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Resumen

Introduccion. 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 solucién a dicha variabilidad es la generacién de
cardiomiocitos in vitro. Existen varios estudios sobre la diferenciacion cardiaca de
las células troncales derivadas de tejido adiposo (ASC), no obstante, la eficiencia
de diferenciacion hacia cardiomiocitos a partir de estas células es variable.
Objetivo. Aumentar la eficiencia podria ayudar a mejorar la generacion de
cardiomiocitos in vitro. Material y Métodos. Extraccion de ASC de rata Wistar.
Caracterizacion por citometria de flujo (CF) e inmunofluorescencia (IF) de cultivos
de ASC indiferenciadas. Diferenciacion in vitro hacia cardiomiocito a partir de las
ASC. La eficiencia de diferenciacion cardiaca se cuantificé por medio de citometria
de flujo (CF) con el marcador cardiaco Troponina T (cTnT) y se evalué la expresiéon
de marcadores de diferenciacion cardiaca por inmunofluorescencia (IF). Se
realizaron 3 réplicas biologicas. Resultados. Las ASC indiferenciadas fueron
caracterizadas por CF CD90+, CD29+, CD44+, RT1A+, CD73+, CD45-, CD34-,
CD31-. Se realizaron diferentes experimentos de diferenciacion hacia cardiomiocito
a partir de las ASC. Los experimentos de diferenciacién mostraron una eficiencia de
diferenciacion a células similares a cardiomiocito hasta de 44 % en aquellos donde
se utilizé una combinacion de factores de crecimiento aunado a un medio semisoélido
a base de metilcelulosa con interleucinas cardiogénicas, donde se demostré la
presencia de marcadores cardiacos tempranos y tardios. Conclusiones. A
diferencia de otros protocolos, en donde se habia observado una eficiencia baja y
variable, el uso de factores criticos de la cardiomiogénesis, aunado a un medio
semisolido comercial a base de metilcelulosa con citocinas como IL-3 e IL6, parece
favorecer y hacer mas eficiente la diferenciacion cardiaca a partir de las ASC para

la generacion de cardiomiocitos in vitro.



1. Marco tedrico

1.1 Introduccién

La medicina regenerativa en los ultimos afios ha revolucionado el tratamiento de
diversas enfermedades, como las enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas
y crénico-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 Ultimos afios 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 cardiaca. En estos casos, la medicina regenerativa ha demostrado
ser una alternativa eficaz para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares [1-3].

La generacion de cardiomiocitos in vitro es una estrategia para mejorar la
respuesta a la terapia celular. Empero, aun existen limitaciones en el area clinica que
resolver para poder dar un tratamiento a base de células troncales. Recientemente, la
generacion de cardiomiocitos inmaduros in vitro a partir de las células troncales
pluripotenciales inducidas ha mostrado tener una buena eficiencia de diferenciacion [4—
6], no obstante, no se ha podido trasladar su uso a la practica clinica por su potencial
tumorigénico. Una alternativa para la generacion de cardiomiocitos in vitro es el uso de
células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo porque son de facil acceso,
bajo indice tumorigénico y bajo costo, sin embargo, se debe aumentar la eficiencia de
diferenciacion a cardiomiocito a partir de estas células con el fin de poder trasladarlas en
un futuro al area clinica o para su uso en otras aplicaciones como estudios de

farmacologia in vitro o modelos de enfermedad genética.

1.2 Células troncales

Las células troncales (SC) se definen como células indiferenciadas con capacidad
de diferenciacion y auto-renovacion [7] (Figura 1). Una de las caracteristicas mas
importantes y que hace atractivo el uso de éstas para la regeneracion celular es la

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



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

pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales [7,8].

Célula troncal . . '

Auto-renovacion

@
\ ¢ B

Diferenciacion
Figura 1. Representacion grafica de las caracteristicas de las células troncales: auto-
renovacion y diferenciacion. 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
daran 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 diferenciacion y son denominadas ESC pluripotenciales. Estas seran las que daran

origen a las células del ectodermo, mesodermo y endodermo (Figura 2) [8]. Las ESC
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expresan genes criticos 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 formacion de teratomas
[10,11]. Por esta razon, 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 especificas de érganos y tejidos (Figura 2). Las iPSC fueron descritas
en el 2006, estas son células somaticas, como fibroblastos o células de sangre periférica
positivas para el marcador CD34, reprogramadas mediante la sobrexpresion de genes
gue contribuyen al mantenimiento de la pluripotencia (Oct4, Sox2, c-Myc y Klf4) [12]. Al
ser reprogramadas, dichas células adquieren caracteristicas similares a las ESC. No
obstante, el uso del oncogen c-Myc en la reprogramacién hace factible la generacion de
teratomas, por lo que también se ha visto limitado su uso en humanos. Algunos estudios
han logrado la reprogramacion sin la necesidad de utilizar c-Myc, pero aun faltan estudios

para comprobar la seguridad de estas células [13].

Las MSC se encuentran en nichos especificos dentro de cada 6rgano y tejido
adulto. En su mayoria, se han denominado como células multipotenciales por presentar
una diferenciacion restringida a una capa germinal [8]; sin embargo, se ha observado
que algunas MSC expresan genes que codifican factores criticos del mantenimiento de
la pluripotencia como Oct3/4 y Sox2, por lo que se les puede denominar como células

pluripotenciales [14].

Las células troncales especificas de 6rganos y tejidos, en comparacion con las
MSC, tienen aun mas limitada su potencialidad, diferenciandose especificamente a
células de un 6rgano o tejido [7]. Tanto las MSC vy las células troncales especificas de

organos y tejidos, se encuentran entre 0.0001 % al 5 % del total de células de un tejido



u érgano y permanecen en ellos en un estado quiescente por muchos afos hasta que

son activadas por enfermedades o dafio tisular [14-16].

Células troncales embrionarias totipotenciales

Células troncales
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Figura 2. Diagrama de los tipos de células troncales segun 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 afios 50, en los que lograron identificar dos tipos de
SC en la médula ésea: las células troncales hematopoyeéticas y las células troncales de
médula désea estromales. Estas ultimas fueron nombradas asi por la aparicion de
unidades formadoras de colonias similares a fibroblastos CFU-Fs [17]. Posteriormente,

demostraron que dichas células eran capaces de generar células de hueso [18], cartilago

5



[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 cordon
umbilical, liquido amniético [23], pulpa dentaria [24], tendones [25], vellosidades

coridnicas [26], membrana sinovial [27] y mUsculo esquelético [28], entre otros.

Las MSC, en condiciones in vitro, tienen caracteristicas 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. Fenotipicamente, expresan una serie de marcadores de superficie
no especificos pero caracteristicos, los cuales permiten diferenciar este tipo celular de
otros tipos celulares por medio de la citometria de flujo. Estos marcadores pueden variar
entre las diversas especies de mamiferos. Estos expresan en su mayoria: 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 adhesion como
CD31, CD18 o CD56 [30].

El fenotipo inmunoldgico de las MSC es MHC | positivo, MHC 1I, CD40, CD80 y
CD86 negativos [31]. Aun faltan estudios in vivo para determinar la capacidad
inmunogénica e inmunomoduladora de las MSC. Por dicha razon, estas células han sido

trasplantadas de forma aut6loga para evitar el rechazo inmunoldgico.

Varios estudios han descrito el uso de las MSC en diversas patologias como la
osteoartritis [32], en la lesion de la médula espinal [33], diabetes mellitus, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, osteoporosis, enfermedades autoinmunes y
cardiovasculares [34]. En relacion a las enfermedades cardiovasculares, en los altimos
afios se han descrito aplicaciones innovadoras como el transplante de SC, la
regeneracion cardiaca, la prueba de nuevos farmacos, las pruebas de toxicidad de
farmacos in vitro, asi como su uso en modelos de enfermedades genéticas como el

Sindrome de QT-largo, cardiomiopatia hipertrofica, entre otras [3,35-38].



1.4 Diferenciacién de las células troncales hacia cardiomiocito

Existen diversos protocolos de diferenciacion a cardiomiocito in vitro, como el
empleo de factores tréficos que inducen el desarrollo cardiaco como BMP-4, FGF-2 ,
IGF-1, HGF-1, entre otros [39-43]. La activina A también ha sido utilizada en la
diferenciacion de las iPSC. Esta proteina forma parte de la superfamilia del TGF-B y esta
implicada en los procesos de diferenciacion hacia cardiomiocitos [1,39]. La aplicacion de
las moléculas antes citadas es tiempo dependiente, semejante al desarrollo embrionario

cardiaco.

Algunos investigadores han utilizado la sobreexpresion o inhibicion de genes para
la diferenciacion cardiaca. También se ha utilizado medios de cultivo especializados
comerciales [44,45]. Recientemente, se reportd que el uso de moléculas pequefias para
la diferenciacion cardiaca, por ejemplo: los antagonistas de la via de Wnt /B-catenina
como IWP-2 y 4, los inhibidores de la via de Wnt por medio de la inhibicion de GSK-3p
como la aminopirimidina CHIR99021 [39,46] y los activadores de la via de Wnt, la
diaminopirimidina (conocida como Cardiogenol C) que induce la cardiomiogénesis en
ESC de raton [47-49].

Varios reportes han descrito la induccién a la diferenciacion a cardiomiocito con
5-azacitidina [50], un analogo de la citidina que juega un papel en la inhibicién de la
metilacion 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 diferenciacion a cardiomiocito [52,53].

Los protocolos hasta el momento han mostrado una diferenciacién variable y en
algunos casos menor al 1% para el caso de las ASC, sin embargo, para otras SC como

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

Recientemente, se publicO una investigacion sobre la diferenciacion de

fibroblastos humanos a cardiomiocitos que, por medio de un coctel de 9 compuestos,



buscd la reprogramacion y diferenciacibn a cardiomiocitos. Entre los compuestos
utilizados en la diferenciacion hacia cardiomiocito, se utilizaron CHIR99021, BMP-4,
Activina A y VEGF; con los cuales se obtuvo hasta un 97 % de células con contraccion
espontanea, fenotipo de células ventriculares y atriales [6]. Estos compuestos actian
sobre la B-catenina y Smadl (efectores de la sefializacion procardiogénica de Wnt y
BMP) para modificar promotores y enhancers de genes clave del desarrollo cardiaco [6].
En los protocolos donde se ha obtenido una eficiencia terminal de diferenciacion mayor
al 80% han utilizado diversas técnicas de purificacion 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 fraccion del estroma vascular (SVF) que se obtiene por lipoaspirado o
por extraccion directa del tejido adiposo. Estas células son aisladas del tejido adiposo
mediante el uso de enzimas como la colagenasa [54-56]. EI inmunofenotipo de las ASC
es muy similar al de las MSC, sin embargo, pueden existir algunas variaciones
dependiendo de la subpoblacion que se esté estudiando como el marcador de superficie
CD146 [57,58].

La razén por la cual el tejido adiposo posee SC se desconoce. Algunos autores
han propuesto que esta subpoblacién de células son en realidad células perivasculares
0 pericitos que residen en el tejido adiposo provenientes del endotelio vascular o que son
células mesenquimales que viajan por el torrente sanguineo 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 indice tumorigénico (telomerasa y actividad de la
aldehido deshidrogenasa estables ademas de no evidenciarse mutaciones en el gen
TP53 en cultivos celulares) [60]. Asimismo, han demostrado tener una plasticidad

sobresaliente, diferenciandose a osteocitos, condrocitos, adipocitos, células endoteliales,



células similares a neuronas, células similares a cardiomiocitos, células similares a

hepatocitos, entre otras [61].

