (I!.cton l>il;:kinson, San lo'" CA) wilh 
OIlQu .. 1 .,fiware (lI«Ion Didinson). Om., .urfact 
ma,ker •• daled 10 cardíomy«ytt di/ftrentia1ioo ateh as 
(D106 {VCAM).nd SIRP" «))Ina) ...... t.no tv.alu.aud. 
Cu<iac 1.<lp<Inin T(él'nn waltv.alualN in ....:IilftrenliatN 
Asc..oo in a pool rXral n.., ... lIl cardiomyocyl'" To"' ... . 
tify 1M dlicimcy rX ardiomyocyu dift'e..,nliKion. u.. pr" 
untl~ rX él'nT· posilivt alh was dettfmined by How 
Cylomotry. c.& ...... t ha", .. IN from cuhllrt lIa" or pla tos 
uli~ l'lPSin 0.25" (Giboo) and otnuilUgtd al I,SOO rpm fOO" 
5 minUl5. l'htcdl peIIeI was washN Iwa wilh I mL rX Ix 
PIIS O.'" bo..-ine albumin (liSA) .00 0.02"- oodium azide. 
FiJatioo and ptTmeabilizalioo wt.., ptTilnnN wilh an Inlra­
~Ilubr Staining Kit (Invitrogm). f<lllowing iht pmtocol 
according lO u... SpdlcalionJ providnl by u.. manllfacrur .... 
ASCs wert washtd in I mL rX IJ PBS plU$ 0.8" BSA and 
0.02"- oodium .. id.. ·I'he primary anti>odi .. Wtlr ilr ... 
balN fOO" 3O-15min at room I...,ptralurt; in somt .:as.es. 
primary antilodi .. w ... e dir«ily l.abd.d wim a Iborophor~ 
In ou... c .... .... uotd I«Xlndory antibodir, (OlIpled b 

ftuo..,,.;:an ilOlhiocyanalt (Frrq, ph)'O)tf)th.;n (PE) . or 
O'L 601.1 for )O. .. Smin al room ... mptratu.., . An unouintd 
oonlJoI and a ntgalivt CUllrol (an appmprialt ~ oon· 
1.(1) wtl'f l.lSN for each ... Iibooy. Anlibodi .. u~ are 
Ii. N in Suppltrnmtary Table L 

1.4. Imm .. tlDjI .. ~.anu 51";,,;,,,_ 1M a prn.lions ol m. 
SI..., cdl maru. eO'JlO aOO ardiac ma.Urs wert analyud 
in ....:IilJ ... m lialN ASCs and in etl"'rimml11 con<ltioo cul· 
111M uling inun..,otIuorn.omo. lUining. 'fht pftllOCOl uotd 
was as illlowt:edl CUItUM Wtrt wa5l!td 1 times wilh I X PBS 
al"-C, me cdl, ....... e fiud wilh .. " paraf"ormaldthyd. i1r lO 
min .... al ·fe. Each pl.alt __ htd !h.o!ot Ii ..... wilh Ix 
PSSo and !ht cdI$ were I"'nneab iliw with O.S" Triloo 
X· IOO .,I .. ioo fo. 10 minutos..,d washtd "Iain ltin, .. wilh 
11I PBS at .. 'c. Thm. !hty w ... t in.cubattd wilh a bJocking 
ooIutian (lIiooIrt MmcaL Radgm..,d Sniptr) ror LO 
min .. s ... d washN 3 tin, .. wilh 1lI PSSal4"C. Tht primary 
a .. ibode ....... ~ inrubaled il. O(5~ minults 11 room terno 
ptTatUI'f ( 1: 100.1: 200). Cdls wt.., waohN 3 times ww. 11I 
PSS at o(-C, loo IItcondary anlibodir. we~ in.cubalN 
(1 :2OIJ.1:.lOO) i1,"$ min .... al .oom 11Im1"'"nuce. Suintd 
~Oc"u,s wtlr mo..,ttd wilh a mounling rntdia cootain · 
ing .'.6-diamidioo-2.phtn)lindlk (DAPI) (Santa Crur. 
o,...,OUl '" U1tracrul'" Moonting Mtdium). l'ht imagts 
w ... e obuiMd byeooilcalmicroocopy Ulinga ~M 700z..¡ ... 
mia~ 

1.5. 1" Virro Cardiomyo<ytt lJifftmltilltio" from Ase.. To 
optimizt !ht "'nninal effi<i.oro:::y lowam I c:omiac lineal". 
w~ I"'ñon".d a dir..,,,,d cardiomyocyte diff ... mtiatioo pro­
locol __ ing a combinatíon 01 importanl grow!h factor. 
in"oI",d in !he cardiac mosodmn 'I"'cificatian .,.1 a 
_ Ihyb.llulou-balltd _dium wilh Cylol:ints wi!h a ardio­
myo"nic potenlial For each biologUI rtplicalt, !ht cdls 
w ... e 1Uin<d with uyp'" 1>1 ... and oouotN in a Ntw ...... 
chambtr. UOOiIJ ... enlialed ASCs wt~_d.d in I monolay ... 
in 6-wd l pb\le' (l)( 10'). ASes w ... t Ire>ttd ror o( darl with 

, 
DMEM·1g _dium luppltmenlN wilh h_an 8.\lP-4 
[lOnglml 1 (ProSpec) and rat \lEC]'.C jlonglml1 ( Pm. 
Spoc~ Al day S. !he _dium _ chang<:d by a com ...... dal 
mdhrkelhjollt rntdium ...ah Cylol:in .. (MtthoO.ilt'" GF 
~US:w. STEM(l'l.L. Ttchnologies) mainly cootaining 
IscOl't·1 ModifiN Oulbta:o's MNium (lMDM). 1" ITldhyl· 
cdloo .. , illl br:wint $tf\Im, bovint .,rum oIbumin • • tCOm· 
binanl human intulin. human Ira",f ... rin (iroo ... lunled) . 
Z·mm:aptoethanol. r..,ombinanl moust 51..., cdl flClOr 
(SCF~ ..,combinan( MI" .... inltfltukin) (Ilo) • ..,combinan( 
human inltrltukin 6 (lL-6), a!'ld ,"ppltmenu (Figurt I (a)) . 

