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Evaluacién del rol de las integrinas en la diferenciacién

cardiaca a partir de células madre pluripotentes humanas

Las células madre pluripotentes (CMP) son una herramienta clave para lograr un
mayor conocimiento tanto del desarrollo embrionario como para avances cientificos
en el campo de la medicina regenerativa. Actualmente son utilizadas en el modelado
de enfermedades, ensayos farmacoldgicos y en un futuro, terapias de reemplazo celu-
lar. El desarrollo de este area de investigacion es posible de llevar a cabo gracias a dos
propiedades de las CMP: a) Su capacidad de autorenovacién y b) de diferenciacién
hacia las 3 capas germinales del embrién en desarrollo. Las CMPh se encuentran
en constante interaccién con proteinas presentes en la Matriz Extracelular (MEx) a
través de las integrinas. Estas son una superfamilia de receptores de adhesion celular

que reconocen principalmente ligandos de la MEx y de la superficie celular.

El objetivo de esta tesis consiste en evaluar la relevancia que poseen determinadas
integrinas en los diferentes estadios celulares que surgen durante la diferenciacion
cardiaca a partir de una linea de células madre embrionaria humanas (CMEh). Desa-
rrollamos dos modelos de diferenciacién cardiaca distintos con el objetivo de obtener,
en cada uno de ellos, las multiples poblaciones mesodérmicas que se originan duran-
te la especificacién (progenitor mesodérmico, progenitor cardiaco y cardiomiocitos
inmaduro) y caracterizar su dindmica de aparicién mediante la presencia de marca-
dores moleculares. En segundo lugar, analizamos el perfil de expresion de diferentes
subunidades de integrinas en los estadios celulares antes mencionados. En este caso
se observaron cambios en los niveles de expresion de las integrinas en las diferentes
poblaciones celulares durante la diferenciacién cardiaca. Por ultimo, evaluamos el
rol de la integrina a5 mediante la manipulacion de su expresion en la diferenciacion
cardiaca. Para esto, establecimos una linea de silenciamiento inducible en nuestra
linea de CMEh mediante el uso de una variante del sistema CrispR-Cas9. El silencia-

miento de la integrina o5 en el estadio inicial de la diferenciacion afect6 la dinamica



de aparicién del progenitor mesodérmico lo cual derivé en una menor eficiencia de
obtencion de celulas cardiacas.

Nuestros resultados sugieren que la presencia o ausencia de las distintas inte-
grinas contribuye a la diferenciacion especifica, primero hacia linaje mesodérmico y
finalmente a cardiomiocitos mediante la regulacion diferencial de la expresion de las

diferentes subunidades de integrinas.

Palabras Clave: Células madre embrionarias humanas, Diferenciacion Cardiaca,

Cardiomiocitos, Integrinas.



Evaluation of the role of integrins during cardiac

differentiation from human pluripotent stem cells

Pluripotent stem cells provide an invaluable tool for studying embryonic deve-
lopment and also, for regenerative medicine: disease modeling, drug screening, and
prospectively, cell-replacement therapies. PSC are capable of unlimited undifferen-
tiated proliferation in vitro and the ability to differentiate into the three embryonic
germ layers. Stem cells and ECM have a close multifunctional relationship. The en-
gagement of stem cells with their surrounding extracellular matrix (ECM) through
integrins act as a crucial control mechanism of stem cell function. Integrins are a
superfamily of adhesion molecules, are non-covalently-associated o/ heterodimers
that mediate cell-cell, cell-extracellular matrix interactions by binding to distinct
ligands.

In this thesis, the main goal was to study how important are specific integrins
in different multipotent mesoderm-committed populations during cardiac differen-
tiation from human embryonic stem cells (hESC). First, we developed two different
protocols of cardiac differentiation in order to identify different mesoderm popu-
lations through the presence of typical molecular markers of each stage (mesoder-
mal progenitor, cardiac progenitor and cardiomyocytes). Then, we characterized in
depth the levels of integrins expression in cell populations described before. We show
a different regulation of integrins expression in mesoderm-committed populations,
suggesting that are relevant to get an efficient cardiac specification.

Finally, we assessed the role of integrin a5 by manipulating transcription in car-
diac differentiation. We generated an inducible hESC line through a variant of crispr-
cas9 system where we are able to repress the expression of this integrin subunit.
Knockdown of integrin o5 during first stage of mesoderm commitment altered the
generation of the mesodermal progenitor and this led to a lower efficiency of cardiac

differentiation protocol. Our results indicate that the presence or absence of specific
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integrins contribute to specific differentiation, first to mesoderm commitment and

then to cardiomyocytes through a differential regulation of integrin expression.

Keywords: Human embryonic stem cells, cardiac differentiation, cardiomyocytes,

integrins.
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1. INTRODUCCION

1.1. Células Madre Pluripotentes humanas (CMPh): Un avan-

ce fundamental para la Medicina Regenerativa

Las células madre pluripotentes (CMP) son en la actualidad una herramienta
clave para lograr un mayor conocimiento tanto del desarrollo embrionario como pa-
ra avances cientificos en el campo de la medicina regenerativa. Actualmente son
utilizadas en el modelado de enfermedades, ensayos farmacolégicos y en un futu-
ro, terapias de reemplazo celular. Incluso, recientemente, ha ganado importancia el
desarrollo de organoides, pequenas estructuras tridimensionales que buscan simular
el desarrollo de los 6rganos [1].

El avance en estas novedosas areas de investigacion es posible de llevar a cabo
gracias a dos importantes propiedades que poseen las CMP: a) Su capacidad de
autorenovacién y b) de diferenciacion hacia las 3 capas germinales del embrién en
desarrollo (ectodermo, mesodermo y endodermo). Para una mejor comprensién de
las CMP, se describira en la siguiente seccion las distintas clases de células madre

existentes, como se obtienen y cuales son sus similitudes y diferencias.

1.1.1. Células Madre humanas: origen, diferencias y simili-

tudes

Las células madre, cuya principal caracteristica es la auto-renovacion y la di-
ferenciacion, pueden ser derivadas a partir de diferentes estadios del embriéon en
desarrollo (Figura 1.1). Una manera ttil de clasificar a las células madre es a partir

de su potencial de diferenciacion. Diferentes ensayos que evalian esta capacidad,
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Fig. 1.1: Desarrollo del embriéon desde la formacion del cigoto hasta la aparicién del
embrién post-implantatorio. Las CMEh Naive son obtenidas del embrion pre-implantatorio
y las CMEh Primed son derivadas a partir del epiblasto del embrién post-implantatorio.
Adaptada de De los Angeles y Col. [2].

tales como la formacion de teratomas y de quimeras en ratén son utilizados para
determinar el potencial de diferenciacién de las diferentes clases de células madre

existentes [2] (Figura 1.2):

» Las Células Totipotentes, como el cigoto, tienen la capacidad de desarrollar

tanto tejidos embrionarios como extra-embrionarios.

= Las Células Pluripotentes humanas naive poseen la capacidad de conversion
a todos los tipos celulares de un individuo adulto y pertenecen a un estadio

temprano del epiblasto embrionario pre-implantatorio.

s Las Células Pluripotentes humanas primed son aquellas que convencionalmen-
te se las identifica como CMPh y pertenecen a un estadio mas tardio. Se ob-

tienen del epiblasto embrionario post-implantatorio.

» Las Células Multipotentes (como las células madre hematopoyéticas) tienen
la capacidad de diferenciarse hacia tipos celulares diferentes pero relacionados

con el tejido de origen.

» Las Células Unipotentes son aquellas que tienen la potencialidad para diferen-

ciarse a un solo tipo celular.
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Fig. 1.2: Esquema de los diferentes tipos de células madre existentes agrupadas acorde a
su potencial de diferenciacion. Dos tipos de ensayos fundamentales para su clasificacion:
ensayo de quimera y ensayo de formacién de teratomas [2].

Las CMEh primed son aquellas que han ganado mayor protagonismo en la inves-
tigacion cientifica debido a que fueron las primeras en ser cultivadas. En este tipo
celular se encuentran ampliamente reportados los métodos de derivacion y de culti-
vo in wvitro. En los ultimos anos ha crecido el campo de investigacién relacionado a
las CMEh naive, sin embargo, atin se encuentra en investigacién como obtener este
tipo celular y el método para mantener este cultivo en un estado indiferenciado ho-
mogéneo. La ventaja de esta clase de CMEh consistiria en que es un estado ain mas
indiferenciado e hipometilado, por lo que la especificacion hacia los distintos tipos

celulares deberia ser igual de eficiente, independientemente del embriéon de donde



provenga el tipo celular en estudio.

Por otro lado, hace aproximadamente 12 anos se describi6 la reprogramacion de
células somaéticas adultas al estado pluripotente mediante la expresion ectépica de
factores de transcripciéon maestros (Oct3/4, Sox2, cMYC y KLF4). A esta clase se la
denominé células madre pluripotentes inducidas (CMPi), siendo uno de los avances
mas importantes en este campo dado que solucioné diferentes problemas que conlleva
el uso de las CMEh. En primer lugar, la dificultad ética de trabajar con embriones
humanos y ademas, evita el potencial rechazo del tejido celular luego del transplante
en pacientes [3]. Desde el punto de vista de su capacidad de diferenciacién, poseen
propiedades similares a las CMEh primed.

Entonces, actualmente existen dos tipos de CMPh: Las CMEh y las hCMPi. A
continuacion describiremos brevemente las principales caracteristicas que las definen
tanto a nivel molecular como funcional (Figura 1.3). A nivel molecular, las CMPh
expresan una serie de factores de transcripcion esenciales (entre ellos OCT4, SOX2
y NANOG) que estimulan la expresién de genes necesarios para mantener el estado
indiferenciado e inhibien otros relacionados a la diferenciacién. También expresan
marcadores de superficie propios de este tipo celular, poseen actividad de fosfatasa
alcalina, presentan una ocupaciéon preferencial del enhancer de OCT4 e hipermetila-
ciéon del DNA. Por ultimo, las CMPh mantienen un cariotipo diploide estable y alta
actividad de la enzima telomerasa por largo plazo durante su propagacion in vitro
[4]. A nivel funcional, como mencionamos anteriormente, deben tener la capacidad

de generar los tres linajes embrionarios tanto in vitro como in vivo.

1.1.2. Diferentes sistemas de cultivo tn vitro de las CMPh

Inicialmente las CMPh eran cultivadas en un medio que contenia 20 % de suero
fetal bovino (SFB) y se utilizaba como sustrato una capa de fibroblastos murinos

embrionarios irradiados (iMEF, del inglés mouse embryonic fibroblasts) [5]. Luego,



Introduccion 5

CELULAS PLURIPOTENTES

Definicién Funcional Definicién Molecular
de Pluripotencia del Estado Pluripotente
Diferenciacion Diferenciacion Marcadores Marcadores
In Vitro In vivo esenciales de Estado
> Teratomas Activacion de . Niveles globales
»  OCT4, SOX2 " de metilacion del DNA
y NANOG
. Embrlones'meera Marcadores de Activacion de
> In Vitro . -
superficie celulary » Factores de Transcripciones
>  Actividad de marcadores

Fosfatasa Alcalina

Mayor ocupacién del
enhancer de OCT4

Fig. 1.3: Caracteristicas fundamentales a nivel funcional y molecular que definen a las
CMPh. Adaptada de De los Angeles y Col. [2]

a medida que se profundizaba el conocimiento acerca de las CMPh, se desarrollé un
suplemento mas definido que actuaba como reemplazo del SFB y permitia mantener
las células en un estado indiferenciado mas homogéneo. Ademas se comenzé a tratar
los cultivos con diferentes factores adicionales como Basis Fibroblast Growth Factor
(bFGF), el cual permitia mantener las células en estado indiferenciado por tiempos
prolongados. A lo largo de los itimos anos, mayoritariamente se ha migrado al uso de
sustratos definidos libres de componentes derivados de animales. Estos se encuentran
mayoritariamente conformados por proteinas estructurales de la matriz extracelular
(MEx), como laminina [6]. Ademds, junto con estos sustratos, se utilizan medios
comerciales que solo cuentan con los factores esenciales para el mantenimiento ho-
mogéneo de las CMPh. Esta combinacién de medio y sustrato definido ha mejorado

de manera importante el cultivo de las CMPh, aunque encarecido el costo.



1.1.3. Diferenciacion de las CMPh

La posibilidad de mantener las CMPh en un estado indiferenciado homogéneo
por largo plazo permitié avanzar en el desarrollo de protocolos de diferenciacion
hacia cientos de tipos celulares distintos que se encuentran presentes en un individuo
adulto.

En primer lugar, con esta nueva herramienta fue posible estudiar en profundi-
dad la diferenciacién desde la perspectiva de la biologia del desarrollo al utilizar
investigaciones ya realizadas en otros modelos animales. Debido a esto se buscé re-
capitular en un cultivo in wvitro los eventos clave que regulan el compromiso hacia
los diferentes linajes en el embrién [7]. Es importante resaltar, como mencionamos
anteriormente, que este sistema experimental ademas es visto como una fuente ili-
mitada de células y tejidos para terapias de reemplazo celular y para el modelado
de distintas enfermedades (Figura 1.4).

A medida que transcurrié el tiempo de investigacion en este area de estudio,
distintos tipos de métodos fueron generados para iniciar la diferenciacion especifica
hacia distintos tipos celulares adultos a partir de CMPh. El primero consiste en la
formacion de agregados tridimensionales llamados cuerpos embrioides y el segundo
parte de una monocapa celular sobre un sustrato definido. El primero tiene la ventaja
de proveer una estructura tridimensional que favorece las interacciones entre células
mientras que en el segundo método mencionado hay un menor efecto de las células
vecinas y es técnicamente mas sencillo [8].

Como describimos anteriormente, la estrategia mas exitosa para la diferenciacién
de CMPh consiste en recapitular lo que ocurre en el desarrollo embrionario. Cuando
los factores que mantienen el cultivo en estado pluripotente son removidos, estas se
diferencian y bajo condiciones apropiadas, generan derivados de las tres capas ger-
minales: mesodermo, endodermo y ectodermo [8]. Durante el desarrollo embrionario,

en el proceso de gastrulacién emergen estos tres linajes que luego se reorganizaran
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Fig. 1.4: Diferentes tipos celulares obtenidos a partir de CMPh y sus potenciales aplica-
ciones. Adaptada de Wu y col. [1]

k]

dando lugar a todos los 6rganos del individuo (Figura 1.5). En mamiferos, el comien-
zo de la gastrulacion esta marcado por la formacion de una estructura transitoria
denominada linea primitiva en la region del epiblasto [9]. Andlisis moleculares y es-
tudios de mapeo de linaje han definido las regiones anterior, posterior y media de
la linea primitiva. Estas regiones difieren tanto en los patrones de expresion génicos

asi como en su potencial de desarrollo.

La especificacion de las distintas subpoblaciones es controlada tanto espacial-
mente como temporalmente. Genes como Brachyury [11] son expresados a lo largo
de toda la linea primitiva mientras que otros son solo preferencialmente expresados

en la regién posterior (como HoxB1) o en la regién anterior (Foxa2) [12]. A medi-
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Fig. 1.5: Esquema de la gastrulacién en mamiferos. Establecimiento de las tres capas
embrionarias luego de la gastrulacién [10].

da que la gastrulacién prosigue en el tiempo se da una mayor especificacion de los
linajes: en diferentes regiones a lo largo de la linea primitiva surge el mesodermo
cardiaco y cranial y el endodermo definitivo mientras que el ectodermo deriva de
una regién del epiblasto que no ingresa en la linea primitiva [13]. Entonces, la segre-
gacién temporal y espacial observada durante la gastrulacion sugiere que diferentes
regiones de la linea primitiva o cercanas a esta, constituyen un ambiente de senali-
zacion que es responsable de la induccion de los distintos linajes. Diferentes estudios
han demostrados que factores de crecimiento de la familia BMP [14] y Nodal [15]

asi como miembros de la familia de Wnt [16] son esenciales para el desarrollo.

A partir de estos conocimientos se buscé evaluar si las vias de senalizacion estu-
diadas podrian ser recapituladas en estos cultivos in vitro obteniendo células repre-
sentativas de los diferentes tipos de linajes. Por ejemplo, algunos de los experimentos
realizados demostraron que la senalizacion por Activina A conduce a una induccién
eficente del endodermo definitivo mientras que al inducir con BMP4, se promueve

la aparicién del linaje mesodérmico [13]. Todos estos avances han permitido generar
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Fig. 1.6: El ratén, como un modelo de cardiogénesis humana. Adaptada de Burridge y
Col. [17]

numerosos protocolos de diferenciacion especificos con el fin de obtener diferentes

tipos celulares adultos a partir de CMPh.

1.1.4. Diferenciacion a células cardiacas: Recapitular lo ocu-

rrido en el desarrollo embrionario

Los linajes cardiacos, vascular, hematopoyético y de musculo esquelético derivan
de subpoblaciones de mesodermo inducido en un patrén temporal definido. Como
mencionamos anteriormente, entender los mecanismos que regulan la inducciéon me-
sodérmica es indispensable para lograr obtener cada uno de estos tipos celulares [13].
A pesar de que se ha avanzado mucho en el conocimiento del desarrollo embrionario
por medio del uso de las CMPh, atin deben ser estudiados en mayor profundidad

los eventos mas tempranos de la especificacién hacia los diferentes linajes.
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A lo largo de los ultimos anos se ha logrado describir con mayor profundidad
el modelo de cardiogénesis, el cual es altamente similar en humano y ratén (Fi-
gura 1.6). La cardiogénesis se inicia con la generacién de mesodermo mediante el
proceso de gastrulacién descripto anteriormente. En el dia 5 (E5.0) del embrién de
ratén, la senalizacion de NODAL en el epiblasto proximal mantiene la expresion de
BMP4 en el ectodermo extraembrionario (adyacente al epiblasto), el cual induce la
expresion de WNT3 en el epiblasto proximal promoviendo la apariciéon de la linea
primitiva. Aproximadamenete en E5.5, aumenta la expresion de los antagonistas de
WNT (DKK1) y NODAL (Leftyl y Cerl) restringiendo la senalizacién de estas dos
vias al epiblasto posterior [17]. En E5.75, WNT induce la expresién de marcadores
mesoendodérmicos como Brachyury T y se inicia la transicion epitelio-mesenquimal
(TEM). Este proceso es muy importante durante el desarrollo debido a que ocu-
rren grandes cambios transcripcionales que desencadenan la activacion de vias de
senalizacién diferentes que modifican la arquitectura de los tejidos, la morfologia
celular, la adhesiéon y la capacidad migratoria. El progenitor mesodérmico obtenido
luego de la TEM pierde expresién de aquellas proteinas de membrana que generan
la adhesion entre células y aumenta la presencia de todas aquellas relacionadas con
un fenotipo migratorio. Este progenitor es capaz de diferenciarse a cualquier tipo
celular mesodérmico y posee algunos marcadores moleculares caracteristicos como
KDR, PDFGR-o y CD56 (N-cam). Este tltimo fue descripto en un trabajo mas re-
ciente [18] donde se lo menciona como un marcador que permite aislar realmente al
progenitor mesodérmico ya que es esta subpoblacion, la inica capaz de diferenciarse

a cualquier tipo celular de este linaje (Figura 1.7).

Finalmente, genes vinculados a la diferenciacion mesodérmica y a la TEM como
Fgfd y Fgf8 son expresados e inducen un incremento en los niveles de MESP1, gen
regulador maestro de la especificacién a progenitor cardiaco [19] [20]. Este ultimo

conduce la diferenciacion mediante el inicio de vias de senalizacion que promueven
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Fig. 1.7: Diferentes tipos celulares adultos obtenidos a partir de la diferenciacién del
progenitor mesodérmico [18].

el silenciamiento de la via canénica WNT /Beta-catenin, lo que resalta el caracter
bifdsico que posee esta via en la diferenciacién cardiaca [21]. Luego, rio abajo de
MESP1, la cardiomiogénesis contintia mediante la expresién de una compleja red de
factores interactuantes como Nkx2-5, Mef2X, Gatad, entre otros [22]. A partir de
este punto, la especificacion contintia hasta el desarrollo final del corazén pero no es

el objetivo de este trabajo ahondar en los estadios mas tardios.

Diferenciacién a células cardiacas a partir de CMPh: Diferentes modelos

utilizados

Los conocimientos para diferenciar CMPh de manera dirigida han progresado
considerablemente en los tiltimos 10 anos. Uno de los primeros métodos de diferen-
ciacion especifica utilizados involucraba el co-cultivo de CMPh con células del endo-
dermo visceral de raton, las cuales generaban las senales de diferenciacion necesarias

para la induccién mesodérmica. Este método era poco eficiente pero mostré generar
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cardiomiocitos de tipo ventricular [23]. Ademés, proveyé de los primeros conceptos
para la diferenciacién, como por ejemplo, la remocién del SFB y su reemplazo por

factores especificos para llevarla a cabo.

Actualmente, dos métodos basicos para la diferenciacion cardiaca de CMPh son
ampliamente utilizados: i) la formacién de cuerpos embrioides y ii) el cultivo a par-
tir de una monocapa megaconfluente. Las diferentes versiones de cada método se
basan en una secuencia progresiva de ambientes inductores utilizando factores de
crecimiento y/o pequenas moléculas. El primer método que se realizé mediante la
formacién de cuerpos embrioides involucro el crecimiento de estos en un medio conte-
niendo 20 % SFB y a lo largo de la diferenciacion se formaban los agregados esféricos.
Esta técnica producia tipos celulares diferenciados de los tres linajes embrionarios,
incluyendo cardiomiocitos en un porcentaje que iba desde el 5% al 15% [24]. Es-
tos protocolos han sido mejorados mediante el agregado de factores definidos como
aquellos reportados en el desarrollo embrionario o utilizando pequenas moléculas
que inhiben las vias de senalizacién [25]. Los modelos de diferenciaciéon que parten
de la formacién de cuerpos embrioides son técnicamente complejos lo cual ha llevado
al desarrollo de protocolos de diferenciacién que se inician con una monocapa celular
donde las CMPh son cultivadas en alta densidad [26]. Este iltimo método pudo ser
desarrollado eficientemente gracias a la apariciéon de medios definidos enriquecidos
en los factores necesarios para mantener el estado indiferenciado de las CMPh, los
cuales permiten lograr la megaconfluencia celular necesaria de la monocapa y asi
poder comenzar el protocolo de diferenciacién cardiaca. A su vez, a partir del es-
tudio de las distintas cascadas de senalizacion activadas por factores como BMP4
o Activina A durante el desarrollo embrionario, se comenzaron a utilizar pequenas
moléculas que actian directamente sobre las vias de senalizacion, lo cual evita el

uso de morfégenos para llevar a cabo la diferenciacién cardiaca [27] [28].

A modo de conclusién general, estos estudios demuestran que la importancia de
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la incubacion de las CMPh con distintos factores de crecimiento a tiempo y con-
centraciones especificas son esenciales para la diferenciacion dirigida a mesodermo

temprano y luego hacia un destino cardiaco més especifico [17].