1.6 Diferenciacion 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 diferenciacion cardiaca a nivel de
genesy a nivel de proteinas como Gata-4, Nkx2.5, Anp, asi como en proteinas cardiacas
como B-MHC, a-MHC, troponina T (TnT), troponina | (Tnl), troponina C y SerCa2, entre
otras [44,45,50]. También se han observado contracciones espontaneas, lo cual ha sido
corroborado por estudios electrofisiologicos. Los cambios morfologicos observados en
algunos de estos protocolos de induccion a la cardiomiogénesis son compatibles con los
observados en los cardiomiocitos, estructuras miotubulares, alineamiento con
comunicacioén intercelular, presencia de discos Z y estructuras similares a sarcomeros
[44,45,50,52,62-66]. SoOlo un estudio ha evaluado la funcionalidad de las células
similares a cardiomiocito derivadas de las ASC por medio de la respuesta farmacoldgica
con diferentes (B-agonistas, B-bloqueadores y acetilcolina [45]. Algunos estudios han
observado pocos o ningln cambio en la induccién a la diferenciacién a cardiomiocitos a
partir de las ASC [51,67]. Incluso un estudio ha reportado la diferenciacion espontanea
a células similares cardiacas en 1.62 % y contracciones espontaneas con gradiente Ca?*
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 induccién 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 diferenciacion utilizan
diversas técnicas de purificacion celular como aislar clonas que presentan contracciones

espontaneas.



Algunos estudios s6lo toman en cuenta un marcador de diferenciacion observado

s6lo por una técnica como RT-PCR, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica o

citometria de flujo para determinar la diferenciacion a cardiomiocito. Otros miden varios

marcadores con diferentes técnicas, observan cambios morfoldgicos compatibles con la

diferenciacion cardiaca e incluso observan contracciones espontaneas, pero en algunos

estudios las condiciones de experimentacion no han mostrado reproducibilidad en otros

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

cardiomiocito a partir de las ASC (Tabla 1).

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

las células troncales derivadas de tejido adiposo (ASC).

Especie de
procedencia
de las ASC

Protocolo de induccién ala
diferenciacién a cardiomiocito

Resultados

Referencia

Conejos

5-Azacitidina 1,3,6 y 9 umol/L
12,24,48 y 72 horas de incubacion
+ medio RPMI

[9umol/L] en 24 horas de incubacion: [50]
Transformacion del fenotipo en 20-30 % a

cardiomiocito.

Morfologia: células binucleadas, agregados

celulares y células redondas, contraccion

espontanea.

Inmunotincion positiva para MHC, a-actina 'y Tnl.

No dediferenciacion a los 2 meses.

Ratones
C57B1/6N

Medio semisolido Methocult™ GF
M3534

Morfologia: células redondas y células tubulares.
Células con estructuras similares a miotubos.
Células contractiles a los 11- 14 dias (0.02-0.07
%).

gRT-PCR: Expresion positiva de Gata-4, Nkx2.5,
Mlc-2v, Mic-2a, Anp, Mef2C, 3-Mhc, conexinas.
Microscopia electrénica: Miofilamentos, discos Z,
estriacion y sarcomeras organizadas.

Potencial de accioén similar a contraccion atrial y
ventricular.

Respuesta farmacoldgica positiva a B-agonistas, 3-
blogueadores y acetilcolina-agonistas.

[45]

Humano

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

Morfologia: células multinucleadas 33 7.4
Inmunofluorescencia: células estriadas, 81 %
células positivas para a-actina, 20-25 % Tnl, 11%
desmina, 38 % conexina-43 y 5% contraccion
espontanea.

(62]

Humano

Placas con fibronectina y laminina
ylo 5-azacitidina

Morfologia: Células redondas y elongadas.
RT-PCR: expresion positiva de MLC-2a (5-aza ler
semana). Expresion positiva SERCAZ2a (5-
azatlaminina ler semana).

Inmunohistoquimica: Aumento de desmina, MLC-
2a, a-actina y troponina en cultivos con lamina y 5-
aza+ laminina a las 3 y 5 semanas.

(65]

Ratén
C57BI/6N

Methocult™ GF M3534 y medio
BHK21

Morfologia: células redondas, ramificadas y
tubulares.

Aislaron clonas con contraccién espontanea en
medio BHK21

(44]
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Citometria de flujo: 50% TnT sdlo si son aisladas.
(Protocolo con 3 pasos). Seleccién bajo
microscopio invertido.

Inmunofluorescencia: Células positivas para -
MHC, MLC-2v, a-MHC, TnT, a-actina y Titina.
RT-PCR: Expresién positiva de Mic-2v.

Rata TGF-B1 [10ngml?] durante 2 Citometria de flujo: 16.78% +4.37 células positivas  [63]
Sprague- semanas para MHC.
Dawley Inmunofluorescencia: Pocas células positivas con
MHC y a-Actina sarcomérica.
Humano Comparacién de 5 métodos: 5-azacitidina no mostr6 cambios significativos. [52]
5-azacitidina [10umol/L] MCM: Coexpresion de Nkx2.5 y a-actina
MCM: DMEM Ig+ insulina+ sarcomérica (27.2 % vs Control).
transferrina+selenito de TSA: RT-PCR 11 veces mas expresado a-actina,
sodio+BSA+ac. también aumento de MHC, TNI y conexina 43, no
Linoleico+ascorbato+dexametasona  contraccion.
(3 semanas) Cocultivo indirecto: no diferenciacion.
Tricostatina A (TSA) [100ng/mL] Cocultivo directo: Coexpresion de Gata-4, Nkx2.5,
durante 24 horas a-actina, Tnl'y MHC. Contraccion espontanea y
Cocultivo con cardiomiocitos gradiente de Ca2+.
indirecto (inserto poro 3.0 um]
Cocultivo directo con cardiomiocitos
de rata (ASC marcadas con CM-Dil
(Texas Red) 1:5/1:10
Humano Forbol acetato de miristato (PMA) PMA: RT-PCR Expresion de Mef2c, Gata-4 y [66]
[10nM] durante 24 horas BMhc.
Transfeccion de PKCd Transfeccion de PKCd: RT-PCR Expresion
aumentada de Gata-4, Mef2c, actina cardiaca,
Troponina, BMhc y conexina 43.
Ratén DMEM con 20% Suero Neonatal Diferenciacion espontanea en 1.62% de las ASC [68]
C57BL/6N Bovino (NBS) con DMEM+20% NBS, células positivas en
AdNkx2.5 y/o Ad-a-actina inmunofluorescencia para a-actina, MF20, cox45,
(adenovirus recombinante) CMHC, TNI, Nkx2.5. Contraccién espontanea.
0.49% con gradiente Ca2+.
AdNkx2.5 y/o Ad-a-actina: Aumenta el nimero de
células diferenciadas a células similares a
cardiacas.
Rata Lewis Medio DMEM+ 5-azacitidina [5uM] No cambios morfolégicos observados en cultivos [67]
Methocult™ GF M3534 con Methocult. 20% células grandes y 30%
Methocult™ GF M3534 + 5- mortalidad celular cultivos 5-azacitidina.
azacitidina [5uM] Inmunofluorescencia:
Células positivas para conexina 43 y a-actina
sarcomeérica.
Humano Medio DMEM-F12 + 5-azacitidina No induccion cardiogénica. [51]
[10uM] +bFGF RT-PCR: Disminucion de la expresion de Mic2yv,
Mic2a, Nkx2.5, BMhc, aMhc, Anp, Cox43,
Troponina C, Tnl y Mef2c.
Ratén ISX1 [20puM] por 4 dias (molécula ISX1 aumento la expresion de Nkx2.5 6 veces mas  [64]
C57BI/6N pequefia que activa el promotor del  respecto al control.

gen Nkx2.5) + Cocultivos con
cardiomiocitos neonatos de rata
Sprague-Dawley

Cocultivo +ISX1 Aumento la expresion de genes
de diferenciacion cardiaca tempranos y tardios.
ANP 9 veces més, BNP 3 veces més y Troponina
C 15 veces mas (RT-PCR).

ISX-1 remodela la cromatina acetilando H3 y H4
del promotor del gen Nkx2.5.
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1.7 Estudios pre-clinicos v clinicos con células troncales

En estudios preclinicos (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
cardiopatia isquémica, en los cuales la constante ha sido que existe un incremento de la
fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) y una disminucion en el area de
infarto, también se ha reportado un incremento de la neovascularizacion post-trasplante
celular [69,70]. Algunos estudios han inducido previamente a la diferenciacion 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 cardiopatia isquémica han
demostrado la seguridad, factibilidad y eficacia del uso de las SC. Un metaanalisis
examind 52 estudios pre-clinicos 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 cardiaca. Los resultados mostraron que la terapia celular mejoré la FEVI un
7.5 % (6.2-8.9 %, IC95 %; p<0.001) debido a un decremento significativo del volumen
sistdlico final. No hubo un incremento en la mortalidad después del tratamiento en el tipo
de célula y en el tipo de infarto. El analisis de sensibilidad sugirié que, en el trasplante
de las MSC, el infarto de la arteria descendente anterior, el modelo de oclusion crénica,
un mayor nimero de células (£ 107) y la inyeccién 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 via de administracién de las células [71].

En estudios clinicos, el trasplante de SC no cardiacas como progenitores de
musculo esquelético y MSC de médula 6sea ha resultado en un mejoramiento leve de la
FEVI, pero se ha observado la induccion de arritmias [72]. Otros estudios han observado
que existe un efecto sinérgico o paracrino que permite la angiogénesis o
neovascularizacion [73,74]. Recientemente, The Cochrane Collaboration realizé un

metaanalisis en el que se revisaron 33 ensayos clinicos controlados con un total de 1,765
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participantes. El tratamiento con SC no mostr6 cambios estadisticamente significativos
en la mortalidad (RR 0.70, IC 95 % 0.40 - 1.21) o en la morbilidad; sin embargo, los
ensayos clinicos tenian un alto grado de heterogeneidad. En el seguimiento a corto
plazo, la terapia con SC mejoro 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 observo que reduce los voliumenes finales
sistélico y diastdlico izquierdos y disminuye significativamente el tamafio del infarto a
largo plazo. En estudios con resonancia magnética y angiografia ventricular izquierda,
se encontré una correlacion con el nimero de células infundidas y el efecto de la FEVI
[2,75].

2. Planteamiento del problema

El corazon adulto tiene la capacidad de regenerarse de forma limitada, en
este sentido, esta regeneracion es insuficiente para compensar la muerte celular y
el dafo ocasionados por las enfermedades cardiovasculares [76]. Las
enfermedades cardiovasculares tienen un alto impacto en la sobrevida de los
pacientes, existiendo tratamientos sintomaticos, 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 clinicos
que el trasplante de SC en IAM mejora la fraccién de eyeccidén del ventriculo
izquierdo (FEVI) y disminuye el area 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 Cardiologia es la regeneracion
y revascularizacion del miocardio para reestablecer la contractilidad sincronica y
conductividad bioeléctrica con miras a mejorar la funcién cardiaca 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
estimulacién de la proliferacién de cardiomiocitos existentes, la conversion directa
de los fibroblastos cardiacos en cardiomiocitos, la activacion endogena de las
células progenitoras cardiacas y la generacion de cardiomiocitos derivados de SC

in vitro para su posterior uso en la terapia celular.

