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Evaluacidn de los procesos involucrados en el arresto y re-ingreso al ciclo celular en
cardiomiocitos derivados de células madre pluripotentes, con el fin de generar un protocolo de

expansion de las mismas.

En el corazén humano, poco después del nacimiento, los cardiomiocitos (CM) se someten a una
utima ronda de divisién seguida de un escape del ciclo celular. De aqui que, las células de este
dérgano tienen poca capacidad regenerativa después del dafio miocardico debido al bajo
potencial de proliferacidon de los cardiomiocitos. Dado que existe la posibilidad de generar in
vitro  células madre pluripotentes inducidas (iPSC), a partir  de  células
adultas, transfectando genes cruciales para el mantenimiento de la pluripotencia y que estas
poseen la capacidad de diferenciarse a las tres capas germinales, se pueden producir in vitro
células a medida, con posibilidades nulas de rechazo. Asi, es posible generar cardiomiocitos
derivados de iPSC (CM-iPSC), los cuales poseen actividad contractil espontdnea y pueden
generar potenciales de accion como una célula cardiaca. Estos desarollos en conjunto, conducen
a un interés creciente en la produccion de iPSC-CM humanos como una estrategia
potencialmente prometedora para las terapias regenerativas. In vitro, los CM-iPSC salen del ciclo
celular como lo hacen los cardiomiocitos in vivo. Esto puede ser un inconveniente al momento
de pretender lograr una gran masa de células cardiacas como la que se necesitaria para hacer un
implante en un tejido humano, ya que puede implicar la utilizaciéon de un ndmero importante de
iPSC como punto de partida.

Se plantea como hipdtesis de esta tesis que es posible incrementar el nimero de células
cardiacas que pueden ser obtenidas en cultivo a partir de iPSC si se manipula la salida del ciclo
celular. Para poner a prueba esta hipdtesis se propone el estudio de diferentes estrategias
moduladoras del ciclo celular en CM-iPSC humanos. Para ello se puso a punto un protocolo de
diferenciacion cardiaca en monocapa y se desarrollaron lineas celulares reporteras que
permitieron el estudio del ciclo celular. En funcién de la bibliografia estudiada y de los ensayos
realizados previamente en el grupo de investigacion, se seleccionaron tres metodologias para
evaluar la influencia de estas sobre el ciclo celular de los CM-iPSC. Se estudid el efecto producido
por el tratamiento con: FGFa, SB203580 (inhibidor de p38), miR520a y medio condicionado por
células mesenquimales (MSC). Ademas se evalud la posibilidad de criopreservar y mantener una

linea de CM-iPSC durante multiples pasajes.



Se observé aumento de la proliferacion de CM-iPSC con el tratamiento con miR520a-mimic y se
estudiaron los genes target regulados por el miR-520. Al evaluar el efecto del medio
condicionado por MSC de cordén umbilical humano (WJ-MSC, Wharton’s Jelly Mesenchymal
Stem Cells) se observé un aumento de la proliferacion celular y por medio del estudio de la
protedmica de este medio se plantea que este efecto podria estar relacionado las vias de Hippo,
Hif-1 y Pi3K-Akt.

Por ultimo, se estudié el efecto sobre el ciclo celular de los CM-iPSC luego de criopreservar y
resembrar las células. A las 24 hs se observa un aumento de la proliferacién celular, la cual se ve
disminuida a la semana. Fue posible congelar en nitrégeno liquido los CM-iPSC, descongelarlos y
mantenerlos en cultivo. Ademds se pudieron volver a sembrar los CM-iPSC multiples veces, pero
a partir del dia 70 los pasajes son menos eficientes ya que se observa un aumento de la muerte
celular. Con el fin de estudiar cuales son las vias efectoras del aumento del ciclo celular en
los cardiomiocitos resembrados, se evalud la expresion del ARNm por medio de ARN-seq
Interesantemente, se observd genes relacionados con la via de PI3K-Akt y la via de Hippo, las

cuales han sido reportadas previamente relacionadas con el ciclo celular.

Palabras clave: Células madre pluripotentes inducidas, Cardiomiocitos derivados de iPSC, Ciclo

celular, proliferacion.



Evaluation of the processes involved in the arrest and re-entry into the cell cycle in
cardiomyocytes derived from pluripotent stem cells, in order to generate a protocol for their

expansion.

In the human heart, shortly after birth, cardiomyocytes (CMs) undergo a final round of division
followed by an escape from the cell cycle. Therefore, the cells of this organ have little
regenerative capacity after myocardial damage due to the low proliferation potential of
cardiomyocytes. There is the possibility of generating induced pluripotent stem cells (iPSC) in
vitro, from adult cells, transfecting crucial genes for the maintenance of pluripotency and these
cells have the ability to differentiate into the three germ layers. Custom cells can be produced in
vitro, with zero chance of rejection. Thus, it is possible to generate iPSC-derived cardiomyocytes
(CM-iPSC), which have spontaneous contractile activity and can generate action potentials like a
cardiac cell. Together, these developments lead to a growing interest in the production of human
CM-iPSC as a potentially promising strategy for regenerative therapies, and in identifying factors
playing relevant roles in the regulation of the hiPSC-CMs cell cycle. In vitro, CM-iPSCs exit the cell
cycle as cardiomyocytes do in vivo. This can be a drawback when attempting to achieve a large
mass of cardiac cells such as would be needed to make an implant in human tissue, since it may
imply the use of a significant number of iPSCs as a starting point.

It is proposed as a hypothesis of this thesis that it is possible to increase the number of cardiac
cells that can be obtained in culture from iPSCs if the exit of the cell cycle is manipulated. To test
this hypothesis, we propose the study of different cell cycle modulating strategies in human
CM-iPSC. To this end, a monolayer cardiac differentiation protocol was developed and reporter
cell lines were generated that allowed the study of the cell cycle.

Based on the bibliography studied and the tests previously carried out in the research group,
three methodologies were selected to evaluate their influence on the cell cycle of the CM-iPSC.
We studied the effect produced by treatment with FGFa, p38 MAP kinase (SB203580), a mimic of
microRNA miR520a and medium conditioned by mesenchymal stem cells (MSC). In addition, the
possibility of cryopreserving and maintaining human CM-iPSC line during multiple passages was
evaluated.

Increased proliferation of CM-iPSC was observed with treatment with miR520a-mimic and target
genes regulated by miR-520 were studied. When evaluating the effect of the conditioned media

by human umbilical cord MSC (WJ-MSC), an increase in cell proliferation was observed. Through



the study of the proteomics of this media it is suggested that this effect could be related to the
pathways of Hippo, Hif-1 and Pi3K-Akt.

Finally, the effect on the cell cycle of CM-iPSCs after cryopreserving and re-seeding the cells are
studied. At 24 hours an increase in cell proliferation is observed, which is diminished after a
week. It is possible to freeze CM-iPSCs in liquid nitrogen, thaw them and maintain them in
culture. In addition, the CM-iPSCs could be reseeded multiple times, but from day 70 the
passages are less efficient since an increase in cell death is observed. In order to study which are
the effector pathways of the increase in the cell cycle in reseeded cardiomyocytes, the
expression of mMRNA was evaluated by means of RNA-seq Interestingly, genes related to the
PI3K-Akt pathway, the Hippo pathway , which have been previously reported related to the cell

cycle.

Key words: Induced pluripotent stem cells, iPSC derived cardiomyocytes, cell cycle,

proliferation
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1. Introduccidn

1.1 Células madre.

Las células madre pluripotentes (CMP) comprenden dos tipos de células madre: las derivadas de
la masa interna del blastocisto, denominadas células madre embrionarias (CME) y las células
pluripotentes inducidas (iPSC, del inglés induced Pluripotent Stem Cells). Las CME humanas
fueron aisladas por primera vez en el afio 1994 (Bongso y col., 1994) y luego establecidas como
linea celular en 1998, por Thomson y colaboradores. El desarrollo de un embrién comienza con
la fertilizacion de un dvulo, resultando en la formacidon de un cigoto. De aqui, por sucesivas
divisiones celulares, el cigoto llega al estado de moérula (4—16 células), una vez que llega al Utero
se forma una cavidad central con un fluido que se denomina blastocele. En este estadio de
desarrollo el embridon pasa a ser llamado blastocisto, con entre 40 y 150 células. Las células de la
parte externa del blastocisto forman el trofoblasto y las células de la parte interna forman la
masa celular interna o embrioblasto. Esta masa celular interna forma un embrién compuesto por
el epiblasto contiguo al trofoblasto y el hipoblasto adyacente a la cavidad del blastocisto. El
epiblasto da origen a las tres capas germinales, el ectodermo, el mesodermo y el endodermo.
Dado que las CME se originan de la masa celular interna, estas células son pluripotentes por
naturaleza.

Se han identificado distintos tipos de células madre: las células madre embrionarias tempranas
gue se generan a partir de la separacion del cigoto luego de la formacién del blastocisto y que
son totipotentes por lo cual pueden originar cualquier tipo celular del cuerpo; las células madres
embrionarias del blastocisto que se forman a partir de la masa celular interna son pluripotentes,
es decir que dan lugar a las tres capas germinales. Luego estan las células madre fetales,
pluripotentes, responsables del desarrollo inicial de los tejidos. Las células madre del cordén
umbilical, multipotentes, que se originan de la sangre del corddon umbilical y que tienen la
informacidn genética del bebé. Por otro lado, también se encontraron células madres adultas,
multipotentes, en érganos desarrollados como médula dsea, sangre periférica, musculo, hueso o
piel (Biswas y Hutchins, 2007 y Cable y col., 2020)

Estas células cultivadas in vitro presentan dos caracteristicas fundamentales: capacidad ilimitada

de replicacion (autorenovacion) y capacidad de diferenciacion a las tres capas germinales

11



(ectodermo, mesodermo y endodermo), y por lo tanto, a todo tipo celular con un fenotipo
adulto. Esta capacidad de autorenovacion se puede observar en la formacion de tumores
llamados teratomas al inyectar las CME en ratones inmunodeficientes, compuestos de masas
celulares que dan lugar a las tres capas germinales, endodermo, mesodermo y ectodermo. Las
CME también tienen una alta actividad de telomerasa, lo cual les confiere la capacidad de ser
mantenidas durante muchos pasajes en cultivo. Inicialmente, las CME eran mantenidas en
cultivo por tiempos prolongados preservando sus caracteristicas de pluripotencia mediante el
co-cultivo con MEFi (del inglés, Murine Embryonic Fibroblasts inactivated) suplementado con
b-FGF (Amit y col., 2000). Luego, gracias al avance en el campo de las células madre, fue posible
cultivar las células sin perder su estado de indiferenciacion en medios condicionados por MEFi y
sobre coatings de matrigel o laminina (Xu y col., 2001). Posteriormente, se desarrollaron medios
definidos quimicamente que poseen los factores necesarios para el cultivo de las células en
condiciones libres de MEFi (Chen y col., 2011). Sin embargo, los estudios en CME humanas con
fines de aplicaciones clinicas fueron restringidos por cuestiones éticas por las fuentes celulares y
el rechazo inmunolégico para terapia celular. Aunque la mayoria de los debates sobre ética se
concentran en la moralidad de destruir embriones humanos en beneficio de otras personas.

Con estos estudios, primeramente, se observaron factores de transcripcién capaces de mantener
la pluripotencia en CME de ratén, como Oct4 (Niwa y col., 2000; Shi y Jin, 2010), Sox2 (Avilion y
col, 2003), y Nanog (Chambers y col., 2003). Con estos trabajos, mas los datos sobre genes
frecuentemente upregulados en tumores que contribuyen al mantenimiento del fenotipo de las
CME, favoreciendo la proliferacion de las células en cultivo, como c-myc (Cartwright y col., 2005),
KIf4 (Li y col., 2005), y B-catenina (Kielman y col., 2002).

Afos mas tarde, el grupo de Shinya Yamanaka (Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en el afio
2012), describio el procedimiento por el cual se puede reprogramar una célula adulta, el cual
consiste en introducir informacién genética de algunos factores de transcripcién (Oct4, Sox2,
c-myc y KIf-4). Estos son conocidos como los cuatro factores de Yamanaka, los cuales fueron
probados primero en la generacidn de iPSC murinas y luego en humanas (Takahashi y Yamanaka,
2006 y Takahashi y col., 2007). Estas iPSC son capaces de diferenciarse posteriormente a otros
linajes adultos, los cuales pueden no estar relacionados con el tejido del cual fue originalmente
derivado. Luego de estos descubrimientos, rdpidamente se avanzé en el tema debido a la
trascendencia del mismo, ya que se podria producir in vitro células a medida, con posibilidades

nulas de rechazo, lo cual podria resultar en un gran avance en la medicina regenerativa.
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Desde que Yamanaka establecid la primera linea de iPSC en 2006, la comunidad cientifica ha
trabajado en mejorar la seguridad y la eficiencia del proceso de reprogramacion, incluyendo las
transfecciones transitorias Unicas (Si-Tayeb y col., 2010) y multiples (Okita y col., 2008), vectores
no integrantes (Yu y col., 2009), vectores extirpables (Lacoste y col., 2009), transduccidn directa
de proteinas (Kim D. y col., 2009), virus Sendai basados en ARN (SeV) (Nishimura y col., 2010),
suministro de factor de transcripcién basado en ARNm (Warren y col., 2010), transfecciones de
microARN (Maehr y col., 2009) y el uso de compuestos quimicos (Desponts y Ding, 2010; Li y
Ding, 2010).

A partir de la investigacion en iPSC se desarrollaron distintas estrategias de diferenciacién celular
in vitro. Inicialmente, los protocolos de diferenciacion se basaban en cultivar las CMEh como
agregados celulares, conocidos como cuerpos embrioides o EB (del inglés Embryoid Bodies).
Estos EB son crecidos en suspensién durante varios dias en medios suplementados con suero
fetal bovino. Estas condiciones de cultivo recrean la formacién de un teratoma in vitro y se
pueden identificar tipos celulares de los tres linajes dérmicos. Luego se han desarrollado
protocolos de diferenciacién especifica a los distintos linajes (Figura 1.1):

- Ectodermo: Neuronas (Chambers y col., 2019), Astrocitos (Shaltouki y col., 2013),
Oligodendrocitos (Douvaras y col., 2014), Células del epitelio renal (RPE), Epidermo,
queratinocitos.

- Endodermo: Hepatocito (Si-Tayeb y col., 2010), Células del islote B-pancréatico (Zhang y col.,
2019), Células del epitelio intestinal, células alveolares pulmonares (Huang y col., 2014).

- Mesodermo: Células Hematopoyéticas, Células endoteliales, Cardiomiocitos (Burridge y col.,
2014), Células del musculo liso (Patsch y col., 2015) y musculo esquelético (Maffioletti y col.,

2015), Células renales, Adipocitos, Condrocitos y Osteocitos.
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Figura 1.1. Proceso de reprogramacion y capacidad pluripotente de las iPSC. Las iPSC se pueden
obtener a partir de células adultas por medio de la insercidén de factores de reprogramacion. Luego,
las iPSC pueden diferenciarse a distintos tipos celulares provenientes de las tres capas germinales.

1.2 Aplicaciones de iPSC en terapias regenerativas.

Las iPSC representan una herramienta con mucho potencial en diversas dreas, como el
descubrimiento de farmacos, estudios patoldgicos, toxicologia, la evaluacion de los efectos
secundarios de los farmacos y medicina regenerativa (Yamanaka 2009). En cuanto al desarrollo
de las terapias regenerativas los primeros avances se realizaron con CME, pero debido a la
controversia ética que esto causa, la mayoria de los estudios se llevan a cabo con iPSC. En 2010,
Geron Corporation inicié el primer ensayo clinico con células progenitoras de oligodendrocitos
derivadas de CME para 10 pacientes que habian sufrido una lesién completa de la médula
espinal a nivel toracico, en un ensayo multicéntrico de fase 1. El producto “GRNOPC1” de Geron
contiene células progenitoras de oligodendrocitos derivadas de células CME humanas que han
demostrado la capacidad de remielinizacion y de estimular el crecimiento nervioso (Alper, 2009).
Por otro lado, Advanced Cell Technology, otra empresa de biotecnologia, comenzé un ensayo
clinico en el que se usé epitelio pigmentario de la retina derivado de CME para tratar la
degeneracién macular relacionada con la edad (Ohnuki y Takahashi, 2015). También, se describid
el primer implante exitoso de progenitores cardiacos derivados de CME en seis pacientes que
fueron sometidos a cirugia de revascularizacién coronaria, en ausencia de efectos adversos

atribuibles a la inyeccién de las células (Menasché y col., 2018).
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El primer obstaculo comun es la formacidn de teratomas, que son tumores de células germinales
gue se pueden generar a partir de una pequefia cantidad de células indiferenciadas (Li y col.,
2008). Por ello, es un gran desafio el desarrollo de diferenciaciones dirigidas especificamente a
un tipo celular, en gran escala, con un alto grado de pureza y lograr que éstas células se
interconecten al tejido preexistente. Un objetivo aln mas a largo plazo seria utilizar en las
terapias celulares iPSC de cada paciente para evitar asi problemas de rechazo inmunolégico al no
existir diferencias en el sistema de mayor de histocompatibilidad entre las células donantes y el
receptor.

También se han desarrollado modelos de enfermedades con el fin de entender los procesos
bioldgicos y elaborar farmacos o terapias especificas para los distintos pacientes. Se generaron
iPSC de pacientes con diversas enfermedades neurodegenerativas como esclerosis lateral
amiotrofica (ELA) (Dimos y col., 2008), atrofia muscular espinal (AME) (Ebert y col., 2009) y
enfermedad de Parkinson (Soldner y col., 2009) y una variedad de enfermedades genéticas con
herencia mendeliana o compleja (Park y col., 2008).

Los cardiomiocitos derivados de células madre pluripotentes inducidas humanas (CM-hiPSC)
proporcionan una plataforma relevante para humanos para la evaluacién de la funcién cardiaca.
De hecho, los ensayos alternativos que utilizan CM-hiPSC se emplean cada vez mas para la toma
de decisiones regulatorias. Actualmente se utilizan ensayos in vitro realizados en CM-hiPSC en
estudios no clinicos de cardiotoxicidad inducida por fdrmacos en presentaciones reglamentarias
a la Administraciéon de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA). La mayoria de los datos
de CM-hiPSCs se obtuvieron en estudios exploratorios y se presentaron como evidencia de
apoyo en concordancia con otros datos no clinicos (Yang y col., 2022).

En cuanto a las terapias regenerativas se presenté un trabajo que propone la implantacion de
parches alogénicos de CM-hiPSC en un paciente con miocardiopatia isquémica (ClinicalTrials.gov,
#jRCT2053190081). Estos parches se produjeron en condiciones de grado clinico y mostraron
fenotipos cardiogénicos y seguridad in vivo (ratones inmunodeficientes graves) sin mutaciones
genéticas en genes relacionados con cancer , y fueron implantados mediante toracotomia en el
epicardio del ventriculo izquierdo del paciente bajo agentes inmunosupresores. La tomografia
por emision de positrones y la tomografia computarizada confirmaron la eficacia potencial y no
detectaron tumorigénesis ni en el corazdén ni en otros érganos. Los sintomas clinicos mejoraron 6
meses después de la cirugia, sin eventos adversos mayores, lo que sugiere que los parches
fueron bien tolerados. Ademas, se recuperaron los cambios en el movimiento de la pared en el

sitio trasplantado, lo que sugiere un prondstico favorable y la potencial tolerancia al ejercicio.
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Este estudio es el primer informe de un trasplante exitoso de CM-hiPSC para la miocardiopatia
isquémica grave (Miyagawa y col., 2022). Luego, otro ensayo clinico de fase I/lla de un solo
centro, controlado con placebo y de escalada de dosis, demostré la seguridad y eficacia de la
inyeccidon epicardica de CM-hiPSC en pacientes con isquemia cardiaca avanzada durante la
cirugia de injerto de derivacidén de arteria coronaria (Zhangy col., 2022) . Esto nos lleva a pensar
en la importancia del desarrollo de protocolos de generaciéon de CM-hiPSC y del estudio de los
mismos con el fin de mejorar y facilitar los ensayos preclinicos y las posibles terapias

regenerativas.

1.3 Diferenciacion cardiaca

En funciéon del interés de la comunidad cientifica y de las empresas farmacéuticas en el acceso a
CM humanos que permitan el avance de las tecnologias descriptas previamente, se han
desarrollado distintos protocolos de diferenciacidon cardiaca a partir de hiPSC. Las estrategias
mas reproducibles y eficientes involucran etapas especificas activacion e inhibicién de diferentes
vias de senalizacidon en condiciones de cultivo definidas, recapitulando los pasos clave en el
desarrollo cardiaco en el embrién temprano.

Entre las diferencias de los protocolos se encuentra el cultivo en dos o tres dimensiones (Figura
1.2). Un hecho a destacar entre estos protocolos es la variabilidad de los resultados obtenidos
con los mismos. En general, algunas lineas celulares de CME vy, al azar, las lineas de iPSC
generadas responden diferente a las sefales de diferenciacion. Si bien ha sido reportado con
algunos protocolos una buena y amplia respuesta, muchas veces es necesario un ajuste de las
concentraciones de los factores de crecimiento y los inhibidores para obtener los resultados
esperados (Kattman y col., 2011; Yang y col.,2008). Un estudio del potencial de diferenciacién de
17 lineas de CME humanas, revelé que algunas lineas exhiben una marcada preferencia a
diferenciarse a linajes especificos, a menudo con diferencias mayores a 100 veces en la
expresion génica especifica de linaje (Osafune y col., 2008).

La primera diferenciacién exitosa mediada por EB de CME humanas se realizo a partir de la linea
de CME H9. Las colonias de iPSC se disgregaron utilizando colagenasa IV, generando pequefios
grupos de 3 a 20 células que se cultivaron como EB en suspensidn en placas de Petri de plastico
no adherentes. Los EB se transfirieron a una placa tratada con gelatina al 0,1 %, observandose
zonas latidoras al cuarto dia (Kehat y col., 2001). Este protocolo se logrdé reproducir en otras
lineas celulares pero presentando una baja pureza en la obtencidn de CM. Otro problema de

este protocolo, especialmente con respecto a la reproducibilidad, podria estar relacionado con la
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inclusion de componentes indefinidos como el suero y los tamafos heterogéneos de EBs. Por lo
tanto, el desarrollo de los protocolos de diferenciacién cardiaca se orientdé a generar EBs de
tamafios definidos y uniformes y al establecimiento de medios de diferenciacién definidos. Para
ello se debe tener en cuenta el desarrollo embrionario del corazén, de forma tal de recapitular
este proceso en la diferenciaciéon cardiaca a partir de iPSC humanas.

Dado que la diferenciacién de las iPSC humanas recapitula desarrollo embrionario, resulta util
comprender cdmo se establece el linaje cardiaco en el embridn para el desarrollo de estrategias
de protocolos de diferenciacion. El desarrollo cardiaco es un proceso muy complejo que esta
regulado por muchos genes y cascadas de sefializacién que controlan los cambios genéticos y
morfoldgicos que permiten la formacién del érgano completo y su correcto funcionamiento.
Durante la gastrulacién, las células del progenitor miocardico, derivado del epiblasto, ingresan
en la porcién craneal de la linea primitiva como parte del mesodermo y comienzan su migracién
bilateral y cranealmente en una trayectoria semicircular. Esta segregacion temporal y espacial
sugiere que diferentes regiones de la linea primitiva, constituyen un ambiente de sefalizacion
gue es responsable de la induccion de los distintos linajes (Abu-Issa y col., 2007). Luego de que
los progenitores cardiacos se ubican en el mesodermo de la placa lateral se denomina
mesodermo cardiogénico o mesodermo, con el potencial para formar células miocardicas. El
mesodermo cardiaco crece por proliferacién celular. Multiples sefiales del endodermo
craneolateral inducen la especificaciéon del miocardio, y éstas estan equilibradas por factores
inhibidores de otros tejidos. Muchos de los factores positivos se generan a partir del endodermo
craneolateral, mientras que algunos factores inhibidores surgen de las estructuras de la linea
media. Los candidatos que promueven la especificacion del destino miocardico incluyen
miembros de la superfamilia del Transforming Growth Factor beta (TGF(), la familia de la
proteina morfogenética ésea (BMP) y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF; Sugi y Lough,
1995). La sefializacion hedgehog (Shh) facilita la induccién del miocardio, mientras que la
sefializacién Wnt candnica es inhibitoria. La via de sefializacidn candnica cldsica de Wnt involucra
a la proteina [B-catenina, la cual posee una funcidn en la adhesidén celular a través de la
interaccién con proteinas transmembrana de la familia de las cadherinas, pero funciona aqui
como un mediador de sefializacidn. En ausencia de Wnt, la B-catenina citosélica interactta con
el complejo de destruccién compuesto por axina, APC y GSK3[, y por lo tanto es fosforilada y
posteriormente degradada por el proteasoma. En presencia de un ligando Wnt, B-catenina se
estabiliza, entra el nucleo y regula la transcripcién del gen diana. A través de genes diana

particulares como c-myc y cyclin D1, la via candnica Wnt/B-catenina también estd relacionada
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con la proliferacion celular (Gessert y col., 2010). Por el contrario, la senalizacion Wnt no
candnica es independiente de [-catenina e involucra diversos mediadores intracelulares. En la
via Wnt/INK, las GTPasas de la familia rho estan rio arriba de la quinasa jun-N-terminal (JNK),
mientras que en la via Wnt/Ca?*, una liberacién intracelular de los iones de calcio dan como
resultado la activacion de enzimas sensibles al calcio como la proteina PKC, la quinasa
independiente de calcio/calmodulina (CaMK)Il o la calcineurina (CaCN). Las vias Wnt no
candnicas a menudo se han relacionado con la polaridad celular y migracién celular causada por
reordenamientos del citoesqueleto (Akoumianakis y col., 2022). WNT induce la expresién de
marcadores mesoendodérmicos como T (brachyury) y Eomes. Después, genes implicados en el
desarrollo del mesodermo y las transiciones epitelial-mesenquimal (EMT), como como Fgfd y
Fgf8, se expresan en la linea primitiva en desarrollo. Ty EOMES entonces inducen la expresién
de MESP1 (Costello y col., 2011; David y col., 2011), que ha sido descripto como el regulador
maestro de la especificacion de progenitores cardiacos.