To asllt .... tp"oollcibility. wt perforrntd thret bóologjcal 
,",!,licareL Each u perimml coodilion (unll'faud ASC, 
oont,oI.l~IIN ooly wilh fao:ton SMP-4+VEG~') IOO!ht 
dir« .. d ca nliorny«ytt diIJt..,nliation pr<lloco! (8.\11'-4 
.. VECF i1I1oowN by MlS:W) aOO _1> biologjcal .tpllcale 
....~ followtd f!VtfJ' dar u!'ldtr I bright· light microocol"'. 
-ro d. .. nnine !ht dlicimcy ol c:o.<iomyoc:ytt dilJe..,nliation. 
!htuprn.lioo ol cardiac ma.ktns..: h as ardía.: Imponin T 
(él'nT). Cwo-lo, /Il)'OIin heavychain (MyH). and StrCal wa. 
analyud. by IbwCylomtlry andlor inununolborncenct. 

lÁ Sllllist;'u. !)ata .. t pl'f ... rud u mean.t SD. Two-ttiltd 
Srudenl's !-Itsl was ulltd lo dottrmint !ht Slatíslical signifi · 
canct 01 di/J ... en«. betwo!otn groups, A P nllIt 01 <0.05 wa. 
considtrN .tttislicaDy 'ignifia.nL 

l . Resuh s 

J./. Isoltltio" a"d ASCOIa.""tmut'O'I. ASCS ....... t obtained 
&om .WCUtl ....... r:II adipou- ti ... Ut by _chanic:.ol <l .. g. 
grtgalion loo tnzymatie d~tioo. Tht plattd «lis wert 
mon ito~d f!VtfJ' H hoIWI. During!htir p roliftratioo. !ht ÍIO · 
Iaud ASCs ShowN !he dísti nctive .pindlt 6brobbil .likt 
morphoJosr ( Fifl't I(b)). On p_gt 1 (n = l). lht edls 
.... .., MualN and ma ... <Uriz.tod by 110... Cylorntlry aOO 
inununolluun.omo. b oonfinn!hat isdaled ASCs mainlain 
!htir phmotypic: c'ha ... <UrísticJ af\le' gmwth in cullllft. 

n.. cha ... <Urizat.ion. !he ASC inununophtn«yp:: wa. 
perform«l "'¡!h prf!VioUIIIy tlUbli5l!N st..., «O JUña« 
...... ...,15. II wal oburwd !hat ASCs prnml ch .... ct ... ís!ic: 
• ..., «11 IlWf~ ma.bn, ASCs in !he undilkrmlia .. d 
IUIe Wtrt poJilivt for 0)90 (99.36 t 0.5W). 0)29 
(SS.'.t I ' ,'''''). ())4-4 (1991.tI06MI.). R·I1A 
(96,91.t • . 1"'). loo e 011 (97.75.t 1 ,93") and ~~ ntgl · 
ti ,,~ b.h ....... lopoit tic: marl<tfS luch a.<DIS(OSl t 0.14"), 
()):w (OoW.tO.lI "). and !he mdothd ial marl< ... (D31 
(0 .• 7 t 026"-) (Figurt I(e)). lnununolluo~,.;:m« o~d 
by a oonbcal micr<-="P'" shOWN !ht p, .... n« ol ())90 in 
llfIdilJ ... entiattd ASCs (S~pltrnentary ñgu'f 1). 