La generacion 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 cardiacas (CSC) y células troncales
pluripotenciales inducidas (iPSC). El éxito de la generacion in vitro de cardiomiocitos
se mide por la eficiencia terminal de diferenciacién, sin embargo, esta depende de
las caracteristicas de cada tipo de SC. Algunos estudios recientes han obtenido una
eficiencia terminal de diferenciacion 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 indice tumorigénico [10,11], por lo que no se han

realizado estudios clinicos hasta el momento.

Una propuesta es la generacion de cardiomiocitos in vitro a partir de las ASC.
Las ASC son una fuente de células troncales presente en los organismos adultos
de facil acceso [79]. La ventaja de las ASC en comparacién a las iPSC es que el
riesgo de generacion de tumores a partir de ellas es minimo (menor indice
tumorigénico) [60], ademas de haber demostrado que su uso es seguro y eficaz en
estudios clinicos, pero la eficiencia terminal de diferenciacibn a cardiomiocito
generalmente es limitada y variable dependiendo del protocolo de induccion a la
diferenciacion cardiaca. Por esta razon, es importante identificar que método de
diferenciacion puede aumentar la eficiencia de diferenciacion a cardiomiocito a partir

de las ASC, lo cual nos permitiria 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 investigacion

¢, Cudl es el mejor método de diferenciacion para aumentar la eficiencia de

diferenciacion a cardiomiocito a partir de las ASC?
4. Justificacion

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

existen algunas limitaciones por resolver en el area clinica.

Para poder resolver estas limitaciones se tiene que regresar a la investigacion
basica. Existen diversas estrategias que pueden ayudar: una de ellas es la generacion
in vitro de cardiomiocitos. La generacion in vitro de cardiomiocitos tiene como ventaja
controlar el nUmero o el subtipo de cardiomiocitos que en un momento dado se quisiera

trasplantar.

Las ASC son una alternativa para la generacion de cardiomiocitos in vitro ya que
tienen como ventaja, su accesibilidad y su bajo indice tumorigénico en comparacion a
las ESC e iPSC. No obstante, la proliferacién de las ASC diferenciadas a cardiomiocito
es limitada y en muchos casos no se ha cuantificado la eficiencia de diferenciacion con

método cuantitativo que permita su comparacion con otros métodos.

A fin de resolver dicha problemética, el presente estudio inducira la diferenciacion
cardiaca de las ASC por medio de diversos métodos como factores de crecimiento,
medios semisolidos, moléculas pequefias 0 cocultivos con cardiomiocitos para obtener
una alta eficiencia de diferenciacion hacia cardiomiocito a partir de las ASC. La eficiencia

de diferenciacion a cardiomiocito sera evaluada por medio del porcentaje de células
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positivas para un marcador de diferenciacion cardiaca tardio (Troponina T, TnT) con un

meétodo cuantitativo (citometria de flujo).

En un futuro, el conocimiento obtenido a partir del presente estudio podria ayudar
a optimizar la eficacia terapéutica disminuyendo la variabilidad de respuesta a la terapia
celular en estudios clinicos por medio de la generacion 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 farmacol6gicos in vitro

o modelos de enfermedad genética.

5. Objetivos

5.1 Objetivo principal
Aumentar la eficiencia terminal de diferenciacion hacia cardiomiocito a partir de
las ASC.

5.2 Objetivos especificos

1. Extraery caracterizar por medio de citometria de flujo las ASC.

2. Inducir la diferenciacion a cardiomiocito de las ASC empleando medios
condicionados con factores de crecimiento especificos (BMP-4, VEGF,
bFGF, NRG-1, HGF y/o IGF-1), adenovirus recombinantes que inhiben
expresion del gen A20, medios semisdlidos y/o cocultivos con
cardiomiocitos.

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

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

6. Hipotesis

La combinacion de protocolos de diferenciacion cardiaca utilizado en las
IPSC y protocolos de diferenciacion cardiaca en las ASC (factores de crecimiento
especificos del desarrollo cardiaco, cocultivos, moléculas pequefias, entre otros)
gue semejen la cardiomiogénesis aumentara la eficiencia de diferenciacion a

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

7.1 Disefo del estudio

El presente consiste en un estudio de medicina traslacional fase O (Investigacion
bésica). El disefio del estudio es experimental en el que se consideraron 3 réplicas

bioldgicas para el experimento de diferenciacion cardiaca optimo.

7.2 Extraccion 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-ZO0O-
1999 para cuidado de animales de experimentacion.

Se realiz6 eutanasia de la rata mediante CO2. Se rasuraron las patas traseras,
abdomen y region lumbar. En condiciones de asepsia y con material estéril, se realizd
una incision en la piel abdominal y se procedié a disecar el tejido adiposo subdérmico.
El tejido adiposo extraido se colocd en un tubo de 50 mL con 30 mL de PBS 1x estéril
(NaCl, 8g/L; KCI, 0.2g/L; Na2HPO4, 1.09¢/L; KH2P0O4, 0.26 g/L, pH 7.2) con una mezcla
antibiéticos y antimicotico al 3x (100 U/mL penicilina, 100 ug/ml estreptomicina y

anfotericina B).

En una campana de flujo laminar vertical, en condiciones estériles, se coloco el
tejido adiposo extraido en una caja Petri con una cantidad minima de PBS 1x +
antibidtico-antimicotico al 1% (penicilina, estreptomicina y anfotericina B, antibi6tico-
antimicético, Gibco™) y se disgregd por medio de tijeras y bisturi hasta obtener una
mezcla homogénea. Se colocd el tejido adiposo disgregado y homogeneizado en un tubo
de plastico de 50 mL, a este se le agreg6 10-15 mL de colagenasa tipo Il al 0.1 % (Sigma)
en medio DMEM (Gibco™) y se incubo con agitacion constante a 37°C durante 45 a 60
minutos. Se agregd un volumen igual al material digerido de medio completo (DMEM

bajo en glucosa + 10% SFB + antibiotico-antimicético al 1%) para inactivar la digestion
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de la colagenasa. Se filtr6 el material digerido con tela de chifén estéril en un frasco
Erlenmeyer de 100 mL, el filtrado se cambid a un tubo de 50 mL y se centrifugd a 2500
rpm por 10 minutos, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el boton con 10 mL
de DMEM completo, se centrifugd a 2100 rpm por 6 min, se descartd el sobrenadante y
se agreg6 10 mL de buffer de lisis de amoniaco-cloruro-potasio (ACK) resuspendiendo
el botén por pipeteo, se dejo reposar durante 5 a 10 min a temperatura ambiente para
lisar los glébulos rojos de la fraccién estromal vascular (SVF). Para inactivar la reaccion
de lisis, se agreg6 10 mL de DMEM completo y se centrifugd a 2,500 rpm por 10 minutos,
se descarto el sobrenadante y se resuspendio el botén con 10 mL de DMEM completo,
se centrifugd a 2100 rpm por 6 min, se descart6 el sobrenadante, repitiendo este ultimo
paso dos veces. Se resuspendio el botén con 10 mL de DMEM completo y la solucion se
paso por un filtro de 100 um sobre un colador de acero inoxidable estéril a un tubo conico
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 % COa.

7.3 Mantenimiento de los cultivos de las ASC

La proliferacion de los cultivos se evalu6 diario para observar el desarrollo de
colonias visibles y descartar la presencia de microorganismos patégenos. Las colonias
fueron visibles a partir de las 24 horas posterior a su extraccion y siembra. La poblacion
las ASC en los cultivos celulares se evaluaron por su adherencia, morfologia espiculada
y Su expansion 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 midi6
con azul de tripano con un hemocitometro (cAmara de Neubauer) o por citometria de flujo

con ioduro de propidio.

7.4 Citometria de flujo

Se recolectaron las células de las cajas de cultivo empleando tripsina (1x) y se
centrifugd a 1,500 rpm por 5 min. El botdn celular fue lavado con 1 mL de PBS al 0.8 %

de albumina bovina (BSA) y 0.02 % de azida de sodio. Se fijaron las células con
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paraformaldehido al 4 % durante 10-15 minutos. Para los marcadores intracelulares, se
permeabilizaron las células con Tritbn X-100 al 0.1 % o saponina al 0.1 %; para
marcadores intranucleares, se permeabilizaron las células con solucion de Triton 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 albumina 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
caracterizacion 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 diferenciacion a cardiomiocito como
CD106 (VCAM), Conexina-43 y SIRPa. Los marcadores de diferenciacién cardiaca 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 sarcoplasmico de calcio (SerCa2). Como anticuerpos secundarios,
se utilizaron anticuerpos acoplados a fluor6foros 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 diferenciacion cardiaca se lavaron 3 veces con PBS 1X a 4°C, las
células se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 30 minutos a 4°C. Se lavaron
nuevamente los cultivos con PBS1X se permeabilizaron las células con solucion de
Triton X-100 al 0.5 % durante 10 minutos; se lavaron nuevamente 3 veces con PBS 1X
a 4°C. Se incubo con solucién blogueadora (Biocare Medical, Background Sniper) o con
BSA 3 % por 10 minutos y se lavé 3 veces con PBS 1X a 4°C. Los anticuerpos primarios
(CD90, Gata-4, Nkx2.5, TnT, MyH, SerCa2, CD106, Conexina-43 y SIRPa) 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 agregé medio de montaje con
DAPI (Santa Cruz ChemCruz™ Ultracruz™ Mounting Medium). Se obtuvieron las

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

Para la generacién de cardiomiocitos in vitro a partir de las ASC, se probaron
diferentes condiciones de cultivo para determinar cuéles de estas eran las optimas.

Los experimentos de diferenciacion cardiaca 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 descripcion detallada de cada uno de
los experimentos se realizd en la seccién de resultados del presente documento. A
grandes rasgos, se mencionan a continuacion las condiciones de diferenciacion de los

cultivos de ASC utilizados:

1. Molécula pequefia (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 diferenciacion a
cardiomiocito [39,40,80].

3. Transduccion de un gen que inhiben la via clasica 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 semisélidos 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 determiné el estado de diferenciacion cardiaca por medio
de marcadores de diferenciacion cardiaca como Gata-4, Nkx2.5, TnT, Myh y/o SerCaz2,
por medio de citometria de flujo y/o inmunofluorescencia con microscopia confocal

(protocolos previamente mencionados).

7.7 Construccién de plasmidos y generacién de adenovirus recombinante A20

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

inhibir la via clasica de NF-kB fue sintetizado siguiendo los siguientes pasos [81,84]: 1)
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Subclonacién y seleccion del gen A20 para transferirlo al vector pshuttle, 2) linealizacion
y transformacién por recombinacién homadloga para introducir el gen A20 en la estructura
del adenovirus (AE1), 4) linealizacion de la estructura pAdEasy + A20, 5) Transfeccion
de células HEK 293 con el adenovirus pAdEasy + A20 para amplificacion y posterior
purificacion. En experimentos preliminares, se demostré6 que una MOI (Multiplicity of
Infection) de 100 es suficiente para lograr modificar los patrones de expresion 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 transduccién con adenovirus
recombinantes que contenian el gen A20. El conteo celular y la viabilidad se realizaron
en una camara de Neubauer empleando azul de tripano. Se observo la morfologia celular
de ambos cultivos con tincion de hematoxilina y eosina a las 72 horas post-transduccién

para observar cambios morfologicos relacionados al adenovirus recombinante.