A partir de estos conocimientos se buscd evaluar si las vias de sefializacion estudiadas podrian
ser recapituladas en cultivos in vitro obteniendo células representativas de los diferentes tipos
de linajes. Por ejemplo, algunos de los experimentos realizados demostraron que la sefializacion
por Activina A conduce a una induccién eficiente del endodermo definitivo mientras que al
inducir con BMP4, se promueve la aparicion del linaje mesodérmico (Murry y Keller, 2008). Asi,
mediante un cultivo de CME de ratéon en monocapa en alta confluencia se estudio el tratamiento
secuencial con activina A y BMP4, obteniendo CM-CME con una pureza mayor a 30% y que luego
de una centrifugacién en gradiente de Percoll se llegé a una pureza mayor al 70% (Laflamme y
col., 2007). En otro estudio realizado con CME de ratén se demostré que la activacion de la via
Wnt/B-catenina en la fase temprana durante la formacion del cuerpo embrioide (EB) mejora la
diferenciacion de CME en cardiomiocitos mientras suprime la expresidon génica de marcadores
de células hematopoyéticas y vasculares. Por el contrario, la activacion de la via Wnt/B-catenina
en la fase tardia inhibe la diferenciacién de cardiomiocitos y mejora la expresién de genes
marcadores hematopoyéticos/vasculares a través de la supresion de la sefializacion de BMP
(Naito y col., 2006). Sefiales mediadas a través de miembros de la familia Wnt/b-catenina y
TGF-b, incluidos la activina y las BMP promueven la diferenciacion de ESC de ratén a
mesodermo. Sin embargo, una vez que se induce el mesodermo, la sefializacion de
Whnt/b-catenina inhibe la diferenciacién cardiaca y puede redirigir las células a destinos

mesodérmicos alternos.
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Por otro lado, con el fin de generar EBs homogéneos y asi tener un protocolo mas reproducible,
se realiza una agregacion forzada con placas de 96 pocillos en forma de V o U. Sin embargo,
estos investigadores observaron que se requiere un tamafio variable de EB para una eficiente
diferenciacion cardiaca en funcién de distintas lineas humanas de CME, y este requerimiento
también puede relacionarse con el nimero de pasaje de las lineas en el momento de la
diferenciacion (Burridge y col., 2007). Este grupo de investigacidn usa activina Ay FGF2, logrando
~23% de EB latidores en cuatro lineas de CME. Luego, aumentaron la eficiencia al agregar BMP4
y FGF2 como inductores del mesodermo (Burridge y col., 2011). Asi, estos protocolos
suplementaban el medio de cultivo con BMP4, Activina A y FGF2 para estimular la formacién del
mesodermo cardiaco. Luego, una vez establecido el linaje cardiaco, se inhibe la via de Wnt
mediante el uso de pequefias moléculas como IWR-1, IWP-1 o IWP-2. En otro trabajo, el grupo
de investigacion de Palecek publicé un protocolo de diferenciacion cardiaca eficiente y
reproducible, logrando una pureza mayor al 90% de CM-iPSC, solo con pequeiias moléculas
moduladoras de la via de sefializacién Wnt/B-catenina, en condiciones completamente definidas
y libres de factores de crecimiento (Lian y col.,, 2012.A). Por lo tanto, demostraron que la
sefializacion Wnt candnica puede actuar como un regulador maestro de especificacién de
cardiomiocitos a partir de células pluripotentes, con cambios temporales en la sefializacion Wnt
gue regulan las sefiales autocrinas y paracrinas que también estan involucradas en el desarrollo
cardiaco, incluidas las vias de la superfamilia TGF-B. La concentracion adecuada de cada uno de
estos factores es dependiente de la linea de célula madre pluripotente, lo cual requiere entonces
gue sean optimizadas para cada linea en particular. En resumen, este protocolo consistia en
cultivar las iPSC a confluencia sobre Matrigel y durante las primeras 24 hs se tratar con
CHIR99021, un inhibidor de GSK3B, en RPMI/B27 sin insulina y luego desde el dia 3 al 5 inhibir la
via de Wnt mediante el uso del inhibidor IWP-4 o IWP2. La inhibicidén de la via de GSK3B permite
la activacion de BMP-4 y la via activina/NODAL. A partir del dia 7 las células se mantienen en
RPMI/B27, con cambio de medio cada 3 dias (Lian y col., 2012.A).

Para la purificacién de los CM-iPSC luego de los protocolos de diferenciacion se han establecido
distintos procedimientos que implican centrifugacion en gradiente de densidad (Laflamme y col.,
2007), modificacion genética (Fijnvandraat y col., 2003), métodos no genéticos basados en que
los CM poseen mayor contenido celular de mitocondrias (Hattori y col., 2012) o anticuerpos
contra especificos marcadores de superficie celular (Dubois y col., 2011).

La purificacion de CM-iPSC fue informada por primera vez por Klug y col. en 1996, quienes

establecieron lineas de células madre murinas mediante la transfeccion genética permanente
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del gen de la aminoglucdsido fosfotransferasa bajo el promotor de la cadena pesada de
B-miosina y obtuvieron resultados altamente positivos (>99%). Otro grupo, transfectd
establemente el promotor de cadena ligera de miosina marcado con EGFP, knock-out de EGFP en
el locus Nkx2.5 (Hidaka y col., 2003), transfeccién estable del promotor del canal Na+/Ca2+
(Fijnvandraat y col., 2003) y transfeccion estable del promotor del péptido natriurético auricular
marcado con EGF (Gassanov y col., 2004).

La glucosa es la principal fuente de energia y precursores anabdlicos, en diversas células de
mamiferos. Se convierte por glucdlisis en piruvato y/o lactato a través de glucosa-6-fosfato y
3-fosfoglicerato para la generacidon de dos moléculas de ATP sin la necesidad de oxigeno. El
piruvato se utiliza en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) en las mitocondrias para la produccién
de 36 moléculas de ATP, mediante la fosforilacion oxidativa. Los cardiomiocitos producen energia
a partir de varios sustratos, incluidos la glucosa, los acidos grasos y el lactato a través de la
fosforilacion oxidativa (Tohyama y col., 2013). Los cardiomiocitos poseen un cambio en la
utilizacion del sustrato energético antes y después del nacimiento. En un estudio en ovejas se
observé una disminucion posnatal del consumo miocardico de lactato y piruvato que no se
compensa con un aumento en el consumo de glucosa, mientras que en el feto de la oveja la
glucosa y el lactato suministran la mayor parte del sustrato para suministro de energia
miocdrdica, siendo el lactato la principal fuente de energia (Fisher y col., 1981), aprovechando el
ambiente rico en lactato creado por la placenta (Burd y col., 1975).

Se ha demostrado que el cultivo de CM-hiPSC en medio MEMa sin glucosa suplementado con
SFB y se ha demostrado que el lactato enriquece el cultivo a un 98% de a-actinina positiva (
Tohyama S. y col., 2013). Como el suplemento B27, utilizado en el protocolo de diferenciacion
cardiaca de Lian y col. (2012.A), contiene una fuente de glucosa (D(+)-galactosa), el grupo de
Burridge desarroll6 un medio de cultivo utilizando como base RPMI 1640 sin glucosa y
suplementando con acido L-ascérbico 2-fosfato (AA 2-P) y BSA. Con este medio encontraron que
al deprivar el cultivo de glucosa entre los dias 6 y 10 del protocolo de diferenciacién se obtiene
un purificacién de CM-iPSC desde ~85% TNNT2+ hasta >95%. Demostraron igual eficiencia,
reemplazando BSA por albimina humana recombinante (rHA), logrando de esta forma un medio
libre de componentes animales, que podria ser utilizado para el uso en clinica (Burridge y col.,
2014).

Estas mejoras en la reproducibilidad de los protocolos de diferenciacién cardiaca, sumado a las

técnicas de purificacion cardiaca utilizando el metabolismo diferencial de los cardiomiocitos es
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Figura 1.2. Diferenciacidon cardiaca a partir de iPSC. Resumen de los tres tipos principales de
diferenciacion cardiaca a partir de hiPSC: cuerpo embrioide (EB), cultivo en monocapa y cocultivo
inductivo. Adaptado de Mummery y col., 2012.

Las células que se obtienen al final de estos protocolos, no son completamente adultas, pero
presentan caracteristicas funcionales de una célula cardiaca, incluyendo la generacién de
potenciales de accion y actividad contractil espontdnea en el plato de cultivo.

La caracterizacion de los cardiomiocitos producidos por el protocolo desarrollado por Lian y col.
(2012.B), demuestra que se trata de células cardiacas inmaduras ya que resultan positivas para
marcadores cardiacos (TNNT2 y a-actinina) y para el marcador de CM inmaduros, alfa-actina de
musculo liso (aSMA). Estos CM-iPSC inmaduros poseen baja capacidad de acoplarse
funcionalmente con CM residentes, lo cual podria conducir a arritmias letales en una posible
utilizacion en terapias regenerativas. Para conseguir la madurez funcional de los CM-iPSC se han
desarrollado diversos métodos como el cultivo prolongado, la estimulacidn bioquimica o
biofisica, y cultivo 3D. Experimentos donde el cultivo se mantiene por mas de 3 semanas
sugieren que los CM-iPSC poseen un mayor grado de madurez y que son cardiomiocitos

eléctricamente estables (Fijnvandraat y col., 2003). Entre los tratamientos bioquimicos, se ha

observado que el agregado de triyodotironina (T3) aumentd significativamente el tamafio
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celular, la longitud del sarcdmero y la capacidad contractil de CM-iPSC (Yang y col., 2014).
También, el tratamiento conjunto con T3 y glucocorticoides promueve significativamente la
formacion de tubulos T, que contribuye al aumento del acoplamiento excitacidn-contracciony a
la sincronizacién del calcio intracelular, estas hormonas para mejorar la maduracién de
hiPSC-CM (Parikh y col., 2017). Otro método interesante surge de la observacién de un aumento
en la funcién mitocondrial luego de la estimulacion de la maduracién en CM-iPSC. Se sugiere que
la transferencia mitocondrial intercelular proporciona desde CM adultos o bien desde células
madre a CM-iPSC podria promover la generacién de hiPSC-CM similares a los adultos (Yang y
col., 2016).

Como consecuencia de los protocolos de maduracion los CM-iPSC van perdiendo su capacidad
de proliferacién (Yang y col., 2023). Por lo tanto, resulta interesante desarrollar métodos para
aumentar la proliferacién de los CM-iPSC en una etapa temprana de los protocolos de
diferenciacion y luego mejorar su maduracion, para sortear las limitaciones actuales en el campo

de la investigacidn de la medicina regenerativa.

1.4 Proliferacion en cardiomiocitos

1.4.1 Crecimiento cardiaco y proliferacion celular

Los anfibios urodelos y los peces teledsteos conservan la capacidad de regeneracion cardiaca
durante toda la vida, pero no ocurre lo mismo con el corazén de los mamiferos adultos. Los
corazones de ratones neonatales de 1 dia de edad se pueden regenerar después de una
reseccion quirdrgica parcial, pero esta capacidad se pierde a los 7 dias de edad (Porrello y col.,
2011). Estudios previos han demostrado que la binucleacidn de cardiomiocitos ocurre durante la
vida neonatal temprana tanto en ratones como en ratas (Brodsky y col., 1980). Se cree que se
produce la diferenciacidn terminal de los cardiomiocitos poco después del nacimiento en la
mayoria de los mamiferos y se caracteriza por una transicion de crecimiento hiperplasico a
hipertroéfico. A nivel morfolégico, esta transicién se caracteriza por un marcado aumento en la
densidad de miofibrillas, la aparicion de discos intercalares maduros, y la formaciéon de
cardiomiocitos binucleados. En ratones se observd que existen dos fases temporalmente
distintas de sintesis de ADN en los cardiomiocitos. La primera fase de la sintesis de ADN ocurre
en la vida fetal y estd asociada exclusivamente con la proliferacién de cardiomiocitos, mientras
gue la segunda fase se produce en la vida postnatal inmediata con un aumento del 40% en el

naimero de cardiomiocitos y se asocia en gran medida con la binucleacidn (Soonpaa y col., 1996).
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Esto Ultimo estd en discusidn, ya que en otros estudios no se pudieron detectar cambios en la
cantidad de cardiomiocitos después del dia posnatal 11, tanto por andlisis con 15N-timidina y
BrdU no se observé aumento de proliferacién en ratones preadolescentes, pero si se detectd
gue la multinucleacién comprende el 57% de la sintesis de ADN postnatal, dentro de la primera
semana posnatal y este evento es seguido por dos oleadas de no replicativos en la segunda y
tercera semana (Naqvi y col., 2014, Soonpaa y col., 2015, Alkass y col., 2015). Antiguamente, se
consideraba que los cardiomiocitos poseian nula capacidad proliferativa en el corazén humano
postnatal, y que este crece solamente por medio de aumento del tamafio celular o por division
celular sin cariocinesis, pudiendo generarse cardiomiocitos multinucleados (von Harsdorf y col.,
2004), sin embargo, diversos laboratorios demuestran que existe proliferacion de cardiomiocitos
luego del nacimiento. La datacién por radiocarbono del tejido cardiaco postmortem ha
demostrado que los cardiomiocitos adultos humanos tienen una tasa de recambio inferior al 1%
anual y que el 40% del corazon adulto maduro esta formado por cardiomiocitos generados
posnatalmente (Bergmann y col., 2009). En un estudio donde se analizé la proliferacién de CM
de ventriculo izquierdo de corazones humanos sanos, se observd mayor porcentaje de CM en
mitosis y citocinesis en bebés, disminuyendo a niveles bajos a los 20 afios. Aunque la mitosis de
los CM fue detectable durante toda la vida, la citocinesis no fue evidente después de los 20 afios
(Mollova y col., 2013). La regeneracién se ha demostrado en ratones, pero sélo dentro de la
primera semana posparto. (Porrello y col., 2011). Una de las diferencias mads interesantes entre
los cardiomiocitos derivados de ESC humanas y de ratéon es su estado proliferativo. Los
cardiomiocitos derivados de ESC de raton, como los derivados de fetos de ratén o rata, exhiben
poca proliferacién in vitro (McDevitt y col., 2005). Este mismo grupo de investigacidén detectd
gue los cardiomiocitos derivados de ESC humanas posee un porcentaje relativamente alto de
células capaces de proliferar in vitro, incluso después de varias semanas de diferenciacién,
involucrando a la via del fosfatidilinositol 3-quinasa (Pl 3-quinasa) y Akt, y utilizando receptor del
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) como uno de los activadores rio arriba. En etapa
temprana, entre el dia 10 y 21, los CM presentan un 36% de proliferacién, en etapa intermedia
(entre dia 21 y 35) un 9% y en etapa tardia (35 dias) un 1% (Snir y col., 2003, Kikuchi y Poss,
2012).

En los CM-iPSCs, se ha observado que el ciclo celular es diferente al de los cardiomiocitos
adultos. En particular, los cardiomiocitos derivados de iPSCs tienen un ciclo celular mas corto y
una mayor tasa de proliferacién en comparacion con los cardiomiocitos adultos. Ademas, se ha

observado que los cardiomiocitos derivados de iPSCs tienen una mayor propensién a la
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apoptosis (muerte celular programada) y una menor capacidad para regenerarse después de una
lesion. En nuestro laboratorio hemos encontrado que el factor de crecimiento LIF actiia como un
inhibidor de la apoptosis en la etapa tardia de la diferenciacién a cardiomiocitos, pero que no
tiene efecto en las etapas tempranas, ni sobre la proliferacion de los cardiomiocitos (Bluglierman
y col., 2017). El grupo de Yamanaka determind que, aproximadamente, luego de 20 dias de
diferenciacion, menos del 1% de los cardiomiocitos se replican (Yamanaka y col., 2008). Por lo
tanto, la obtencién de una gran cantidad de cardiomiocitos se ve limitada por su falta de
crecimiento, el cual se limita a unas semanas después de comenzada la diferenciacion.
Investigaciones anteriores encontraron que si bien los cardiomiocitos embrionarios tienen una
alta expresion de reguladores positivos del ciclo celular como las ciclinas, las quinasas
dependientes de ciclina y los protooncogenes, los CM adultos tienen una muy baja expresién de
estas proteinas (Pasumarthiy col., 2002).

En resumen, la proliferacion de las células cardiacas adultas parece ser un fenémeno fisiolégico
reducido a ciertas situaciones. Las sefiales que inducen la proliferacién de cardiomiocitos en los

contextos descriptos anteriormente son conocidas de manera incompleta.

1.4.2 Proteinas involucradas en el ciclo celular cardiaco

El ciclo celular estd regulado por ciclinas, quinasas dependientes de ciclina (CDK) o inhibidores
de quinasas dependientes de ciclina. Las ciclinas se clasifican como de fase G1/S, o fase G2/M.
Cada ciclina requiere asociacidn con su CDK especifica para regular la progresion del ciclo celular.
Las ciclinas tipo D se asocian con CDK4 y CDK6, mientras que las ciclinas E se asocia con CDK2. El
complejo ciclina D/CDK4 o CDK®6, fosforilan la proteina del retinoblastoma (pRB), las proteinas de
p107 y p130, que se unen y regulan los factores de transcripcién E2F durante la fase G1 del ciclo
celular. Tanto las ciclinas D, como la ciclina E permiten que la célula avance a través de la
transicion de fase G1/S, mientras que la ciclina A regula la transicidon de la fase G2 a M y puede
asociarse con CDK2 o cdc2) y la ciclina B se une a cdc2 y controla la entrada en la mitosis
(“GenBank”, Clark y col., 2015, Figura 1.3). La ciclina D1 también puede inhibir la diferenciacién
a cardiomiocitos por medio de la fosforilacién de GATA4, lo cual lleva a la degradacién de este
factor de transcripcion (Nakajima y col.,, 2011). Para completar la mitosis se requiere una
coordinacién temporal entre la citocinesis y la segregacion cromosdmica, lo cual se logra
mediante la activacién del complejo promotor de anafase (APC), dando inicio a la segregacién
cromosdémica e ingreso de surcos citocinéticos. La activacion simultdnea de CDK1, cocactivadora

de ciclina B, lleva por degradacion a la inactivacion de CDK1, lo que resulta en la desfosforilacion
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de muchos sustratos de CDK1 promoviendo la citocinesis y salida mitdtica. Finalmente, la
abscision esta coordinada temporalmente con la finalizacién de la segregacion cromosdmica por
una via de sefializacion que involucra la quinasa mitdtica Aurora B (Fededa y Gerlich, 2012).

La expresion y regulacidon de estas proteinas y sus numerosos circuitos de retroalimentacién que
permiten o impiden la divisidon celular dependen del tipo de célula. Varios trabajos han descripto
los genes reguladores del ciclo celular y sus niveles de expresion durante la ontologia cardiaca.
Los reguladores generales positivos del ciclo celular (como por ejemplo, ciclinas, las quinasas
dependientes de ciclina [Cdks] y protooncogenes) tienen altos niveles de expresion en los
corazones embrionarios donde los cardiomiocitos poseen un alto nivel proliferativo y estan
regulados negativamente en el corazén adulto. Por otro lado, los reguladores negativos del ciclo
celular negativos, como los inhibidores de Cdk, aumentan con frecuencia en corazones adultos
(Tabla 1).

En un trabajo se demostré que varios reguladores del ciclo celular se expresan diferencialmente
en cardiomiocitos adultos, neonatales y fetales. Por medio de un microarray se detecté que
Cdk2, Cdk3 y el complejo ciclina D1/Cdk4 poseen menor expresién en CM adultos, mientras que
en CM neonatales se expresaron varios reguladores de transicion G1/S, y hubo baja expresion de
anilina y otras proteinas estructurales claves para la formacion del cinetocoro, lo cual podria dar
lugar a la binucleaciéon (Walsh y col., 2010). En otro estudio mds antiguo, se observé ARNm de
las ciclinas D1, D2, D3 y E durante todas las etapas de desarrollo, mientras que las proteinas de
las ciclinas D1, D3 y E se observaron sélo en corazones en la etapa de crecimiento joven (Kangy
col., 1997). Durante el desarrollo cardiaco en ratas, p21 y p27 van aumentando su expresion a
medida que aumenta significativamente el porcentaje de células en GO/G1 y G2/M (Poolmany
col., 1998). EIl mRNA de la ciclina B se detectd en corazones adultos de rata, en contraste con la
ciclina A que no fue detectada mientras que la proteina fue apenas detectada en corazones

fetales (Yoshizumi y col., 1995).
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Figura 1.3. Proteinas reguladoras del ciclo celular. Se muestra la interaccién entre diversas
proteinas reguladoras del ciclo celular, involucradas en los puntos de control y pasajes de G1a Sy de
G2 a M. Creado con BioRender.com
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Nivel de expresion
Gen Actividad en el ciclo celular
EMEBE | NEO AD
Ciclina D1 Cofactor Cdk, regulador positivo de punto de contro ++ +
Ciclina D2 Cofactor Cdk, regulador positivo de punto de contro ++ +
Ciclina D3 Cofactor Cdk, regulador positivo de punto de contro ++ +
CDK4 Fosfarila RB, promueve el paso de un punto de control ++ +
ple Inhibe Cdkd v 6, bloguea el punto de contraol y el pasaje de G1/5 MD - MD
ple Inhibe Cdk4 y 6, bloguea el punto de control y el pasaje de G1/5 ++ ++
p2l Inhibe Cdk2, 4 y 6, bloguea el punto de control y el pasaje de G1/5 ++ ++
p27 Inhibe Cdk2, 4 v 6, bloguea el punto de control v el pasaje de G1/5 + + +
p57 Inhibe Cdk2, 4 v 6, bloguea el punto de control y el pasaje de G1/5 ++ +
Ciclina £ Cofactor Cdk, regulador positivo de 5 v del pasaje G1/5 + + +
Ciclina A Cofactor Cdk, regulador positivo de & vy del pasaje G2/M ++ +
COKZ Promueve el pasaje G1/5 cuando esta en complejo can CiclinaE ++ +
RE Regula el pasaje G1/5 inhibiendo la familia de E2F + + +
pla7 Regula el pasaje G1/5 inhibiendo la familia de E2F ++ + +/-
pl30 Regula el pasaje G1,/5 inhibiendo la familia de E2F + ++ MD
E2F1 Factor de transcripcion de genes del ciclo celular MD +
p53 Supresor tumoral que promueve el arresto del ciclo celular o apoptosis [++ +
PCHA Mecesaria para la sintesis de DNA durants 5 ++ +
Ciclina 8 Cofactor Cdk, regulador positivo del pasaje G2/M ++ +
cdc2 Promueve el pasaje G2/M cuando esta en conplejo con Ciclina B ++ +

Tabla 1. Proteinas involucradas en el ciclo celular. Nivel de expresion en estadio embrionario,
neonato o adulto. El nivel relativo de expresion se refiere Unicamente a valores dentro de un estudio

individual; ND, no determinado o no detectado. Adaptado de Pasumarthi Ky Field L, 2002.

1.4.3 Senales activadoras del ciclo celular de cardiomiocitos

Con este marco de referencia, algunos investigadores han estudiado las sefiales que favorecen la
re-entrada del ciclo celular de cardiomiocitos adultos. La sobreexpresion directa de las ciclinas
involucradas en el ciclo celular no resulta eficiente ya que por sus mecanismos de feedback estas
proteinas son degradadas por proteasoma (Zebrowski y col., 2016). Aunque otro trabajo
demostré que con adicidn exdgena de los complejos Cdk1/CiclinaB1 y Cdk4/CiclinaD1, un 15%
de los CM puede proliferar in vivo tanto en corazones humanos como en ratén (Mohamed col.,
2018). Hasta el momento sélo han sido identificadas unas pocas sefales, como, por ejemplo, la
neuregulina-1 (NRG1). Esta molécula actia por medio de receptores ErbB-2 y ErbB-4,
estimulando la proliferacion celular de los cardiomiocitos adultos (Wadugu y col., 2012). Este
efecto de la NRG1 ha sido estudiado en varios modelos in vitro. En animales knock-out para

NRG1, la ablacién de esta sefal induce una muerte fetal temprana, en parte por falta de
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desarrollo miocardico. En modelos de diferenciacion de células madre pluripotentes se observd
qgue la NRG1 induce la diferenciacién cardiaca, aunque no es claro en estas publicaciones si éste
es un efecto directo genuino, o si en realidad aumenta la proliferacién de progenitores cardiacos
(zhu y col., 2010; Kim y col., 2007). Por otro lado, Engel y colaboradores demostraron que la
inhibicién de p38 MAP quinasa induce la proliferacidon de células miocardicas fetales y adultas
(Engel y col., 2005). Utilizando inhibidores de p38, estos autores lograron reprimir la inhibicion a
la proliferacion en estas células, ya que los CM adultos presentaron cariocinesis. Estos efectos
fueron observados en modelos in vivo de daino miocardico en ratones, en donde la inhibicion de
p38 redujo el tamafo de un infarto de miocardio por proliferacion de células miocardicas adultas
(Engel y col., 2006). FGF1 y FGF2 estimulan la proliferacion de CM neonatales (Engel y col.,
2005), mientras que el FGF2 también induce la sintesis de ADN en CM adultos (Speir y col.,
1992). A su vez, la administracién conjunta de inhibidores de p38 y FGFa resulta ser protectora
en la isquemia cardiaca, disminuyendo la apoptosis de cardiomiocitos (Baines y col., 2004). Sin
embargo, la sobreexpresiéon constitutiva de FGF1 sélo retrasd el infarto de miocardio sin
diferencia en el tamafio maximo del infarto (Buehler y col., 2002). La aplicacion local y pulsada
resulta dptima para el tratamiento con SB203580, inhibidor de p38 ya que la inhibicidon continua
de p38 in vitro resulta en la muerte celular de los CM adultos (Engel y col., 2006).

Existen otras dos potenciales sefales a considerar al momento de inducir la proliferacién de
cardiomiocitos. Una de ellas es la periostina. Esta molécula de la matriz extracelular demostré
inducir la re-entrada en el ciclo cardiaco en las células miocardicas adultas (Kiihn y col., 2007),
aunque este hallazgo no fue confirmado en otro estudio (Lorts y col., 2009). También se ha
demostrado que dos factores de crecimiento, IGF-1 y somatotrofina, inducen la proliferacién de
cardiomiocitos adultos (Briiel y col., 2007). El factor de crecimiento TWEAK, de la familia TNF, es
un conocido regulador de la proliferaciéon celular. En diferentes estudios ha sido demostrado que
este factor puede inducir el ciclo celular en cardiomiocitos (Novoyatleva y col., 2010,
Novoyatleva y col., 2013). Este efecto parece ser mediado por el receptor Fnl4, asociado al
receptor FGFR1, lo que explicara entonces los efectos de induccion de proliferacién por parte de
FGF1 (Novoyatleva y col., 2014).

