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Resumen
OPTIMIZACION DEL PROCESO DE DIFERENCIACION DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES A
CARDIOMIOCITOS MEDIANTE LA SOBREEXPRESION DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION
MESP1 Y KLF15.
Méd. Pablo Alfonso Carriquiry Chequer.

Introduccion: La insuficiencia cardiaca secundaria a lesiones isquémicas constituye una de las
principales causas de muerte a nivel mundial. Debido a la pobre capacidad que tiene el corazon de
reemplazar el tejido lesionado se generan secuelas fibroticas y como resultado pierde su
contractilidad y con ello su funcién de bomba. En la actualidad se han disefiado diversas estrategias
para la diferenciacion de células pluripotentes hacia células progenitoras cardiacas con la intencién
de restablecer la anatomia lesionada y con ello mejorar la funcién vital del 6rgano.Objetivos: Evaluar
la diferenciacion cardiaca obtenida tras la sobreexpresion de los factores de transcripcion MESP1 y
KLF15 en una linea de células madre mesenquimales de raton (mMMSCs) obtenidas a partir de un
aspirado de médula 6sea. Materiales y métodos: Los grupos experimentales fueron generados
mediante la transfeccién de la linea celular con diferentes combinaciones de plasmidos que
contienen las secuencias de interés de los factores de transcripcion MESP1 y KLF15. Posterior a la
transfeccion las mMSCs se inducen a la diferenciacion cardiaca por medio del cultivo tridimensional
de esferoides y habiendo transcurrido 3 dias de crecimiento en suspension se cultivan en adherencia
para ser evaluadas a los 6, 8 y 10 dias. El grado de diferenciacién hacia cardiomiocitos fue evaluado
por la expresion de los biomarcadores cardiacos: GATA4, MEF2C, TBX5 y NKX2.5, por medio de
PCR en tiempo real (QPCR). El andlisis estadistico se realizé mediante el calculo de la expresion
relativa por el método de AACT utilizando como gen endégeno a GAPDH. Se compararon los grupos:
MMSCs sin transfectar, mMMSCs que sobre expresan alguno o ambos de los factores de transcripcién
(KLF15 y MESP1) contra la expresion basal de los biomarcadores en tejido cardiaco.
Resultados: El cultivo de esferoides por si solo es capaz de inducir la expresién de biomarcadores
de progenitores cardiacos en mMSCs. La sobrexpresion de MESP1 promueve la expresion de los
biomarcadores cardiacos GATA4 y NKX2.5. KLF15 promueve activacion importante de los genes
GATA4, MEF2C, TBX5 y de NKX2.5. El efecto combinatorio, simultaneo y transitorio de MESP1 y
KLF15 no parece traer efectos sinérgicos a  concentraciones  equimolares.
Conclusiones: KLF15 resulto ser mas potente que MESP1 como activador de los genes centrales

de diferenciacion cardiaca que participan en el desarrollo cardiovascular.

Dra. C Elsa Nancy Garza Trevifio

Directora de Tesis
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiacas representan uno de los principales problemas de salud
publica en la actualidad. Con una prevalencia estimada de 37.7 millones de
afectados globalmente (Ziaeian & Fonarow, 2016). Se sitla como la primera causa
de muerte en el mundo. El estimado de defunciones anuales es de 17 millones de
individuos globalmente, las cuales son atribuibles principalmente a causa de
insuficiencia cardiaca, la cual es condicionada por cardiopatias hipertroficas, asi
como lesiones isquémicas y valvulares (Valente Echeverri-Rico et al., 2014). Los
factores de riesgo fuertemente asociados a la aparicibn de enfermedades
cardiovasculares son la diabetes, el tabaquismo, alcoholismo, obesidad y

sedentarismo (Timmis et al., 2020).

En cuanto a células, el 30% del tejido cardiaco corresponde a cardiomiocitos (CM),
mientras que el 70% restante a células endoteliales (CE), células musculares lisas
(SMCs), fibroblastos cardiacos (CF), células inmunitarias y células progenitoras
cardiacas (CPCs). Los CM representan la unidad encargada de la contraccion por
tal motivo son células metabdlicamente muy activas, mientras que las CE y CF se
encargan de regular la homeostasis mediante cambios en la matriz extracelular y
de promover angiogénesis. Las CE y SMCs se encargan de la regulacion del flujo
sanguineo y del transporte a través de la barrera endotelial en conjunto con pericitos
(Roacho-Pérez et al., 2022).

Dichas células se encuentran embebidas dentro de una matriz extracelular, la cual
brinda soporte al andamiaje celular, esta compuesta por una variedad de proteinas
de colageno y laminina. Ademas del soporte estructural, la matriz extracelular
permite la transduccién de sefiales que permite el adecuado funcionamiento del

microambiente y la supervivencia de las células (Frangogiannis, 2017).

La matriz extracelular (ECM) produce cambios en su composicion que pueden
perturbar la funcién sistdlica o diastélica. Ejemplos de condiciones que modifican la
ECM son la sobrecarga de volumen, lesiones isquémicas, infecciones o respuestas
inflamatorias. La gran mayoria de procesos patoldgicos conllevan cambios en la
ECM.



La ECM normal comprende principalmente fibras de coladgeno que se interconectan
en 3 niveles: el endomisio que envuelve a los CM individualmente, el perimisio que
engloba fasciculos principales y el epimisio que envuelve completamente al musculo
cardiaco. Adicional a las fibras de coldgeno, la ECM contiene fibronectina,
glucosaminoglicanos y proteoglicanos, asi como también sirve como reservorio para
factores de crecimiento y proteasas, que se almacenan en la ECM de forma normal

y que pueden activarse tras una lesion (Frangogiannis, 2017).

1.1 Desarrollo embrionario

El corazon es el primer 6rgano que se forma después de la gastrulacion a partir de
la especificacion o diferenciacion del mesendodermo temprano hacia células
cardiacas progenitoras (CPCs) que se van especializando para dar lugar a cada uno

de los diferentes tejidos que comprenden el sistema cardiovascular.

Esto se logra gracias a complejas redes de sefializacion que regulan la
especificacion del mesodermo temprano el dia E.5 aproximadamente. La induccién
del mesodermo inicia con la sefial NODAL, que se expresa en la linea primitiva,
lugar donde las células del epiblasto comienzan a entrar en el embrion y éstas se
diferencian en las tres capas germinales embrionarias: endodermo, mesodermo y
ectodermo. La via de sefalizacion NODAL mantiene la expresion de BMP4 en la
region proximal del epiblasto. BMP4 actia induciendo la expresion de Wnt3.
Alrededor del dia E5.5 los inhibidores de NODAL Leftyl y Cerl y el inhibidor de la
via Wnt DKK1 migran hacia el mesodermo visceral anterior restringiendo la
expresion de NODAL y Wnt unicamente al epiblasto posterior. Esta sefial de NODAL
+ Wnt en el epiblasto posterior induce la expresion de los factores transcripcion Ty
Eomes. Estos genes que expresan los factores de transcripcion T (brachyury) y
Eomes son esenciales para la migracion del mesodermo y la especificacion del
endodermo definitivo durante la gastrulacion ya que estan involucrados en el
proceso de transicion epitelio-mesenquimal (EMT) (Costello et al., 2011)(Parikh et
al., 2015).



La expresion de Eomes dentro de la estria primitiva marca el mesodermo cardiaco
mas temprano y promueve la formacién de progenitores cardiovasculares mediante
la activacion directa rio arriba de MESP1, conocido como el gen regulador del
programa cardiovascular (Bondue et al., 2008; Sun & Kontaridis, 2018). MESP1
dirige la diferenciacion cardiaca mediate la inhibicion de la sefalizacion de Wnt via
DKK1 de forma bifasica. La expresion de Eomes es regulada por la sefalizacion
canonica de la via Wnt/B-catenina, se induce y aumenta en la linea primitiva anterior,
dando lugar al endodermo definitivo y al mesodermo cardiaco (Sun & Kontaridis,
2018). MESP1 entonces aparece como el primer marcador de linaje cardiovascular
durante el proceso de gastrulacion en el dia E5.75. La expresion temprana de
MESP1 In vivo dirige rio abajo la expresion de diversos factores de transcripcion
(TBX5, NKX2.5, MEF2C, GATA4, HAND2, MyocD, Isll y Foxhl) con la cual se
obtienen los primeros campos cardiacos (Chiapparo et al., 2016; Bondue and
Blandpain 2010).

En el ratdn, los progenitores del campo cardiogénico primario (FHF por sus siglas
en inglés) son los primeros en llegar a la placa anterolateral tras la migracion de las
células mesodérmicas. Estos reciben sefiales de BMP2, FGF8 y Wnt no canonico
del endodermo subyacente para promover su diferenciacion y activar TBX5. A su
vez, TBX5 interactia con GATA4 y NKX2.5 para impulsar el desarrollo del musculo
cardiaco y la especificacion del ventriculo izquierdo a través de la induccion de
varios genes cardiacos integrales, incluyendo el péptido natriurético A (Nppa) y la
proteina de unidn de huecos conexina 40 (Gja5) (Bondue et al., 2008; Sun &
Kontaridis, 2018). GATA4 y NKX2.5 reprimen el programa hemangiogénico,
regulando al mismo tiempo los genes especificos del corazén que incluyen HAND1,
MEF2C y la cadena ligera de miosina-2v (MYL-2, también conocida como MLC2V),
todos ellos componentes de la maquinaria necesaria para la estructura y la funcion

normal de los cardiomiocitos (Sun & Kontaridis, 2018).

Las principales familias de factores que se han encontrado que intervienen en este
proceso y su desarrollo han sido genes homeoticos (NKX2.5, PITX2 e IRX4), GATA,
bHLH, y MEF2C (Diego Francoa et al., 2002). Dentro de los genes homeoticos,



NKX2.5 se expresa en las crestas precardiacas; PITX2 se expresa en cresta
precardiacas izquierda, pero no en la derecha, siendo asi, el primer signo de
asimetria molecular durante el desarrollo cardiaco e IRX4 tiene una expresion

restringida a la region anterior de las crestas (Diego Francoa et al., 2002).

Los miembros de la familia GATA (GATA4,5 y 6) se expresan homogéneamente en
las crestas precardiacas y desempefian un papel primordial en la especificacion
miocardica. GATA4 es imprescindible en los primeros estadios de gestacién dado
gue su ausencia revierte la formacién de cardia bifida (Diego Francoa et al., 2002),
regula la expresion miocéardica y se requiere para la fusion de los tubos del corazoén.
Ademas, esta familia interactia con otros miembros de la familia NKX para
promover la diferenciacion de células cardiacas como cardiomiocitos, células del

musculo liso y endodermo.

La familia de factores de transcripcion bHLH (basic helix-loop-helix) incluye factores
de transcripcion especificos de musculatura estriada. MyoD, Myf5 y Mrf-4 regulan
la expresion en la musculatura esquelética; dHAND y eHAND se expresan en el
corazon embrionario y desempefian un papel en la morfogénesis cardiaca (Diego
Francoa et al., 2002). Por otra parte, MEF2C (del inglés myocyte enhancer factor
2C) se expresa en la cresta precardiacas de forma homogénea durante los primeros
estadios del desarrollo cardiaco. (Diego Francoa et al., 2002) (Sun & Kontaridis,
2018).

Dentro de las vias de sefializacion se incluyen factores de la familia TGF[, proteinas
morfogénicas de hueso (BMP), miembros de la familia del sitio de integracion de
MMTV como el WNT3A vy factores de crecimiento de fibroblastos (FGF). La
regulacion de las vias de sefalizacion de los factores de transcripcion incluye el
factor de transcripcion T-box (TBX), MESP1 (del inglés, Mesoderm posterior 1),
HAND1/2 (del inglés, Heart and Neural Crest Derivatives Expressed 1/2), NKX2.5
(NK2 Homeobox 5), GATA (factor de transcripcion de dedos de zinc), ISL1 (ISL
Homeobox 1), MEF2C (Sun & Kontaridis, 2018). ISL1 activa el FGF y la BMP, vias
génicas que modulan la proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras

cardiacas. Junto con GATA4, ISL1 activa MEF2C para inducir la expresion de



HAND2, un factor de transcripcion importante para el desarrollo del ventriculo
derecho. A medida que los progenitores del SHF contintan diferenciandose, se
induce NKX2.5, reprimiendo ISL1 y haciendo que las células progenitoras pasen de
un estado de proliferacién a uno de diferenciacién. Es importante destacar que la
represion directa de ISL1 por NKX2.5 es necesaria para el desarrollo de los

cardiomiocitos ventriculares (Cai et al., 2003; Sun & Kontaridis, 2018).

Los progenitores del campo cardiogénico secundario (SHF por sus siglas en inglés)
estan marcados por la expresion de ISL1(Cai et al., 2003) y dan lugar al ventriculo
derecho, el septo, a los tractos de salida y a una parte de las auriculas. Estos reciben
sefiales del FGF, la via Sonic-hedgehog y de la WNT/B-catenina candnica para
promover la proliferacion y la diferenciacion multilineal. Los progenitores del SHF
contribuyen al crecimiento del tubo cardiaco y forman los tractos de entrada y salida,
migrando y diferenciandose finalmente en cardiomiocitos, células endoteliales y

células musculares lisas (Sun & Kontaridis, 2018).

La sefalizacion de las BMP es fundamental para una diferenciacion cardiaca
eficiente debido a que es capaz de dirigir la diferenciacion extraembrionaria y la
formacion de otros organos mesodérmicos. La transduccion de sefial involucra
subconjuntos de ligandos de la superfamilia TGF-p (BMP2, BMP4 y BMP5-8) que
se unen a receptores especificos de la superficie celular que conducen a la
activacion de Smad-1, -5y -8, que a menudo forman complejos con Smad-4 para la
translocaciéon nuclear y la actividad transcripcional. Las sefiales BMP y TGF(3 son
necesarias para la transicion epitelial-mesenquimal (EMT) y la formacion de la linea
primitiva y posteriormente para la diferenciacion cardiaca del mesodermo posterior
(Parikh et al., 2015).

La familia de proteinas Smad se divide en tres grupos (Duan et al., 2017):

1. Receptor-regulador (R-Smad): Smadl, Smad2, Smad3, Smad5, and Smad8
(también conocida como Smad9). Estan en citoplasma.
2. Smad mediadora Comun (Co-Smad): Smad4. Estan en citoplasma y nudcleo.

3. Inhibidores Smad (I-Smads): Smad6 y Smad7. Estan en el nacleo.



Las Smads transducen las sefales extracelulares de los ligandos del TGF-§ al

nacleo, donde activan la transcripcion de los genes posteriores. TGF-B1 esta

involucrado en el remodelamiento ventricular al promover la fibrosis miocardica

(Zhao et al., 2015, Edgley et al., 2012, Khan et al., 2016) y mediar la apoptosis de

los cardiomiocitos (Schneiders et al., 2005) o la hipertrofia cardiaca (Huntgeburth et

al., 2011). También se ha reportado que Smadl se une a la proteina candnica Wnt

Disheveled, inhibiendo la senalizacion Whnt/B-catenina en las células madre

mesenquimales (Parikh et al., 2015).
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Figura 1. Etapas del cardiodesarrollo con sus principales biomarcadores.