32. UroJiffrmtloaftd A.'l:s a"d Carrliomrar.r Marl:n .. To 
f!Va1ualt if ASCs (" " J) in tbt undilft~ntiatN 5Iaft np.eu 
ardiorn)<><-"J'll: """kers. ASCs W ... Una!)'lN ror!ht prnm~ 
olpoJiliv<: ~Ils for!he cTnT marko:r by Ibw Cylornttry-.!he 
cdI. do not upreu él'nT in !ht lItldilJtren~ttd Slllt 
(I .S7.t Onw.) (Figu.., l (a)). NOpoJilive cdls w ... e o~d 
il. c:ordiomyocylt marl<tfS IUch as G.ata·4, él'nT. Myh. aOO 
StrCa:! by inununolluorncm« (figu.., 2(b)). 
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r ....... 1, (.l Schtmalic oudi .... of 1M dutcoed card.oonIJ'OCI''' di&rtntia' i(In pr'*'<d (d1)'l1). Onl1 .~ bcIorJ and tht to<nbtnUlOn of 
pt>W1h l"K1cm pIu< M<thoCuJ, MJ5.M condnio .. In"""'. Undllf<rnJIi., aI ASea. lb) A oplndk fibtoblul· )iu aU m~ wu 
......d by invrn..d mK~ un ... (oca bu, 100,.,..). (e) FIow .".....,...",lwoopvno ro, ...... crlI .... fac~ rnarUny« ... {...wW 
taller (FSC~ lo! 1 (pcrc<nu ... d "",¡II..: ah ('!lo), mcan J; SO . .. . J ). 
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F ...... l: Undif5.ftntiotal ASCodo nd npr .. <TAT. a <pa:Ú>CurdiomJUCYl~ motkn. l'1ao. cytDfn<try ~pio oC CTnT of und,frm:ntiotal 
Ase.. I"~ .,.. ... 1or ahowu.s _yp< c<mtmlp' IsG..(]'l+I7 (b/adr¡ li ... )and cTnT.crt. 617 (bh .. ~ P.,.¡r", .. ofcTnT_pooo'iwcdL. 
by IIow <y!cm<l'Y' , ........ _.'-n .. _~ SD Ase. (It .. )1. FIow <yIomttry onaIysit d cTnT w .. pcr lOnntd in. pool "r_\aI 
cvdóo"'J'U<Y'd (lacU'¡'" of 10 ........ ul ... , han,): ~ own.r'~ ~ control p' 1¡G-CFl-647 (bW:k 1 ..... ) and 
cTnT_CFL W ('hI ... ). Fk>w tytm><l<y ÍDr <'fnT. (b ) UndiJ!i:m>t¡',ed ASU do ...... "...,.. opt<iIi< cudio"'J"<Y'" morkcr .. 
lJn~cRn",t<d ASC ond nI _tal anIlam,.,." .. (puit, ... a>ntrol) ",,_iNni in Go" -4 , <'fnT, Myll and Sc1C&l . c..:¡' Me 
with ¡t. uotrl'" <<miro! (""'M «nImI) .....,oabtw>Od byconb:al miaao<opy (uc ¡.,., SO,.-I. 
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• Sltm CtlIs Imft"nilÚOnal 

ASCIIJ.\lI4. VF.GF. 

A5ú; {BMP-"" VEGF. 

• 

,o) 

FIIIUU ~ Cd morphobzr duri"l ~ ... tr ... ..,1iaIion fmm ASGo. (o) Control onlr o.c.,,.. (IMP ..... VB::F) • ...d .... dj"" • .,¡ 
cuilio"'JOCJ'O ~m.'ion pmto<DI {Me1I>uCu''" GF MlS:14 pi ... &oc .... ) conililiono w= m..rved by in ... ,,"¡ m"""". "".aF>I 
(ocoIt bu. 100"",). O>l 1I""",Lu..J nnoo"'7"'T'"liU ,d. obo<tvod al doy 10 in tI>< dlrtt1<d canlio"'l"'<r'< dJ/rn.r ..... ,im pn*>«i 
(Med>oCu)'" (iF MlSl4 phu &":' '''1 " ... dlla......!.,. uno¡.ofbu....:lull:<l ... ...,....01 .udimD~. (ocH bu. IOO,....~ 

3.J. ASe ~"mI;<lritm ,,,,,,,ni CMd>Dm)'fl<yln ... alr " 
I>rrtcfdQmiíomyocyft lJi§7t11liDri"" ""(>loca. To ina'eue 
!he , ... """,,1 offi<;imcy of , ... diomyocfl" diff.nruialion &om 
Ase., .... coruiJcttd In in<b:lion difftrmtiation trptrimmt 
llsi.-.! a oombination fi; dilferent culture cor>di~ons withOU\ 
1''''"0''' culrurr .. Ioction. W. indortd cardí", diIf .... ntia. 
tion r.om Ase. in iliret ~ptnd.tU bóolop:aI rtpllcatts, 
wilh a direruod ardiomy<:qlt dilferentialion 1'''')11)[01 W\ 
.. ,!ud.,. two crili<aI c.dlCfll)O.llli'nftis growth factors 
(51'011'·4 [30nglmL1 ano:! VEG!' [I0.wmLjl and .. 
..... thylcdlu~t.. .. d nwdium with cytokints (M.u.:.Cu!t­
G F M.l514) (Fipe Ital). 

from dar 7. Jame ~D morphology changes WM 
ob .. rvN wring the ",milo, ind""tion UptftlnlOlU 
(Figurr 1). Comparod wilh only "Clan and nonlrtaud 
control condilioou, th~ changes .... ft~ evident in uD cuh .. es 
wilhin !h~ oondition induud wilh thr diRctlPd ",nliomyo­
qou dilftnntlation p rOlocoL ('.dI cultu ... IrtallPd wilh thr 
dir«t1Pd cardiomyo<yttdilft~ .. ¡ation prolOCOl showtd a MI 
alignrnml ¡,lIftT1, dong.ned ulls. &"'" cytopb .... wilh 
myofArnt .. . lit.Aruct .. es (Figur. l(a). and JOrnt binuc~ 
Iltd cdls similar 10 cardionlJOC)1" (~Ig .. e l(b». AIso. MI 

dullftS wftt ob ... ",1Pd al .uy 15: ih_ dusltl1 .... rt not 

obftrvtd in only factors Ind nonl,",11Pd oonlrol oo n.litions 
(Figur. 4(a». I)'"PÍI~ that we obftrvtd mOlpbolop; chao,,"" 
com¡.tillle ",iIh n.diomyocytt ChanctftÍllia, Ihft ..... ~ no 
tponlaneoul belting uDs; howtvft ..... obterVlPd Ih;al Ih_ 
cdl du •• rs upr'" cTnT showtd by immuno/l",,~IJ[""'" 
in ihe NlIIr .. utaltd IOiIh Iht factol1 plus MtthoCull" GF 
M3534 (Figur. 4(b». 