Otras investigaciones se han concentrado en los factores de transcripcion, los reguladores del
ciclo celular, y los microARNs que regulan el ciclo celular de los cardiomiocitos. Por ejemplo, el
factor de transcripcion, MEIS1/2 ha sido recientemente asociado a la regulacion de la salida del

ciclo celular de los cardiomiocitos diferenciados. La inhibicion de la expresién de MEIS1/2 induce
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la reentrada en el ciclo de estos cardiomiocitos, ya que Meis1 es necesario para la activacion de

la transcripcion de p15, p16 y p21 (Mahmoud y col., 2013, Mahmoud y col., 2014).

1.6 MicroARN

La mayoria de los ARNs producidos en las células eucariotas son no codificantes: solo el 2% de
los ARNs transcriptos son traducidos a proteinas. El resto de los ARNs transcriptos tienen
funciones estructurales, enzimaticas o de regulacion. Los ARNs no codificantes han sido
divididos, segun su longitud, en los ARN de cadena larga (mayor a 200 bases, llamados
long-non-coding-ARNs), y los de cadena corta (menor a 200 bases, Ilamados
short-non-coding-RNAs). En los animales existen tres tipos de pequefios ARNs no codificantes:
los siARNs (del inglés small interfering RNA), los piARNs y los microARNSs. Los siARN regulan de
manera post-transcripcional transcriptos y transposones, y participan de la defensa antiviral. Los
microARNs (miRNAs) son ARNs simple cadena con un largo de 18-22 nucleétidos, que regulan la
expresion de genes post-transcripcionalmente al unirse a la regién 3’ UTR (zona que no se
traduce) de los ARN mensajeros target, inhibiendo la expresién de estos.

Fueron descriptos por primera vez en el afo 1993 en el trabajo de Lee y col. en el que
demostraron que el microARN lin-4 participa en el desarrollo temprano de C. elegans (Lee,
1993). La ultima versién de miRBase, v22, contiene 38.589 loci de microARN de 271 especies,

procesados para producir 48860 productos de microARN maduros (http://www.mirbase.org,

Kozomara y col., 2019). Los microRNAs son importantes en la regulacién de la mayoria de los
procesos celulares, asi como en el desarrollo embrionario, la diferenciacién tisular, y el
mantenimiento de la identidad celular durante la embriogénesis y la adultez (Cordes y col., 2009;
Ivey y col., 2008). Se ha determinado que numerosos microARNs son desregulados en distintas
etapas del progreso tumoral, siendo asi eficientes biomarcadores que permiten establecer tanto
el diagndstico como prondstico de la enfermedad (Joosse y col.,, 2014). Existen diversos
microARNs que han sido asociados a la proliferacién de cardiomiocitos. Estos incluyen al cluster
mir302/367 (Tian y col., 2015), al mir-499 (Li y col., 2013), y a los mir-590 y mir-199 (Eulalio y
col., 2012). Los miR-199a-3p y miR-590-3p estimulan la proliferacién de CM luego de un infarto
de miocardio, al expresarlos en el corazén de raton por medio de vectores virales (Lesizza y col.,
2017). Los miR-548c-3p, miR-509-3p y miR-23b-3p inducen significativamente la proliferacién de
CM adultos por medio de la inhibicién de Meisl (Pandey y col., 2016). Particularmente, se
observd que el cluster del miR-302/367 regula la proliferacion cardiaca en corazones pre y

postnatales por medio de la unién al sitio 3" UTR de Mstl, Lats2, y Mob1, inhibiendo la via de
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Hippo (Tian y col., 2015). El mismo grupo de trabajo demostré que con el agregado del mir-302
exégeno con una gel de acido hialurénico puede inducir la proliferacién de CM por dos semana
luego de agregarlo localmente en la zona de un infarto de miocardio (Wang vy col., 2017). Estos
microARNs se encuentran localizados en una zona especifica del cromosoma 4, donde se
concentran gran parte de la familia del mir-302 y el mir-367. Esta familia estd muy ligada a la
pluripotencia; de hecho, es posible reprogramar una célula adulta en iPSC solo sobreexpresando
alguno de los mir-302 (Subramanyam y col., 2011). Por lo tanto, es interesante que también haya
sido involucrado en la salida del ciclo celular en cardiomiocitos.

En un trabajo previo se han identificando 96 miRNAs capaces de aumentar la proliferacién
(sintesis de ADN vy citocinesis) de CM-iPSC humanos. Tanto por andlisis funcional como
computacional se detectdé que la mayoria de estos miRNA (67) tienen como target diferentes
componentes de la via Hippo/YAP (Yes-associated protein). De estos miRNAS, 53 estan presentes
en los CM-iPSC humanos, pero ninguno resulta individualmente esencial para su proliferacion
basal. Proponemos un modelo en el que multiples miRNA enddgenos se suprimen de forma
redundante (Yu and Guan, 2013 y Diez-Cuiiado y col., 2018). El miR-199a-3p promueve la
proliferacion de los CM por medio de la inhibicién de la expresidn de HOXP y el aumento de la
acetilacion de GATA4 (Any col., 2017). El miR-1825 induce la proliferacién en CM adultos de rata
(Pandey y col., 2017). MiR-29b-3p por si solo inhibe la proliferacién de CM, mientras que su
inhibidor la promueve tanto in vivo como in vitro (Yang y col., 2020). Por otro lado, se
encontraron clusters de miRNAs (miRNA-30a, miRNA-100, miRNA-27a, miRNA-30e, miRNA-294 y
miRNA-590) dentro de vesiculas extracelulares (EVs) derivadas de iPSC que pueden promover la
actividad del ciclo celular de CM-iPSC al ser target de la via PI3K/AKT (Louro y col., 2022).

En nuestro laboratorio hemos realizado un anadlisis de los miRNAs involucrados en Ia
diferenciacion cardiaca a partir de iPSC. Hemos identificado las familias y clusters de miRNAs
involucrados en el establecimiento del linaje cardiaco, y determinamos el miRNAoma asociado a
los cardiomiocitos, por comparacidn con los miRNAs expresados en otras células maduras

(Garate y col., 2018).

1.7 Células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales humanas (MSCs, por sus siglas en inglés) constituyen un tipo
de células madre adultas que se hallan en diversos tejidos del organismo, como el tejido
adiposo, 6seo y conectivo (Ding y col., 2011). Se originan en el mesodermo durante las etapas

iniciales del desarrollo embrionario. Aunque no alcanzan la pluripotencia de las CME o las iPSC,
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las MSCs exhiben la capacidad de diferenciarse in vitro hacia células de los linajes adipogénico,
condrogénico, osteogénico y neurogénico (Pittenger y col., 1999). Las MSCs poseen la facultad
de auto-renovarse pero van modificando sus caracteristicas a medida que se dividen (Bruder y
col., 1997; Solchaga y col., 2005). Debido a la heterogeneidad de su origen, el comité de Células
Madre Mesenquimales y de Tejido Mesenquimal de la Sociedad Internacional de Terapia Celular
establecié criterios para denominar a una célula como MSC: las células deben mostrar
adherencia al plastico, una morfologia fibroblastoide y expresar los marcadores CD90, CD105 y
CD73, mientras carecen de CD14, CD19, CD34 y CD45. Ademas, deben demostrar la capacidad
de diferenciarse en adipocitos, condroblastos y osteoblastos (Dominici y col., 2006).

Las MSCs poseen cualidades atractivas para su uso en terapias regenerativas y de reparacion de
tejidos al tener capacidad de modular la respuesta inmunitaria del cuerpo y tener bajo riesgo de
ser rechazadas por el sistema inmunoldgico del receptor. El potencial regenerativo de las MSC
es explicado principalmente por su capacidad de secretar factores y citoquinas que estimulan Ia
reparacién innata del tejido y modulan la inflamacién y la respuesta inmune (Caplan y Dennis,
2006). Entre los factores secretados capaces de contribuir en la reparacién del tejido cardiaco,
actuando sobre el ciclo celular de los cardiomiocitos o la muerte celular, se encuentran
Angiogenina, Endotelina-1, FGF2, FGF7, LIF, factor de células madre (SCF), factor inhibitorio de
migraciéon de macrdfagos (MIF), factor de crecimiento placentario (PGF), factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), pleiotrofina (PTN), TGF- y factor de necrosis tumoral a (TNF-q;
Gnecchi y col., 2008). Las MSC pueden actuar por medio de los EVs secretados, los cuales
pueden contener lipidos, mRNA, miRNAs, y proteinas.

También se ha observado que las MSC poseen la capacidad de inhibir la muerte de CM
expuestos a una isquemia a través de interacciones directas entre células y por medio de la
donacién de mitocondrias en un cocultivo (Cselenyak y col., 2010; Acquistapace y col., 2011).
Sin embargo, este efecto protector no se vié al tratar un infarto agudo de miocardio en ratas con
medio condicionado de MSC extraidas de médula dsea, aunque si se observé disminucién en el
tamano de la herida y aumento en el nimero de CM ventriculares de rata adulta cultivados in
vitro (Gnecchi y col., 2005). Otro estudio plantea que las MSC estimulan la reparacion cardiaca a
través de efectos celulares auténomos que estimulan a las células precursoras del miocardio del
para amplificarse y diferenciarse en cardiomiocitos, ya que este efecto lo ven solo al tratar con
las células y no con el medio condicionado (Hatzistergos y col., 2010). Sin embargo, los EVs de
MSC cardiacas tienen el potencial de activar la proliferacion de cardiomiocitos luego de un

infarto de miocardio, observandose una mejora en la funcién cardiaca luego de un mes del
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tratamiento (Ju y col., 2018). También se describidé que el secretoma de las MSC derivadas de
médula dsea pueden inducir la activacion de la proliferacion de CM, in vitro (Nakanishi y col.,
2008).

En nuestro laboratorio hemos estudiado el contenido de los EVs secretados por MSC derivadas
de iPSC y MSC derivadas de cordén umbilical humano (WJ-MSC del inglés Wharton’s Jelly
Mesenchymal Stem Cells), encontrando un alto contenido de proteinas de matriz extracelular,
de adhesién celular y de locomocién. Particularmente, estos EVs poseen proteinas involucradas
en la regulacion del ciclo celular y la replicacion de ADN y se encuentran mayormente
representadas en los EVs de WJ-MSC (La Greca y col., 2018). El secretoma de las MSC varia en
funcién del tejido de origen (Park y col., 2009).

El secretoma de MSC incluye mdultiples factores conocidos por promover la reparacién
cardiovascular y factores que modulan negativamente la apoptosis de los cardiomiocitos, la
inflamacién y remodelacién patoldgica (Sze y col., 2007). Se encontré que este perfil de
secrecién de citoquinas era altamente conservado entre las MSC derivadas de médula dsea de

donantes de diversa raza, edad y sexo (Park y col., 2009).
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2. Hipotesis y Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral es generar un cardiomiocito estable, expandible, y
congelable, derivado de células madre pluripotentes. Para ello, se plantearon objetivos

especificos que permiten ordenar el avance del trabajo realizado:
1. Determinar el mejor protocolo de diferenciacién cardiaca a partir de células madre.
2. Evaluar la resistencia y el efecto que genera el congelado/descongelado de los CM-iPSC.

3. Evaluar la salida del ciclo celular de los CM derivados de células madre, determinando el
momento en el cual la mayor parte de las células dejan de proliferar y se alcanza el grado
maximo de expansion luego de la diferenciacién. Analizar los efectos de las potenciales sefiales
moleculares que pueden interferir en la salida del ciclo celular de CM-iPSC, tanto previamente a

la salida del ciclo celular de las células cardiacas como una vez que se arrestaron.

4. Estudiar la capacidad de los iPSC-CM de reingresar al ciclo celular por efecto de la inhibicién

de p38y por la incubacién con FGF1.

5. Estudiar la capacidad de los iPSC-CM de salir del arresto del ciclo celular por accién del

mir520a.

6. Estudiar la habilidad de los iPSC-CM de re-entrar al ciclo celular luego de ser expuestos a
medio condicionado por WJ-MSC, identificando las posibles causas estudiando la protedmica del

medio condicionado por WJ-MSC.

7. El dltimo objetivo planteado en esta tesis doctoral, fue evaluar los posibles mecanismos
involucrados en el aumento de la proliferacion de CM-iPSCs luego de ser resembrados al dia 21

del protocolo de diferenciacion cardiaca.

Hipdtesis: La ejecucién de un protocolo de diferenciacién cardiaca optimizado a partir de células
madre pluripotentes generard cardiomiocitos que podrdn ser mantenidos en cultivo, pudiendo
congelarlos y descongelarlos, como asi también re sembrarlos. Se postula que la salida del ciclo
celular de los CM derivados de células madre, y su posterior expansion controlada, pueden ser

influenciadas por sefiales moleculares especificas. Se espera que la accion del mir520a, el medio
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condicionado por células madre de tejido de cordén umbilical (WJ-MSC), la inhibicion de p38,y

la incubacion con FGF1 afecten la capacidad de los CM-iPSC para salir y reentrar al ciclo celular.
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3. Resultados

Capitulo 1: Herramientas de biologia celular

El objetivo general de este capitulo consiste en la puesta a punto del sistema experimental con el
gue trabajaremos a lo largo de esta tesis. En linea con las investigaciones llevadas a cabo en
nuestro y en otros laboratorios, evaluamos tres protocolos de diferenciacién cardiaca distintos a
partir de células madre humanas. El primer protocolo proviene de un kit desarrollado por la
empresa Gibco, el segundo comienza con la generacién de EBs y el tercero tiene su punto inicial
a partir de la formacién de una monocapa celular mega confluente.

También se desarrollé una linea celular que permite seguir el estadio del ciclo celular por medio

de la deteccidn de la fluorescencia nuclear.

3.1.1 Puesta a punto del protocolo del Kit de diferenciacién cardiaca de Gibco.

Para la puesta a punto de este protocolo se utilizd la linea de iPSC desarrollada en el laboratorio.
La misma fue mantenida sobre geltrex, una matriz comercial compuesta por una mezcla de
proteinas que semejan la composicidn de la matriz extracelular, y con E8 flex. La pluripotencia de
las mismas se validé por medio de inmunofluorescencia marcando a las proteinas OCT4 y
NANOG (Figura 3.1). También se controlé que mantuvieran una alta tasa de divisidn y su aspecto
morfoldgico caracteristico.

El kit de diferenciacién cardiaca desarrollado por Gibco consiste en tres medios definidos, dos
para el proceso de diferenciacién y uno para el mantenimiento de los CM-iPSC. Para el momento
en el que se desarrolld este ensayo, el fabricante proponia testear diferentes confluencias, entre
30% y 90%, por lo cual se decidié comenzar con una confluencia del 30%, pero se evalué hasta
llegar a una mega confluencia (>100%). Se siguid el protocolo tal cual se indicaba en la pagina
pero no se obtuvieron células latidoras (Figura 3.2.A). También se testearon tres confluencias

con la linea embrionaria H9, sin obtener resultados positivos. Para la linea de iPSC, FN2.1, se
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inicié el protocolo de diferenciacién con las siguientes confluencias: 30%, 40%, 60%, 70%, 80%,
90% y 100% y en todos los casos no se obtuvo células con accién contractil (Figura 3.2.B).
Es importante aclarar que al momento de escribir esta tesis el kit fue modificado por el

fabricante, por lo cual resultaria conveniente volver a evaluar estos reactivos.

DAPI NANOG Merge
DAPI OCT4 Merge

Figura 3.1. Validacién de pluripotencia. A) Fotos representativas de inmunofluorescencia

realizadas a la linea de iPSC desarrollada en el laboratorio. Barra de escala: 200 um.

Dia0 Dia 1 Dia 2-3 Dia4 Dia é Dia 8 Dia 10-12
Siembra Cambio Cambio Reemplazar Reemplazar  Reemplazar por Cambio por
EB flex de medio de medio por por Medio de "Medio de
¥27632 EB flex E8 flex Medio A Medio B mantenimiento  Mantenimiento’

30% confluencia 60% confluencia 100% confluencia

Figura 3.2. Diferenciacion cardiaca con kit Gibco. A) Esquema del protocolo empleado para la
diferenciacién cardiaca a partir de iPSC. B) Imagenes representativas al dia 8 del protocolo de

diferenciacion, para tres confluencias iniciales. Barra de escala: 200 pum.
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3.1.2 Protocolo de diferenciacion cardiaca a partir de cuerpos embrioides.

Por otro lado, se evalué el protocolo de diferenciacion cardiaca a partir de cuerpos embrioides
(EBs). Para ellos las células madre cultivadas sobre fibroblastos embrionarios murinos irradiados
(MEFi) o sobre geltrex y se levantan enzimdticamente. Para conseguir homogeneidad de los EBs
se siembran en placa no adherente, 30000 células por pocillo de placa de 96 con fondo en V y se
realiza una agregacién forzada por medio de centrifugacion. Los EBs fueron crecidos y
mantenidos en suspensién durante los primeros cuatro dias y luego en adhesién, en un medio
definido de diferenciacién al cual se le agregan diversos morfégenos (BMP4, Activina A, bFGF,
VEGF y el inhibidor WNT, IWR-1) que buscan recapitular las senales existentes en la
diferenciacion inicial a mesoendodermo, luego al progenitor mesodérmico, progenitor cardiaco y
finalmente a cardiomiocito (Figura 3.3). Luego de aproximadamente 9-10 dias de diferenciacion,
comienzan a aparecer zonas latidoras. Se utilizaron las lineas de CME humanas, H9 y H9ctnt. La
linea H9ctnt esta modificada con un cassette de expresion, que tiene bajo el promotor de un gen
cardiaco especifico (cardiotroponina T), el gen de resistencia a la Zeocina y el gen GFP,
permitiéndonos asi poder seleccionar con Zeocina a las células cardiacas (Figura 3.4.A y B). De
esta manera obtuvimos un cultivo enriquecido en cardiomiocitos entre el 80-90% (Figura 3.4.C).
Una vez que los EBs se pasan a placas adherentes, las células comienzan a colonizar la superficie
de los pocillos, quedando los cardiomiocitos principalmente en los EBs. Sin embargo también
pueden observarse zonas latidoras fuera de los EBs (Figura 3.5, dia 18). A medida que la
diferenciacion progresa, los cuerpos suelen juntarse y formar agregados, que luego, en general
terminan en suspensién luego de seleccionar con zeocina, ya que las células que van
colonizando la superficie de la placa de cultivo no son CM (Figura 3.5).

Este protocolo se venia desarrollando en el laboratorio con una alta eficiencia, sin embargo la
disgregacién de los cuerpos para el analisis de los mismos al finalizar el protocolo resulta

ineficiente y complicaba los estudios, por eso se decidid evaluar otro protocolo.
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Figura 3.3. Diferenciaciéon cardiaca con EBs. A) Esquema del protocolo empleado para la

diferenciacion cardiaca a partir de EBs.

* Iy T

B -Zeo +Zeo ++Zeo C
- Con Zeocina (84,4%)
Sin Zeocina
(36,6%)
8 5 sm-
1 ?
o
%
a8 3wl
M- :.
10° mll 101 mg 1051107
o CTNT
L
o
o
m
(m)]

Figura 3.4. Seleccidon cardiaca con la linea H9-CTNT. A) Esquema de la construccion de la linea
H9-ctnt. B) Microscopias obtenidas a los 30 dias de la diferenciacién cardiaca para células H9ctnt sin
seleccidon con Zeocina, con un pulso de seleccién y con dos pulsos de seleccion. C) Eficiencia del
protocolo de diferenciacion a los 30 dias, evaluado por citometria de flujo, con seleccidn con Zeocina

(rojo), y sin seleccidn (celeste).

40



Dia 9 Dia 15 Dia 18 Dia 21 Dia 30
ik

s 3 A AP LN | Ficd v £
A : ! : L Gy e

Figura 3.5. Diferenciacion cardiaca a partir de CME con el protocolo de EBs en la fase de

adherencia. Imagenes representativas de campo claro y de fluorescencia de GFP en diferenciacion

cardiaca a partir de EBs. Barra de escala: 200 um.

3.1.3 Diferenciacion cardiaca partiendo de un cultivo en monocapa

El otro protocolo de diferenciacidn cardiaca a partir de células madre utilizado proviene de una
adaptacion del desarrollado por Lian y col. (2012.B). En éste las iPSC se cultivan en monocapa
sobre una matriz definida de Geltrex y se emplean pequefias moléculas que permiten la
recapitulacion del desarrollo cardiaco. Este protocolo tiene una duracién de 21 dias, incluyendo
un paso de seleccién metabdlica que permite aumentar la pureza de los CM-iPSC. En resumen,
se plaquean 220.000 células por pocillo de placa de mw24, con 1uM de inhibidor de ROCKy 1ml
de mTeSR o StemFlex. Luego de 4 dias se llega a un 100% de confluencia. En el dia 0 se cambia el
medio por RPMI con B27 sin insulina y CHIR 99021 10uM. A las 24 hs se retira el CHIR 99021 y se
observa alto grado de muerte celular, generando espacios en la monocapa (Figura 3.7). En el dia
3 se retira la mitad del medio viejo y se agrega el mismo volumen de RPMI con B27 sin insulina
mas 5 uM de IWP-2 (Inhibidor de la via de Wnt) y se observa nuevamente una monocapa, pero
con una estructura de redes (Figura 3.7). A las 24hs se retira el IWP-2, y al séptimo dia se
reemplaza el B27 por su versidn con insulina; las redes se acentlan y pueden comenzar a verse
zonas latidoras (Figura 3.6.A y Figura 3.7). Al finalizar el protocolo se puede observar un cultivo
con alta proporcién de CM-iPSC latidores y con marcacién positiva para CTNT (Figura 3.6.B). Para
enriguecer en CM-iPSC el cultivo se utiliza la diferencia metabdlica existente entre los CM vy las
poblaciones celulares presentes en la diferenciacidon cardiaca. Para ello, se cultivan las células
durante 6 dias con medio de enriquecimiento con lactato, sin glucosa. Durante este periodo se

observa un aumento de muerte celular y menor actividad contractil (Figura 3.6.C). Esta actividad
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se recupera luego de 48hs con medio de mantenimiento (Figura 3.7). Como se siguen
manteniendo cumulos celulares que dificultan la visualizacion de la morfologia celular y de los
nucleos celulares por medio de microscopia, se decidié levantar las células en el dia 21 del
protocolo de diferenciacién y volver a sembrarlas. Generalmente abriendo 1 pocillo a 4 pocillos,
sobre geltrex, disgregandolos con Tryple 10x de manera de dejarlos unicelulares y liberando las
células de la matriz extracelular que se genera durante el proceso de diferenciacion cardiaca. Al
resembrar los cardiomiocitos el dia 21 se obtiene una pureza aproximada del 100%,
manteniendo la actividad contractil de las células (Figura 3.9). Cuando el cultivo se mantiene
mas dias se van observando cambios morfoldgicos, los cuales seran estudiados mas adelante.
Por lo tanto, este protocolo no solo resulta mas eficiente si no que también facilita la
disgregacién de las células para el posterior andlisis y es mas econémico dado que no precisa del
uso de factores de transcripcion como BMP4 o Activina A, que son mas costosos que los
inhibidores.

Se realiz6 una caracterizacion del protocolo de diferenciacién cardiaca por medio de la
evaluacion del ARNm por medio de RT-gPCR. Se analizaron tres factores de transcripcion que se
encuentran asociados a la poblacién cardiaca y que podian llegar a ser de interés a la hora de
evaluar el ciclo celular cardiaco (GATA4, MEIS1 y TBX20). Se observa un aumento de la expresion
de estos tres factores de transcripcion a medida que progresa la diferenciacién cardiaca (Figura
3.8).

Un objetivo planteado en esta tesis es conseguir un CM-iPSC capaz de ser criopreservado y luego
poder descongelarlo y mantenerlo en cultivo. Para evaluar esta resistencia y el efecto que genera
el congelado/descongelado de los CM-iPSC, luego del dia 21 del protocolo de diferenciacion
cardiaca las células son disgregadas con TrypLE 10x y criopreservadas en nitrégeno liquido con
90% SFB mas 10% DMSO. Al descongelar las células se las mantiene las primeras 24hs con
Y-27632 y en un medio con KSR, y a las 24hs se observa buena viabilidad y adherencia de las
células a la placa de cultivo tratada con geltrex, manteniendo la actividad contractil (Figura 3.9).
Al igual que al resembrar los CM-iPSC se observa un aumento de la pureza del cultivo. Los
CM-iPSCS mantienen la actividad contractil y la viabilidad con el paso del tiempo, aunque va

cambiando la morfologia de los mismos (Figura 3.9).

42



-3 0 1 3 5 7 12 18 21 30
CHIR %021 IWP-2 RPMI (w0 ghucose) + lacee EdU EdU
[Es] mreSR | RPMI + b-27 (wio insulin) [ RPMI+ b-27 (wi insulin} | SELECTION MEDIUM 1 RPMI + b-27 (w/i) |

[(Re Jeau | Jequ ]

B C
CTNT DAPI Merge

300

Con Lactato (96,4%)
Sin Lactato [
(85,3%)
200 4

Count

D21-CC

100

T ™ I‘ T T
w010 100 00 10° 100"

CTNT

Figura 3.6. Diferenciacion cardiaca a partir de iPSC con el protocolo de monocapa. A) Esquema
del protocolo de monocapa, que incluye la seleccién metabdlica y el tratamiento con EdU para el
estudio del ciclo celular. B) Imagenes representativas de inmunofluorescencia del dia 21 del
protocolo de diferenciacién cardiaca. En rojo se observa la marcacién de CTNT y lo ntcleos se marcan
con DAPI en azul. C) Grafico de citometria con la cuantificacién de las células CTNT positivas para un
protocolo de 21 dias sin seleccidn metabdlica (celeste, 85,3% CTNT) y para seleccién con medio

enriquecido con lactato (rojo, 96,4% CTNT).

43



Figura 3.7. Diferenciacidn cardiaca a partir de iPSC con el protocolo de monocapa. Imagenes de

microscopia en campo claro, representativas del protocolo de diferenciacién cardiaca en monocapa.

Barra de escala: 200 pm.
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Figura 3.8. Cuantificacién por RT-gPCR de los factores de transcripcion, gatad, meisl y tbx20. Se

realizé el analisis de la cantidad inicial de ARNm, normalizando a RPL7 y relativizando a dia 1.

Los resultados se presentan como la media + SEM.

44



Re siembra Criopreservacion

24 hs 7 dias

Figura 3.9. Estabilidad de CM-iPSC luego de ser resembrados o criopreservados. Imagenes de
microscopia en campo claro representativas de CM-iPSC luego de 24hs o 7 dias de haber sido re

sembrados o descongelados. Barra de escala: 200 pm.