(Modificado de Burridge et al., 2017)



1.1.1 Mesoderm posterior 1

MESP1 es un factor de transcripcion de tipo hélice-loop-hélice (bHLH), participa
como regulador transcripcional de la especificacion de progenitores
cardiovasculares. Se encuentra en la parte méas alta de la jerarquia transcripcional
durante el desarrollo embrionario y la diferenciacion de células madre embrionarias.
Representa el primer marcador de progenie cardiovascular apareciendo
aproximadamente al dia E5.75. Se expresa en el mesodermo naciente en el
escenario de la gastrulacion (E.5), especificamente en las células que migran desde
la linea primitiva (PS) hacia el mesodermo posterior, la razén de su nombre (Bondue
& Blanpain, 2010; Burridge et al., 2012; den Hartogh et al., 2016).

Experimentos de rastreo de linajes permitieron la demostracion definitiva que las
células MESP1+ dan lugar al sistema cardiovascular. Utilizando un sistema de
recombinasa CRE asociado a un reportero de LacZ pudieron demostrar mediante
la tincion con B-gal que las células derivadas del linaje de MESP1 corresponden al
corazon, aorta dorsal, vasos craneales e intervertebrales y al amnios que se
encuentra contiguo al intestino anterior. Células tefiidas B-gal positivas estuvieron
presentes en todos los linajes cardiacos que incluyen al miocardio, endocardio,

epicardio y sistema de conduccion (Y. Liu et al., 2016).
1.1.2 Kruppel-Like Factor 15

El factor de transcripcion KLF15 es uno de los 17 miembros de la familia de factores
de transcripcion denominados Kriuppel-Like Factors, que contienen dominios
conservados de dedos de zinc, con lo tienen la capacidad de interactuar con la
mayoria de las biomoléculas. Estos factores se expresan en multiples érganos y
actian regulando diversos procesos celulares como crecimiento, desarrollo,
diferenciacion y embriogénesis (Zhao et al., 2019). KLF15 ha demostrado tener
actividad en rifiones, higado, pulmones y corazon. Particularmente en el corazén
adulto su participacion es esencial ya que se encarga de mantener la funcion normal
del érgano regulando la proliferacion celular y la hipertrofia mediante la supresion

de la via corazon-especifica de Wnt/l3-catenina, relacionada a procesos de



reprogramacion de cardiomiocitos y remodelado de la pared miocardica, que de no
ser suprimida condiciona fenotipos patoldgicos de hipertrofia cardiaca (Noack et al.,
2019).

Se ha reportado que mediante el silenciamiento de KLF15 en células madre
embrionarias se obtienen células con capacidad de diferenciacion hacia las 3 lineas
germinales con una observada tendencia para la derivacion mesodérmica hacia
células endoteliales mas que a cardiomiocitos (Noack et al., 2017). KLF15 recluta a
la enzima remodeladora de cromatina p300, la cual tiene actividad inhibitoria sobre
dos genes responsables de la proliferacion miocardica, la proteina de union a caja
GATA 4 (GATA4) y el factor potenciador de miocitos 2 (MEF2) actuando como
reguladores negativos de la proliferacion celular en situaciones de sobrecarga
miocardica (Zhao et al., 2019). Mas recientemente se demostré que KLF15 suprime
otra via recién descrita denominada Shisa3 que participa en la proliferacion tisular
posterior al dafio inflamatorio, la cual también esté involucrada en la diferenciacion
del endotelio en el periodo fetal (Noack et al., 2017; Noack, et al., 2019; Yester &
Kiihn, 2017).

Adicionalmente a su participacion en la regulacion de la proliferacion celular, KLF15
también juega un papel importante en la regulacion de genes que codifican enzimas
para las diversas vias metabdlicas. KLF15 promueve la movilizacion de reservas
energéticas activando la via lipogénica en el tejido adiposo para la sintesis de
triglicéridos en situaciones de ayuno, regulando la actividad de diacilglicerol-acetil-
transferasa-2 (DGAT2) mediante la inhibicion de la lipasa sensible a hormonas
(HSL). También inhibe la lipasa de triglicéridos mediante el aumento en la expresion
del gen G0S2, que funciona como interruptor de cambio de fase del ciclo celular
GO0/G1 (Zhao et al., 2019). Ademas, KLF15 funciona como regulador de la ritmicidad
circadiana del miocardio al regular la repolarizacion mediante el control de la
expresion de canales idnicos de sodio KChIP2. Tanto la deficiencia como el exceso
de estimulacion por KIf15 puede causar variaciones en la duracién del segmento QT
y condicionar una predisposicion hacia arritmias ventriculares o generar la aparicion
de repolarizaciones aberrantes segun lo reportado en corazones de ratones

neonatales (Yuping et al., 2018; Zhao et al., 2019).



1.2 Malformaciones cardiacas

Las malformaciones cardiacas congénitas son las malformaciones que se presentan
mas frecuentemente en el nacimiento. Se han descrito algunas vias sefializadoras
extrinsecas que regulan la diferenciacion y la migracion durante la embriogénesis,
como es el caso de la via de Wnt, FGF y BMP; sin embargo, muchos de los
mecanismos intrinsecos que regulan la migracion y los vinculos entre las
subpoblaciones tisulares aun permanecen pendientes por elucidar. (Kosovsky,
2013)

La inactivacion de MESP1-/- produce malformaciones cardiacas severas conocidas
como “cardia bifida", llevando a la letalidad embridnica alrededor del dia E10.5 a
causa de una falta de fusion de las células mesodérmicas que conforman los
campos cardiacos. En la ausencia de MESP1, su homoélogo mas cercano MESP2
es capaz de compensar por la pérdida de MESP1l mostrando signos de
diferenciacion miocardica y endocardica. MESP2 se encuentra localizado en el
mismo cromosoma separado por 23 Kb. La expresion de MESP2 se da
principalmente en la region presomitica alrededor del dia E8.5. La inactivacion por
Knockout de MESP2 no genera malformaciones cardiacas sino defectos severos en
la somitogénesis y la segmentacion, dicha condicién puede ser revertida insertando
4 copias de MESP1 en el locus de MESP2 lo que demuestra un traslape funcional
entre estos dos genes durante el desarrollo embrionario. La inactivacion de MESP1
y MESP2 simultanea induce defectos profundos en la gastrulacion, llevando a la
letalidad embrionaria alrededor del dia E9.5, interesantemente, se forma la linea
primitiva, pero las células mesodérmicas no migran fuera de la linea primitiva.
(Bondue et al., 2010)

Es por esto que las caracteristicas de pluripotencialidad de las células embrionarias
las convierte en un estandar de oro para el estudio de los procesos de
diferenciacion, ya que permite analizar objetivamente la extensa red conservada de
factores de crecimiento regulados por multiples cascadas de sefalizacion

(Kosovsky, 2013). Sin embargo, debido a que la obtencién y manipulacién de



células embrionarias humanas trae consigo cuestionamientos éticos y morales, en
algunos paises la investigacion con células embrionarias se encuentra regulada (Lo

& Parham, 2009).

1.3Mecanismos de reparacion posteriores al dafio cardiaco

Posterior a una lesion isquémica se produce una pérdida de CM, asi como la
formacion de una cicatriz causada por la activaciéon de CF que eventualmente
generan fibrosis y disfuncion ventricular llevando hacia la insuficiencia cardiaca (IC)
(Riching & Song, 2021). El coraz6n de los mamiferos, a diferencia de los anfibios,
carece de capacidades regenerativas que puedan revertir la cicatriz fibrosa y
restablecer la poblacion de CM y con ello la funcidon cardiaca. Los mecanismos
intrinsecos de estas diferencias no se encuentran claramente elucidadas. (de
Bakker et al., 2021). En peces cebra se observo que el factor de transcripcion Prrx1b
promueve la actividad de la Neuregulina 1 (Nrgl) la cual actia como un potente

mitdégeno que activa la proliferacion de CMs (Gemberling et al., 2015).

El tejido cardiaco adulto de los mamiferos posee minimas capacidades
regenerativas debido a la baja reserva poblacional de células cardiacas progenitoras
(CPCs), y en gran parte también a la nula capacidad proliferativa de las células

musculares cardiacas terminalmente diferenciadas (Locatelli et al., 2018).

En respuesta a una lesién o sobrecarga, los CM comUnmente reinician la sintesis
de ADN sin realizar division celular, causando un crecimiento hipertréfico
principalmente a causa de una ineficiente citocinesis y a un bloqueo en la progresion
del ciclo celular, teniendo que adaptar diferentes grados de poliploidia para el

mantenimiento de las funciones metabdlicas y celulares (Laflamme & Murry, 2014).

Todas estas condiciones mantienen a los CM en un estado de diferenciacion
terminal, la cual se caracteriza por la expresion del gen regulador del ciclo celular
Meisl, que mantiene al CM en un estado quiescente o de arresto celular. Este gen
codifica un factor de transcripcion tipo “"TALE; (Three-amino-acid-loop-extension) *”

gue regula las proteinas del ciclo celular p15, p16 y p21, todas éstas pertenecientes
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a la familia Cip/Kip de Inhibidores de ciclina dependientes de cinasa (CDKIs), que
regulan las fases de progresion del ciclo celular G1/S y G2/M. La proteina p21
muestra niveles detectables durante en el desarrollo fetal pero su expresion
aumenta draméticamente en el periodo posnatal y posterior a una lesion isquémica.
La delecion de Meisl en roedores extiende el periodo posnatal de proliferacion de
CM. El silenciamiento de Meisl permite a los CM pasar por un estado de

desdiferenciacién y reentrada en el ciclo celular (Hesham A. & Ahmed I., 2013).

Se sabe que el estado proliferativo de los CM humanos disminuye drasticamente
después del nacimiento, pero un recambio de CM permanece activo a lo largo de la
vida, mostrando una tasa de recambio del 1% de CM a los 25 afios, con un
decremento de 0.45% del recambio a los 75 afios (Heart et al., 2015). Esta
informacion sugiere que menos del 50% de los CM seran recambiados durante la
vida y mas del 55% consisten en CM persistentes del nacimiento (Bergmann et al.,
20009).

Adicionalmente, pese a la variabilidad que pudiera existir en la tasa de recambio de
CMs del adulto, sigue siendo insuficiente para ejercer un desenlace funcionalmente
favorable fuera del periodo posnatal temprano. Diversas observaciones realizadas
durante el periodo posnatal temprano en roedores indican un aumento en la
metilacion global de muestras de tejido cardiaco obtenidas a diferentes tiempos,
coincidiendo con el aumento en procesos de binucleacion y disminucion de la tasa
de proliferacién de los CM, lo que sugiere que se pudieran estar llevando a cabo
procesos de sefalizacion epigenética que regulan la proliferacion y diferenciacion
de CM (Locatelli et al., 2018; Riching & Song, 2021).

1.4 Insuficiencia Cardiaca

La insuficiencia cardiaca (IC) es la principal complicacion de las enfermedades
cardiovasculares. Se define como una alteracion en la estructura o funcion del
corazon cuyo desenlace es la incapacidad de éste para proporcionar una adecuada

perfusion organica. (Valente Echeverri-Rico et al., 2014). La disfuncion organica
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pude ser de dos tipos, sistélica o diastdlica; en la sistélica existe una disminucion de
la fraccion de eyeccion por efecto de hipertrofia miocérdica y subsecuente
disminucion de los tamafios cavitarios; en contraste, la disfuncion diastélica se
presenta con trastornos en la relajacion transitoria de las paredes miocardicas y con
aumentos de presidn intracavitarios debido a cambios fibréticos. Ambas
disfunciones pueden coexistir generando un mayor deterioro en el grado funcional,
el cual hace referencia a las diferentes etapas clinicas de la historia natural de la
enfermedad y condicionando un peor prondstico conforme se avanza en la
estratificacion funcional. Las clasificaciones mas cominmente usadas son la NYHA
y la ACC/AHA (Ommen et al., 2020).

Tabla 1. Escala de Valoracion funcional de la Asociacidn del Corazdén de Nueva York

(New York Heart Association)

Clase Escala de Valoracion funcional NYHA

I Sin limitacion de la actividad fisica. La actividad ordinaria no ocasiona

excesiva fatiga, palpitaciones, disnea o dolor anginoso.

[l Ligera limitacion de la actividad fisica. Asintomaticos en reposo. La actividad

ordinaria ocasiona fatiga, palpitaciones, disnea o dolor anginoso.

1 Marcada limitacion de la actividad fisica. Unicamente asintomaticos en
reposo. Actividad fisica menor que la ordinaria ocasiona fatiga, palpitaciones,

disnea o dolor anginoso.

v Incapacidad para llevar a cabo cualquier actividad fisica sin disconfort. Los
sintomas de insuficiencia cardiaca o de sindrome anginoso pueden estar
presentes incluso en reposo. Si se realiza cualquier actividad fisica, el

disconfort aumenta.

El diagndstico de IC suele ser realizado por el médico de atencion primaria, éste
consiste en la aparicién clinica de un sindrome que incluye signos y sintomas de
disfuncion cardiaca y que requiere de exdmenes paraclinicos complementarios y/o
pruebas terapéuticas para poder ser realizado. Habitualmente la IC suele ser una

condicion crénica en la cual surgen episodios de descompensacion que requieren
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visitas al médico u hospitalizacién. Sin embargo, a menudo es frecuente encontrar
dicha entidad en pacientes con pocos signos o sintomas, Unicamente presentado
aumento de peso o pobre condicion fisica, enfermedad pulmonar o eventos
isquémicos; Por esto, se sugiere que la evaluacion inicial incluya adicionalmente
valoracién de las concentraciones de péptido natriurético auricular ya que la
elevacion de este representa la antesala para el desarrollo de Insuficiencia cardiaca
(Mosterd et al., 2007).

1.4.1 Abordajes terapéuticos actuales paralaIC

En la actualidad existen pocas opciones terapéuticas para el control de dichas
complicaciones quedando limitados al manejo farmacologico paliativo y en muy
pocos casos seleccionados la realizacion de trasplantes de corazén y de asistencia
mecéanica con ayuda de dispositivos mecanicos de implantacion quirdrgica. Sin
embargo, la tasa de aplicacion es muy baja, cifras actuales reportan 208 trasplantes
realizados en todo 2020 para la totalidad de Espafa, el cual representa un nimero
muy inferior al de pacientes afligidos por estas patologias. (Gonzalez-Vilchez et al.,
2021)

El objetivo de las terapias farmacoldgicas actuales es frenar el deterioro clinico de
los pacientes evitando la progresion de la enfermedad y el remodelamiento
cardiaco, sin embargo, alargo plazo son ineficientes para revertir la pérdida de tejido

cardiaco funcional.

En la actualidad se estan desarrollando lineas de investigacién en ingenieria de
tejidos que emplean diversos tipos de abordajes con la intencion de proveer al tejido
cardiaco lesionado de nuevas fuentes de materiales biolégicos, sintéticos o
artificiales que sean capaces de producir interacciones intercelulares y reparacion
tisular (Roacho-Pérez et al., 2022). Se han realizado diferentes esfuerzos para llevar
células madre mesenquimales al tejido cardiaco dafiado, dichos abordajes han
consistido en la inyeccién intramiocardica, la aplicacion de dispositivos biomédicos

tipo parches y la inyeccion de células por via intravascular con la premisa de
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asegurar la llegada y la correcta integracion de las células madre al tejido lesionado

para su reparacion (Szydlak, 2019).