To a ...... tht tffidmcy ol ASCdrriwd carola, ditrtrt nti­
atiol\ we e>'W111Pd the perctntage ol cTnT ·JKllitiv. Mis by 
lb .... cytom~ al day 15. A~ l~atlPd wilh !h. ",.dio . 
myocytt dilf.~ntiill.ion 1"'0100:01 obuiMd thr hpa pn' 
cen~1 of cTnT·JKllÍliv. uDs (39 9MW;3.78, P <0.0001 
ond p mQ.OOOI) in oompar"'" .... iIh thr in"'cti"" lOiih 
only raeDI1 (4 .21 :t2Q~) and CIlnlrol (1.58:t 14~) 
oondition. (F igu~1 Sea) and S(b)). 

On day ll. fullher charaoerizaioo ..... perbrmlPd in 
ASC.derivlPd ",nliac.1ikt cdl .. 1I _ olwrvlPd. by immu· 
ooa""~e,,,e, lhal ASCa ...... ced with !he direcltd 
cardiom)')q'l~ ditrtrtotialoo protocol "'p ..... .lJ>fC'ifit CI'­
diomyoc)'It ..... rterl such .... Glla.4 W'8"'"' 6), Trop<lnin 
T (cTn11 (Figu'. 7). M)fl (Fig .. t 8). and ~rC&2 
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SUm CtIU Imtrnational , 

,., 
ha",. 4: Cdl dUSl .... fonnoIían . 1 doy 15 in Ih< d,m:kd co.rfunJU<)"1I: '¡;flI:rrnti.alion ptotocd ohowi"l l l>< "Roxfrt·~kc OIrudum." 1"'1 
~ cTnT. (o) 1",... obwnrd by in ........ """'''''mp< unoFns IR cond"."no ~ d.rn...d by irw ...... nKn>I<Df"< m..p.>¡ (.ult 
bu, IOO¡om). (b) Immuno>*ail>inJ brcTnT: ¡ ..... oIltain.d..,. a>Ñ<col mic .... "py loc .... buJ. 5O¡om). 

(F.u~ 9). b~ thrir u prl'$';M. _ 1oW\". 'M.'Pared wilh 
1M ni Il«lnoUII canJiom yocytts. 

J.4. CDJ06 "".1 SlRPB CIr"ma.,¡""rio";1I UnJiffNmrialtJ 
ASes. Expres.sionJ oC COI06 (VC\M) and SEKP<l 
(COL""") have b«n 'e-¡>O.ltd 10 ~ l.lIdul b.IPSC.derived 
cardiorny<l()\t enrichrnml and jtpollllion wilh crillORing. 
We ,h;tI'lCl.,iu<\ undiff.,enliated ASCt wirh Ib_two ca', 
diorn)QCYIt .uña.,., m.Un lo know if i, _1 I"""ihlt .. 
utt th_ marice .. fOIl' an el'l'óchmtnt.up de. ASe.<ftrivtd 
cardiornyoc)\t t!pefirnenu. 110'" INrktr •• 1>0-' • high 
ptr'-US" oC p<'lIitive ulli (f igu~ 100a»). Q}E06 
(97.GUj,~), and SERPa (9IHaES.O~~ AIso, iIII ir 
Wal oburw:d by imrnuno/lllOfU:<"I'Ict ,lIIIddftrmllatod A~ 
wftt ~j'l1y o;p~sud. linlit;'* iu IIst b. an tnróchmen¡ Sltp 
afitr ASCcardiomyoc)\e indtttioo wilh tht ti~tled cardio. 
myocytr ddftrmllalion prot<.><d (Fig..-t 1O(b)~ 

4. DiK\lssion 

Tht ahility 10 ditftrentiatt into a cardiogtnic linease hu betn 
$ludied in diffftenl kinds oC ,,= ctIIL The 1l"I0II1 tffidenl 

prQlocol w:u f'P"'ltd in Il'SCdtnved cartiomyoc)\n wilb 
a high ditftrmllalion tffiátncy. bu[ IllltiI now thtir ""'" in 
dinical ap¡:'Üatioou ha~ betn diminished by itJ pottntia!ly 
II1morigmóc forlNtion .,d .. mt othft lirnilatio nl [2. 121. 
ASe. art .,ita1*- fordinal appla[ion. wilh Klmt advan . 
t;lges fl"{ft otbtrl)'pl'$ oC.[= ,dU. ASe-<lerived urdiom)"'. 
cyt .. are ., ahtma1>ve; howrvn-, tM pfOlOCols JO fa . havt 
shown I Iow and >'ariablt i" ';Iro ,.d.iomyocytt ditftrentia · 
1iM., be,;deJ, thty do not quantit'y th~ difftrmllation tffi. 
át..:y wlth a <p.>an¡;t;llivt nwthcd. 

litre. W\" ptrformed I novd di~led a.rdiornyoC)'[e diC. 
"mlllalion prOlom Irorn Tal. ASCt Ibal rornbontd "'t lISt 

oC critóca] can:liomyogenil: gr""th facto .... fUch U S,\{P-4 
1251 and VEGF 1l6. 271, in tht fi .. t 4 dar' oCthte<ptrin>tnl 
.. rornmil. IIndllft~nliated ASCI 10 urdia.: progenitor 
criI" followtd by I ttnlÍ· .. 1id commtlCiII mtdillm battd 
on mrthylu:lUOtt and C)1okints (IL. ) aOO IL.6) !hal had 
prrvio ... 1y betn re-¡>Ontd with an:liomyegtnóc pOItnlia! 
16. 7. 23.281. to funhtr ,ardiornyoc)\t ditfnen[i:lIion. 