1.2. Las integrinas y su interaccion con la Matriz Extrace-

lular

1.2.1. La Matriz Extracelular y su funcién en las CMPh

Las células de tejidos y 6rganos especificos se encuentran embebidas en una es-
tructura secretada por las mismas células, la matriz extracelular. Es una estructura
tridimensional, compleja, compuesta por diferentes moléculas que pueden ser di-
vididas en dos grandes grupos: i) proteinas estructurales y ii) protoeglicanos, que
incluye los glicosaminglicanos, responsables de senalizacion celular, principalmente
en procesos regulatorios durante el desarrollo (Figura 1.8) [29].

La MEx no solo provee integridad estructural sino que también actiia como un
sustrato para la migracion, regula activamente la morfologia celular, el desarrollo y
la funcién metabdlica [30]. A pesar de que la mayoria de las proteinas estructurales
de la MEx se encuentran bien descriptas y caracterizadas, la distribucion espacio-
temporal de estas en los diferentes tejidos continiia siendo investigada. Uno de los
mayores desafios en el campo de la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa
consiste en estudiar exhaustivamente sus componentes con el objetivo de reemplazar
tejidos y érganos danados [31].

Las proteinas estructurales mas importantes que la componen son colagenos,
elastinas, lamininas y fibronectina. Una de sus principales funciones consiste en pro-
veer una estructura fundamental dentro de la cual las células del tejido sean capaces
de unirse o migrar pero también cumplen un rol determinante en la activacion de

vias de senalizacién relacionadas con la proliferacién, diferenciacién, entre otras fun-
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Fig. 1.8: Esquema representativo de la composiciéon de la MEx indicando la unién de esta
a las células y sus principales componentes estructurales [32].

ciones. Estas proteinas estructurales se encuentran conectadas al citoesqueleto de
las células por medio de las integrinas. Estas ultimas cumplen un rol esencial en la
funcion regulatoria de las células y serdn descriptas con mas detalle en la préxima
seccién [33].

La laminina es parte de la membrana basal y esta involucrada en la adhesién,
la migracién, el crecimiento y la diferenciacién celular. Existen 11 genes distintos
distribuidos en diferentes cromosomas que codifican para las 11 subunidades de la-
minina: 5 subunidades o, 3 subunidades 3 y 3 subunidades y. Solo 16 combinaciones
de las 3 subunidades han sido sugeridas e incluso un niimero atin menor han podi-
do ser purificadas [34] (Figura 1.9). Las lamininas muestran una distribucién tejido
especifica con variacion en su composicion durante el desarrollo. Se ha demostrado
que el heterotrimero de laminina 111 se encuentra mayormente expresado en el em-
brién, mientras que en el adulto se reduce a un pequeno subconjunto de membranas
basales [35]. En contraste, la laminina 511 es practicamente ubicua y la laminina

521 se encuentran mayormente presente en el organismo adulto [36].

Otra proteina estructural importante es la fibronectina, la cual existe en forma

solube e insoluble y se une a las integrinas asi como también a otros componentes
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Fig. 1.9: Heter6trimeros de laminina descriptos o predichos [34]

de la MEx. Su rol mas importante esta relacionado con la adhesion y la migracion
celular [37]. Usualmente, la fibronectina es un dimero compuesto por dos subunida-
des iguales y existen multiples variantes de esta proteina que se generan por splicing
alternativo (Figura 1.10). Ademads, andlisis exhaustivos han mostrado que la regién
involucrada en la adhesion celular esta compuesta por pequenas secuencias reco-
nocidas por las integrinas. Una de las mas conocidas es la secuencia tripeptidica
RGD y su reconocimiento no solo depende de ella, sino también de su presentacion
tridimensional [38]. Por tltimo, diversos trabajos mostraron que la fibronectina es
particularmente importante durante el desarrollo embrionario dado que una muta-
cién que inactivé la expresion funcional de este gen resulto ser letal en ratén. Se
observéd ademas que su expresion es particularmente crucial en el desarrollo embrio-

nario normal de estructuras vasculares [39].

1.2.2. Que son las integrinas?

La complejidad y la diversidad estructural y funcional de las integrinas permite
a esta familia de moléculas de adhesion tener un rol clave en una gran cantidad de

contextos diferentes: inflamacion, homeostasis, morfogénesis de tejidos, cicatrizacion
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Fig. 1.10: La fibronectina es un dimero de glicoproteina formado por dos péptidos iguales
unidos por un puente disulfuro [37].

de heridas, en la regulacién del crecimiento celular y la diferenciacién [40].

Las integrinas son una superfamilia de receptores de adhesién celular que re-
conocen principalmente ligandos de la MEx y de la superficie celular. Ellas son
heterodimeros transmembrana of3 que en humanos pueden formar 24 tipos de inte-
grinas diferentes, las cuales surgen de una asociacién no covalente entre una de las
18 subunidades o y una de las 8 subunidades { existentes [41] (Figura 1.11). Es-
tos dos tipos de subunidades son totalmente distintas, con homologia no detectable
entre ellas. La identidad de secuencia entre subunidades o es de aproximadamente
un 30 % mientras que entre las subunidades 3 es de un 45 %, lo cual indicaria que
ambas familias de subunidades evolucionaron por duplicacién génica [42]. A su vez,
cada subunidad posee un gran dominio extracelular, una estructura de hélice que se
despliega dentro de la membrana celular y una corta cola citoplasmatica. El tamano
de las diferentes subunidades varia pero tipicamente la subunidad o posee alrededor

de 1000 aminodcidos mientras que la subunidad 3 consta de 750 aminodcidos.
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Fig. 1.11: Esquema del heterodimero de integrina [43].

La regién extracelular de la subunidad o esta compuesta principalmente por
un dominio denominado Propulsor {3, el cual consiste de 8 ldminas {3 dispuestas
alrededor de un eje central y el sitio de interaccion con el ligando se ubica a menudo
en la hendidura formada en el centro del propulsor. Este se encuentra conectado
a otros dominios llamados Thigh, Calfl y Calf2. Los primeros dos conforman la
cabeza de la integrina y los dos ultimos conforman la pata. Es de suma importancia
destacar que esta subunidad es la que determina la especificidad por el ligando.
Existen 9 clases de integrinas o que contienen, ademéas, un dominio I que posee la
capacidad de interactuar con el ligando afin. Este se encuentra presente en el grupo
de integrinas que interactiian con la subunidad 2, en la subfamilia de integrinas
que se une a colageno (al, 02, al0, y oll) y en la integrina «ER7 (Figura 1.12).
Por otro lado, también se encuentran los tipos de subunidad o que no poseen el
dominio I y reconocen el motivo RGD del ligando (aV, a5, o8 y allb). Finalmente,

la tercera clase de subunidades esta compuesta por aquellas que se unen a laminina
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Fig. 1.12: Representacion de la familia de integrinas. En vertebrados, esta familia se
encuentra conformada por 24 heterodimeros. Las subunidades representadas en naranja
poseen el dominio o, las celestes reconocen el dominio RGD del ligando y las violetas son
aquellas que tienen su mayor afinidad por diferentes tipos de laminina [44].

(a3, a6, y o7) [44]. A lo largo de este trabajo, haremos especial hincapié en aquellas

subunidades de unién a fibronectina y laminina.

La subunidad (8 también consta de varios dominios diferentes y tiene una menor
participacién a la hora de determinar la afinidad por el sustrato. Su cola citoplasma-
tica se encuentra altamente vinculada a proteinas citoesqueletales por lo que esta
subunidad tiene un rol importante en la activacion de distintas cascadas de senali-

zacion. Por otro lado, contiene un dominio 1 que promueve la activacion de la

integrina [43].
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1.2.3. Cambios conformacionales de las integrinas y vias de
senalizacion

Cambios en la conformacién de las integrinas influencian sobre su nivel

de activacion

Los diferentes heterodimeros de integrinas adoptan diferentes conformaciones
acorde a su afinidad por el ligando y a la senalizacion intracelular. Sin embargo,
existe gran controversia acerca de la relacién entre los diferentes grados de plega-
miento y la afinidad por el ligando observada [45]. A partir de trabajos reportados,
existe un consenso general en que los heterodimeros de integrinas adoptan multiples
conformaciones, las cuales son funcionalmente relevantes. El analisis estructural de
los dominios extracelulares postula que al menos se observaron dos conformaciones
distintas (Figura 1.13). La primera de ellas es la forma plegada donde la regién de
afinidad por el ligando se encuentra en direccién hacia la membrana celular, presu-
miblemente se trata de la forma inactiva de la integrina [46]. La segunda estructura
seria una en que la integrina posee una mayor actividad y se encuentra totalmente
desplegada, donde la regién que interactia con el ligando aparece expuesta [47]. Sin
embargo, actualmente hay cierta discusion acerca de los cambios que se dan entre
las dos estructuras. Es decir, si existen mas conformaciones que estas dos y si cada
una de ellas estd relacionada con una diferente afinidad por el ligando y por ende,

relacionadas a distintos niveles de activacion [45].

Por otro lado, las causas por las que las integrinas cambian de conformacién son
diversas. En primer lugar, existe una senalizacién externa dada por la interaccion
con las proteinas y los factores presentes en la MEx que puede promoveer estos
cambios en la estructura. Un trabajo revelé que la tensiéon mecanica generada por la
MEx consolida un estado activo de la integrina en una conformacién mas abierta y

con una mayor afinidad por el ligando [43]. Otro caso interesante es el de la integrina
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propulsor-3

Fig. 1.13: Esquema que muestra los dos tipos de conformaciones que pueden adoptar los
heterodimeros de integrinas. A la izquierda se observa la conformacién plegada y a la
derecha la conformacién abierta [45].

adB1, donde la tensiéon mecédnica induce una mayor interaccién con la fibronectina
y esto lleva a un aumento de la fosforilacién de la proteina FAK [48]. Es decir, los
estimulos provenientes del exterior celular influencian sobre las vias de senalizacion
que se activan. En segundo lugar la cola citoplasmatica de las integrinas se encuentra
altamente vinculada con proteinas que inician diferentes cascadas de senalizacion y
también con aquellas que remodelan el citoesqueleto, por lo que cambios intracelula-
res también pueden repercutir en la conformacién que adoptan las integrinas y en su
afinidad con el ligando. La proteina Talin es clave para el cambio de conformacion,
dado que esta se une a la cola citoplasmatica de la subunidad 3, lo cual causa una

relajacion de la estructura inactiva y permite un desplegado incipiente de la regiéon
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que interactia con el ligando, comenzando a modificar su nivel de actividad [49].
Por 1ltimo, también se encuentra postulado, aunque con cierta discusion actual, que
estos cambios en la senalizacion intracelular provocan una disposicién diferente de
la cola citoplasmética de la subunidad {3 alrededor de la cola de la subunidad o, lo
cual colabora en una activacién de la integrina diferente [50].

A modo de resumen, luego de activadas, las integrinas sufren cambios confor-
maciones que involucran el desplegado del receptor. Sin embargo, la evidencia que
comienza a surgir muestra que el grado de activacién es dependiente del tipo de inte-
grina y del ligando. Ademas, existirfan conformaciones intermedias entre la plegada
y la abierta que pueden ser funcionalmente relevantes. Cabe aclarar, que existe una
gran diversidad de tipos de integrinas, las cuales poseen funciones muy distintas,
por lo que lo explicado aqui son conceptos generales que aplican al comportamiento

y la funcién de todas ellas.

Las integrinas y sus vias de senalizacién

Como mencionamos anteriormente, las integrinas son aquellos receptores que re-
ciben las senales de las proteinas estructurales de la MEx, debiendo traducir este
mensaje hacia el interior de las células. Este proceso descansa en el nexo existente
entre las integrinas y el citoesqueleto a través de su cola citoplasmatica y permite la
transmision bidireccional de la informacién [51] [52]. Ademés del rol mecanico en el
anclaje a la MEx, las integrinas transmiten senales quimicas intracelulares, prove-
yendo informacién sobre su localizacién, el ambiente local, el estado adhesivo y sobre
la matriz que la rodea. Estos mensajes determinan respuestas como la migracién, la
sobrevida y la diferenciacién [53]. Este didlogo bidireccional requiere una dindmica
temporal y espacial de ensamblaje y desensamblaje de complejos multiproteicos que
se forman alrededor de las colas citoplasmaticas de estos receptores. En diferentes

trabajos se describié que existe una red de 156 componentes que forman el adheso-
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ma de las integrinas [54]. En esta seccion describiremos brevemente las principales
proteinas senalizadoras que forman parte de este adhesoma (Figura 1.14).

En la regién citoplasmatica adyacente a la membrana celular se forman com-
plejos focales pequenos, los cuales son estructuras multiproteicas que contienen a
las integrinas y actian como el puente de uniéon entre la actina intracelular y las
proteinas estructurales de la MEx. Estas uniones focales aportan el espacio donde
ocurre el reclutamiento citoplasméatico de una red de proteinas que interactian entre
ellas [55]. Simultaneamente a la unién del ligando con la integrina, las proteinas Ta-
lin y Kindlin son reclutadas a la cola citoplasmatica de la subunidad B [56]. A partir
de la activacion de las integrinas, estas tienden a agruparse y se generan multiples
conexiones proteicas con las fibras de actina a través de la proteina Talin, lo cual
provee un punto de inicio para el ensamblaje del adhesoma. Una de las primeras
proteinas de senalizacién reclutada es la Kinasa de Adhesién Focal (FAK) que se
une a Talin y Paxilin. Esta kinasa es crucial dado que se encuentra involucrada en
multiples vias de senalizacion y actiia como un integrador de todas las senalas, sien-
do entonces quien dispara la respuesta celular. Rio abajo de la proteina FAK, son
reclutadas otras proteinas como Src y PI3K y se producen sucesivas fosforilaciones
que promueven el reclutamiento de otras proteinas de senalizacion conformando el
adhesoma en su totalidad [57]. Por consiguiente, la activacién del complejo FAK-Src
induce cascadas de senalizacién que dan diferentes respuestas para la sobrevida, la

diferenciacion, la motilidad y la progresion del ciclo celular.

1.2.4. El nicho de las CMPh y su relacion con las integrinas

A partir de lo detallado en las secciones anteriores, solo resta describir cuales son
los principales avances que se encuentran reportados acerca de la importancia de las
integrinas a la hora de mantener las CMPh en su caracteristico estado indiferenciado

o en estimular la diferenciacion hacia algun linaje especifico [58].
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Fig. 1.14: Diagrama que ilustra las distinas vias de senalizacién que pueden encenderse
luego de la activacién de las integrinas por su ligando [55].

In wvivo, las células madre adultas residen como células quiescentes en lugares
especificos de muchos érganos, los cuales se definen como nichos. Estos les proveen
un ambiente protegido y finamente controlado para el mantenimiento a largo plazo.
In witro, las CMP pueden crecer indefinidamente bajo condiciones controladas de
cultivo y también forman su propio nicho conformado principalmente por MEx. Ini-
cialmente, las CMPh eran cultivadas sobre iMEF y esta capa nutricia le aportaba
los factores necesarios y la MEx inicial sobre la cual adherirse, crecer y secretar su
propio nicho. En este sistema, multiples tipos de integrinas se encuentran activadas

dada la gran variedad de proteinas estructurales de MEx que se encuentran pre-
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sentes [6]. Sin embargo, en los dltimos anos, diferentes grupos de investigacién han
desarrollado métodos para recrear un nicho artificial. A partir de esto fue posible
cultivar directamente las CMPh sobre moléculas purificadas de la MEx tales como
Vitronectina, Fibronectina o Laminina [59] [60]. Bajo estas condiciones de cultivo,
las proteinas de la MEx activan un subconjunto de integrinas diferentes que estaran
comprometidas en la funcién del mantenimiento del estado indiferenciado. De hecho,
en diversos trabajos se ha reportado que CMPh cultivadas sobre Geltrex (enrique-
cido en laminina) se unen principalmente a través de la integrinas aV(3, o631 y
o2B1 [61]. Por otro lado, si se las cultiva sobre Fibronectina, se activa el receptor
adB1 mientras que sobre vitronectina el nexo se da principalmente via la integrina
aVB5 [62] [63]. Como ultimo punto, es importante destacar que si las CMPh son
cultivadas sobre gelatina o sin sustrato, las integrinas no se encuentran activas dado
que no estan presentes las proteinas estructurales con las que estas interactiian y el
cultivo de CMPh se diferencia [58] [64]. Por consiguiente, el repertorio de integrinas
expresadas por las CMPh sobre componentes especificos de la MEx ha mostrado ser

restringido y dependiente del sustrato presente.

De mucha mayor complejidad y desconocimiento resulta el analisis del rol que
tienen las integrinas en los diferentes procesos de diferenciacion de las CMPh. Se
encuentra reportado que la integrina o531 podria tener un rol importante en el
progenitor mesodérmico. Publicaciones anteriores mostraron que la mutacion de la
integrina a5 conduce a defectos mesodérmicos en la embriogénesis del ratén [65].
Mas tarde, otro grupo disen6 materiales sintéticos conteniendo ligandos insolubles
para esta integrina. Si el ligando se encontraba presente ocurria la induccion me-
sodérmica mientras que si estaba ausente no sucedia este proceso de diferenciacion
[66]. Esto podria sugerir que la activacién de esta integrina modula la expresion de
BMP4, factor esencial para la induccién mesodérmica. A pesar de estos avances, los

trabajos realizados en este drea ain son escazos y requieren un mayor estudio para
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su elucidacién [67]. Por ltimo, otras publicaciones sugieren que tanto la subunidad
a6A como las subunidades 34 y 5 ganan preponderancia en las células cardiacas

68].

1.3. Represion de la transcripcion mediada por Cas9-KRAB
en CMPh

Con el objetivo de entender el rol biolégico de diversos genes en el desarrollo y
en enfermedades, debemos decifrar la relacion entre genotipo y fenotipo. Hasta hace
pocos anos, RNAIi ha sido el método mas comunmente usado como herramienta para
observar la pérdida de funcién en el estudio de la biologia humana [69]. Sin embargo,
este método posee algunas desventajas como el efecto de off-targets e incompleto
silenciamiento del gen deseado. En 2012, surgié la tecnologia de CRISPR como una
nueva herramienta para la edicién génica. El sistema CRISPR/Cas9 esta conformado
por dos componentes: un RNA guia (gRNA) que provee la especificidad al blanco y
una proteina (Cas9) que actia como una helicasa y una nucleasa para desplegar y
cortar el DNA blanco. En este sistema, la tnica restriccién es la secuencia motivo
PAM (" NGG” en el caso de SpCas9), que debe situarse adyacente a nuestro gen
blanco [70] (Figura 1.15).

Esta actividad nucleasa de CRISPR (CRISPRn) ha sido utilizada para ensayos
de gran escala con el fin de identificar genes asociados con la viabilidad celular en
CMP [72]. Sin embargo, CRISPRn no es el sistema mas robusto para los estudios
de pérdida de funcion debido a que es limitado por aquellas células dentro de una
poblacién que no producen un fenotipo knock-out [73]. Ademads, los fenotipos de
pérdida o ganancia de funcién pueden ser parciales, lo cual dificulta la lectura del

resultado final.

Mas recientemente, se generd una version desactivada de la nucleasa (dCas9) que
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Fig. 1.15: Esquema de la nucleasa Cas9 conducida a un gen blanco por el gRNA de 20
pares de bases [71].

puede ser fusionada a distintos dominios efectores que le proveen una funcionalidad
diferente a este sistema. En nuestro trabajo, la proteina dCas9 utilizada, se encuentra
fusionada al dominio represor KRAB (del inglés, Krippel associated bozx), el cual
produce una interferencia transcripcional eficiente [74] [75]. Uno de los objetivos para
los cuales se disené esta tecnologia denominada CRISPRI (interferencia de CRISPR)
reside en reprimir eficientemente la expresién de genes con el fin de estudiar la

diferenciacién temprana o modelar enfermedades en CMPh (Figura 1.16).

En este sistema, dCas9-KRAB fue localizado rio abajo de un promotor induci-
ble que responde al antibidtico procariota Doxiclina (TRE, del inglés tetracycline
responsive element). Entonces dCas9-KRAB se expresa cuando este antibidtico se
encuentra presente mientras que el gRNA esta regulado por un promotor consti-
tutivo (Figura 1.17). Debido a que el desarrollo embrionario consiste de una serie

de eventos secuenciales que se dan en puntos temporales precisos a partir de la re-
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Fig. 1.16: Sistema donde dCas9 se encuentra fusionada a un dominio efector y es conducido
al gen blanco por un gRNA. Este efector puede ser un represor (KRAB) o un activador
(VP64) de la transcripcién. Adaptada de Kearns y Col. [74]

presion o activacién de genes especificos, este sistema seria especialmente ttil para
investigar la importancia de la expresion de distintos genes en momentos puntuales

de la diferenciacién.

En los diferentes trabajos donde se puso a punto este sistema experimental se
tuvieron en cuenta algunos criterios con el fin de que el silenciamiento inducible sea
exitoso. En primer lugar, el gRNA debe ser disenado en las regiones cercanas al sitio
de inicio de la transcripcién (TSS, del inglés transcription start site), usualmente

150 pares de bases rio arriba o abajo de este. A medida que el gRNA se aleja de este

Fig. 1.17: Construcciones utilizadas para generar la linea de CMPh estable dCas9-KRAB
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sitio, la eficiencia del silenciamiento disminuye. Como 1ltimo punto, la induccion del
silenciamiento es reversible pero segiin se encuentra reportado, la recuperacion de

la expresién total de la proteina puede demorar aproximadamente 10 dias [74] [76].



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A lo largo de la introduccion destacamos la complejidad y la importancia que po-
see la arquitectura de la MEx. Las proteinas estructurales que la componen actian
como una fuente de senales que desencadenan cambios en la proliferacion, diferen-
ciaciéon y la migracion, entre otras funciones. Actualmente, uno de los objetivos
importantes en el area de las células madre consiste en investigar la relacion existen-
te entre las CMPh y las proteinas de la MEx. Las principales preguntas que buscan
ser respondidas se refieren a la manera en que se traducen las senales provenientes
de la MEx dentro de las células, como las diferentes clases de integrinas presentes
decodifican este mensaje y si los diferentes grados de contacto entre las proteinas de
la MEx y las integrinas influyen en la diferenciacién especifica de las CMPh hacia
distintos tipos celulares.

En funcién de estas preguntas desarrollamos nuestra hipétesis que buscara ser
respondida a lo largo de este trabajo: Las diferentes clases de integrinas se unen a
distintas proteinas estructurales de la MEx, lo cual resulta en uno de los factores
determinantes para definir el mensaje que se traduce al interior de las células. Como
consecuencia se generan cambios significativos en el programa transcripcional que
afectard el destino celular al mantener las células en estado pluripotente o influir en
la diferenciacion hacia un tipo celular especifico, en nuestro caso de interés, hacia
células cardiacas.

A partir de la hipdtesis planteada, nos propusimos trabajar en los siguientes

objetivos:

1. Establecer un modelo de diferenciacion cardiaca altamente eficiente y repro-

ducible que nos permita estudiar el rol de las integrinas.

29
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= Desarrollar un protocolo de diferenciaciéon cardiaca que recapitule el desa-
rrollo embrionario y asi obtener las miltiples poblaciones mesodérmicas

que se originan durante la diferenciacion cardiaca.

= Identificar los marcadores moleculares que permitan caracterizar tempo-

ralmente la aparicién de las diferentes poblaciones mesodérmicas.