1.5 Terapia Celular Cardiovascular

La terapia con células madre o stem cells (SCs) representa una de las opciones
mas prometedoras para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca y de las
cardiopatias congénitas debido a la capacidad que tienen estas células de
diferenciarse a los diferentes tipos de linajes celulares. Se les atribuye también una
gran capacidad regenerativa por su accion antiinflamatoria al ser capaces de
secretar diversos factores tréficos, integrarse al tejido miocardico lesionado y
diferenciarse en los diferentes componentes del sistema cardiovascular evitando asi
la cicatriz fibrotica y la remodelacion posterior a las lesiones isquémicas (Y. Liu &
Schwartz, 2012).

1.5.1 Células madre mesenquimales

En 1970, Friedenstein y colaboradores fueron los primeros en realizar una
identificacion funcional de células madre no hematopoyéticas derivadas de medula
0sea, a las que actualmente se denominan células madre mesenquimales (MSCs).
Se han logrado aislar MSCs de practicamente todos los tejidos, inclusive aquellos
en los que se pensaba tenian nula capacidad regenerativa como es el caso de
sistema nervioso central, masculo cardiaco y esquelético (Figura 2)(Chen, 2019).
Thomson y colaboradores aislaron en 1998 las primeras células madre a partir de
la masa celular interna del blastocisto en células embrionarias en etapa
preimplantacional definiendo a este subtipo de células como células madre
embrionarias (ESCs)(Thomson et al., 1998).

Existen 4 métodos de obtener células pluripotentes: mediante el aislamiento de
células madre embrionarias (ESCs), aislamiento de células madre mesenquimales
(MSCs), mediante la induccion a pluripotencia (iPSCs) (descrita mas adelante) y

mediante la transferencia nuclear de células somaticas (SCNT-SCs), ésta ultima
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técnica consiste en la transferencia del material nuclear de una célula somatica al

interior del ndcleo de un ovocito no fecundado en una etapa especifica del desarrollo

y fue la metodologia que permitio la clonacién de la oveja Dolly en 1996 . (Eguizabal
et al., 2019; Takahashi et al., 2007; Thomson et al., 1998).

Las MSCs han cobrado mucho interés en diferentes areas de la investigacion

biomédica debido a su relevancia clinica y actividad biologica (Figura 3), ya que son

faciles de obtener, expandir y manipular; También dada su alta capacidad

proliferativa y secretora las hace una opcion prometedora para su empleo en los

campos de la medicina regenerativa. Es por eso importante destacar la importancia

de contar con protocolos estrictos de aislamiento y caracterizacion que permitan

asegurar la identidad de estas células y con ello obtener afirmar la reproducibilidad

en los resultados publicados.
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paracrina l diferenciacion
ST . Integracion tisular
Comunicacion . o
intercelular MSCs integracion
Transferencia Secrecidn
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extracelulares

L

Figura 2. Actividad bioldgica de las MSCs. (Modificado de Fan et al 2020)

En 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (SCT) define a las MSCs con

las siguientes caracteristicas: capacidad de adherencia a poliestireno en

condiciones de cultivo celular, contar con la presencia de los marcadores de
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superficie estromales (CD105, CD90, CD73) y ausencia de los marcadores de
superficie sanguineos (CD34, CDA45), y tener capacidad de diferenciacion a
cualquiera de las 3 capas germinales (endodermo, mesodermo, ectodermo) (Figura
3) (Chen, 2019; Dominici et al., 2006)
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Figura 3. Fuentes de obtencion de MSCs, biomarcadores de identidad y tejidos para

diferenciacién. (modificado de Fan et al 2020)

1.5.2 Células progenitoras cardiacas

Recientemente se reportaron poblaciones de células madre residentes del tejido
cardiaco adulto con capacidad de inducir la proliferacion celular y que muestran una
elevada actividad de telomerasa (TERT), expresando marcadores de

pluripotencialidad como Sca-1*, c-kit, Isl-1, GATA4, TBX5. A éstas poblaciones les
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denominaron células cardiacas progenitoras (CPC), la activacion de dichas
poblaciones de células en el corazon adulto es una atractivo blanco para el
desarrollo de terapias que promuevan la reparacion (Fu et al., 2018.; Noack et al., 2019;
Oh & Schneider, 2009). EI mantenimiento y diferenciacién de CPCs es regulado a través
de la via de sefalizacién NOTCH via DAPT, la cual substancialmente incrementa la
unién de MEF2C a su blanco génico resultando en diferenciacion cardiaca
demostrado por el incremento en el flujo intracelular de Ca+2 y el nimero de

colonias que presentan latido cardiaco espontaneo. (Abad et al., 2017).

1.6 Estrategias de cultivo in vitro para la diferenciacion de SCs a

cardiomiocitos
1.6.1 Estrategias para la entrega de genes

La terapia génica hace referencia a las técnicas utlizadas para hacer llegar
moléculas génicas con actividad biolégica a las células del huésped para inducir
cambios en la expresion de genes. En la medicina se reservan para patologias que
no tienen otra técnica que produzca curacion, como lo son enfermedades genéticas
mono alélicas, para inactivar o disminuir la expresién de un gen mutado y para la
introduccion de nuevos genes que protejan de alguna enfermedad. Las moléculas
deben ser capaces de llegar al nucleo de la célula para inducir la expresion de
genes, produccion de proteinas, modulacion de procesos patolégicos. Para poder
ser empleados se requiere una compresion extensiva y completa de todas las
interacciones que se producen entre la célula blanco y el sistema de entrega de

genes.

Los sistemas de entregas de genes consisten en tres componentes: un sistema de
vector o plasmido que controle la funcion de un gen dentro de la célula blanco, un
gen que codifique para una proteina especifica y un sistema que controle la entrega
del plasmido o vector a una ubicacion especifica. Un sistema de entrega de genes

eficiente requiere que la molécula afiadida permanezca estable dentro del huésped.

17



Los primeros vectores para la expresion de transgenes reportados fueron de tipo
vector viral, en 1984, se utilizé el virus de vaccinia para proteger chimpancés sobre
la infeccidn del virus de hepatitis B. Este tipo de sistemas virales se fundamenta en
la habilidad del virus para replicar su material genético dentro de la célula huésped
y ademas de prevenir la degradacién del ADN exdgeno por accién lisosomal.
Algunos de los virus comunmente utilizados como vectores incluyen retrovirus,

adenovirus, virus adeno-asociados y virus herpes simple.

El primer paciente que recibe terapia celular con éxito y que demostrd expresion
persistente a largo plazo se observé en un ensayo clinico realizado en 1990 donde
se tratdé un caso de inmunodeficiencia combinada severa por déficit de adenosina
desaminasa (ADA-SCID), donde se utilizd un vector retroviral para la transduccion
e integracion del material genético en linfocitos T de manera Ex vivo seguido de un
trasplante alogénico. En 2000, Fischer et al, desarrollan una terapia para la
inmunodeficiencia combinada severa ligada al cromosoma X utilizando el trasplante

autdlogo de SCs derivadas de médula 6sea modificadas con tecnologia retroviral.

Strimbelis et al 2016 reciben la aprobacion en Europa para utilizar vectores
retrovirales con capacidad integrativa en pacientes con ADA-SCID para los cuales
no existan opciones de donadores de SCs por incompatibilidad en los antigenos
leucocitarios humanos (HLA) y constituyen la primera terapia celular ex vivo con
SCs.

Los vectores de expresion de tipo viral pueden ser de dos tipos: basados en ADN o
basados en ARN, los primeros integran sus secuencias en el genoma del huésped,
por lo que su expresion permanece por mas tiempo (lentivirus, poxvirus, virus
adeno-asociados, retrovirus, herpes virus, spumavirus). Los virus basados en ARN
se desarrollan por su habilidad de generar transcriptos de ARN directamente en el
huésped dando como resultado una expresion transitoria y no permanente. Para la
terapia oncologica se desarrollan en la actualidad virus oncoliticos que tengan la
capacidad de replicarse eficientemente en el huésped y dirigirse hacia las células

tumorales y generar apoptosis de estas (Figura 4).
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Existen también sistemas de entrega de genes o vectores de tipo no viral, éstos se
fundamentan en la capacidad de lograr la introduccion del material genético a través
de las membranas celulares mediante métodos artificiales fisicoquimicos. Este tipo
de sistemas poseen la caracteristica de generar mucha menor respuesta inmunitaria
en el huésped por utilizar sistemas biocompatibles como vesiculas lipidicas
(Lipofeccion), ADN desnudo en forma de cromosomas (plasmidos), microARNs
(miRNA) y ARNs pequenios de interfencia (SiRNA), polimeros cationicos y diversos
complejos conjugados. Algunos métodos comunmente utilizados para la entrega de
vectores no virales incluyen inyeccién por aguja, inyeccion de ADN, sonoporacion,

fotoporacién, magnetofeccion e hidroporacion.

Los vectores no virales generan expresion transitoria, poseen baja
inmunogenicidad, pueden ser diseflados para poseer sistemas de regulacion que
les brinde mayor seguridad y no existe un limite en el tamafio para las secuencias
de ADN incluidas en el vector. Idealmente, para la terapia génica deben poseer alta

capacidad de carga util, tropismo especifico a tipos celulares (Figura 4).
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Figura 4. Diversos sistemas de entrega de genes. De izquierda a derecha: Lipofeccién de
plasmidos transportados a través de la membrana por complejos lipidicos; Nanoparticulas
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sonoporacién, electroporacién, magnetofeccion, etc.); Sistemas virales de transduccién génica,
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(Modificado de Athanasopoulos et al., 2017.)

1.6.2 Estrategias de Induccién para la diferenciacion cardiaca

Previo a la diferenciacion es necesario siempre generar la expansion de la linea
celular a tratar. Esto se logra manteniendo las células en un estado indiferenciado
mediante la adicion de diferentes factores inhibidores de la diferenciacion, como el
caso de la proteina recombinante LIF (Factor inhibidor de leucemia), para células
madre embrionarias. De no adicionar LIF al medio de cultivo las células forman
agregados tridimensionales y se induce a una diferenciacién espontanea. (Wang &

Yang, 2008)
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Tradicionalmente existen tres tipos de induccion para la diferenciacion de células
madre (SCs): a través de la formacion de cuerpos embrionarios o también llamados
esferoides (EB), a través del cultivo celular en presencia de elementos de la matriz
extracelular (MEC) nativa, y un tercer método que consiste en el cultivo con la
adicion de capas de alimentacion de células estromales o fibroblastos. (Kosovsky,
2013)

1.6.3 Cultivo tridimensional de esferoides

La formacion de cuerpos embrionarios o esferoides se realiza por medio del cultivo
de células en suspension, cultivo en presencia de metilcelulosa o mediante la
técnica de Hanging drops (gota colgante), este ultimo siendo el mas utilizado (Wang
& Yang, 2008). La gran mayoria de los métodos descritos estan basados en la
formacion de agregados tridimensionales. Dichas técnicas producen rendimientos
variables en los patrones de diferenciacién segun la combinacion de factores y en
todos genera pérdidas celulares por efecto de la tripsinizacion. (Kokkinopoulos et
al., 2016)(Mummery et al., 2012a)(Puceéat, 2008)

La heterogeneidad que resulta de producir esferoides o agregados de distintos
tamafos puede generar diferentes patrones de diferenciacion. De tal forma, en
ocasiones es necesario suplementar los esferoides con moléculas bioactivas o
factores de transcripcion, biomateriales o componentes de la matriz extracelular que
potencien la diferenciacion. Por ejemplo, la suplementacion de colagena-
fibronectina promueve la diferenciacién hacia células endoteliales mientras que la
suplementaciéon con colagena-laminina promueve la diferenciacion hacia

cardiomiocitos. (Kosovsky, 2013).

La formacion de esferoides por Hanging drops diferencia hasta un 3% de ESCs a
precursores cardiacos de forma espontanea, sin embargo, con la induccién de la
diferenciacion mediante la sobrexpresion de factores de transcripcion durante la
formacion de esferoides se obtienen porcentajes superiores. (Kokkinopoulos et al.,
2016; Lynch et al., 2001). La sobrexpresiéon de MESP1 durante la formacion de
esferoides acelera la aparicion de areas con latido cardiaco y promueven la

aparicion de troponina cardio-especifica (cTnT) y otros biomarcadores de
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diferenciacion cardiaca como KDR+, CD31, Flkl+, PDGFRa+, and CXCRA4+
(Chiapparo et al., 2016).

Formacion de
agregados celulares
tridimensionales o
esferoides.

Figura 5. Técnica de formacion de esferoides.

A nivel celular, los factores inducibles por hipoxia (HIF) son algunos de los
reguladores transcripcionales de la respuesta hipdxica que aparecen tras la
formacion de agregados tridimensionales. Especificamente HIF-1, HIF-2 y el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) juegan un papel importante en la
sefalizacion dependiente de hipoxia para el desarrollo de vasos coronarios,

estructura y funcionamiento 6ptimo del corazén. (Medley et al.,2013)

Los factores de transcripcion inducibles por hipoxia (HIF), como su nombre lo indica,
se encargan de censar y generar adaptaciéon a las bajas de concentracién de

oxigeno tisular. Esta familia de factores esta constituida por dos subunidades: la
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subunidad alfa funciona como sensor de oxigeno, y la subunidad beta constitutiva
se une a cualquiera de las posibles isoformas de HIF alfa (HIF-1alfa, HIF-2alfa, HIF-
3alfa, IPAS y NEPAS). Los complejos proteicos de HIF-1 y HIF-2 se expresan

constitutivamente en el tejido cardiaco (Medley et al.,2013).

En condiciones normoxicas la vida media de HIF-lalfa es de 5 minutos, en
condiciones de hipoxia HIF-lalfa se estabiliza y se transloca al nacleo donde se
dimeriza con la subunidad HIF-1beta para activar genes de respuesta hipoxica. Mas
de 70 genes se han asociado con angiogénesis, inhibicion de la apoptosis de CM y

cardiogénesis (Medley et al.,2013).

La formacion de esferoides por el método de hanging drops produce condiciones de
hipoxia transitoria, se ha demostrado que miembros de la via Wnt candnica elevan
su expresion al someter células pluripotentes indiferenciadas a estas condiciones y
dichos niveles de Wnt regresan a su expresion basal cuando se regresan las
condiciones normoxicas. Adicionalmente, tras la exposicion a hipoxia, se demostro
una marcada reduccion de los reguladores negativos del ciclo celular, asi como de
los inhibidores de la sefalizacion de Wnhnt, incluyendo la proteina fosfatasa 2
subunidad reguladora a (Ppp2rla), proteina secretora 4 relacionada a Frizzle
(Sfrp4). Se demuestra que la hipoxia produce un patron complejo de alteraciones
en la expresion de factores de la via de sefalizacion Wnt dependientes de la
activacion de HIF (Medley et al.,2013).

Se ha observado que la mitosis de las células cardiacas se da principalmente en
condiciones de hipoxia. Utilizando la histona3 serl0 (Ph3) como marcador de la
progresion de la fase G2-M se demostré que la hipoxia promueve la mitosis y la
adicion de ROS reduce la mitosis sin aumentar la apoptosis lo que indica que las
condiciones normoxicas mantienen a los cardiomiocitos en arresto celular (Yester &
Kihn 2017).