OIIr """ti appr .. ch imprOl'td tht in .. Iro dolfermllalion 
oC rat ASe. loward canJiomyOC)'1~Jikt oeI1s in up to«.03~, 
showing • hi;' tffidency and rq>r...wdbility wilhoot • 
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Stem QlIs [nlernationlll 
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VEGF GF .\l15J.1 ......... 
r"' .... 50: ASC-daiftdcard.omJucyt~lik. ah. (o) FIow '7"'mrtrr ro, .T nT on> .. rorwud oca"'" (rse) .... ~rf<Imcd .. day IS. ",. 
oca~ .. pIot: ohcws IU fptn"~. ofposili •• "dls (" J, ........ t SD). 1~"'Vl'" "" .. loY'o!>owtnt *")'1'< conlJ'Ol 80ll IgG-C R.-ót' ~Ir. 
1I .... ) .nd CTnT.Q'L 6-17 (bl.,q. (b) 1'rn:<nIoJ< Df <:TnT.pooi~n <rI1. obuirocd br fIow <'YtDmctrr ., day 15. RaulII &no o/xnm .. 
.... ~ ,tSD of tiuft inIkp<ndmo ap<rimmtI ( .. . ) ). be" condttion wu compared (Soudmt ', l . .... ) ",ainot <Dntml and 1Kto .. 
opl"'ll"" dim:tnl utdiornyaeyl< d ifrm:ntiolm prncoa>l (M<1haC.l&l¡" G F MlS.M pIuo íacIoto ). 

s.tI«lioo ."p fOl a.díomyoc)'lt ...... ichmftlL 111. iruhrlion 
with the di~ Clrdiomyocytt liIf .. rentialion pr(llO«ll oig. 
nilicantly incmoud th. dill" ...... limon dlxit""y loward an 
immaturt ardioonyocyu with a positive upr5Sion ~ early 
(Gat.o· 4) and l.IIt cardíac diff .... nlÍmon marUn (cTnT and 
Myh~ MOIto~r. wt .\1.0 OOItn'N ardiom)O<:Ytt malUra· 
tíon realU'''' with tht up,,"ion a, day 21 ~SFRCa2_ 

ASCdtrival cardiornyor)'lt prolocol pnilrmod in the 
P"IIm! slUdy _ .", .. $Ud in th.ee indtpen~1II bolaga! 
roplDt",. ~ll.Ilting quantiwivtly u... C2fdiomyocyttdifft,_ 
tnlialion tfficXncy. n.. cardiomyocytt differtrlliuion rifi · 
ciency _ mtMurN with I ql.lllnlitalive 1001. This is 
imfOrulll br""" ... ;1 io lile only _y lo rompare prOl"""" 
and 10 know lhe n..nbtr 0I.:e1ls lhal are u....,.t ur furtlltr 
appllc:atio .. Flow cyt>metry ;1 • ...tiabk _y lo __ iI 
breo ..... iI ;Ia high-unsitivilyanalytiull ... 1 [n i. So faro onJy 

rwo audie, and oun ql.lll nlify \he cardiom)OCYle dilftrtnlia · 
tion dIiOmcy by 11 ..... cyt>metry 17, 161_ The gr"l majority 
01 ASC-dtrivod eoruiornyocyle p.mocols coulll \he numbtr 
oIbuliI'Il~' 01 \he percmuW of fOsilive uprmnlalls 
breordiac maru..;n a qualitalive manntr [6. 1". 17. 19. 23. 
29- 111 . 

The pr"'f'O'od cardiomy.xyte dilfe=tiaLion direc ... d 
1"'01",,01 in \he prnml IIUdy improv .. Ihe efficit..,y lo 
obtail'l ASCderived aruiae·lite .:ells without any selection 
• .,,$_ Uobm. andcolbhorato ... 171 propme a 1h~-4tep pro· 
C8S 10 impmvecardiomyoc)'lt' dilftrtnlialion dIiOtncy from 
ASCI: {I)!leed \he ASCt in a mttbylceOulollt medium tI"Ilij 
lile.:eD duot ..... appnr. (2) disuct tI"Ider an il'lvertN micn>· 
IIOOpt 10 recoll«t manU<llIy Ihe ceO dulttrs, and (3) _d 
lile recov .... d d une ... in a BHK·21 liquid mtdium.muini'll 
IWo Iyp" 01 """.tatio .. (nona&ermt and a<hermt cdls) 
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F .. .,.. " ASC-dotri>ed ~.Iib un. s r- canLooaro<ro~...n.n.. 1 __ ..... al ""'!I .... a.. ..... ~ _mi 
(nrp __ tul~ ASe .... 1tOI. ASea u ... 1td oooIy ~ .-h ........ (IMP .... ..,.¡ \'EGr). ..,.¡ l b< .... cltd ~~ 
.............. ,...-..1 CMnhaC .... GF MlSJ. pIm r..:t .... ~ ...,¡ RI ..... u'"' i-er c.ticlioo..,...,.. ........ .,.¡ by.-fDc.ol ~ 
{.,.tan. JO ...... ~ 
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" SIen QlIs lnltfNtional 

Focuo" 7, ... SC-<icr,~ c:atd""")'OCllC'-hlr.. nIU GptnI ardio<t>)'OCl''' nwt< .... I""""" ... aini .... , dar !I lO< éTaT ilOI1P< mili"" 
("'111", ;,... ... ntn>l ~ ASC cauro/. ASCII ''''.~ o...,. >riIh ..-h facI<n (BMP ... &nd VEGF). &nd tI>< dlHn.d canlio"'l"")1< 
ddl<rmow.on pn>I<><oI (M<1Iw>Cul'" CF M)5J4 pi ... fact<nl and rol ....... taI ...... c~. d>uinal by co-" moc:"*"f')' 