2. Caracterizar detalladamente la dindmica de expresién de las subunidades de
integrinas en los diferentes estadios de la diferenciacion cardiaca: indiferencia-

do, progenitor mesodérmico y cardiomiocito inmaduro.

3. Evaluar el rol de determinadas subunidades de integrinas mediante la mani-

pulacién de su expresion en la diferenciacion cardiaca.

= Establecer una linea de CMPh modifcada, mediante el uso de una variante
del sistema de edicién génica CRISPR-~Cas9, que nos permita silenciar de

manera inducible la expresion de un gen target.

= Estudiar si la manipulacion de la expresién de subunidades de integrina
afecta la dinamica de aparicion de las diferentes poblaciones mesodérmi-

cas.

s BEvaluar si la eficiencia final de obtencién de cardiomiocitos inmaduros se

encuentra afectada.



3. MODELOS DE DIFERENCIACION CARDIACA Y
SUS DIFERENTES ESTADIOS CELULARES DE
COMPROMISO MESODERMICO

El objetivo general de este capitulo consiste en la puesta a punto del sistema
experimental con el que trabajaremos a lo largo de esta tesis. En linea con las
investigaciones llevadas a cabo en nuestro y en otros laboratorios, desarrollamos dos
protocolos de diferenciacién cardiaca distintos a partir de CMPh. El primer protocolo
comienza con la generacién de agregados celulares llamados cuerpos embrioides; el
segundo tiene su punto inicial a partir de la formacién de una monocapa celular
megaconfluente. Las caracteristicas de ambos protocolos y sus particularidades seran
explicadas mas adelante.

Durante el proceso de diferenciacion, las CMPh generan multiples derivados me-
sodérmicos a partir del tratamiento con los diferentes morfégenos (Figura 3.1). Por
esta razon, en este capitulo también buscaremos conocer la dindmica de aparicion
de estas poblaciones especificas a partir de la presencia/ausencia de determinados
marcadores moleculares. Estos tltimos serdn utilizados durante todo el trabajo co-
mo una herramienta clave para la caracterizacién y evaluacion de la eficiencia en

nuestro sistema experimental.

3.1. CMEh HES3 y su estado pluripotente, paso inicial clave

para la diferenciacién cardiaca

En este trabajo utilizamos una linea de CMEh denominada HES3. Esta fue ini-

cialmente crecida y mantenida en una capa de iMEF que en conjunto con el uso de un
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Fig. 3.1: Esquema de los diferentes tipos celulares de origen mesodérmico obtenidos a
partir de la diferenciacién cardiaca.

medio definido libre de suero y enriquecido en factores esenciales (como bFGF), les
permite obtener todos los nutrientes necesarios para mantener su estado pluripotente
caracteristico. De todos modos, actualmente en el laboratorio, las CMPh son mayo-
ritariamente crecidas en sustratos definidos y libres de células murinas. Uno de los
principales sustratos utilizados se denomina Geltrex, el cual se encuentra compuesto
por proteinas estructurales de la MEx, enriquecido especialmente en Laminina. Se
utilizan ademés medios de cultivo definidos que se encuentran compuestos de fac-
tores esenciales con el fin de lograr mantenerlas en el estado indiferenciado éptimo

(como los medios Medios E8 Flex y mTesR)(Figura 3.2).

El crecimiento de las CMPh en sustratos libre de iMEF y la utilizacion de medios
definidos supone varias ventajas. En primer lugar, se evita trabajar en un co-cultivo
de células de diferentes especies. En segundo lugar estas se mantienen en un estado
indiferenciado mas homogéneo dado que solo dependemos del sustrato definido y el
medio comercial utilizado, lo cual nos permite descartar como un factor adicional
de variabilidad el estado en el que se encuentran las iMEF. Por ultimo, al crecerlas
sobre Geltrex logramos una disminuciéon en la heterogeneidad a la hora de analizar
diferencias en la expresion génica, clave a lo largo del andlisis de los resultados en

esta tesis.
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HES3 en MEFs HES3 en Geltrex

Fig. 3.2: Cultivo de las CMEh HES3 en los diferentes sustratos. Microfotografias de campo
claro: A la izquierda colonia sobre iMEF y a la derecha en placas pre-tratadas con Geltrex.
Aumento 10X.

3.2. CMEh HES3 NKX2.5°GFP/w. Herramienta clave para

la seleccion de progenitores cardiacos y cardiomiocitos

La linea HES3 utilizada en esta tesis fue previamente modificada en el laborato-
rio de Células Madre e Inmunologia del Dr. Edouard G. Stanley en la Universidad
Monash, Australia. La estrategia utilizada consistié en generar una recombinacion
homodloga en las células, de manera de insertar la secuencia de eGFP rio abajo del
promotor del gen NKX2.5, el cual comienza a expresarse cuando estas se diferen-
cian a progenitores cardiacos y cardiomiocitos (Figura 3.3). Es importante recordar
que el marcador molecular NKX2.5 es un factor de transcripcién en el desarrollo
cardiaco y aumenta fuertemente a lo largo de la diferenciacién. Esta herramienta
sera particularmente 1til a lo largo de este trabajo, dado que nos permitira evaluar

la eficiencia de la diferenciacion de manera sencilla y rapida.
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Fig. 3.3: Esquema de los alelos en linea HES3 modificada: wild-type y NKX2.5-eGFP

3.3. Modelo de diferenciaciéon cardiaca a partir de la forma-

cién de cuerpos embrioides

Con el objetivo de trabajar con la linea celular HES3 NKX2.5°GFP/  comenza-
mos una colaboracién con el Laboratorio de Cardiologia Celular y Molecular dirigido
por el Dr. Antonio Campos de Carvalho en la Universidad Federativa de Rio de Ja-
neiro (UFRJ), Brasil. Parte de este trabajo fue realizado en una estancia corta
doctoral en esta universidad, donde no solo aprendi el manejo de esta linea, sino que
también adquiri los conocimientos necesarios para realizar un protocolo de diferen-
ciacién cardiaca a partir de la formacién de cuerpos embrioides (Figura 3.4). Este
fue desarrollado inicialmente en el laboratorio del Dr. Gordon Keller en el Centro
para la Medicina Regenerativa McEwen, Canada [77].

El primer paso consiste en el crecimiento de las CMEh HES3 sobre iMEF, de-
biendo esperar hasta que estas alcancen un 90 % de confluencia. Una vez logrado,
las células son tratadas enzimaticamente y apenas pierden su adherencia a la placa,
son resuspendidas en agitacién por 24 horas en el medio y los factores indicados. Al
concluir el primer dia ya se encuentran formados los pequenos cuerpos embrioides.

El medio utilizado a lo largo de todo el protocolo es un medio definido de di-
ferenciacién al cual se le agregan diversos morfégenos (BMP4, Activina A, bFGF
y el inhibidor de la via Wnt/Beta-catenina, XAV939) que buscan recapitular las
senales existentes en la diferenciaciéon inicial a mesoendodermo, luego al progenitor

mesodérmico, progenitor cardiaco y finalmente a cardiomiocito. Tanto los morfoge-
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Fig. 3.4: Esquema del Protocolo de Diferenciacién a partir de la generacién de cuerpos
embrioides.

nos, como su concentracion van variando a lo largo de los 15 dias de duracion del
protocolo hasta alcanzar el estadio de cardiomiocito inmaduro. A partir del dia 9
aproximadamente, el progenitor cardiaco primero y luego el cardiomiocito inmaduro
ganan actividad contractil espontanea. Al persistir en forma de agregados celulares
son entonces llamados cuerpos latidores.

Es de importancia mencionar que estos cultivos en diferenciacién se mantienen
siempre en flotacién en placas de nula adherencia y bajo condicién de hipoxia(5 %
COs, 5% O5) hasta el dia 8 del protocolo, momento en el cual comienza a aparecer el
progenitor cardiaco. El hecho de mantener el cultivo en un estado hipéxico se debe a
que, bajo esta condicion, en los primeros dias aumenta la eficiencia de diferenciacién
hacia un linaje mesodérmico, lo cual es determinante para lograr obtener una mayor
proporcion de cardiomiocitos en el dia 15.

Como se menciond anteriormente, una de las etapas fundamentales que se debe
dar en el desarrollo es la TEM. A las 24 horas de iniciado el proceso de diferenciacion,
el agregado de los morfégenos senalados a los cuerpos embrioides es fundamental y
sucede entre los dias 2 y 4, momento en que aparecen los progenitores mesodérmicos.
Este es un punto de inflexién del protocolo donde se busca obtener al menos un
50 % del marcador del progenitor mesodérmico CD56 positivo con el fin de, a dia
15, obtener una alta proporcién de cardiomiocitos inmaduros (Figura 3.5) (Link

Video S1 cuerpos latidores).


https://1drv.ms/v/s!Am5tYyh8HFw2nBtX4GTNBs158mZ7
https://1drv.ms/v/s!Am5tYyh8HFw2nBtX4GTNBs158mZ7
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Fig. 3.5: Fotomicrografias de campo claro (Aumento 10X) y andlisis por citometria de
flujo de los marcadores moleculares presentes en los distintos estadios celulares durante el
protocolo de diferenciacién cardiaca a partir de la formacién de cuerpos embrioides. (A)En
el dia 1 se observa la formacién exitosa de los pequenos cuerpos embrioides y la esperada
fluorescencia negativa del marcador caracteristico del progenitor mesodérmico CD56 y
del marcador cardiaco NKX2.5 (ambos fluorescen en el mismo canal). (B)En el dia 3.5,
momento en que debe aparecer el progenitor, se observa un crecimiento en el tamano de
los cuerpos embrioides en conjunto con la presencia de su marcador caracteristico CD56
en un 80 % de la poblacién celular. (C)Tanto a dia 8 como a dia 15, aumenta el tamano
de los cuerpos latidores y se obtiene aproximadamente un 50 % de células positivas para el
marcador NKX2.5. Ademads, en un mismo porcentaje, se observa la presencia del marcador
de cardiomiocito inmaduro Cardiotroponina T (¢TnT).
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Una vez logrado este objetivo, se debe inhibir la via de senalizacién canénica de
Wnt, la cual se mantiene activa hasta el dia 3.5. Con el objetivo de lograr especifici-
dad en la diferenciacién cardiaca se utiliza el inhibidor XAV-939, para asi favorecer
la apariciéon del progenitor cardiaco a partir del dia 8. En este punto temporal del
protocolo comienza a aumentar la expresion del marcador NKX2.5 y por consiguien-
te, la fluorescencia emitida por eGFP. Este modelo suele tener al menos un 40 % de
eficiencia evaluado a dia 15, momento en que el cultivo se encuentra enriquecido en

cardiomiocitos inmaduros en los cuerpos latidores (Figura 3.5).

Si bien éste protocolo suele ser exitoso, debemos destacar que es costoso, laborio-
so y variable, por lo que en diferentes experimentos esta eficiencia se encuentra en un
rango comprendido entre 40 % y 80 %, dependiendo tanto de un estado indiferencia-
do 6ptimo de las células sobre las iMEF como del tamano de los cuerpos embrioides
formados. Esto ultimo es realmente importante, dado a que en estos cuerpos tridi-
mensionales en flotacion se genera un gradiente de la concentracion de los distintos
morfégenos. Al variar el tamano de los cuerpos, también varia la concentracién del
morfégeno que percibe cada célula comprendida en este agregado. Es importante
mencionar que a medida que transcurren los dias y, en particular, a partir del dia 8
los cuerpos embrioides comienzan a unirse y compactarse, lo cual hace mas dificulto-
so el disgregado celular con el fin de realizar posteriores analisis mediante citometria
de flujo. Mas adelante explicaremos el mecanismo puesto a punto para poder lograr

la unicelularidad deseada sin afectar los epitopes de membrana.

Adicionalmente, como la presencia de un marcador en si mismo indica parcial-
mente que estamos ante el tipo celular buscado, realizamos un anélisis mas profun-
do de otros marcadores por RT-qPCR tanto en el progenitor mesodérmico, como
en el progenitor cardiaco y en el cardiomiocito inmaduro. Durante la TEM, como
explicamos anteriormente, disminuye fuertemente la expresion de todos los genes

ligados a la adhesion entre células como E-cadherina (E-cad) o EpCam(CD326) y
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Fig. 3.6: Expresion de marcadores moleculares ligados a la TEM por RT-qPCR durante la
diferenciacién cardiaca. Los niveles de expresién fueron normalizados utilizando los valores
de RPL7 y luego relativizados al dia 0 de la diferenciacién(estado indiferenciado). Los datos
son presentados como media £ SEM y graficados en escala Log2. Letras diferentes en la
misma curva indican diferencias significativas en los diferentes tiempos (p<0.05). N=4

contrariamente, aumentan todos aquellos que estan ligados a un fenotipo migratorio
como algunos factores de transcripcion clave, entre ellos, ZEB1, ZEB2 y proteinas
involucradas en la reorganizacion del citoesqueleto como Vimentina. En este caso
evaluamos en los dias 0, 3.5, 9 y 15 del protocolo de diferenciacién, el nivel de expre-
sién de algunos de los marcadores de la TEM (Figura 3.6). Se observa claramente
como, de acuerdo a lo esperado, E-cad reduce significativamente su nivel de expre-
sion a dia 3.5 mientras que tanto ZEB1 como ZEB2 aumentan significativamente
para luego mantenerse elevados en los siguientes dias. Este resultado también nos

indica que estamos ante el progenitor mesodérmico buscado.

Como ultimo paso de la caracterizacion de este protocolo de diferenciacién, me-

dimos mediante RT-qPCR los niveles de cambio relativo de los marcadores cardiacos
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Fig. 3.7: Expresién de marcadores moleculares cardiacos por RT-qPCR durante la dife-
renciacion cardiaca. Los niveles de expresién fueron normalizados utilizando los valores
de RPL7 y luego relativizados al dia 0 de la diferenciacién(estado indiferenciado). Los
datos se presentan como media + SEM y graficados en escala Log2. Letras diferentes en
la misma curva indican diferencias significativas en los diferentes tiempos (p<0.05). N=3

c¢TnT (tanto a nivel de mRNA como proteico) y de la Cadena Pesada de a-Miosina
(MHC-a, del inglés a-Myosin Heavy Chain) (Figura 3.7). De manera paralela, estos
cuerpos tridimensionales comienzan a ganar actividad contractil y ambos marcado-
res comienzan a expresarse . Como se observa, estas proteinas se expresan a partir

del dia 9 de la diferenciacién.

3.4. Modelo de diferenciacién cardiaca a partir de la forma-
ciéon de una monocapa celular megaconfluente
Luego de haber realizado una parte de los experimentos de la tesis con el proto-

colo explicado anteriormente, decidimos poner a punto este nuevo modelo de dife-

renciaciéon que cuenta con varias ventajas comparativas:
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= Mayor reproducibilidad dado que no depende de la formacion de cuerpos em-

brioides.

= Se utilizan tan solo dos pequenas moléculas que intervienen en vias de senali-

zacion: CHIR 99021 e IWP2.

= Mayor facilidad para disgregar la monocapa celular con el objetivo de analizar

la expresién de marcadores de membrana por citometria de flujo.

= Mas econémico dado que no precisa del uso de factores de transcripcién como

BMP4 o Activina A, méas costosos que los inhibidores.

Este protocolo fue desarrollado por el Laboratorio del Dr. Sean Palecek en la
Universidad de Wisconsin, Estados Unidos [26]. Si bien, como recientemente deta-
llamos, es un sistema experimental mas facilmente reproducible, se deben tener en
cuenta ciertos pasos que es imprescindible realizarlos de manera correcta para lograr
una alta eficiencia en la diferenciacién. En primer lugar, existe cierta variabilidad
linea-dependiente en el nimero de células con que se debe comenzar este protoco-
lo. Nosotros determinamos que con nuestra linea de trabajo HES3 NKX2.5°GFP/w
debemos comenzar con 450.000 células por pocillo de una placa de 24 pocillos y
mantenerlas 48 horas en un medio definido enriquecido en factores de pluripotencia,

para luego comenzar la diferenciacién (Figura 3.8).

CHIR 99021 Medio de IWP2 Medio de Medio de
12uM  Diferenciacién 1 5uM Diferenciacion 1 I Diferenciacion 2

Dia 0 Dia 1 Dia 3

Dia 5 Dia7 Dia 15

A partir de la formacién de una monocapa celular superconfluente.

Fig. 3.8: Esquema del protocolo de diferenciaciéon a partir de una monocapa celular me-
gaconfluente.
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Fig. 3.9: Curva de concentracién de CHIR 99021 en el protocolo de diferenciacion cardiaca
a partir una monocapa celular. Concentraciones probadas de CHIR 99021: 6 pM, 9 uM y
12 pM. N=2

Adicionalmente, debimos poner a punto la concentracién del inductor de la TEM
CHIR 99021 utilizado en el dia inicial del protocolo (Figura 3.9). Este es un inhibidor
de la enzima 3-glucégeno sintetasa (GSK3), el cual promueve una activacién de la
via canénica de Wnt. Debido a lo reportado en la literatura, decidimos probar tres
concentraciones diferentes de CHIR 99021 y seleccionar la 6ptima en funcién del
porcentaje del marcador reportero NKX2.5-eGFP obtenido. Finalmente, optamos
por la concentracion 12 pM CHIR 99021 que es aquella que a dia 15 nos permite
obtener el porcentaje mas alto de fluorescencia, es decir, un mayor enriquecimiento
en cardiomiocitos inmaduros. Cabe destacar que en otras lineas de células madre
pluripotentes que manejamos en el laboratorio la concentraciéon 6ptima es 9 nM, lo

que expresa la variabilidad entre las lineas celulares.

Como siguiente paso, realizamos un seguimiento de la morfologia de la monocapa
celular en los dias clave de la diferenciaciéon y mediante citometria evaluamos el
nivel de expresién de los marcadores mencionados anteriormente (Figura 3.10). Por

lo tanto, confirmamos la presencia del progenitor mesodérmico a dia 3 (mediante la
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Fig. 3.10: Fotomicrografias y andlisis por citometria de marcadores moleculares en los
distintos estadios celulares durante el protocolo de diferenciacion cardiaca a partir de una
monocapa celular megaconfluente. (A) Al dia inicial y a las 24 horas (post-agregado de
CHIR 99021) no hay marcacién positiva ni para CD56 ni para NKX 2.5 (fluorescen en el
mismo canal). Fotomicrograffa: Aumento 10X (B)A dia 3, positivizacién de la poblacion
CD56 en aproximadamente un 85 %. Fotomicrografia: Aumento 10X (C)A dia 15, super-
posiciéon de fotomicrografia de la imagen tomada en campo claro con aquella donde se
observa la expresién del gen reportero NKX2.5-eGFP. Aumento 4X. Se observa casi un
80 % de células positivas para este marcador.

medicién de la expresion de CD56) y en el dia 15 a través de la fluorescencia emitida
por eGFP que se encuentra rio abajo del promotor del marcador cardiaco temprano
NKX2.5 (Link Video S2 campo claro/GFP monocapa latidora 4X).

El hecho de trabajar con un protocolo que parte de una monocapa celular, nos

permite observar con mucha mayor claridad al microscopio la morfologia tipica que


https://1drv.ms/v/s!Am5tYyh8HFw23B-fDA_SlP8_YX4i
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van tomando las células a lo largo del tratamiento con los diferentes factores agre-
gados. A dia uno, luego del tratamiento con CHIR 99021 12pM podemos ver un
alto grado de muerte celular, espacios que se generan en la monocapa y sectores
de esta que van tomando una incipiente arquitectura tridimensional. La muerte ce-
lular observada es esperable ya que los procesos de diferenciacién involucran a la
apoptosis como un camino para evitar eventos no deseados como la diferenciacion
hacia otros linajes. Hacia dia 3, todos esos espacios se repueblan al multiplicarse las
células conservando la tridimensionalidad observada al dia 1, la cual con el correr de
los dias se va acentuando. Luego de los 7 dias (una vez ya retirado el factor IWP2
5uM), comienzan a formarse estructuras en forma de red que, a dia 10, dan lugar a
las regiones con actividad contractil espontanea que estaran finalmente conformadas
por los cardiomiocitos inmaduros. Otra de las ventajas de este sistema experimental
reside en que a dia 15 podemos ver claramente la estructura en red de los cardiomio-
citos gracias a la presencia del eGFP reportero que posee la linea celular utilizada

en este trabajo.

Al igual que en la puesta a punto del protocolo anterior, evaluamos por RT-
gPCR la dinamica de expresion de los marcadores moleculares de la TEM en los
diferentes puntos temporales evaluados en este modelo de diferenciacion cardiaca
(Figura 3.11). Claramente, se observa una suba significativa de la expresién tanto
de ZEB1 como de ZEB2 y un significativo descenso del mRNA del marcador de
membrana E-cad. Por ende, el inhibidor CHIR 99021 es necesario y suficiente para

la induccién de la TEM con la consiguiente aparicion del progenitor mesodérmico a

dia 3.

Finalmente, con el fin de caracterizar con mayor detalle a las poblaciones celulares
de nuestro interés, evaluamos la expresion de mRNA de los marcadores cardiacos
cTnT y MHC-a (Figura 3.12). Tal cual lo esperado, sélo a dia 15, momento en que

la monocapa celular ya es contréactil se observa una suba muy significativa de ambos.
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Fig. 3.11: Evaluacién de la expresiéon de marcadores moleculares ligados a la TEM por
RT-qPCR durante la diferenciacién cardiaca a partir de una monocapa celular ultracon-
fluente. Los niveles de expresion fueron normalizados utilizando los valores de RPL7 y
luego relativizados al dia 0 de la diferenciacién(estado indiferenciado). Los datos se pre-
sentan como media = SEM y graficados en escala Log2. Letras diferentes en la misma
curva indican diferencias significativas en los diferentes tiempos (p<0.05). N=3

3.5. Cierre del capitulo

En este capitulo describimos la puesta a punto de dos protocolos de diferencia-
cion, los cuales seran utilizados a lo largo de los proximos objetivos de esta tesis.
Ademas, con el fin de analizar los diferentes estadios de compromismo mesodérmico
en el proceso de diferenciacién caracterizamos la dindmica temporal de aparicion
de los marcadores moleculares en cada una de estas poblaciones. Esta caracteriza-
cién nos servird para darle un marco temporal a la descripcion de los receptores de
integrina.

Inicialmente, trabajamos con lineas celulares crecidas sobre una capa de iMEFs
y a partir de esta, comenzaba el protocolo de diferenciacién cardiaca donde su paso
inicial consistia en la formacion de cuerpos embrioides. Luego, la mayor reproduci-

bilidad de los experimentos y el hecho de trabajar con una monocapa celular fueron



Modelos de diferenciacién cardiaca y sus diferentes estadios celulares de compromiso mesodérmico 45

Marcadores cardiacos

33.554.432 = B
o 1,048,576 =
g mo
2 32768 4
: -'
L]
E 1024 =
2 5
£ Ac
O 1-
Do D3 D15
Time l:_d} @ cTnT
M o-MHC

Fig. 3.12: Anélisis de la expresion de marcadores moleculares cardiacos por RT-qPCR
durante la diferenciacién cardiaca a partir de una monocapa celular megaconfluente. Los
niveles de expresion fueron normalizados utilizando los valores de RPL7 y luego relati-
vizados al dia 0 de la diferenciacién(estado indiferenciado). Los datos se presentan como
media + SEM y graficados en escala Log2. Letras diferentes en la misma curva indican
diferencias significativas en los diferentes tiempos (p<0.05). N=3

la principal razén por la que decidimos migrar hacia el segundo protocolo. Para
este ultimo, utilizamos cultivos de CMEh sobre sustratos definidos y un modelo de
diferenciacion donde se utilizan tan solo dos pequenas moléculas que intervienen
en vias de senalizacion especificas (CHIR99021 e IWP2). Por tltimo, es importante
subrayar que el segundo objetivo de esta tesis fue llevado a cabo usando ambos pro-
tocolos, mientras que el tercero, fue completamente realizado en el segundo modelo

descripto.



