Cardiomiocitos derivados de células pluripotentes inducidas
(hiPSC-CM) con progerina inducible para estudiar envejecimiento
cardiaco.
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Resumen

Las bases moleculares del envejecimiento cardiaco
no se conocen en profundidad. Los hiPSC-CM son
una herramienta util para este tipo de estudios, pero
presentan un fenotipo inmaduro. En este estudio,
proponemos una estrategia de maduracion y
definimos las condiciones de induccion de progerina
para el posterior estudio del envejecimiento in vitro.

Introduccion

El envejecimiento es uno de los mayores factores de
riesgo para la enfermedad cardiaca. Sin embargo, las
bases moleculares que lo provocan no se conocen en
humanos, debido sobre todo a la falta de modelos
relevantes.

Los pacientes que padecen el Sindrome de Progeria
de Hutchinson-Gilford, tienen una mutacion en el
gen LMNA la cual da lugar a una variante toxica de
la lamina A llamada progerina. La acumulacion de
progerina en la lamina del nulceo celular provoca
envejecimiento acelerado en los pacientes, con
defectos en el sistema cardiovascular similares a los
observados en el envejecimiento natural (Scaffidi,
Misteli 2006).

Por tanto, el objetivo de este trabajo es aprovechar
este envejecimiento acelerado que provoca la
progerina para establecer un modelo celular de
envejecimiento inducible humano. Para ello, primero
perseguimos obtener un estadio maduro de
cardiomiocitos que sean capaces de mimetizar el
proceso de una manera mas fiel.

Métodos

Se ha generado una linea de hiPSC con un sistema de
expresion inducible de progerina mediante la adicion
de doxiciclina al medio para la expresion controlada
en el locus 44VS1 (Ordovas et al. 2015). Ademas, se
ha desarrollado una estrategia de maduracion de
hiPSC-CM multifactorial para que el modelo sea
consistente y lo mas representativo posible.

Se han empleado téctincas de fenotipado avanzado
(De Vos et al. 2010) mediante el uso de microscopia
de alto contenido y PCR cuantitativa (QPCR) para
evaluar tanto el estado de maduracion como las
condiciones ideales de inducion de progerina para
conseguir el envejecimiento acelerado.

Resultados.
Fenotipado de la estrategia de maduracion.

Mediante qPCR, se ha analizado la expresién de
genes relacionados con diferentes funciones de los
cardiomiocitos (Figura 1). La combinacion de
estimulacion hormonal (MM) con cambios en el
estado de la heterocromatina (PiC) muestra cierto
efecto sinérgico en el aumento de expresion de genes
implicados en la transiente de calcio (SERCA24,
PLN) funcién sarcomérica (MYH6, MCLV2) y en los
codificantes para canales idnicos implicados en la
repolarizacion cardiaca (KCNH2, KCNJ2). Las
modificaciones en la dureza de la superficie de
cultivo sin embargo (PDMS), no parecen tener
impacto en la expresion de los genes estudiados.

El analisis de imagen apoya esta sinergia, ya que se
observa un aumento de la poblacion de células
positivas en el marcador de maduracion TNNI3 y con
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disminucion del marcador fetal cardiaco TNNI1, asi
como hipertrofia celular (Figura 2). De forma
cualitativa, se puede apreciar también un aumento en
la organizacion de los sarcomeros en esta condicion.

Establecimiento de las condiciones de
induccion en hiPSC-CM inmaduros.

El analisis de imagen muestra que 15 dias de
induccion son necesarios para obtener un porcentaje
de hiPSC-CM positivos en progerina del 33%.
Ademas, se ha visto que el aumento de la dosis de
doxiciclina no varia de forma significativa este
porcentaje, aunque si aumenta la intnsidad de la
sefial.

Conclusiones

El medio de maduracion parece conseguir mejoras
tanto en la estuctura sarcomérica como en la
expresion de genes implicados en la electrofisiologia
y en el manejo del calcio de los cardiomiocitos,
aunque la variabilidad entre replicados biologicos
observada en algunos marcadores pone de manifiesto
la necesidad de ampliar la muestra en el estudio.

En cuanto a la induccion de envejecimiento
acelerado, la linea celular es capaz de inducir la
expresion de progerina, aunque en un porcentaje
suboptimo. Dosis mas altas de doxiciclina parecen
aumentar la expresion de la proteina, pero la
prolongacion del tiempo podria ser también
necesaria.

Ademads, aunque muchos marcadores relacionados
con el envejecimiento se han otimizado, hace halta
un estudio més intensivo para caracterizar el efecto
de la progerina en los hiPSC-CM.
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Figura 1. Analisis de expresion génica. 3
replicados técnicos. 2 replicados biologicos
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Figura 2. Analisis de imagen de alto contenido. 5
replicados técnicos, 2 replicados biologicos
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