(....Jo t.. ... s.o¡anl 
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F"'lIIIa . : ASCdmnd anI"""J'X)' .... Iik< ed •• ap<nI anbcml""YO< ~. ImrDW>lHtai""'l ., doy 21 " , Myll I ... ~ ...... mI 
(oqpt;v., "'nlfOl~ ASe c ... In>I, Ase. ,,,,.Ied onIy Wu" ero .... " foct .... (BMP-4 and Vf.GFj. o.nd . 1>< dir«""¡ eatdIontyocyI< 
ddJ.Knti."ion pmtocd (M<1ñoC.d" GF MnH pluo fod""'~ and n.1 nnaolAllma¡jr c&rdJo"'J"CJ'l'. mwncd by co"""ol ~ 
lS<aI< bora, SO,.m). 
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" Sltm Ctlls Imtrnationill 

F ....... ". ASC-d<nvnl card.iomyoc)w-liIu <rUs aprao ardo...,.<q1~ matItcr .. [m"""""""'''I11 w,. !I fot S<1Cal. b,,'l'pt CD<II"'¡ 

( ..... iw ...... mI~ ASe ca"",!. ASCo " utod '""r wilh ..-h ÍKt ... (N-tP...¡ and VfGF). and ,Iv dir","'¡ ~t 

d~..- p«>OOC<II (Med>cIC ..... GF MJ5J~ pl ... bct<rl~ and "" ...... 11lI inu.,.~, <i>\2in<d hy coníoc&I mic....."..,. 
{..,. t.. ... s.o,,",~ 
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SlmI Cds Internacional " 
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FOIl.,.. 10: u.,~,.,¡ ASCo "'Bhly .. 1' .... CDII16 andSlIlP1L (. ) Ro. <r'0mouy ru."IfUD ....... Io.y .. '""'TI'" < .... mI (ltlKk [..,.) &DO! 
COI06 .. SlJtl'Q; (,.,¡). &DO! pt1U'IIIJtofO>IQ'; andS11lP<> pc>l', .... a1l. ob1auIood byflow cytolDC1<y: ...w ...... "-'n ...... an t SO (~ • J). 
(b) Immu"'-;n,,,,'" C0106.SlaP« .... d 1odrP< conttolo;lrnlfl" <Ob.ln"¡ by<onfuca[ mi<..-.¡>J (.al. lN.n. SOl'nI). 

appl'OIimatdy with so.. (l'nT ..... iliv~ «,Os ""di (1M (7). tf 
Ih. $tIKIDI IItp W.II not .-..d. Ih. Jlftcnlt. 01 
cTnT-potitJ',·. edil "'~s m:luctd \O [mi [7).0111' cardiac dif· 
f,.,.mtialion p.(ItOt01 ,t.owN linubrly hi¡1l dilf,.,.mtiolion 

dJidmcy ao Ih. pr ......... 1y .tp<lfIN onal r 17[. wilh a high 
I""'",mage 01 c'[·nT ..... 1Iiw ",lis and Ih. advanuW of 
aípping Ih. pick-up RItc1ion lIep fe. ca rdiomyocyl. 
mridl ...... t. 
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Compai>'-' a .diomyoc)'U' morpbdogiol.l changa w ..... 

oOltlVtd during 1M ctl! aJln.~ mon iloring. t..:h ;11 

elongattd, bifuratN. and binuc lealed "Os. ~ p~ltn« or 
• edl"la . align .... 1Il . nd !he "'",Iopmmt 01 ",U dwttn 
.tstmblin¡ 101t1lt.likt IIrUC'!wt:S cougtll oo. alltmion. Tht 
(ormali.,.., ollheM' $tr\lClU~1 h. b~ Iinkai ,",.n ene'"." 1 
pRKal in morpl!osenr"¡ .. h«h in ,;'ro.nd in rivo [32 ]. 

Ros.eIlt-likt SlrUCIurel o~d in cUlU.es treated "ith 1M 
diraud conlioltl)'<lC)'tl: dilJe .... tiation protocolo IUpp<Jrl 

lhe ardiornyo<yle "'",Iopmtnl (rom ""difl"nmtiattd ASCa. 
Unlikt previo\lS IlUd ies, no !JI'O"W>NUS beating thlt 

would .!low .. to pnnrm a IÜ.n.ctiol1ll1 an.aty.i. was 
oOltI'Vtd. SponlanfOlll btaling« autlmali.-n in an ;" vivo 
environmtnt is a cha<1Cttrislic ol earfy (eul audiomyocytes; 
u u..,de·¡dopmmt ooc ...... tbtcdls booomt moft,p«iol¡ud 
aDowing m. intM'tntion ol lile nodalayslftn, loIing thrir 
aw:maticily u ",Il$ .... [unte. Pluripotent$tem all..d ... ivtd 
a .diomyoqtn"'ow aa",ifrantly raluad SEIICa2 ""1', .... 
lion, and only in cm long term could rullures Cl"ercome iU 
""p._ion aOO mhona ardiomyOC:)'It maturaúon [2]. 
o..spitt rKIl havíng oboornd sp<lI>L1nt<'lW lItarin, cdls in 
oo' dilftrmliation protocol,!he poJiti", apreson ola »r_ 
coplumi</m doplasmi< .. liculum Co" _ATP_ (SERCal) 
implica~d in tllt oont.OI ~ caláum lrantlportatiorl in IlIt 
a.diomyoc)'e endoplalmie reticu!um '¡'ows a further a.­
diomJlOCYle /NI..-aOOn [33 ]. whieh <nI1d aplain in ....... 
W3Y Ihe lad: ~ aJtomatilm in ASC-derNN lwll 
a.diomyoc)'e_~ke cdt.. 