4. CARACTERIZACION DE LAS INTEGRINAS Y SUS
PRINCIPALES LIGANDOS EN LA DIFERENCIACION
CARDIACA

El objetivo general en este capitulo consiste en conocer el perfil de expresion
de determinadas subunidades de integrinas, tanto a nivel de mRNA como proteico,
en el estado indiferenciado de la linea celular HES3 y también en las diferentes
poblaciones obtenidas a lo largo del protocolo de diferenciacion cardiaca: progenitor
mesodérmico, progenitor cardiaco y cardiomiocito inmaduro. Esta caracterizacion
fue realizada en ambos modelos de diferenciacién cardiaca previamente explicados y
sera descripta en las dos préximas secciones de este capitulo. Es importante aclarar
que, en primer lugar, el estudio de la dindmica de expresion de las integrinas fue
desarrollado en el protocolo de diferenciacion a partir de la formacién de los cuerpos
embrioides y luego fue mas profundamente estudiado en el protocolo que parte de

una monocapa celular megaconfluente.

Si bien fue detalladamente comentado en la introduccion, a modo de breve repaso
es util recordar que las integrinas se encuentran compuestas por dos subunidades:
o y B. Existen aproximadamente 15 subtipos de cadenas o, siendo esta la que le
confiere la afinidad a la integrina por un ligando en particular. En el caso de la
subunidad 3, en este trabajo, analizamos principalmente la expresién de la cadena
B1 que es aquella que forma parte de la mayoria de los heterodimeros de integrinas.
Es de destacar que el nimero de subtipos de integrinas es alto, y nos abocamos al

estudio de las mas conocidas y con roles ya definidos en otros contextos.

Por 1ltimo, también hicimos un analisis general mediante RT-qPCR . de los prin-

cipales ligandos de las integrinas analizadas: fibronectina y laminina.

46
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4.1. Caracterizacion de subunidades o de integrinas y de
sus ligandos a lo largo de la diferenciaciéon cardiaca a

partir de la formacién de cuerpos embrioides

Con el fin de ordenar el andlisis de la expresion de las diferentes subunidades de
integrinas, las agrupamos acorde al ligando por el cual tienen su afinididad principal.
Comenzaremos con el estudio de aquellas integrinas que tienen su mayor afinidad
por la fibronectina, para luego analizar detalladamente aquellas que se unen como

ligando principal a distintos subtipos de laminina.

4.1.1. Establecimiento del protocolo para el disgregado exi-

toso de cuerpos latidores

Una vez lograda la identificacion de los diferentes marcadores moleculares de
las poblaciones mesodérmicas, procedimos a poner a punto el protocolo para poder
analizar, mediante citometria de flujo, la presencia de las diferentes integrinas en la
membrana de los cardiomiocitos inmaduros a dia 15. En este estadio es particular-
mente dificil el disgregado de los cuerpos latidores ya que se encuentran en muchos
casos, densamente unidos entre ellos y las células dentro de cada uno de los cuer-
pos se encuentran dispuestas de manera compacta, secretando una gran cantidad de
proteinas de MEx.

Debido a esto, pusimos a punto un método de disgregado especifico (Figura 4.1)
donde a partir de la incubacién con la enzima colagenasa se degrada parte de las
fibras de la MEx y luego, mediante el uso de la enzima Tryple logramos parcialmente
la unicelularidad deseada. Posteriormente del tratamiento con ambas enzimas atin
permanecen presentes grumos enriquecidos en cardiomiocitos, por lo cual utilizamos

un filtro celular y una pipeta de 1 mililitro con el fin de disgregarlos mecanicamente
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Fig. 4.1: Esquema que muestra el protocolo utilizado para el disgregado de los cuerpos
latidores a dia 15 manteniendo intactos los epitopes de membrana.

casi en su totalidad. Se encuentra reportado que, en comparacion con la Tripsina,
el tratamiento con la enzima Tryple protege en un mayor grado los epitopes de
membrana [78]. Ademas, el disgregado mecéanico debe ser limitado para asi poder
también conservar las integrinas y lograr llevar a cabo el andlisis por citometria de
flujo exitosamente. La puesta a punto de este protocolo de disgregado de los cuerpos
latidores fue especialmente laborioso dado que existe un compromiso entre el éxito
de obtener un gran porcentaje de células en su estado unicelular y mantener intacto

el objetivo de nuestro analisis, las integrinas.

4.1.2. Caracterizacion de subunidades de integrinas o5, o8
y su ligando fibronectina durante la diferenciacion

cardiaca

En esta seccién comenzaremos a describir el perfil de expresion de aquellas
subunidades o de integrinas que poseen su mayor afinidad por la fibronectina. En
primer lugar, analizamos por RT-qPCR el perfil de expresion de la fibronectina (Fi-
gura 4.2) con el fin de observar si existe una correlacién entre su nivel de expresién
y el de las integrinas que se unen a ella. Como se puede observar, hay un aumento

significativo de la expresién hacia dia 3.5 (momento en que se forma el progenitor
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Fig. 4.2: Perfil de expresién de la fibronectina por RT-qPCR durante la diferenciacién
cardiaca a partir de la formacion de cuerpos embrioides. Los niveles de expresién fueron
normalizados utilizando los valores de RPL7 y luego relativizados al dia 0 de la diferencia-
ci6én (estado indiferenciado). Los datos se presentan como media = SEM y son graficados
en escala Log2. Letras diferentes indican diferencias significativas en los diferentes tiempos
(p<0.05) N=4

mesodérmico) para luego a dia 9 (progenitor cardiaco) alcanzar su pico de expresién.
Es interesante mencionar que en el dia 15 se observa un descenso de los niveles del
mRNA de fibronectina, indicando un posible cambio en la expresién. Los primers
fueron disenados con el fin de poder amplificar todas las isoformas existentes, de
manera que el resultado obtenido se refiere a la expresion de mRNA de fibronectina
total.

El siguiente paso consistié en evaluar el perfil de expresion tanto de mRNA como
de la proteina de la integrina ob (Figura 4.3) y solo a nivel de mRNA de la integrina
o8 (Figura 4.4). Como fue explicado en la introduccién, ambas integrinas poseen
su sitio de unién al dominio RGD de la fibronectina. Tal como se observa, existe
una alta relacién en los niveles de expresion de mRNA y proteina de la integrina ob
en los diferentes dias de la diferenciacién (Figura 4.3). Por otro lado, en el dia 3.5,

el aumento de la presencia del marcador molécular CD56, que indica la aparicion
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Fig. 4.3: Andlisis de la expresién de mRNA (N=4) y proteina (N=3) de la integrina o5
en los dias 0, 3.5, 9 y 15 de la diferenciacién cardiaca. (A)Evaluacién por citometria de la
intensidad de fluorescencia de la integrina ab en las poblaciones celulares a lo largo de la
diferenciacién. (B)Perfil de expresién de mRNA y a nivel proteico: La curva azul muestra
el cambio de expresién de mRNA relativizado al dfa O(estado indiferenciado) y la curva
roja muestra la Mediana de la Intensidad de Fluorescencia (MFI) en los dias indicados de
la diferenciacion cardiaca. Letras diferentes en la misma curva indican diferencias signifi-
cativas en los diferentes tiempos (p<0.05). Letras en minuiscula refieren a mRNA y letras
en mayuscula a la proteina.

del progenitor mesodérmico, es acompanado por un aumento de la expresion de la
integrina o5 en aproximadamente 8 veces para luego ir descendiendo gradualmente
hasta llegar en el dia 15 a niveles de expresién similares a los presentes en el estado
indiferenciado de la linea celular HES3. La regulacion positiva de esta subunidad
hacia el dia 3.5 podria estar indicando que esta posee un rol protagonico para el
correcto desarrollo de la diferenciacion cardiaca, especificamente en el transcurso de

la TEM.

Como mencionamos anteriormente, también estudiamos la expresién de la inte-
grina a8, de la cual practicamente no se conocen antecedentes en la diferenciacion
cardiaca. El andlisis de los niveles de expresion de mRNA demostré una regulacion

positiva marcada durante la diferenciacion (Figura 4.4). La cadena o8 ya a dia 3.5
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Fig. 4.4: Expresién de la Integrina o8 por RT-qPCR durante la diferenciacién cardiaca.
Los niveles de expresién fueron normalizados utilizando los valores de RPL7 y luego rela-
tivizados al dia 0 de la diferenciacién(estado indiferenciado). Los datos se presentan como
media + SEM y son graficados en escala Log2. N=4

aumenta fuertemente su expresion para mantenerse estable en ese nivel a lo largo
de toda la diferenciacion cardiaca. Al momento de realizar este experimento, aiin no
contabamos con el anticuerpo para evaluar la presencia de esta subunidad a nivel
proteico, pero como se vera mas adelante durante los analisis de la diferenciacion

cardiaca en monocapa pudimos realizarlo.

4.1.3. Caracterizacion de subunidades de integrinas o3, o6
y los diferentes subtipos de laminina durante la dife-

renciacion cardiaca

En esta seccion se describe en profundidad la dindmica de expresion (mRNA y
proteina) en los diferentes puntos de las diferenciacién cardiaca de dos integrinas que
tienen su mayor afinidad por la laminina: a3 y «6. Como explicamos anteriormente,
la laminina es un heterotrimero conformado por una subunidad o, una subunidad

B y una subunidad y. Por lo que también, analizaremos detalladamente el perfil de
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expresiéon de la totalidad de subunidades de laminina: 5 subunidades o, 3 subunida-
des B y 3 subunidades y. Es importante remarcar que, a diferencia de las integrinas,
ninguno de los tres tipos de subunidades le confiere una afinidad especial a la la-
minina por una integrina en particular y tampoco es posible disenar primers que
engloben a todas las clases de laminina en su conjunto. Debido a esto, realizamos

un analisis en profundidad del perfil de mRNA de cada una de las 11 subunidades.

Como primer paso, estudiamos la dinamica de expresién de la integrina o3 en las
diferentes poblaciones celulares obtenidas durante la diferenciacién cardiaca (Figura
4.5). Tal como se observa, existe una relaciéon estrecha en los niveles de expresién
tanto del mRNA como de la proteina de la integrina o3, a excepcién del dia 15
donde se presenta cierta divergencia entre ambas curvas con una caida leve en la
expresion a nivel proteico. Sin embargo, siempre se mantiene una expresion constante
de esta proteina con una ligera tendencia a la suba mientras que el mRNA aumenta

paulatinamente pero de manera significativa a lo largo de la diferenciacion.

La segunda integrina de unién a laminina que analizamos en este modelo de
diferenciacion es la cadena o6 (Figura 4.5). Como se muestra, esta integrina se
encuentra altamente presente en el estado indiferenciado y a dia 3.5 ya se observa
una caida significativa de su expresién en aproximadamente 4 veces respecto a su
nivel a dia 0. Ademads, es interesante destacar que existe una relacion paralela entre

la expresién del RNAm y de la proteina a lo largo de toda la diferenciacién.

Por 1ltimo, con el objetivo de evaluar si existe una expresion diferencial de las
diferentes subunidades de laminina a lo largo de la diferenciacion, realizamos un
analisis de la expresién de los 11 subtipos existentes. Comenzamos evaluando el
perfil de las 5 subunidades o (Figura 4.6). Como se observa, existe una regulacién de
la expresion muy distinta en cada una de las subunidades o analizadas. La laminina
ol muestra un continuo aumento de su nivel que llega a su pico de expresiéon en el

progenitor cardiaco para luego descender a un nivel similar al presente en el estado
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Fig. 4.5: Andlisis de la expresion de RNAm (N=4) y proteina (N=3) de la integrina
a3 y o6 en los dias 0, 3.5, 9 y 15 de la diferenciacién cardiaca. (A-C) Evaluacién por
citometria de la intensidad de fluorescencia de las subunidades de integrinas en las distintas
poblaciones celulares a lo largo de la diferenciacién. (B-D) Perfil de expresién de mRNA
y a nivel proteico: la curva azul muestra el cambio de expresién de mRNA relativizado
al dia O(estado indiferenciado) y la curva roja muestra la mediana de la intensidad de
fluorescencia (MFI) en los dias indicados de la diferenciacién cardiaca. Letras diferentes
en la misma curva indican diferencias significativas en los diferentes tiempos (p<0.05).
Letras en mintscula refieren a mRNA y letras en maytscula a la proteina.
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indiferenciado. En el caso de la laminina a5, es importante recordar, que se encuentra
altamente expresada en las CMPh y précticamente se mantiene constante a lo largo
de todo el proceso de diferenciacion. Es interesante resaltar que a dia 3.5 se observa
una caida significativa de su expresion a la mitad respecto al estado indiferenciado
para luego volver a recuperar su nivel. Esta breve caida probablemente se deba a una
regulacion negativa dada en el transcurso de la TEM. Los casos mas significativos
son los de las subunidades o2 y a4 dado que se encuentran practicamente ausentes
en el dia 0 y ambas muestran un ascenso significativo de su expresion entre los
dias 9 y 15. Recordemos que en este momento los cuerpos embrioides comienzan a
ganar actividad contractil y finalmente se diferencian a cardiomiocitos inmaduros.
También analizamos el nivel de expresion de la laminina a3 pero no encontramos
presencia de esta en el estado indiferenciado y tampoco durante la diferenciacion

cardiaca.

Entonces, a modo de breve conclusién, cada una de estas integrinas (a3 y «6)
posee un perfil de expresion diferente a pesar de unirse ambas al mismo ligando.
Esto podria deberse a que cada una de estas subunidades se une a una clase de
laminina distinta disparando cascadas de senalizacion diferentes, las cuales resultan

en funciones dispares.

Finalmente, analizamos el perfil de expresion de mRNA de las 3 subunidades
B (Figura 4.7) y las 3 subunidades y (Figura 4.8). Al estudiar la subunidad B se
observa un aumento significativo de las lamininas 32 y 3 de entre 8 y 16 veces en
los dias 9 y 15 del protocolo de diferenciaciéon mientras que la cadena (1 eleva su

expresion ligeramente pero de manera significativa hacia el dia 15.

En el caso de las lamininas vy, los cambios relativos observados son menores. Sin
embargo se evidencia un incremento significativo de la subunidad y3 en el dia 3.5
para luego descender a niveles similares a los encontrados en el estado indiferenciado.

Ademas, a dia 9 asciende la expresion en aproximadamente 3 veces de la subuni-
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Fig. 4.6: Analisis de la expresion de las 5 subunidades o de Lamininas por RT-qPCR du-
rante la diferenciacién cardiaca. Los niveles de expresion fueron normalizados utilizando los
valores de RPL7 y luego relativizados al dia 0 de la diferenciacién(estado indiferenciado).
Los datos se presentan como media + SEM y son graficados en escala Log2. N=3

dad y1 y se mantiene estable. La subunidad y2 se mantiene constante, sin cambios

significativos.
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Fig. 4.7: (A)Anélisis de la expresién de las subunidades 8 de laminina por RT-qPCR du-
rante la diferenciacién cardiaca. Los niveles de expresion fueron normalizados utilizando los
valores de RPL7 y luego relativizados al dia 0 de la diferenciacién(estado indiferenciado).
Los datos se presentan como media + SEM y son graficados en escala Log2. N=3
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Fig. 4.8: (A)Analisis de la expresion de las 3 subunidades y de laminina por RT-qPCR
durante la diferenciacién cardiaca. Los niveles de expresién fueron normalizados utilizando
los valores de RPLT7 y luego relativizados al dia 0 de la diferenciacién (estado indiferen-
ciado). Los datos se presentan como media + SEM y son graficados en escala Log2. N=3

Como conclusion, se observa una regulacion diferencial de la expresién de los di-
ferentes subtipos a lo largo de la diferenciacién. Por consiguiente, los heterotrimeros
de laminina formados en cada estadio del modelo de diferenciacién seran distintos y
la afinidad por las diferentes integrinas sera variable acorde al tipo de laminina con

la cual interactue.
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4.2. Caracterizacion de las subunidades de integrinas y de
sus ligandos a lo largo de la diferenciaciéon cardiaca a

partir de una monocapa celular megaconfluente

En esta nueva seccion realizaremos una exhaustiva caracterizacion de subunida-
des de integrinas que se expresan durante la diferenciacion cardiaca pero a partir del
segundo protocolo descripto en el capitulo anterior, el cual comienza con la genera-
cién de una monocapa celular megaconfluente. Si bien los dos protocolos implican
forzar la diferenciacién a mesodermo y luego a cardiomiocitos, existe una diferencia
no menor ajena a los linajes implicados: en el protocolo descripto previamente la
diferenciacion se realiza en tres dimensiones. En cambio, este modelo describe los
cambios en una diferenciacién en dos dimensiones. Hipotéticamente este cambio es-
tructural per se podria implicar cambios mayores en la expresion de las proteinas

de la MEx y sus receptores.

Como explicamos antes, una de las dificultades de este tipo de protocolos es
la variabilidad que se obtiene en la eficiencia de diferenciacién. Para el andlisis de
expresiéon de integrinas, utilizamos aquellos protocolos que se diferenciaron exitosa-
mente, es decir, donde tanto a dia 3 (Marcador CD56) como a dia 15 (Marcador
NKX2.5-eGFP) su eficiencia es mayor al 50 % (Figura 4.9). Esta definicién de éxito
es arbitraria, sin embargo acorde a nuestra experiencia y la literatura es un punto
de corte alto que identifica una diferenciacién cardiaca apropiada. Es importante
destacar que en este modelo de diferenciacién fue mas simple obtener los cardio-
miocitos inmaduros en su estado unicelular sin alterar la presencia de los epitopes
de membrana. Esta monocapa es menos compacta que los cuerpos latidores, por
lo que solo mediante la incubacion con la enzima Tryple el cultivo fue disgregado

exitosamente.
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Fig. 4.9: Eficiencia del protocolo de diferenciacién cardiaca a dia 3 y a dia 15. A dia
3: poblaciéon celular positiva para el marcador del progenitor mesodérmico CD56. A dia
15: poblacién celular positiva para el marcador de cardiomiocito inmaduro NKX2.5-eGFP
(N=3)

4.2.1. Caracterizacion de las subunidades de integrinas o4,
o5, a8 y su ligando fibronectina durante la diferen-

ciacion cardiaca

En esta parte del trabajo describiremos, tal como lo hicimos con el modelo de
diferenciacion anterior, el perfil de expresion de las integrinas o4, ob, a8 y su res-
pectivo ligando, la fibronectina. Cabe destacar que en este capitulo analizaremos
el perfil de integrinas con una mayor profundidad dado que vamos a estudiar las

subunidades o4 y o8 tanto a nivel de mRNA como proteico.

Comenzaremos evaluando el perfil de expresion de la fibronectina a lo largo de
la diferenciacién cardiaca (Figura 4.10). Se observa una significativa tendencia de
incremento de los niveles de mRNA de fibronectina a lo largo de la diferenciacion
cardiaca, aumentando a dia 15 aproximadamente siete veces. Es importante men-

cionar que en este analisis no contamos con el punto temporal a dia 9, donde en el
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Fig. 4.10: Perfil de expresién de la fibronectina por RT-qPCR durante la diferenciacién
cardiaca a partir de una monocapa celular megaconfluente. Los niveles de expresién fueron
normalizados utilizando los valores de RPL7 y luego relativizados al dia 0 de la diferencia-
ci6én (estado indiferenciado). Los datos se presentan como media = SEM y son graficados
en escala Log2. N=3

modelo de diferenciacién anterior se encuentra el pico de la expresion. Sin embargo,
en el estadio de cardiomiocito inmaduro se observa un aumento de la expresiéon de
fibronectina congruente al visto en el protocolo descripto anteriormente. Por esta
razon, creemos que existe una tendencia de aumento de la expresion paralela en
ambos modelos de diferenciacién.

Como siguiente paso, evaluamos el perfil de expresién de las diferentes integrinas
que tienen su mayor afinidad por esta proteina estructural de la MEx (Figura 4.11).
En primer lugar se observa que a lo largo de la diferenciacién cardiaca existe una
dinamica distinta de la expresién de las subunidades de integrinas que tienen afinidad
por el mismo ligando. La integrina o8 se encuentra tanto a nivel de mRNA como
proteico en un nivel de expresién casi nulo a dia 0, pero en los diferentes dias de
la diferenciacion, su mRNA se incrementa significativamente mientras que a nivel
proteico su MFI aumenta un 50 % a dia 15, sin embargo debido a la variabilidad

encontrada no resulta ser estadisticamente significativo. A diferencia de esta tltima,
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la integrina a4 se encuentra en un grado de expresién mayor a dia 0 para luego
a dia 3, decaer tanto a nivel de mRNA como proteico. A dia 15, con la aparicién
del cardiomiocito inmaduro, la expresion de esta integrina tiende a recuperarse.
Su mRNA se incrementa significativamente recuperando los niveles observados a
dia 0 mientras que la MFI proteica aumenta de manera significativamente pero
se mantiene en niveles inferiores a los presentes en el estado indiferenciado. La
regulacién de la expresion mas interesante se da en la cadena a5. Como se explicé en
la introduccién, esta subunidad es aquella con mayor afinidad por la fibronectina y
se expresa en una gran variedad de tipos celulares diferentes. Tal como se observa, se
encuentra presente en el estado indiferenciado en un nivel de expresién mas elevado
que las anteriores dos subunidades de integrina estudiadas. A pesar de su alto nivel
de expresién, a dia 3, la aparicién del marcador del progenitor mesodérmico CD56
es acompanada por un mayor nivel de intensidad de la integrina a5, aumentando
3 veces su MFI y mas de 8 veces su nivel de mRNA en comparacién al estado
indiferenciado. Luego a dia 15, en el cardiomiocito inmaduro, su nivel de expresion
desciende a niveles muy similares a los que se encontraban previamente en el dia 0
(Figura 4.11). Es importante senalar, que como se muestra en el gréfico, existe un
paralelismo en la dindmica de expresién del RNAm y de la proteina. Por ltimo,
es interesante recordar que este mismo perfil de expresién es congruente al que se
observo en el modelo de diferenciacién anterior, con lo cual es una regulacién propia

de la diferenciacién cardiaca y no depende del tipo de protocolo realizado.
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Fig. 4.11: AnAlisis de la expresiéon de mRNA (N=4) por RT-qPCR y proteina (N=3) de
las integrinas o4, o5 y o8 en los dias 0, 3 y 15 de la diferenciacién cardiaca. (A)Evaluacién
por citometria de la intensidad de fluorescencia de las subunidades de integrina en las
poblaciones celulares a lo largo de la diferenciacién. (B)Perfil de expresion de mRNA y
a nivel proteico: La curva azul muestra el cambio de expresién de mRNA relativizado al
dia 0 (estado indiferenciado) y la curva roja muestra la MFI en los dias indicados de la
diferenciacién cardiaca.
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4.2.2. Caracterizacion de subunidades de integrinas o3, o6
y las diferentes subunidades de laminina durante la

diferenciacion cardiaca

Adicionalmente, estudiamos la dindmica de expresion de aquellas integrinas que
tienen mayor afinidad por los diferentes subtipos de laminina: las subunidades o3
y a6 (Figura 4.12). También, por ultimo, realizamos un anélisis de la expresion de
mRNA de todas las subunidades de Laminina existentes. A diferencia de lo descripto
en la seccién anterior, en este caso, la dindmica de expresion de ambas subunidades
es similar. Ambas se encuentran expresadas en el estadio indiferenciado y luego de la
TEM, en el dia 3, tanto su mRNA como la proteina caen fuertemente. En el caso de
ambas integrinas, su intensidad de fluorescencia desciende aproximadamente 5 veces.
Finalmente, a dia 15, recuperan parcialmente su expresion aunque la subunidad o3
lo hace con mayor intensidad. En el caso de esta tltima, existe una clara discrepancia
en la dindmica de expresion cuando se comparan ambos modelos de diferenciacion
estudiados, mientras que la integrina o6 mantiene una tendencia decreciente en

ambos protocolos.