La construccion y los experimentos relacionados con el uso de DNA recombinante
fueron realizados siguiendo las guias internacionales de investigacién para moléculas de

DNA recombinante.

7.8 Extraccién de cardiomiocitos neonatales

La extraccion de cardiomiocitos neonatales se realizé con algunas modificaciones
en el protocolo de Ehler y colaboradores [85]. Consistié en la extraccion de corazones
de ratas neonatas Wistar (1-5 dias) por medio de decapitacion de las ratas. Los
corazones fueron cortados en pequefios fragmentos para su subsecuente digestion
enzimatica con tripsina al 0.1 % con agitacion constante, cada 15 min se descarto el
sobrenadante, a los 45 min se recuper6 el sobrenadante hasta la disgregacion total del
tejido cardiaco. Se agregdé medio HAM F10 con 10 % SFB para inactivar la digestiéon de
la tripsina. Se centrifug6 a 1,200 rpm por 5 minutos y se sembrd en una botella T75. Se
incub6 a 37°C con COz2al 5 % durante una hora. Se recolecto6 el sobrenadante de la T75,

se centrifugd a 1,200 rpm por 5 minutos y se sembré en una placa nueva.
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7.9 Andlisis estadistico

Los datos fueron presentados como la media * desviacion estandar de la media.

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

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

8. RESULTADOS

8.1 Extraccion y caracterizacion de las células troncales mesenquimales derivadas
de tejido adiposo (ASC).

Las ASC se aislaron del tejido adiposo subcutdneo mediante disgregacion
manual y digestion enzimética por medio de colagenasa. Las células obtenidas se
sembraron en cajas de cultivo para su proliferacion y mantenimiento. Los cultivos
se vigilaron diariamente y se cambié el medio cada 2-3 dias. Cuando los cultivos se
encontraban al 70-80 % de confluencia, se utilizé tripsina para separar la células de
la caja de cultivo y resembrarlas en placas nuevas (pases). Durante su proliferacién
se observo la morfologia tipica de las ASC, donde se observaron células alargadas

similares a los fibroblastos (Figura 3).

Para confirmar que las ASC mantienen sus caracteristicas fenotipicas
después de su crecimiento en cultivo, se evaluaron y caracterizaron las ASC
indiferenciadas por medio de citometria de flujo (FACscalibur Becton Dickinson). Se
observo que las ASC extraidas por el método antes mencionado fueron positivas
para los marcadores de superficie caracteristicos de dichas células. El
inmunofenotipo de las ASC se realiz6 con marcadores de superficie previamente
establecidos para la caracterizacion. Se observé 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 valorg el porcentaje de células positivas para marcadores de
diferenciacion cardiaca en las ASC indiferenciadas, las células mostraron ser

negativas para los marcadores de diferenciacion cardiaca Gata-4, Nkx2.5, TnT, Tnl,
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Myh y para el receptor sarcoplasmico 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
caracteristico 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. Micrografia de células troncales derivadas de tejido adiposo subcutaneo
de rata (ASC) a las A) 24 horas, B) 48 horas y C) 5 dias post-extracciéon, donde se
observa células con morfologia similar a fibroblasto.
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Figura 4. A) Histogramas de citometria de flujo marcadores de superficie (CD90+,
CD73+, CD29+, RT1A+, CD44+, CD34-, CD45- y CD31-) en color rojo e isotipo
control en color gris. B) Graficas del porcentaje de células positivas por citometria

de flujo para los marcadores de superficie para la caracterizacion de las ASC
indiferenciadas.
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Figura5. A) Gréficas del porcentaje de células positivas por citometria de flujo para
los marcadores de diferenciacién cardiaca Gata-4, Nkx2.5, Tnl, TnT, Myh y SerCa2.
B, C, D) Micrografia de ASC indiferenciadas, obtenida con microscopio confocal de
la para el marcador de diferenciacion cardiaca temprana Nkx2.5 (B) y los
marcadores tardios Myh (C) y SerCa2 (D).
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8.2 Experimentos de diferenciacién cardiaca de las células troncales
mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASC).

Para aumentar la eficiencia terminal de diferenciacion hacia cardiomiocito a
partir de las ASC, se realizaron una serie de experimentos de induccion a la
diferenciacion hacia cardiomiocito, en los cuales, se probaron diferentes
condiciones de cultivos como factores de crecimiento especificos del desarrollo
cardiaco, interleucinas, adenovirus recombinantes, moléculas pequefas, medios

semisolidos comerciales y cocultivos con cardiomiocitos neonatales.

En total, se realizaron 10 protocolos de induccién a la diferenciacion a
cardiomiocito con diferentes condiciones de cultivo en las células ASC (Anexo,
Tablal). La eficiencia de diferenciacion a cardiomiocito de cada protocolo de
diferenciacion (experimento) fue evaluada por medio de citometria de flujo para
poder cuantificar el porcentaje de células positivas para troponina T (TnT) (marcador
de diferenciacion cardiaca tardio). También, se evaluo la morfologia celular en los
cultivos durante el experimento para valorar cambios compatibles con un

cardiomiocito.

Los experimentos realizados mostraron resultados variables en la eficiencia
de diferenciacion a cardiomiocito a partir de las ASC. En la tabla 2, se muestran la
eficiencia de diferenciacion obtenida en diferentes protocolos realizados. Los
experimentos que mostraron una mayor cantidad de células positivas para TnT,
cambios morfolégicos y presencia de proteinas cardiacas (marcadores de
diferenciacion 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 semisélidos
(Methocult™) (Anexo 1) (Ibarra-lbarra, BR, Stem cell International, 2019). Los
experimentos con moléculas pequefias, adenovirus recombinantes/factores de
crecimiento/IL6, asi como los experimentos con cocultivos indirectos de
cardiomiocitos neonatales, mostraron aumento de algunos marcadores cardiacos,
pero no se observaron cambios morfoldégicos compatibles con un cardiomiocito tan
evidentes como en los observados con los medios semisélidos (células binucleadas,
elongadas, patron de alineamiento y formacion de estructuras similares a rosetas)
(Tabla 2).
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Tabla 2. Resumen de

diferenciacion cardiaca.

los resultados obtenidos de los experimentos

de

Condiciones del Dias Eficiencia de Observaciones
cultivo diferenciacion a
cardiomiocito
(% Troponina T)
, o . N
Molécula pequeiia Cardiogenol C 15 52% © selobs?rv'aron'
cambios significativos
Adenovirus Células rectangulares
recombinantes + AdA20 binucleadas/alineamie
BMP4+VEGF+IL6+ 14 10.3%
Factores de nto celular
.. IGF1+HGF
crecimiento + IL6
Células
Cocultivo con Cocultivo algrgada!s/patron de
cardiomiocitos indirecto 14 16.7% alineamiento
IF (7d): Nkx2.5-/MyH-
/TnT-)
M3134 Células rectangulares a
. e o o
Medlobsai?:’s:hdo a BMP4+VEGF+IL6 14 18.3% partir del dia 5.
metilcelulosa + Morfologia compatible
Factores de M3534 (IL3, IL6 y con cardiomiocito.
crecimiento e SCF) 15 44 % IP (21d): Gatad+/TnT+/
. BMP4+VEGF MyH+/SerCa2+
Interleucinas (86]

8.2.1 Diferenciacién cardiaca con moléculas pequenas: Cardiogenol C

La diferenciacion a cardiomiocito se indujo por medio de una molécula
pequefia 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 expresién de Gata-
4, Mef2, Nkx2.5 y la cadena pesada de miosina (MHC)[47-49]. El Cdg-C actia a
nivel de la via de Wnt/B-catenina funcionando como un activador, disminuyendo los
niveles de Kremen-1 y Dkk-1, ambos inhibidores de la via de Wnt/B-catenina [47—
49]. Se probaron 3 concentraciones de Cdg-C previamente reportadas en la
literatura [1 uM], [5 uM] y [10 uM] [47-49] (Anexo 2, Figura 1A).

El porcentaje de células positivas para 4 marcadores de diferenciacion
cardiaca (Gata-4, TnT, Myh y SerCa2) se analiz6 por medio de citometria de flujo.

Los porcentajes fueron muy similares entre las 3 concentraciones. La mejor
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condicion fue la de 5 uM 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

morfoldgicos significativos (Figura 6).

Figura 6. Micrografia de ASC inducidas a la diferenciaciébn cardiaca con
Cardiogenol C con diferentes concentraciones en los dias 10 (A) y 15 (B).
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8.2.2 Diferenciacion cardiaca con factores de crecimiento, interleucinas v
adenovirus recombinantes: AdA20 + BMP-4 + VEGF + IL-6 + IGF-1 + HGF

En un estudio previo [81], observamos que la inhibicion de la via clasica de
NF-kB por medio de un adenovirus recombinante que contenia el gen A20 (Ad-A20)
gue codifica para la deubiquitinasa A20 [87], parecia inducir la diferenciacion 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
utilizé una concentracion mayor de BMP-4 [30 ng/mL], ademas de estimular las ASC
con el factor de crecimiento VEGF en lugar de estimular con FGF-2. También se
adicion6 una interleucina (IL-6) con potencial cardiogénico ya que, segun un estudio
previo, dicha interleucina aumenta los niveles de Gata-4, Nkx2.5, TnT y conexina
43 por medio de la modulacion de las vias de sefalizacibn como
PI3K/Akt/PTEN/PKC C [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 observo la expresion de Nkx2.5 entre 13.65 — 34.44
%, obteniendo el valor méas alto de Nkx2.5 en los cultivos con (Ad-A20 + BMP-4 +
VEGF + IGF-1 + HGF + IL-6). Gata-4 también mostr6 valores entre 9.71 — 12.99 %,
siendo el porcentaje mas alto para la condicion (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 observo en el cultivo estimulado con
Ad-A20 + BMP-4 + VEGF + IL-6 (Anexo02, Figura 2B). A los 21 dias, los porcentajes
de células positivas para los marcadores de diferenciacién cardiaca analizados
disminuyeron en todas las condiciones, siendo los valores de Gata-4, Nkx2.5y TnT
para la condicion 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 dias en comparacion con el control. Se observaron células binucleadas con
un patrén de alineamiento de células de forma tubular y con nucleo 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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Ad-A20+IL6+ BMP-4+VEGF
+IGF+HGF

Figura 7. Micrografia de los cultivos de ASC inducidas a la diferenciacion cardiaca
con al dia 1 (A) condicion control, IL-6 y Ad-A20 + IL-6, y cultivos al dia 21 de las
diferentes condiciones (B).
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8.2.3 Diferenciacién cardiaca con cocultivos de cardiomiocitos: Cocultivo indirecto

Se valoré el uso de cocultivos de cardiomiocitos neonatales y ASC.
Previamente, se ha reportado el uso de cocultivo indirectos para inducir la
diferenciacion a cardiomiocito [52]. Se extrajeron los cardiomiocitos de ratas
neonatas de 1 a 5 dias 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, fusion celular y células esféricas refringentes.

A las 24 horas de su extraccion, se observo contraccion de los cardiomiocitos
neonatales de rata. Se demostrd por inmunofluorescencia que los cardiomiocitos
neonatales presentaban marcadores de diferenciacion cardiaca como Gata-4,
Nkx2.5, Myh y TnT. Los cardiomiocitos neonatales fueron sembrados en insertos de
plastico con una membrana con un poro de 0.4 um (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 diferenciacién (Anexo 2, Figura 3).