No,"ñaa markercapoble~ .. poratinglbe ASC-derNN 
ardiomyoc)'es hu betTI .~IN befo~. So far. alrnoJt al l 
pluripot"'l .. em edl_drri", d Clmiomyocyte, wim high dli­
citn<:y indudr I c.diomyocyte pllrifil:ill.ion Sl~ to ... hana. 
Ihe dilfe~nti.ion yiel d [11. JoI, - 37). [n an anempl 10 oI:uin 
• pUIft popula~on and • hightr d6cimcy ~ ASC-deri-.N 
a.diomyoc),e¡..1ike aDs. we oonsiderN 10 enrich by 

8uo~-=ena-activ;oted aII rorting using 1"'" II'SC-derNN 
ca.diomyoqu suñaa marke .. prrvio .. 1y ..,poned. ())L06 
(VCA.\I) and SI RPa «()) lna) [lB. 39[; uríortunlltly. boIh 
were highly a pr"'vd in Ihe undilfe..,nLi.N Ase. making 
difficuh ia use fOl" mricl-rnml of Ibe dilfe rmtiattd 
ASC-derrvN cardiac·like cdls. 

Cardiomyoc)'t developmenl i" ~rlro hu. high grade el 
oompLe:tity; IlIt~b~ .d ilf • ..,ntiating alls wim a singlumal l 
mol«ule Of single wowlh flctOf iI insufficimt 10 indlU ",.­
diomJ<lgm.rsil in Ase.. Cardiomyogm"iI iI In enr ..... 1y 
oompLe:t pro.:as Ihat dtpft>ds on Ihe inltraction ~ d itferml 
signllling po~~. in • ~me- . t¡>a«- . and d~ependmt 
/N n ...... To dal~ tht Mter and high..,fficiency Sltrn aII dif. 
fer ... lialion p.OIoools r«tUire tllt oombiNtiorl ~ ~tr"al 
'/Nn rn.cWCllIes and grow1h fae ..... roruhum. and evm 
Ib..,Mlimmoional SlfUClLI .... mimiding tht embryonic 
ardiaede",lopment [1 ]. 

Nor. .... p rilingly. 1M dlr""ltd camiomyocytt dilJ~n~ ... 
tíon prOlocOl p.een~d lit.., thu .., .. mbles me ardía< 
embtj<lnicdevtlopment wilh ardiaNpeófil: wowlh Qctor. 
a nd cardiownic cytoki ..... bmou me paradigm th. undilf .. . 
... tialN ASCa .hou!d be IrtalN dilfer ... tty u plllripot ... t 
"em aII. in m.t .... el cardiomJlOCYlt dilJe..,n~otion_ Stim­
ulalion wilh Wowth fae .... 01' '/Nn mol""" ... crilically 

Slem Ctlls InlerlUliona! 

invOO'N in ", .diom~ ...... _. a~ evalllaled in otht. 
prOlocOls. 'lIeh 11 me 11 .. el TGf -J31 (l6[ o. Wnl 1IOnCl ­

...,nical an!agonist (Wnt5.a + [)I;kl) [23 ]. IIoth I\ud.ie, 
mllll in an indllction of ca .diae_like cdb of cWII..,d 
ASe .. Mortow., ....,.,., IInditfer"'liattd ASCa haw betTI 
"'POnN with • p<»itjy~ upreuion of pluripot"'l marke"" 
sueh 11 0crl/4, Sox2. Namg. SSEA. l . Ind SSEA-' [40-42). 
IUpporlinS Ih. hypotlltsis. 

Dtspite the bigh d6cimcy OO-VN to obuin 
cardiomJlOCYle-1ike cdls with Ibe p.esmltd nvthod. more 
raea.eh iI neNN 100ptj~ dilferentialion low~rd a morf 
mallI . e .nd functional ca rdiomyocyte b . mndding-d ....... 
« pathoph)'Síoloof!;ica! applicationtl. However. probabty 
inWced ASCa loward a ardiae line~ with Ibe p~ .. nt 
dir""IN cardiomyocyte d i/l"ermliation prOlocol could be 
D"antlpbntN in an '" YÍw e .... iron ...... t locontinlle Ihe mal­
untion prOCe<iJ .nd. 1I the »me time. rould am. ... d the 
infarction myocardium lo. M ler P'''Inooio IIg. 43]. 

lt i. aucial .. look f« an approp.iaU ASC-deriwd 
cardiomJlOCYle-1ike aII urdiac sudaa marm ... ir would 
be advanlawou. fa. an mrichment Slep u..loou!d incr ..... '" 
OOOIsiderably!he dilfermliation efficienq. The high con of 
me gn>wth faClOl'l can Iimit mt 1'-...1 protocol fo. 
tcale-up purpotet; IUMtilutinS tlltm wilh in~n:hang~1e 
srnllll molecules implicattd in me ",rdiogenic ,ign.aling path.­
waysmuld Iower tht moL 1'h .. navd a nd ta.ym<thod eould 
be 1I .. 1U1 as a balis f« funher ..,ltvdl in cardiomyocyte dif­
" .... tiaLion from Ase.. J,.'val. ... tion eI~ 1'.., .... 1 pr(!COC<!I in 
t../Nn Ase. io vny importanle onu efficimcy in h uman 
cdls. prov .... lhis mflhod muld be implem ... ttd in dilfer­
ent 'ppIiCllioM,..,eh ... di ...... mnddi", cdl thenpy. and 
<hIe: ditoovtry. 