1.6.4 Reprogramacion de CF

Los CF representan una fuente ideal de células para la regeneracion cardiaca
debido a su relativa abundancia en el tejido. El descubrimiento que establecié un
punto de referencia para la reprogramacioén de células a un estado pluripotente
surgié en 2007 de mano de Yoshida y Yamanaka, al ser capaces de reprogramar
CF a un estado pluripotente mediante la sobreexpresion de 4 factores de
transcripcion (Sox2, Kif4, C-Myc, Oct3/4) obteniendo células madre inducidas a
pluripotencia (iPSCs). leda y colaboradores identificaron un set de genes centrales
cardiogénicos (GATA4, MEF2C, TBX5) que promueve la expresiéon de troponina T
(cTnT) en CF de ratén. Como hemos visto estos genes centrales son parte de un
set conservado evolutivamente relacionados al desarrollo cardiaco (leda et al.,
2010).

La sobrexpresion de los factores de transcripcion centrales "GMT " son suficientes
para inducir la expresion de estructuras sarcoméricas en fibroblastos, pero la adicion
de HAND2 a la combinacion mejora significativamente la eficiencia en la
reprogramacion de CF a CPCs. Estas células en un estado de diferenciacion pre-
terminal mejoran la funcionalidad al ser implantadas directamente al tejido cardiaco

inducido a lesiones isquémicas agudas (Song et al., 2012).

La combinacion de butirato de sodio (inhibidor de desacetilasa de histonas) + ICG-
001 (inhibidor de Wnt) + acido retinoico (regulador de crecimiento cardiaco) +
sobrexpresion de GMT mejora la generacidon de poblaciones de CPCs en
comparacion a la sobrexpresion de los factores GMT por si solos (23+1.5% vs
3.3+0.2%; P<0.0001) (Singh et al., 2020).

Con la sobrexpresion de los genes centrales GMT + MESP1 + MYOCD se obtuvo
un incremento en la expresion de cTnT y a-actina del ~5-6%, y aproximadamente
el 1% de estas células sobreexpresaron paneles de genes relacionados a la
estructura sarcomérica en comparacion con los grupos control que Unicamente
sobrexpresaban GMT y el control negativo que utilizaba vector vacio. (Wada et al.,
2013).
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1.6.5 Estrategias de diferenciacion a CM por silenciamiento de RNAs

Con el advenimiento de las técnicas de silenciamiento por RNAs de interferencia
RNAi se ha logrado el desarrollo de estrategias que van encaminadas al
silenciamiento o apagado de vias de sefalizacion especificas. La diferenciacion
celular se da en este caso al dirigir la degradacion de RNA mensajero mediante la
transfeccion de secuencias de RNA de interferencia que van dirigidas hacia
transcriptos que funcionan como reguladores del ciclo celular. Estas secuencias
utilizadas son denominadas microRNA’s (Figura 4). Al utilizar la combinacién de
miR-1, miR-133, miR-208 y miR-499 se obtuvo expresion de miosina pesada
(aMHC-CFP) en 1.5-7.7% de CF neonatales In vitro; la administracion directa de
ésta misma combinacion en tejido miocardico lesionado de ratdbn promovio la

conversion o transdiferenciacion de CF a CM In situ (Jayawardena et al., 2012).

La entrega de miR-106b~25 en el corazon de raton provoca la proliferacion de CM
ya que actua sobre una red de reguladores negativos del ciclo celular que incluyen
a E2f5, Cdknlc, Ccnel and Weel. Posterior a la lesion isquémica inducida se
observé que miR-106b~25 provoco una regeneracion casi completa del tejido

miocérdico adulto (Raso et al., 2021).

Se ha descubierto que tres diferentes miRNAs son capaces de inhibir post
transcripcionalmente al gen antimitético Meis1, éstos son miR-548c-3p, miR-509-3p
y miR-23b-3p; con esto son capaces de inducir la proliferacion de CM (Pandey et
al., 2017).

1.7 Medicina Regenerativa

Como se puede apreciar, diversos enfoques como la diferenciacion de células
pluripotentes hacia progenitores cardiacos, la reprogramacion de fibroblastos
cardiacos, la utilizacién de andamios biocompatibles en ingenieria de tejidos, asi
como el silenciamiento de reguladores antimitéticos comienzan a brindar resultados
pre-clinicos alentadores en el campo de la regeneracién cardiaca con terapia

celular. Multiples retos han de sobrellevarse antes que se traduzca en terapias
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novedosas para la regeneracion del corazon humano. Actualmente uno de los retos
de la medicina regenerativa en la terapia celular cardiaca consiste en lograr la
sincronizacion y el acoplamiento de los procesos electromecanicos entre las células
implantadas con aquellas del tejido del huésped (Oh & Schneider, 2009b)(Y. Liu & Schwartz,

2012a).

En términos generales, es importante el mantenimiento de los ciclos celulares para
el correcto funcionamiento de las diversas actividades celulares. Existen evidencias
gue afirman que para una adecuada reprogramacién de la identidad es necesario
sincronizar la velocidad de los ciclos de replicacion; y para la propagaciéon de una
identidad a lo largo de las generaciones es necesario que se restauren los patrones
de control epigenético tras cada ciclo de mitosis, ya que cualquier desviacién en
estos patrones puede condicionar la deriva hacia el cambio destino celular (Hu et
al., 2019). (Kosovsky, 2013)

En vista de estos hallazgos es necesario continuar ampliando nuestro conocimiento
sobre las propiedades y funciones de las diferentes subpoblaciones celulares, asi

como del microambiente dinamico que gobierna el comportamiento celular.
Il. Antecedentes

Con la utilizacién de diversos sistemas de transporte de genes es posible guiar el
destino de los tejidos simulando las condiciones naturales del proceso de

embriogénesis (Islas et al., 2012).
2.1 Antecedentes directos

En 2012, Islas y colaboradores logran la transdiferenciacion de fibroblastos
dérmicos hacia células progenitoras cardiacas, para lograrlo emplearon un sistema
lentiviral de entrega de genes y la adicion de factores de transcripcion obtenidos por
purificacion proteica, con lo que lograron la sobreexpresién de dos factores de
transcripcion importantes en el cardiodesarrollo, MESP1 y ETS2. (Figura 6). La
seleccidn de estos genes fue realizada en base a resultados previos de los genes

homélogos de cardiodesarrollo del organismo cordado C. Intestinalis.
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La combinacion de los factores MESP1/ETS2 permitié la transdiferenciacion de
fibroblastos a cardiomiocitos progenitores que expresaron los biomarcadores
cardiacos KDR+ y PECAM1, sin embargo, ninguno de estos factores por si solo
permite la generacion de cardiomiocitos De novo a partir de fibroblastos. La
sobrexpresion de ETS2 por si sola fue capaz de enriquecer transcriptos de multiples
componentes centrales de la via Nodal/Activina (ACVR2B, TDGF1, CITED2 y
LEFTY1), esenciales para la aparicion de progenitores cardiacos; la ausencia de
estos factores desvia la diferenciacion a programa de diferenciacién hacia tejido
neural. Adicionalmente, ETS2 logro la expresion de los genes centrales de
diferenciacion cardiaca NKX2.5, MESP1, MEF2C, GATA4 y ISL1, datos que
soportan la teoria que los factores de transcripcion ETS son capaces de regular a
GATA4. MESP1 al igual que ETS2 bloquean la aparicion de la proteina
morfogenética de hueso 2 (BMP2), BMP4 y PDGFRa, esto genera ausencia en la
expresion de genes de musculo liso, probablemente a través de la inhibicion de las
vias de sefalizacion BMP-SMAD. Combinando la sobrexpresion de MESP1y ETS2
con la adicion de los péptidos BMP2 y Activina A permitio la reprogramacion directa
de fibroblastos dérmicos hacia células progenitoras cardiacas caracterizadas por la
expresion de NKX2.5, ISL-2, TBX5, MEF2C, dHAND, GATA4, CX43, CX45, BMP2,
WNT11.
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Figura 6. Transdiferenciacion de Fibroblastos de piel a CPCs mediante
sobrexpresion de los factores ETS2/MESP1.
(Modificado de Islas et al.,2012)

2.2 Antecedentes Indirectos

Medley et al., 2013 realizé la diferenciacion in vitro de iPSCs a CM mediante la
técnica de formacién de esferoides por el método de Hanging drops; utilizaron medio
de cultivo para diferenciacion que incluye DMEM, 15% FBS, L-glutamina,
aminoacidos no esenciales, beta-mercaptoetanol (BME) y antibiéticos. Las células
fueron depositadas en gotas de 10uL que contenian aproximadamente 800 células.
Se dejaron en suspensién invertida por 2 dias y posteriormente 2 dias en cultivo en

suspension en placas de ultra baja adherencia. Los agregados tridimensionales
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(esferoides) se sembraron posteriormente en placas recubiertas con gelatina y
permanecieron en cultivo en adherencia por 14 dias. Bajo estas condiciones
mencionadas ellos obtuvieron expresion de biomarcadores de compromiso cardiaco
T (brachyury), Isl-1, TBX5, MEF2C, asi como expresién de proteinas de estructuras
sarcoméricas B-MHC, Titina. (Medley et al., 2013)

En 2015 Soibam y colaboradores generaron una linea de células madre
embrionarias modificadas mediante el sistema de Cre recombinasa que permite el
rastreo del linaje de células que expresan Mespl+ por medio la apariciéon de una
sefal de fluorescencia en el locus constitutivo de Rosa26; gracias a esta
metodologia pudieron demostrar que las poblaciones de progenitores cardiacos
marcadas Mespl+ fueron capaces de diferenciarse a las diferentes estructuras
cardiacas correspondientes a tejido endotelial, musculo liso y tejido miocardico y
producir una recuperacion funcional en el modelo animal (Y. Liu et al., 2016; Soibam
et al., 2015). Adicionalmente, en este trabajo se establecen condiciones para la
diferenciacion de células madre embrionarias hacia cardiomiocitos progenitores In
vitro mediante la induccion por la formacion de esferoides por Hanging drops y la
activacion bifasica de la via de Wnt/B-candnica gracias a la accion de péptidos

inhibidores de las vias de Wnt.

[1l. Justificacion

Existe una fuerte necesidad de desarrollar nuevas estrategias para mitigar el dafio
cronico que converge posteriormente en diferentes cardiopatias. En las ultimas
décadas se han realizado grandes esfuerzos en desarrollar terapias celulares con
células madre y progenitores cardiacas que permiten la reversion del dafio y la

restauracion de la funcionalidad.

Las células mesenquimales tienen una alta relevancia clinica debido a su féacil
obtencién, manipulacion, expansion y alta capacidad proliferativa, por lo que es una

opcién prometedora para regeneracion cardiovascular. La sobreexpresion de los
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factores de transcripcion de MESP1 y KLF15 podria mejorar el proceso de

diferenciacion y compromiso hacia el linaje cardiovascular.

Debido a la escasez de trasplantes disponibles en la actualidad y a la baja tasa de
aplicacion de dispositivos de asistencia ventricular, el desarrollo de terapias
celulares cobra importancia, ya que el objetivo de estas terapias consiste en obtener
una recuperacion funcional de estos pacientes y con ello mejorar la calidad y la
sobrevida global; Con ello, disminuir la mortalidad y los costos asociados a la
atencién e incapacidad laboral.

IV. Hipétesis de trabajo:

La expresion de MESP1 y KLF15 contribuye a la optimizacion de la diferenciacion

celular de células madre mesenquimales de raton hacia cardiomiocitos.

V. Objetivos
5.1 Objetivo General:

Evaluar el papel de la sobrexpresion de KLF15 y MESP1 en el proceso de

diferenciacion de células madre mesenquimales hacia cardiomiocitos
5.2 Objetivos especificos:

1. Caracterizar y purificar los vectores de expresion plasmidicos que contienen
los factores de transcripcion MESP1 y KLF15.

2. Caracterizar y expandir células madre mesenquimales derivadas de médula
0sea de raton (mMSC).

3. Establecer las condiciones de diferenciacion de células madre
mesenquimales a cardiomiocitos por cultivo en esferoides y sobrexpresion
de los factores de transcripcion MESP1 y KLF15.

4. Validar el proceso de diferenciacion de mMSC hacia cardiomiocitos mediante
el andlisis de expresion de biomarcadores cardiacos por RTgPCR e

inmunofluorescencia.
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VI. Estrategia experimental

La estrategia experimental consiste en 3 fases delimitadas de la siguiente forma:

[ ETAPA 1 } ‘ ETAPA 2 ‘ [ ETAPA 3 J

Expansion y . — Validar del
caracterizacién los leerencwfu,:lon mMSCs por proceso de
e sobrexpresion MESP1/KLF15 . e
P diferenciacion
expresion TBXS
plasmidicos I TNNT2
C}j_, " : ity
v\ / C p - . o
s Al
L Ij
Acondiciona_r E coli DH._Sa a calcio cop‘lpetencia +  Expansién de la linea celular de mMSCs . RTgPCR
Trar)s.fon:rlacmn be]\c’rerlana y expansion = Transfeccion de plasmidos - Grupos experimentales +  Inmunofluorescencia
Purificacién de plasmidos MESP1/KLF15 - Cultivo de esferoides por Hanging drops «  Pruebas Estadisticas

Caracterizacion de los plasmidos MESP1/KLF15

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Figura 7. Estrategia experimental general.

ETAPA 1: Expansion y caracterizacion de los vectores de expresion plasmidicos por

medio de transformacion bacteriana y su purificacion mediante lisis alcalina.

ETAPA 2: Diferenciacion de células madre mesenquimales de ratdon hacia
cardiomiocitos mediante la sobrexpresiéon de MESP1 y KLF15 en conjunto con el

cultivo de esferoides. (Figura. Experimento General)

ETAPA 3: Validar el proceso de diferenciacion de células madre mesenquimales de

ratén hacia cardiomiocitos por medio de RTgPCR e Inmunofluorescencia.
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& Induccian por Hanging drops

= o —
Diferenciacién Post Hanging drops (PHD)
D-1 DO DT D2-D5 _________________________g__g_‘,'____p__g___ -
Siembra Transfeccién Agente de Cultivo de D6 b8 l, D10 l CPCs
2.5 pg pDNA  Seleccidn esferoides
Hygromicina T,
l 400 pg/ mL [ |
GRUPOS EXPERIMENTALES: aPCR . qPCR . aPCR
1. mMMSCs + MESP1 CATA4 GATAS GATA4
2. mMSCs +KLF15 i o e
3. MMSCs + MESP1/KLF15 NXK2.5 NXK2.5 NXK2.5
4. mMSCs Control Negativo (sin vector)
GAPDH GAPDH GAPDH

Figura 8. Esquema gréafico del proceso experimental parala obtenciéon de CPCs.

Correspondiente a las etapas 2 y 3.

VII. Materiales y Métodos

7.1. Obtencion de bacterias E coli DH5a. Las bacterias fueron obsequiadas en

viales congelados a -80 °C por parte de otro investigador perteneciente al
departamento.

