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1. RESUMEN

Resumen: A dia de hoy, la enfermedad cardiaca es causante de innumerables
muertes por todo el mundo. Ante un ataque de isquemia o infarto, el organismo
no es capaz de regenerar el dafo causado en el miocardio, como tampoco son
capaces los tratamientos convencionales a base de farmacos y cirugias. Es por
esto que son necesarias nuevas vias para tratar estos casos de enfermedad
cardiaca, teniendo un futuro muy prometedor la terapia con células madre,
capaces de diferenciarse y regenerar el tejido daflado. Existen diferentes tipos
de células madre, entre ellas las células madre mesenquimales (MSCs), de facil
obtencion y con mucha capacidad de diferenciacion. Las ADSCs (adipose-
derived stem cells) son un grupo de MSCs presentes en el tejido adiposo,
embebidas en una matriz de tejido conectivo con gran cantidad de tipos celulares
que, al digerirse, se puede acceder a ellas. En este estudio se aislaron ADSCs
de tejido adiposo y se pusieron en cultivo para diferenciarlas a células
musculares cardiacas. Se realizaron tres tratamientos de diferenciacion en
paralelo, con dos agentes por separado, el kit de diferenciacién de la casa
comercial StemCell™ y el modificador epigenético 5-azacitidina, asi como una
combinacion de ambos. Las células se caracterizaron mediante la técnica
inmunoquimica de ELISA y, aunque no se han obtenido resultados del todo
satisfactorios, queda abierta la puerta a futuras investigaciones que sigan esta
linea.

Abstract: Nowadays, heart disease causes countless deaths worldwide. Facing
an ischquemia or an infarction, our body is not capable of regenerating the
damage caused in the myocardium, as neither are conventional treatments
based on drugs and surgeries. For this reason, new ways to treat these heart
diseases are necessary, with stem cells being a promising therapy, which are
capable to differentiate and regenerate damaged tissue. There are different types
of stem cells, including mesenchymal stem cells (MSC), which are easy to obtain
and with a great capacity for differentiation. ADSC (adipose-derived stem cells)
are a group of MSC present in adipose tissue, embedded in a matrix made of
connective tissue with multiple cell types that, when digested, can be accessed.
In this study, ADSC were isolated from adipose tissue and were cultivated in
order to differentiate them to cardiac muscle cells. Three differentiation
treatments were performed in parallel, two with StemCell™ commercial
differentiation kit and epigenetic modifier 5-azacytidine separately, as well as a
combination of both of them. Cells were characterized by immunochemical
technique ELISA and, even though the results obtained were not fully
satisfactory, the door for future research following this line has been opened.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares afectan al corazén y a los vasos sanguineos
y constituyen la principal causa de muertes en el planeta, siendo principalmente
preocupante en paises menos desarrollados, donde constituyen hasta el 80% de
los casos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, en 2012 el 30% de las
muertes en el mundo fueron causadas por este tipo de enfermedades, de las
cuales un 40% fue debido a cardiopatias isquémicas?.

Las células musculares cardiacas adultas no poseen la capacidad de
regenerarse después de un ataque isquémico y la muerte de los cardiomiocitos
promueve una cascada que puede terminar con un fallo cardiaco?. Existen
tratamientos farmacoldgicos y quirargicos capaces de reducir la isquemia en el
tejido, sin embargo, ninguno de ellos es capaz de reemplazar ni regenerar el
dafio causado en el miocardio. Por ello, ante la sospecha de una isquemia
miocardica es necesaria la intervencion quirdrgica para limitar el dafio causado,
utilizando vasodilatadores o estrategias de revascularizacion. No obstante, no
existe un consenso a la hora de los criterios diagnosticos para estos
tratamientos?®, por lo que por lo que son necesarias nuevas alternativas que
permitan reconstruir el tejido dafado para no perder la funcionalidad.

Conocemos como células
NI g ofis e oo madre a las células con
capacidad de multiplicarse
y diferenciarse hacia uno o
varios tipos celulares, razén
por la cual resultan muy
atractivas como nuevas
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organismo completo, incluyendo los componentes extraembrionarios, y se
limitan a las células que componen el zigoto y los blastmeros tempranos*®. Las
pluripotentes son capaces de diferenciarse en cualquier tipo celular de los tres
linajes embrionarios, pero no pueden formar el organismo completo*®. Las
células multipotentes poseen una gran capacidad de diferenciacién, aunque ésta
se encuentra limitada, ya que no son capaces de generar cualquier tipo celular.
Dentro de esta categoria encontramos las células madre mesenquimales
(Mesenchymal Stem Cells, MSCs). Por ultimo, las unipotentes, también llamadas
células progenitoras, Gnicamente son capaces de generar un tipo celular.

Las MSCs estan siendo objeto activo de estudio, ya que su obtencion resulta
mucho més sencilla que la de células embrionarias. Las MSCs mas habituales
son las células madre procedentes de médula 6sea (bone marrow-derived
mesenchymal stem cells, BM-MSCs) pero su obtencién resulta muy invasiva. Por
otra parte, se consigui6 aislar células madre de tejido graso’ (adipose-derived
stem cells, ADSC). Estas células guardan muchas similitudes con las BM-MSCs
y poseen grandes ventajas: tienen mejor disponibilidad al no ser una técnica tan
invasiva, se encuentra una mayor proporcion in situ y presentan menos
problemas éticos que las BM-MSCs?&.

Dentro del tejido adiposo podemos encontrar una mezcla heterogénea de
células, llamada fracciéon vascular estromal (Stromal Vascular Fraction, SVF),
rica ADSC y otros tipos celulares y factores de crecimiento. Esta SVF se puede
obtener tras el procesado de una muestra de tejido adiposo, que se extrae en
quiréfano mediante un lipoaspirado (Figura 2). En clinicas CRES se hace uso de
esta SVF rica en células madre. Para obtenerla se realiza una digestidon
enzimatica con enzima colagenasa, encargada de romper las fibras de colageno
que mantienen unidas las células adiposas. De esta manera, se libera la SVF y
se puede utilizar como tratamiento, en este caso, del dolor articular®. Seria de
gran utilidad poder disponer de protocolos de diferenciacion de ADSCs a
cardiomiocitos con el objeto de poder aplicar estas células como tratamiento de
la isquemia cardiaca u otras afectaciones relacionadas con el corazén.