S. Conclusions 

1be ASC-deriwd ",.diomyocyte i, a ,uit.oble allemalive fa. 
dinical applicalÍOrl.l. bul ca,diomyocyte dovdopmed. 
'" .. ¡,.o haf a high gJlIde ~ oomplexily. fa. u..t r~JOn. it is 
importanllo snreh and d_ribe tht moOl appropriate pro"­
eolIO nuu.e op~mal rau! a. The combination el BMP_4 and 
VEGf plll$' ¡,emiso/id memylceDllIoR-boi5oed medium eon­
!ainiog Il_) and 1l-6 apptM, m be. lJ>od indua. of ",rw.c 
ditf~n~alion in me presml prolooolwith a high ditf~nti­
atíon fffic.iency. It is a ehallengt to id ... tify Ihf be .. combina­
.. ria!, huI thio i.an a.ompl. thal by otimu!aing me p.u.ways 
invOlvN in embtj<lnic ardiom~is, we can inaftU 
me effic.iency el n.diomJ<lCYle ditftrentiation deriwd fmm 
ASes. Clínica! applicalion. will be pouible for I long lerm 
and with f ... llIt. reteareh. 

Dala Availabllity 

""<:<'SS lo the dotawU US«I m SUpporl me findin(IJ el thi. 
SllIdy wil l Mconside..,d by waumo. ~ Mjuat. 

Disdosllrc 

S<!me adv.nca ofthi, reeardl were prelftllN as ¡Wlof an 
inlernal academic activily .... Id in ou. institulÍOR rv 
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 Anexo 2. 

 

Tabla 1. Experimentos de diferenciación cardíaca a partir de ASC.  

ID Condiciones del cultivo Días  

Eficiencia de 
diferenciación a 
cardiomiocito  
(% Troponina T) 

Observaciones 

1 BMP[10]+ FGF2[50] 14 6.3 % NOC 

2 BMP4 +FGF2 (DMEM/HAMF10/M-199) 14 12.4 % NOC 

3 
BMP4 +VEGF +NRG1+ DMSO - NV 

DMSO 1% (Tóxico para 
las células) 

4 BMP4 + FGF2+VEGF+NRG1+IL6 14 4 % NOC 

5 
AdA20 +BMP4+VEGF+IL6+IGF1+HGF 14/21 10.3 %/2.91 % 

Células rectangulares 
binucleadas/alineamiento 
celular 

6 

Cocultivo directo 11 NV 

Crecimiento de células 
pequeñas de morfología 
cúbica con crecimiento 
rápido (Suspendido) 

7 

Cocultivo indirecto 14 16.7 % 

Células alargadas/patrón 
de alineamiento  
IF (7d): Nkx2.5-/MyH-
/TnT-) 

8 

Cardiogenol C 15 7.4 % 

Células con estructuras 
similares a 
miofilamentos/Células 
rectangulares 

9 
M3134+ BMP4+VEGF+IL6 14 18.3 % 

Células rectangulares a 
partir del día 5. 

10 

M3534 (IL3, IL6 y SCF) + BMP4+VEGF 15/21 44 % 

Morfología compatible 
con cardiomiocito. 
IP (21d): Gata4+/TnT+/ 
MyH+/SerCa2+  
Ibarra-Ibarra BR., Stem 
cell International, 2019. 

*En color verde se indican los protocolos de diferenciación con mayor eficiencia de diferenciación a 
cardiomiocito.  
NOC: No se observaron cambios morfológicos compatible con cardiomiocito. 
NV: No valorable 
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Figura 1.  A) Esquema del experimento (días). B) Gráficas del porcentaje de células 

positivas por citometría de flujo para los marcadores de diferenciación cardíaca 

Gata-4, TnT, Myh y SerCa2 para las diferentes condiciones de cultivo a los 15 días. 
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Figura 2.  A) Esquema del experimento (días). B) Gráficas del porcentaje de células 
positivas por citometría de flujo para los marcadores de diferenciación cardíaca Gata-4, 
Nkx2.5 y TnT para las diferentes condiciones de cultivo a los 14 días. C) Gráficas del 
porcentaje de células positivas por citometría de flujo para los marcadores de 
diferenciación cardíaca Gata-4, Nkx2.5 y TnT para las diferentes condiciones de cultivo 
a los 21 días. 
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Figura 3.  A) Esquema del experimento (días) B) Imágenes del cultivo de cardiomiocitos 
neonatales. C) Imágenes obtenidas con microscopio confocal de las 
inmunofluorescencias de las ASC a los 7 días de cocultivo indirecto. D) Gráficas del 
porcentaje de células positivas por citometría de flujo para los marcadores de 
diferenciación cardíaca Gata-4, TnT y Myh para las diferentes condiciones de cultivo a 
los 14 días.   
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Figura 4.  A) Esquema del experimento (días). B) Gráficas del porcentaje de células 
positivas por citometría de flujo para los marcadores de diferenciación cardíaca Nkx2.5 
y Myh para las diferentes condiciones de cultivo a los 30 días. C) Imágenes de los días 
1 y 30 de las diferentes condiciones de cultivo.  
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