3.1.4 Construccion de una linea FUCCI-iPSC

Se genero una linea celular FUCCI (Fluorescent Ubiquitination-Based Cell Cycle Indicator) con el
objetivo de poder evaluar el estado del ciclo celular en los distintos procesos. El sistema sensor
FUCCI, consiste en un sistema basado en proteinas de fluorescencia que emplea proteinas
fluorescentes de fusidon, mCherry y mVenus unidas a dos reguladores distintos del ciclo celular
(GEMININ y CDT1). Durante el ciclo celular, estas dos proteinas son ubiquitinadas por ubiquitin
E3 ligasas especificas, que targetean las proteinas hacia degradaciéon por proteasoma. La E3
ligasa posee una regulacidon temporal de su actividad lo cual resulta en un ciclo bifasico de los
niveles de GEMININ y CDT1 durante el ciclo celular. En la fase G1 del ciclo celular, GEMININ se
degrada; entonces solo CDT1 fusionado con mCherry estd presente y el nicleo se ve rojo. En las
fases S, G2, y M, CDT1 se degrada y solo GEMININ fusionada con GFP queda, dando como
resultado células con nucleos verdes fluorescentes. Por otro lado, durante la transicion G1/S,
cuando los niveles de CDT1 decrecen y los de GEMININ aumentan, ambas proteinas estdn
presentes, y al superponer imagenes en verde y rojo, los nucleos aparecen en fluorescencia
amarilla (Figura 3.10).

Para generar la linea FUCCI estable de iPSC humanas, se utilizé la linea generada previamente en
este laboratorio, FN2.1 (Questa y col., 2016). Los plasmidos utilizados fueron los construidos

previamente por Waisman y col. (2017), ePB-CAG::Venus-Gem(1-110)-PURO,
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ePB-CAG::mCherry-CDT1(30-120)-BSD. Estos dos plasmidos junto al plasmido de la transposasa
(ePBac-Transposase) fueron transfectados con X-tremegene reagent (Sigma). Las células fueron
seleccionadas con puromicina, blasticidina y neomicina y se obtuvieron 9 lineas clonales. Estas
lineas fueron caracterizadas en base a la fluorescencia y la capacidad de diferenciarse a
cardiomiocitos. Se selecciond el clon 9 para seguir con los experimentos ya que resultd mas
eficiente a la hora de realizar el protocolo de diferenciacién (Figura 3.11.A), presenté una buena
intensidad de fluorescencia a lo largo de la diferenciacién (Figura 3.11.B) y también pudo

cuantificarse la fluorescencia de mVenus por citometria (Figura 3.11.C).
A B Campo claro mCherry

hCdt1-mCherry

G1

M

G2
S

mVenus

hGeminin-mVenus

Figura 3.10. Sistema FUCCI. A) Esquema de la dinamica de fluorescencias del sistema FUCCI a lo
largo del ciclo celular. Las células recién divididas que se encuentran en G1 temprano o GO no poseen
fluorescencia, luego al ingresar en la fase G1 presentan fluorescencia roja. Cuando las células entran
en la transicion de G1 a la fase S se observa fluorescencia amarilla, y durante las fases S, G2 y M las
células presentan Unicamente fluorescencia verde. B) Imagenes de microscopia de fluorescencia del
clon de iPSC seleccionado para establecer el banco celular de trabajo. Se puede observar una colonia

de iPSC en campo claro, en rojo la expresién CDT1 y en verde de GEMININ. Barra de escala: 200 um.
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Figura 3.11. Caracterizacion del clon 9 de FUCCI-iPSC. A) Patrén de fluorescencia de las células
Fucci durante el protocolo de diferenciacién cardiaca. Barra de escala: 200 um. B) Patrén de
intensidad de fluorescencia de mVenus de los nucleos de las distintas poblaciones celulares durante
la diferenciacidn cardiaca. C) Imagenes representativas de la cuantificacion de mVenus por citometria

de flujo.

3.1.5 Conclusion parcial

En este primer capitulo, se describieron las herramientas de biologia celular desarrolladas en el
doctorado para el cumplimiento de los objetivos planteados. En primer lugar, se evaluaron tres
protocolos de diferenciacién cardiaca a partir de células madre humanas, tanto con CME como
iPSC. También se plantearon dos protocolos de purificaciéon de los CM-iPSC, el primero exclusivo
para la linea CME H9-Ctnt ,y el segundo para cualquier linea celular ya que tiene en cuenta las
caracteristicas metabdlicas de los CM. De aqui se realizé una comparacion de eficiencia de los
protocolos por medio de la cuantificacién por citometria de las células positivas para la
marcacion de CTNT, obteniendo mejor resultado y mayor reproducibilidad para el protocolo en
monocapa (Figura 3.12). También se evalud la capacidad de los CM-iPSC a ser levantados del
plato de cultivo y luego volver a sembrarlos, o bien criopreservarlos.

Entonces, se pudo desarrollar un protocolo de diferenciacion cardiaca a partir de iPSC con buena

reproducibilidad y alta eficiencia. Este CM-iPSC resulté resistente a los procesos de resiembra y
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criopreservacion, observandose actividad contractil, alin una semana después. Se continuara
evaluando las caracteristicas de estas células.

En segundo lugar, se desarrolld una linea celular de iPSC humana con un sistema reportero,
FUCCI, que permite por medio del estudio de la fluorescencia de los ntcleos determinar en qué

estadio del ciclo celular se encuentran las células.
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Figura 3.12. Comparacidn de protocolos de diferenciacion cardiaca. Gréfico de citometria donde
se comparan las eficiencias obtenidas para los diferentes protocolos de diferenciacion evaluados, por
medio de la cuantificaciéon de células positivas para CTNT respecto del total de eventos celulares

cuantificados. Los resultados se presentan como la media + SEM.

Capitulo 2: Ciclo celular durante la diferenciacién cardiaca

3.2.1 Caracterizacion del ciclo celular cardiaco

Para continuar con el siguiente objetivo de evaluar el ciclo celular de iPSC-CM se utilizé el
sistema reportero FUCCI (Figura 3.14) y la deteccién de la incorporacién de EdU a los nucleos
celulares (Figura 3.13) a distintos tiempos del protocolo de diferenciacién. Inicialmente se evalud
la incorporacién de EdU por citometria utilizando el Click-iT EdU Flow Cytometry Assay Kit
(Thermo), con los fluoréforos Alexa 647. Este ensayo se realizd con una marcacién conjunta con

IP, ya que la incorporacién conjunta de IP y EdU nos indica las células que se encuentran en la
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fase S del ciclo celular, mientras que si solo incorporan IP se pueden encontrar en las fases G2 o
M (Figura 3.14.B). Se observé una disminucion del ciclo celular con el progreso de la
diferenciacion cardiaca. Los iPSC-CM fueron evaluados luego de la purificacion a dia 21 y dia 30
del protocolo de diferenciacidn cardiaca. Tanto el andlisis con FUCCI como con EdU reveld que a
dia 21 hay aproximadamente un 10% de iPSC-CM que se encuentran ciclando, mientras que a
dia 30 este porcentaje disminuye llegando a valores casi nulos. Esto nos permitio identificar dos
puntos para encarar posteriormente dos estrategias distintas, evitar la salida del ciclo celular de
los iPSC-CM a dia 21, y buscar el re-ingreso al ciclo celular en el dia 30.

Se evalud la expresidn de distintos genes relacionados con el ciclo celular, como ciclinas e
inhibidores de ciclinas estudiando la expresidon del ARNm por medio de RT-qPCR (Figura 3.15). Se
eligié estudiar p21 y p15 por su posible relacién con el factor MEIS1, el cual por bibliografia se
encuentra relacionado con la capacidad proliferativa de los cardiomiocitos. También se eligid
estudiar el inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p27, ya que al igual que p21 se expresa
diferencialmente durante el desarrollo cardiaco. En general, se observa gran variabilidad en la
expresion del ARNm en las muestras tomadas a lo largo del protocolo de diferenciacién cardiaca.
No se observa variacion en la expresion de p27 y p21, pero si hay un aumento de p15 en el dia
21 del protocolo. Tampoco se observaron diferencias en la expresién del ARNm de CDK10, ni de
las ciclinas D1 y E1. Es oportuno destacar que los cambios en la actividad de las ciclinas y de los
inhibidores de ciclinas pueden no verse reflejados en la expresidon del ARNm y tener efectos a

nivel de activacidn proteica por modificaciones post-traduccionales, como la fosforilacion.
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Figura 3.13. Proliferacion celular durante el protocolo de diferenciacion cardiaca a partir de
iPSC. A. Porcentaje de células en fase S del ciclo celular. La cuantificacidn se realizé por citometria.
En las poblaciones d21 y d30, se seleccionaron las células positivas para CTNT. Los resultados se
presentan como la media + SEM. Con las distintas letras se indican las diferencias significativas
(ANOVA + Tukey) B. Grafico representativo de las poblaciones observadas en el andlisis del ciclo

celular con EdU e IP.
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Figura 3.14. Proliferacion celular durante el protocolo de diferenciacion cardiaca a partir de
iPSC. Porcentaje de nucleos positivos para fluorescencia de mVenus. Se cuantificaron
aproximadamente 500 células por n por condicién (n=5). Los resultados se presentan como la media

+ SEM. Con las distintas letras se indican las diferencias significativas (ANOVA + Tukey, p<0.05).
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Figura 3.15. Genes involucrados en el ciclo celular. Cuantificacién por RT-gPCR de las ciclinas D2 y
E1l, CDK10 y los CDKi, p21, p27 y pl15. Se realizd el analisis de la cantidad inicial de ARNm,

normalizando a RPL7 y relativizando a dia 1. Los resultados se presentan como la media + SEM

3.2.2 Conclusiones parciales

Tanto por el analisis de incorporacién de EdU como por la evaluacién de la fluorescencia de los
nucleos en la linea celular FUCCI, se pudo ver que a medida que avanza el protocolo de
diferenciacion, las células van saliendo del ciclo celular. Al no diferenciar los tipos celulares no se
puede saber especificamente cémo es la dinamica de proliferacion de cada uno, pero en el
analisis general se puede ver que a las 24hs de haber agregado CHIR 99021 hay un pico de
células en las fase S/G2/M, y luego va disminuyendo con el paso de los dias manteniéndose en
niveles cercanos a 30% en el dia 3,cuando la mayoria de las células ya tiene un compromiso de
mesodermo cardiaco y también en el dia 7, cuando ya se observan zonas latidoras. Sin embargo
la cantidad de células en S/G2/M se reduce al 10% al llegar al dia 21, y a dia 31 es casi nula. Por
otro lado, si analizamos la dinamica de incorporacion de EdU e IP en los nucleos, permitiéndonos
cuantificar aquellas células que se encuentran en la fase S, vemos el mismo patrén de
disminucién en la proliferacién a medida que avanza el protocolo de diferenciacidn cardiaca. En
este Ultimo caso, para los dias 21 y 30 para el andlisis se seleccionaron las células que a su vez
tenian marcacién positiva para CTNT.

En cuanto al estudio de la expresion de algunos genes involucrados en el ciclo celular, primero

quiero aclarar que podria haber sido util estudiar no solo estos genes, sino también p18, p57,
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p38, p53, p130, p107, RB, CDK4, CDK6, CDK2, CDK1, las ciclinas D2, Ay B, ya que estas proteinas
son las que se describieron en la introduccién como las encargadas de regular el ciclo celular de
los cardiomiocitos (Figura 1.3). Sin embargo, se seleccionaron algunos genes, pero los niveles de
expresion resultaron muy variables, lo cual no permitié sacar conclusiones de ese analisis. Se
esperaba ver un aumento de los inhibidores de ciclinas, como el observado para p15. Este
resultado se ve apoyado por la deteccién del aumento de la expresion de MEIS (Figura 3.8), ya
gue este factor de transcripcion activa la expresion de pl5 y de esta forma actuan inhibiendo la
proliferacién de cardiomiocitos adultos (Mahmoud y col., 2013).

En funcidn de estos resultados, se pueden plantear dos estrategias, por un lado, evitar la salida
del ciclo celular de los iPSC-CM a dia 21, o bien buscar el re-ingreso al ciclo celular en el dia 30

del protocolo de diferenciaciéon cardiaca.

Capitulo 3: Estrategias para el aumento de la proliferacion de
CM-iPSC

En este capitulo se evaluaran distintas estrategias elegidas en funcién de la bibliografia y la
experiencia previa en el laboratorio. En primer lugar se investigara si la inhibicién de p38 con el
inhibidor SB203580 y/o el tratamiento con FGF1 permiten el reingreso al ciclo celular de los
CM-iPSC humanos. Luego, por datos previos en el laboratorio donde se estudiaron los genes
target del mir520a al realizar un ensayo de AgolP en CM-iPSC y en iPSC, se decidid evaluar el
efecto del agregado exdgeno del mir520a en el re ingreso al ciclo celular de los CM-iPSC. Por
medio del estudio de los datos obtenidos de la AgolP para los CM-iPSC se estudiaron los genes
targets que podrian justificar los resultados obtenidos. También se evalué la capacidad de los
CM-iPSC para mantener su proliferaciéon luego ser tratados con el medio condicionado de las
WJ-MSC y a través del estudio de la protedmica del medio se buscéd identificar posibles
candidatos que justificaran el efecto observado.

Por ultimo, en funcidn de estos ensayos y observando un aumento en la proliferacidon de los
CM-iPSC luego de ser resembrados al dia 21 del protocolo de diferenciacidn, se decidié estudiar
en mayor profundidad los efectos del resembrado y el mantenimiento de estas células a lo largo

del tiempo, como asi también evaluar las posibles causas y consecuencias de esta técnica.
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3.3.1 Evaluacién de los efectos producidos por la inhibicion de p38 vy el
tratamiento con FGFa

En la introduccidon de esta tesis se ha descripto que la administracion conjunta de FGFa e
inhibidores de p38 resulta ser protectora en la isquemia cardiaca, disminuyendo la apoptosis de
cardiomiocitos (Baines y col., 2004) y aumentando la proliferacién de células miocardicas
adultas (Engel y col., 2006). Por lo tanto, se postula que el tratamiento con SB203580, inhibidor
de p38 y con FGFa los CM-iPSC que han dejado de ciclar pueden volver a reingresar en el ciclo
celular. Para ello, se realizd un protocolo de diferenciacion cardiaca en monocapa, el dia 21 las
células fueron re sembradas, ya que eso permite un mejor analisis de la fluorescencia nucleary
aumenta la pureza del cultivo. El dia 22 se les cambié el medio y se mantuvieron hasta el dia 28
con RPMI mas B27 con insulina ya que luego de una semana de resembrar el cultivo se ve una
significativa disminucién de la proliferaciéon de los CM-iPSC, cercana a valores nulos. Para este
ensayo se utilizaron FUCCI-iPSC y se analizd el porcentaje de nlcleos mVenus positivos por
medio de microfotografias y por citometria. Los CM-iPSC fueron tratados con SB203580 (5uM y
10uM) y con FGFa (50 ng/ml y 100 ng/ml), de forma individual o conjunta. Se tomaron
microfotografias de fluorescencia luego de 24, 48 y 72 horas del tratamiento (Figura 3.16) y se
cuantifico el porcentaje de nucleos positivos para mVenus, no observandose diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (Figura 3.17).

Se repitié el mismo ensayo pero cuantificando las células positivas para mVenus por citometria.
En este caso solo se observd diferencias significativas (p<0.05) en la comparacién del control
(6,77 £ 0,39) con el tratamiento con 100 ng/ml FGFa (11,53 + 0,48), a las 48 hs. Para el resto de

los tratamientos, nuevamente no se observaron diferencias significativas.
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Figura 3.16. Efecto en el ciclo celular de CM-iPSC por el tratamiento con inhibidor de p38 y/o
FGFa. Grafico de boxplot donde los puntos indican datos aislados (N=3). Se cuantificé el porcentaje
de nucleos positivos para mVenus de los CM-FUCCI-iPSC. Se evaluaron células control o tratadas con
5uM o 10puM de SB203580 (SB) o 50 ng/ml o 100 ng/ml de FGFa y se tomaron microfotografias a las
24, 48y 72hs.
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Figura 3.17. Tratamiento de CM-iPSC con SB203580 y FGFa. Imagenes representativas de
CM-FUCCI-iPSC tratados conjuntamente con 10uM de SB203580 (SB) y 100 ng/ml de FGF1, luego de
48 hs y 72 hs. Barra de escala: 200 um.
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Figura 3.18. Tratamiento de CM-iPSC con SB203580 y FGFa. A) Cuantificacion por citometria del
porcentaje de de células positivas para mVenus para CM-FUCCI-iPSCs control y tratados con 5uM o
10uM del inhibidor de p38, SB203580 (SB). Se evalué a las 24,48 y 72 hs después del tratamiento
(N=3). B) Cuantificacién por citometria del porcentaje de nucleos positivos para mVenus a las 24, 48 y
72hs luego de la incubacion con 50 ng/ml o 100 ng/ml FGFa. Los resultados se representan como la

media * SE (N=3).
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Figura 3.19. Tratamiento conjunto con SB y FGFa. FUCCI-iPSC-CMs fueron tratados conjuntamente
con 5uM o 10uM de SB203580 (SB) y 50 ng/ml o 100 ng/ml de FGFa. Se cuantificé por citometria el
porcentaje de células positivas para mVenus a las 24, 48 y 72hs luego de la incubacidn. Los

resultados se representan como la media + SE.

3.3.2 Estudio del ciclo celular de CM-iPSC por el tratamiento con el mimic
mir-520a

Con el fin de determinar si el miR-520a podria tener un efecto promotor de la proliferacién de
los CM-hiPSC, se realizé una transfeccion de estas células con un mimic del miR-520a (molécula
de RNA pequeio que posee la misma secuencia que el microRNA en estudio). Para este ensayo
se utilizaron FUCCI-hiPSC, se realizd el protocolo de diferenciacién en monocapa, al dia 21 los
CM-iPSC son re sembrados, a las 24 hs se realiza el cambio de medio y se comienza con el
tratamiento. De esta manera, se facilita el estudio del ciclo celular por medio de microscopia al
poder visualizar los nucleos individualmente y también se observan CM-iPSC en S/G2/M antes
de iniciar con el tratamiento. La transfeccion de los CM-iPSC se realizé con Lipofectamina
RNAIMAX (Thermo Fisher). Como control de la transfeccién empleamos un pre-microRNA
acoplado al fluorocromo Cy3 (Cy3M Dye-Labeled Pre-miR Negative Control, Thermo Fisher) y se
obtuvo una eficiencia de transfeccién de aproximadamente 40% (Figura 3.20). Entonces, los
CMs-FUCCI-hiPSC fueron replaqueados el dia 21 del protocolo de diferenciacién y a las 24 horas
se transfectaron con 10nM de miR520a-mimic o 10 nM del mimic control negativo. Se tomaron
microfotografias de fluorescencia luego de 24 y 48 horas de transfeccion (Figura 3.21). Se

cuantificaron los cardiomiocitos en S/G2/M en 4 experimentos independientes (Figura 3.22). El
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porcentaje de proliferacion luego de 48hs fue 5,3 + 0,5 y 16,5 * 6,5, para mimic-ctrl y
mimic-miR520a, respectivamente (p<0.05). Por otro lado, se decidid evaluar si el aumento de
nucleos en S/G2/M implicaba que las células eran capaces de continuar con la divisidn celular o
si llegaban a la cariocinesis pero sin citocinesis. Para ello se cuantificaron las células binucleadas
en ambas condiciones y no hubo diferencias significativas entre ambos tratamientos

(Mimic-control: 8,46 + 3,07(n=3); mimic-miR520a: 12,92 + 2,88 (n=3); p>0.05); Figura 3.23 ).

Bright field Cy3

Figura 3.20. Control de transfeccidn. Imagenes de microscopia de fluorescencia donde se muestra
la eficiencia de transfeccién en hiPSC-CMs. El control de transfeccidn se realizd con un pre-microRNA

acoplado al fluorocromo Cy3. Barra de escala: 200 um.

>

mVenus

ctrl-mimic

mimic-520a

Figura 3.21. Transfeccion de CM-iPSC para evaluar el efecto del mir-520a. Imagenes de
microscopia de fluorescencia luego de 48hs de realizada la transfeccion. Con mCherry (rojo) se
marcan los nucleos en G1, mientra que con mVenus (verde) aquellos que estdn en S/G2/M. Los
CM-iPSC fueron transfectadas con 10 nM mimic-miR-520a o 10 nM mimic negativo. La barra

representa 200 um.
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Figura 3.22. Cuantificacion de CM-iPSC positivos para mVenus luego del tratamiento con
mir-520a. Cuantificacion de cardiomiocitos proliferativos para 4 experimentos independientes
donde los CM-iPSC fueron transfectados con 10 nM el mimic de miR-520a (celeste claro) o 10 nM

mimic negativo (verde).
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Figura 3.23. Estudio de la binucleacién de CM-iPSC. A). Cuantificacion de hiPSC-CM binucleados
de 3 réplicas para la condicion control y 4 para la transfeccion con el mimic-miR520a (ns). B) Imagen
representativa de CM-hiPSCs transfectados con mimic-miR520a. Las flechas blancas indican células

binucleadas, tanto en S/G2/M como en G1. La barra representa 200 um.

Previamente en nuestro laboratorio se realizé un ensayo de AGO-IP en iPSC-CMs para estudiar

los genes target regulados por el miR-520. Para ello, se sobre expresd el miR-520a mediante el
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mimic especifico y luego se co-inmunoprecipitd la proteina Argonauta junto con los mensajeros
gue estan cargados en el complejo RISC (Figura 3.24.A). Al sobreexpresar el miR-520a (que no se
expresa normalmente en cardiomiocitos), la idea es enriquecer la poblacién de RNA mensajeros
gue estarian cargados en RISC con los mensajeros target de dicho microRNA. Posteriormente, se
determind la identidad de los mensajeros mediante la secuenciacién masiva de RNA.

Para el analisis de los datos obtenidos de la secuenciacidn masiva se siguid el pipeline que se
muestra en la Figura 3.24.B. El primer paso fue analizar las lecturas crudas (reads) mediante el
programa FastQC para confirmar la calidad de los datos. Luego, se realizé el mapeo de las reads
contra el genoma de referencia (hg19) utilizando el programa STAR. A continuacién, por medio
del programa RIPSeeker se realizd un "peak calling" que permite dar identidad a las secuencias y
cuantificar las abundancias absolutas y relativas al control (IgG). Se identificaron los mensajeros
gue se unieron diferencialmente a Argonauta al sobreexpresar el miR-520a versus el mimic
control negativo, mediante el uso del paquete DESeq2 de Bioconductor. Se seleccionaron los
genes cuyo log2FoldChange es mayor a 1 y asi obtenemos 2529 genes que se unen
diferencialmente a Argonauta cuando se sobreexpresa el miR-520a, con respecto al control
negativo.

A partir de ésta lista, analizamos los términos de Gene Ontology con el fin de identificar los
procesos bioldgicos en los que participa el miR-520a y que pudieran tener relacién con el efecto
proliferativo visto en los hiPSC-CMs. Mediante el software on-line, Panther (Mi H. y col., 2016) se
analizaron los genes segln los procesos bioldgicos (Figura 3.25). Entre los targets identificados
por Panther encontramos genes relacionados con la proliferacién celular (GO:0008283), como
TGFB2, TBRS, CCNB2, CDK2, DUSP22, AREG, CCNJ, CCNE2. También se procedié a analizar la lista
de genes enriquecidos mediante el programa on-line WebGestalt (WEB-based Gene Set Analysis
Toolkit; Wang J y col., 2017). A partir de un andlisis de Overrepresentation Enrichment Analysis
(ORA) se pudieron observar 224 genes relacionados con proliferacion celular en la categoria
correspondiente a procesos bioldgicos (barras rojas, Figura 3.26). Por otro lado, se procedié al
analisis a partir de la base de datos de KEGG-pathway , donde se identificaron 807 genes en 20
categorias (Figura 3.27), entre las que se encuentran genes relacionados con ciclo celular (Figura
3.28). Los genes que poseen mayor nivel de sobreexpresion relacionado con el ciclo celular son
WEE2, TGFB2, TFDP1, SMC1A, SMAD4, ORC4, MATR3, GATM, FZR1, CDC27, CCNB2, ATMN, ATM
y ANAPC7.d

A su vez, se realizd un analisis complementario in silico por medio del software MiRWalk2.0

(Dweep H y col., 2015) con el fin de evaluar los genes blanco predichos para el miR-520a. Esta
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herramienta, al momento de uso, combina 12 programas predictores de genes blancos de
miRNAs (DIANA-microTy4.0, DIANA-microT-CDS, miRanda-rel2010, mirBridge, miRDB4.0,
miRmap, doRiNA, PicTar2, PITA, RNA22v2, RNAhybrid2.1 y Targetscan .2). Al comparar los targets
predichos bioinformaticamente y los obtenidos por la Ago-IP, observamos que hay 491 genes
gue se vieron enriquecidos en la Ago-IP y que cumplen con los parametros de prediccion de
MiRWalk, es decir, tienen complementariedad con la secuencia semilla del miR-520a, cumplen
con los pardmetros de conservacion y poseen un contexto y un sitio de unién adecuado para el
microRNA (Figura 3.29.A).

Analizando los resultados de MiRWalk separando por la region génica en la que se encuentra la
secuencia complementaria a la semilla del miR-520a-3p observamos que la mayoria
corresponden a la zona 3’UTR, que se conoce como una zona de alta regulacién génica (Figura
3.29.E), luego a la region codificante (Figura 3.29.D), a la zona 5’UTR (Figura 3.29.C) y en menor
medida a la region promotora (Figura 3.29.B). Por ultimo, se realizdé un Gene Ontology para los
491 genes blanco identificados in silico y por la Ago-IP. De esta lista se pudieron mapear 454
genes y 417 de ellos pudieron clasificarse en categorias funcionales seglin procesos bioldgicos
(Figura 3.30) y segln los “Pathways de KEGG” (Figura 3.31). Finalmente, se encontraron genes
involucrados en la transicion de G2/M (13 en GO:0000086 y 14 en GO:0044839). Es importante
aclarar que dada la naturaleza exploratoria del ensayo Ago-IP, es necesario confirmar en un
futuro mediante otras técnicas los genes blanco identificados.