Figura 2. Intervencién quirargica de
extraccion de grasa abdominal mediante
liposaspirado. Se observa una jeringa de 60
mL llena con grasa recién extraida en
posicion vertical, para separar fases y
decantar material quirGrgico, restos de
células sanguineas, etc., y obtener una
grasa limpia®.




En este sentido, se ha reportado en la literatura que el

ﬁz uso de 5-azacitidina (5-AzaC), un inhibidor de la DNA
NN metiltransferasa, es capaz de inducir la diferenciacion
| de células madre embrionarias hacia cardiomiocitos'®.
HO N O Posteriormente, se investigo si este agente era capaz
o) de inducir la diferenciacion de las ADSCs, encontrando
resultados contradictorios, lo que deja la puerta abierta

a mas investigaciones sobre esta posibilidad'1213,

OH OH

Figura 3. Estructura quimica de 5-azacitidina.

Algunas casas comerciales, como StemCell, han disefiado kits especificos para
la diferenciacion de las células madre embrionarias a gran cantidad de tipos
celulares, entre ellos uno para la obtenciéon de cardiomiocitos#. Sin embargo, no
hay estudios realizados que evidencien si esos kits comerciales podrian
funcionar en el caso de células mesenquimales (comunicacion privada con
representante cientifico de ventas de StemCell Technologies), por lo que puede
resultar interesante valorar esta opcion.

En la linea de investigacion de la clinica CRES-Phisiup de Zaragoza, se propuso,
junto a la Universidad de Zaragoza, el estudio de los cardiomiocitos como modelo
para bloquear la necrosis inducida por TNF-a. Para estos futuros ensayos se
requiere una fuente de cardiomiocitos, por lo que este trabajo se centra en la
obtencion de los mismos a partir de células madres mesenquimales presentes
en la SVF con el objetivo de conseguir una linea estable de dichas células y
poder continuar realizando los estudios pertinentes.
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Figura 4. Imagen de microscopia de contraste de fases de cardiomiocitos adultos
humanos en cultivo, con aspecto fibroblastico®®.



3. OBJETIVOS

1- Aislar en cultivo células madre mesenquimales derivadas de tejido
adiposo (ADSCs) de la fracciéon vascular estromal (SVF) procedente de
lipoaspirado de grasa abdominal.

2- Intentar diferenciar las ADSCs obtenidas a cardiomiocitos utilizando un kit
de diferenciacion STEMdiff™, disefiado para células embrionarias, y 5-
azacitidina, asi como una mezcla de ambos tratamientos.

3- Estudiar la expresion de proteinas especificas cardiacas como GATA4 y
cTnl mediante western-blot y ELISA, respectivamente, como método para
determinar el éxito del ensayo.

Para lograr estos objetivos, se desarrollo el siguiente plan de trabajo:
e Procesado del lipoaspirado obtenido en quiréfano utilizando enzima
colagenasa.
e Cultivo de las células madre mesenquimales y expansion de las mismas
en varios pases.
e Proceso de diferenciacion de las 3 maneras antes mencionadas:
o Tratamiento 1: unicamente STEMdiff™
o Tratamiento 2: mezcla de STEMdiff™ + 5-AzaC
o Tratamiento 3: Gnicamente 5-AzaC
e Andlisis de las proteinas expresadas por los cardiomiocitos diferenciados
in vitro.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Sala blanca

La realizacion de este trabajo de investigacion se ha llevado a cabo en su
totalidad en una sala blanca certificada como clase B, con cabinas de flujo
laminar (Biobase, modelo BBS-V1800) de clase A. Todo el material se introduce,
previamente lavado con etanol al 70%, a traves de un “pass-box” (Biobase,
modelo PB-01) situado en un SAS (Sistema de acceso de seguridad) de clase
C. Un “pass-box” situado en otro SAS permite la salida del material al exterior.
Esta sala blanca fue instalada en 2017 por Fredlab y es validada periédicamente
por Qualipharma (Ultima validacion 06/02/19). La sala utiliza un sistema de
sobrepresiones para evitar la entrada de particulas externas al interior.

El vestuario requerido es de un pijama K2 de tejido SV 105. Recubriendo este
pijama, es preciso un mono de proteccién absoluta PA 100 con tejido UC 114.
Ambos tejidos son especiales para zonas de atmdésferas controladas y entornos
estériles.



4.2. Preparacion de medios y reactivos

Se utiliz6 medio Alpha-MEM Eagle (Minimum Essential Medium Eagle — alpha
modification, Lonza), suplementado con antibioticos penicilina-estreptomicina
(Linus) al 1%, glutamina estable 100x 200 mM (Biowest) al 1%, anfotericina B
100x (Linus) al 0,5%, heparina (Hospira) al 0,25% y UltraGro™ (Helios) al 5%.
Previo a su uso, se atempero estaticamente en un incubador con agitacion SH
Maxi (CIC Controltecnica).

La casa comercial StemCell nos proporcioné un kit de diferenciacion y
mantenimiento de células madre embrionarias, con diferentes medios y
suplementos para cada uno de ellos. Empezando por el medio basal de
diferenciacion STEMdiff™ se complementé con 3 suplementos diferentes,
llamados suplementos A, By C, todos ellos 10x. Se descongelaron a temperatura
ambiente y se llevaron a una concentracion 1x con el medio de diferenciacion
STEMdIiff™. Para futuros usos, se atempero6 a temperatura ambiente. En cuanto
al medio de mantenimiento basal STEMdiff™, se suplementé con el suplemento
de mantenimiento STEMdiff™ 50x, descongelado a temperatura ambiente hasta
llevarlo a una concentracidon 1x. Todos los componentes suplementados
contienen material derivado de plasma humano. La preparacién de todos estos
medios se realiz6 momentos previos a su primer uso para maximizar su tiempo
de vida.