7.2. Acondicionamiento E coli DH5a a calcio-competencia. Se realiz6 mediante
raspado con puntillas estériles sobre un vial de bacterias congelado. Se dejo caer
la puntilla inoculada dentro de un tubo Falcon de 15 mL estéril con 5 mL de
suspension con medio LB (Luria-Bertani). La suspension fue incubada a 37°C de 12
a 15 horas, hasta observar turbidez. Se tomaron 100 pL y se inocularon en 100 mL
de medio LB estéril en un matraz. Se detuvo la incubacién una vez llegada a la
densidad 6ptica deseada (DO600=.6) colocando el matraz en hielo por 15 minutos.

El contenido fue dividido en dos tubos Falcon de 50mL para ser posteriormente
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centrifugados a 5000 rpm x 3 min a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se re
suspendieron las pastillas en 200 pL de solucion de CaCl»> 0.1 M, se colectaron
ambos voliumenes en un solo tubo y se aforaron a 30 mL en la misma solucion. Se
incubaron en hielo por 30 minutos. Se realizo centrifugado a 3000 rpm x 5 minutos
a 4°C. El sobrenadante fue descartado y la pastilla fue resuspendida en 1 mL de
solucion de CaCl2 0.1M. Se generaron multiples alicuotas en tubos eppendorf de
1.2 mL.

7.3. Transformacion bacteriana E coli-DH5a con plasmidos de expresién
MESP1/KLF15. Fue afadido 1 pL de ADN plasmidico [200 ng - 1ug / uL] a cada
alicuota de 1.2 mL con bacterias E coli-DH5a calcio-competentes, éstas fueron
incubadas en hielo por 30 minutos. El choque térmico se realiz6 mediante inmersion
de los viales en un bafio de agua a 40°C por 32 segundos para posteriormente ser
incubados nuevamente en hielo por 5 minutos. Se inocularon inicialmente sobre un
volumen de 5 mL de medio LB del cual se forman alicuotas para trabajo y
almacenamiento. Posteriormente se escalaron a volumen de 200 mL de LB en
presencia del antibidtico de resistencia incluido en el plasmido (Ampicilina). Se
realiza este protocolo para cada uno de los plasmidos para obtener dos cepas
transformadas distintas, una con MESP1 y otra con KLF15. Los plasmidos
provinieron de la casa comercial Addgene, Trono LAB. (EFla_MESP1 cat. No
#120459; y EFla_KLF15 cat. No #120501)

7.4. Purificacion plasmidos. La purificacion de los plasmidos de expresion fue
realizada utilizando el kit comercial QIAGEN plasmid maxi kit ® a partir de un
subcultivo en 200 mL de medio LB de bacterias transformadas en presencia del

antibidético de resistencia.

7.5. Cuantificacion, pureza e integridad ADN plasmidico. Los analisis para
cuantificacion y pureza del ADN obtenido tras la extraccion fueron realizados
utilizando el instrumento Nanodrop3000® a las diferentes longitudes de onda y
coeficientes de absorbancia 260/230 280/260. La integridad fue evaluada por medio

de la realizacion de una electroforesis en gel de agarosa.
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7.6. Caracterizacion de los vectores plasmidicos de expresion MESP1/KLF15.
Para la validacién de los vectores de expresion plasmidicos de MESP1 y KLF15 se
realizaron ensayos de cortes con la enzima de restriccion EcoRI para cada vector
siguiendo el protocolo establecido por el fabricante (Promega®), los plasmidos
fueron incubados a 37 °C por 24 horas en presencia de la enzima y buffer H.
Posteriormente se caracterizaron los fragmentos obtenidos por tamafio mediante
electroforesis en gel de agarosa. Adicionalmente se validaron los vectores mediante
la amplificacién de las secuencias de interés por PCR punto final mediante la
estandarizacion del protocolo del kit comercial Taqg DNA Polymerase recombinant

Thermofischer®.

(©) Sgrb
spl

Cut Site (bp)

EFla_MESP1_P2A Hygro_Barcode
10.33 bp

@ 10313 bp

Pasl (3440
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PaeR71 - Xhol (3657)
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4
N

*ECOR]

Bsu36l (4739)
PshAl (4869)
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Figura 9: Mapa del plasmido EFla_MESP1 vy sitios de corte por las enzimas de restriccion
EcoRI. (Obtenido de Addgene®)
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FiguralO: Mapa del plasmido EFla_KLF15y sitios de corte por enzimas de restriccién EcoRl
(Obtenido de Addgene®)

7.7. Caracterizacion de mMSC derivadas de medula 0sea. La caracterizacion del
fenotipo fue realizada con el kit comercial de inmunohistoquimica Mouse and Rabbit
HRP/DAB (ABC) detection IHC kit® [Abcam]y el kit Mouse Mesenchymal Stem Cell
Functional Identification Kit (R&D Systems®) para la identificacion de los marcadores
CD105 (1:25) CD90 (1:200) CD34 (1:100).

7.8. Condiciones de cultivo de mMSCs. Las células madre mesenquimales de
raton derivadas de medula 6sea fueron cultivadas en adherencia en cajas de
poliestireno tipo Corning® T- 25 y T- 75. Se utilizo como medio de crecimiento
Dubelcco’s Modified Eagle Medium DMEM High Glucose ®, 10% FBS (Suero Fetal
Bovino), 1% Penicilina  [10,000U/m])/  Streptomicina  [10,000  U/mL]

1% Anfotericina B, 1% NEA (Non-Essential Aminoacids®)
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7.9. Transfeccion de células mMSCs con plasmidos MESP1/KLF15. Se
siguieron las recomendaciones del fabricante para realizar el ensayo de transfeccion
con Lipofectamina 3000® (Invitrogen®). Dia 0: Se Inicio con la previa expansion de
la linea celular de mMSCs en condiciones de cultivo estdndar. Dia 1: Las mMSCs
fueron sembradas en una caja de cultivo de 6 pozos a una densidad de 3x10° células
por pozo y fueron cultivadas en medio de cultivo en ausencia de antibiotico y
antimicético (DMEM + 10% FBS + 1%NEA). Se obtuvo una confluencia de 70-90%
a las 24 horas. Dia 2: Se diluyeron en un tubo A 3.75 pL de Lipofectamina 3000®
con 125 pL de OPTI-MEM y en otro tubo B el ADN plasmidico (2.5 pg) con 125 L
de OPTIMEM® + 1uL de P300 reagent® por cada 500 pg de ADN plasmidico (total
5 pL). El contenido de ambos tubos Ay B fue mezclado y homogenizado con ayuda
de un voértice por 2-3 segundos y posteriormente permanecieron en incubacion por
10-15 minutos a temperatura ambiente. Se retiro el medio de crecimiento de cada
pozo y se afadieron 250 L de los complejos lipidos (Lipofectamina + pDNA + P300)
en cada pozo. Las células fueron incubadas en condiciones estandar de crecimiento
y transcurridas 4 horas de la transfeccion se afiadio el volumen restante de medio
de crecimiento a cada pozo (1.5 mL). Con esta metodologia fueron generaron los
diferentes grupos experimentales, los cuales constan: grupo experimental 1
transfectadas con pDNA de MESP1, grupo 2 transfectadas con pDNA de KLF15,
grupo experimental 3 transfectadas con pDNA de MESP1 y pDNA de KLF15, grupo
experimental 4 control negativo protocolo de transfeccion sin vector plasmidico.
Adicionalmente se realizé una validacion técnica de la metodologia en la misma
linea celular empleando el vector plasmido pTRACER que expresa como reportero
una proteina verde fluorescente (pTRACER™-CMV2 Mammalian Expression

Vector, NUmero de catélogo: V88520).

7.10. Induccién de la diferenciacién de mMSCs por medio de la formacion de
esferoides. Transcurridas 24 horas posterior a la transfeccion las células fueron
tripsinizadas, centrifugadas y resuspendidas en 1mL de medio para luego ser
contadas con un hematocitometro. Una vez obtenido el conteo celular se afiadio el

volumen apropiado de medio de cultivo para obtener una suspension celular de
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1500 ceélulas/ 20 pL de medio. Los esferoides fueron generados por pipeteo,
depositando gotas de 20 pL de las células en suspension sobre la parte interna de
la tapa de una placa de cultivo, las gotas se fueron depositadas separadas unas de
otra aproximadamente 3mm cubriendo aproximadamente el 80% de la totalidad de
la tapa. Se afadieron 20 mL de buffer PBS 1x estéril en el interior de cada caja de
cultivo de poliestireno de 60mm para proveer de humedad y evitar la evaporacién
del medio para los esferoides. La tapa fue invertida con cuidado para lograr el cierre
de cada de una de las placas de cultivo, el procedimiento completo fue realizado
dentro de la campana de bioseguridad y posteriormente fueron transportadas al
interior de incubadora. Aproximadamente 5 x 108 células en esferoides por caja.
Los esferoides permanecieron 3 dias en cultivo en suspension invertido en

condiciones de crecimiento estandar.

Figura 11. Condiciones de cultivo de esferoides.
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7.11. Diferenciacién de mMSCs. Una vez cumplidos 3 dias de cultivo en
suspension invertida los esferoides se recolectaron realizando un barrido por
arrastre con medio de cultivo. La suspension con esferoides fue recolectada en una

caja de cultivo de 60mm. Se incuban en condiciones de cultivo estandar por 5 dias.

7.12. Extraccion de RNA total. Las extracciones de RNA fueron realizadas con el
kit comercial QIAGEN RNeasy® Mini Kit. Las células fueron lisadas directamente en
las superficies de cultivo utilizando 350 pL de buffer RLT y 10 pL de BME. La
suspensién de lisis obtenida fue centrifugada en una columna y se descartd el
sobrenadante. Posteriormente fueron afiadidos 700 uL del amortiguador RW1® a la
columna, fue centrifugada a 28000 g por 15 segundos y se descartd el
sobrenadante. Posteriormente se afiadieron 500 pL del amortiguador RPE®, se
centrifugd a 28000 g por 15 segundos y se descartdo el sobrenadante Las
extracciones fueron realizadas a diferentes tiempos: 24 horas antes de la
transfeccion (basal) y posterior a la induccion a los dias 1, 3 y 5 de cultivo en

adherencia.

7.13. Sintesis de cDNA. La sintesis de la cadena sencilla de ADN complementario
se realiz6 utilizando el kit comercial SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit
(Invitrogen). Fueron utilizados 250 ng- 2.5 pg de muestra de RNA con parametros
de calidad A260/280=1.8-2.0 como templado. La reaccion fue realizada en frio
mezclando 4 pL de 5X VILO™ Reaction Mix, 2 uL 10X SuperScript™ Enzyme Mix,
RNA y agua libre de nucleasas para una reaccion de 20 pL. La reacciéon fue
mezclada gentilmente y se incubd en un termociclador con el siguiente programa de

temperaturas: 25 °C por 10 minutos, 42 °C por 60 minutos, 85 °C por 5 minutos.

7.14. RTgPCR. Las reacciones de amplificacion fueron realizadas utilizando el kit
comercial FAST SYBR® Green Master Mix. Se realizo la optimizacion de los

componentes para una reacciéon de 20 pL en tubos de 0.6 mL de los cuales fueron
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afadidos 10 pL de Fast SYBR® Green Master Mix (2.X), 1 uL FWD primer 10 uM, 1
pL REV primer 10 pM, 500 ng de templado cDNA, y H20 libre de nucleasas. El
analisis fue realizado con ayuda del instrumento 7500 Fast de Applied Biosystems.
A continuacion, se indica el programa de temperaturas: 95 °C por 20 segundos, 95
°C por 3 segundos, 60 °C por 30 segundos x 40 ciclos. Se validé la integridad de los
productos de amplificacion por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Se analiz6 la expresion de los siguientes biomarcadores: GATA4, MEF2C, NKX2.5,
TBX5, NANOG, OCT3/4, MESP1, KLF15. La expresion relativa de dichos
biomarcadores fue cuantificada empleando el método AACT utilizando GAPDH

como gen enddgeno. Los cambios en la expresion

ACt = Ct (Gen interés) — Ct (enddgeno)
AACt = ACt (Muestra) — ACt (Media del Control)

Fold change = 2"-(AACt)

Tabla 2. Lista de cebadores. (Validados por Harvard primer bank)

Gen 5 - FWD 5- REV

GATA4 CCCTACCCAGCCTACATGG ACATATCGAGATTGGGGTGTCT
MEF2C ATCCCGATGCAGACGATTCAG AACAGCACACAATCTTTGCCT
NKX2.5 GACAAAGCCGAGACGGATGG CTGTCGCTTGCACTTGTAGC
TBX5 ATGGCCGATACAGATGAGGG TTCGTGGAACTTCAGCCACAG
NANOG TCTTCCTGGTCCCCACAGTTT GCAAGAATAGTTCTCGGGATGAA
SOX2 GCGGAGTGGAAACTTTTGTCC CGGGAAGCGTGTACTTATCCTT
OCT3/4 GGCTTCAGACTTCGCCTCC AACCTGAGGTCCACAGTATGC
MESP1 GTCACTCGGTCCTGGTTTAAG ACGATGGGTCCCACGATTCT
KLF15 GAGACCTTCTCGTCACCGAAA GCTGGAGACATCGCTGTCAT
KLF4 GTGCCCCGACTAACCGTTG GTCGTTGAACTCCTCGGTCT
GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
PGK1 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
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7.15. Electroforesis en gel de agarosa. Para la validacion de la integridad de los
vectores plasmidicos y de los diferentes fragmentos de amplificacion fue utilizada la
técnica de electroforesis en gel de agarosa a concentraciones 0.8- 2% utilizando el
reactivo comercial Invitrogen™ Agarosa UltraPure™ realizando las diferentes
diluciones con buffer TAE. La validacion del tamafio de fragmentos fue realizada
mediante la comparacién con los fragmentos de la escalera de peso molecular
Invitrogen™ Estandar de ADN 1 Kb Plus. Las muestras fueron cargadas al gen
utilizando el buffer de carga BlueJuice™ (10X). Fueron utilizados 2 pL de solucion
de bromuro de etidio (BrEt) como agente intercalante para la visualizacion de los
fragmentos en el gel de agarosa bajo luz UV. Las condiciones de corrida en la fuente
de poder PowerPac Mini Power Supply Biorad ® correspondieron a voltaje de 90V/h
con una duracion de corrida de 60 — 80 min dependiendo del tamafio de los

fragmentos. (100-300 pb productos amplificacion vs >10 Kb vectores plasmidicos)

7.16. Inmunofluorescencia. Para la preparacion de las laminillas fue realizada la
inmersion de portaobjetos en poly-L-lisina por 30 minutos y posterior secado en
campana con Luz UV por 30 min. Fueron afiadidos 500 pL de células en suspension
sobre el portaobjetos. Se incuban las laminillas dentro de la incubadora en
condiciones estandar por 2 horas. Tras haber observado la adherencia de las
células se realiz6 la fijacion mediante inmersion en formaldehido al 3.7% por 15
minutos a temperatura ambiente. Se realizé la permeabilizacion de las laminillas con
tritdbn X100 al 0.25% por 10 minutos a temperatura ambiente. La incubacion con
anticuerpos primarios fue realizada por 2 horas a temperatura ambiente en
presencia de solucién de bloqueo. La incubacion con los anticuerpos secundarios
fue realizada por 15 horas en frio (4°C). Se realiz6 la contra tincién afiadiendo 7 L
de DAPI por muestra. La microscopia de fluorescencia fue realizada empleando el

Instrumento Axioscope 5 de Carl Zeiss® y utilizando el software IMAGE J.