Los cardiomiocitos neonatales dentro del inserto formaron esferas de
cumulos de células. Las ASC en cocultivo, a partir del dia 5-7, mostraron un patrén
de alineamiento y células alargadas, no se observaron contracciones espontaneas
(Figura 8). Al dia 7, no se observaron marcadores cardiacos como Gata-4, Nkx2.5

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

Al dia 14, se analiz6 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 mostro una alta eficiencia de diferenciacion a
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células similares a cardiomiocito, sin embargo, trasladar el uso de cocultivos al area

clinica seria imposible por requerir la extraccion de cardiomiocitos.

A

Figura 8. Micrografia de cardiomiocitos en un inserto en el dia 8 (A) y ASC inducidas
a la diferenciacion cardiaca por medio de cocultivo indirecto con cardiomiocitos (B).
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8.2.4 Diferenciacién cardiaca con factores de crecimiento, interleucinas y medios
semisolidos a base de metilcelulosa: BMP-4 + VEGF + Methocult ™ M3134 + IL-6

En el experimento # 9, se probaron 4 condiciones de cultivo para la
diferenciacion a cardiomiocito y se utiliz6 un medio semisélido comercial
Methocult™ M3134 (STEMCELLS™ Technologies) (Anexo 2, Figura 4A). El
Methocult™ M3134 contiene IMDM y metilcelulosa al 1 %, no contiene otros factores

o interleucinas, razén por la que se agrego IL-6.

Las células se analizaron por citometria de flujo a los dias 30 y 45 del
experimento, un marcador de diferenciacion temprana (Nkx2.5) y un marcador de
diferenciacion tardia (Myh) (Anexo 2, Figura 4B). A los 30 dias, 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 méas alto en ambos marcadores las ASC inducidas con M3134
+ BMP-4 + VEGF + IL-6 (Anexo 2, Figura 4B). A los 45 dias, se observd una
disminucién del porcentaje de células positivas para Nkx2.5 y Myh, sin embargo, los
valores mas altos continuaron siendo aquellas ASC inducidas con M3134 + BMP-4
+ VEGF + IL-6 con 8.8 % de Nkx2.5y 16.7 % para Myh.

Las células mostraron cambios evidentes en la morfologia celular a partir del
dia 10. A los 35 dias se observaron células con estructuras similares a
miofilamentos, células binucleadas, células con formas rectangulares
“apantalonadas” similares a cardiomiocitos, a pesar de dichas caracteristicas no se

observaron contracciones espontaneas (Figura 8).

A los 40 dias, se demostré por inmunofluorescencia la presencia de células
positivas para Nkx2.5 y Myh en la condicién M3134 + BMP-4 + VEGF+ IL-6 (Figura
9).
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Figura 8. Micrografia de ASC inducidas a la diferenciacion al dia 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 morfologia similar a cardiomiocito.

35



Figura 9. Micrografia de ASC inducidas a la diferenciacion cardiaca con M3134 +IL-
6 +BMP-4 + VEGF al dia 40 para el marcador de diferenciacion cardiaca temprano
Nkx2.5 y el marcador de diferenciacion cardiaca tardio Myh. Se observan células
positivas tanto para Nkx2.5 (A) como para Myh (B). Micrografia obtenida con
microscopio confocal, escala 10 um.
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8.2.5 Diferenciacion cardiaca con factores de crecimiento y un medio semisélido 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 semisolidos basados en metilcelulosa (Methocult
M3534) que contienen interleucinas (IL-3 e IL-6) con potencial cardiogénico mostro
una buena eficiencia de diferenciacion hacia células similares a cardiomiocito. Los
resultados referentes a la dicha diferenciacion se muestran en el anexo 1 (Articulo

publicado en la revista Stem Cell International [86].

A grandes rasgos se observé un aumento de la eficiencia de diferenciacion a
células similares a cardiomiocito de 39-44% a los 15 dias en 3 réplicas bioldgicas y
presencia de marcadores de diferenciacion cardiaca como Gata-4, TnT, MyH y
SerCa2 a los 21 dias [86]. También se buscaron posibles marcadores de superficie
gue permitieran la separacion de las células similares a cardiomiocito derivadas de
las ASC del resto de células sin marcadores cardiacos. Se buscaron posibles
marcadores de superficie previamente reportados en los cardiomiocitos derivados
de iPSCs y ESCs como SIRP-ay CD106 (VCAM-1), sin embargo, estos marcadores
no pueden ser utilizados para la purificacion de las células similares a cardiomiocito
derivadas de las ASC, ya que los marcadores de superficie (SIRP-a y CD106
(VCAM-1)) se encuentran presentes en el estado indiferenciado de las ASC [86].
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9. Discusion 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 regeneracion de tejidos. El
presente protocolo tuvo como objetivo principal aumentar la eficiencia de
diferenciacion a cardiomiocito de las ASC ante la heterogeneidad de los resultados
obtenidos en los diferentes protocolos de diferenciacion previamente descritos en la
literatura. Para determinar cual es el método de diferenciacion a cardiomiocito a
partir de las ASC con mayor eficiencia, se probaron diferentes experimentos de
diferenciacion que incluian el uso de moléculas pequefias, factores de crecimiento,
adenovirus recombinantes, cocultivos con cardiomiocitos, medios semisolidos

comerciales, interleucinas o la combinacion de estos.

En el presente estudio, observamos que el uso de medios semisdlidos
comerciales como Methocult ™ M3134 suplementado con IL-6 y Methocult™ M3534
(que contiene interleucinas (IL-3 e IL-6) cardiogénicas) en combinacion con factores
de crecimiento criticos de la cardiomiogénesis (BMP-4 y VEGF) presentaban
cambios evidentes en la morfologia celular, observando células de formas
rectangulares o tubulares, células redondas, ndcleos centrales, patron de
alineamiento celular, células con estructuras similares a miofilamentos y células
binucleadas, similares a la morfologia de un cardiomiocito. Ambos protocolos
mostraron una alta eficiencia de diferenciacion a células similares a cardiomiocito,
no obstante, la eficiencia de diferenciacién fue mayor en los cultivos con Methocult™
M3534 en combinacién con factores de crecimiento criticos de la cardiomiogénesis
(BMP-4 y VEGF) hasta un 44% de células positivas para TnT (marcador de
diferenciacion cardiaca tardio) en el dia 14 y la presencia de marcadores de

diferenciacion cardiaca como Gata-4, TnT, Myh y SerCaz2 al dia 21.

Previamente, se habia descrito el uso del Methocult™ M3534 y el M3134
(suplementado principalmente IL-6 y IL-3) en la diferenciacién a células similares a

cardiomiocitos a partir de las ASC [44,45,67]. Los resultados obtenidos en los
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estudios anteriores fueron controversiales, ya que en el estudio de Carvalho y
colaboradores no se encontraron cambios en la morfologia tan evidentes como los
observados en los otros dos estudios previos [44,45]. A diferencia de los protocolos
de diferenciacion con medios semisolidos complementados con interleucinas, el
presente estudio utilizé la combinacion de estos medios semisoélidos que contienen
IL-3 e IL-6 aunado a dos factores de crecimiento (BMP-4 y VEGF) criticos para la
cardiomiogénesis, aumentando el nimero 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 espontaneas que nos permitiera hacer un analisis funcional.

La cardiogénesis es un proceso sumamente complejo que depende de la
interaccion de varias vias de sefializacion que, a su vez, dependen de la expresion
de genes en tiempo y espacio siendo un proceso altamente regulado. Por esta
razon, es de suma importancia considerar la combinacion de factores de crecimiento
y moléculas pequefias que promuevan genes relacionados con la cardiomiogénesis.
El factor de crecimiento BMP-4 utilizado en el protocolo de diferenciacion con mayor
eficiencia es una proteina de la superfamilia del factor de crecimiento de
transformaciéon B (TGF-B) que tiene un papel fundamental en el desarrollo
embrionario cardiaco, promoviendo la especificacion del primer campo de desarrollo
cardiaco, comprometiendo a las células a un mesodermo cardiaco [4,40]. El factor
de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) también utilizado en el protocolo de
diferenciacion con mayor eficiencia, es un factor de crecimiento que, aunque juega
una papel importante en la angiogénesis, ha sido utilizado en la diferenciacion
cardiaca activando AKT [39]. Cabe mencionar que ambos factores de crecimiento
se utilizaron en las concentraciones utilizadas previamente descritas para la
diferenciacion de las iPSC a cardiomiocitos [39], por lo que tanto las iPSC como las

ASC requieren de los mismos estimulos para su diferenciacion a cardiomiocito.

En este trabajo buscamos aumentar ain mas la eficiencia de diferenciacion,
aislando la poblacién de células que presentaban caracteristicas similares a

cardiomiocito y células cTnT positivas con marcadores de superficie que
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previamente se habian propuesto para purificar los cardiomiocitos derivados de las
iIPSC [46,78], como VCAM-1y SIRPa [46,88]. Determinamos por citometria de flujo
dichos marcadores en las células indiferenciadas donde se mostré que las ASC
presentan células positivas en mas de 80 % con VCAM-1 y SIRPaq, lo que dificultaria

su aislamiento.

Por otro lado, observamos que el uso de una sola molécula pequefa en este
caso Cardiogenol C no aumenta la eficiencia de diferenciacion en mas de 6%. Este
resultado es concordante con estudios previos realizados con una sola molécula
pequefia como la 5-azacitidina, donde no se ha evidenciado diferenciacion [51]. Sin
embargo, por el mecanismo de accion del Cardiogenol C, se podria utilizar en
combinacion con otros factores criticos como coadyuvante o inductor de la
diferenciacion en los primeros 2 dias, como se ha visto en protocolos de
diferenciacion 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 generacion de cardiomiocitos es limitado
porque el proceso requiere de cardiomiocitos y no permitiria la escalabilidad para
Su uso en terapia celular en un futuro. Ademas, la combinacién de adenovirus
recombinantes con factores de crecimiento no mantiene el estado diferenciado

posterior al dia 14.

A diferencia de otros protocolos de diferenciacion cardiaca en las ASC, el uso
de factores de crecimiento criticos de la cardiomiogénesis aunado a un medio
semisolido que contiene interleucinas cardiogénicas parece favorecer y hacer mas
eficiente la diferenciacion a células similares a cardiomiocito a partir de las ASC.
Considerar el uso de protocolos similares a los utilizados en la diferenciaciéon
cardiaca de las IPSC puede ser de utilidad para diferenciar otras SC como las ASC.
La eficiencia de diferenciacion 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 maduracién, probablemente esta pueda ser

completada in vivo.

9.1 Nuevas hipétesis y perspectivas

Para poder trasladar el conocimiento generado en este estudio al area clinica,
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 caracteristicas similares a
cardiomiocito a partir de las ASC. Esto nos permitiria realizar estudios en modelos
animales con IAM o insuficiencia cardiaca para evaluar si es posible alcanzar la
maduracion de dichas células in vivo. Ademas, nos permitiria evaluar su efectividad
y seguridad en estas patologias. Si estos resultados son favorables, se podria iniciar
su traslado a la fase clinica (T1: Medicina traslacional). Por otro lado, purificar estas
células diferenciadas nos permitiria estudiar su transcriptoma para poder
compararlo con cardiomiocitos o cardiomiocitos derivados de iPSC, ademas de
determinar qué vias de sefalizacion y/o procesos biolégicos estan implicados en el

proceso de diferenciacion a partir de las ASC.