Si bien no encontramos una diferencia en su comportamiento que nos permita
proponer que cada una de estas subunidades tiene afinidad por un subtipo de la-
minina diferente, evaluaremos como es el perfil de expresion del mRNA de los 11
subtipos de laminina en este modelo de diferenciacién cardiaca. Comenzamos ana-
lizando el perfil de expresién de las distintas subunidades o de laminina (Figura
4.13). Como se puede observar, existe una tendencia similar a la vista en el modelo
de diferenciacién anterior. La cadena o5 de laminina mantiene su nivel constante a
lo largo de toda la diferenciacién mientras que tanto las subunidades o2 como a4
aumentan significativamente hacia dia 15, momento en que el cultivo se encuentra

en el estadio de cardiomiocito inmaduro. La mayor diferencia se da en la laminina
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Fig. 4.12: Andlisis de la expresiéon de mRNA (N=4) y proteina (N=3) de las integrinas a3
y a6 en los dias 0, 3 y 15 de la diferenciacién cardiaca. (A)Evaluacién por citometria de
la intensidad de fluorescencia de las subunidades de integrinas en las distintas poblaciones
celulares a lo largo de la diferenciacién. (B)Perfil de expresién de mRNA y a nivel protei-
co: la curva azul muestra el cambio de expresion de mRNA relativizado al dia 0(estado
indiferenciado) y la curva roja muestra la MFI en los dias indicados de la diferenciacién

cardiaca.



64

Laminina al b Laminina a2
| 51249

41 i 5 128
e
324
54
£

Carniin Rebathen (Eacaly Logdh
[ ]
i
QU
-
Camsbaty Palitded | Esalh
=

14 . a 7 -
i _-\---\-'-\—\_ 1 [ 1 4
= 172
! 114 r
e 0 3 15 (] 3 15
Trermgs (d)
Teempo i
Laminina a4 Laminina a5
33 - 4 -
161 /' N
lE' B+ _:,: 2 4 =
: T : — 1
g "] I 14 — 1
11 ¢ :
aFi [ \ : L
J 124
fs : ;
178+ 3
0 3 15 0 3 15
T Gk Theimpe ()

Fig. 4.13: Analisis de la expresion de las 5 subunidades o de Lamininas por RT-qPCR du-
rante la diferenciacién cardiaca. Los niveles de expresion fueron normalizados utilizando los
valores de RPL7 y luego relativizados al dia 0 de la diferenciacién(estado indiferenciado).
Los datos se presentan como media + SEM y son graficados en escala Log2. N=3

ol donde, en este modelo, se incrementa 4 veces a dia 15. Sin embargo, en el mo-
delo anterior su aumento significativo se da mas tempranamente, en el estadio de
progenitor cardiaco para luego descender a niveles similares a los encontrados en el

estado indiferenciado.

Como ultimo paso, evaluamos la dindmica de expresién tanto de las 3 subunida-

des B (Figura 4.14) como de las 3 subunidades y (Figura 4.15).

En este caso, también se observan cambios en las subunidades de laminina que
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Fig. 4.14: (A)Anélisis de la expresién de las subunidades § de Laminina por RT-qPCR
durante la diferenciacién cardiaca. Los niveles de expresién fueron normalizados utilizando
los valores de RPL7 y luego relativizados al dia 0 de la diferenciacién (estado indiferen-
ciado). Los datos se presentan como media + SEM y son graficados en escala Log2. N=3

se expresan a lo largo de la diferenciacion. En el estadio de cardiomiocito inmaduro
gana mucha relevancia la laminina 32, la cual aumenta su nivel de expresién 16
veces respecto al estado indiferenciado, mientras que las otras dos subunidades {3
también tienden a aumentar pero en un menor grado. Finalmente, las subunidades
vy sufren cambios menores pero igualmente significativos. La cadena yl aumenta
paulatinamente a lo largo de los diferentes dias hasta llegar a un maximo de 8 veces
a dia 15. Diferente comportamiento posee la Laminina y3, la cual tiene su pico de
expresion en el estadio de progenitor mesodérmico (dia 3), para luego descender a
niveles similares a los encontrados en el estado indiferenciado. En ambos tipos de
subunidades, la dindmica de expresion es muy similar a la observada en el modelo

de diferenciacion que parte de la formacién de cuerpos embrioides.



66

Laminina y1 Laminina y2 Laminina y3

b
- 't b
A

Fig. 4.15: (A)Analisis de la expresion de las subunidades y de laminina por RT-qPCR du-
rante la diferenciacién cardiaca. Los niveles de expresion fueron normalizados utilizando los
valores de RPL7 y luego relativizados al dia 0 de la diferenciacién (estado indiferenciado).
Los datos se presentan como media + SEM y son graficados en escala Log2. N=3

4.2.3. Caracterizacion de la subunidad de integrina 31 du-

rante la diferenciacion cardiaca

A diferencia de la caracterizacién descripta en el protocolo anterior, en este caso
también estudiamos como es el perfil de expresién de la subunidad 31 en los dife-
rentes puntos del modelo de diferenciaciéon cardiaca (Figura 4.16). Recordemos que
la cadena B1 es la principal subunidad que forma el heterodimero de integrina con
la mayoria de las subunidades o estudiadas en este trabajo (por ejemplo, a531 o
a6f31). Los otros tipos de subunidades 3 que conforman las integrinas se encuen-
tran en menor frecuencia y asociadas a tejidos especificos. En esta figura se observa
claramente que a nivel proteico la integrina 1 parte inicialmente de un nivel de
expresion alto, luego a dia 3 se reduce su intensidad levemente y finalmente a dia
15 aumenta su expresiéon a niveles superiores a los encontrados en el estado indife-
renciado. Es interesante mencionar que a nivel de mRNA se observa una regulacion
de la expresion similar a la descripta a nivel proteico, pero con la diferencia que a
dia 3 se produce un significativo descenso de la expresion del mRNA, disminuyendo

a 1/8 de la expresion inicial.
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Fig. 4.16: Anélisis de la expresién de mRNA (N=4) y proteina (N=3) de la integrina 31 en
los dias 0, 3 y 15 de la diferenciacién cardiaca. (A)Evaluacién por citometria de la intensi-
dad de fluorescencia de la cadena 31 en las distintas poblaciones celulares a lo largo de la
diferenciacién. (B)Perfil de expresién de mRNA por RT-qPCR y a nivel proteico: La curva
azul muestra el cambio de expresiéon de mRNA relativizado al dia 0 (estado indiferenciado)
y la curva roja muestra la MFI en los dias indicados de la diferenciacion cardiaca. Letras
diferentes en la misma curva indican diferencias significativas en los diferentes tiempos
(p<0.05). Letras en minuscula refieren a mRNA y letras en maytscula a la proteina.

4.3. Cuadro comparativo de la dinamica temporal de expre-
sion de las subunidades de integrinas en ambos proto-

colos de diferenciacién cardiaca

A modo de resumen general del capitulo, el siguiente cuadro comparativo muestra
el comportamiento de cada una de las subunidades de integrina en los diferentes

estadios de ambos modelos de diferenciacién (Figura 4.17).
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Fig. 4.17: Cuadro comparativo del perfil de expresion de las subunidades de integrinas en

los diferentes estadios de ambos modelos de diferenciaciéon cardiaca.
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4.4. Cierre del Capitulo

A lo largo de este capitulo estudiamos en detalle el perfil de expresion de diferen-
tes subunidades de integrinas durante la diferenciacién cardiaca a partir de CMEh.
En primer lugar se puede concluir que esta dindmica de expresion, en su mayoria, fue
similar en ambos modelos de diferenciacién. Esto nos indica que el comportamiento
de las integrinas estudiadas no se regula de manera diferente por la formacion de
cuerpos embrioides o al partir de una monocapa celular megaconfluente, sino que es
propio de la diferenciacion a cardiomiocitos. Hay que destacar que nuestros analisis
no discriminan el origen de la expresion del RNAm, ya que las muestras son tomadas
a partir de la masa celular total, en la cual coexisten, por ejemplo, cardiomiocitos
y otras células mesodérmicas diferenciadas. Pero, sin embargo, la citometria de fujo
realizada sobre las integrinas si permite discriminar entre las células, ya que se realizé
una comarcacion para la expresion de CD56, presente en las células mesodérmicas
en diferenciacion, o de la expresién de eGFP bajo el promotor de NKx2.5, factor de
trascripcion cardiaco.

Por otro lado, observamos que existe una regulacion diferente en la expresion de
las integrinas tanto en el progenitor mesodérmico como en el cardiomiocito inmadu-
ro. Por ejemplo, en el dia 3, observamos un marcado aumento de la expresién de la
integrina ob para luego, a dia 15, descender significativamente. Finalmente, también
estudiamos el perfil de expresion de sus respectivos ligandos evidenciando una regu-
lacién interesante a lo largo de este proceso. En primer lugar, la Fibronectina tiende
a aumentar su nivel de expresion a lo largo de la diferenciacion mientras que existen
cambios en las clases de Lamininas que se expresan acorde al tipo de poblacion ce-
lular presente. Estos resultados obtenidos seran ttiles en el desarrollo del proximo
capitulo dado que buscaremos estudiar si el hecho de manipular la expresion de una

integrina, afecta significativamente la dinamica de la diferenciacion.



5. SILENCIAMIENTO DE LA EXPRESION DE LA
INTEGRINA A5 DURANTE LA TEM EN LA
DIFERENCIACION CARDIACA

Una vez desarrollado el sistema experimental de silenciamiento inducible, eva-
luamos si existen cambios tanto funcionales como moleculares en las CMEh HES3
y durante el modelo de diferenciacién cardiaca que parte de una monocapa celular
megaconfluente al manipular la expresion de la integrina ob.

A lo largo de este capitulo mostraremos ademas la puesta a punto del sistema de
silenciamiento inducible de genes blanco mediante una variante del sistema de edi-

cién génica CRISPR-Cas9, el cual fue descripto detalladamente en la introduccion.

5.1. Generacién de la linea de CMEh HES3 NKX2.5°GFP/w

KRAB®*

5.1.1. Obtencidn y verificacién de los plasmidos TRE-dCas9/KRAB

y U6-gRNA

En primer lugar, adquirimos en Addgene los plasmidos lentivirales necesarios
para la construccion de la linea celular modificada. El primero de ellos posee apro-
ximadamente 14.000 pares de bases y la fusion dCas9/KRAB se ubica rio abajo del
promotor que responde a doxiciclina (TRE). En el comienzo de mi doctorado, esta
variante del sistema CRISPR-Cas9 habia sido publicada recientemente por lo que
debimos realizar un chequeo exhaustivo mediante mapeo con enzimas de restriccion

para evaluar si eran los vectores correctos, dado que inicialmente fueron enviados
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Sin digerir BamHI  Xhol MilMarker

Fig. 5.1: Mapeo de restriccién del plasmido TRE-dCAS9/KRAB. Se utilizaron dos enzimas
de restriccion diferentes para chequeo: BamHI y Xhol.

pldsmidos similares pero con errores en la secuencia (Figura 5.1). En la primera
calle se observa el plasmido intacto mostrando sus bandas caracteristicas: las con-
formaciones de circulo abierto y la super-enrollada. En la segunda calle, observamos
las bandas que resultan de la digestién con la enzima BamHI cuyos tamanos son
7418 pb, 4746 pb y 2485 pb. Finalmente, en la tercera se obtuvo la banda que surge
producto del digerido con la enzima Xhol, la cual genera una sola banda lineal de

14586 pb.

El siguiente paso consistié en caracterizar mediante mapeo de restricciéon el
plasmido que fue clonado con el gRNA de diferentes subunidades de integrina rio
abajo del promotor U6. En este caso, también es interesante destacar que con el
primer plasmido lentiviral disenado para este fin no fue posible generar particulas
virales y tiempo después fue reemplazado por otros vectores diferentes. Debido a
esto, también realizamos un chequeo exhaustivo de este (Figura 5.2). El pldsmido
portador U6-gRNA tiene un peso de 8475 pb que se observa tanto en la primera

calle, donde obtuvimos las tres bandas caracteristicas del plasmido intacto: circulo
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MilMarker Sin digerir BsmBl

Fig. 5.2: Mapeo de restriccién del plasmido U6-gRNA. Se utilizé la enzima de restriccién
BsmBI para su chequeo.

abierto, una proporcién pequena de la banda lineal y super-enrollada. En la segunda
calle se encuentra el producto digerido por la enzima BsmBI que genera una sola
banda de 8450 pb que es coincidente con la banda lineal observada en el plasmido
intacto.

Una vez que el tamano de ambos vectores fue chequeado, el plasmido portador fue
clonado con diferentes gRNA de genes blanco. En este trabajo, los genes blanco de
interés son las subunidades de integrina ab, o6 y a8 descriptas en la caracterizacion

del capitulo anterior (Figura 5.3).

5.1.2. Transduccién de la linea HES3 NKX2.5¢GFP/W ¢on

ambos plasmidos lentivirales
Transduccién del vector TRE-dCas9/KRAB

Luego de haber purificado y clonado los diferentes plasmidos mencionados ante-
riormente, iniciamos la etapa de la transduccién viral en el cultivo celular. En pri-
mer lugar, se transdujo el plasmido TRE-dCas9/KRAB en nuestra linea de CMEh

y 48 horas mas tarde las colonias fueron seleccionadas mediante el tratamiento con
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Fig. 5.3: Clonacién del pldsmido portador con los gRNA de las integrinas ob, a6 y 8.

el antibidtico G418 debido a que este vector posee resistencia al mismo. Una vez
seleccionadas, comenzamos con el aislamiento clonal de manera de obtener lineas
celulares modificadas que posean idéntico nivel de induccién de la proteina fusién
dCas9/KRAB. Este paso fue puesto a punto por nuestro laboratorio dado que lo-
grar lineas clonales es particularmente dificultoso en este sistema experimental ya
que estas células al encontrarse unicelulares tienden a morir o diferenciarse. El cul-
tivo seleccionado fue crecido de manera muy diluida para lograr tener a cada célula
lo mas alejada de sus vecinas. Ademas, fue clave en este punto mantener las células
por 72 horas con el inhibidor de la Rho kinasa (ROCKi), el cual inhibe vias de
senalizacién que disparan la apoptosis cuando las CMPh se encuentran en estado

unicelular. Luego, se las dejé crecer en la misma placa aproximadamente 8 dias y
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TRE-dCas9/KRAB

Sin DOX

Con DOX

Fig. 5.4: Microfotografia de inmunofluoresencia contra el tag HA fusionado a dCas9-
KRAB en la linea de CMEh HES3. En el panel superior se muestra el cultivo celular sin
tratamiento mientras que el inferior se traté con doxiciclina 250ng/ml por 72 hs.

se las pico individualmente. La eficiencia de obtencién de clones es muy baja dado
que existe una alta proporcion de muerte por lo que se precisé partir de una gran
cantidad de células aisladas iniciales. Finalmente, analizamos el nivel de expresion
de 9 clones diferentes y seleccionamos aquel que tuviera el mayor nivel de expresion
de dCas9-KRAB luego de tratarlos 72 horas con doxiciclina. Cabe destacar que esta
proteina fusién se encuentra unida al tag HA por lo que evaluamos la expresion

mediante inmunofluorescencia (Figura 5.4).

La inmunofluorescencia realizada contra el tag HA nos permite conocer en pro-

fundidad como es la dinamica de expresién del represor en los diferentes clones. En
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primer lugar, en el clon mostrado (Figura 5.4) se observa que la activacién de la
transcripcién de KRAB es doxiciclina dependiente y que existe una alta induccién
del represor a las 72 horas. El hecho de que la transcripcién de dCas9-KRAB no se
active sin el agregado de doxiciclina (ausencia de leaking) es muy importante dado
que en este tipo de sistemas es usual encontrar clones donde el represor se encuentra
expresado en ausencia del inductor. Por tltimo se observa que no todas las células
dentro del mismo clon poseen la misma intensidad de fluorescencia por lo que se
se presenta un diferente nivel de expresion del represor KRAB entre células, lo que
podria deberse a una respuesta heterogénea de las mismas o a la presencia de dos o
mas clones en un mismo cultivo. De todos modos, es importante resaltar que todas

las células del cultivo resultaron activas, solo que algunas en un mayor nivel.

Transduccion del plasmido portador U6-gRNA

A partir de la generacién de la linea de CMEh HES3/KRAB, realizamos la trans-
duccién del pldsmido portador del gRNA de interés con el objetivo de que se integre
al genoma y asi tener una expresion constitutiva de este en el cultivo celular. Es
importante recordar que sobre esta linea modificada realizamos 3 transducciones vi-
rales independientes con los gRNAs de los siguientes genes blanco: integrinas o5, o6
y o8. De todos modos a lo largo de esta seccién haremos especial énfasis en los resul-
tados obtenidos con el gRNA de la integrina ob dado que fue aquella donde pudimos
desarrollar el silenciamiento inducible de manera exitosa. El plasmido transducido
portador del gRNA posee una resistencia contra el antibiotico Puromicina, el cual
fue utilizado para seleccionar aquellas colonias positivas. Luego comenzamos a tra-
bajar con subclones de este cultivo de células con el objetivo de observar si existia un
silenciamiento efectivo al tratarlas con doxiciclina. Se evalud a las 72hs de incuba-
cién con doxiciclina mediante citometria de flujo utilizando un anticuerpo primario

conjugado contra la integrina ob. La concentracion reportada de uso de doxiciclina
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Fig. 5.5: Curva de concentracién de doxiciclina en el silenciamiento de la integrina ob a
las 72 horas (N=2). A)Rango de concentraciones entre 2 ug/ml y 250 ng/ml B)Rango de
concentraciones entre 500 ng/ml y 62,5 ng/ml

en CMPh es 2 ug/ml [79], sin embargo observamos que esta concentracion afectaba
la sobrevida de las células por lo que realizamos también una curva dosis-respuesta
con el fin de evaluar cuanto se podia disminuir la concentracion de doxiciclina sin

afectar el silenciamiento (Figura 5.5).

En primer lugar, en este experimento, se observa que en ambos cultivos celulares
existe una proporcion importante de células que se silencia la integrina ob a las 72
horas. Es interesante como en la figura A, la separacion de la poblacién negativizada
y su porcentaje aumenta a medida que disminuye la concentraciéon de doxiciclina.
Como en este experimento aiin no se presentaba una dosis de la droga que perjudique
el silenciamiento, continuamos en otro ensayo disminuyendo la concentracion de la
doxiciclina hasta 62,5 ng/ml como se observa en la figura B (Figura 5.5). A partir de
los resultados observados en este panel, decidimos que la concentracion final debia

ser 250 ng/ml dado que es aquella donde se mantiene el mayor porcentaje silenciado
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Fig. 5.6: Dindmica temporal del silenciamiento de la integrina o5. A) Evaluacién de la
represion a nivel proteico de este receptor durante 4 dias por citometria de flujo(N=3).
B) Poblaciones celulares negativa y positiva para la integrina a5 en los dias 0 y 4 del
silenciamiento. C) Perfil de expresién de mRNA (RT-qPCR) y a nivel proteico: La curva
azul muestra el cambio de expresién de mRNA relativizado al mismo cultivo de CMEh
HES3 pero sin tratar con doxiciclina (N=3). La curva roja muestra la MFI en los 4 dias
donde se silencié este receptor. Letras diferentes en la misma curva indican diferencias
significativas en los diferentes tiempos (p<0.05). Letras en mintscula refieren a mRNA y
letras en mayuscula a la proteina.

de la integrina ab. Por consiguiente, logramos disminuir 8 veces la concentracion
reportada de doxiciclina con el objetivo de que su presencia no afecte la sobrevida
celular. Luego de observar que una proporcion de la poblaciéon celular reprimié la
expresion de esta integrina en respuesta al agregado de doxiciclina, buscamos aislar
clones donde el silenciamiento inducible sea total (Figura 5.6). El procedimiento de

aislamiento clonal fue idéntico al descripto anteriormente.

Uno de los clones aislados mostré a dia 4 un silenciamiento de aproximadamente
el 85% a nivel proteico pero a dia 2 ya se observé un descenso en su nivel de
expresién (Figura 5.6). En el panel C se muestra el paralelismo entre la represién

del nivel del mRNA y de la proteina, disminuyendo su expresion en conjunto. Por
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otro lado, a las 24 horas se observo un fuerte descenso del mRNA pero atin no de
la proteina, probablemente debido a que la vida media de de este receptor a nivel
proteico sea mas prolongada. Por iltimo, debemos destacar que a dia 4 se observa un
remanente de la poblacién positiva de aproximadamente un 15 %. Esto podria llegar
a deberse a una respuesta heterogénea de las células a pesar de pertenecer al mismo
clon o que la poblacion sea biclonal debido a la dificultad técnica del aislamiento
que se presenta en los cultivos de CMPh. El resultado mostrado anteriormente de
la inmunomarcacién del tag HA avala la respuesta heterogénea observada. De todos
modos, consideramos que el grado de silenciamiento es suficientemente elevado como

para utilizar esta linea clonal.

5.2. Estudios funcionales en la linea HES3 NKX2.5¢GFP/w

KRAB®* y en su diferenciacién a cardiomiocitos

En esta seccion evaluamos cuales son los cambios funcionales que se observan
en esta linea celular al silenciar la integrina o5 tanto en en su estado indiferenciado

como en la fase de la TEM durante la diferenciacion cardiaca.

5.2.1. Evaluacion de la tasa de proliferaciéon y apoptosis en

el estado indiferenciado.