El medio mTeSR™ Plus es un medio sin suero de mantenimiento y expansion
de células embrionarias totipotentes y pluripotentes. Se trata de un material
requerido en el kit de diferenciacion STEMdiff™. El medio basal se completd con
suplemento mTeSR™ Plus 5x y se alicuoté en voliumenes de 40 mL. Al no tener
suero, el medio contiene FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2), necesario para el
crecimiento de células madre?®.

Y-27632 es un inhibidor de las ROCK quinasas que compite con el ATP por la
unién al centro catalitico. Se ha demostrado que promueve la superviviencia de
las células madre embrionarias, ya que impide la apoptosis inducida por la
disociacion celular'’. El compuesto, fotosensible y suministrado en forma de
dihidrocloruro, se llevé a una disoluciéon 10 mM en PBS sin Ca?* ni Mg?* y se
prepararon alicuotas de 12 yL. De manera analoga, se prepard una disolucion
stock 10 mM de 5-AzaC (también fotosensible) en PBS sin Ca?* ni Mg?* y se
prepararon alicuotas de diferentes volumenes para su conservacion.

4.3. Procesado de grasa y extraccion de células madre mesenquimales

Cuatro jeringas con 210 mL de grasa abdominal recién extraida se decantaron y
trasvasaron a 6 tubos falcon de 50 mL (Greiner bio-one). Se lavé con 20 mL de
suero fisioldgico (B. Braun) un total de 2 veces y con 15 mL 1 vez y se centrifugd
con una centrifuga UNiStation Combi 408 (NeoGenesis) durante 2 min a 178 rfc.



Se eliminaron asi los restos de material quirdrgico utilizados y eritrocitos
presentes en la muestra al recoger el infranadante con jeringas y agujas
espinales con punta tipo Quincke (1,2 x 90 mm). Finalmente, se obtuvo un
volumen de 157 mL de grasa limpia. La grasa se proces6 con enzima colagenasa
(Lyposmol ADSC Enzyme®) reconstituida con 20 mL de Ringer-lactato (B. Braun)
atemperado previamente a 37 °C. Se emplearon un total de 4 viales de
colagenasa. Se agitaron vigorosamente las muestras 2 minutos y se incubaron
durante 45 minutos con agitacion a 150 rpm. Al terminar, se vorte6 durante unos
segundos.

La colagenasa se neutralizé con la misma cantidad de medio Alpha-MEM que de
enzima utilizada, y se centrifugé 10 min a 712 rfc. El pellet rojizo obtenido
corresponde a la SVF. La grasa digerida se elimin6 por aspiracién con pipeta
serologica y finalmente los restos de la interfase con micropipeta de 1000 uL,
con puntas con filtro (ClearLine). El medio se eliminé por decantacién. La SVF
se resuspendio en 1 mL de medio Alpha-MEM, se traspasoé a un falcon de 15 mL
(Greiner bio-one) y el que se adicionaron 4 mL de tampdn de lisis (Zenbio),
dejando actuar 5 min para romper los eritrocitos. Tras centrifugacion durante 10
min a 563 rfc se consiguidé un pellet blanco, que se resuspendié en 3 mL, de los
cuales se sembraron 2 frascos de cultivo de 75 cm? (Thermo Scientific) de pase
0, uno con medio Alpha-MEM vy otro con medio mTeSR™ Plus. Se incubaron a
37 °C con 5% CO:a.

4.4. Preparacion de las ADSCs
Dia 1: Se hizo un cambio de medio a ambos cultivos para eliminar restos de
tejido graso y otros grupos celulares presentes en la SVF.

Dias 2 y 3: Se control6 el crecimiento de ambos cultivos, observandose que el
cultivo con medio Alpha-MEM crecia adecuadamente mientras que el cultivo con
medio mTeSR™ Plus no evolucionaba correctamente.

Dia_4: EIl cultivo con medio Alpha-MEM estaba confluente y se procedié a
despegar las células del frasco de cultivo con 1 mL de acutasa (con EDTA 0,5
mM vy rojo fenol, de PAN Biotech) incubando 5 minutos a 37 °C con 5% CO2. Se
dieron pequefios golpes laterales para despegar todas las células y se diluy6 con
4 mL de Ringer-lactato. Se contaron con un contador automatico de células TC
20™ (Bio-Rad). Se sembraron 6 pocillos en dos placas de 12 pocillos, con
ADSCs de pase 1. La primera placa se sembro a 20.000 cél/pocillo, con 1 mL de
medio Alpha-MEM. La segunda placa 2 se sembr6 a 350.000 cél/pocillo, con 1
mL de medio mTeSR™ Plus. Ambos medios fueron suplementados con 1 pL de
Y-27632 10 mM, con una concentracion final de 1 yM. También se sembré un
frasco de cultivo de 175 cm? con toda la suspension celular sobrante, a una
densidad de 4.000 cél/cm?.



Al frasco de cultivo con medio mTeSR™ Plus se le realizé un cambio de medio,
sustituyéndolo por medio Alpha-MEM.

Dia 6: Se realizdé un cambio de medio al frasco de cultivo de 175 cm? de pase 1.

Dia 8: Las células se despegaron con 2 mL de acutasa incubando 5 min a 37 °C
y 5% COz, se diluyo la suspension con 8 mL de Ringer-lactato, y se contaron. Se
sembraron 6 pocillos en otras dos placas de 12 pocillos La placa 3 se sembré a
cél/pocillo con medio Alpha-MEM. La placa 4 se sembré a 3,5 x 10° cél/pocillo
con medio mTeSR™ Plus. Ambos medios se suplementaron con Y-27632 10
MM. Esta ultima placa se habia tratado previamente con poli-L-lisina. Para esta
preparacion previa, se prepard una suspension que, por pocillo, contenia 423 uL
de H20 estéril y 77 uL de poli-L-lisina 0,1 mg/mL. Se incubd 1 h a 37 °Cy se lavé
dos veces con H20 estéril.