Otra opcidn para la obtencién de una poblacion mucho més 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 denominé células MUSE.
Las células MUSE, por sus siglas en ingles MUIti-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 purificacion se puede realizar
por medio de cell sorting por citometria de flujo o MACS con el marcador SSEA-3 0
por medio de estrés severo con incubacion con colagenasa en un ambiente frio
(4°C) e hipdxico durante 16 horas [90-92]. Una vez aisladas las células MUSE, por

sus caracteristicas pluripotenciales, podrian tener mayor eficiencia terminal de
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diferenciacion a cardiomiocito con protocolos previamente utilizados en las iPSC, ya

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

10. Conclusiones

Las ASC tienen la capacidad de diferenciacion a células similares a
cardiomiocito. Ante la complejidad de la cardiomiogénesis, el uso de una molécula
pequefia o un solo factor de crecimiento no es suficiente para poder diferenciar las
ASC. La combinacion de factores de crecimiento criticos de cardiogénesis aunado
a un medio semisélido que contiene interleucinas con potencial cardiogénico es una

opcion viable para la generacion de cardiomiocitos in vitro.
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Abreviaturas

Ad-A20
ACK
Anp
ASC

BM-MSC

BMP-4
Cdg-C
CFU-Fs
CO2
CsC
DMEM
DMSO
ESC
FEVI
GOl
GSK-3p
HSC
IAM
iPSC
Mef2c
MHC
Mic-2a
Mic-2v
MRNA
MSC
Myh
NGS
Nkx2.5
NRG-1
NSC
rpm
RPMI

RT-PCR
SC

SerCa2

Adenovirus recombinante A20
amoniaco-cloruro-potasio

Péptido natriurético atrial

Células troncales derivadas de tejido adiposo

Células troncales mesenquimales derivadas de
meédula 6sea

Proteina morfogénica de hueso 4
Cardiogenol C
Unidades formadoras de colonias de fibroblastos

Di6xido de carbono

Células troncales cardiacas

Medio Eagle modificado de Dubelcco
Dimetilsulfoxido

Células troncales embrionarias

Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo
Gen de Interés

Cinasa 3 beta de la glucogeno sintasa
Células troncales hematopoyéticas

Infarto agudo de miocardio

Células troncales pluripotenciales inducidas
Factor potenciador de miocito 2c
Complejo de Histocompatibilidad

Cadena ligera de miosina 22

Cadena ligera de miosina 2v

RNA mensajero

Células troncales mesenquimales
Cadena pesada de miosina
Secuenciacion de préxima generacion
NK2-homeobox 5

Neuroregulina 1

Células troncales neurales

Revoluciones por minuto

Medio del Roswell Park Memorial Institute

Transcriptasa reversa- Reaccion en cadena de la
polimerasa

Células troncales
ATPasa Ca?* del reticulo sarcoplasmico
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SFB

Suero Fetal Bovino

SVF Fraccién del estroma vascular

TGF-B Factor de crecimiento transformante beta
VEGF Factor de crecimiento de endotelio vascular
WMD Diferencia de medias ponderadas

a-Mhc Cadena pesada de miosina alfa
B-Mhc Cadena pesada de miosina beta
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Cdl-based therapy has become a resource for the treatment of cardiovascular diseases; however, there are some conundrums to
achieve. In vitro cardiomyocyte generation could be a solution for scaling options in clinical appliations. Vanability on cardiac
differentiation in previously reported studies from adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (ASCs) and the lack of
measuring of the cardiomyocyte differentiation efficiency motivate the present study. Here, we improved the ASC-derived
cardiomyocyte-like cell differentmtion efficency with a drected @rdiomyocyte differentiation protocal: BMP-4 4+ VEGF
(days 0-4) followed by a methylcdlulose-based mediuom with cytokines (IL-6 and IL-3) (days 5-21). Cultures treated with
the directed aardiomyocyte differentiation protocol showed cardiac-like cells and “rosette-like structures” from day 7. The
percentage of cardiac troponin T- (cTnT-) positive cells was evaluated by flow cytometry to assess the cardiomyocyte
differentiation effidency in a quantitative manner. ASCs treated with the directed ardiomyocyte differentiation protocol
obtained a differentiation efficiency of up to 44.03% (3996%+3.78) at day 15 without any enrichment step. Also, at day 21
we observed by immunofluorescence the positive expression of early, late, and cardiac maturation differentiation markers
(Gata-4, ¢TnT, cardiac myosin heavy chain (MyH), and the sarcoplasmic/endoplasmic reticuhim Ca* ATPase (SERCa2))
in cultures treated with the directed ardiomyocyte differentiation protocol. Unlike other protocdls, the use of critical
factors of embryonic ardiomyogenesis coupled with a methylcellulose-based medium containing previously reported
cardiogenic cytolines (IL-6 and IL-3) seems to be favorable for in witro cardiomyocyte generation. This nove efficient
culture protocol makes ASC-derived cardiac differentiation more efficient. Further mvestigation is needed to identify an
ASC-derived cardiomyocyte surface marker for cardiac enrichment.

1. Introduction

Stem cells are a source of immature renewable cells that can
lead to the development of various cell types; this makes its
use attractive for tssue regeneration. The differentiation
capacity of the stem cells is well known; however, the
differentiation efficiency is sometimes variable depending
on the cell type and protocol used [1, 2]. Cardiomyocyte

in vitro generation has advantages for clinical applications,
controlling the number of cells, and knowing the cardio-
myocyte subtype transplanted in patients with myocardial
infarction [3, 4] or other cardiovascular diseases such as
refractory angina or ischemic cardiomyopathy [5]. Great
advances have been developed in this matter; nevertheless,
there are some limitations to translate these findings to
clinical applications [2].
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Cardiomyocyte differentiation was described before in
distinet types of stem cells such as mesenchymal stem cells
(MSCs) [6, 7], embryonic stem cells (ESCs) [8, 9], and
induced pluripotent stem cells (IPSCs) [1, 10, 11]. Despite
having a high differentiation efficiency from ESCs and IPSCs,
the use of these cells has been restricted in clinic uage
because of their tumorigenic potential, dedifferentiation,
and higher costs to generate them [2, 12]. Otherwise, MSCs
such as adipose tissue-derived mesenchymal stem cells
(ASCs) have shown a lower differentiation :ﬁmcydq:m}
ing on the method used, but their lower poten-
tial, and costs, as well as easier accessibility, make them
attractive to use for scale-up options and for dinical applica-
tions [4, 13],

Some reports have described the induction of ASC.
derived cardiomyocyte-like cells with different approaches
in different species (mouse, rat, rabbit, and human). Until
now, there is no consensus on the best cardiomyocyte
induction protocol. These strategies obtained a low and
variable source of spontaneously beating cardiomyocyte-
like cells sometimes expressing specific cardiac markers
compatible with a cardiomyocyte morphology [6, 14, 15].
The great majority induce undifferentiated ASCs with a
unique small molecule or growth factor [6, 7, 16-18].
Others have wed cocultivated ASCs and cardio
but its use is restricted for funther scalability for dlinical
applications [15, 19]. Higher efficiency was observed by
isolating the beating clusters; however, this method
depends on the number of spontaneously beating
cardiac-like cells [7]. In addition, very few studies have
measured the differentiation efficiency towards cardio-
myocytes from ASCs with a quantitative method that
allows us to compare between different protocols and be
able to identify which is optimal for further applications
17, 16].

Directed cardiomyocyte differentiation protocols consist
in the manipulation of different signaling pathways via com-
bination of some growth factors (BMP-4, VEGF, and bFGF),
small molecules, and cytokines, among others, mimicking
the embryonic cardiomyogenesis as was observed in the
recent years with ESCs and IPSCs, cardiomyocyte differenti-
ation protocols achieve a higher differentiation efficiency
(nearly 90%) with different kinds of combinations [1, 10,
11, 20-22]. So far, IPSC studies have overshadowed the stud-
ies carried out in ASCs, and very few studies have explored
the wse of directed cardiomyocyte differentiation protocols
in ASCs [23],

Stem cell cardiac differentiation is a spatiotemporal com-
plex process, and in vitro differentiation is not easy either
because of the lack of many conditions observed in vivo.
The aim of the present study was o improve the efficiency
of rat ASC-derived cardiomyocytes to optimize their
in vitro generation for further applications ASCs were
induced to cardiomyocyte lineage using a combination of
two growth factors critical ly implicated in embryonic cardio-
myogenesis (BMP4 and VEGF) followed by 2 commercial
methylcellulose-based medium with cytokines (IL-3 and
IL-6), which had previoudy reported a cardiomyogenic
potential.
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2. Materials and Methods

2.1, Isolation and Maintenance of Cell Culture of Adipose
Tissue-Derived Mesenchymal Stem Cells. ASCs were isolated
with a combination of mechanical dissociation and collage-
nase incubation from Wistar rat subcutaneous adipose tissue,
following previoudy reported protocols [24], adapted for rat
tssue. Briefly, the rats were euthanized in a CO, chamber
accordingly with the institution’s ethical guidelines for ani-
mal research procedures. With an antiseptic technique, rat
adipose subcutaneous tissue was obtained and cut in small
pieces until the tissue had an emulsion appearance. To digest
the tissue, we used 01% collagenase type Il (Sigma) and
shaken-incubated at 37°C for 45 minutes, Then, collagenase
activity was inactivated with Dulbecco’s modified Eagle
medium low gluicose (DMEM-lg) (Gibco) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) (Coming) and 1%
antibiotic -antimycotic (Anti-Anti (100x),100 U/mL penicil-
lin, 10 mg streptomycin, and 25 ug amphotericin B per mL,
Gibco), The inactivated digestion was passed through a ster-
ile layer of chiffon, The remaining adipocytes and fats were
discarded by centrifugation. The pellet stromal vascular frac-
ton (SVF) was washed with DMEM.lg-supplemented
medium and resuspended with Ix ACK lysis buffer to lyse
red blood cells in the SVE. After 2 steps of centrifugation with
DMEM-Ig-supplemented medium, the cell pellets containing
the ASCs were resuspended in DMEM-Ig-supplemented
medium, passed through a 100 ym strainer, and then seeded
in plates, The cells were evaluated every 24 hours with an
inverted microscope, and the medium was changed every 3
days until cells have reached 70-80% confluence for cell

passape,

22, Isolation of Rat Neonatal Cardiomyocytes. Rat neonatal
cardiomyocytes were isolated from hearts of 1- to 4-day old
neonate rats, The extracted heans were shaken-incubated
with trypsin 0.01% (trypsin type lll from bovine pancreas)
(Sigma) and Ham's F-10 media (Gibxo) without serum until
the tissue was disaggregated. Every 15 minutes, the supema-
umn-mlm:dmdmmvudwnh Ham's F-10 media
with 20% FBS The solution with disaggregated heart cells
was centrifugated at 1,200 RPM for 5 minutes. The cell pellet
wus resuspended and seeded with Ham's F-10 media with
calcium chloride 135mg/mL, 20% FBS, and 1%
antibiotic antimycotic (Anti-Anti (100x),100 U/mL penicil-
lin, 10 mg streptomycin, and 25 g amphotericin B per ml,
Gibco), To obtain a pure cardiomyocyte culture, the seeded
cells were incubated for 45-60 minutes at 37°C in a humid
5% CO, incubator, and noncardiomyocyte cells adhere to
the flask. After 45-60 minutes, the nonadherent cells (cardio-
myocytes) were collected and seeded in a new flask. We
observed contractile clusters 24 hours post-isolation of the
mt neomatal cardiomyocyte cells The cardiomyocytes were
maintained in culture until being processed as a positive con-
trol for experiments.