7.17. Obtencion de células cardiacas. Se obtuvieron piezas histolégicas de

corazon de raton provenientes del bioterio de la facultad de Medicina y fueron
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utilizadas para la generacion de controles positivos con el perfil de expresion de
biomarcadores cardiacos. Los 6rganos fueron procurados quirdrgicamente post
mortem por un médico veterinario siguiendo los lineamientos aprobados por el
comité de bioética de la Universidad con respecto al manejo de animales de
experimentacion. El tejido tras su procuracién quirargica fue inmediatamente
suspendido en solucién salina 0.9% y solucion RNlater® y preservado en frio. El
aislamiento de células cardiacas fue realizado por disgregacion enzimética
utilizando una pieza de 20mg de tejido cardiaco previamente lavada con buffer PBS
en contacto con 1 mL de solucién enzimatica Roche-Collagenase/Dispase® que
contiene Colagenasa: 20.1 U/ml PBS + Dispasa®: 20.8 U/ml PBS. La muestra
permaneciod en agitaciéon por una hora a 37°C y las células disgregadas fueron
colectadas mediante pipeteo de los precipitados obtenidos tras una centrifugacion
de la muestra a 2000 rpm x 5 min. Fueron colectadas células a dos tiempos distintos
(20 y 40 minutos), y éstas posteriormente fueron sembradas en cajas de cultivo con
medio de crecimiento acondicionado Claycomb media Sigma-Aldrich® en
condiciones de crecimiento estandar. La extraccion de RNA se realiza de manera
similar bajo condiciones asépticas y libre de nucleasas bajo campana de
bioseguridad para la extraccion de material genético siguiendo el protocolo de
tejidos recomendado por el kit QIAGEN RNeasy® Mini Kit.

VIII. Resultados

8.1 Establecimiento y caracterizacion del sistema de expresion plasmidico.
En cuanto al proceso de obtencion de material genético plasmidico que sera
utilizado para los ensayos de transfeccion podemos demostrar los siguientes
resultados: Se observé crecimiento de las dos cepas de E. coli DH5a transformadas
con los plasmidos EFla MESP1 y EFla KLF15. Los cultivos primarios
permanecieron 15 horas en cultivo a 37 °C en agitacidon y en presencia del antibiético
de resistencia ampicilina, (Figura 12.A) a partir del cultivo inicial se inocularon a
volimenes superiores para obtener mayor biomasa bacteriana y mejorar el

rendimiento en las técnicas de purificacion de plasmidos. Se observo crecimiento
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de los subcultivos tras 15 horas de cultivo a 37 °C en agitacion y en presencia del
antibidtico de resistencia ampicilina. (Figura 12.B)

Figura 12. Cultivos bacterianos. A) Cultivo de 15 h de bacterias E coli calcio-competentes

transformadas con vectores MESP1 y KLF15. B) Subcultivo de 24 h de bacterias transformadas
con vectores MESP1 y KLF15. C) Sobrenadante obtenido durante el proceso de purificacion de

plasmidos con el kit QIAGEN Maxiprep®.

Se realizaron varias repeticiones de este proceso para realizar subsecuentemente
la purificacion de plasmidos por diferentes métodos. EI método que brindo mejor
rendimiento fue el kit comercial de QIAGEN Maxiprep® (Figura 12.C) del cual se
obtuvieron 844 ng/ uL para la cepa de E coli transformada con EFla_MESP1 y 805

ng/ uL para la cepa de E coli transformada con EFla_KLF15. Los parametros de

calidad obtenidos corresponden a material plasmidico sin contaminantes y alto

grado de pureza (Figura 13y 14).
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9 KLF15 Comain 1433 o 5000

Figura 14. Resultado de la purificacion del vector de expresion de KLF15. Andlisis por

espectrofotometria con Nanodrop 3000.
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Se analizé la integridad de los vectores por electroforesis en gel de agarosa como
se muestra en la Figura 15, corroborandose el tamafio de >10Kb segun lo indicado
por la casa comercial. Posteriormente con los vectores purificados procedimos a su
caracterizacion por medio del ensayo de digestién con la enzima de restriccidén
EcoRl, que fue seleccionada por ser capaz de generar Unicamente dos cortes en el
plasmido, de los cuales uno se genera en el sitio de la secuencia de interés y otro
en un fragmento fuera de la secuencia, con lo nos permite obtener dos fragmentos
gue pueden ser evaluados por tamafio por medio de electroforesis en gel de
agarosa segun se indica en la Figura 9 y 10 y tal cual se muestra como resultado
en la Figura 16.

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de productos plasmidicos purificados
por diversos métodos; Carril 1: escalera peso molecular 10Kb plus. Carril 2-3: vacio. Carril 4-5:
MESP1 pDNA Qiagen Miniprep. Carril 6: MESP1 pDNA Qiagen Maxiprep vacuum. Carril 7:
MESP1 pDNA Qiagen Maxiprep column (pDNA correspondiente al tamafio 10kb)
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% de los productos de la digestién con la
enzima de restriccion EcoRlI paralos vectores plasmidicos de KLF15y MESP1.
Carril 1: Escalera 10kb plus. Carril 2: pDNA KLF15 sin digestion. Carril 3: KLF15 + EcoRl.
Carril 4: pDNA MESP1 sin digestion. Carril 5: MESP1 + EcoRI

8.2 Establecimiento de las condiciones de cultivo de mMSCs

Se obtuvo viabilidad de la linea de células madre mesenquimales de ratén derivadas de
médula 6sea que se obtuvieron a partir de un vial se encontraba en crio preservacion en un
3er pase. Las células crecen en adherencia al plastico con alta capacidad proliferativa como
se observa en la Figura 17, donde se puede apreciar la formacion de un patrén reticular de
crecimiento donde cada célula tiene un aspecto fibroblastoide con prolongaciones y de
aspecto organizado, observando un alto grado de confluencia. Se incubaron en condiciones

estandar de crecimiento 37 °C, 5% CO..
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Figura 17. Microscopia 6ptica del cultivo de mMSCs en condiciones estandar. (10x)

8.3 Estandarizacion del ensayo de transfeccién.

Se realizaron ensayos de estandarizacién de la técnica de transfeccion con Lipofectamina
3000 iniciales utilizando el vector plasmidico pTRACER que tras su expresion se obtiene la
produccion de proteina verde fluorescente que funciona como reportero. Se transfecto el
vector pTRACER sobre la linea de mMSCs con la intencion de obtener multiples
estandarizaciones: 1) Validacion técnica del protocolo de lipofeccibn mediante la
visualizacion de un reportero con ayuda de microscopia de fluorescencia 2) Estandarizacion
de condiciones de siembra, confluencia y transfeccion de la linea celular de mMSCs.
3) Determinar la cantidad aproximada de RNA obtenido para cada condicién experimental
previo y posterior a la transfeccion. Para esto, inicialmente se cuantificO el material
genomico del vector pTRACER de nuestro stock por Espectrofotometria y se realizan las
diluciones necesarias para obtener las concentraciones de trabajo para la estandarizacion

del ensayo de transfeccion. (Figura 18)
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Sample D  NIETEENE  Pedestal
Type: DNA » 5000
Conc 43140 ngll ~
A260 (10 mm path) 86.279
AZ80 (10 mm path) 46.397
260 /280 186
2607230 213

v| Baseline correction 340 nm

2850m 33 380Abs A

Samgie Type
$ i

Figura 18. Cuantificacion de ADN plasmidico control interno pTRACER. Andlisis por

espectrofotometria con Nanodrop 3000.

La estandarizacion del ensayo de transfeccion con Lipofectamina 3000® se
probaron inicialmente bajo dos condiciones distintas recomendadas por el fabricante
del kit: la cantidad de plasmido a transfectar fue de 1 pg y 2.5 pg respectivamente y
se utilizé un control negativo que no incluye vector de DNA plasmidico. La linea
celular fue sembrada sobre cubreobjetos de vidrio esterilizados y previamente
tratados con poly-L-lisina que fueron depositados en el interior de una caja de cultivo
de 35mm. Transcurridas 48 horas de la transfeccion se confirmé la viabilidad de la
linea celular y la adherencia sobre el cubreobjetos por lo que procedio a retirar los
portaobjetos, tefirlos con DAPI y fijarlos para la deteccion de la sefial de
fluorescencia de las diferentes condiciones. Se observo mayor intensidad en la
sefal de fluorescencia en las células transfectadas con 2.5 ug. (Figura 22). Las
células transfectadas que permanecieron adheridas a la caja de cultivo se utilizaron
para evaluar el rendimiento de RNA obtenido en una superficie de 35mm por medio
del kit comercial RNeasy® Mini kit del cual se obtuvieron rendimientos de 66ng/uL
para el control negativo en el cual se realizé el protocolo de transfeccion sin incluir
vector, 59 ng/uL al grupo que se transfectd con 1 ug de pTRACER y 32.5 ng/uL de
RNA para el grupo que se transfecté con 2.5 pug de pTRACER (Figuras 19, 20, 21).
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Sample ID. RNAtransf 1

¥/ Basedne comrection

Pedesta

Type: RNA - 4000
Conc 663 ngl
AZ80 (10mmpath) | 1.666
A280 (10mmpath) | 0.806
260/280 | 208

260/230 0.58

340 nm

10mm Atmcrbance
R

R

5 20 25 X0 W5 3o 35 W0 335 30 3% W Ms %

i«

s 0 s % /s M A 0

RNA trans! 1

A260  A280 260280 260230  Sample Type

Coman 08/1072021 0548 pm 663

Figura 19. Cuantificacion del ARN obtenido post transfeccion para control negativo (Sin

vector pDNA- pTRACER) Analisis por espectrofotometria con Nanodrop 3000.

?‘lu!-kll:. Tgona
204\
194

Sample 0. IINTIECFEITGNT Pedestal

= )

10mm Mesaortance

¥ Baselne cofrection

HEE®

285nm 0 493Abs

20 2% 20 W8 30 35 N0 3 30 X8 M M

Type. RNA = 4000
Gone 593 nghl
A260 (10 mm path) 1.482
A280 (10 mm path) 0713
260/ 280 208
260/ 230 i1

M0 nm

# Samgpie D
1 RNA transf 1

2 RNAtransf#2 1ugDNA Comin

AZ60  AZBO 2607280 260230 Sample Type
081072021 0548pm. 663
08/102021 0552 pm. 50.3

Figura 20. Cuantificacion del ARN obtenido post transfeccion para la condicién 1 pg pDNA

vector pTRACER. Andlisis por espectrofotometria con Nanodrop 3000.



Sample ID IYTECEFETEIL Pedestal
Type RMNA - 0
328 ngt ~
0813
0.383
207
0.29

Figura 21. Cuantificacion del RNA obtenido post transfeccion para la condicién 2.5 ug pDNA
vector pTRACER. Analisis por espectrofotometria con Nanodrop 3000. Extraccién RNA realizada
con el kit QIAGEN RNeasy®

O

Figura 22. Microscopia de fluorescencia 48 h post transfeccién del control interno pladsmido
pPpTRACER. (co-localizacion de sefiales verde fluorescente GFP y azul DAPI). A) 1 ug pTRACER B)
2.5 pg pTRACER.
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Para validar que la cantidad de RNA obtenido de células en crecimiento en
confluencia en una superficie de 35mm corresponde a 1- 1.2 millones de células se
realizé una extraccion de RNA usando el kit comercial RNeasy mini kit® a partir de
una suspension de 1 millon de células que fueron contadas con ayuda de un
hematocitometro. De dicha extraccion se obtuvieron cantidades similares de RNA
de calidad a las obtenidas previamente en la transfeccion de una superficie de
35mm. (Figura 23)

Sample ID JriiSCs 1l Pedestal
Type RNA ~ 4000
Conc 1068 ngul ~
A260 (10 mm path) 2670
A280 (10 mm path) 1292
2607280 207
260/230 0.51

v Baseline correction 340 nm

2850m 0.914Abs v
#  SsmplelD Usesname  Date and Time NuclescAcidConc.  Unt  A260  A280 260280 260230  Sample Type  Factor
98 RNAImmMSC  Comin 08/102021 0854 pm_ 21312 noil 53281 40425 132 094 RNA 4000
99 RNAIMMMSC  Comin 06/102021 0704 pm. 2.9 ngid 0073 003 202 001 RNA 4000
100 RNATmimMSC  Comin 06/102021 07.05pm. 08 ngM 0021 0027 078 193 RNA 4000
101 RNATmimMSC  Comin 06/102021 07.06 pm._ 31.7 ngyd (0702 08535 148 0.19 RNA 4000
102 RNA1mimMSC  Comin 06/1072021 07.08 pm. 204 ngyd (0510 0275 186 014 RNA 4000
103 mMSCs tmu Comin 0710720210521 pm. 923 ng (2309 2160 107 036 RNA 4000
104 't Comin 07/102021 0522 pm 39588 ngyd |08089 83348 119 108 RNA 4000
105 SCs Comin 07/102021 0524 pm 104 7 ngyl 2619 1249 210 049 RNA 40 00
106 mMSCs tmi Comin 07/102021 0526 pm. 1068 o) 2670 1202 207 1051 RNA 40.00

Figura 23. Cuantificacién del ARN obtenido de 1 pozo correspondiente a la cantidad de 1
millén de mMMSCs. Estandarizacién de las condiciones del ensayo de transfeccién. Analisis por

espectrofotometria con Nanodrop 3000.

Posteriormente se analizé la integridad del RNA obtenido de dichos ensayos de
estandarizacion por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2% donde se
puede apreciar la integridad del RNA destacando la presencia de las bandas

ribosomales 18s y 28s. (Figura 24)



Figura 24. Electroforesis de gel de agarosa al 2% de productos de PCR y extracciones de RNA prey

postransfeccion. Carril 1: escalera molecular de 100pb-10Kb, Carril 2: vacio. Carriles 3-4: productos de

PCR punto final de MESP1, Carriles 5-6: extraccion RNA 1 millén mMSCs pre-transfeccién. Carriles 7-8-9:

extracciones de RNA de las transfecciones con el control interno pTRACER. (de izg. a der: control negativo
sin plasmido, condicion #1 con 1ug plasmido, condicién #2 con 2.5 pg plasmido)

Una vez habiendo validado el ensayo de transfeccién con el vector pTRACER
procedimos a realizar cambio del vector y evaluar por medio de RTQPCR la
temporalidad en la expresion transitoria de los vectores EFla MESP1 vy
EFla_KLF15. Se realizaron las transfecciones de células madre mesenquimales
transfectadas con 2.5 pg del vector de DNA plasmidico EFla MESP1 vy
EFla _KLF15Yy se realizaron las extracciones de RNA alas 24,48 Y 72 hrs (Figuras
25, 26 y 27) donde se obtuvieron muestras de buena calidad para los ensayos

subsecuentes de retro transcripcion y el analisis por RTgPCR.
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peres vanstecoon Sample ID: MESP1 24hvs transfe Pedestal

no Type RNA - 4000
ws| \ Cone 064 oomt |
ss{ \ A260 (10mmpath) 2189
sof |\ A280 (10mmpath)  1.029
ss{ 2601280 210
': h 2601220 | 033
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HE R R N H R R R AR EOE R E R B Nk w B % %k % ¥
\yvelength (rm) @
2850m 0 708Abs S

#  Sampie D User name Date and Time Nucleic Acid Conc Unt  A260 A280 260280  260/230 Sample Type  Factor

1 24ivs transfeccion Comdn 04/1172021 0536 pm 864 nol 2150 1029 210 033

Figura 25. Cuantificacion del ARN obtenido 24 horas posterior a la transfeccion con el plasmido

de MESP1. Andlisis por espectrofotometria con Nanodrop 3000.