Como mencionamos en la introduccion, una de las principales propiedades que
poseen las CMP en su estado indiferenciado es la autorenovacion indefinida. Por
consiguiente, cuando este tipo de lineas celulares sufre algin tipo de estrés, mayori-
tariamente tienden a enlentecer su tasa de proliferacién o si se prolonga en el tiempo,

desencadenan un proceso de apoptosis que las lleva a su muerte.
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Estudio de la proliferacién

En primer lugar buscamos estudiar si la tasa de proliferacion se encuentra afec-
tada 72 horas luego del inicio del silenciamiento (Figura 5.7). Tal como vimos an-
teriormente, en este punto temporal ya se encuentra reprimida la expresion de este
receptor en aproximadamente el 80 % de las células. Se utiliz6 el ensayo de prolifera-
cion EAU mediante citometria de flujo que nos permite saber el porcentaje de células
que se encuentran en cada fase del ciclo celular. De todos modos, no encontramos
diferencias significativas en el porcentaje de células que se encuentran en la Fase S
del ciclo celular bajo ambas condiciones. El porcentaje de células en la fase S suele
ubicarse en un rango de 45 %-50 % dada la alta proliferacién que poseen las CMPh.
Esto indicaria que a las 72 horas de iniciado el silenciamiento, no existen cambios
funcionales visibles en la tasa de proliferacién celular. Es importante destacar que
ademas realizamos los controles necesarios en la linea HES3 KRAB que no expresa

el gRNA de la integrina para descartar efectos de la doxiciclina sobre esta linea.

Estudio de la apoptosis y muerte celular

Luego de verificar que no existen cambios en la tasa de proliferacion, buscamos
evaluar si se presenta una mayor tasa de apoptosis al silenciar esta integrina por el
mismo periodo de tiempo (Figura 5.8). En este caso, utilizamos el Kit de Anexina/IP
para determinar la apoptosis y la muerte celular. Pueden aparecer dos clases de po-
blaciones positivas para estas marcaciones: i) Anexina Positiva: Poblacion celular
apoptdtica. ii) Anexina-IP Positiva: Poblacién celular necrética. En nuestro experi-
mento, evaluamos si se presentaban distintos niveles de estas dos poblaciones bajo
ambas condiciones. Como en el ensayo de proliferacién, no se encontraron cambios
significativos por lo que concluimos que esta integrina tampoco esta involucrada en
la sobrevida de estas células, al menos en el corto plazo.

A modo de resumen, la viabilidad celular no se encuentra afectada por el silencia-
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Fig. 5.7: Evaluacién de la proliferacién luego de 72 horas del inicio del silenciamiento con
doxiciclina. A)Ensayo de proliferacién de EAU por citometria de flujo en la linea HES3
KRAB/ob5 en presencia/ausencia de esta integrina. B)Grafico que muestra el porcentaje
de células en Fase S en la linea celular HES3 KRAB /a5 y HES3 KRAB bajo los diferentes
tratamientos (N=3). No se encuentran diferencias significativas.



Silenciamiento de la expresion de la integrina a5 durante la TEM en la diferenciacion cardiaca 81

miento de la integrina o5 por 72 horas, lo cual nos permitio evaluar los cambios que
se producen, a partir del silenciamiento de esta integrina durante la diferenciaciéon

cardiaca.

5.2.2. Evaluacién de la diferenciacién cardiaca a partir del

silenciamiento de la integrina o5 durante la TEM

A lo largo de esta seccién nuestro objetivo central consiste en estudiar si el
silenciamiento de la integrina a5 durante la TEM (Figura 5.9), fase inicial de la
diferenciacion cardiaca, modifica la dindmica de aparicién de este progenitor y de
los cardiomiocitos. Elegimos esta fase inicial para inhibir la expresion de o5 ya que
nuestros resultados previos demostraron que es durante la TEM en donde la integrina

ob se muestra mas expresada (Figura 4.11).

Cambios en la dindmica de aparicién del progenitor mesodérmico a partir

del silenciamiento de la integrina A5 durante la diferenciacién cardiaca

Como primer paso, realizamos un estudio mas detallado de la dinamica temporal
de apariciéon del marcador del progenitor mesodérmico CD56 y su relacion con el
aumento de la expresion de la integrina ob, descripto en el capitulo anterior. En
este caso, observamos tanto a dia 2 como a dia 3 el comportamiento de estas dos
proteinas por citometria de flujo (Figura 5.10). En este seguimiento temporal de
ambas proteinas se puede observar que existe una relacion clara donde en tan solo
24 horas se duplica el porcentaje de células doble positivas. En primer lugar, a dia
2, ya emerge una poblaciéon importante que posee una alta expresion del marcador
CD56 y se correlaciona con una mayor intensidad de la integrina o5. Por otro lado,
existe una importante subpoblacion que es positiva para esta integrina pero ain no

para CD56. A dia 3, momento en que culmina la TEM, se puede observar como las
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Fig. 5.8: Evaluacion de la tasa de apoptosis luego de 72 horas de iniciado el silenciamiento
con doxiciclina. A)Ensayo de apoptosis con marcacién de Anexina V/Ioduro de Propidio
(IP) por citometria de flujo en la linea HES3 KRAB/o5 en presencia/ausencia de esta
integrina. B)Gréfico que muestra el porcentaje de células Anexina V positivas en la linea
celular HES3 KRAB/a5 y HES3 KRAB bajo los diferentes tratamientos (N=3). No se
encuentran diferencias significativas.
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DOX 250 ng/ml

Fig. 5.9: Esquema del protocolo de diferenciaciéon a partir de una monocapa celular me-
gaconfluente donde se indica el momento en que se traté el cultivo celular con doxiciclina
con el fin de silenciar la integrina 5.

células en una proporcion casi total resultan ser CD56 e integrina ab positivas. Es
importante recordar que a dia 0, descripto en el capitulo anterior, la integrina ob
se encuentra expresada pero en una intensidad menor que aquellas que transicionan

hacia el progenitor mesodérmico mientras que CD56 no se encuentra expresado.

Una vez analizado el comportamiento de nuestros marcadores de interés en los
dias 2 y 3 de la TEM en la diferenciacién cardiaca, buscamos estudiar que ocurre
al tratar este cultivo en diferenciacién con doxiciclina durante el periodo descripto
en el esquema anteriormente mostrado, desde el dia -2 hasta el dia 3, momento en
que aparece el progenitor mesodérmico. Por consiguiente, nuestro principal objetivo
en esta etapa consiste en estudiar si el silenciamiento de la integrina ab durante la
TEM modifica la dindmica de aparicién del progenitor mesodérmico en los dias 2 y
3 del protocolo de diferenciacién (Figura 5.11). Como se puede observar en el dia 2
de la diferenciacién comparamos lo que ocurre en la poblacién donde la integrina se
encuentra silenciada y en aquella donde la diferenciacion transcurre normalmente,
sin intervencion del sistema experimental. Claramente existe un cambio significativo

en la expresién del marcador de la TEM CD56 ya que se genera artificialmente una
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Fig. 5.10: Dindmica temporal de expresién del marcador CD56 y la integrina o5 en los
dias 2 y 3 de la diferenciacién cardiaca. A) Gréfico de densidad de puntos que muestra la
dindmica temporal de la expresion de ambas proteinas. B) Grafico que muestra el aumento
significativo de la poblacién celular doble positiva entre los dias 2 y 3 de la diferenciacién

(N=3).

poblacién negativa de la subunidad ob y como consecuencia se produce un aumento
hasta alcanzar el 59,63 % =+ 7,73 % de la poblacién CD56+ en comparacién con la
linea donde no se silencié esta integrina en la que la poblacion CD56+ da un valor
de 38,57 % + 7,48 % . Es importante destacar que esta poblacién negativa para ob
posee un nivel de expresion aun menor de esta subunidad que las células en su
estado indiferenciado. A dia 3 DOX se observa una poblacién CD56+ del 71,53 %
+ 9,59% vy se equipara el porcentaje con aquel observado en la linea en que no
se reprimid la expresiéon de la integrina o5 a dia 3 (74,7 % + 10,68 % CD56+), tal
como se observa en el panel D (Figura 5.11). Esto podria indicar que al silenciar la
subunidad ob, se desregula el proceso de la TEM y la alta positivizacién de CD56
observada normalmente a dia 3, se adelanta temporalmente al segundo dia.
Adicionalmente, en los paneles B y D se puede observar que también realizamos

el mismo tratamiento en la linea celular donde se expresa el represor KRAB pero
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Fig. 5.11: Dindmica temporal de expresion del marcador CD56 y la integrina o5 en los
dias 2 y 3 de la diferenciacién cardiaca al tratar el cultivo con doxiciclina. A) Estudio de
la expresion de ambas proteinas por citometria de flujo en el dia 2 de la diferenciacion
cardiaca sin/con doxiciclina. B) Grafico que muestra el porcentaje de células CD56+ en el
dia 2 sin/con doxiciclina. C) Estudio de la expresién de ambas proteinas por citometria de
flujo en el dia 3 de la diferenciacién cardiaca sin/con doxiciclina. D) Grafico que muestra el
porcentaje de células CD56+ en el dia 3 sin/con doxiciclina.(N=3). Los datos son presentan
como media £ SEM.

no el gRNA de la integrina a5 y no se observa ningtn efecto en la diferenciacion
generado por el solo agregado de la doxiciclina, lo que permite descartar un efecto

no deseado de este antibiético sobre nuestros cultivos celulares.
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Como breve resumen, se observé un cambio en la dindmica temporal de aparicién
del marcador molecular CD56 en donde aument6 su porcentaje significativamente a
dia 2 en comparacién a la misma linea donde no se intervino el sistema mientras que
a dia 3 los valores de CD56 se equiparan hasta llegar a un porcentaje practicamente
idéntico.

A partir de estos resultados, buscamos caracterizar en mayor profundidad ambas
poblaciones obtenidas en el dia 3 con expresion opuesta de la integrina ob pero
positivas para CD56. Para lograrlo, por medio de la utilizacién de un cell sorter,
separamos estas poblaciones celulares para luego analizarlas por RT-qPCR (Figura
5.12). Tal como se muestra, separamos las poblaciones celulares que se encuentran
delimitadas por rectangulos en el grafico de densidad de puntos del panel A y luego
analizamos por RT-qPCR el nivel de expresion de la integrina ob con el fin de verificar
que ambas poblaciones hayan sido correctamente separadas. Se observé un aumento
de 30 veces en la expresién del mRNA en la poblacién positiva para la integrina en
comparacion con aquella donde esta fue silenciada exitosamente. En el Panel B, se
muestra que la poblacién doble positiva tiene niveles significativamente mayores de
los marcadores de la TEM ZEB1 y ZEB2 mientras que el marcador E-cad disminuye
en mayor proporcion en aquellas células positivas para la integrina. En el caso de los
marcadores de la TEM Snail y Vimentina no encontramos diferencias significativas
pero es altamente probable que, dada la variabilidad observada, el niimero de réplicas
biolégicas sea insuficiente. En este experimento fue particularmente ttil analizar
cada réplica bioldgica como un bloque experimental dado que la eficiencia de la
induccién mesodérmica, a través del agregado del inhibidor CHIR 99021, es muy

variable.

Como conclusion, luego de la TEM aparecen, a dia 3, dos poblaciones de expre-
sién contraria de la integrina o5 pero igualmente positivas para CD56. Al analizar en

mayor profundidad, observamos que aquella poblacién donde la integrina se encuen-
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tra silenciada posee menores niveles de expresion de los marcadores caracteristicos de
la TEM con lo cual podria tener un potencial de especificaciéon hacia cardiomiocitos

reducido.

Evaluacién de la eficiencia de diferenciacion cardiaca luego del silencia-

miento de la integrina A5 duranta la TEM

Luego de observar el cambio en la dinamica de aparicién del progenitor me-
sodérmico en la diferenciacion cardiaca, nuestra intencién fue estudiar si el pro-
genitor obtenido después del silenciamiento de la subunidad o5 lograba también
diferenciarse exitosamente a cardiomiocito inmaduro (dia 15). Con este objetivo,
luego del silenciamiento en los primeros tres dias de la diferenciacion, continuamos
el protocolo hacia la especificacién cardiaca pero sin el tratamiento con doxiciclina
de manera que este progenitor mesodérmico en diferenciacion tenga la capacidad de
recuperar paulatinamente los niveles normales de la integrina ob. Por consiguiente,
en el dia 15 comparamos, mediante la expresion de nuestro reportero NKX2.5-eGFP,
la eficiencia en aquel modelo de diferenciacion donde se silencié la integrina ob y
en aquel donde no se intervino el sistema (Figura 5.13). En el mismo experimen-
to evaluamos si los cardiomiocitos inmaduros a dia 15 recuperaron los niveles de
expresion caracteristicos de la integrina ob5. Como se observa en el Panel A, el si-
lenciamiento de la subunidad o5 durante la TEM provocé una caida significativa en
la eficiencia de obtencién de cardiomiocitos inmaduros a dia 15 desde un 60,51 %
+ 5,64 % NKX2.5+ hasta un 22.35% = 6,14 % en el modelo donde se intervino el
sistema mientras que el nivel de expresion de la integrina ob se recuperd pero no
totalmente. Tal como se muestra en el Panel B, aproximadamente un 10 % de los
cardiomiocitos inmaduros totales obtenidos en el protocolo tratado con doxiciclina
permanecen con un bajo nivel de expresion de esta integrina mientras que en aque-

lla diferenciacion donde no se silencié esta subunidad, no existe una poblacion de
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Fig. 5.13: Evaluacion de la eficiencia de la diferenciacion cardiaca por citometria de flujo.
A)Descenso de un 40 % de la poblacién celular NKX2.5 positiva al silenciar la integrina
o5 durante la TEM de la diferenciacién cardiaca. B)A dia 15, en el protocolo tratado con
doxiciclina se mantiene una poblacion de cardiomiocitos inmaduros NKX2.54+ con menor
expresion de la integrina o5(4,84 % + 0,75 %) y otra poblacién con mayor intensidad de
esta subunidad (17,51 % =+ 5,54 %). Los datos se presentan como media £ SEM.

cardiomiocitos inmaduros negativos.

Tal como mencionamos anteriormente, a dia 15 los cardiomiocitos inmaduros
forman estructuras de red contracticles caracteristicas del modelo de diferenciacién

que parte de la monocapa celular. Sin embargo, en aquellos protocolos donde se
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silencié la integrina ob durante la TEM se mantuvo la monocapa celular con un
sobrecrecimiento de estructuras tridimensionales y los cardiomiocitos inmaduros se
encontraban ubicados de manera azarosa en diferentes partes de este cultivo(Figura
5.14).

Por consiguiente, todos estos resultados sugieren que el silenciamiento de la inte-
grina ab afecta negativamente la aparicion y el potencial de diferenciacion cardicaca
del progenitor mesodérmico y como consecuencia de este proceso, pierden la capa-
cidad de reorganizacion para la formacién de la redes contractiles y cae la eficiencia

de obtencién de cardiomiocitos inmaduros significativamente.
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Fig. 5.14: Microfotografias de modelos de diferenciacién cardiaca a dia 15 sin/con doxi-
ciclina durante la TEM en dos aumentos diferentes: 4X y 10X. Superposicién de fotomi-
crografia de la imagen tomada en campo claro con aquella donde se observa la expresién
del gen reportero NKX2.5-eGFP. Videos: i) Link Video S3 campo claro/GFP monocapa
latidora 10X control sin DOX ii) Link Video S4 campo claro/GFP monocapa latidora 10X
con DOX iii) Link Video S5 campo claro/GFP monocapa latidora 10X con DOX
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5.3. Cierre del Capitulo

A lo largo de este ultimo capitulo de resultados hemos logrado la puesta a punto
de un valioso sistema experimental de silenciamiento inducible para evaluar el fun-
cionamiento general de diferentes genes y ademas, conseguimos dilucidar que ocurre
al manipular la expresién de la integrina ob, la cual posee una regulacién interesante
a lo largo de la diferenciacion.

Esta linea generada es una herramienta potente que nos va a permitir evaluar en
el futuro cercano, en nuestro laboratorio, que ocurre al silenciar una gran variedad
de genes con funcionalidad diferente tanto en el estado indiferenciado como en la
diferenciacion cardiaca. Ademas fue clave encontrar la concentracion de doxiciclina
que no afecta al estado pluripotente caracteristico de la linea de CMEh HES3.

Como segundo punto y mas importante, logramos avanzar en el conocimiento
existente acerca de la integrina o5 y su rol en la diferenciaciéon cardiaca. Es im-
portante recordar que esta integrina logra su pico de expresion en el progenitor
mesodérmico en ambos protocolos de diferenciacion y en este capitulo logramos
demostrar que al silenciar esta subunidad durante la TEM se produce una desre-
gulacién de la diferenciacion que resulta en cambios de la dinamica temporal de
aparicion del progenitor mesodérmico, para luego a dia 15 afectar significativamente

la obtencién de cardiomiocitos inmaduros.



6. DISCUSION

Las CMPh son en la actualidad una de las herramientas mas valiosas para la
investigacion en el area de la medicina regenerativa. Desde el inicio, cuando se deri-
varon las primeras lineas de CMEh hasta el dia de hoy ha habido grandes avances
tanto en el estudio del desarrollo embrionario como en la diferenciacién hacia dife-
rentes tipos celulares del individuo adulto. No solo se logré diferenciar CMEh sino
que también ha ganado especial importancia el area de reprogramaciéon de células
somaticas adultas (hCMP1i) para el estudio y modelado in vitro de enfermedades de
pacientes. A pesar de estos avances, su uso en la clinica ain no se ha extendido,
principalmente debido a que todavia no se conocen en profundidad muchos de los
mecanismos que regulan el mantenimiento en estado pluripotente asi como durante

la diferenciacion.

La relacion existente entre las CMPh y su MEx contintia siendo uno de los temas
de investigacion en el area que mas avances requieren debido a lo poco que se conoce
acerca de esta interaccién. Un mayor conocimiento de la funcién que cumplen las
proteinas estructurales de la MEx como de las integrinas ha ganado relevancia con el
objetivo de aumentar la eficiencia de la diferenciaciéon hacia distintos tipos celulares
adultos y también para lograr que estas células en su conjunto conformen tejidos que
puedan ser reinsertados en los 6rganos de manera exitosa|33|[30]. En este trabajo
nuestra finalidad consistio en desarrollar un sistema experimental que nos permita
comenzar a estudiar la importancia de las integrinas en el proceso de diferenciacion
cardiaca e investigar si estas se encuentran involucradas en el mantenimiento de las

células en estado pluripotente y durante su diferenciacion especifica.
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6.1. Cultivo de las CMEh y su diferenciacién cardiaca

La primera parte de este trabajo consistio en la puesta a punto de nuestro sis-
tema experimental. Tal como describimos, en el inicio comenzamos cultivando las
CMEh sobre iMEF dado que era el método de cultivo de uso extendido en los labo-
ratorios. Sin embargo, en este tipo de sistemas se presenta una gran heterogeneidad
en el estado de las CMPh dado que los medios que se utilizan no son totalmente
definidos y por otro lado, existe una variabilidad acorde al lote de iMEF utilizado.
Otro punto importante consiste en la necesidad de la separacién fisica de ambos
tipos celulares para poder estudiar con mayor facilidad que es lo que ocurre en las
CMPh descartando cualquier interfencia vinculada al co-cultivo celular. Debido a
esto, nuestro sistema experimental migré hacia sustratos libres de células animales y
a medios totalmente definidos que nos permitieron tener una mayor homogeneidad

en los cultivos y un mayor rendimiento celular.

En nuestro trabajo entonces logramos la puesta a punto de dos protocolos de di-
ferenciacion cardiaca distintos. El primero de ellos, como describimos anteriormente,
tiene su inicio en CMPh cultivadas en iMEF mientras que el segundo comienza con
las CMPh mantenidas en el sustrato definido Geltrex. Otra diferencia destacable
entre ambos protocolos es que el primero comenzaba con la generacion de los cuer-
pos embrioides tridimensionales mientras que el segundo protocolo partié de una
monocapa celular megaconfluente bidimensional. Dado que nuestro objetivo era in-
vestigar el rol de las proteinas estructurales de la MEx y las integrinas, existia la
posibilidad de que haya una fuerte regulacién de la expresion dependiendo de si las
células se encontraban en agregados celulares tridimensionales o en una monocapa.
De hecho, trabajos reportados muestran que existen diferencias entre ambos mo-
delos siendo los cuerpos embrioides quienes favorecen una mayor interacciéon entre

células [8]. Por esto, fue valioso para nuestro estudio poder evaluar paralelamente
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lo que ocurria en ambos protocolos y entonces saber si habia un efecto dependiente
del protocolo utilizado o si la regulacion de la expresion era solamente dependiente

de la diferenciacion a cardiomiocitos.

Otro aspecto interesante consistié en la utilizacién, en el segundo modelo de
diferenciacion, de pequenas moléculas que actian directamente sobre las vias de
senializacion y evitan la necesidad de utilizar factores de transcripcion clave (como
BMP4 y Activina A) que se encuentran involucrados en el desarrollo embrionario
[21] [25]. Debido a esto, se pudo reducir la cantidad de factores necesarios, lo cual
permitio incrementar la reproducibilidad y eficiencia de la diferenciacion cardiaca.
Tal como se observé a lo largo de este trabajo, el tipo de morfégeno, la concentracion
y la ventana temporal en la que se administra es esencial para lograr la especificacion
hacia un linaje en particular. La migracion de un modelo de diferenciacién a otro
se dio como un proceso natural dada la mayor eficiencia y facilidad con que se

desarrollaba el segundo de ellos.

Por 1ltimo, fue imprescindible para nuestro trabajo identificar los diferentes esta-
dios celulares que emergen durante la diferenciacion cardiaca y que son congruentes
a aquellos tipos celulares que aparecen durante el desarrollo embrionario. Si bien, a
partir del tratamiento con los diferentes factores de transcripcién, fue posible iden-
tificar temporalmente en que estadio celular de la diferenciacion se encontraba el
protocolo, fue necesario contar con marcadores moleculares adecuados para la iden-
tificacion certera de ellos. Atn al dia de hoy, se continua estudiando cuales son
aquellos marcadores mas adecuados y mas facilmente identificables. En el caso del
progenitor mesodérmico, nosotros utilizamos el marcador molecular de membrana
CD56 como indicativo de aparicién de esta poblacién celular [18]. Si bien ya habian
sido descriptos marcadores de esta poblacién en otros trabajos, es de destacar que
continuaba en discusién que esos marcadores no permitian aislar una poblaciéon que

verdaderamente se pudiera diferenciar a cualquier linaje mesodérmico. A partir del
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trabajo de Evseenko y col. [18], identificamos el momento en que el marcador CD56
aparece en una proporcion significativa de las células en nuestros dos modelos de
diferenciacion y luego fue corroborado mediante el andlisis de marcadores molecu-
lares intracelulares. En el caso del progenitor cardiaco y de los cardiomiocitos, en la
actualidad no existen marcadores de membrana que nos permitan identificarlos facil-
mente por lo que siempre lo realizamos mediante la caracterizacién de marcadores

intracelulares tales como NKX2.5 o ¢TnT.

6.2. Caracterizacion de integrinas durante el proceso de di-

ferenciacion cardiaca.

Caracterizaciéon de la fibronectina y aquellas subunidades de integrinas

afines

Una vez establecidos ambos protocolos de diferenciacién y caracterizados los
diferentes estadios de compromiso mesodérmico que emergen durante este proceso,
logramos llevar a cabo el objetivo de describir la dindmica temporal de expresion de
distinas subunidades de integrinas en las poblaciones celulares obtenidas.