Los cultivos se fotografiaron cada dos dias con una camara Leica MC 120 HD
acoplada al microscopio invertido Leica DMil.

4.5. Diferenciacién de ADSCs a cardiomiocitos

45.1. ADSCs de pase 1
Dia -3: Siembra de las dos primeras placas de 12 pocillos como se ha indicado
en el apartado 4.4.

Dia -1: Cambio de medio en la placa 2 con medio mTeRS™ Plus suplementado
una vez mas con 10 uM de Y-27632.

Dia 0: Diferenciacién de la placa 1 con las células a un 95% de confluencia. Se
dividié en 3 secciones, cada una diferenciada de las deméas en los medios y
reactivos utilizados para la diferenciacion. Se elimind el medio Alpha-MEM
completo. Para los 2 pocillos superiores se utilizd medio de diferenciaciéon
STEMdiff™ A, con un volumen de 2 mL/pocillo. Para los 2 pocillos inferiores se
utilizé 2 mL/pocillo de medio Alpha-MEM no completo suplementado con 5-AzaC
10 M. En los 2 pocillos centrales se utilizé el medio STEMdiff™ A suplementado
con 5-AzaC 10 pM. Los medios se mantuvieron durante 2 dias.

Dia 2: La exposicion de las células mesenquimales de la placa 1 al agente 5-
AzaC terming tras este periodo de tiempo y se realizé entonces un cambio de
medio a todos los pocillos. Los superiores, tratados con STEMdiff™ A, y
centrales, con STEMdiff™ A + 5-AzaC 10 yM, se sustituyeron por 2 mL de medio
de diferenciacion STEMdiff™™ B, mientras que a los 2 pocillos tratados
Gnicamente con 5-AzaC se les afiadié medio Alpha-MEM no completo.



Dia 4: Se realiz6 un cambio de medio en todos los pocillos de la placa 1, esta
vez cambiando STEMdiff™ B por STEMdiff™ C en los pocillos correspondientes,
y medio Alpha-MEM no completo en aquellos que lo tenian previamente.

Dia 6: Se realiz6 otro cambio de medio, una vez mas con STEMdiff™ C los 4
pocillos superiores y con Alpha-MEM los 2 inferiores.

Dia 8: Finalizacion del periodo de diferenciacion. A aquellos pocillos con medio
de diferenciacion STEMdiff™ se les cambié por medio de mantenimiento
STEMdiff™, mientras que los restantes se mantuvieron con Alpha-MEM.

En este punto se mantuvieron las células en cultivo con el medio de
mantenimiento. Cada 2 dias se les cambi6 el medio, hasta llegar a los 29 dias
de cultivo, donde excepcionalmente se mantuvo el medio de cultivo durante 3
dias. Los dias 18, 20 y 22 se recogieron los sobrenadantes, se centrifugaron 10
min a 2.000 rfc y se congelaron a -20 °C.

4.5.2. ADSCs de pase 2
Dia -3: Siembra de las placas de 12 pocillos 3 y 4 como se ha indicado en el
apartado 4.4.

Dias 0, 2, 4, 6, 8...: Diferenciacion celular. Utilizando la misma estructura de
pocillos que para la placa 1, se sigui6é el mismo protocolo descrito en el apartado
4.5.1. Se hicieron los mismos cambios de medio y se terminé con el de
mantenimiento a los 25 dias. En este momento, a dias 14, 16 y 18, se recogieron
los sobrenadantes, se centrifugaron 10 min a 2.000 rfc y se congelaron a -20 °C.

4.6. Extraccién celular

Las proteinas cardiacas tipicas, como la troponina, actina y miosina cardiaca,
son intracelulares. Para poder acceder a ellas y detectarlas, es preciso un
método para extraer el contenido citoplasmatico. Para ello se utilizé un tampén
de extraccion de células (Abcam).

El kit de diferenciacion STEMdiff™ propone utilizar su reactivo de disociacion
celular que no utiliza agentes enzimaticos. No obstante, debido a no haberlo
utilizado nunca y no conocer realmente su funcionamiento, se utilizaron métodos
conocidos para despegar las células en el momento critico previo a los
experimentos con los cardiomiocitos. Las células adherentes presentes en las
placas de cultivo de 12 pocillos se despegaron haciendo uso de rasquetas
estériles (SPL Life Sciences) con tamafio de espatula de 20 mm, con 1 lavado
previo con suero fisiolégico. Para otro frasco de cultivo de 75 cm? de un pase
superior, mantenido para ser usado como control negativo, se utiliz6 1 mL de
enzima acutasa, utilizada previamente en el experimento para despegar ADSCs.



Se contaron las células presentes en cada una de las muestras y se
centrifugaron 5 min a 500 rfc a temperatura ambiente.

Las pellets celulares se resuspendieron en una solucién de tampon de extraccion
celular 1x, preparado previamente a partir del tampdn de extraccion 5x y agua
desionizada, con una concentracion final de 2 x 107 cél/mL. Todas las soluciones
se incubaron en hielo durante 20 min. Pasado este tiempo, se centrifugaron
durante 20 min a 3.515 rfc, el maximo posible en la centrifuga del laboratorio, no
obstante, el protocolo requeria 18.000 rfc. Al no disponer la centrifuga de control
de temperatura, se afnadieron tubos falcon de 50 mL llenos de hielo para intentar
mantener una temperatura de 4 °C. Tras la centrifugacion, los sobrenadantes se
traspasaron a eppendorfs nuevos, donde se juntaron las alicuotas que
compartian el mismo tratamiento recibido para su diferenciacion desde ADSCs
hasta cardiomiocitos, pasando asi de tener 6 muestras a sélo 3, mas el control
negativo. Finalmente, se congelaron a -80 °C.