Sin embargo, en un ensayo realizado previamente en el laboratorio con LNA no se habian
observado diferencias significativas en el ciclo celular de iPSC (Figura 3.32). En este experimento
las células fueron tratadas con un inhibidor denominado miRCURY LNA power family inhibitor, el
cual bloguea la accién de 9 microARNs de la familia C19MC, entre ellos el miR-520a, y se estudid
el ciclo celular de las iPSC control o con el LNA por medio de la incorporacion de BrdU y de

7-AAD.
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Figura 3.24. Ensayo de Ago-IP. A) Esquema del protocolo de AGO-IP realizado sobre hiPSC-CMs. B)

Esquema del pipeline utilizado para el andlisis de la secuenciacién a partir de la AgolP
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M cell proliferation (GO:0008283)
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Figura 3.25. Procesos bioldgicos. Grafico de torta donde se muestra la proporcién de genes
diferencialmente cargados en el complejo RISC de iPSC-CM transfectados con el mimic-miR520a,

dentro de los Procesos Bioldgicos identificados segun el programa Panther.
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Figura 3.26. Analisis de enriquecimiento por sobre representacion (ORA, del inglés
Overrepresentation Enrichment Analysis). La altura de las barras representa el nimero de IDs que
se encuentran representados en cada categoria. Las categorias de Proceso Biologico, Componente

Celular y Funcion Molecular estan representados por rojo, azul y verde, respectivamente.
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Figura 3.27. Analisis de KEGG. Términos de Gene Ontology (a partir de ORA) asociados a target del
miR-520a, segun los “Pathways de KEGG”. Las categorias se encuentran representadas en funcién de
la proporcidon de enriquecimiento. El tamafio de los puntos indica la cantidad de genes en cada

categoria y la escala de colores, el pValor.
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Figura 3.28. Expresion de los genes incluidos en la categoria de “Ciclo Celular” del
KEGG-pathway. Las barras representan el log2-FoldChange de los mRNAs cargados diferencialmente
en el complejo RISC entre la condicion de hiPSC-CM transfectados con el mimic-miR-520a con

respecto al transfectado con el mimic-control.
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Figura 3.29. Analisis comparativo con MiRWalk. Comparacién entre los targets predichos in silico
por MiRWalk para el miR-520a-3p y los obtenidos a partir de la Ago-IP. En los diagramas de Venn se
puede observar el nimero de genes blanco del miR-520a identificados mediante el Ago-IP (violeta) y
los genes target predichos con MiRWalk. En (A) se compara el total de los genes target predichos por
MiRWalk, en (B) los predichos para la regiéon promotora, en (C ) la zona 5'UTR, en (D) la regiéon

codificante y en (E) el 3’UTR.
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Figura 3.30. Procesos biolégicos por Gene Ontology para la interseccion del analisis in silico y

el ensayo de AgolP. Procesos bioldgicos a los que pertenecen los genes target del miR-520a

predichos in silico y por la Ago-IP. Las categorias se representan en funcién del enriquecimiento, la

escala de colores indica el pValor y el tamaiio de los puntos la cantidad de genes presentes en cada

categoria.
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Figura 3.31. Analisis de KEGG para la interseccion del analisis in silico y el ensayo de AgolP
Términos de Gene Ontology (a partir de ORA) asociados a target del miR-520a predichos in silico y
por la AgolP, segun los “Pathways de KEGG”. Las categorias se encuentran representadas en funcion

de la proporcién de enriquecimiento. El tamafio de los puntos indica la cantidad de genes en cada

categoria y la escala de colores, el pValor.
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Figura 3.32. Analisis del ciclo celular al bloquear la subfamilia miR-520. A) Anilisis de la
incorporacion de BrdU y el contenido de ADN luego de transfectar las células con el LNA 520 o el LNA
control y determinamos mediante citometria de flujo las células positivas para BrdU con un

anticuerpo anti-BrdU-FITC y el contenido de ADN mediante la tincién con 7-AAD a las 48 hs luego de
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la transfeccidn. Se muestra un dot plot representativo de una de las réplicas. B) Comparacion de las
distintas fases del ciclo celular para 5 réplicas bioldgicas. Resultados extraidos de la tesis doctoral de

Ximena Garate.

3.3.3 Estrategia con Células madre mesenquimales humanas

Como se indicé en la introduccién de esta tesis, las MSC poseen capacidad pro regenerativa.
Algunos estudios previos indican que este efecto se puede dar por accién directa de las células y
otros laboratorios plantean que esta capacidad puede estar mediada por sus EVs. En nuestro
laboratorio se realizé la caracterizacion del contenido de los EVs de las MSC, derivadas tanto de
cordén umbilical humano como de iPSC, y se encontraron proteinas relacionadas con la
regulacién del ciclo celular y la replicacion de ADN. Por lo tanto, se decidié evaluar el efecto
paracrino de las WJ-MSC sobre la capacidad proliferativa de los CM-iPSC. Para ello se cultivaron
WIJ-MSC de entre 9 y 12 pasajes y al llegar a una confluencia del 50% se cambid su medio de
cultivo por RPMI y se mantuvo por 48 hs, de esta forma se prepard el medio condicionado por
WIJ-MSC. Este medio fue agregado a los CM-FUCCI-iPSC a las 24 hs de ser resembrados. Se
tomaron fotografias de microscopia a las 24, 48 y 72 hs (Figura 3.33). Por medio del software de
Imagel se realizd la cuantificacién de los nucleos en cada color. Se consideré que habian
reentrado al ciclo celular aquellos nucleos con fluorescencia en el canal verde. Si bien al ser
resembrados se observa un aumento de la proliferacion de los CM-iPSC, ese efecto va
disminuyendo con el paso del tiempo, llegando a un 5% de nucleos en S/G2/M a las 48 'y 72
horas. Sin embargo, los CM-iPSCs que son cultivados con medio condicionado por WJ-MSC
mantienen sus niveles de activacion del ciclo celular cercano al 20% (Figura 3.34). El porcentaje
de nucleos mVenus positivos de los CM-FUCCI-iPSC fue 5,3 + 2,9% vy 4,8 + 2,8 para la condicidn
control y 22,7 + 2,1% y 23,5 + 4,2% para el medio condicionado a las 48 y 72 hs
respectivamente. A las 24hs del tratamiento se observa gran variabilidad en las cuantificaciones
obtenidas. Por otro lado, se realizé un ensayo con EdU y se evalud su incorporacion ON luego de
72 hs de exposicién al medio condicionado por WJ-MSC (Figura 3.35). Se utilizé el Click-iT EdU
Assay Kit-Alexa 488 (Thermo) y anticuerpo contra CTnT (ab 8295) y secundario Alexa 594
(anti-raton). En las imagenes de la inmunofluorescencia se observa en color rojo tanto la
marcacion de CTnT como mCherry del sistema FUCCI, siendo la primera una marcacion

citoplasmdtica y la segunda nuclear. La cuantificacidn de los nicleos positivos para EdU se
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realizd con el software de Imagel, obteniéndose un porcentaje de nucleos positivos para EdU de
5,14+ 1,72 % para la condicién control y 26,51 + 8,10 % para los CM-iPSC tratados con medio
condicionado de WIJ-MSC (Figura 3.36). Si bien hay dispersién en la cuantificacion del
tratamiento, la diferencia resultd ser significativa (p<0,05). A partir de estas mismas fotografias
se realizé la cuantificacidn de células binucleadas y no se observaron diferencias entre el control
(11,12 + 1,29 %) y el tratamiento con medio condicionado (11,90 £ 2,06 %; Figura 3.37). Esto me
llevaria a pensar que la proliferacién aumentada por la incubacién con el medio condicionado
por WJ-MSC no se traduce en un aumento de la binucleacién de los cardiomiocitos.

A su vez, se desarrollé en el laboratorio una linea celular estable de iPSC con la construccién
H2B-mCerulean. La proteina estructural H2B es una histona presente en los nucleosomas, por lo
tanto nos permite marcar la cromatina. De esta forma podemos ver los distintos estados de la
cromatina, facilitando la visualizacién de células en mitosis. A partir de la linea celular iPSC-H2B
se realizé el protocolo de diferenciacién en monocapa, los CMs fueron replagueados a dia 21y
se los incubd con medio condicionado de WJ-MSC, se tomaron fotografias de fluorescencia y se
contabilizaron los nucleos en mitosis (Figura 3.38). En ambos casos los eventos de mitosis fueron

cercanos al 2%.
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Figura 3.33. Analisis del ciclo celular al bloquear la subfamilia miR-520. A) Imagenes
representativas de microscopia de fluorescencia de FUCCI-iPSC-CM. Las fotografias se tomaron a
las 24, 48 y 72hs luego de haber expuesto los CM al medio condicionado por las WJ-MSC
(MSC-CondM). Barra de escala: 200pm.
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Figura 3.34. Tratamiento con medio condicionado por WIJ-MSC sobre la proliferacion de
CM-iPSC. Porcentaje de nucleos positivos para fluorescencia de mVenus. Se cuantificaron
aproximadamente 500 células por condicion. (n=3). Los resultados se presentan como la media

SEM.

CInT + mCherry DAPI Merge

Figura 3.35. Efecto sobre la proliferacion de CM-iPSC luego de 72hs del tratamiento con medio

control

MSC-CondM 72hs

condicionado por WJ-MSC. Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia de Cardiac
Troponin T (CTnT) y la incorporacién de EdU para CMs-FUCCI-iPSC-CMs. Las células fueron incubadas
con EdU overnight, y fijadas con metanol. Los nucleos fueron marcados con DAPI. Las fotografias se
tomaron 72 hs luego de haber expuesto los CM al medio condicionado por las WJ-MSC (MSC-CondM)

0 a RPMI (control). Barra de escala: 200 um.
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Figura 3.36. Analisis de la proliferacion de CM-iPSC al cultivarlos con medio condicionado por
WIJ-MSC. Cuantificacién de nucleos positivos para EdU (EdU+) para 6 experimentos independientes,

luego de 72 hs de ser cultivados con Medio Condicionado o medio control.
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Figura 3.37. Estudio de la binucleacion de los CM-iPSC por efecto del tratamiento con medio
condicionado de WJ-MSC. Cuantificacion de hiPSC-CM binucleados de 6 réplicas para la condicién

control y para CM-iPSC tratados por 72 hs con medio condicionado por WJ-MSC.
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Figura 3.38. Procesos mitéticos en CM-iPSC. Imagenes representativas de microscopia de
fluorescencia de CM-H2B-iPSC. La marcaciéon de las membranas se realizd con WGA (5uM). Las
fotografias se tomaron 72 hs luego de haber expuesto los CM a RPMI (A) o al medio condicionado

por las WJ-MSC (B). Barra de escala: 200 um.

Con el objetivo de identificar las moléculas que estarian modificando el ciclo celular de los
CM-iPSC se evaludé la proteémica del medio condicionado por las WJ-MSC. El medio fue
sometido a tres series de congelado y descongelado con el fin de facilitar la ruptura de las VEs,
de forma tal de poder identificar el contenido de los EVs y aquellas proteinas que se encuentran
sueltas en el medio. Las muestras provenientes de dos individuos distintos de los cuales se
extrajeron las WJ-MSC, fueron enviadas al servicio de protedmica de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la UBA, los resultados fueron analizados por el drea bajo la curva. Se
evalud una distribucion similar entre las réplicas técnicas y las distintas muestras (Figura 3.39).
Los andlisis posteriores se realizaron con dos muestras técnicas de dos individuos distintos. El
contenido proteico de las muestras se realizé por medio del fluorimetro Qubit (Thermo). Para la
muestra “marl0” se obtuvo una concentracién de 160,7 pg/ml y para la muestra “mar12” 79
ug/ml. Se compard la identidad de las distintas proteinas para las dos muestras, obteniéndose
gue 24 proteinas se encontraban presentes en ambas muestras (Figura 3.40). Posteriormente se
realizé un analisis de ontologia génica, encontrando que estas proteinas se encuentran
principalmente asociadas a respuesta proinflamatorias o a matriz extracelular (Figura 3.41,
Figura 3.42 y Figura 3.43) y que pueden ubicarse en los limenes del proceso de sintesis de
vesiculas extracelulares o bien en la membrana o matriz extracelular. Finalmente, como el

objetivo es identificar aquellas proteinas que pueden ser responsables del aumento de iPSC-CM
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en el ciclo celular se realizd el andlisis de la totalidad de proteinas identificadas. Este andlisis

permitio identificar proteinas relacionadas con la via de Hippo, con Hif-1 y Pi3K-Akt (Figura 3.44).

WJ-MSC-mar10 WJ-MSC-mar12

logNormArea
&
o
logNormArea

7.5

Replicates Replicates

Figura 3.39. Analisis de homogeneidad de las muestras de protedmica. En cada grafico se

observan las distribuciones de las areas para los dos individuos analizados con sus dos réplicas

técnicas.

WJ-MSC-mar10

WJ-MSC-mar12

Figura 3.40. Comparacion entre las proteinas identificadas en las distintas muestras. En el

diagrama de Venn se puede observar el nimero de proteinas identificadas presentes en el medio

condicionado de los dos individuos.
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Figura 3.41. Categorias de los Procesos bioldgicos. Procesos bioldgicos a los que pertenecen las 24
proteinas identificadas en ambas muestras de medio condicionado por WJ-MSC. Las categorias se
representan en funcién del enriquecimiento, la escala de colores indica el FDR y el tamafio de los

puntos la cantidad de proteinas presentes en cada categoria.
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Figura 3.42. Categorias de Funciones Moleculares. Funciones moleculares a las que pertenecen
las 24 proteinas identificadas en ambas muestras de medio condicionado de WJ-MSC. Las
categorias se representan en funcién del enriquecimiento, la escala de colores indica el FDR y el

tamano de los puntos la cantidad de proteinas presentes en cada categoria.
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Figura 3.43. Categorias de compartimentos celulares. Se indican las partes de las células a las que
se encuentran asociadas las 24 proteinas identificadas en ambas muestras. Las categorias se
representan en funcién del enriquecimiento, la escala de colores indica el FDR y el tamafio de los

puntos la cantidad de proteinas presentes en cada categoria.
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Figura 3.44. Vias de KEGG. Términos de Gene Ontology segln el Pathway de KEGG a los que se
encuentran asociados la totalidad de proteinas identificadas en ambas muestras. Las categorias se
representan en funcién del enriquecimiento, la escala de colores indica el FDR y el tamafio de los

puntos la cantidad de proteinas presentes en cada categoria.

3.3.4 Estudio del efecto del resembrado de CM-iPSC humanos

En los ensayos estudiados previamente los CM-iPSC fueron resembrados luego del dia 21 del
protocolo de diferenciacion con el objetivo de facilitar los diferentes analisis y se observé un
aumento de la proliferacién celular. Entonces se decidid6 evaluar este tratamiento
independientemente de los anteriores. Se llevd a cabo el protocolo de diferenciacién cardiaca en
monocapa y se evalué el efecto del resembrado, sobre la proliferacién celular de los CM-iPSC
(Figura 3.45). Por medio de citometria de flujo se evalud la incorporacion de EdU y de IP en
células marcadas positivamente con el anticuerpo contra CTNT (Figura 3.46). Por este andlisis se
determind un aumento de la proliferacién celular 15,23 + 2,85 % a las 24hs de haber
resembrado los CM-iPSC (p<0,05). A su vez este tipo de andlisis permitid detectar células
multinucleadas, en aquellos ensayos con mayor porcentaje de proliferacidn. En los graficos de
puntos de citometria se observan varias réplicas de la forma de herradura y en el gréfico de

densidad de IP hay una serie de picos, cada una de estas réplicas corresponde a células con un
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nuevo evento de division nuclear. También se evalud la incorporacion de EdU por medio de
imagenes de microscopia de fluorescencia (Figura 3.47.A), reflejando un aumento del 18,93 % +
4,93 % en la proliferacion de los CM-iPSC resembrados con respecto a los CM-iPSC de dia 21
(Figura 3.47.B). A su vez, se evalud el porcentaje de CM-iPSC en G1 o0 S/G2/M utilizando la linea
celular FUCCI-iPSC. Se tomaron imagenes de microscopia antes de levantar los CM-iPSC en el dia
21 del protocolo de diferenciacion (7,52 + 1,20 %) y 24 hs luego del resembrado de los mismos
(23,99 + 1,41) y se analizo la fluorescencia de los nucleos celulares (Figura 3.48). Se observé un
aumento de un 16,47 % en S/G2/M, de CM-iPSC resembrados con respecto a los evaluados en el
dia 21 del protocolo de diferenciacion (Figura 3.49). También se cuantificaron las células
positivas para marcacion de CTNT e incorporaciéon de EdU, resultando significativamente
diferente la condicién de cultivo 24hs luego de resembrar los CM-iPSC (p<0,05; Dia 21: 13,77
3,36 vs 24hs post re resembrado: 43,11 * 6,53 %; Figura 3.50). Con el objetivo de evaluar si este
aumento de la proliferacion celular se sostiene en el tiempo se cuantificé la proliferacion celular
por medio de la marcacién con EdU e IP, luego de 7 dias de haber resembrado los CM-iPSC,
observandose una marcada pérdida de la capacidad proliferativa (10,45 + 3.02 %, Figura 3.50).

En el capitulo 1 de esta Tesis se realizo el estudio de la viabilidad celular y la capacidad de los
CM-iPSC de mantener su identidad luego de ser criopreservados (Figura 3.9). El medio de cultivo
utilizado para sembrar los CM-iPSC luego de ser descongelados es igual al medio de cultivo
utilizado para resembrar las células, por lo tanto se decidié comparar estos dos tratamientos. Al
evaluar el ciclo celular de los CM-iPSC descongelados por medio de EdU se pudo ver que
aumenta su capacidad proliferativa luego de ser descongelados y esta caracteristica se va
perdiendo conforme avanzan los dias. Sin embargo, se observa un 11,43% mas de CM-iPSC en
fase S del ciclo celular 24 hs luego del proceso de resiembra, con respecto a las 24 hs luego de
descongelar los CM-iPSC (No se observaron diferencias significativas entre estas condiciones,

Figura 3.50).

: Medio de
Resiembra :
l resiembra
do d21 d22 do d21 d22
L 1 1 [ 1 1
I | I |
Diferenciacion Diferenciacion
cardiaca cardiaca

Figura 3.45. Efecto de re siembra de CM-iPSC. Esquema del protocolo utilizado para la evaluacion

del efecto del resiembra luego de 21 dias del protocolo de diferenciacién cardiaca.
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Figura 3.46. Evaluacidon de la proliferacion de CM-iPSC resembrados A) Grafico de herradura
caracteristico. En el eje de abscisas se representa la marcacién con ioduro de propidio (IP) y en el eje
de ordenadas la marcacién para EdU. En rojo se representa el grafico de densidad para IP. B)
Cuantificacidon del porcentaje de células en la fases S del ciclo celular determinadas por citometria
por medio de la marcacién con IP y EdU luego de CM-iPSC luego de 21 dias del protocolo de
diferenciacion cardiaca en monocapa en situacidn control o luego de ser resembrados. Los resultados

se presentan como la media £ SEM. Se observan diferencias significativas entre los dos tratamientos

(*, p<0,01).
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Figura 3.47. Incorporacion de EdU en CM-iPSC resembradas. A) Imagenes representativas de
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microscopia de fluorescencia de CM-iPSC marcados con Troponina cardiaca T (CTNT) en rojo, DAPI
para marcacion nuclear en azul e incorporacion de EdU nuclear (verde). Las células fueron incubadas
con EdU overnight, y fijadas con metanol. Los nucleos fueron marcados con DAPI. Barra de escala:
200 um. B) Gréfico de cuantificacion de nucleos positivos para EdU, calculados a partir de imagenes
de microscopia de fluorescencia para CM-iPSC(d21) luego de 24hs con medio de resiembra (24hs
CTRL) y 24hs después de resembrado (24hs PR). Los resultados se presentan como la media + SEM.

Se observan diferencias significativas entre los dos tratamientos (*, p<0,01).
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Figura 3.48. Proliferacion celular de CM-iPSC FUCCI. A) Imagenes representativas de microscopia

de fluorescencia de CM-iPSC FUCCI en el dia 21 del protocolo de diferenciacién y luego de 24 hs de re

sembrarlos. Los nucleos mVenus en color cyan (S/G2/M) y mCherry en color magenta (G1). B)

Gréficos representativos de la cuantificacidén por citometria de las células con marcacién mVenus o

mCherry.
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Figura 3.49. Proliferacion de CM-iPSC FUCCI luego de ser resembrados. Grafico de cuantificacion

de nucleos positivos para mVenus, calculados a partir de imagenes de microscopia de fluorescencia

para CM-iPSC (Dia 21) y 24 hs después de resembrado. Se observan diferencias significativas entre

los dos tratamientos (p<0,01, N=12).
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Figura 3.50. Proliferacion de CM-iPSC luego de ser resembrados o criopreservados.
Cuantificacion por citometria de flujo de células positivas para CTNT y para la incorporacién de EdU,
para cuatro experimentos independientes. Las condiciones de “Resembrado 24hs” y “Post

Criopreservado 24hs” resultan significativamente diferentes a los otros tratamientos (p< 0,05).

Luego, se estudid por medio del sistema reportero FUCCI el efecto de multiples pasajes sobre la
capacidad proliferativa de los CM-iPSC (Figura 3.51), a su vez, se evalud el efecto sobre el area
celular (Figura 3.52). Los pasajes se realizaron cada 7 dias, no pudiéndose observar el mismo
aumento de proliferacién celular a las 24hs de realizados. A partir del dia 70, los pasajes son
menos eficientes ya que se observa un aumento de la muerte celular, disminuyendo la eficiencia
en la recuperacion celular. A partir de estos resultados, no se recomienda realizar pasajes de
CM-iPSC con la técnica descripta en esta tesis luego del dia 70. Ademds, no se han podido
realizar pasajes posteriores al dia 120 de cultivo, ya que las células no logran adherirse al plato
de cultivo. Se estudiaron los cambios morfolégicos de los CM-iPSC en los distintos pasajes. Se
observé un aumento en el area celular, aumento que no se pudo contrastar con una situacion
control sin pasaje, ya que en este caso las células se mantienen en una monocapa mas
compacta. Con los multiples pasajes también se observé multinucleacidon celular, llegando a
encontrar células con 2 o 4 nucleos. A su vez, la inmunofluorescencia realizada en el pasaje 4

(dia 64) y en el pasaje 7 (dia 120), revelé un aumento en la organizacién de CTNT (Figura 3.53).
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Figura 3.51. Proliferacion de CM-iPSC FUCCI luego de varios pasajes. Porcentaje de células

positivas para mVenus, cuantificado por medio de imdgenes de microscopia, para distintos pasajes

de CM-iPSC (n=3).
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Figura 3.52. Area celular de CM-iPSC FUCCI luego de varios pasajes. Cuantificacion del area

celular luego de sucesivos pasajes de CM-iPSC (n=3).
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Figura 3.53. Caracteristicas morfologicas de los CM-iPSC luego de varios pasajes.
Inmunomarcacion representativa de troponina cardiaca T (CTNT) en CM-FUCCI-iPSC luego del cuarto y séptimo

pasaje. Los nlcleos se marcaron con DAPI. Barra de escala: 200 um.

Con el fin de estudiar cudles son las vias efectoras del aumento del ciclo celular en los
cardiomiocitos replaqueados, se evaludé la expresidon del ARNm, por RT-gPCR (n=3), de genes
caracteristicos de cardiomiocitos (ctnt y tnni3) y los factores de transcripcion gata4, meisl y
tbx20 (Figura 3.54). También se cuantificé la expresion de genes del ciclo celular (ciclina D1,
ciclina D2 y ciclina E1, p21, p15, p27; Figura 3.55). Estos resultados no presentaron diferencias
significativas entre los CM-iPSC de dia 21 y los replagueados, por lo cual se procedié a la

realizacion de una secuenciacion masiva de ARN.
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Figura 3.54. Cuantificacion por RT-qPCR genes caracteristicos de cardiomiocitos. Se realizo el

analisis de la cantidad inicial de ARNm, normalizando a RPL7 y HPRT1, y relativizando a dia 21.
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Figura 3.55. Cuantificacidn por RT-qPCR genes del ciclo celular. Se realizo el analisis de la cantidad

inicial de ARNm, normalizando a RPL7 y HPRT1, y relativizando a dia 21 (n=3).

Mediante secuenciacién masiva de los ARNm se analizo el transcriptoma de CM-iPSC en el dia 21
del protocolo de reprogramacion (Control) y CM-iPSC luego de 24hs de resembrados (Replated).
Para evaluar la eficiencia de los protocolos se cuantificd el porcentaje de células CTNT positivas
por medio de citometria, para “Mn60” se obtuvo un 95,9%, mientras que para “Mn61” un
93,8%. Por otro lado, la cuantificacién de nucleos mVenus para “Mn 60” resultd 11,4 % para el
dia 21 y 30,8% para el replaqueado, mientras que para “Mn61” fue de 15,6% y 29,3% para
respectivos tratamientos. También se evalué que la cuantificacion por RT-qPCR de estas
muestras se distribuya como en la cuantificacion realizada previamente. Se enviaron muestras
de ARN total, por triplicado de tres ensayos independientes al servicio de Macrogen para
secuenciar en la plataforma “/flumina NovaSeq6000”, y se realizé una secuenciacién de 100pb de
extremos pareados, utilizando la libreria Illumina TruSeq con deplecién de ARN ribosomal

utilizando “Ribo-Zero Gold”. Sin embargo 3 de las muestras enviadas no pasaron el control de
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calidad, ya sea por calidad o por cantidad (Figura 3.56), y se decidié continuar el analisis de las
muestras 3, 4 y 5, a modo de analisis exploratorio (Figura 3.57).

El analisis de la calidad de los datos crudos de secuenciacidn se realizé mediante el programa de
uso libre FastQC v0.11.5 antes y después de eliminar los adaptadores (utilizando el programa
Cutadapt), controlando posibles duplicaciones y artefactos generados por PCR en la preparacion
de las librerias (Andrews, 2010). Por medio del programa Bowtie2 se eliminan posibles
contaminantes, como por ejemplo ARN ribosomal. Luego las secuencias (Reads) obtenidas, sin
los adaptadores, son evaluadas en el largo, teniendo que ser homogéneas, son alineadas con el
genoma de referencia (GRCh38) utilizando el programa STAR 2.7.3a y se cuantificd la abundancia
mediante el programa HTSeq. Finalmente, se determiné la expresion diferencial entre los dos
tratamientos mediante el paquete de R DESeq2. Se obtuvieron 60.688 observaciones en las tres
muestras analizadas. Se realiza una filtracion de los genes de conteo bajo con el fin de disminuir
el ruido, luego se evaltan los veces de cambio, log2, atribuibles a una variable determinada
sobre la media de recuentos normalizados para todas las muestras en el DataSet (Figura 3.58.A).
Se obtienen 827 genes diferencialmente expresados con un padj < 0.1y 550 genes si se utiliza un
padj<0.05. Como control de calidad del mapeo se evaltan las estimaciones de dispersion (Figura
3.58.B). Este analisis permite ver las estimaciones finales reducidas de las estimaciones
genéticas hacia las estimaciones ajustadas. Algunas estimaciones genéticas se marcan como
valores atipicos y no se reducen hacia el valor ajustado.