En primer lugar, observamos en ambos protocolos de diferenciacién una gran
congruencia en el comportamiento de la expresion de la fibronectina a nivel de
mRNA y también de las subunidades de integrina o5 y o8, independientemente si
se partia de una monocapa bidimensional o de cuerpos embrioides. Por otro lado,
en ambos modelos se observé un aumento significativo del mRNA de fibronectina,
luego de la TEM, en el progenitor mesodérmico. Este hecho se encuentra en linea
con lo reportado en diferentes publicaciones donde describen que la presencia de
fibronectina es fundamental en aquellas células que ganan un fenotipo migratorio
tal como sucede en la TEM de distinas clases de células tumorales [80] [81]. En los

estadios avanzados de la diferenciacién, la fibronectina contintia presente y se cree
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que cumple un papel tanto en el desarrollo vascular embrionario de ratén [39] como
en una eficiente diferenciacion a células cardiacas [68].

En el caso de las integrinas de unién a fibronectina, la integrina o5 muestra
un comportamiento interesante, donde gana mayor intensidad en el progenitor me-
sodérmico para luego descender a los niveles presentes en el estado indiferenciado.
De hecho, en osteoblastos se vio que la activacion de la integrina o5 podria favorecer
la expresién de BMP4 [82]. También se observé que la ausencia de esta integrina en
el desarrollo embrionario de ratén causaba defectos en el desarrollo vascular [65]. El
caso de la integrina o8 es también destacable dado que en ambos protocolos se ob-
serva una regulacion positiva significativa de la expresiéon de su mRNA pero si bien
se registra un aumento, es mucho menor, en el caso de la proteina. Esta integrina
se encuentra presente en células mesenquimales y muy relacionada con la génesis
del rinon [83] [84]. En la Base de Datos Integrada de Expresién de Proteinas Hu-
manas (HIPED) se encuentra reportado que por espectrometria de masas se verificd
la presencia de la integrina o8 en el corazon fetal por lo que se deberia profundi-
zar aun mas esta investigacién para averiguar si efectivamente cumple un rol en la
diferenciacion cardiaca.

Por consiguiente, logramos describir en las diferentes poblaciones que derivan
del proceso de diferenciacién cardiaca como es el comportamiento de las principales
integrinas de union a fibronectina y en funcién de esto en conjunto con la informacion
reportada, intentar dilucidar cuales podrian ser sus potenciales roles en nuestro

sistema experimental.

Caracterizacién de la laminina y aquellas subunidades de integrina afines

En este trabajo, ademas, tuvimos la intension de conocer como es la dindmica
de expresién de todas las subunidades de laminina (5 subunidades o, 3 subunidades

B y 3 subunidades y) y de las integrinas que se unen a ellas.
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Nuevamente el perfil de expresion de mRNA de las subunidades de Laminina
fue altamente paralelo en las distinas poblaciones celulares de ambos modelos de
diferenciacion cardiaca. Como ya se encuentra reportado, la Laminina 511 es ubicua
[85] v es una de las proteinas principales que sirven de soporte a las CMPh [86].
Tal como muestra nuestra caracterizacion, la laminina a5 mantiene una expresion
constante a lo largo de toda la diferenciacién cardiaca en linea con los trabajos que
demuestran que esta subunidad se encuentra ampliamente expresada en todos los
tejidos, siendo la principal cadena de laminina [85]. Los casos mas interesantes son
los de las subunidades o2 y a4, donde su expresiéon de mRNA crece significativamente
en el cardiomiocito inmaduro. Existen pocos trabajos que reporten la importancia de
estas subunidades en el desarrollo cardiaco, sin embargo, hay algunos antecedentes
que muestran que la deleciéon de la laminina o4 en ratén afecta el desarrollo vascular
embrionario [87] mientras que un desbalance de la subunidad o2 en rata y humanos
puede promover la hipertrofia cardiaca [88]. Como describimos en esta tesis, las
diferentes subunidades de laminina son fundamentales en el desarrollo embrionario
y ademas, acorde al tipo celular analizado, varia la composicién de las subunidades
de laminina presentes. Esta etapa de nuestro trabajo es un puntapie inicial para
evaluar el rol de determinadas lamininas en el desarrollo cardiaco y con especial
interés, para el futuro cercano, investigar el rol de las subunidades o2 y o4 en los

cardiomiocitos inmaduros.

La integrina o6 muestra también un comportamiento similar en ambos proto-
colos de diferenciacion y su negativizacion a lo largo de este proceso puede estar
relacionado a que esta cumple un rol importante en la autoproliferacién del estado
indiferenciado [89] [90]. La tnica discrepancia que se observa entre ambos modelos
de diferenciacion es en el estadio de cardiomiocito inmaduro, donde en aquel modelo
donde se parte de una monocapa celular, se observa una recuperacién significativa

del nivel de expresion de la integrina 6. Sin embargo, un trabajo reportado muestra



Discusion 99

que existe una variante de splicing «6A que se encuentra positivamente regulada en
la diferenciacién cardiaca en ratén [91], por lo que restaria profundizar este estu-
dio para evaluar si efectivamente en las CMEh ocurre algo similar. Por ltimo, la
integrina o3 mostré una regulacién dispar en ambos modelos de diferenciacién. En
el protocolo que comienza con la formaciéon de cuerpos embrioides se observa un
aumento significativo de esta subunidad mientras que en el protocolo que parte de
la monocapa celular se observa una dinamica de expresion congruente a la de la
integrina a6. De todos modos, en ninguno de los dos casos observamos que pudiera
ser un marcador molecular del progenitor mesodérmico, luego de la TEM tal como

se reporté en trabajos de progresién tumoral [92] [93].

6.3. Silenciamiento de la integrina o5 durante la TEM en la

diferenciacion cardiaca.

La novedosa tecnologia de CRISPR-Cas9 permitio facilitar enormemente la edi-
cion génica y por ende, el estudio de la funcién de determinados genes a nivel celular.
Sin embargo, la mutacién que genera esta tecnologia es irreversible por lo que no
es adecuado para el estudio de aquellos genes en los cuales su fenotipo knock out
promueve la muerte inmediata del sistema. En nuestro caso, fue de mayor utilidad
desarrollar un sistema inducible en el que pudiéramos regular la expresion de genes
en una ventana temporal determinada, intentando imitar lo que ocurre en los dife-
rentes modelos de diferenciacion de CMPh. Debido a esto, nuestro objetivo consistio
en la puesta a punto del sistema dCas9-KRAB donde el gRNA de un gen blanco
de interés conduce al represor de la transcripcién a la regién promotora del respec-
tivo gen promoviendo su silenciamiento reversible. En nuestro laboratorio también
contamos con el vector dCas9-VP64 que permite sobre-expresar un gen de manera

inducible y que en el futuro cercano serd puesto a punto con el fin de estudiar las
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funcién de distintos genes en la diferenciacion.

Una vez desarrollado este sistema, logramos manipular la expresion del gen de
la integrina o5 de manera exitosa. Encontramos una concentraciéon de doxiciclina
adecuada (250 ng/ml) para evitar afectar negativamente al sistema y a las 72 horas
la expresion proteica de esta integrina se encontraba reprimida en el 80 % de las
células. Luego, buscamos estudiar si se afectaba la proliferacion y la sobrevida a las
72 horas de silenciada la subunidad o5 pero no encontramos diferencias significa-
tivas. Es importante destacar que estas células fueron cultivadas sobre el sustrato
Geltrex, el cual esta compuesto principalmente por diferentes subtipos de lamininas.
Trabajos anteriores muestran que al cultivar las células sobre este sutrato, las inte-
grinas que se activan y senalizan son aquellas que tienen su mayor afinidad por esta
proteina de MEx [64] [58] por lo que intentamos utilizar fibronectina como sustrato,
dado que senaliza principalmente a través de la integrina ob. Sin embargo, a las 24
horas de crecidas sobre fibronectina, el cultivo celular perdia total adherencia y nos
imposibilité evaluar su comportamiento. Por 1ltimo, resta evaluar que ocurre con la
tasa de proliferacion y apoptosis al mantener el silenciamiento de la integrina ob en

las CMEh por largo término.

Luego comenzamos a analizar que ocurria si silencidbamos esta integrina duran-
te la TEM, momento en que gana su mayor nivel de expresion acorde a lo visto en
nuestra caracterizacién en ambos protocolos de diferenciacion. Como primer paso,
observamos que entre los dias 2 y 3, la proporcién de células positivas para CD56
e integrina ab aument6 al doble en aquella poblaciéon donde no se intervino el sis-
tema. Sin embargo, al silenciar la integrina ab se observé una desregulacion general
de la TEM donde a dia 2 se observé un aumento del 20 % de la poblacion CD56
positiva mientras que, a dia 3, esta misma poblacién era porcentualmente similar
a aquella donde no se silencié la integrina. Trabajos anteriores mostraron que la

mutacion de esta integrina conducia a defectos mesodérmicos en la embriogénesis



Discusion 101

del raton por lo que esta podria estar senalizando para colaborar en la induccion
mesodérmica [65]. Ademds, estudios in vitro mostraron que la activacién de la in-
tegrina o531 en la diferenciacién a osteoblastos modulé positivamente la expresién
de BMP4, factor esencial para la induccién mesodérmica [82]. Luego, analizamos
mas profundamente que diferencias existian en el progenitor mesodérmico (dia 3)
entre ambas poblaciones positivas para CD56 pero de expresion opuesta de la inte-
grina o5 y logramos demostrar que los marcadores de la TEM como ZEB1 y ZEB2
disminuyeron significativamente su expresiéon en aquella poblaciéon negativa para
la integrina, en comparacién a la poblacién que se mantuvo positiva. Es decir, a
nivel molecular, existen diferencias en el grado de especificacién del progenitor me-
sodérmico cuando se silencia la integrina. Ademas, es importante destacar, que es
posible que en el contexto de nuestros experimentos de inhibiciéon de la integrina
ab, la expresion del marcador CD56 no sea confiable para determinar por si solo la
presencia del progenitor mesodérmico. A partir de todos estos resultados, buscamos
investigar si se encontraba afectada la especificacion cardiaca luego de la obtencién
de este progenitor mesodérmico tratado con doxiciclina. A dia 15, en los cardiomio-
citos inmaduros, el factor de transcripcion cardiaco NKX2.5 se encontré disminuido
en aproximadamente un 60 % e importantes cambios morfoldgicos se observaron en
los cultivos donde se realizé la diferenciacion. Por consiguiente, la integrina a5 posee
un rol fundamental en el desarrollo adecuado de la TEM y su silenciamiento no
solo trae aparejado cambios en la TEM sino que genera consecuencias irreversibles
para la obtencién de cardiomiocitos inmaduros. En el futuro cercano, realizaremos
otros experimentos para verificar nuestra hipotesis, los cuales seran descriptos en la

siguiente seccion.
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6.4. Proéximos experimentos a desarrollar

Todos los resultados descriptos a lo largo de este trabajo son un puntapié inicial
para la profundizacion de la investigacion acerca de la importancia de las integrinas
y sus ligandos en la diferenciacién cardiaca. Haremos especial énfasis en los experi-
mentos que seria importante realizar con el fin de completar el conocimiento acerca

del rol de la integrina ob en la diferenciacién cardiaca.

Como primer paso, serfa muy interesante poder encontrar otros marcadores de
membrana del progenitor mesodérmico que nos permitan conocer con mayor pro-
fundidad cuales son los cambios que estan ocurriendo en la dindmica de aparicion
del progenitor mesodérmico. En nuestro laboratorio también se trabaja con células
de tipo mesenquimal por lo que también intentaremos evaluar la expresion de los

marcadores tipicos que se encuentran presentes en ellas.

Por otro lado, buscaremos analizar si en el progenitor mesodérmico donde se
silenci6 esta integrina también desciende la expresién de genes involucrados en el
compromiso mesodérmico y el progenitor cardiaco como Brachyury y Mespl, los

cuales se expresan mas tempranamente que NKX2.5.

Adicionalmente debemos evaluar si se encuentra afectada la eficiencia de obten-
ciéon de cardiomiocitos inmaduros al silenciar luego de la TEM o si la presencia de
la integrina ob solo es totalmente necesaria en esta fase inicial de la diferenciacion.
También es de interés estudiar mas profundamente, tanto a nivel molecular como
electrofisioldgico, las caracteristicas de aquellos cardiomiocitos inmaduros que se di-
ferenciaron exitosamente y poseen una expresion negativa de la integrina ob, dado
que esta clase de poblacién celular no existe naturalmente. Ademas, como menciona-
mos en la introduccién, las integrinas son redundantes por lo que también es posible
que exista un cross-talk parcial entre las diferentes integrinas que responden a la

unién a fibronectina y de esta manera reemplacen al menos en parte a la funcion
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que cumple la integrina ob.
Por ultimo, investigar la activacion/inactivacién de las vias de senalizacién des-
criptas en la introduccién es vital para intentar comprender el mecanismo bajo el

cual suceden todos los cambios descriptos a lo largo de este trabajo.



7. CONCLUSIONES

7.1. Dinamica de expresion de las integrinas durante el pro-

ceso de diferenciacion cardiaca

= Encontramos una estrecha relacién en la dindmica de expresiéon de las integri-
nas y sus respectivos ligandos al comparar ambos modelos de diferenciacion

cardiaca.

= En relacién a las integrinas de unién a Fibronectina:

e La integrina o5 tiene su pico de expresién a nivel de mRNA y proteico
en el progenitor mesodérmico (dia 3) para luego descender a los niveles

presentes en el estado indiferenciado.

e La integrina o8 se encuentra practicamente ausente en el estado indife-
renciado y la expresién de su mRNA se incrementa significativamente
durante la diferenciacién. Restan hacer mas estudios para saber que ocu-

rre a nivel proteico.

= Con respecto a las integrinas de uniéon a Laminina:

e La integrina o6 se encuentra altamente expresada en el estado indiferen-

ciado y decrece significativamente a lo largo de la diferenciacion.

e La integrina a3 es aquella que muestra disparidad entre ambos modelos
pero en el protocolo de diferenciacién que parte de una monocapa celular

posee un comportamiento congruente a la integrina o6.
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7.2.

El silenciamiento de la integrina o5 durante la TEM al-
tera la dinamica de aparicion del progenitor mesodérmi-

co y la obtenciéon de cardiomiocitos inmaduros

Generamos la linea de silenciamiento inducible CMEh HES3 NKX2.5¢GFP/w
KRAB* que es capaz de reprimir la expresién de la integrina o5 mediante el
agregado de doxiciclina. Al tercer dia, en el 85 % de la poblacién celular se

encontraba silenciada.

A las 72 horas, el silenciamiento de esta integrina no produjo cambios signi-
ficativos en la tasa de proliferacion ni en la tasa de apoptosis en las CMPh

HES3.

La dindmica de aparicién del progenitor mesodérmico fue afectada al silenciar
esta integrina. A dia 2 un porcentaje mayor de la poblacién celular es CD56

positivo mientras que a dia 3 se equiparaba con la poblacién control.

La eficiencia del protocolo de diferenciacion decrecié significativamente al re-
primir la expresion de esta integrina durante la TEM. Se obtuvo un 60 % menos
de cardiomiocitos inmaduros y no se formo la red contractil tipica observada

en este tipo de cultivos.



8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Cultivo celular de CMEh y su diferenciacion cardiaca

Trabajamos con la linea de CMEh HES3 NKX2.5¢¢FP/% que fue cedida por el Dr.
Edouard Stanley (Monash University, Australia). Utilizamos dos sistema de cultivo
diferentes para el crecimiento de estas células en estado indiferenciado: en placas

sobre iMEF y en el sustrato Geltrex, libre de derivados animales.

Cultivo celular sobre iMEF

Los iMEF se utilizan como capa nutricia capaz de mantener a las CMEh en estado
indiferenciado. La irradiaciéon de estas células permite inactivarlas mitoticamente
sin afectar su viabilidad. Esto es importante para el manejo de los co-cultivos con
las CMEh. Fueron irradiadas con 40-80 Gy por el servicio ofrecido por la empresa
CEBIRSA S.A. (Centro de Irradiacién, Fitz Roy 2455, Ciudad de Buenos Aires,
Argentina).

Las CMEh fueron mantenidas en estado indiferenciado cultivandolas sobre una
capa de iMEF, en medio hES (DMEM /F12 (Gibco) suplementado con 20 % Knock
Out Serum Replacement (KSR) (Gibco), aminoédcidos no esenciales (2mM concentra-
cién final), L-glutamina (2mM concentracién final), 50 U/ml P /E, B-Mercaptoetanol
55mM (Gibco) y 4ng/ml bFGF (Thermo Fisher Scientific). El medio de cultivo fue
renovado cada 24hs. Los pasajes de las CMEh se realizaron cuando las colonias,
observadas al microscopio con un aumento de 100X, alcanzaban aproximadamente
el tamano de un campo. Para ello, las células se lavaron con PBS y luego se incu-
baron durante 20 minutos con 1ml de una solucién 1 mg/ml de Colagenasa Tipo IV

(Gibco); al confirmar bajo el microscopio la separacién parcial de las colonias de la
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capa nutricia se diluyé la enzima agregando 5 ml de medio hES. Para desprender
completamente las colonias se utilizé una espatula plastica estéril. Luego se trans-
firio la suspensién celular a un tubo cénico de 15 ml y se lo centrifugd durante 5
minutos a 200 x g, se eliminé el sobrenadante, se agregd medio HES y se resuspendié

suavemente de manera que las colonias se fragmentaran.

Cultivo celular sobre sustratos libres de derivados animales

El segundo sistema de cultivo utilizado fue aquel en el que las CMEh fueron
mantenidas sobre Geltrex (Gibco) con medio E8 Flex(Gibco), usualmente en placas
de 6 pocillos (Corning). Los pasajes de las CMEh se realizaron cuando estas se
encontraban dispuestas de manera muy compacta dentro de las colonias y en su
totalidad alcanzaban un 70 % de confluencia. Adem4s, en este sustrato eran capaz
de mantenerse en estado 6ptimo indiferenciado un maximo de 4 dias, momento en
el cual era necesario realizar un nuevo pasaje independientemente de su confluencia.
Con el objetivo de levantar las células de la placa, el cultivo se trataba con 500pl
de Tryple Select 1X (Gibco) y se las incubaba 5 minutos a 37 grados. Una vez
que se observaba su separacién de la placa, se diluyd la enzima con 2 ml de PBS.
Luego se transfirio la suspension celular a un tubo cénico de 15 ml y se lo centrifugd
durante 5 minutos a 200 x g, se eliminé el sobrenadante y se agregd medio E8 Flex

suplementado con Rocki 10pM durante las primeras 24 horas (Cayman Chemicals).

Criopreservacion de CMEh

Luego de desprender las colonias de CMEh como se describié en el inciso ante-
rior, las células fueron resuspendidas en medio de criopreservacién: Medio E8 Flex
suplementado con 20 % v/v SEFB y 10 % v/v DMSO. Para descongelarlas se procedi6
a resuspender el pellet final en medio E8 Flex y se transfirié las células a una placa

con la capa nutricia de iMEF o sobre el sustrato Geltrex, segiin el experimento.
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Deteccién de contaminacién con Micoplasma

Controlamos periddicamente los cultivos de células para la deteccién de conta-
minacién con bacterias del género Mycoplasma y, de ser positiva, proceder a des-
cartarlos. Para ello, extrajimos DNA gendémico de las distintas lineas celulares a
analizar y realizamos reacciones de PCR con primers que amplifican una secuencia
de DNA de 500 pb conservada en este género de bacterias. Dado que ante la ausencia
de contaminacién no se obtiene producto de amplificacién, utilizamos como control

positivo muestras de ADN genémico conteniendo Mycoplasma.

Micoplasma  Secuencia del primer (5°37)
Sentido ACACCATGGGAGYTGGTAAT
Anti-Sentido CTTCWTCGACTTYCAGACCCAAGGCAT

Diferenciacién a células cardiacas a partir de la formacion de cuerpos

embrioides

Este protocolo de diferenciacién se inicia mediante el crecimiento de las células
HES3 NKX2.5°¢FP/% sobre iMEF, donde se las mantiene hasta lograr un 90 % de
confluencia. En ese momento se adiciona 1,5mL de Tripsina (Gibco) y son incubadas
a 37°C por 5 minutos. Luego, se diluyen en 2 mL de Stop Medium (DMEM (Gibco),
50 % de SFB (Gibco), 1% de PenStrep (Gibco) y 1 pL/mL de DNAse I (Gibco))
y son colectadas en un tubo de fondo redondo en el cual son centrifugadas a 300 x
g por 5 minutos. Luego son resuspendidas en medio basal (STEMPRO34 (Gibco),
1% de L-glutamina (Gibco), 150 pg/mL de transferrina (Roche), 50 pg/mL de
acido ascorbico (Sigma), 0,45 pM de monotioglicerol (Sigma)), se adiciona BMP4
(Tocris) con una concentracion final de 1 ng/mL y son distribuidas en placas de baja

adherencia (Corning). Se incuban en suave agitacién por 24 horas a 37°C en estufa
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de 5% CO2, 5% O2 para la formacién de los cuerpos embrioides. Para la induccion
del mesodermo, a dia 1, los cuerpos embrioides son colectados en un tubo de fondo
redondo y mantenidos por 20-30 minutos en estufa de 5% CO2, 5% 02 a 37°C.
Una vez que estos decantan, el sobrenadante conteniendo las células no agregadas
es removido y los cuerpos embrioides son resuspendidos en el medio de induccion 1
(medio basal con 10 ng/mL de BMP4, 6 ng/mL de Activina A (Tocris) y 5 ng/mL de
bFGF (Thermo Fisher Scientific)) y colocados en placas de 6 pocillos no adherentes
(Corning) e incubados en estufa 5% O2. Para la induccién a mesodermo cardiaco
(dia 3,5), los cuerpos embrioides son cultivados en medio de induccién 2 (medio
basal junto con 10 pM de XAV939 (Tocris)) y mantenidos en estufa 5% CO2, 5%
02 a 37°C por 4 dias. Después de este periodo, las células son mantenidas en medio

basal hasta la realizacion de los experimentos.

Diferenciacion a células cardiacas a partir de la formaciéon de una mono-

capa celular megaconfluente

Este segundo modelo de diferenciacion se inicia con el crecimiento de 450.000
células HES3 en placas de 24 pocillos (Corning) tratados con Geltrex y mantenidos
diariamente con 1 ml de medio mTeSR(StemCell Technologies) por pocillo. Luego
se crece este cultivo por 48 horas, momento en el cual adquiere la megaconfluencia
deseada y comienza el protocolo de diferenciacién (dia 0). En este punto el medio
es cambiado por 1 ml de RPMI 1640(Gibco), 20ul de Suplemento B27 sin Insu-
lina(Gibco) y 12uM CHIR99021(Tocris), inhibidor de GSK3. A las 24 horas, este
medio inductor es retirado y se las mantiene por 48 horas con RPMI 1640 y el su-
plemento B27 sin Insulina. En el dia 3 de la diferenciacién, el medio es reemplazado
por RPMI 1640, el Suplemento B27 sin Insulina y una concentracién final 5pM de
IWP2 (Sigma), inhibidor de la via de Wnt. Este es mantenido en cultivo por 48

horas para luego, a dia 5, ser cambiado por RPMI 1640 junto con el suplemento B27
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sin insulina. A partir del dia 7, el medio es cambiado cada 48 horas por Medio RPMI
1640 + suplemento B27 con Insulina (Gibco). En el dia 9 la monocapa comienza a
ganar actividad contractil y son mantenidos en este medio hasta la realizacion de

los experimentos.