4.7. ELISA

Para la determinacién de cTnl presente en las muestras se utilizé un kit ELISA
SimpleStep® (Abcam). Se trata de un ELISA sandwich que sirve para cuantificar
la proteina en cuestién procedente de diferentes fuentes, tales como suero,
plasma, sobrenadantes celulares y extractos celulares. En este experimento se
ensayaron los dos ultimos, procedentes de los sobrenadantes recogidos durante
la diferenciacién de las células y de los extractos obtenidos en el apartado 4.6.

Los reactivos se prepararon llevando cada uno de los reactivos stock a una
concentracion 1x con agua desionizada. Estos reactivos son el tampon de lavado
y el coctel de anticuerpos, que incluye anticuerpo de captura y anticuerpo
detector. El estandar de cTnl se reconstituy6 en 250 pL de tampon de extraccion
celular 1x, creando la solucion estandar stock de 24 ng/mL. 25 pL de la solucién
stock se afladieron a un tubo con 275 pL de tampdn de extraccion 1x, llevandolo
a una concentracion de 2.000 pg/mL. Se realizaron diluciones seriadas 1:2 hasta
llegar al tubo numero 7, tal como recoge la figura 5. El 8 se dejo Gnicamente con
el tampdn de extraccién a modo de blanco.
25 L
150yl 150pL 150 pL 150 L 150 pL 150 pL

N DD DD D

\/\_/\/\r\m/‘\ &

~
s lH )

s
!
24 2,000 1,000 500 250 125 625 313 0
ng/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mlL

Figura 5. Preparacion de los estandares del test ELISA de
concentraciones conocidas mediante diluciones seriadas.

10



Los extractos celulares obtenidos previamente se descongelaron a temperatura
ambiente y se diluyeron hasta llegar a un volumen de 50 pL. Debido al volumen
tan pequefio que se obtuvo en la extraccion, no se realizan duplicados de las
muestras de extractos, razon que podria invalidar el método.

Un total de 36 pocillos se utilizaron en este ensayo, tal como se muestra en la
tabla Al del anexo. En cada uno de ellos se afadieron 50 puL de
estandar/muestra y 50 pL del coctel de anticuerpos y se incubd la placa durante
1 hora a temperatura ambiente con agitacion a 300 rpm. Tras la incubacion, se
hicieron 3 lavados con tampon de lavado 1x, eliminando en cada caso los restos
de liquido. Seguidamente, con los pocillos secos, se afiadieron 100 uL de
solucion TMB por pocillo, dejando actuar durante 10 min. La peroxidasa de
rabano picante (HRP) cataliza la reaccion, generando color azul. Para detener la
reaccion se afiadieron 100 pyL de solucion Stop, generando color amarillo. La
sefal colorimétrica se determind mediante un lector de placas (BioRad iMark),
midiendo la densidad Optica a 450 nm.

4.8. PlasmoTest™

Como método para detectar y controlar posibles contaminaciones en los cultivos
celulares se utilizé el kit de deteccibn de micoplasmas PlasmoTest™,
suministrado por InvivoGen. Se trata de un ensayo colorimétrico de control de
micoplasmas en los cultivos celulares. Utiliza la habilidad de TLR2 (Toll-like
receptor 2) de activar factores de transcripcion en presencia de micoplasmas,
provocando la secrecion de fosfatasa alcalina facilmente detectable por la
coloracion azul/morada del medio de deteccion HEK-blue™. Las células HEK-
blue™ proceden de células HEK293 transfectadas con todos los genes
necesarios para la cascada de sefializacion, incluyendo TLR2 junto con una
fostasa alcalina mejorada para ser secretada, con un promotor inducible por NF-
kB y fosfatasa alcalina-112.

El medio de cultivo de las células HEK-blue™ se prepar6 a base de medio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium, de Linus) con glucosa, sin L-glutamina y
con piruvato sadico, suplementado con UltraGro™ al 5%, normocina™ a 100
pg/mL (stock a 50 mg/mL) y HEK-blue™ Selection 1x (2 viales de stock 250x).
Tanto la normocina™ como el HEK-blue™ Selection son mezclas de varios
antibioticos que combinados actuan frente a micoplasmas, bacterias y hongos y
garantizan la expresion de los transgenes de las células HEK-blue™.

Para detectar la expresion de la fosfatasa alcalina secretada (SAP) se precisé un
medio especifico, el HEK-blue™ Detection. Se trata de un medio en polvo que
se disuelve en 50 mL de agua estéril y libre de endotoxina. Se filtré por una
membrana de 0,22 ym, se alicuoté en volumenes de 1 mL y congel6 a -20 °C
hasta el momento de su uso.
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Los controles 10x liofilizados se disolvieron en 1 mL de agua estéril y libre de
endotoxina, se diluyeron 1:10, se alicuotaron en volimenes de 1 mL y se
congelaron a -20 °C hasta el momento de su uso. El control positivo no contiene
micoplasmas vivos.

El test se llevo a cabo siguiendo los pasos siguientes:

1. Recogida de sobrenadantes de los cultivos celulares, rascando un poco
la superficie para obtener células.

2. Calentar las muestras a 100 °C durante 15 min, utilizando un termobloque
(Labnet).

3. En una placa de 96 pocillos (Thermo Scientific), afiadir 50 yL de cada
sobrenadante y de los controles positivo y negativo.

4. Preparar la suspension de células HEK-blue™ en medio de deteccion
HEK-blue™, a una densidad de 250.000 cél/mL.
Las células crecieron en un frasco de cultivo de 25 cm? (Thermo Scientific)
con su medio especifico, y al llegar al 70-90% de confluencia, se soltaron
con un volumen de 3,5 mL de Ringer-lactato, sin necesidad de tratamiento
enzimatico. El volumen necesario de suspension celular se centrifugé a
316 rfc. El pellet se resuspendié en medio de deteccion HEK-blue™.