23. Flow Cytometry. Characterization of rat ASC was per-
formed by characteristic stem cell surface markers (CD90,
RT1A, CD44, CD29, CD73, CD31, CD45, and CD34) using
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flow cytometry, Cell analysis was achieved in the platform
BD FACSCalibur™ (Becton Dickinson, San Jose, CA) with
CellQuest sofiware (Becton Dickinson), Other surface
markers related to cardiomyocyte differentiaion such as
CD106 (VCAM) and SIRPa (CD172a) were also evaluated.
Cardiac troponin T (¢TnT) was evaluated in undifferentiated
ASCsand ina pool of rat neonatal cardiomyocytes. To quan-
tify the efficiency of cardiomyocyte differentiation, the per-
centage of cTnT-positive cells was determined by flow
cytometry. Cells were harvested from culmre flasks or plates
using trypsin 0.25% (Gibco) and centrifuged at 1,500 pm for
5 minutes, The cell pellet was washed twice with 1mL of 1x
PBS 0.8% bovine albumin (BSA) and 0.02% sodium azide.
Fixation and permeabil zation were performed with an Intra-
cellular Staining Kit (Invitrogen), following the protocol
according to the specifications provided by the manufacturer,
ASCs were washed in 1 mL of 1x PBS plus 0.8% BSA and
0.02% sodium azide. The primary antibodies were incu-
bated for 30-45min at room temperature; in some cases,
primary antibodies were directly labeled with a fluorophore.
In other cases, we used secondary antibodies coupled to
fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), or
CFL 647 for 30-45min at room temperature. An unstained
control and a negative control (an appropriate isotype con-
trol) were used for each antibody. Antibodies used are
listed in Supplementary Table 1.

24, Immunofluorescence Staining. The expressions of the
stem cell marker CD90 and cardiac markers were analyzed
in undifferentiated ASCs and in experimental condition cul-
tures using immunofluorescence staining. The protocol used
was as follows: cell cultures were washed 3 times with 1x PBS
at 4°C; the cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 30
minutes at 4°C. Each plate was washed three times with 1x
PBS, and the cells were permeabilized with 0.5% Triton
X- 100 solution for 10 minutes and washed again 3 times with
1x PBS at 4°C. Then, they were incubated with a blocking
solution (Biocare Medical. Background Sniper) for 10
minutes and washed 3 times with 1x PBS at4°C. The primary
antibodies were incubated for 45-60 minutes at room tem-
perature (1:100-1;200), Cells were washed 3 times with 1x
PBS at 4C, and secondary antibodies were incubated
(1:200-1:300) for 45 minutes at room temperature. Stained
cell cultures were mounted with a mounting media contain-
ing 4'6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Santa Crw
ChemCruz ™ Ultracruz™ Mounting Medium). The images
were obtained by confocal microscopy using a LSM 700 Zeiss
microscope.

25. In Vitro Cardiomyocyte Differentiation from ASCs. To
optimize the terminal efficiency toward a cardiac lineage,
we performed a directed cardiomyocyte differentiation pro-
tocol wsing a combination of important growth factors
involved in the cardiac mesoderm specification and a
methylcellulose-based medium with cytokines with a cardio-
myogenic potential. For each biological replicate, the cells
were stained with t blue and counted in a Neubauer
chamber. Undifferentiated ASCs were seeded in a monolayer
in 6-well plates (3 x 10°). ASCs were treated for 4 days with

DMEM-lg medium supplemented with human BMP-4
[30ng/mL| (ProSpec) and rat VEGF-C [10ng/mL] (Pro-
Spec). At day 5, the medium was changed by a commercial
methylcelluose medium with cytokines (MethoCult™ GF
M3534, STEMCELL Technologies) mainly containing
lscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM), 1% methyl-
cellulose, fetal bovine serum, bovine serum albumin, recom-
binant human insulin, human transferrin (iron-satorated),
2-mercaptoethanol, recombinant mouse stem cell factor
{SCF), recombinant mouse interlenkin 3 (IL-3), recombinant
human interleukin 6 (IL-6), and supplements (Figure 1(a)).
To assess reproducibility, we performed three biological
replicates. Each experiment condition (untreated ASCs
control, treated only with factors BMP-4+ VEGF) and the
directed cardiomyocyte differentiation protocol (BMP-4
+VEGF followed by M3534) and each biological replicate
were followed every day under a bright-light microscope.
To determine the efficiency of cardiomyocyte differentiation,
the expression of cardiac markers such as cardiac troponin T
(cTnT), Gata-4, myosin heavy chain (MyH), and SerCa2 was
analyzed, by flow cytometry and/or immunofluorescence.

26. Statistics. Data are presented as mean £ SD. Two-tiled
Student's f-test was used to determine the statistical signifi-
cance of differences between groups, A p value of <0,05 was

considered statistically significant.
3. Results

3.1. Isolation and ASC Characterization. ASCs were obtained
from subcutaneous rat adipose tissue by mechanical disag-
gregation and erzymatic digestion. The plated cells were
monitored every 24 hours. During their proliferation, the iso-
lated ASCs showed the disunctive spindle fibroblast-like
morphology (Figure 1(b)). On passage 3 (n = 3), the cells
were evaluated and chamcterized by flow cytometry and
immunofluorescence  confirm that isolated ASCs maintain
their phenotypic charmacteristics afier growth in culture,

For characterization, the ASC immunophenotype was
performed with previously established stem cell surface
markers. It was observed that ASCs present chamcteristic
stem cell surface markers. ASCs in the undifferentiated
sdate were positive for CD9) (99.36 £ 05%%), CD29
(88.47 £ 17.74%), CD44 (8991 4 10.68%), RTIA
(96.91 £ 4.18%), and CD73 (97.75 £1.93%) and were nega-
tive for hematopoietic markers such as CD45(0.53 £ 0.24%),
CD34 (044 +0.11%), and the endothelial marker CD31
(0.47 + 0.26%) (Figure 1(c)). Immunofluorescence ohserved
by a confocal microscope showed the presence of CD90 in
undifferentiated ASCs (Supplementary Figure 1).

32. Undifferentiated ASCs and Cardiomyocyte Markers. To
evaluate if ASCs (1 = 3) in the undifferentiated state express
cardiomyocyte markers, ASCs wereanalyzed for the presence
of positive cells for the ¢I'nT marker by flow cytometry; the
cells do not express ¢TnT in the undifferentiated state
(1.57 + 0.77%) (Figure 2{a)). No positive cells were observed
for cardiomyocyte markers such as Gata-4, cTnT, Myh, and
SerCa2 by immunoflucrescence (Figure 2(b)).
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Fisuee I (a) Schematic outline of the directed cardiomyocyte differentiation protocd (days). Only growth factors and the combination of
growth factors plus MethoCult M3534 conditions are shown. Undifferentiated ASCs. (b) A spindle fibroblast-like cell morphology was
assessed by inverted microscope imaging (scale bar, 100 um). (c) Flow cytometry histograms for stem crll surface markers versus farward
scatter (FSC), M1 (percentage of positive cells (%), mean £+ SD, n = 3).
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(MethoCul™ GF M3534 plus factors) conditions and an image of hinucleated rat neonatal cardicmyocyte (scale bar, 100 gm ).

3.3. ASC Differentiation toward tes with a
Directed Cardiomyocyte Differentiation Protocdl. To increase
the terminal efficiency of cardiomyocyte differentiation from
ASCs, we conducted an induction differentiation experiment
using a combination of different culture conditions without
previous culture selection. We induced cardiac differentia-
tion from ASCs in three independent biological replicates,
with a directed cardiomyocyte differentiation protocel that
inclodes two critical cardiom growth factors
(BMP-4 [30ng/mL] and VEGF [10ng/mLl]) and a
methylcellulose-based medium with cytokines (MethoCult™
GF M3534) (Figure 1(a)).

From day 7, some cell morphology changes were
observed during the cardiac induction experiments
(Figure 3), Compared with only factors and nontreated
control conditions, the changes were evident in cell cultures
within the condition induced with the directed cardiomyo-
cyte differentiation protocol. Cell culures treated with the
directed cardiomyocyte diffe rentiation protocol showed a cell
alignment pattem, elongated cells, dense with
myofilament-like structures (Figure 3(a)), and some binucle-
ated cells similar to cardiomyocytes (Figure 3(b)). Also, cell
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clusters were observed at day 15; these clusters were not
observed in only factors and nontreated control conditions
(Figure 4(a)). Despite that we observed morphologic changes
compatible with cardiomyocyte characteristics, there were no
spontaneous beating cefls; however, we cbserved that these
cell clusters express ¢'TnT showed by immunofluorescence
in the cultures treated with the factors plus MethoCult™ GF
M3534 (Figure 4(b)).

To assess the efficiency of ASC-derived cardiac differenti-
ation, we evaluated the percentage of {TnT-positive cells by
flow cytometry at day 15. ASCs treated with the cardio-
myocyte differentiation protocal obtained the highest per-
centages of cTnT-pesitive cells (39.96%+3.78, p <0.0001
and p=0.0001) in comparison with the induction with
only factors (421 +2.02%) and control (3.58 + 1.47%)
conditions (Figures 5(a} and 5(b)).

On day 21, further characterization was performed in
ASC-derived cardiac-like cells It was observed, by immu-
nofluorescence, that ASCs induced with the directed
ardiomyocyte differentiation protocol express specific car-
diomyocyte markers such as Gata-4 (Figure 6), Troponin
T (cInT) (Figure 7), Myh (Figure 8), and SerCa2
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ASCs (BMP-4 + VEGF/ MethoCult™ GF M3334)

Figune 4: Cell duster formation at day 15 in the directed cardiomyocyte differentiation protocal showing the "Rosette-like structures” that
express ¢ [nT. {a) Images obtained by inverted microscope imaging in conditions were chserved by inverted microscope imaging (scale
bair, 100 gen). (b) Immunostaining for ¢ TnT; image obtained by confocal microscopy (scale bars, 50 pm)

(Figure 9), but their expression was lower compared with
the rat neonatal cardiomyocytes,

3.4. CD106 and SIRPa Charaderization in Undifferentiated
ASCs.  Expressions of CDI06 (VCAM) and SIRPa
(CD172a) have been reporied 1o be useful for IPSC-derived
cardiomyocyte enrchment and separation with cell sonting,
We characterized undifferentiated ASCs with these two car-
diomyocyte surface markers to know if it was possible o
use these markers for an enrichment step after ASC-derived
cardiomyocyte experiments. Both markers showed a high
percentage of positive cells (Figure 10(a)), CD106
(97.04 + 3.68%), and SIRPa (90.52 £ 15.02%). Also, as it
was observed by immunofluorescence, undifferentiated ASCs
were highly expressed, limiting its use for an enrichment step
after ASC cardiomyocyte induction with the directed cardio-
myocyte differentiation protocol (Figure 10(b)).