Ty [ rrr—— Samgle D 71 480vs transfeccion Pedestal

6 Tyipe  RMA - 4000

” Cane 626 gyl -
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2 % 8 b M % % M N5 2w 18 0 W6 Ho B X ¥ 0 I8 W 38 3% 3% W0 W W
oy ssargs (o) K
285am 0 5104bs =
& Sample O User name Date and Time Nuckeic Aced Canc Unt A200 A280 260260 2007230 Sample Type Factor
24trs wansteccion Comin 04/11/2021 0536 pm. 864 noyl 215 1029 210 033 RNA 4000
MESP1 24nes transfeccion Comin 04/11/2021 0539pm 581 noM 1453 0684 292 03 RNA 40.00

MESP1 480ws transfeccion  Comin 04/1172021 0539 pm_56.0 oy 1399 0650 215 027 RNA 40 00

MESP dtws transfeccion Comin

Figura 26. Cuantificacion del ARN obtenido 48 horas posterior a la transfeccion con el plasmido de MESP1.

Anadlisis por espectrofotometria con Nanodrop 3000.
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Sample 1D MESP1 720k transte Pedestal
58 Type  RNA - 4000
G Conx 004 gyl |
A260 (10mmpath) | 1.811
s A280 (10mmpath)  0.713
2601280 212
- 201230 | 048
7l Baseine correction 340 nm
H
i
10
08
W B 0 B Mo s Ao A N NS m % 20 As W0 2B o X e I8 10 s o 36 W M W
e o «
Z850m 0 485Abs =
¥ SamgieD Username  Date and Time Nuclec AcdConc. Una  A260  AZB0 260280 200230  Sample Type  Factor
1 |24nes wansteccion Comin 04112021 0536 pm 864 oM 215 1020 210 0x RNA 000
2 MESP1 24nrs ransfeccion Comin 04112021 0539 pm 581 rM 1453 0684 212 0 RNA 4000
3 |MESP1 48twrs ransteccon Comin 041172021 0539 pm 560 n 1399 0850 215 021 RNA 4000
4 |MESP! 48tvs transteccion Comin 04112021 0540 pm 626 gl 1565 0737 212 041 RNA 4000
5 NESP1 I2vs transteccion Comon 01172021 0541 pm_60.4

Figura 27. Cuantificacion del ARN obtenido 72 horas posterior a la transfeccion con el plasmido de MESP1

por espectofotometria. Andlisis por espectrofotometria con Nanodrop 3000.

Se realizo6 la sintesis de cDNA utilizando el kit Superscript VILO® utilizando 250 ng
de RNA templado para las diferentes muestras de MESP1 y KLF15 a las 24, 48, 72
hrs y se cuantific6 el material de cDNA obtenido por espectofotometria con

nanodrop. (Figura 28)
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1 RT-ma corazon Comin 25102021 1247pm 1659 4 gy 33188 17635 188 202 onA 5000
2 RT.ma MSC Comin 251102021 1250pm 18994 ngyd 37988 20261 187 20 DA 5000
3 RT-ma corazon dhudo  Comin 25102021 01 17Tpm. 1055 g 2110 1157 182 20 DNA 50.00
4 RT.maMSCdlado  Comin 261072021 01:20pm 1010 gy 2019 1111 1&2 201 DNA 5000
5 RTMSC{1ug MESP1) Comin 27/10/2021 1224 pm. 20018 gy 40038 21824 183 215 DNA 50 00
6 271102021 1225pm._ 23355

Figura 28. Cuantificacion de ADNc post RT a partir de RNA extraido de MSCs transfectadas
con 2.5 ug de vector de MESP1.Andlisis por espectrofotometria con Nanodrop 3000.



Posteriormente se realizan las reacciones de amplificacion por gPCR para evaluar
la expresion de MESP1 y KLF15 en mMSCs transfectadas con el protocolo de
Lipofectamina3000®. Con esto se pretende evaluar la temporalidad de la expresion
de los plasmidos en la linea celular mMMSCs a las 24, 48 y 72 horas asi como la
funcionalidad de los cebadores. Se observo una expresion sostenida de MESP1 y
KLF15 a lo largo de los 3 dias de muestreo mostrando sefial de amplificacion a CTs
similares para los tres tiempos en ambos plasmidos (Figura 30). Es de suma
importancia conocer la temporalidad de la sobreexpresion debido a que los tiempos
evaluados corresponden al tiempo que pasaran las células en induccién por medio
de la técnica de esferoides posterior a la transfeccion y seleccién de las células

transfectadas.

Amplification Plot
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Figura 29. Resultados de expresion de MESP1 por RTqPCR mMSCs alas 24, 48, 72 horas

post transfeccién. 7500 Fast Applied Biosystemse
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Figura 30. Resultados de expresion de KLF15 por RTqPCR en mMSCs alas 24, 48, 72 horas

post transfeccion. 7500 Fast Applied Biosystemse
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Figura 31. Resultados de la expresion basal de MESP1 y KLF15 en mMSCs. 7500 Fast Applied

Biosystemse
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Adicionalmente a esto, destacar que no existe una expresion basal o constitutiva de
MESP1 y KLF15 en células mesenquimales de raton (Figura 31). Con estos
resultados podemos validar que la metodologia de transfeccion realizada con
nuestro sistema de pladsmido de expresion transitoria cumple la temporalidad
necesaria para generar la expresion de los genes en cuestion. Por lo tanto
procedemos a realizar el ensayo de viabiliad para evaluar la eficiencia de
transfeccion asi como pruebas técnicas para la formacion de esferoides mediante

la técnica de cultivo de hanging drops.

8.4 Ensayo de viabilidad para la determinacion de la eficiencia de transfeccién

con el agente de seleccion Hygromicina.

Para evaluar la eficiencia de la transfeccion se realizd6 un ensayo de viabilidad
utilizando el CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay. Se evaluo el
porcentaje de muerte celular obtenido tras afadir el agente de seleccion
Hygromicina a 4 concentraciones ascendentes de 50 a 400 pg/mL en los dos
diferentes grupos experimentales (Células transfectadas con el plasmido que
incluye gen de resistencia para el agente de seleccion Hygromicina vs células no
transfectadas sin resistencia a Hygromicina). Se incluyeron 2 mil células por pozo y
se utilizé el medio de cultivo para la sustraccion del blanco. La lectura de placa se
realiz6 con el instrumento Cytation®. En el grupo transfectado se observd una
diferencia significativa en el % de muerte a la concentracion de 400 pg/mL con
respeto al grupo control (42 vs 57% p <0.05). Por tal motivo se selecciona esta
condicion para la seleccion de células transfectadas y asi eliminar interferencia

biologica de células no transfectadas en los procesos posteriores.
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Figura 32. Ensayo de viabilidad CellTiter-Glo®. Cada grupo se analizé por triplicado. Se incluyen
6 pozos de control negativo sin transfectar, se compara grupo transfectado vs grupo sin transfectar
a 4 concentraciones ascendentes de Hygromicina a las 24 hrs (1, 2, 3, 4). Se utiliz6 medio de
cultivo para la sustraccién del blanco. A) previo a la reaccion de la luciferina B) posterior a la
adicion de CellTiter-Glo® Reagent
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Figura 33. Grafico de % de muerte celular. Se observa una mayor supervivencia a
concentraciones de 50 a 150 pg/mL para el grupo no transfectado, sin embargo, a concentraciones
de 400 pg/mL se invierte la supervivencia siendo mayor ahora en el grupo transfectado portador

del gen de resistencia.
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8.5 Establecimiento de condiciones de cultivo para la diferenciacion cardiaca

por medio de laformacion de esferoides con la metodologia de Hanging drops.

Para la formacion de esferoides se realizo la siguiente técnica: Se tripsinizaron y
centrifugaron las mMSCs creciendo en condiciones estdndar de cultivo para
posteriormente realizar un conteo celular con ayuda de un hematocitometro y poder
asi generar una suspension de 1500 células/20uL de medio de cultivo; lo que
corresponde a 216,000 células en 2.8 mL de medio. Las suspension celular se
homogenizo de manera constante y fue distrubuida por pipeteo utilizando una
micropipeta multicanal sobre la superficie interna de la tapa una caja de cultivo
cuadrada de 120mm formando 12 hileras de 12 gotas de 20uL. Una vez distribuidas
en la tapa, ésta se invierte cuidadosamente y se cierra sobre la caja de cultivo. Se
agregaron 10 mL de PBS 1x en el interior de cada caja (Figura 34.A). Técnicamente
fue posible la realizacion de ésta tecnica de cultivo con varias repeticiones y se
verifico la formacion de esferoides por microscopia optica en un microscopio

invertido a las 72 horas (Figura 34.B).

Figura 34. Generacion de esferoides. A) Técnica de cultivo de esferoides por método de Hanging
drops. B) Microscopia optica 40x se observa un agregado celular tridimensional que corresponde a
un esferoide de 72 horas. |
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Transcurridos 5 dias en cultivo en suspension los cuerpos embrionarios fueron
sembrados sobre placas de cultivo de 60mm bajo condiciones estandar y se
observo viabilidad demostrada por su adherencia a la superficie. Cabe resaltar que
el patron de organizacion y crecimiento que se observo con los esferoides una vez
adheridos a la superficie de cultivo aparenta tener sutiles cambios con respecto a
las celulas mesenquimales de ratdn que no son sujetas a este proceso de induccion.
En estos esferoides se percibe una capacidad proliferativa ligeramente disminuida
con respecto al cultivo primario y éstas células creciendo en adherencia presentan
una cierta organizacion o patron de crecimiento radial, donde las prolongaciones
aparentan estar organizadas por grupos de celulas, ademas destacar la prescencia
de uniones intercelulares mas estrechas. (Figura 35 Ay B)

Figura 35. Microscopia 6ptica de esferoides en adherencia. A) Microscopia optica 10x esferoide de
5 dias creciendo en adherencia. B) Microscopia optica 40x esferoide de 5 dias: organizacion interna

del esferoide.

8.6 Validacion de los biomarcadores de pluripotencia de mMSCs.

Adicional a la realizacién de los esferoides por Hanging drops fue necesario realizar
pruebas para la validacion de primers por RTgPCR del gen endégeno GAPDH y de
los genes de pluripotencia correspondientes a Nanog y Oct3/4. Se realiz6 a partir

de la extraccion de RNA y retrotranscripcion de material obtenido de mMSCs en
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condiciones de crecimiento estandar sin ningun tipo de induccién de la
diferenciacion ni transfeccion. Se obtuvo expresion de los genes de pluripotencia,
asi como tambien se valido la funcionalidad de los primers del gen endbégeno
GAPDH.
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Figura 36. Resultados de la validacién de la expresion de los genes de pluripotencia Oct3/4 y
Nanog (A) y del gen endégeno GAPDH (B) en mMSCs. 7500 Fast Applied Biosystemse

8.7 Obtencion de controles de expresion cardiaca

Adicionalmente fue necesario obtener tejido cardiaco proveniente de raton para
poder validar la expresion de biomarcadores cardiacos y el validar el funcionamiento
de los cebadores, por lo cual fue necesario realizar el sacrificio de animales de
experimentacion cumpliendo con la normativa y aprobacién del comité de bioética
de la institucion. Se obtuvieron por donacion muestras de tejido cardiaco
provenientes de ratones juveniles de 2 semanas de vida provenientes del bioterio
de nuestra institucion (Figura 38.A). A la muestra se le realizé un ensayo de
disgregacion celular enzimatica con una solucién de colagenasa y dispasa para el
aislamiento de cardiomiocitos. Se logro el aislamiento de células cardiacas sin

embargo su viabilidad se vio comprometida a largo plazo probablemente debido a
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la falta de nutrientes presentes en la composicién del medio acondicionado

empleado.

Figura 37. Obtencion de muestras para el control positivo de diferenciacion A) Corazén
murino en suspension con PBS1x. B) Aislamiento de cardiomiocitos a partir del 6rgano en fresco.

Imagen obtenida posterior al ensayo de disgregacion enzimatica con Colagenasa/Dispasa.

azon e, Sample 1D corazon measy  Pedestal

:a\ Type RMA . 4000

AZ60 (10 mm path)
AZ80 (10 mn path)
201280

¥ Basedne correction

201230 |

0.565
0.332
170
039
340 nm

#  Samgle ID User name  Date and Time Nuclex Acxd Conc Unt A0 A280 260280 260230  Sample Type  Factor

Figura 38. RNA obtenido de muestras de corazdn. Extraccién realizada con el kit QIAGEN

RNeasy.

61



Posterior a la disgregacion enzimética se realiz6 homogenizacién del tejido con
nitrégeno liquido para la obtencion de ARN siguiendo las recomendaciones del
protocolo de QIAGEN RNeasy® Mini kit para muestras de tejidos. Se obtuvo un
rendimiento de 22.6 ng/uL (Figura 39), tras varias repeticiones del protocolo,
obteniendo material con la calidad necesaria para poder realizar la retro
transcripcion y posteriormente las pruebas por PCR para validar la expresién de

genes de cardio especificacion y del gen endégeno GAPDH (Figura 40).

8.8 Validacion de biomarcadores de desarrollo cardiaco por PCR punto final y
tiempo real.
A partir de la extraccion de RNA de las muestras de tejido cardiaco se realizan las
reacciones de retro transcripcion con el kit SuperScript VILO®. Se obtiene el cDNA,
se cuantifica y posteriormente fueron realizadas las reacciones de amplificacion
para el gen endogeno GAPDH y uno de los biomarcadores cardiacos TBX5 por PCR
en punto final. Se obtuvo amplificacion de las secuencias blanco; para GAPDH se
obtuvo un amplicon correspondiente a 123 pares de bases, y para TBX5 el

fragmento esperado de 207 pares de bases (Figura 40).
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Figura 39. Productos de amplificacion PCR punto final para GAPDH y TBX5. Electroforesis en
gel de agarosa al 2%. A) Carril 1: Escalera de peso molecular 1Kb plus — invitrogen®. Carril 2: producto
de amplificacion del gen endégeno GAPDH por PCR punto final correspondiente al fragmento
esperado de 123 pb. B) Carril 1: Escalera de peso molecular 1Kb plus — invitrogen®. Carril 2: vacio. Carril

3: Producto de amplificacién correspondiente gen cardiaco TBX5 del tamafio esperado 207 pb.