Se evalud la identidad de las muestras por grupos en funcidn de la expresion de los genes por
medio de una matriz de distancia, pudiendo observarse que las muestras d21 control se
encuentran mas cerca que la muestra correspondiente al tratamiento de resiembra,

independientemente del experimento (Figura 3.59).
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Cone. Final Total X
# Sample Name (ng/ul) Vlﬁ'l;;l]e Al(l:logl;nt RIN rRNA Ratio Result™
1 1-Mn56-C 25.29 19 0.481 9.5 25 Fail |Quantity
2 2-Mn56-R 24.904 20 0.498 5 1 Fail |RIN, Quantity
3 3-Mn60-C 194.182 19 3.689 8.9 22 Pass
4 4-Mn60-R 111.489 19 2.118 9.7 24 Pass
5 5-Mn61-C 164.16 23 3.776 8.9 23 Pass
6 6-Mn61-R 0.929 18 0.017 0.1 0.1 Fail |RIN, rRNA ratio, Quantity

Figura 3.56. Andlisis de calidad de las muestras enviadas. Tabla de los resultados de

concentracion, integridad del ARN (RIN, del inglés RNA integrity number) y de la pureza (rRNA ratio),

obtenidos en el analisis de calidad de las muestras enviadas al servicio de secuenciacion.

Sample ID Total read bases (bp) Total reads GC (%) AT (%)
3-Mn60-C 16.286.517.216 161.252.616 50,73 49,27
4-Mn60-R 15.603.250.428 154.487.628 50,72 49,28
5-Mn61-C 16.584.616.322 164.204.122 51,99 48,01

Figura 3.57. Resultados de RNA-Seq obtenido para las tres muestras seleccionadas. Tabla de los

datos crudos enviados por el servicio de secuenciacion. “Total read bases”= nimero total de bases

secuenciadas. Las muestras Mn60-C y Mn61-C corresponden a los CM-iPSC control y Mn60-R a los

CM-iPSC resembrados.
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Figura 3.58. Evaluacidon de calidad por el andlisis de DESeq2. A) Grafico de plotMA que muestra

las veces de cambio (log2) de una variable dada sobre la media de recuentos normalizados para

todos los datos. Los puntos de color violeta indican p valor ajustado < 0,1. B) Grafico de las

estimaciones de dispersion.

86



60
Contraol 50
40

30

20

Contral
I 10
0

Replated

Figura 3.59. Heatmap de distancia. En el heatmap esta representada la varianza que existe en la
expresion de los mARNs entre los dos tratamientos y su réplica biolégica. Una mayor intensidad de

color se corresponde con menor variabilidad entre las muestras.

A partir del andlisis de expresion diferencial entre los tratamientos, pudimos identificar los
mRNAs que aumentan y los que disminuyen sus niveles de expresiéon. En el Volcano plot se
muestran los nombres de los mMARNs que presentaron la mayor diferencia en sus niveles de
expresioén (Figura 3.60).

Continuando con el objetivo de identificar mecanismos que pudieran estar relacionados con el
aumento de proliferacién observado experimentalmente, se evaluaron los genes
diferencialmente expresados por GeneOntology, para Procesos Bioldgicos (Figura 3.61),
Funciones moleculares (Figura 3.62) y Componentes celulares (Figura 3.63). Por otro lado se
estudiaron los pathways de KEGG involucrados (Figura 3.64 y Figura 3.65). A partir de estos
resultados, se seleccionaron los vias de sefalizacidn que podrian estar involucradas en la
proliferacion diferencial de los CM-iPSC, entonces se decidié profundizar en los genes
involucrados en el via de sefializacion “hsa04510: Focal Adhesion” (Figura 3.66), “hsa04151:
Pi3k-Akt” (Figura 3.67), via de sefializacion de “hsa04390: Hippo” (Figura 3.68) y los genes del
“hsa04110: Ciclo celular” (Figura 3.69).
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Figura 3.60. Andlisis diferencial de la expresidon de los mARNSs. En el volcano plot se muestra el
analisis diferencial de los niveles de expresion de los mARNs al comparar los CM-iPSC de dia 21
respecto a los CM-iPSC luego de 24hs de resembrados. En azul estan representados los mARNs que
aumentan y disminuyen sus niveles de expresién, que presentaron un log2 de las veces de cambio

mayor a 2 y un p-valor <0,05.

88



extracellular structure organization
muscle system process 1

extracellular matrix organization

_ _ muscle contraction
regulation of ion transmembrane transport
ameboidal-type cell migration

_ divalent metal ion transport |
divalent inorganic cation transport -
muscle cell differentiation 1

calcium ion transport 1

regulation of blood circulation T
response to oxygen levels
maintenance of location

response to acid chemical

response to decreased oxygen levels
regulation of metal ion transport 1
heart contraction

heart process 1

response to metal ion

regulation of cytosolic calcium ion concentration
response to hypoxia 1

positive regulation of ion transport |
regulation of heart contraction
striated muscle cell differentiation
regulation of muscle system process 1
muscle cell development 1

multicellular organismal signaling 1

_ cardiac conduction

regulation of muscle contraction
striated muscle cell development |
striated muscle contraction

actin filament-based movement ]
regulation of lipid localization 1
actin-mediated cell contraction
positive regulation of lipid localization 1
myafibril assembly

regulation of fibroblast proliferation
fibroblast proliferation 1

sarcomere organization

positive regulation of fibroblast proliferation

&
]
&
&
@
e
®
0.03 0.05 0.07
GeneRatio

Count

$® =
® =

@ «
@ -

p.adjust

1e-05

2e-05

Figura 3.61. Procesos Bioldgicos. Anilisis de Gene Ontology de los genes diferencialmente

expresados entre los CM-iPSc de dia 21 y los CM-iPSC re sembrados. En el grafico estan

representados los primeros 40 términos de GO de Procesos Bioldgicos. El tamafio del dot

corresponde al nimero de genes relacionados con cada término GO, el color a el p-valor y en el eje x

el GeneRatio hace referencia a el niUmero de genes observados sobre los esperados.

89



cell adhesion molecule binding -
actin binding

metal ion transmembrane transporier activi

ion channel activity |

cation channel activity 1

actin filament binding 1

integrin pinding 1

. calmodulin bip m%-

extracellular matrix structural constituent 1
voltage-gated 1on channel activity 1
voltage-gated channel activity |
voltage-gated Cation channel activity T

calcium channel activity

n channel bindint%'

0
metalfoenc]opepndase acivi

extracellular matrix binding 1
collagen bindin ] ®

; fibronectin binding { ®

transforming growth factor beta binding 1

voltage-gated calcium channel activi

002 004 006 008

GeneRatio

50

p.adjust

0.001

0.002

0.003

0.004

Figura 3.62. Funciones moleculares. Andlisis de Gene Ontology de los genes diferencialmente

expresados entre los CM-iPSc de dia 21 y los CM-iPSC re sembrados. En el grafico estdn

representados los primeros 20 términos de GO de Funciones moleculares. El tamafo del punto

corresponde al numero de genes relacionados con cada término GO, el color a el p-valor y en el eje x

el GeneRatio hace referencia a el niUmero de genes observados sobre los esperados.
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Figura 3.63. Componentes celulares. Analisis de Gene Ontology de los genes diferencialmente

expresados entre los CM-iPSc de dia 21 y los CM-iPSC re sembrados. En el grafico estdn

representados los primeros 20 términos de GO de Componentes celulares. El tamano del punto

corresponde al numero de genes relacionados con cada término GO, el color a el p-valor y en el eje x

el GeneRatio hace referencia a el nimero de genes observados sobre los esperados.
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Figura 3.64. Vias de senalizacion de KEGG. Anilisis de las vias de sefalizaciéon de Kegg de los genes

diferencialmente expresados entre los CM-iPSc de dia 21 y los CM-iPSC re sembrados. En grafico

estan representados los primeros 20 pathways. El tamafio del punto corresponde al numero de

genes presentes en cada pathway, el color a el p-valor ajustado y en el eje x el GeneRatio hace

referencia a el nUmero de genes observados sobre los esperados.
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Figura 3.65. Expresion diferencial para las vias de sefializacién de KEGG. Grafico Volcano plot
donde se visualizan los Pathways de Kegg segln las veces de cambio (log2) entre los CM-iPSc de dia
21 y los CM-iPSC re sembrados. El color del punto corresponde al nimero de genes presentes en

cada pathway.
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Figura 3.66. Adhesiones focales. Heatmap de niveles de expresidon de los mRNAs en los CM-iPSC de

dia 21 y los CM-iPSC resembrados, para la via de sefalizacién de Kegg de “Adhesiones focales”. En
rojo estan representados los niveles de expresién altos y en verde los bajos. Los datos fueron
estandarizados entre 1 y -1. Las muestras Mn60-C y Mn61-C corresponden a los CM-iPSC control y

Mn60-R a los CM-iPSC resembrados.

93



Pi3K-Akt Pathway
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Figura 3.67. Via de Pi3K-Akt. Heatmap de niveles de expresion de los mRNAs en los CM-iPSC de dia

21 y los CM-iPSC resembrados, para la via de sefializacién de Kegg de “Pi3K-Akt”. En rojo estan
representados los niveles de expresidn altos y en verde los bajos. Los datos fueron estandarizados
entre 1 y -1. Las muestras Mn60-C y Mn61-C corresponden a los CM-iPSC control y Mn60-R a los
CM-iPSC resembrados.
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Figura 3.68. Via de Hippo. Heatmap de niveles de expresion de los mRNAs en los CM-iPSC de dia 21
y los CM-iPSC resembrados, para la via de sefializacion de Kegg de “Hippo”. En rojo estdn
representados los niveles de expresién altos y en verde los bajos. Los datos fueron estandarizados
entre 1 y -1. Las muestras Mn60-C y Mn61-C corresponden a los CM-iPSC control y Mn60-R a los
CM-iPSC resembrados.
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Figura 3.69. Ciclo celular. Heatmap de niveles de expresién de los mRNAs en los CM-iPSC de dia 21

y los CM-iPSC resembrados, para la via de sefializacion de Kegg de “Ciclo celular”. En rojo estan
representados los niveles de expresidon altos y en verde los bajos. Los datos fueron estandarizados
entre 1 y -1. Las muestras Mn60-C y Mn61-C corresponden a los CM-iPSC control y Mn60-R a los
CM-iPSC resembrados.
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Figura 3.70. Analisis de relaciones entre los genes de “Ciclo celular”. Representacion grafica de
las interacciones entre las proteinas relacionadas con el ciclo celular diferencialmente expresadas
entre los dos tratamientos. Se utilizd el programa String-db (www.string-db.org; Szklarczyk y col.,
2017). Los colores de los nodos representan los 4 clusters identificados por kmeans. Las conexiones
predichas experimentalmente se encuentran en violeta, de bases de datos curadas en celeste, por

genes de cercania en verde, por coexpresidn en negro y en verde claro por andlisis de textos.

3.3.5 Conclusiéon y comparacion entre los distintos métodos

En este ultimo capitulo se llevaron a cabo tres estrategias que por bibliografia podrian haber
modificado el ciclo celular y la capacidad proliferativa de los CM-iPSC: primero, el tratamiento
conjunto con FGFa y el inhibidor de p38, SB203580, segundo, la incubacién con el mimic del
mir-520a, y tercero, el cultivo con medio condicionado por WJ-MSC. Mas alld de los resultados
obtenidos en esas tres estrategias, se identificd que al levantar los CM-iPSC del plato de cultivo y
volver a sembrarlos se produce un aumento de la proliferacién celular.

Particularmente, al incubar los CM-iPSC con SB203580 y FGFa, en las dos concentraciones
utilizadas, no se observé un aumento significado de la poblaciéon de CM-iPSC en S/G2/M. Sélo se
observaron diferencias significativas (p<0.05) en la comparacion del control (6,77 + 0,39) con el
tratamiento con 100 ng/ml FGFa (11,53 + 0,48), a las 48 hs. En este ensayo se habia decidido
evaluar el reingreso al ciclo celular, aplicando los distintos tratamientos cuando la mayoria de las

células se encontraban sin ciclar, ya que la bibliografia hablaba de reingreso al ciclo celular, pero
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también se podria evaluar el mantenimiento de la proliferacion de los CM-iPSC tratdndolos luego
de ser re sembrados. Se propone a futuro evaluar los efectos de un tratamiento pulsado con
SB203580 y/o FGFa y también evaluar los efectos sobre la apoptosis celular.

Por otro lado, se observd un aumento significativo de nucleos de CM-iPSC en S/G2/M que
fueron sometidos al tratamiento con mimic-miR520a. A las 48 hs se observd un aumento del
11,2 % respecto del tratamiento con mimic-ctrl, en el mantenimiento de la proliferacion de los
CM-iPSC que incrementaron su division celular luego de ser resembrados. El estudio de la
binucleacién de los CM-iPSC permite inferir que que las células completan la divisidn celular ya
gue no se observaron diferencias significativas entre el tratamiento y el control, para corroborar
esto seria pertinente realizar el estudio de las proteinas involucradas en las citocinesis. El estudio
de los genes targets reveld que el efecto puede estar mediado por la accién sobre TBRS, CCNB2,
CDK2, DUSP22, AREG, CCNJ o CCNE2.

También se evalud el efecto paracrino de las WJ-MSC sobre el ciclo celular de los CM-iPSC,
observandose aumento en la proliferacion o bien mantenimiento de la misma sin incrementar la
binucleacién celular. Con el objetivo de poder identificar las proteinas efectoras se estudid la
protedmica del medio condicionado por WIJ-MSC, y se identificaron proteinas relacionadas con la
via de Hippo, con Hif-1 y Pi3K-Akt.

En la Ultima parte de este capitulo se trabajé sobre los efectos del resembrado de los CM-iPSCy
la criopreservacion de los mismos. Dado que los CM-iPSC aumentan su proliferacién al
levantarlos de la placa de cultivo y volver a sembrarlos se decidié estudiar los ARNm
diferencialmente expresados en esta situacidon con respecto a aquellas células del protocolo de
diferenciacion cardiaca que no son sometidas al resembrado. De aqui surge que podrian estar
involucradas en el aumento de la proliferacién celular, proteinas involucradas en la adhesion

celular, o en las vias de Pi3k-Akt o Hippo.
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DISCUSION
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4. Discusion

La principal causa de muerte en el mundo es la cardiopatia isquémica, responsable del 16% del
total de muertes mundiales, y la segunda el infarto. Entre 2000 y 2019, las muertes por
cardiopatia isquémica han aumentado en mas de 1,2 millones, el mayor aumento entre las
principales causas de muerte en el mundo (OMS, s.f.). La principal limitacidn para progresar en la
comprension de las enfermedades cardiovasculares y en el desarrollo de terapias radica en la
dificultad de aislar cardiomiocitos para su estudio. Sin embargo, una posibilidad para obtener
células cardiacas humanas proviene de la diferenciacién a partir de células madre. De hecho,
este campo de estudio sigue en auge, principalmente luego de haber recibido el Premio Nobel
de Fisiologia y Medicina en el aiio 2012, el investigador Shinya Yamanaka. Es por ello que resulta
necesario el desarrollo de un protocolo de diferenciacion cardiaca a partir de iPSC, generando un
CM que pueda ser mantenido y amplificado en cultivo. Los CM-iPSC humanos han demostrado
ser una herramienta util en el modelado de enfermedades humanas, el descubrimiento de
farmacos, la biologia del desarrollo y la medicina regenerativa. Sin embargo, los cardiomiocitos
de los mamiferos adultos poseen limitada capacidad proliferativa y esta fisiologia se reproduce
en los CM-iPSC humanos. Los cardiomiocitos de los mamiferos salen del ciclo celular poco
después del nacimiento, donde se someten a una ronda final de sintesis de ADN, se binuclean y
se diferencian terminalmente. Por otro lado, algunos organismos, como el pez cebra adulto y los
ratones recién nacidos, tienen la capacidad de regenerar tejido cardiaco después de una lesién.
La capacidad de regeneracion cardiaca es un fendmeno fascinante que varia entre especies y
etapas de desarrollo. Los resultados presentados abordan la complejidad de este proceso,
centrandose en CM-iPSC. A partir de la revisiéon exhaustiva de la literatura y los experimentos
realizados, se evidencia una serie de hallazgos significativos en relacién con la proliferacion
celular, la expresion de genes clave y la viabilidad de los CM-iPSC. A continuacidn, se discuten los
principales resultados y se plantean posibles interpretaciones y direcciones futuras para la
investigacion.

En funcion de estos intereses se han desarrollado algunos protocolos de diferenciacién cardiaca

a partir de células madre, como se han descripto en la introduccién de esta tesis. Las estrategias
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mas reproducibles y eficientes involucran etapas especificas de activacidon e inhibicion de
diferentes vias de sefializacidon en condiciones de cultivo definidas, recapitulando los pasos clave
en el desarrollo cardiaco en el embrién temprano. De los protocolos estudiados en esta tesis,
resultdé mas eficiente y con menor costo econémico y de esfuerzo humano el derivado de Liany
col. (2012.B) con el agregado del paso de purificacion por seleccion metabdlica y luego por un
paso extra de re sembrado. También comprobamos que se podia amplificar el cultivo por medio
de la técnica de resiembra, pero solo hasta el dia 120 con el protocolo planteado en la tesis. Los
CM-iPSC, conforme avanzaban los dias adquirian una morfologia mas madura, manteniendo su
actividad contractil, esta en estudio la evaluacion de esa maduracidn respecto a una posible
hipertrofia celular, ya que en algunos casos los CM-iPSC no sélo crecian en tamafio sino también
en el nimero de nucleos, llegando a tener células con 6 nucleos. En el desarrollo del corazén de
mamiferos, los CMs crecen en nimero y luego en tamafio, aumentando también el contenido de
ADN por multinucleacién. Aunque la hipertrofia cardiaca frecuentemente se asocia con la
poliploidia, no esta claro si se trata de una causa o consecuencia del crecimiento hipertrofico.
Resulta interesante desarrollar métodos para aumentar la proliferacién de los CM-iPSC en una
etapa temprana de los protocolos de diferenciacidn y luego mejorar su maduracién, para sortear
las limitaciones actuales en el campo de la investigacion de la medicina regenerativa. Por eso, la
hipétesis de esta tesis radica en que es posible incrementar el nimero de células cardiacas que
pueden ser obtenidas en cultivo a partir de iPSC si se manipula la salida del ciclo celular.

Para poner a prueba esta hipdtesis se propone el estudio de diferentes estrategias moduladoras
del ciclo celular en CM-iPSC humanas. Se estudié el efecto producido por el tratamiento
con: FGFa, SB203580 (inhibidor de p38), miR520a y medio condicionado por
células mesenquimales (MSC). Ademas se evalud la posibilidad de criopreservar y mantener una
linea de CM-iPSC durante multiples pasajes.

La actividad de la proteina p38 MAP quinasa es uno de los mecanismos importantes usados por
los cardiomiocitos de mamiferos para controlar la proliferacidn, ya que se ha demostrado que la
regula la expresidon de genes requeridos para la mitosis de los cardiomiocitos, su actividad se
correlaciona indirectamente con el crecimiento cardiaco durante el desarrollo y su
sobreexpresién bloquea la proliferacion de cardiomiocitos fetales. A su vez, la inhibicién de p38
promueve la citocinesis de cardiomiocitos adultos en cultivo. Ensayos in vitro sugieren que para
evidenciar el efecto de la inhibicién de p38, es necesario realizar una estimulacién con FGFa. Por
lo tanto, estudios previos han demostrado que p38 es un regulador negativo clave de la

proliferacién de cardiomiocitos postmitéticos. Al igual que en esta tesis, las concentraciones
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utilizadas para ver estos efectos fueron de 10 uM de SB203580 y de 50 ng/ml de FGFa. Al evaluar
estos efectos en modelos in vivo, los resultados obtenidos de incremento de la poblacién de
cardiomiocitos que reparan la injuria cardiaca, podrian deberse al aumento de la proliferacién de
las células madre residentes del corazdn, o bien al reclutamiento de células periféricas (Engel y
col., 2006). El receptor de FGF, FGFR-1, interactua con el receptor de TNF, Fn14 reactivando la
reentrada del ciclo celular de CM. Estos datos son los que llevaron a plantear como hipdtesis de
esta tesis, que era posible reingresar los CM-iPSC al ciclo celular por medio del tratamiento con
FGFa y SB203580. Para ello los CM-iPSC fueron cultivados hasta valores casi nulos de
proliferacién y luego tratados con dos concentraciones distintas del inhibidor de SB203580 y/o
FGFa. Sin embargo, solo se obtuvieron diferencias significativas en la proliferacién de los
CM-iPSC estudiado con la linea FUCCI, al tratar las células con 100 ng/ml FGFa. Evaluando la
bibliografia, se propone a futuro realizar pulsos de inhibiciéon de p38 y evaluar la actividad de
esta proteina.

La otra técnica que se evalud se aprovecha de la caracteristica de los microRNAs de poder
regular multiples genes blanco. Los miRNAs regulan la expresiébn  génica
post-transcripcionalmente, por apareamiento de bases y es probable que puedan unirse a
multiples genes de una misma via reforzando su accion. Particularmente, la alteracién de la
expresién de los miRNAs estd asociada a varias cardiopatias. También, se ha demostrado que
algunos miRNAs inhiben la proliferacién cardiaca (como el miR-199 y miR133) y otros la
promueven (como el miR-590-3p y miR-199a-3p). En el trabajo de Diez-Cufiado (2018) se han
identificado 96 miRNAs sintéticos que pueden promover la sintesis de ADN vy la citocinesis de
CM-iPSCs, de los cuales, 84 inducen la translocacién nuclear de YAP, y 67 de ellos requieren de
YAP para promover la proliferacién de los CMs. De este trabajo surge la hipétesis de probar
especificamente el mir-520a como un posible promotor de la proliferacién de los CM-iPSC
obtenidos en el laboratorio. El ensayo se realizé sobre CM-iPSC que ya se encontraba con un
nivel inicial de proliferacién debido a la accién del replagueo, y sobre esto se obtuvo un aumento
significativo de reingreso al ciclo celular con el tratamiento con el mimic del miR520a, a las 48
hs. Y al no observar diferencias significativas en la binucleacién de los CM-iPSC entre el
tratamiento y el control, se puede inferir que las células completan la divisidn celular, aunque
para corroborar esto se podria realizar el estudio de las proteinas involucradas en las citocinesis,
o bien un seguimiento por timelapse de las mitosis. Para poder identificar posibles mecanismos
de accion del miR-520a, se estudiaron los resultados de la secuenciacion de la AgolP realizada en

CM-iPSC y se encontré que es un regulador directo de genes que codifican para proteinas del
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ciclo celular, como CCNB2 y CDK2 que estdn involucradas en la transicidon de la fase G2 a la
mitosis, 0 WEE2 que regula el ciclo celular al inhibir la actividad de las quinasas dependientes de
ciclina CDK1 y CDK2, lo que contribuye a la progresion adecuada a través de la fase G2 del ciclo
celular. También regula a TGF32 que participa la transicion de las fases G1 a S actuando como un
inhibidor del ciclo celular. La proteina efectora final de la via de Hippo es YAP, un coactivador de
la transcripcion, que co-activa con TEAD (TEA domain transcription factor proteins) la expresion
de reguladores del ciclo celular y otros genes como AREG (amphiregulin) que a su vez es
regulada por mir-520a, aumentando la proliferacion celular y disminuyendo la apoptosis. Para
comprobar el efecto del mir-520a sobre estas vias se propone evaluar la actividad de las distintas
proteinas que se marcaron como targets del mir-520a y que estan intimamente relacionadas con
el ciclo celular. Hay que tener en cuenta, también que una limitacidn de los ensayos de AgolP y
sobreexpresion es que los miARN o siARN transfectados pueden distorsionar el perfil de miARN
enddgenos cargados en RISC.

El estudio de las MSCs ha generado un creciente interés en el campo de la regeneracion tisular y
la medicina regenerativa. A pesar de no poseer la pluripotencia de las CME o las iPSC, presentan
propiedades Unicas que las hacen atractivas para aplicaciones clinicas, por su capacidad para
diferenciarse hacia adipocitos, condrocitos u osteocitos, junto con su facultad de
auto-renovacién (Pittenger y col., 1999; Dominici y col., 2006). Una de las propiedades mas
atractivas de las MSCs es su capacidad para modular la respuesta inmunitaria y su baja
propensién al rechazo por el sistema inmunolégico del receptor. Este fendmeno se atribuye a la
capacidad de las MSCs para secretar factores y citoquinas que estimulan la reparacion tisular y
modulan la inflamaciéon (Caplan y Dennis, 2006). Entre estos factores, se encuentran la
Angiogenina, Endothelina-1, FGF2, FGF7, LIF, SCF, MIF, PGF, PDGF, PTN, TGF-B y TNF-a, que
desempefian un papel crucial en la reparacién del tejido cardiaco (Gnecchiy col., 2008).