8.2. Vectores utilizados y preparacion de DNA plasmidico

Vectores utilizados

A lo largo de este trabajo utilizamos los siguientes plasmidos:

Pldsmidos Variante de Crispr/Cas9

Nombre Detalle

pHAGE TRE dCas9-KRAB | Expresién de dCas9-KRAB regulable por
(Addgene.org: N°50917) Tet. Resistencia a G418.

pLenti SpBsmBI sgRNA Puro | Vector de expresién vacio para gRNA. Resis-
(Addgene.org: N°62207) tencia a Puromicina.

Pléasmidos helpers lentivirales

Nombre Detalle

pMD2.G (Addgene.org: N°12259) | Proteina de envoltura lentiviral VSV-G.

psPAX2 (Addgene.org: N°12260) Plasmido de empaquetamiento lentiviral de
segunda generacion.

Transformacién de bacterias competentes

Generamos bacterias competentes de la cepa Stbl3 de Escherichia coli mediante
la utilizacién del protocolo de Inoue [94], a partir del cual se obtienen eficiencias de
transformacion de entre 105-106 UFC/pg de DNA. La transformacién fue realizada
utilizando el método de golpe de calor y las bacterias fueron sembradas en placas

con LB-agar conteniendo ampicilina.
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Purificacién de DNA gendémico

Para extraer DNA genémico de cultivos celulares eucariotas con el fin de reali-
zar analisis por PCR, se partié de 200.000 células disociadas, se realizd un lavado
con PBS y se las resuspendié en 100 pl buffer de lisis (10 mM Tris-HC1 pH 8.3,
50 mMKCI, 2 mM MgCl2, 0.001 % gelatina, 0.5 % NP-40, 0.5 % Tween-20) suple-
mentado con 10 pg/ml de proteinasa K (Fermentas). Luego de incubar las muestras
durante 1 h a 65°C se precipité el DNA con 600 pl de isopropanol. Se centrifugaron
las muestras a 12.000 g durante 15 minutos a TA, se lavo el pellet de DNA con
etanol 70 % y se lo resuspendi6 en 30 ul de agua milliQ (H20mq) Se favorecié la
solubilizacién del DNA genémico mediante la incubacion de las muestras a 65°C

durante 1 h. Conservamos las muestras de DNA genémicoa -20°C.

Preparaciéon de DN A plasmidico

Realizamos el protocolo de Miniprep con el objetivo de obtener pequenas can-
tidades de DNA plasmidico para el andlisis por mapeo de restriccion y para la
verificacién de la presencia de insertos clonados por PCR. El método utilizado es
el de Birnboim y Doly, el cual consiste en una lisis alcalina de bacterias utilizando

NaOH y el detergente dodecil sulfato de sodio (SDS).

Para la transfeccion de células en cultivo, preparamos DNA pldsmidico a una
escala mayor mediante el kit Wizard Plus Maxipreps DNA Purification System
(Promega). EI DNA plasmidico resultante fue cuantificado en un espectrofotéme-
tro Nanodrop 2000 y su integridad fue verificada mediante electroforesis en gel de

agarosa 1 %.
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8.3. Generacién de lineas de CMEh modificadas genética-

mente

En este trabajo generamos distintas lineas celulares modificadas genéticamente
a partir de la transduccién lentiviral de los plasmidos descriptos anteriormente a

través de una variante de la tecnologia CRISPR/Cas9.

Clonacién del plasmido portador del sgRNA de interés

Con el objetivo de lograr el silenciamiento de determinados genes de interés
debimos clonar en el vector pLenti SpBsmBI sgRNA Puro las diferentes secuencias
disenadas de los sgRNAs de las integrinas antes mencionadas. Para la digestion
del vector utilizamos la enzima de restriccion BsmBI (Promega) y se realizé una
incubacion a 37°C overnight. Luego, el fragmento digerido fue corrido en un gel
1% agarosa y purificado mediante el uso del kit PureLin Quick Gel Extraction Kit
(Thermo-Fisher Scientific). Una vez aislado el producto digerido, se procedio a ligarlo
con los gRNAs de interés mediante la incubacion con la enzima T4 ligasa (Promega)
por 2 horas a temperatura ambiente para luego transformar este producto ligado en
bacterias competentes.

En este trabajo disenamos dos secuencias diferentes de sgRNA por cada gen,
dirigidas 200 pares de bases rio arriba o abajo del sitio de inicio de la transcripcion.
Para el diseno de los sgRNA utilizamos la herramienta bioinformatica CRISPR

Design Tool Ran et al., 2013. Las mismas se encuentran listadas a continuacién:
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Secuencias sgRNA

Nombre Secuencia (5°-37)

sgRNA1-ab Forward GCGAATGACTCAACGCGGGG
sgRNAT1-ab Reverse CCCCGCGTTGAGTCATTCGC
sgRNA2-a5 Forward GAGGTTTAGGAAGCGGCTCC
sgRNA2-ub Reverse GGAGCCGCTTCCTAAACCTC
sgRNA1-06 Forward GAGCCCCGGAGGCGAGCTCG
sgRNA1-06 Reverse CGAGCTCGCCTCCGGGGCTC
sgRNA2-06 Forward GCTCCCACGTCGTGGCTTCC
sgRNA2-06 Reverse GGAAGCCACGACGTGGGAGC
sgRNA1-08 Forward GTGCGCCGAGCGCACCGACC
sgRNA1-a8 Reverse GGTCGGTGCGCTCGGCGCAC
sgRNA2-08 Forward GCCAGCCCCCCGAGCCGGCT
sgRNA2-a8 Reverse AGCCGGCTCGGGGGGCTGGC

Los oligonucleétidos Forward y Reverse fueron hibridizados in vitro y clonados
en el plasmido antes mencionado a través de un ensayo de digestién y ligacion se-
cuencial con la enzima de restriccion BsmBI(NEB) y la enzima ligasa T4(Promega),
respectivamente[95]. La purificacién del plasmido digerido en el gel fue realizada
utilizando el kit PureLink Quick Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Luego de la transformacién de bacterias
competentes y seleccion con ampicilina, tomamos colonias transformantes y las va-

lidamos por PCR con primers especificos y luego por secuenciacion.

Linea de CMEh HES3 NKX2.5°GFP/v KRABA® por transduccién lentivi-

ral

En primer lugar generamos la linea estable HES3 NKX2.5°GFP/¥ KRAB a partir

de la transduccion de la linea parental y en base a esta realizamos finalmente la
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linea modificada HES3 NKX2.5¢GFP/v KRAB® con particulas lentivirales. Para ello
utilizamos los plasmidos pHAGE TRE dCas9-KRAB (50917) y pLenti SpBsmBI
sgRNA Puro (62207), comprados en ADDGENE. Las particulas lentivirales son
obtenidas por co-transfecciéon independiente de las células empaquetadoras HEK-
293FT (Thermo Fisher Scientific) con los respectivos vectores dCas9-KRAB o el
portador del gRNA junto con los vectores gag/pol y VSV-G. Estos dos tltimos
aportan la maquinaria necesaria para la replicacion del genoma viral, asi como para
la sintesis de las proteinas estructurales virales y las glicoproteinas que le confieren
el tropismo, en este caso, de amplio rango y adecuado para la transduccion de las

CMEh. La transfeccion se realizo mediante el agente X-Treme 9 (ROCHE).

Las particulas lentivirales son liberadas al medio de cultivo de las células empa-
quetadoras. Utilizamos el medio condicionado con particulas lentivirales producido
luego de 48h post-transfeccion, el cual es colectado, filtrado y ultra-centifugado a
25,000 rpm en un rotor SW-41Ti por 90 minutos a 4° para finalmente resuspender el
pellet viral en 200p1 de PBS. Agregamos 5l de virus a la linea HES3 NKX2.5¢GFP/w
y se incuba a lo largo de toda una noche en la estufa a 37°C. Con el objetivo de

incrementar la eficiencia de transduccién agregamos polibreno (5-10 pg/ml).

Al dia siguiente, cambiamos el medio de cultivo por medio fresco y esperamos 48
horas hasta seleccionar aquellas células exitosamente transducidas con el antibiético
correspondiente. La concentracion y la duracion del pulso es dependiente del tipo
de antibiético. En el caso del tratamiento con G418(Sigma) fue necesario aplicar
dos pulsos de 48 horas con una concentracién final de 150pg/ml mientras que en el
caso del antibidtico Puromicina solo fue necesario realizar un pulso de 48 horas con
una concentracién final de 0,5 pg/ml. La eficiencia de la transduccién fue estimada
teniendo en cuenta el porcentaje de sobrevida en el cultivo luego de la seleccién con

el antibidtico, la cual se encontraba cercana al 15-20 %.
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La Doxiciclina como inductor de la expresién de dCas9-KRAB

La doxiciclina es un antibiético bacteriano del grupo de las tetraciclinas con
efecto inocuo sobre células eucariotas. Este antibiotico procariota se une al promotor
que responde a Tetraciclina y en este caso promueve la activacién de la transcripcion.
La doxiclina (Sigma) fue reconstituida en agua autoclavada, luego fue filtrada y
mantenida a largo plazo a -20°C. La concentracién final de uso en el cultivo fue de

250 ng/ml.

8.4. Inmunofluorescencia y citometria de flujo

Inmunofluorescencia

Para realizar tinciones de inmunofluorescencia indirecta, se cultivaron las células
sobre vidrios cubreobjetos o en placas de cultivo. En todos los casos, las superficies
fueron previamente recubiertas con Geltrex. Las células fueron fijadas con para-
formaldehido (PFA) al 4% durante 20 minutos a TA, permeabilizadas con 0,1 %
PBSTriton X-100 (PBST) y bloqueadas con 3% suero normal de burro en PBST.
Los anticuerpos primarios fueron incubados en solucién de bloqueo a 4°C ON y luego
se realizaron 3 lavados de 30 minutos con PBST. Los anticuerpos secundarios fueron
incubados junto con DAPI en solucion de bloqueo por 30 minutos a temperatura
ambiente. Las muestras fueron luego lavadas como se describié previamente, y foto-
grafiadas en microscopios invertidos de fluorescencia Olympus IX71. Las imagenes

fueron procesadas utilizando los softwares ImageJ y Adobe Photoshop CS6.

Citometria de Flujo

Las cuerpos embrioides fueron disgregados a lo largo de todo una noche con
colagenasa tipo IV 1mg/ml | centrifugados a 300 x g durante 5 minutos y luego

incubados por 10 minutos con la enzima Tryple 1x. Posteriormente las células fueron
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resuspendidas en PBS suplementado con 1% de suero fetal bovino y los grumos
restantes fueron disgregados mecanicamente mediante la utilizaciéon de un filtro de
100nm.

En el caso de la monocapa celular, el tratamiento con la enzima Tryple 1X por
5 minutos fue suficiente para lograr un disgregado celular exitoso.

Para la deteccién de las proteinas cardiacas, las células fueron fijadas en 300
ul de PFA 4% e incubadas durante 20 minutos. Luego de 2 lavados con PBS se
permeabilizaron utilizando la solucién PermBufferIIl (Becton Dickinson). La Inmu-
nomarcacion fue realizada agregando los anticuerpos correspondientes segtin el caso:
anticardiotroponina T (Abcam). Este ultimo fue utilizado en una dilucién 1/400.
Para el control de isotipo se utilizé 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) o APC anti-ratén IgG(H+L)
(Life Technologies). Todas las muestras fueron incubadas a 4° C durante 20 minutos
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 500ul de PBS.

Para la deteccion del progenitor mesodérmico temprano y de las diferentes inte-
grinas de membrana estudiadas, las células fueron disociadas con la enzima Tryple
y se utilizaron sin ser fijadas. Se incubaron las muestras durante 20 minutos en hielo
y en oscuridad con el anticuerpo primario conjugado con un fluoréforo para cito-
metria de flujo. Finalmente las muestras se lavaron tres veces con una soluciéon de
PBS suplementado con 1% de suero fetal bovino. Las mediciones se realizaron en el
citbmetro FACS Aria II (Becton Dickinson) o BD Accuri ¢6 y los resultados fueron

analizados con el software FlowJo X o Bdaccuri software.
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Anticuerpos utilizados

Anticuerpos Primarios Conjugados

Alexa Fluor 488

Nombre Empresa Catalogo
Integrina a3 (CD49c) Becton Dickinson 556025
Integrina a4 (CD49d) Becton Dickinson 560972
Integrina a5 (CD49e) Becton Dickinson 555617
Integrina a6 (CD49f) Becton Dickinson 561894
Integrina o8 Thermo Fisher Scientific MA5-23593
Integrina 31 (CD29) Becton Dickinson 561795
NCAM (CD56) Becton Dickinson 564488
Anticuerpos Primarios

Nombre Empresa Catélogo
Cardiotroponina T Abcam ab8295
(0-cTnT)
Tag HA Lab. Dr Martin Monte

Anticuerpos Secundarios
Nombre Empresa Catélogo
a-IgG de ratén Thermo Fisher Scientific A-11031
Alexa Fluor 568
o-IgG de raton Thermo Fisher Scientific A-21200
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8.5. Estudio de la proliferacion y la apoptosis

Ciclo celular y proliferacién

El analisis del estado replicativo fue realizado mediante citometria de flujo uti-
lizando el sistema Click-iT®) EAU Flow Cytometry Kit (Thermo Fisher Scientific).
Para ello, se realizaron pulsos con el andlogo de nucleétido 5-Etinil-2’- deoxiuridina
(EAU) a una concentracion de 10 nM durante 20 minutos en estufa, se disociaron las
células a suspensiones unicelulares y luego se las fij6 con para-formaldehido durante
20 minutos a TA. Para revelar la incorporacién de EAU se siguieron las indicacio-
nes del fabricante, que incluyen la tincién con 7-Aminoactinomicina D (7-AAD).
Los umbrales EAU+ y EdU fueron determinados a partir de las células control, las

cuales no fueron tratadas con doxiciclina.

Apoptosis

El analisis de la apoptosis y muerte celular fue realizada mediante la utilizacién
del sistema FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit (Becton Dickinson). Este
consiste en la marcacién de las células con Anexina V y 7-AAD. La Anexina V se
encuentra conjugada al fluoréforo FITC y posee una alta afinidad por la Fosfati-
dilserina, las cual se encuentra expuesta hacia afuera en la membrana en células
apoptoticas tempranas y mas avanzadas. La utilizacién en conjunto con 7-AAD
permite diferenciar el estadio temprano de la apoptosis y el estado necrotico de las

células, una vez que estas son positivas para ambos marcadores.

El protocolo consiste en resuspender las células en una concentracion de 1.000.000
cels/ml y realizar una marcacién secuencial, en primer lugar incubando con Anexina
V por 15 minutos y luego con 7-AAD para finalmente analizarlo por citometria de

flujo.
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8.6. Extraccion de RNA, RT y PCR

Extraccién de RNA total

Para obtener RNA total de células en cultivo utilizamos el reactivo Trizol (Sigma)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Al momento de la extraccion, se descarta-
ron los medios de cultivo, se realizé un lavado con PBS 1x y se agregd entre 200-500
nl de Trizol por cada well. Las muestras fueron conservadas a -20°C hasta prose-
guir con el protocolo de extraccion y, luego del mismo, se resuspendié el RNA en
H20mq libre de RNAsas. Durante el paso intermedio de precipitacién con Isopro-
panol, utilizamos GlycoBlue(Thermo Fisher Scientific) para maximizar la eficiencia
de precipitacién del ARN.

Luego, estas muestras fueron cuantificadas utilizando un espectrofotémetro Na-
nodrop 2000 y también se verificé que la relaciéon OD260/0D280 fuese de entre 1,7
y 2 para asegurar una elevada pureza del ARN total obtenido. Finalmente el RNA

total extraido fue conservado a -80°C.

Retro-Transcripciéon(RT)

Para efectuar la transcripcién reversa se utilizaron 500ng de ARN total, 10 ng/ml
de oligonucleétidos al azar (random primers) (Thermo Fisher Scientific), dNTPs
ImM (Thermo Fisher Scientific) y 200U de la enzima MMLV (Promega). Se siguié
el protocolo indicado por el fabricante. Brevemente, la preparacion (sin la enzima)
fue llevada a 65°C durante 5 minutos en la termocicladora para lograr la desnatura-
lizacién del ARN. Luego, para evitar la renaturalizaciéon, las muestras se colocaron
inmediatamente en hielo durante al menos un minuto. Finalmente, en cada tubo se
agregaron 5 jul de la mezcla conteniendo la enzima MMLV en su buffer correspon-
diente y se colocd nuevamente en la termocicladora bajo el siguiente programa: 60

minutos a 37°C para que ocurra la retrotranscripcién y 15 minutos a 70 °C con el
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fin de inactivar a la enzima. Finalmente, almacenadas a -20°C hasta su utilizacion.
Luego de terminar la reaccién se diluyeron las muestras 1/5 en H20mq libre de

RNAsas y se las conservé a -20°C.

PCR a punto final

La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 25 pl. Se colocaron
los siguientes componentes por tubo de PCR: 2,5 pl de Buffer de PCR (Tris-HCI
200mM|[pH 8.4], KCI 500mM), 1 pl de MgCl2 50mM, 0,5 pl de una mezcla de los 4
deoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) 10mM (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) (Thermo
Fisher Scientific), 2,5 pl de oligonucléotido sentido (primer forward) 5pM, 2.5 ul de
oligonucléotido antisentido (primer reverse) 5uM, 0,2 pl de la ADN polimerasa Pla-
tinumTaq DNA Polimerasa 5U/pl (Thermo Fisher Scientific) y 2 pl de ADN copia,

y completando el volumen a 25 ul con agua libre de DNasas.

PCR en tiempo real

Para evaluar los niveles de expresién de RNA mensajero (mRNA) en las distin-
tas condiciones experimentales, se realizaron reacciones de PCR en tiempo real a
partir de cDNA (RT-qPCR), utilizando el kit SYBR Green Master Mix (Roche) y la
termocicladora StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific).
Por cada muestra se realizaron dos réplicas técnicas y en cada corrida se analizé un
control negativo(blanco) para cada set de primers utilizados.

Los datos fueron analizados con el software LinReg[96], a partir del cual se ob-
tuvieron las eficiencias de la reaccién de PCR para cada par de primers y, con esta
informacion, se calcularon los niveles tedricos iniciales de cDNA (NO) para cada con-
dicién. Se evalud el gen normalizador (housekeeping) RPL7, utilizado de rutina en
CMP humanas. Todos los experimentos fueron realizados con al menos tres réplicas

biolégicas.
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Para cada uno de los ¢cDNA analizados se realizaron curvas de temperatura de
apareamiento con el fin de verificar la presencia de un tinico producto de amplifica-
cién. Esto fue confirmado al sembrar los productos de la reaccién en geles de agarosa

(2%) tenidos con bromuro de etidio, evidenciando una tnica banda.

8.7. Analisis Estadisticos

Los resultados experimentales son presentados como media + /- error estdandar de
la media (SEM) para al menos tres réplicas bioldgicas. Segun el diseno experimental,
la significancia estadistica entre grupos fue analizada mediante ANOVA en bloques
aleatorizados. Para ambos casos, se analizo la normalidad en las distribuciones de
las variables mediante el test de Shapiro Wilks modificado. Se analiz6 ademas la
homocedasticidad a través de la prueba de Levene y se realizaron comparaciones
entre los grupos utilizando el test de Tukey. Consideramos las diferencias entre
grupos como estadisticamente significativos cuando el P valor fue < a 0,05. Los

analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software Infostat.
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8.8. Primers utilizados

Integrinas Secuencia

Forward CTTGCAGATGCGGGCAGCCT
Reverse CACCACCAGGGTGAGCAGCG

Integrina a3

Forward TATGTTATGTGGAAGGCTGGC
Reverse TCATTGCTGAGATTTTCCCCTT

Integrina o4

Forward GGGTACGGCGGGCACTQTTC
Reverse TCCACTGGGGCTTGGGGGTC

Integrina ad

Forward CCATGCACGCGGATCGAG
Reverse TTGCCCCCTGGACCTTGG

Integrina o6

Forward AACTTGCCAGGTTCCAGACTC
Reverse GCCATCAAGACTATTGTGTTTGC

Integrina o8

Forward CGGGGCATCTGCGAGTGTAGG

Integrina (31
Reverse AGGTTGGACCGGCTGGGGTA
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Dif. Cardiaca Secuencia
JEBL Forward TTACACCTTTGCATACAGAACCC
Reverse TTTACGATTACACCCAGACTGC
— Forward GGAGACGAGTCCAGCTAGTGT
Reverse CCACTCCACCCTCCCTTATTTC
Forward AAAGGCCCATTTCCTAAAAACCT
E-cadherina
Reverse TGCGTTCTCTATCCAGAGGCT
Forward TGCCGTTGAAGCTGCTAACTA
Vimentina
Reverse CCAGAGGGAGTGAATCCAGATTA
Forward ATGCACATCCGAAGCCACA
SNAI1/SNAIL
Reverse GAGGGTCAGCGGGGACATC
T Forward ATGATGCATTTTGGGGGTTA
a-cTn
Reverse CAGCACCTTCCTCCTCTCAG
Forward CAACAATCCCTACGACTAC
a-MHC

Reverse

TCTCCTCTGAAGTGAAGC
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MEx Secuencia

Forward CGGGGCATCTGCGAGTGTAGG
Reverse GAGCGTGGGGTGCCAGTG

Fibronectina

Forward CGGGCTTTTCCAGAACAGTG
Reverse AGTAAATCAGGCCGCTGGAG

Laminina ol

Forward TGAGTATGAAAGCAAGGCCAGA
Reverse TCAATTGGCACAGGGGAGAG

Laminina o2

Forward CTGGGCTACAGTTCACAGCA
Reverse CAGGGCTACAACCCTGGC

Laminina o3

Forward CCTTTTGATGCCGTACTCTGC
Reverse CGCTGACATCCAGTAGTGCT

Laminina o4

Forward AGCGGCTGAACACGACAGG

Laminina ab

Reverse AGTGAGCGGTGCCACGTTC

Forward GGGGTCGTGTCAGCCTTG
Laminina 1

Reverse AGTGCTCTTGCACGGTGCC

Forward GAACCCCAAAGCAAGGAGGA
Reverse GCCAGCACGCTTAGCAGTAG

Laminina (32

Forward CAGAGGAGCTGTTTGGGGAG
Reverse CCCATTGATGTGGTCACGGA

Laminina (33

Forward GGCCCAGGATGTCAAAGATG
Reverse TGTTCTCTACATGGGCACG

Laminina y1

Forward TGATACCAGAGCCAAGAACGC
Reverse CCAGCCCCTCTTCATCTACA

Laminina y2

Forward TACGGCAAACAGAACCCCTC
Reverse GATCAGCCAGCAGAGTCCTG

Laminina v3
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