Posteriormente se realizaron los anadlisis de expresion del panel de los
biomarcadores de cardio desarrollo por PCR en tiempo real incluyendo los genes
GATA4, MEF2C, TBX5, NKX2.5 a partir de las muestras de tejido cardiaco juvenil
de murino. Se obtuvo amplificacibn de los diferentes biomarcadores de
diferenciacion cardiaca. Tras el calculo y la optimizacion de la concentracion de
cebadores se obtuvieron las curvas de disociacién con picos unicos para las

diferentes combinaciones de cebadores.
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CCCTACCCAGCCTACATGG ACATATCGAGATTGGGGTGTCT
GATA4 TBX5 IPTET £7CCCGATGCAGACGATTCAG AACAGCACACAATCTTTGCCT
: . IRl GACAAAGCCGAGACGGATGG CTGTCGCTTGCACTTGTAGE
BT A7GGCCGATACAGATGAGGG TTCGTGGAACTTCAGCCACAG
MEF2C NKX2.5
NKX2.5 MEF2C GAPDH T8X5 GATA4

Figura 40. Resultados del panel de los biomarcadores de diferenciacidon cardiaca. Andlisis de
expresion a partir de las muestras del control de diferenciacién (tejido cardiaco). 7500 Fast Applied

Biosystemse

8.9 Diferenciacion de mMSCs a cardiomiocitos mediante la sobreexpresion

de factores de transcripcion y el cultivo de esferoides.

Una vez obtenida la purificacion y caracterizacion de los plasmidos de MESP1 y
KLF15, asi como las condiciones para el cultivo de mMSCs, las condiciones para
transfeccion de mMSCs y la técnica formacion de esferoides se procedié a la
realizacion de los triplicados biolégicos combinando todas estas etapas en una

estrategia o experimento general.

Como se observa en la Figura 42, se obtuvieron los grupos experimentales
mediante la transfeccion de diferentes combinaciones de plasmidos en la linea
celular de mMSCs: un grupo transfectado con MESP1, otro grupo transfectado con
KLF15, otro grupo transfectado con ambos plasmidos de MESP1 y KLF15 a
concentraciones equimolares y un ultimo grupo transfectado sin incluir ningun
vector. Para esto se sembraron un dia previo 350,000 células por superficie.
Aproximadamente a las 24 horas despues las células se encontraron en una
confluencia superior al 75% Yy se realizo la transfeccién de los complejos lipidicos
(Figura 42). Al dia siguiente se agrego el agente de seleccion y transcurridas 24
horas adicionales las células se tripsinizaron y centrifugaron para posteriormente

ser contadas y generarse las suspensiones célulares a una concentraciéon
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aproximada de 1500 cels/20pL = 216,000 cels/2.8mL de la cual se generaron los

esferoides por el método de Hanging drops previamente descrito.

Grupos experimentales Controles :

mMSCs + MESP1 Prediferenciacion: mMSCs

mMMSCs + KLF15 Diferenciacion: Tejido cardiaco
mMSCs + MESP1/KLF15

mMSCs sin vector solo esferoides

Figura4l. Protocolo dediferenciacién de mMSCs a CPC. TO: Se generan los grupos experimentales mediante transfeccion
de las distintas combinaciones de plasmidos. T1: Se afiade el agente de seleccion a una concentracion de 400ug/mL habiendo
transcurridas 24 horas posterior a la transfeccion. T2: Las células viables son tripsinizadas, centrifugadas, contadas y
resuspendidas para generar las suspensiones celulares de cada grupo experimental y proceder a la formacion de esferoides.
T5: los esferoides son colectados sobre nuevas placas y visualizados por microscopia o6ptica (20x y 40x). T6: Se observan
los esferoides adheridos a la superficie de cultivo y con alta actividad mitética y baja confluencia. T8: Se observan colonias
de esferoides creciendo en adherencia el dia 8 post transfeccién con grado de confluencia intermedia. T10: Se observan

colonias de esferoides con alto grado de confluencia y empalizadas celulares a nivel central.

Una vez transcurrido el tiempo necesario en suspension invertida los diferentes
grupos experimentales los esferoides fueron colectados por arrastre sobre nuevas
placas y visualizados por microscopia optica (Figura 42). Se demostré la formacién
de mdultiples agregados tridimensionales correspondientes a los esferoides o
cuerpos embrionarios para cada una de las condiciones experimentales (Figura 42).
Posteriormente cada grupo permanecio en cultivo en crecimiento en adherencia y

se realizaron las extracciones de RNA para los andlisis de expresion a los diferentes
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tiempos los dias 6, 8 y 10. Se obtuvieron colonias de células con morfologia
alargada y en estrecha relacion unas con otras a diferencia del cultivo primario; se
aprecian centros activos en el centro de una estructura con apariencia de volcan de
donde aparentemente emana la mayor capacidad proliferativa de estas colonias
(Figura 42).

8.10 Resultados de la expresion de biomarcadores cardiacos por gPCR para

la validacion del proceso de diferenciacion.

Para el analisis de expresion de biomarcadores cardiacos se procesaron triplicados
biolégicos para cada condicion experimental. De ellas se generaron las
extracciones. Cada una de estas muestras después de procesadas se analizo por
triplicado por medio de gPCR. El célculo de la expresion relativa fue realizado
mediante el calculo del AACt para asi obtener el cambio en la expresion o el Fold
Change. Los resultados se presentan a continuacion a manera de mapa de calor
donde se permite observar los mecanismos de activacion a lo largo de los tiempos
evaluados (Figura 43). Los colores se representan mediante una escala
colorimétrica que simboliza los cambios en la expresion obtenidos del Fold Change.
Para TBX5, se observd expresion constitutiva en tejido cardiaco; expresion
constitutiva ausente en la linea mMSCs pre diferenciadas; el grupo transfectado con
KLF15 mostro la activacion mas importante de TBX5 a partir del dia 6 de forma
sostenida en los tiempos evaluados con un cambio en la expresion estadisticamente
significativo (FC= >1.2, p <0.05) (Figura 43). El grupo transfectado con MESP1 no
logra la sobrexpresion de TBX5 a ninguno de los tiempos evaluados. La
combinacién de MESP1 Y KLF15 no parecio traer consigo aumento en la expresion
de TBX5. La técnica de induccién a la diferenciacion por medio de formacion de
esferoides fue capaz de aumentar la expresion de TBX5 al ultimo tiempo evaluado
(D10)(Figura 43).
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Gene Sample Base D1postHD D3 postHD D5postHD Gene Sample Base D1post HD D3 post HD D5 post HD

HEART HEART
Hangdrop Hangdrop
1.2- KLF 15 KLF 15
TBXS ey _ NKX2.5 e
KLF15/MESP1 KLF15/MESP1
MSC MSC
HEART HEART
Hangdrop Hangdrop
=he GaTag K15 MEF2C E
MESP1 MESP1
Fold Change KLF15/MESP1 KLF15/MESP1
(GAPDH) MSC MSC

Figura 42. Validacién del proceso de diferenciacién. Mapa de calor que muestra los cambios de
expresion de los diferentes biomarcadores de desarrollo cardiaco por gPCR. (Post HD* = posterior
al cultivo en Hanging drops).

Para NKX2.5 se observd expresion constitutiva en tejido cardiaco; expresion
constitutiva ausente en la linea mMSCs pre diferenciadas; el grupo de esferoides
sin transfeccion de vector no produce aumento en la expresion de NKX2.5; el grupo
transfectado con KLF15 logra un aumento en la expresion de NKX2.5 sin embargo
lo hace a partir del dia 6 (D1 PHD) a diferencia del grupo transfectado con MESP1,
del cual también se observé produce un aumento la expresion de NKX2.5 pero a
partir del dia 8, sin embargo al dia 10 logra la mayor activacion siendo

estadisticamente significativa (FC=>1.2, p <0.05)(Figura 43).

Con GATA4 se observo expresion constitutiva en las células de tejido cardiaco; no
se encontraron cambios en la expresion en la linea mMSCs pre diferenciadas; el
grupo transfectado como KLF15 muestra una sobreexpresion significativa de
GATA4, mas acentuada al dia 6 pero que permanecio latente hasta el dia 10; el
grupo transfectado con MESP1 produce sobrexpresién significativa de GATA4 para
el dia 10 (FC= >1.2, p <0.05). El grupo transfectado con ambos vectores

paradojicamente no produce el efecto en la sobrexpresiéon de GATAA4. (Figura 43)

Para MEF2C también se observé expresion constitutiva en tejido cardiaco;
expresion ausente en la linea de mMSCs; se obtuvo sobrexpresion de MEF2C de
forma significativa en el grupo transfectado sin vector que Unicamente fue influido
por las condiciones de cultivo en hanging drops (FC= >1.2, p <0.05). Del grupo
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transfectado con KLF15 se obtuvo también un perfil de sobreexpresion que
permanecio a lo largo de los tiempos evaluados; El grupo transfectado con MESP1
no fue capaz de promover la sobrexpresion del factor de transcripcion MEF2C
(Figura 43).

IX. Discusion

La obtencién de CPCs a partir de MSCs representa una opcién prometedora en el
tratamiento de secuelas cardiovasculares debido a la capacidad que tienen estas
células de integrarse en el tejido lesionado y promover efectos regenerativos. Como
se viene mencionando estas células pluripotentes pueden aislarse de multiples
tejidos y manipularse para dirigir su diferenciacion; La capacidad que tienen para
diferenciarse con facilidad a los derivados mesodérmicos las hace un blanco
atractivo para desarrollo de terapias celulares que se basen en diferenciacién celular
(Liu et al 2016).

Existen multiples enfoques y protocolos existentes para la diferenciacion de células
madre pluripotentes a CPCs. Aquellos que emplean la transfeccion como método
de entrega de genes producen rendimientos variables, pese a ser un procedimiento
sencillo, particularmente en MSCs (Carvalho et. al 2018). En contraste con los
vectores virales, los plasmidos de expresion presentan una menor eficiencia de
transfeccion sin embargo en términos generales suele ser mas seguro el trabajar
con plasmidos, ya que poseen baja inmunogenicidad y poca capacidad oncogénica.
Ademas, el proceso de generacion de las particulas virales también suele ser un
proceso complicado y tedioso que requiere de muchos controles. Como
aproximacion inicial consideramos adecuado el empleo de plasmidos de expresion
para observar el efecto de la sobrexpresiéon de MESP1 y KLF15 en el proceso de

diferenciacion cardiaca (Hartman et al., 2014).

Nosotros evaluamos la eficiencia de la transfeccion mediante supervivencia de la
linea celular en presencia del agente de seleccion. Utilizando el método de protocolo

de Lipofectamina obtuvimos una eficiencia de aproximadamente hasta 58% en
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MSCs muy similar con respecto a lo reportado en otras lineas celulares (10-40%).
En la actualidad no existen muchos protocolos con transfeccion de MSCs (de
Carvalho et al., 2018; Y. W. Liu et al., 2018).

Los factores de transcripcidn que nosotros utilizamos pertenecen a distintas etapas
del desarrollo embrionario cardiaco y ambas tienen efecto sobre la via de
sefalizacion de Wnt, el efecto que produce MESP1 promueve la diferenciacion del
mesodermo cardiaco hacia un cambio de clase que permite el desarrollo de
estructuras miofibrilares en el interior de la célula permitiendo la especificacion del
musculo cardiaco. Mas adelante en el proceso de maduracion KLF15 es un
importante regulador de la proliferacion del musculo cardiaco en el periodo posnatal
y por ello al combinar estos factores se pretende llevar a la célula pluripotente a un

perfil de expresion similar al periodo perinatal (Burridge et al., 2011).

Nuestros resultados indican que la combinacion de la sobrexpresion MESP1 y
KLF15 a los mismos tiempos no produce un mayor efecto sinérgico en comparacion

a los efectos promovidos por cada uno de estos factores de transcripcion per se.

La técnica de formacion de esferoides por Hanging drops promueve la expresion de
biomarcadores de desarrollo cardiaco en células mesenquimales de ratén de forma
similar a lo reportado en iPSCs. Se ha observado que células inducidas a la
diferenciacion por medio de la formacion de esferoides generan cambios en la

expresion que resultan en latido espontaneo tras el cultivo (Medley et al 2013).

Resulta necesario en base a lo obtenido en nuestros experimentos extender los
tiempos de evaluacidon para observar la movilizacion de genes y la expresion de
proteinas que se logra con esta técnica a dias posteriores. A si mismo explorar la
reproducibilidad en distintas lineas celulares (embrionarias, mesenquimales
humanas, fibroblastos) (Kokkinopoulos et al., 2016b; Medley et al., 2013; Mummery
et al., 2012b; Pucéat, 2008).

Nuestro método produce expresion transitoria; como aproximacion inicial permite
conocer mecanismos de activacion y vias de sefializacion, pero desarrollar sistemas

de expresion constitutiva y regulados como lo son sistemas lentivirales permitiria
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obtener perfiles de expresion méas estables y con ello obtener una idea mas clara
de los eventos modificadores de la diferenciacion. El promotor EF1a se ha reportado
estable y que produce alta eficiencia de transfeccion, alto nimero de copias y
estabilidad del transgén en condiciones de cultivo prolongado inclusive sin generar
la presion selectiva de un agente de seleccién. Nosotros decidimos realizar la
seleccion con Hygromicina para eliminar la posible interferencia biolégica en la
expresion que pudieran estar generando células mesenquimales no transfectadas.
Quizas estas caracteristicas de la regiébn promotora sean responsables de la

ausencia de sinergia entre ambos vectores de expresion (Wang et al., 2017).

La utilizacién de péptidos de sefalizacién es otro enfoque bastante comun, sin
embargo, la produccion de proteina recombinante es costosa, por tal motivo la
suplementacion con péptidos no fue el enfoque inicial que se decidid tener en

primera instancia (Y. Liu & Schwartz, 2012).

La intencion de este trabajo consistid6 en utlizar combinaciones de genes
alternativos a GMT para buscar promover la diferenciacion de células cardiacas.
Resulta muy importante continuar la busqueda de nuevos blancos génicos para la
reprogramacion de células cardiacas a CPCs. El apoyo con herramientas
bioinformaticas es crucial para el desarrollo de estas terapias y tecnologias que

lleven a cabo procesos complejos (den Hartogh et al., 2016a; Islas et al., 2012).

Una optimizacion profunda de la diferenciacion de mayor profundidad pudiera
involucrar péptidos inhibidores, silenciamiento por RNAI y cultivo en presencia de
elementos de la matriz extracelular, asi como suplementos adicionados al medio de
cultivo (Aminas, Insulina, "Claycomb™) (de Carvalho et al., 2018; Francisco et al.,
2012; Qian et al., 2012).
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X. Conclusién
MMSCs en su estado basal no expresan MESP1 ni KLF15.

La sobrexpresion transitoria de MESP1 y/o KLF15 posterior a la formacién de
esferoides indujo a la activacion temprana de genes de compromiso cardiaco
(GMT).

KLF15 resulté ser mas potente que MESP1 como activador de los genes centrales

de compromiso cardiaco.

La expresion transitoria de ambos vectores de expresion MESP1 y KLF15 a
concentraciones equimolares no produce efectos sinérgicos en la diferenciacién

cardiaca en las condiciones analizadas.

Xl . Perspectivas

No se habia utilizado MESP1 y KLF15 previamente para la diferenciacion de células

mesenquimales hacia progenitoras cardiacas.

Estos resultados permiten avanzar la experimentacion hacia el analisis de expresion

proteica y posteriormente el reto en el modelo animal.

Por su relevancia clinica, la diferenciacion de células madre mesenquimales a
progenitores cardiacos permite ofrecer nuevas soluciones para los problemas

actuales.
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