El papel de las EVs secretadas por las MSCs también se destaca, ya que estas vesiculas pueden
contener moléculas bioactivas, como lipidos, mRNA, miRNAs y proteinas, que desencadenan
efectos paracrinos y pueden influir en el ciclo celular y la muerte celular de los cardiomiocitos (Ju
y col., 2018). A pesar de la promisoria capacidad regenerativa de las MSCs, la respuesta es
variable en diferentes contextos experimentales. Algunos estudios sugieren que las MSCs
pueden estimular la reparacién cardiaca a través de interacciones directas y la donacién de
mitocondrias (Cselenyak y col., 2010; Acquistapace y col., 2011). Sin embargo, la aplicacién de
medio condicionado de MSCs de médula 6sea en un modelo de infarto agudo de miocardio en

ratas no mostré un efecto protector significativo en términos de tamano de la herida (Gnecchi y
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col., 2005). En este trabajo se evalud el efecto del secretoma de las WJ-MSCs en el ciclo celular
de CM-iPSC. Los resultados sugieren que el medio condicionado por WJ-MSC mantiene Ia
activacion del ciclo celular de los CM-iPSC, mientras que los CM-iPSC cultivados sin el medio
condicionado experimentan una disminucidn en la proliferacion con el tiempo. Este efecto
podria estar mediado por proteinas presentes en los EVs de WJ-MSC, ya que cuando se realizo el
estudio proteédmico en comparacién con los EVs de iPSC-MSC, se encontraron enriquecidas en
proteinas relacionadas con la regulacién del ciclo celular y la replicacién de ADN (La Greca y col.,
2018). Los resultados obtenidos en esta tesis respaldan la idea de que las WJ-MSCs, a través de
su secretoma, pueden estimular la proliferacion de los cardiomiocitos. La identificacion de
proteinas relacionadas con la via de Hippo, Hif-1 y Pi3K-Akt en el analisis proteémico del medio
condicionado por WJ-MSC proporciona pistas sobre los posibles mecanismos moleculares
involucrados en la modulacién del ciclo celular de los cardiomiocitos. Otro estudio del secretoma
de las CME-MSC detecté proteinas involucradas en las vias de biologia cardiovascular, Jak-STAT,
MAPK, Toll-like receptor, TGF y mTOR (Sze y col., 2007). En trabajos previos de andlisis del
secretoma también se han identificado los factores, VEGF, HGF, IGF-1, SDF1a, TGF- y TSG-6.
Estos mediadores estimulan la angiogénesis, inhiben la apoptosis o modulan las vias
inflamatorias (Sadat y col., 2007). Estas vias son conocidas por su participacién en la regulaciéon
del crecimiento celular y la respuesta a la hipoxia. Hay un gran abanico de posibles efectores de
la respuesta de los CM-iPSC, por lo cual, la propuesta de esta tesis es realizar un RNAseq que nos
permita identificar efectivamente el accionar del medio condicionado de las WJ-MSC sobre los
CM-iPSC, de manera tal de poder ir refinando la busqueda sobre la explicacién del mecanismo
utilizado. En conclusion, este estudio proporciona evidencia de que las WJ-MSC pueden influir
en el ciclo celular y la proliferacién de los CM-iPSC por medio de su secretoma. La identificacion
de las moléculas involucradas abre nuevas perspectivas para comprender los mecanismos
subyacentes y optimizar el uso de las MSCs y sus derivados en aplicaciones terapéuticas para la
regeneracion cardiaca. Sin embargo, se necesita mas investigacidn para explorar completamente
la complejidad de estas interacciones y garantizar la eficacia clinica de estas terapias. A futuro
también se podria evaluar el preacondicionamiento de las MSC ya que se ha observado que
puede favorecer la secrecién de factores en la direccion deseada (Ranganath y col., 2012). Por
otro lado, las terapias con medio condicionado por MSC, en vez de las propias células podria
permitirnos evitar algunos de los factores limitantes asociados con la terapia celular, como la

incompatibilidad inmune, tumorigenicidad, costos y tiempo de espera para la expansidn ex vivo.
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Por ultimo, se estudio el efecto sobre el ciclo celular de los CM-iPSC luego de criopreservar y
resembrar las células. Fue posible congelar en nitrégeno liquido los CM-iPSC, descongelarlos y
mantenerlos en cultivo. Se podria evaluar a futuro el efecto de multiples eventos de
criopreservacion, lo cual no fue evaluado en esta tesis. Tanto al resembrar los CM-iPSC por haber
sido criopreservados, o bien por haberlos levantado del plato de cultivo recientemente, se
observa un aumento en la proliferacién celular, ya sea evaluada por la linea reportera FUCCI o
por la incorporacién de EdU. Este efecto también fue observado por Tohyama y col. (2012) al
disgregar EBs de un protocolo de diferenciaciéon cardiaca luego de ser sometidos a un proceso de
seleccion metabdlica por lactato. Sin embargo este incremento en de Ki67 o incorporaciéon de
EdU los autores no lo adjudicaron al proceso de disgregacion y siembra sino a la seleccién
metabdlica.

Cuando analizamos la proliferacién celular durante el protocolo de diferenciacion cardiaca, se
observa una ventana critica de proliferacién en CM-iPSC, alcanzando su pico a los 21 dias de
diferenciacion y disminuyendo significativamente a los 30 dias. El resembrado a los 21 dias
induce una revitalizacion temporal, aumentando la proliferacion celular. Sin embargo, esta
capacidad disminuye progresivamente después de 7 dias. La capacidad de proliferacidon parece
estar ligada al estado temprano de diferenciacién, sugiriendo una ventana temporal especifica
para la expansién eficiente de CM-iPSC. El resembrado ofrece una estrategia para estimular la
proliferaciéon, pero es eficaz sélo a corto plazo, ya que a partir del dia 70 los pasajes son menos
eficientes y se observa aumento de muerte celular, lo cual plantea preguntas sobre la estabilidad
a largo plazo de la proliferacién inducida. Se evaluaron algunos genes asociados con el ciclo
celular, como ciclinas y reguladores celulares, sin encontrar diferencias significativas entre los
CM-iPSC resembrados y los de 21 dias, por lo que se propone el estudio exploratorio de posibles
genes involucrados en este proceso. También se plantea la hipdtesis de que la regulacion puede
estar dada por modificaciones post-transcripcionales, para lo cual seria pertinente evaluar la
actividad proteica.

Con el fin de estudiar cudles son las vias efectoras del aumento del ciclo celular en
los cardiomiocitos resembrados, se evalud la expresion del ARNm por medio de RNA-seq. El
anadlisis de estos datos revela una serie de genes diferencialmente expresados entre CM-iPSC
resembrados y aquellos de 21 dias, destacando genes relacionados con la via de PI3K-Akt y la via
de Hippo. Como parte de la via de Hippo, la proteina YAP/TAZ coactivada con TEAD puede inducir
la expresion de AuroraB, CCNB1, CDC20, CDC25b, CDC2, favoreciendo la proliferacidon de los
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cardiomiocitos (Zhou y col., 2015), también puede ejercer su efecto por accion sobre B-catenina,
la cual activa la ciclina D, favoreciendo el pasaje de G1 a S (Hashmi y Ahmad, 2019).

Por otro lado, la via de PI3K-Akt promueve el ciclo celular y la apoptosis. Los estudios han
demostrado que la expresién constitutiva de Akt puede prolongar la vida media de la ciclina D, lo
gue resulta en una regulacion positiva del ciclo celular, mientras que la inhibicién de PI3K acelera
la degradacién de la ciclina D1 (Parekh y col., 2010). La expresion de p27, un regulador negativo
del ciclo celular también se ve disminuido por PI3K-AKT, facilitando la progresion de la fase G2/M
(Hashmiy Ahmad, 2019).

La secuenciacidn masiva proporciona una vision integral de los cambios genéticos subyacentes,
ofreciendo posibles objetivos moleculares para la regulacién de la proliferacion.

Entre los mRNAs relacionados al ciclo celular que se encontraron sobreexpresados con respecto
al control del dia 21 se encuentran TGF2, CDKN2B, CDC6, CCNE2, CHEK1. En el analisis de
RT-gPCR se habia evaluado la expresiéon de la ciclina E1, sin obtener diferencias significativas
entre los tratamientos, pero con el RNA-seq se obtuvo mayor expresion de la ciclina E2 en los
CM-iPSC replaqueados respecto del control. Por otro lado, también se encontré aumentada la
expresion de CDKN2B y TGFB en los CM-iPSC replaqueados, siendo la primera inductora de la
expresion de la segunda, la cual actta favoreciendo la proliferacién celular.

La capacidad de regeneracion de CM-iPSC es un fendmeno complejo y dinamico, con multiples
factores que influyen en la proliferacién y estabilidad a largo plazo. Estos resultados no solo
amplian nuestra comprension de la biologia de los cardiomiocitos, sino que también establecen
bases sélidas para futuras investigaciones que podrian mejorar las aplicaciones terapéuticasy la

ingenieria de tejidos cardiacos.
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5. Materiales y métodos

5.1 Lineas celulares

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron las lineas de células madres embrionarias (CMEh)
adquiridas del instituto WiCell de la Universidad de Wisconsin, WAQ9 (H9; Thomson y col. 1998)
y H9-hTnnT2-pGZ-D2 (Figura 5.1; Wrighton y col. 2014)). También se utilizé la linea de células
madre pluripotentes inducidas humanas (iPSC, del inglés induced pluripotent stem cell) que ha
sido creada en el laboratorio a partir de fibroblastos humanos (FN2.1; Questa y col. 2016), y una
linea de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF, del inglés murine embryonic fibroblast). Las
lineas de células madre fueron mantenidas en estado indiferenciado mediante dos tipos de
cultivo: en placa sobre MEF irradiada o sobre Vitronectina o Geltrex, libre de derivados animales.
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Figura 5.1: Construccion lentiviral que posee la linea celular H9-hTnnT2-pGZ-D2. El plasmido
contiene el promotor especifico del gen de troponina T cardiaca humana (TNNT2) dirigiendo la
expresion de copGFP y de la resistencia a zeocina (cTnTpGZ).

5.2 Co-cultivo de CMEh sobre MEFi

Para el co-cultivo, las MEF deben ser irradiadas con el objetivo de inactivar la mitosis sin afectar
su viabilidad. La irradiacion se realiza con 40-80 Gy por la empresa CEBIRSA S.A. (Centro de
Irradiacién, Fitz Roy 2455, Ciudad de Buenos Aires, Argentina). Las MEF se cultivan en DMEM

108


https://paperpile.com/c/vopts7/NDdsY
https://paperpile.com/c/vopts7/VNLKZ
https://paperpile.com/c/vopts7/mTWMq

(del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco) con 10% v/v suero fetal bovino (SFB),
renovandose el medio cada 3 dias, en incubadora a 372 C y atmésfera al 5% CO.,.

Las CMEh se mantienen indiferenciadas sobre una capa de MEFi. En estas condiciones el medio
de cultivo que se utiliza es HES y se renueva cada 24 hs. Este medio estd compuesto por
DMEM/F12 (Gibco), suplementado con 20% KSR (del inglés, Knock Out Serum Replacement;
Gibco), 2 mM aminoacidos no esenciales, 2mM L-glutamina, 55mM [-Mercaptoetanol y 4 ng/ml
bFGF (Invitrogen).

Los pasajes de las colonias de CMEh sobre MEFi se realizan con un tratamiento enzimatico. Para
ello, se lava la placa con PBS, se incuban durante 40 minutos con una solucion 1 mg/ml de
Colagenasa tipo IV (Gibco), se inactiva la enzima diluyéndola en medio HES, se centrifuga por 5

minutos a 200 g, se elimina el sobrenadante y se las vuelve a sembrar con medio HES fresco.

5.3 Cultivo de células embrionarias e iPSC libre de derivados animales

En el laboratorio las lineas celulares embrionarias o las iPSC se cultivan en placas de multiwell
(Corning o Cellstar-Greiner-Bio-One) utilizando un sustrato de vitronectina (VTN-N, Gibco) o de
Geltrex (Gibco). Como medio de cultivo generalmente se utiliza E8 Flex (Gibco), y cuando el
ensayo lo requiere se utiliza StemFlex (Gibco) o mTeSR (StemCells). Estos son medios definidos
comerciales especialmente desarrollados para el cultivo de células embrionarias o iPSC. Los
pasajes de las células se realizan cada 3 o 4 dias, ya que este es el tiempo maximo en que los
sustratos son capaces de mantener los cultivos celulares indiferenciados. Las células se levantan
de la placa de cultivo con Tryple Select 1X (Gibco) o con Versene (Gibco), en ambos casos se
incuba por 5 minutos. Cuando se utiliza Tryple Select la incubacién se realiza a 372C y luego se
diluye la enzima con PBS, se centrifuga durante 5 minutos a 200 g, se elimina el sobrenadante y
se agrega medio nuevo. Por otro lado, luego de la incubacidon con Versene a temperatura
ambiente, se descarta el reactivo y se resuspenden las células con medio fresco. El medio es
suplementado con Y-27632 (inhibidor de Rock) 10 uM durante las primeras 24 horas (Tocris). La

renovacion de medio se realiza diariamente o luego de 48hs.

5.4 Cultivo de células madre mesenquimales derivadas de cordon
umbilical humano

Para el cultivo de las células madres mesenquimales derivadas de cordén umbilical humano,
WIJ-MSC, se utilizd medio alfa-MEM (Gibco) suplementado con 10% de lisado de plaquetas y 2

mM L-glutamina, a 37°Cy con 5% de CO2. Generalmente se las cultiva en botellas de cultivo, T75
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(JetBiofill). El lisado de plaquetas fue obtenido a partir de plaguetas ya no viables para
transfusién donadas por el Servicio de Hemoterapia de la Fundacién Fleni a nuestro laboratorio.
Para prepararlo las bolsas de plaquetas sufrieron al menos dos congelamientos a -80°C durante
24 hs cada uno. Luego se juntaron aproximadamente 10 bolsas correspondientes a al menos 5
individuos diferentes en condiciones estériles y se incubaron durante 1 hora a 37 °C junto con
una solucién de CaCl, 10 mM para depletar al lisado de fibrindgeno. Con este paso se evité la
gelatinizacion del medio de cultivo y la acumulacidon excesiva de debris. Después de la
incubacién se formd un codgulo denso que es desarmado con una espatula, y se centrifugd
durante 45 minutos a 3000 g a 18°C. El sobrenadante se retird y se conservd a -20°C para su
posterior uso.

Los pasajes celulares se realizaron con Tripsina (Gibco) incubando por 5 minutos a 37°C y se
inactivo la enzima con igual volumen de DMEM (Gibco) suplementado con 10% SFB (Natocor).
Luego, se centrifugaron durante 5 minutos a 300 g. El medio de cultivo fue renovado cada 48
horas.

Para la preparacién del medio condicionado por WIJ-MSC se dejo crecer el cultivo hasta un
60-70% de confluencia, se lavd la placa con PBS y luego se agregé RPMI-1640 (Gibco) durante 48
hs, ese medio se recolectd y se utilizé en el dia. Este mismo medio es utilizado para el andlisis
protedmico. Con el objetivo de evaluar las proteinas que también estan incluidas dentro de las
vesiculas extracelulares, se someten las muestras a un proceso de congelado a -20°C y

descongelado, por tres veces.

5.5 Criopreservacion celular

Para criopreservar las iPSC o lineas embrionarias, primero se las desprende de la matriz de
cultivo como se indico previamente. Las células son criopreservadas con 70% medio, 20% v/v
SFB y 10% v/v DMSO. Este ultimo reactivo se agrega gota a gota y agitando, minimizando el
estrés que genera a las células. Luego, el criovial se coloca en un Mr Frosty a -80°C y al dia
siguiente el vial es guardado en nitrégeno liquido.

Para descongelar las células madre, se triplica el volumen del vial con medio, se centrifuga a 200
g por 5 minutos y el pellet se resuspende en medio fresco con 10 uM Y-27632. Por otro lado, el
pellet de CM-iPSC se resuspende en Medio de Replaqueo (90% RPMI 1640, 10% KSR, B27 1x con
insulinay 10 uM Y-27632).
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5.6 Protocolo de diferenciacion cardiaca utilizando “PSC
Cardiomyocyte Differentiation Kit” de Gibco

Para este método de diferenciacidon cardiaca se utilizd el protocolo indicado por el fabricante. En
el mismo se indica que la eficiencia varia en funcién de la linea celular y que se debe poner a
punto la concentracién inicial ya que el rango de trabajo abarca desde una confluencia de 30% a
90% (actualizaciones recientes en el protocolo publicado por el fabricante indican una
confluencia 6ptima de trabajo entre 35% y 60%). Brevemente se parte de iPSC o hESC en Medio
E8 (Gibco) sobre geltrex de manera tal de llegar luego de tres dias a la confluencia deseada. El
dia 1 se cambia el medio E8 por el “Medio A”, el dia 3 por el “Medio B” y el dia 5 por el “Medio

de mantenimiento” en los volUmenes habituales de cultivo.

5.7 Protocolo de diferenciacién cardiaca a partir de formacion de
cuerpos embrioides

Para el desarrollo de este protocolo se parte desde hESC o iPSC sobre MEFi. Las colonias de
células madre se levantan de la matriz nutricia utilizando TrypLE Select 1x (Gibco) durante 5
minutos a 372C. Para finalizar la reaccion se realiza una dilucion en PBS, obteniendo una
suspension unicelular que se somete a centrifugacion a 200 g por 5 minutos. El sobrenadante se
descarta y se resuspende en 1 ml de mTeSR (Stem Cells) con 10 uM Y-27632 y BMP-4 10 ng/ml.
Se toma una alicuota para evaluar viabilidad y cuantificar la concentracién celular. En placa de 96
pocillos con fondo cénico, se siembran 25.000 células por pocillo, se centrifugan por 7 min a
1300 rpm y se incuban ON a 37°C y 5% de CO2. A las 24 horas, se retiran de a uno los cuerpos
con pipeta de 1000 pl y se los paso a placa no adherente. En este momento el medio es
cambiado por StemPro-34 suplementado con 10 ng/ml de BMP4, 5 ng/ml bFGF y 3 ng/ml
Activina A. Al cuarto dia los cuerpos se pasan a adherencia. Para ello, se tratan con gelatina 0,1%
(Sigma) placas de cultivo adherentes y se cultivan las células con el medio anterior mas 5uM de
IWR-1. A partir del dia 5, las células se mantienen con StemPro34 suplementado con 5ng/ml
VEGF, 10 ng/ml bFGF y 5 uM IWR-1. A partir del 8 dia se pueden observar estructuras

contractiles y luego del dia 15 se mantiene el cultivo en DMEM con 2% SFB.

5.8 Protocolo de diferenciacién cardiaca en monocapa

Para la realizacién de este protocolo se utilizé una adaptacion del publicado por Lian y col.

(2012.B). Se parte de un cultivo sano de iPSC humanas cultivadas sobre Geltrex con E8flex. Para
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comenzar con el protocolo, las células se levantan con TrypLE 1x (Gibco). Se plaquean 220.000
células por well de placa de mw24, con 10 uM de inhibidor de ROCK (Y-27632) y 1ml de mTeSR.
Luego de 3 dias el cultivo llega a un 100% de confluencia y las células se encuentran muy
compactadas. En el dia 0 se cambia el medio por 1 ml de RPMI 1640 (Gibco) con 20 ul B27 sin
insulina (Invitrogen) y CHIR 9-12 uM (Tocris). Para determinar la concentracion de CHIR éptima
para cada linea se realizé una curva de concentracién evaluando la eficiencia en el protocolo de
diferenciacion cardiaca. A las 24 hs se retira el CHIR, pudiendo observar aumento de muerte
celular. En el dia 3 se descarta la mitad del medio y se agrega el mismo volumen de RPMI 1640
con B27 sin insulina (Gibco) mas 5 uM de IWP-2 (Inhibidor de la via de Wnt). Luego de 24hs se
retira el IWP-2, y al séptimo dia se reemplaza el B27 por su versién con insulina. El medio se
renueva cada 48 hs. Luego se puede realizar una seleccidén para obtener mayor pureza de
cardiomiocitos. Para ello se utiliza un medio enriquecido con lactato; aprovechando que los
cardiomiocitos tienen la capacidad de metabolizar lactato, mientras que otras células que se
pueden desarrollar mediante el proceso de diferenciacidn cardiaca sélo poseen la capacidad de
metabolizar glucosa (Burridge y col., 2014). Para ello se cultivan las células durante 6 dias con
RPMI 1640 sin glucosa, 0,5 mg/ml BSA, 213 ug/ml acido ascérbico, 7mM lactato, renovando el
medio cada 48 hs. De aqui en adelante las células pueden mantenerse con RPMI B27 con
insulina o con DMEM con glucosa mas 2% SFB y realizando el cambio de medio cada dos o tres

dias.

5.9 Criopreservacion de CM-iPSC

Para la criopreservacion de los CM-iPSC se procede a levantar las células de la placa de cultivo
con TrypLE 10x por 5 minutos a 37°C. Se diluye con DMEM + 10% SFB. Por otro lado, las células
cardiacas derivadas a partir del protocolo de formacién de cuerpos embrioides se levantan de la
placa de cultivo con TrypLE 10x, incubando por 15 minutos a 37°C, agitando cada 5 minutos y
diluyendo la reacciéon con DMEM + 50% SFB. Se centrifugan las células por 5 minutos a 200 gy el
pellet resultante se resuspende en SFB con 10%DMSO y 10 uM de Y-27632. El criovial se coloca
en un Mr.Frosty con isopropanol y se guarda a -80°C por 24 hs, luego se pasa a un tanque de
nitrégeno liquido.

Para descongelar las células, se coloca el criovial en un bano térmico a 37°C, retirdndolo cuando
aun queda una porcion congelada. Gota a gota se van diluyendo las células en RPMI 1640, luego
se centrifuga a 200 g por 5 minutos y el pellet se resuspende en “Medio de pasaje de CM-iPSC”.

Este medio se prepara con 90% RPMI 1640 con glucosa + 10% KSR + B27 con insulina 1x + 10 uM
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Y-27632. Las células son plaqueadas en superficies previamente tratadas con Geltrex 1x por 1 hs

a37°C.

5.10 Protocolo de pasaje de CM-iPSC

Los CM-iPSC se levantan de la placa de cultivo como se indicd en el item previo. Se realiza el
tratamiento de los wells a utilizar con Geltrex 1x por una hora a 37°C. Los CM-iPSC se
resuspenden y siembran con el “Medio de pasaje de CM-iPSC”. A las 24 hs se realiza el cambio
de medio por RPMI 1640 con glucosa mas B27 con insulina. Las células pueden mantenerse en
cultivo en este ultimo medio o bien en DMEM con glucosa mas 2% SFB.

Cuando se realizan pasajes posteriores al dia 28 del protocolo de diferenciacidén es necesario
pasar a 7 minutos de incubacion con TrypLE 10x ya que estas células producen gran cantidad de
matriz extracelular, lo que da lugar a agregados celulares. Esto mismo dificulta la disgregacién
celular para contabilizarlas o pasarlas por citometria de flujo. Si se quiere lograr la
unicelularizacién, probablemente se pierda eficiencia en la cantidad final de cardiomiocitos ya

gue se deben pasar las células por un filtro de 70 um.

5.11 Extraccion de ADN gendmico

Para la extraccion de ADN gendmico se utilizan aproximadamente 2x10° células en suspension.
Se lavan con PBS y se las resuspende en 100 ul de buffer de lisis (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM
KCl, 2 mM MgClI2, 0.001% gelatina, 0.5% NP-40, 0.5% Tween-20). La muestra puede conservarse
durante una semana en este buffer. Al momento de procesar la muestra, se agrega 1 ul de
proteinasa K (10 g/ml, Thermo Fisher), se incuba a 65°C durante 1 hora, en agitacidn. Luego, se
precipita con 600 ul de isopropanol 100% durante 30 min a -20°C. Se centrifuga a 12.000 g
durante 15 min a 4°C, se descarta el sobrenadante y el pellet de ADN se lava con etanol 70%, se

lo deja secar y se resuspende en 30 pl de agua milliQ, incubando a 65°C durante 1 h.

5.12 Evaluacion de contaminacion por Mycoplasma

Regularmente se realiza la evaluacion de presencia de bacterias del género Mycoplasma sobre
los cultivos celulares. Para ello, se toman células en suspension, se extrae el ADN gendmico y se
realiza una PCR a tiempo final, y luego se corren las muestras amplificadas en un gel de agarosa
2%. Para la reaccién de PCR a punto final se utilizan primers que amplifican una zona del

genoma conservada en varias especies del género Mycoplasma que amplifican una secuencia de
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500 pb. Los primers empleados son 5’-ACACCATGGGAGYTGGTAAT-3’ (sentido) vy
5’-CTTCWTCGACTTYCAGACCCAAGGCAT-3’ (anti-sentido). Como control positivo se utiliza una
muestra de ADN gendmico conteniendo Mycoplasma. La reaccidon de PCR se realizd en un
volumen final de 25 pl. Se colocaron los siguientes componentes por tubo de PCR: 2,5 ul de
Buffer 10x de PCR (Tris-HC 200 mM[pH 8.4], KCl 500mM), 1 pl de MgCl2 50mM, 0,5 pl de una
mezcla de los 4 deoxinucleétidos trifosfato (dNTPs) 10 mM (dATP, dGTP, dCTP y dTTP)
(Invitrogen), 2,5 ul de primer sentido 5uM, 2,5 ul de primer antisentido 5uM, 0,2 ul de la ADN
polimerasa TagPol 200U (Thermo Fisher Scientific) y 200 ng de ADN, y completando el volumen a
25 ul con agua libre de DNasas. Para la reaccidn se utiliza el siguiente programa: 5 min a 94°C, 35

ciclos de 30 seg a 94°C + 30 seg a 55°C + 40 seg a 72°C, y finalmente 5 min a 72°C.

5.13 Extracciéon de ARN

Para la extraccién de ARN total, las células son resuspendidas en Trizol (Thermo) siguiendo el
protocolo indicado por el fabricante. Las células son lavadas con PBS y se colocan en el volumen
Optimo de Trizol segln indicacién del fabricante, en funcién del nimero de células recolectadas.
Si se tratase de cardiomiocitos es necesario mezclar varias veces con la pipeta con el objetivo de
disgregar la matriz extracelular. Las muestras pueden ser procesadas inmediatamente o se las
puede guardar a -80°C. Para procesar las muestras se agrega al Trizol, cloroformo y se agita por
inversion durante 15 segundos, se incuba de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente y se
centrifuga a 12000 g por 15 minutos a 4°C. Aqui se forman 3 fases, quedando el ARN disuelto en
la fase acuosa incolora. En este paso se agrega GlycoBlue (Invitrogen) como coprecipitante que
facilita la visualizacidon y por consiguiente la purificacién del ARN. Se adiciona isopropanol para
precipitar el ARN en la fase acuosa, incubando la muestra por minutos a temperatura ambiente y
se centrifuga nuevamente a 12000 g por 10 minutos a 4°C. De aqui nos quedamos con el pellet,
el cual se lava con alcohol 70%, se mezcla con vortex y luego se centrifuga a 7500 g por 5
minutos a 4°C. Finalmente el pellet resultante se resuspende en agua libre de ARNasa vy se

incuba por 10 minutos a 60°C. El ARN puede conservarse a -80°C.