4. Discussion

The ability to differentiate into a cardiogenic lineage has been
studied in different kinds of stem cells. The most efficient
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protocal was reported in IPSC-denived cardiomyocytes with
a high differentiation efficiency, but until now their uses in
clinical applications have been diminished by its potentially
mmorngenic formation and some other Limitations [2, 12].
ASCs are suitable for dinical applications with some advan
tages over other types of stem cells. ASC-derived cardiomyo
cytes are an altemative; however, the protocols so far have
shown a low and variable in vitro cardiomyocyte differentia-
tion; besides, they do not guantify the differentiation effi
clency with a quantitative method,

Here, we performed a novel directed cardiomiyocyte dif
ferentiation protocol from rat ASCs that combined the use
of critical cardiomyogenic growth factors, such as BMP4
[25] and VEGF [26, 27], in the first 4 days of the experiment
to commit undifferentiated ASCs to cardiac progenitor
cells, followed by a semi-solid commercial medium based
on methylcellulose and cytokines (IL-3 and IL-6) that had
previously been reported with cardiomyogenic potential
[6, 7, 23, 28], to funther cardiomyocyte differentiation,

Our novel approach improved the in vitro differentiation
of rat ASCs toward cardiomyocyte-like cells in up to 44.03%,
showing a high efficiency and reproducibility without a
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against the directed cardiomyocyte diff

it p

selection step for cardiomyyocyte enrichment. The induction
with the directed cardiomyocyte differentation protocol sig-
nificantly increased the differentiation efficiency toward an
immamure cardiomyocyte with a positive expression of early
(Gata-4) and late cardiac differentiation markers (cTnT and
Myh). Moreover, we also observed cardiomyocyte matura-
tion features with the expression at day 21 of SERCa2.
ASC-derived cardiomyocyte protocol performed in the
present study was assessed in three independent biological
replicates, evaluating quantitatively the cardiomyocyte differ-
entiation efficiency. The cardiomyocyte differentiation effi-
ciency was measured with a quantitative tool. This is
important because it is the only way to compare protocols
and to know the number of cells that are useful for further
applications. Flow cytometry is a relinble way to assess it
because it is a high-sensitivity analytical tool [22]. So far, only
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ol (MethoCult™ GF M353 plus factors).

two studies and ours quantify the cardiomyocyte differentia-
tion efficiency by flow cytometry [7, 16]. The great majority
of ASC-derived cardiomyocyte protocols count the number
of beating clones or the percentage of positive expressing cells
for cardiac markers in a qualitative manner [6, 14, 17-19,23,
29-31].

The proposed cardiomyocyte differentiation directed
protocol in the present study improves the efficiency to
obtain ASC-derived cardiac-like cells without any selection
steps. Léobon and collaborators [7] propose a three-step pro-
cess to improve cardiomyocyte differentiation efficiency from
ASCs: (1) seed the ASCs in a methylcellulose medium until
the cell chusters appear, (2) dissect under an inverted micro-
scope to recollect manually the cell dusters, and (3) seed
the recavered clusters in a BHK-21 liquid medium, obtaining
two types of populations (nonadherent and adherent cells)
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Compatible cardiomyocyte morphological changes were
observed during the cell culture monitoring, such as
elongated, bifurcated, and binucleated cells. The presence of
a cellular alignment and the development of cell clusters
resembling rosette-like structures caught our attention. The
formation of these structures has been linked as an essential
process in morphogenesis, both in vitre and in vive [32].
Rosette-like structures observed in cultures reated with the
directed cardiomyocyte differentiation protocols support
the cardiom yocyte development from undifferentiated ASCs.

Unlike previous studies, no spontaneous beating that
would allow us to perform a functional analysis was
observed. Spontaneous beating or automatism in an in vive
environment is a characteristic of eady fetal cardiomyocytes;
as the development occurs, the cells become more specialized
allowing the intervention of the nodal system, losing their
automaticity as cells maturate. Pluripotent stem cell-derived
cardiomyocytes show a significantly reduced SERCa2 expres-
sion, and only in the long term could cultures overcome its
expression and enhance cardiomyocyte maturation [2].
Despite not having observed spontaneous beating cells in
our differentiation protocol, the positive expression of a sar-
coplasmic/endoplasmic reticulum Ca™ -ATPase (SERCa2)
implicated in the control of calcium transportation in the
cardiomyocyte endoplasmic reticulum shows a further car-
diomyocyte maturation [33], which could explain in some
way the lack of automatism in ASC-derived adult
cardiomyocyte-like cells.

Nosurface marker capable of separating the ASC-derived
cardiomyocytes has been reported before. So far, almost all
pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes with high effi-
ciency include a cardiomyocyte purification step to enhance
the differentiation yield [11, 34-37]. In an attempt to obtain
a purer population and a higher efficiency of ASC-derived
cardiomyocytes-like cells, we considered to enrich by
fluorescence-activated cell sorfing using two IPSC.-derived
cardiomyocyte surface markers previously reported, CD106
(VCAM) and SIRPa (CD172a) [38, 39]; unfortunately, both
were highly expressed in the undifferentiated ASCs making
difficult is use for enrichment of the differentiated
ASC-derived cardiac-like cells,

Cardiomyocyte development in vitro has a high grade of
complexity; therefore, differentiating cells with a single small
molecule or single growth factor is insufficient to induce car-
diomyogenesis in ASCs, Cardiomyogenesis is an extremely
complex process that depends on the interaction of different
signaling pathways, in a time-, space-, and dose-dependent
manner. To date; the better and high-efficiency stem cell dif
ferentiation protocols require the combination of several
small molecules and growth factors, cocultures, and even
three-dimensional structures, mimicking the embryonic
cardiac development [1].

Not surprisingly, the directed cardiomyocyte differentia-
tion protocol presented here that resembles the cardiac
embryonic development with cardiac-specific growth factors
and cardiogenic cytokines breaks the paradigm that undiffer-
entiated ASCs should be treated differently as pluripotent
stem cells in matters of cardiomyocyte differentiation. Stim-
ulation with growth factors or small molecules critically
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involved in cardiomyogenesis was also evaluated in other
protocols, such as the use of TGF-$1 [16] or Wnt nonca-
nonical antagonist (Wnt5a+ Dkk1) [23]. Both studies
result in an induction of cardiac-like cells of cultured
ASCs. Moreover, some undifferentiated ASCs have been
reported with a positive expression of pluripotent markers,
such as Oct3/4, Sox2, Nanog, SSEA-3, and SSEA-4 [40-42],
supporting this hypothesis.

Despite the high efficiency observed to obtain
cardiomyocyte-like cells with the presented method, more
research is needed to optimize differentiation toward a more
mature and functional cardiomyocyte for modeling-disease
or pathophysiclogical applications. However, probably
induced ASCs toward a cardiac lineage with the present
directed cardiomyocyte differentiation protocol could be
transplanted in an in vivw environment to continue the mat-
uration process and, at the same time, could amend the
infarction myocardium to a better prognosis [18, 43].

It is crucial o look for an appropriate ASC-derived
cardiomyocyte-like cell cardiac surface marker as it would
be advantageous for an enrichment step that could increment
considerably the differentiation efficiency. The high cost of
the growth factors can limit the present protocol for
scale-up purposes; substituting them with interchangeable
small molecules implicated in the cardiogenic signaling path-
ways could lower the cost. This novel and easy method could
be useful as a basis for further research in cardiomyocyte dif-
ferentiation from ASCs. Evaluation of the present protocol in
human ASCs is very important; once efficiency in human
cells is proven, this method could be implemented in differ-
ent applications, such as disease modeling, cell therapy, and
drug discovery.

5. Conclusions

The ASC-derived cardiomyocyte is a suitable altemnative for
clinical applications, but cardiomyocyte development
in vitro has a high grade of complexity. For that reason, it is
important to search and describe the most appropriate proto-
col to ensure optimal results. The combination of BMP-4 and
VEGF plus a semisolid methylcellulose-based medium con-
taining IL-3 and 11-6 appears to be a good inducer of cardiac
differentiation in the present protocol with a high differenti-
ation efficiency. It is a challenge to identify the best combina-
torial, but this is an example that by stimulating the pathways
involved in embryonic cardiomyogenesis, we can increase
the efficiency of cardiomyocyte differentiation derived from
ASCs. Clinical applications will be possible for a long term
and with further research.
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Anexo 2.

Tabla 1. Experimentos de diferenciacion cardiaca a partir de ASC.

Condiciones del cultivo

Dias

Eficiencia de
diferenciacién a
cardiomiocito
(% Troponina T)

Observaciones

[EnY

BMP[10]+ FGF2[50]

14

6.3 %

NOC

N

BMP4 +FGF2 (DMEM/HAMF10/M-199)

14

124 %

NOC

BMP4 +VEGF +NRG1+ DMSO

NV

DMSO 1% (Toxico para
las células)

BMP4 + FGF2+VEGF+NRG1+IL6

14

4%

NOC

[620F

AdA20 +BMP4+VEGF+IL6+IGF1+HGF

14/21

10.3 %/2.91 %

Células rectangulares
binucleadas/alineamiento
celular

Cocultivo directo

11

NV

Crecimiento de células
pequefias de morfologia
clbica con crecimiento
rapido (Suspendido)

Cocultivo indirecto

14

16.7 %

Células alargadas/patron
de alineamiento

IF (7d): Nkx2.5-/MyH-
/TnT-)

Cardiogenol C

15

7.4 %

Células con estructuras
similares a
miofilamentos/Células
rectangulares

M3134+ BMP4+VEGF+IL6

14

18.3 %

Células rectangulares a
partir del dia 5.

10

M3534 (IL3, IL6 y SCF) + BMP4+VEGF

15/21

44 %

Morfologia compatible
con cardiomiocito.

IP (21d): Gatad+/TnT+/
MyH+/SerCa2+
Ibarra-lbarra BR., Stem
cell International, 2019.

*En color verde se indican los protocolos de diferenciacién con mayor eficiencia de diferenciacion a
cardiomiocito.
NOC: No se observaron cambios morfolégicos compatible con cardiomiocito.
NV: No valorable
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Figura 1. A) Esquema del experimento (dias). B) Gréficas del porcentaje de células
positivas por citometria de flujo para los marcadores de diferenciacion cardiaca
Gata-4, TnT, Myh y SerCaz2 para las diferentes condiciones de cultivo a los 15 dias.
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Figura 2. A) Esquema del experimento (dias). B) Graficas del porcentaje de células
positivas por citometria de flujo para los marcadores de diferenciacion cardiaca Gata-4,
Nkx2.5 y TnT para las diferentes condiciones de cultivo a los 14 dias. C) Graficas del
porcentaje de células positivas por citometria de flujo para los marcadores de
diferenciacion cardiaca Gata-4, Nkx2.5 y TnT para las diferentes condiciones de cultivo
a los 21 dias.
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Figura 3. A) Esquema del experimento (dias) B) Imagenes del cultivo de cardiomiocitos
neonatales. C) Imagenes obtenidas con microscopio confocal de Ilas
inmunofluorescencias de las ASC a los 7 dias de cocultivo indirecto. D) Gréficas del
porcentaje de células positivas por citometria de flujo para los marcadores de
diferenciacion cardiaca Gata-4, TnT y Myh para las diferentes condiciones de cultivo a
los 14 dias.
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Figura 4. A) Esquema del experimento (dias). B) Graficas del porcentaje de células
positivas por citometria de flujo para los marcadores de diferenciacion cardiaca Nkx2.5
y Myh para las diferentes condiciones de cultivo a los 30 dias. C) Imagenes de los dias
1y 30 de las diferentes condiciones de cultivo.
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