5. Anadir 200 pL de suspensién celular a cada pocillo con muestra.

6. Incubar la placa a 37 °C y 5% de CO:2 hasta el dia siguiente.

Para analizar los cultivos de este ensayo se recogieron alicuotas de los pases 0
y 1 del cultivo de células madre mesenquimales, sobrenadantes de cada pocillo
sin rascar y rascando la superficie.

5. RESULTADOS

5.1. Resultados del PlasmoTest™

Como se muestra en la figura 6, el ensayo demostro la esterilidad completa de
los cultivos, ya que todas las muestras dan color roséaceo, al igual que el control
negativo. Esto significa que no existe fosfatasa alcalina secretada por las células
HEK-blue™, lo que confirma la ausencia de micoplasmas.

Figura 6. PlasmoTest® realizado con muestras de
ADSCs de pase 0 y pase 1 (fila B, columnas 2 y 3);
sobrenadantes de la placa con tratamientos 1, 2 y
3 (fila C, columnas 2, 3 y 4, respectivamente), y
sobrenadantes de la placa 3 con tratamientos 1, 2
y 3 (fila D, columnas 5, 6 y 7, respectivamente);
muestras de ADSCs diferenciadas a cardiomiocitos
de las placas 1 y 3 siguiendo el mismo esquema
que en la fila C; controles positivo (fila F, columna
2) y negativo (fila F, columna 3).
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5.2. Preparacion de las ADSCs

Adia 1, el frasco de cultivo con medio Alpha-MEM tenia muchas células pegadas
y con buen aspecto, mientras que el frasco con medio mTeSR™ Plus tenia
células pegadas pero en menor cantidad, cosa que se siguié viendo los dias
siguientes, hasta llegar al dia 4, donde la diferencia de crecimiento celular
contrasta mucho entre un medio y otro, tal como se observa en las figuras 7A 'y
7B. Se puede asegurar entonces que el medio completo Alpha-MEM permite la
adherencia y el crecimiento de las ADSC con aspecto fibroblastico, mientras que
el medio mTeSR™ Plus, disenado para células embrionarias, es incapaz, en
estas condiciones, de promover la adherencia de estas células mesenquimales,
formando en cambio agregados de las mismas y adquiriendo un aspecto mas
redondeado. Por este motivo se intentd rescatar estas células con el medio que
si era eficaz y promovia el crecimiento, Alpha-MEM. EI cultivo sembrado con
medio Alpha-MEM, crecido hasta la completa confluencia, se digirié con acutasa
y se obtuvieron 2,82 x 10° células, con las que se sembr6 un frasco de cultivo de
175 cm? de pase 1 con medio Alpha-MEM y las placas 1y 2, con medios Alpha-
MEM y mTeSR™ Plus, respectivamente. Para establecer posibles causas de la
incapacidad de adherencia y superviviencia en el medio mTeSR™ Plus, la placa
se sembré a una densidad conocida, de 3,5 x 10° cél/cm?, superior a la del cultivo
primario a partir de la SVF. De esta manera, se podria comprobar si el efecto de
la densidad celular influye a la hora de la adherencia a la superficie de cultivo.

A dia 8 se despegaron las células de pase 1 cultivadas en el frasco de 175 cm?,
obteniendo 6,39 x 10° células, con lo que se sembré nuevas placas para
diferenciar las ADSCs. Las células de pase 0 sembradas inicialmente con medio
mTeSR™ Plus y posteriormente cambiado por medio Alpha-MEM mejoraron su
crecimiento, pues con el paso de los dias aparecian nuevas células, pero cada
vez mas grandes y anchas, por lo que tras 10 dias en cultivo se decidié no
continuar con él.

5.3. Diferenciacion de ADSCs a cardiomiocitos

5.3.1. ADSCs de pase 1

Las placas 1y 2 se sembraron a la vez, cada una con su medio correspondiente.
No obstante, solo la placa 1 se diferencié hacia cardiomiocitos; la placa 2 con
medio mTeSR™ Plus siguié sin prosperar a pesar de aumentar la densidad
celular respecto al cultivo anterior, como se muestra en las figuras 7C y 7D. Esto
implica no un problema de densidad, sino de la afinidad del medio con las células
mesenquimales. Por esta razén se descarto el cultivo tras 5 dias y se ided un
nuevo ensayo para buscar una forma de conseguir la adherencia con este medio
de cultivo. Este ensayo consistié en pretratar una placa de 12 pocillos con poli-
L-lisina, que se utilizé para sembrar la placa 4 como se ha indicado en el apartado
4.4. Se eligio este compuesto por favorecer la adhesion de las células en cultivo
in vitro®.
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Figura 7. Imdgenes de microscopia de contraste de fases. (A) Aspecto del cultivo de ADSCs
cultivadas en medio Alpha-MEM durante 4 dias, crecidas y confluentes, con aspecto fibroblastico;
(B) aspecto del cultivo de ADSCs cultivadas en medio mTeSR™ Plus durante 4 dias, con muy
pocas células pegadas y la mayoria circulares formando agrupaciones; (C) aspecto de las
ADSCs sembradas en medio mTeSR™ en la placa 2 durante 2 dias y (D) 5 dias, formando
agrupaciones mas grandes, debido a la mayor cantidad de ADSCs sembradas en los pocillos de
la placa de 12 pocillos. Durante 2 dias de cultivo se observa una cantidad de células pegadas de
aspecto fibroblastico, que desaparecen a los 5 dias.