5.14 Retrotranscripcion

Para pasar el ARN obtenido en el paso previo, a ADNc, se utiliza una enzima retrotranscriptasa.
Antes de hacer la reaccidn de retrotranscripcion en si, es necesario hacerle a la muestra de ARN
un tratamiento con una enzima DNAse | RNAse free (Invitrogen) que degrade el ADN que pueda

haber quedado como contaminante y para que no interfiera en los andlisis posteriores. Como
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primer paso se trasvasa a otro tubo el volumen de ARN que contenga 1 ug, se agrega buffer 10x
con MgCl, y se lleva a 8 ul con agua libre de nucleasas. Luego se coloca 1 ul del buffer de la
enzima, 1 ul de enzima (1U/ul) y se incuba durante 30 minutos a 37°C. Pasado el tiempo de
incubacidn se agrega a la mezcla 1 ul de EDTA (acido etilendiaminotetraacético, 50 mM) que
previene la degradacion del ARN cuando se incube la muestra a 65°C durante 10 minutos. Esta
ultima incubacién es para inactivar la enzima DNAsa y evitar que degrade la muestra cuando se
haga la retrotranscripciéon y para desarmar posibles estructuras secundarias que se hayan
formado en el ARN y desnaturalizarlo. Luego, se preparan 200 ng de random primers
(Invitrogen), 1 ul de dNTPs (10 uM, Invitrogen), 1 ug de RNA y agua milig filtrada hasta
completar un volumen final de 15 pl. Esta mezcla se incuba por 5 minutos a 65°C y se realiza un
shock de temperatura incubando 1 minuto en hielo para romper las estructuras secundarias y
terciarias del ARN. Luego se agregan 4 ul de buffer 5x (con DTT que viene junto con la enzima) y
1ul de la enzima transcriptasa reversa MMLV (Promega). Si bien los primers son disefiados con
un intréon de por medio, se puede agregar a modo de control una reaccién sin enzima para
evaluar si los resultados de la reacciéon de amplificacion puede estar contaminada con ADN
gendmico. Para la reaccion de retrotranscripcion se utiliza el ciclo de 5 min a 25°C, 60 min a 37°C
y 15 min a 70°C, en la termocicladora (Aplied Biosystems, Veriti 96 well Thermal Cycler). El ADNc

se almacena a -20°C.

5.15 Protocolo para RT-qPCR

Los pares de oligonucledtidos especificos (primers) utilizados en este trabajo para analizar la
expresion de los genes estudiados se disefian en el portal BLAST de NCBI con la aplicacién
primer-BLAST. Para evitar la amplificacion espuria de posible ADN gendmico contaminante en las
muestras, cada miembro del par sentido y antisentido hibrida en un exén diferente del gen en
estudio. Los primers fueron sintetizados en el servicio de la empresa Genbiotech o Macrogen.
Las secuencias de los oligonucledtidos que se utilizd se indican en la Tabla 2. Las reacciones se
realizaron en un volumen final de 12 pl. Se colocaron los siguientes reactivos por tubo de PCR: 6
ul de SYBR-Green master mix (Roche); 0,72 ul de primer sentido (5 uM); 0,72 ul de primer
antisentido (5 uM); 2,56 pl de agua miliQ filtrada y 2 pl de ADNc. Se utilizé el termociclador Step
One Plus (Applied Biosystems). Cada muestra a analizar fue determinada por duplicado. En todos
los casos el programa utilizado fue el siguiente:

Desnaturalizacidn inicial y activacidn de la polimerasa:

1.2 min a 50°C.
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2. 10 minutos a 95°C.
Ciclos de apareamiento y extension (x40):

3. 15 segundos a 95°C.

4. 1 minuto a 60°C.
Melting Curve:

5. 15 segundos a 95°C.

6. 1 minuto a 60°C

7. 15 segundos a 95°C (Con una rampa de 0,3°C entre el paso 6y 7)
La lectura de la fluorescencia fue realizada al finalizar el paso 4 de cada ciclo. Para cada uno de
los ADNc analizados se realizaron curvas de temperatura de apareamiento para verificar la
presencia de un Unico producto de amplificacion. Esto fue confirmado al sembrar los productos
de la reaccion en geles de agarosa (2%) tefiidos con bromuro de etidio, evidenciando una Unica
banda. El analisis de los resultados se realizo utilizando el programa de uso libre LinReg (Ruijter y
col., 2009), a partir del cual se obtuvieron las eficiencias de la reaccién de PCR para cada par de
primers y luego se calcularon los niveles tedricos iniciales de ADNc (NO) para cada condicidn. Se
evaluaron dos genes housekeeping, RPL7 y HPRT1, los cuales fueron utilizados para normalizar
los niveles de expresion de los genes estudiados. Todos los experimentos fueron realizados con

al menos tres réplicas bioldgicas.
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Nombre del gen Primer Sentido Primer Antisentido

RPL7 AATGGCGAGGATGGCAAG TGACGAAGGCGAAGAAGC
HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
CTNT ATGATGCATTTTGGGGGTTA CAGCACCTTCCTCCTCTCAG
GATA4 ACACCCCAATCTCGTAGATATGTT ACAGATAGTGACCCGTCCCA
TBX20 AACCCCAAATCGAGGGTCAG CCGATGGTGTCAGAGGCATT
MEIS1 TAGCTCACGTTGCTGGAGAC GTCGTACCTTTGCGCCATC
P27 GGCTAACTCTGAGGACAC TTCTTCTGTTCTGTTGGCC

P21 AGGTGGACCTGGAGACTCTCAG TCCTCTTGGAGAAGATCAGCCG
P15 CGTGGGAAAGAAGGGAAG CCCCAGACGCGCAGC
CICLINA D2 TTGTTCCCGAGCGATAGATG ACCAGAAGCGAAGAGTAACC
CICLINA E1 GCAGGATCCAGATGAAGAAATG TATTGTCCCAAGGCTGGCTC
CDK10 GAAGAAGGTGCGGATGGACAAG TCCTTCAGCTCCACGATGTTCG
CICLINA D1 GATCAAGTGTGACCCGGACT TCCTCCTCCTCTTCCTCCTC

Tabla 2: Secuencias de los primers utilizados en la PCR cuantitativa en sentido 5’-3’

5.16 Ensayo de proliferacion con el kit Click-iT EJU por citometria de
flujo

El analisis del estado replicativo fue realizado mediante citometria de flujo utilizando el sistema
Click-iT® EdU Flow Cytometry Kit (Thermo Fisher Scientific). Para ello, se realizaron pulsos con el
analogo de nucledtido 5-Etinil-2’-deoxiuridina (EdU) a una concentracion de 10 uM durante 30
minutos en condiciones normales de cultivo. En el caso de los ensayos realizados con CM-iPSC la
incubacién con EdU se realizd ON, debido a la baja capacidad proliferativa de estas células.

Las células se disociaron con TrypLE, para lograr suspensiones unicelulares, luego se las fijé con
Click-iT fixative por 15 minutos a temperatura ambiente protegiéndo la luz. Se realizaron tres
lavados con 1% BSA en PBS, luego se permeabilizdé con 100 pl de Click-iT saponin based
permeabilization incubando por 15 minutos. Para la reacciéon de fluorescencia se incubd en
oscuridad a temperatura ambiente por 30 minutos con la mezcla de reaccién puesta a punto en
el laboratorio (86,75 ul PBS, 4 pl CuSQ,, 1,25 ul Alexa 647 o Alexa 488, 20 ul Buffer). Luego se

realizd un lavado con la solucién Click-iT saponin y dos lavados mas con 1% glucosa en PBS. Las
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células se resuspendieron en una solucion de 20 mg/ml de RNAsa A, se incubd por 30 minutos
en oscuridad a 37°Cy por ultimo se agregé el ioduro de propidio.

Cuando se realizé la marcacién con anticuerpos conjunto al ensayo de proliferacion, se agregd
luego de la mezcla con el fluordéforo, el anticuerpo primario incubandolo por una hora y media a
temperatura ambiente, se realizaron tres lavados con PBS/BSA y se incubd con el anticuerpo

secundario por una hora.

5.17 Citometria de flujo

Para disgregar los cuerpos embrioides del protocolo de diferenciacidn cardiaca se incubaron ON
con colagenasa tipo IV 1 mg/ml , se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos y luego se
incubaron por 10 minutos con TrypLE 1x. Posteriormente las células se resuspenden en medio
suplementado con 50% de suero fetal bovino y DNAsa 300U/ul y se disgregaron mecanicamente
utilizando un filtro de 100nm. Por otro lado, para la disgregacién de las células madre en el
estado de pluripotencia fue suficiente incubando durante 5 minutos con TrypLE 1x, mientras que
para la disgregacion de los CM-iPSC cultivados en monocapa se utilizé TrypLE 10x.

Para la deteccion de Cardiotroponina (CTNT), las células fueron fijadas en 300 ul de PFA 4 % e
incubadas durante 20 minutos. Luego de 2 lavados con PBS/BSA se permeabilizé utilizando la
solucidn 0,1% PBS-Triton X-100. Se agregd anticuerpo primario anti-CTNT (Abcam, catalogo:
ab8295) dilucidn 1/200 y se incubd por una hora a temperatura ambiente. Para el control de
isotipo se utilizo IgG normal de ratén como anticuerpo primario. Las células luego fueron lavadas
e incubadas con los correspondientes anticuerpos secundarios: Alexa fluor 488 anti-ratén IgG
(H+L) (Life Technologies). Las muestras fueron incubadas a TA durante una hora en oscuridad.
Luego se realizaron dos lavados agregando 1ml de PBS en cada tubo, centrifugando a 300 x g,
aspirando completamente el sobrenadante y resuspendiendo las células en 500 pl de PBS.

Las mediciones se realizaron en el citémetro BD Accuri c6 y los resultados fueron analizados con
el software Flowlo X o Bd Accuri software.

Cuando se realizé marcacién conjunta con IP, Alexa 488 y Alexa 647 se debié compensar los
valores de fluorescencia teniendo en cuenta las superposiciones de los espectros de emisién de
los fluoréforos utilizados y los filtros del equipo, para ello se siguieron los pasos indicados en el

manual del equipo, pasando en forma independiente cada fluoréforo.
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5.18 Inmunofluorescencia

Las tinciones de inmunofluorescencia se realizaron utilizando anticuerpos primarios especificos y
anticuerpos secundarios conjugados con un fluoréforo. Preferentemente las células fueron
plagueadas sobre cubreobjetos de vidrio previamente lavados con jabdn neutro, enjuagados con
abundante agua miliQ y esterilizados directamente en fuego. Sin embargo para protocolos de
diferenciacidon, las tinciones se realizaron sobre placas de cultivo ya que alli es donde se
mantienen adheridas las células. En ambos casos las superficies fueron tratadas con Geltrex 1x
durante 1 hora a 37°C. Las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 20
minutos a temperatura ambiente, permeabilizadas con 0,1% PBS-Triton X-100 y bloqueadas con
3% suero normal de vaca en PBS. Se incubaron con anticuerpos primarios a 4°C ON en cdmara
himeda y luego se realizaron 3 lavados de 5 minutos con 0,1% PBS-BSA. Los anticuerpos
secundarios son incubados durante 1 hora y media a TA, en los ultimos 10 minutos se agrega
DAPI (200 ng/ml). Las muestras se lavan tres veces durante 5 minutos con 0,1% PBS-BSA. Los
anticuerpos primarios y secundarios utilizados en este trabajo se detallan en la tabla 3. Las
fotografias de microscopia se toman se utilizando una camara digital Nikon DXN1200F acoplada
al microscopio invertido de fluorescencia con ldmpara de mercurio (Nikon Eclipse TE2000-S) y
controlada por el software EclipseNet version 1.20.0 Build 61 o con el microscopio de

fluorescencia Evos FL (Life Technologies). Las imagenes son procesadas utilizando el software

FlJI-Imagel.
Anticuerpo primario Especie-tipo Marca Catdlogo
a-CTNT Ratén-monoclonal Abcam ab8295
a-HA Conejo-policlonal Abcam ab9110
Anticuerpo secundario Especie-fluoréforo Marca Catalogo
a-1gG de ratdn Cabra-Alexa 488 Invitrogen A-21429
a-1gG de conejo Burro-Alexa 488 Invitrogen A-31572
a-1gG de ratén Cabra-Alexa 594 Invitrogen A-11032

Tabla 3: Anticuerpos primarios y secundarios que se utilizaron para ensayos de citometria y
microscopia en esta tesis.
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5.19 Ensayo de proliferacion con el kit Click-iT EdU por
inmunofluorescencia

Para este ensayo se utilizd Click-iT® EdU Imaging Kit (Thermo Fisher Scientific). Al igual que en la
deteccién por citometria, se realizaron pulsos con 10 uM EdU durante 30 minutos en
condiciones normales de cultivo, u ON para CM-iPSC.

Las células se fijaron con Click-iT fixative por 30 minutos a temperatura ambiente protegiéndo la
luz. Se realizaron tres lavados con 1% BSA en PBS, luego se permeabilizé con 100 ul de Click-iT
saponin based permeabilization incubando por 45 minutos. Para la reaccién de fluorescencia se
incubd en oscuridad a temperatura ambiente por 30 minutos con la mezcla de reaccion puesta a
punto en el laboratorio (129 ul PBS, 6 ul CuSO,, 0,36 ul Alexa 647 o Alexa 488, 15 ul Buffer).
Luego se realizaron dos lavados con la solucién Click-iT saponin. Se incubé durante una hora con
los anticuerpos primarios a TA en una dilucidn 1:200. Luego se lavd tres veces con la solucién de
BSA/PBS, se incubd con el anticuerpo secundario en una diluciéon 1:400, durante una hora y
media a TA, en los Gltimos 10 minutos se agregé DAPI (200 ng/ml). Finalmente, se lavo tres veces
con BSA/PBS, se dejo en PBS y se observd al microscopio dptico de fluorescencia (Nikon Eclipse

TE2000-S o Evos FL).

5.20 Generacion lineas FUCCI-iPSC

Para producir las lineas estables de iPSC humanas, se utilizd la linea generada previamente en
este laboratorio, FN2.1 (Questa y col. 2016). Los plasmidos utilizados fueron construidos
previamente en la Universidad Rockefeller por el Dr. Mohammed Zeeshan Ozair y desciptos en
Waisman y col. (2017). Para la linea FUCCI se utilizaron los plasmidos,
ePB-CAG::Venus-Gem(1-110)-PURO, ePB-CAG::mCherry-CDT1(30-120)-BSD y ePBac-Transposase.
Estos plasmidos fueron transfectados con X-tremegene reagent (Roche) utilizando una relacion
3:1 con respecto a los plasmidos. El dia anterior a la transfeccion se sembraron 100000 células
por well de mw12, sobre geltrex 1x, con E8flex y 10 uM Y-27632. El dia de la transfeccion se
preparé 1lug de pladsmidos mas el X-tremegene reagent, se mezcld utilizando vortex. Esta mezcla
se agregd a 100 pl de Opti-MEM (Gibco), se mezclé con pipeta de 200 ul y se incubd por 15
minutos a temperatura ambiente para dar lugar a la formacidn de las micelas. Luego se agregd
gota a gota a la placa con las iPSC en 400 pl de E8flex fresco. Se incubd por 48 hs y luego se
realizo la seleccidn con antibidticos (puromicina, blasticidina y/o neomicina, seguiin corresponda).

Se realizd un pulso de seleccidn y se observé de todo el cultivo en las condiciones control (con
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antibidtico sin ninguno de los plasmidos, y con antibidticos pero sin plasmido de transposasa).
Se realizé una dilucién en placa mwe6, se selecciond nuevamente con antibidtico y se procedio a
picar colonias con aguja y pipeta, utilizando microscopio invertido dentro de la cabina de
bioseguridad. Se obtuvieron 9 lineas clonales. Se tomaron dos de estos clones para caracterizar,
en base a la fluorescencia y la capacidad de diferenciarse a cardiomiocitos; se seleccioné una de
estas lineas para seguir con los experimentos, la que resulté mas eficiente a la hora de realizar el
protocolo de diferenciacién.

El mismo procedimiento se llevé a cabo para la construccién de las linea H2BCeruluan-iPSC

utilizando el plasmido ePB-CAG::Cerulean-H2B-Neo.

5.21 Analisis de imagenes

Para el analisis del ciclo celular por medio del sistema FUCCI se utilizo el programa Fiji-Imagel. Se
cred un macros que permitio agilizar el procesamiento de las imagenes (Figura 5.1). Este macros
permitia importar las imagenes desde una carpeta, restar el background de cada imagen. Luego,
se superpusieron las imagenes para contabilizar la totalidad de los nucleos, se creé una mascara
binaria en base a umbrales de intensidad de ambas fluorescencias. Luego se aplicé el filtro
Watershed, el cual permite separar dos objetos que se encuentran muy cerca en el espacio y que
inicialmente fueron interpretados como uno solo vy el filtro Fill Holes que completa pixeles en los
espacios interpretados como uno solo. Luego se selecciond en funcion del tipo celular la minima
y maxima area esperada para un nucleo. Se asignd una identidad a cada uno de los nucleos de la
mascara binaria que estdn comprendidos en los parametros anteriores. Luego se tomaron las
imagenes de fluorescencia y para cada canal se cuantificd para todos los nucleos identificados, el
area, el minimo y maximo valor de fluorescencia y la media de fluorescencia. Estos datos se
guardaron en una tabla .csv, que luego se analizo utilizando R versién 3.6.3 (R Core Team, 2020).

El andlisis de los datos se realizé utilizando el paquete del conjunto Tidyverse, dplyr (Wickham,

2022) y los graficos se generaron con el paquete ggplot2 version 3.3.2 (Wickham, 2016).
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Figura 5.1. Andlisis de imagenes. Esquema de pasos incluidos en e
analisis de las imagenes de fluorescencia y sus cuantificaciones.

macros” de Imagel para el

5.22 Analisis estadisticos

Los resultados experimentales se presentaron como la media * error estandar de la media (SEM)
para al menos tres réplicas biolégicas. Segun el disefio experimental, la significancia estadistica
entre grupos fue determinada mediante el uso de t-test o ANOVA. Se analizé la normalidad en
las distribuciones de las variables mediante el test de Shapiro Wilks modificado y se analizé
ademas la homocedasticidad en el caso de ser necesario. La comparacion entre las medias entre
los grupos se realizd utilizando el test de Tukey. Consideramos las diferencias entre grupos como
estadisticamente significativas cuando el P valor fue < a 0,05. Los anilisis estadisticos fueron
realizados utilizando el software Graphpad Prism (v6.01) para Windows, GraphPad Software, San

Diego, California USA, www.graphpad.com o bien en R (realizando control sobre los residuos, ya

sea con ANOVA de uno o dos factores dependiendo del ensayo).

5.23 Transfeccidn con pequefas moléculas comerciales de ARN

Para evaluar el efecto de los microARNSs, las células CM-iPSC fueron transfectadas con pequeiias
moléculas de ARN sintetizadas comercialmente, conocidas como mimics (Ambion-Life
Technologies), mirVana miRNA mimic hsa-miR-520a (Cddigo: MC10391) y Cy3-labeled Pre-miR
Negative control (Cédigo: AM17120).
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Para esto, los CM-iPSC fueron resembrados segun el protocolo descripto previamente y a las 24
hs se transfectaron con una mezcla de ARN con lipofectamina (Lipofectamine RNAiIMAX Reagent,
Thermo Fisher) segun las indicaciones del fabricante. Brevemente, se preparé una dilucién de 10
nM del ARN mimic en Opti-MEM (ThermoFisher) y se agregd gota a gota a una solucién de 2pl
de lipofectamina en 100u de Opti-MEM. Se incubd entre 15-20 min a temperatura ambiente.
Luego, ésta mezcla fue agregada gota a gota al well con las células con un volumen final de 600pl
de medio por pocillo de placa multiwell de 12. Como control de la transfeccion se transfectaron
en paralelo células con una molécula de pre-microARN acoplada al fluorocromo Cy3 (Cy3TM
Dye-Labeled Pre-miR Negative Control, Thermo Fisher) que es de facil deteccién mediante

microscopio de fluorescencia y permite estimar la eficiencia de transfeccion.

5.24 Analisis Ago-IP

Previamente en nuestro laboratorio la Dra. Ximena Garate, realizd un ensayo de
coinmunoprecipitacién de mRNAs con la proteina Argonauta (Ago-IP) en CM-iPSC tratados con el
ARN mimic miR520a o con un mimic control (Figura 3.24). Este ensayo fue realizado mediante el
kit miRNA Target IP kit de la empresa Active Motif y la secuenciacién de ARN mensajeros, se
realizd6 en una plataforma de secuenciacién de lllumina, gracias a la colaboraciéon con el Dr.
Mercola, en el servicio de secuenciacion de Sanford Burnham Prebys Medical Discovery
Institute, Florida, USA. En esta tesis se procedié a realizar un analisis de los datos de RNA-seq
obtenidos con el fin de evaluar la implicancia en la proliferacién celular de los CM-iPSC. Se tomé
la tabla de counts y se estudiaron, utilizando el paquete DEseq2 de Bioconductor (Love y col.,
2014), los mensajeros que se unieron diferencialmente a Argonauta al sobreexpresar el
miR-520a versus el mimic control negativo. Mediante el software on-line, Panther (Mi H. y col.,
2013) se analizaron los genes segun los procesos biolégicos. También se procedié a analizar la
lista de genes enriquecidos mediante el programa on-line WebGestalt (WEB-based Gene Set
Analysis Toolkit; Wang J y col., 2017). Se realizé un analisis de Overrepresentation Enrichment
Analysis (ORA). Por otro lado, se procedié al andlisis a partir de la base de datos de
KEGG-pathway, utilizando el paquete Cluster Profiler (Yuy col., 2012).

A su vez, se realizd un analisis complementario in silico por medio del software MiRWalk2.0
(Dweep H at al, 2015) con el fin de evaluar los genes blanco predichos para el miR-520a. Esta
herramienta combina 12 programas predictores de genes blancos de miRNAs
(DIANA-microTy4.0, DIANA-microT-CDS, miRanda-rel2010, mirBridge, miRDB4.0, miRmap,
doRiNA, PicTar2, PITA, RNA22v2, RNAhybrid2.1 y Targetscan6.2).
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5.25 Incubacion con factores e inhibidores

Para la estimulacidn de los CM-iPSC con el inhibidor de p38 y con FGF1, se realizo el tratamiento
de las células a la semana de ser replaqueadas. Para este ensayo se utilizaron FUCCI-hiPSC-CMs y
se analizé el porcentaje de nlcleos mVenus positivos por medio de microscopia de fluorescencia
y por citometria luego de 24, 48 y hs de tratamiento. Se realizd el protocolo de diferenciacién
cardiaca en monocapa con FUCCI-iPSC, se realizd la seleccidn metabdlica y al dia 21 del
protocolo las células fueron re sembradas, al dia siguiente se les cambio el medio por RPMI con
B27 con insulina hasta el dia 28. De esta forma se pueden observar los CM-iPSC con mayor
pureza, se facilita la identificacién de los nicleos por microscopia y la proliferacién celular es
practicamente nula segin ensayos previos. Los iPSC-CM fueron tratados con SB203580 (Life
Technologies), inhibidor de p38 en concentraciones 5 uMy 10 uM diluido en DMSO, siguiendo
con concentraciones utilizadas en otros trabajos cientificos (Engel y col., 2005). A su vez se utilizd
FGF1 (Life Technologies), también conocido como FGF acidico (FGFa), en concentraciones 50

ng/mly 100 ng/ml, diluido en PBS.

5.26 Preparacion de muestras para protedmica

Las muestras de medio condicionado por WJ-MSC se tomaron como se indicé previamente. La
concentracidén proteica se calculéd utilizando el fluorémetro Qubit (Thermo) y el kit de
cuantificacidon proteica (Gibco) segln las indicaciones del comerciante. Se enviaron de cada
muestra aproximadamente 70 pug de proteina en solucidn de cada una de las muestras, sin
contar la proteinas presentes en el medio RPMI control. El analisis proteémico mediante
LS-MS/MS fue realizado por el servicio brindado por CEQUIBIEM del departamento de Quimica
Biolégica de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad de Buenos Aires,

IQUIBICEN-CONICET.

5.27 Analisis de protedmica

A partir de los datos obtenidos de LC-MS/MS se realizd un analisis semi-cuantitativo de
abundancia proteica libre de marcacion usando los PSM calculados por Proteome Discoverer. Los
analisis bioinformaticos se hicieron en R usando diversos paquetes. Se realizé un analisis de
expresion diferencial usando el paquete DESeq de Bioconductor. Se realizd un andlisis de
Overrepresentation Enrichment Analysis (ORA). Por otro lado, se procedié al andlisis a partir de

la base de datos de KEGG-pathway, utilizando el paquete Cluster Profiler (Yu y col., 2012).
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Ademas se hizo un Gene Ontology Enrichment Analysis usando los paquetes DOSE, evaluando las
categorias de proteinas enriquecidas en Componentes Celulares (Cellular Components),

Procesos Biolégicos (Biological Processes) y Funciones Moleculares (Molecular Functions).

5.28 Preparacidon de muestras para secuenciar

Se realizaron tres ensayos independientes de diferenciacion en monocapa a partir de
iPSC-FUCCI, incluyendo la seleccién metabdlica con el medio con lactato. En el dia 21 del
protocolo de diferenciacién, la mitad de los pocillos se utilizaron para ser resembrados y el resto
como control. A las 24hs, primero se toman imdagenes de microscopia para cuantificar la
fluorescencia FUCCI y luego se toma una muestra para citometria y otra para extraer ARN. Se
cuantifico el porcentaje de células CTNT positivas para las muestras enviadas. El ARN se extrajo
utilizando el protocolo de Trizol como se planteé previamente. El ARN obtenido fue cuantificado
usando NanoDrop y Qubit. EI ARN extraido se conservd en agua DEPC, libre de RNAsa a -80° C,

hasta su secuenciacion.

5.29 Secuenciacion

El ARN total fue sometido a secuenciacidon masiva usando la tecnologia“lllumina NovaSeq6000
en el servicio de Macrogen. Las librerias se prepararon sobre ARN poliadenilado (capturado con
esferas de poliT) con TruSeq RNA Sample Preparation kit de acuerdo a las indicaciones del
proveedor con deplecidon de ARN ribosomal utilizando “Ribo-Zero Gold” y la secuenciacion fue
llevada cabo con extremos pareados con fragmentos de 100 pares de bases.

El andlisis de la calidad de los datos crudos de secuenciacidn se realizd mediante el programa de
uso libre FastQC antes y después de eliminar los adaptadores (utilizando el programa Cutadapt).
Por medio del programa Bowtie2 se eliminan posibles contaminantes, como por ejemplo ARN
ribosomal. Luego las secuencias (Reads) obtenidas, sin los adaptadores, son evaluadas en el
largo, teniendo que ser homogéneas, son alineadas con el genoma de referencia (GRCh38)
utilizando el programa STAR y se cuantificé la abundancia mediante el programa HTSeq.
Finalmente, se determiné la expresion diferencial entre los dos tratamientos mediante el

paquete de R DESeq2.
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