Figura 8. Imagenes de microscopia de contraste de fases. (A) ADSCs a dia 0 de diferenciacion.
(B) Aspecto de los cultivos tratados con el kit STEMdiff, (C) STEMdiff + 5-AzaC 10 uM y (D) 5-
AzaC 10 uM, durante 6 dias de cultivo.
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Durante los primeros dias del proceso de diferenciacion no se detectaron
cambios relevantes en la morfologia de las ADSCs. No fue hasta la exposicion
al medio STEMdiff™ C que se pudieron observar los primeros cambios
significativos, principalmente en las células que recibieron el tratamiento 2, que
adquirieron una forma mas fina y alargada, como se puede observar en la figura
8C. Las ADSCs que recibieron los tratamientos por separado mostraron un ligero
cambio morfolégico, pero menos pronunciado que combinando ambos
tratamientos, ya que su aspecto se mantuvo un poco mas fibroblastico (figuras
8B y 8D), con un aspecto intermedio entre las ADSCs sin diferenciar (figura 8A)
y las del tratamiento combinado.

Con el paso del tiempo, la morfologia y agrupacion de las células en cultivo fue
variando. En el caso de la diferenciacion con 5-AzaC, el aspecto se mantuvo mas
0 menos estable a lo largo del tiempo, similar al de las ADSCs y el de los
cardiomiocitos, tal como muestran las figuras 9C, 9F y 9l. El tratamiento con el
medio de mantenimiento STEMdiff™ indujo una cierta agrupacion celular de
aspecto estrellado, alrededor de la cual aparecian células finas y alargadas,
siendo mas pronunciado este efecto en el cultivo que recibio soélo el tratamiento
con STEMdiff™ que en el cultivo que también se traté con 5-AzaC 10 pM (figuras
9A, 9D y 9G vs 9B, 9E y 9H). Un aspecto comun de todos los pocillos de la placa,
independientemente del tratamiento, es que a medida que avanzo6 el tiempo de
cultivo aparecian menos células pegadas, probablemente debido a los cambios
de medio realizados, en los cuales se podrian haber arrastrado células al eliminar
el medio anterior, y despegar otras al afiadir el medio nuevo, causa de que
finalmente estuvieran en suspension y se eliminaran. EI momento critico en el
gue se observo una disminucién mas radical del nimero de células corresponde
a los 22-24 dias de tratamiento, como se aprecia en las figuras 9J, 9K y 9L, si
bien el kit permite el mantenimiento de estos cardiomiocitos durante periodos
superiores a 1 mes. Queda asi demostrado que para células mesenquimales el
periodo de mantenimiento es mas reducido que para embrionarias, aguantando
una media de 3 semanas antes de producirse una mayor tasa de muerte celular.

5.3.2. ADSCs de pase 2
En la placa 3 no se observd ninguna diferencia destacable con respecto a la
placa 1.

En cuanto a la placa 4, sembrada con medio mTeSR™ Plus y tratada con poli-
L-lisina, se observo de nuevo la no adherencia y formacion de agregados, esta
vez tubulares y de tamafo macroscépico, aproximadamente de 2 cm de longitud.
Mediante microscopia se comprobd que no habia células pegadas en el fondo
de los pocillos, se encontraban en su totalidad formando los macroagregados
(figura 10).
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Figura 9. Evolucién decreciente en cantidad de células en proceso de diferenciacion tratadas
con STEMdiff™ durante 12 (A), 14 (D), 18 (G) y 24 dias (J); con STEMdiff™ + 5-AzaC 10 uyM
durante 12 (B), 14 (E), 18 (H) y 24 dias (K); y con 5-AzaC 10 uM durante 12 (C), 14 (F), 18 () y
24 dias (L).

Figura 10. Aspecto del cultivo de ADSCs
con medio mTeSR™ Plus en pocillos
tratados con poli-L-lisina, en forma de
agregados tubulares de gran tamafio.
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5.4. Extraccion celular

Finalizado el tratamiento de diferenciacion fue necesario extraer el contenido
celular, para asi obtener las proteinas celulares y determinar si realmente habia
ocurrido la diferenciacion hacia cardiomiocitos.

Como control negativo de expresion de proteina cardiaca en los ensayos se
utilizaron ADSCs procedentes del mismo paciente, de pase 6, que se fueron
subcultivando hasta que se completara la diferenciacion. Del frasco de cultivo de
75 cm? se obtuvieron 1,32 x 10° células, cantidad menor que en los pases
iniciales, donde las células madre eran mas jévenes y ocupaban un menor
espacio, por lo que cabia una mayor cantidad de ellas en el frasco.

De las muestras a analizar existia un duplicado para cada cultivo y tipo de
diferenciacion, pero se obtuvieron muy pocas células, lo que no permitié realizar
todos los ensayos previstos. Se realizd Unicamente un ELISA para detectar cTnl.

5.5. ELISA

Algunas proteinas cardiacas tipicas del tejido cardiaco, como la subunidad | de
la troponina (cTnl)?® y GATA4!3, se pueden utilizar como marcadores de
diferenciacion.

Las muestras obtenidas en el apartado anterior se sometieron a un test ELISA
de tipo sandwich, mediante el cual se determind la concentracién de proteina
cTnl presente en las células obtenidas de los diversos tratamientos descritos. Se
realiz6 una recta de calibrado obtenida con estandares de concentraciones
conocidas (0, 31,3, 62,5, 125, 250, 500, 1.000 y 2.000 pg/mL), obteniendo su
densidad 6ptica a 450 nm, como se muestra en la figura 11. Se realiz6 un
duplicado para cada muestra, excepto para los extractos celulares a ensayar,
cuyo pequefio volumen y gran dilucion no permitirian detectar la aparentemente
poca concentracion de proteina presente. Esto puede interferir a la hora de la
reproducibilidad del experimento. En la tabla A2 del anexo se recogen los valores
de densidad o6ptica. El estandar 1, de concentracién 2.000 pg/mL, no entré en el
rango de medicion. A su vez, pequefias desviaciones en los estdndares de mayor
concentracion resultan en grandes variaciones de concentracion en las muestras
a analizar, ubicadas dentro del rango mas bajo de concentracion, por lo que se
eliminaron los estandares 2 y 3, de 1.000 y 500 pg/mL, respectivamente,
obteniendo la recta de calibrado que se muestra en la figura 10.
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Figura 11. Recta de calibrado originada a partir de los duplicados de los estandares de cTnl
preparados con tampén de extraccion 1x.

Tipo de tratamiento STEMdiff™ STEMdiff™ + 5-AzaC 5-AzaC
Concentracién cTnl (pg/mL) 0 9,41 4,96

Tabla 1. Concentracién de cTnl detectada mediante la técnica de ELISA.

La concentracion de cada muestra de extracto celular queda reflejada en la tabla
1. Como se puede observar, el test da negativo para células tratadas con
STEMdIiff™ en solitario, un valor intermedio en células tratadas con 5-AzaC (4,96
pg/mL) y un valor de casi el doble (9,41 pg/mL) en células tratadas con la
combinacion de STEMdiff™+ 5-AzaC. Las muestras de sobrenadantes de los
cultivos celulares dieron una sefial negativa.
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6. Discusion

El objetivo primordial de este trabajo era la puesta a punto de protocolos de
diferenciacion de ADSCs a cardiomiocitos. Para ellos, se ensayo el kit comercial
STEMdIiff ™, que esta indicado para la diferenciacion a cardiomiocitos de células
embrionarias o células madre totipotentes!4, pero que no se habia ensayado
sobre ADSCs. Los resultados obtenidos indican que, por si solo este kit no es
adecuado para promover esta diferenciacion. Otro compuesto que se ha descrito
que induce diferenciacion de células madre a cardiomiocitos es 5-AzaC, aunque
los resultados son contradictorios*'213, En uno de estos estudios, realizado en
ratas, se demostrd6 en realidad que 5-AzaC consigue la diferenciacion a
cardiomiocitos sobre células madre embrionarias'®. En nuestras manos, el uso
de 5-AzaC como agente Unico, tampoco consiguié unos niveles apreciables de
diferenciacion, sin embargo, se ha observado que la combinacién de ambos
tratamientos produce cambios morfologicos en las células estables en el tiempo
y que serian compatibles con una diferenciacion a cardiomiocitos. Esta
diferenciacion, aunque parcial, se ha demostrado por la expresion de niveles
detectables del marcador cardiaco cTnl. Esta observacion es novedosa y puede
tener utilidad en el campo de la investigacién, pero también podria tener
aplicaciones clinicas y utilizarse en procesos controlados de regeneracién
cardiaca.

En cualquier caso, se deberian repetir estos experimentos, utilizando también
otro marcador intracelular de cardiomiocitos como GATA4 y estimar por
citometria de flujo el porcentaje de células que efectivamente se diferencian a
cardiomiocitos en estos cultivos.
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7. Conclusiones
Se pueden extraer las siguientes conclusiones de los resultados obtenidos a lo
largo de este proyecto:

La adhesién y proliferacion de las ADSCs fue posible con el uso del medio
Alpha-MEM, pero se vio comprometida con el uso del medio mTeSR™
Plus. Esto indica que, a pesar de contener FGF2, el medio no cumple con
las necesidades de esta linea celular para su proliferacion.

El uso del kit STEMdiff™ lleva a las ADSCs a modificar su morfologia y
sus uniones intercelulares (mas alargadas y entretejidas). El uso de 5-
azacitidina no modifica sustancialmente la morfologia de las ADSCs. La
combinacion de STEMdiff™ con 5-azacitidina produce una diferenciacion
parcial hacia una morfologia compatible con la de cardiomiocitos.

Esta diferenciacion parcial a cardiomiocitos inducida por STEMdiff™ + 5-
azacitidina se ha demostrado por la expresion del marcador cardiaco cTnl.

The following conclusions can be drawn from the results obtained throughout this
project:

ADSC’s attachment and proliferation were possible using Alpha-MEM
medium, but were compromised with mTeSR™ Plus medium. This shows
that, despite it contains FGF2, this medium does not meet this cell line’s
needs for its proliferation.

The use of STEMdiff™ kit leads ADSC to modify their morphology and
their intercellular junctions (more elongated and interwoven). The use of
5-azacytidine does not modify its morphology substantially. The
combination of STEMdiff™ and 5-azacytidine produces a partial
differentiation into a more compatible morphology with cardiomyocytes.

This partial differentiation into cardiomyocytes induced by treatment by

STEMdIff™ + 5-azacytidine was proved by the expression of the cardiac
marker cTnl.
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1 2 3 4 5

Control ssp1 | SSP2kit+
A St. 8 St. 4 ADSCs kit 5-AzaC
SS P2 kit +
B St. 8 St. 4 Kit Siifl 5-AzaC
Kit + SS P1 kit + SS P2
c St. 7 St.3 5-AzaC 5-AzaC | 5-AzaC
SS P1 kit + SS P2
D St. 7 St. 3 5-AzaC 5-A7aC 5-A7aC
Control SS P1
E St.6 St2 | Alpha-MEM | 5-AzaC
Control SSP1
F St.6 St2 | Alpha-MEM |  5-AzaC
G St.5 St.1 Control SS P2
medio mant. kit
H St 5 St 1 antrol SS-P2
medio mant. kit

Tabla Al. Distribucion de las muestras en la placa del test ELISA. St.: estandar, SS:
sobrenadantes, P1: células de pase 1, P2: células de pase 2.

1 2 3 4 5
A 0,052 0,724 0,101 0,059 0,080
B 0,056 0,751 0,103 0,064 0,086
C 0,144 1,364 0,128 0,067 0,095
D 0,138 1,342 0,116 0,062 0,076
E 0,223 2,445 0,057 0,064
F 0,226 2,503 0,062 0,059
G 0,408 rE 0,098 0,069
H 0,402 el 0,069 0,062

Tabla A2. Test ELISA. Densidad Optica recogida a una longitud de onda de 450 nm.
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