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INTRODUCCION

Las células madre son motivo de activa investigacién
debido a la posibilidad de su utilizacién en el trata-
miento de numerosas enfermedades, en particular las
cardiovasculares. La definicién actual de célula ma-
dre se basa en la presencia de tres caracteristicas: en
primer lugar, su capacidad de perpetuarse y renovar

CME Células madre embrionarias

Las células madre son motivo de intensa investigacién debido a la posibilidad de su utiliza-
cion en el tratamiento de numerosas enfermedades, en particular las cardiovasculares. La
diferenciaciéon de células madre embrionarias humanas en cardiomiocitos se ha realizado
exitosamente in vitro. Se han establecido métodos de cultivo y diferenciacién, senales
involucradas en la cardiogénesis y los cardiomiocitos generados se han utilizado en modelos
de regeneracién miocardica. Sin embargo, atin quedan muchos interrogantes que se estan

Desarrollar una metodologia que permita el cultivo de células embrionarias y su diferencia-

Se utilizaron cuatro lineas de células madre embrionarias humanas. Se cultivaron y dife-
renciaron a través de los métodos publicados previamente en la bibliografia. El estado indi-
ferenciado y la diferenciacién en cardiomiocitos se verificaron por medio de inmunomarcaciéon

La metodologia utilizada permiti6 cultivar las células y mantenerlas en estado indiferencia-
do. Aunque con eficacia dispar, se logré la diferenciacién en cardiomiocitos de las cuatro
lineas celulares utilizadas. La confirmacion se realizé por medio de la expresion de factores
de transcripcién miocardicos y proteinas estructurales cardiacas.

El cultivo y la diferenciacién de células madre embrionarias humanas fue posible en nues-
tro sistema. Estos resultados preliminares nos impulsan a continuar y a desarrollar nues-
tros métodos con células pluripotentes inducidas.

REV ARGENT CARDIOL 2009;77:458-464.

Células madre embrionarias - Miogénesis - Cardiomiocito

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con

transcripcion inversa

su linaje. Segundo, su capacidad de diferenciacién en
uno o varios tipos celulares. Por tltimo, la capacidad
de regularse y asi limitar su potencial de propagacién
y crecimiento. En mayor o menor grado, estas tres
caracteristicas estan presentes en las poblaciones ce-
lulares que conocemos como células madre. Sin em-
bargo, estas células comprenden un grupo heterogé-
neo. Existen diferencias pronunciadas entre distin-
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tas células madre, que incluyen su capacidad de dife-
renciacién, proliferacién, localizacién y ciclo celular.
La divisién mas general establece las células madre
adultas y las células madre embrionarias (CME). En-
tre las primeras se encuentran las células madre
hematopoyéticas y mesenquimaticas (presentes ma-
yormente en la médula 6sea), las células progenitoras
endoteliales y las células madre presentes en los dife-
rentes tejidos especializados, como las cardiacas. To-
das las células madre adultas presentan un gran po-
tencial de diferenciacién en linajes adultos, aunque
su espectro de diferenciacion es relativamente limita-
do (multipotencialidad). Asi, las células madre
hematopoyéticas presentan la capacidad de diferen-
ciarse en las diferentes lineas sanguineas, pero su
potencial para diferenciarse en células no hemato-
poyéticas se ha discutido ampliamente (transdi-
ferenciacion) y, en caso de que exista, parece ser un
fenémeno raro y de dudosa relevancia biolégica y cli-
nica.

Las células madre embrionarias presentan un po-
tencial de diferenciacién mucho mayor (pluripoten-
cialidad). Estas células son capaces de diferenciarse
en todas las formas adultas. Ademas, las CME pre-
sentan una capacidad proliferativa practicamente ili-
mitada y senescencia nula o minima. Estas caracte-
risticas se deben a su origen, ya que se obtienen de la
masa celular interna del blastocisto. Las primeras
células embrionarias fueron derivadas de un blas-
tocisto de ratén en 1981 por Evans y colaboradores.
(1) La originalidad del trabajo se basé en establecer
las condiciones de cultivo necesarias para mantener
las células embrionarias en un estado indiferenciado
por tiempo indefinido. Debe aclararse que in vivo las
CME mantienen sus propiedades por periodos muy
breves durante la formacion embrionaria. Posterior-
mente, se diferencian para dar origen a distintos ti-
pos celulares. Las CME humanas no fueron deriva-
das sino hasta el ano 1998 por Thompson y colabora-
dores. (2) Nuevamente, su generacion fue un hito y,
una vez mas, las condiciones de cultivo fueron com-
plicadas y dificiles. Estos trabajos mostraban que una
caracteristica de estas células era la capacidad de di-
ferenciarse en todos los tejidos adultos y que, al ser
inyectadas en ratones inmunosuprimidos, generaban
teratomas. En el ano 2001, el grupo de Lior Gepstein,
en Israel, estableci6 las bases para diferenciar las CME
en cardiomiocitos. (3) Posteriormente han aparecido
numerosos trabajos que ampliaron los conocimientos
acerca de los mecanismos involucrados en el proceso
de diferenciacién miocardica. Se han establecido mé-
todos de cultivo y diferenciacién, senales involucradas
en la cardiogénesis y los cardiomiocitos generados se
han utilizado en modelos de regeneracién miocardica.
(4, 5) Sin embargo, ain quedan muchos interrogantes
que se estan investigando activamente.

El objetivo de nuestro trabajo fue el de reproducir
las condiciones para mantener en estado indiferen-
ciado las células embrionarias humanas y, posterior-

mente, diferenciarlas en cardiomiocitos en nuestro
laboratorio. El cumplimiento de este objetivo tiene el
proposito desarrollar un laboratorio con la capacidad
para realizar estudios basicos y preclinicos en el area
de las células pluripotentes.

MATERIAL Y METODOS

Células y método de cultivo

Todas las células embrionarias humanas utilizadas se obtu-
vieron de los laboratorios que las derivaron. En los experi-
mentos realizados se utilizaron las lineas celulares origina-
das en los Estados Unidos H9, H5, H16 y una linea origina-
da en Suecia (S351). Las CME fueron cocultivadas con
fibroblastos embrionarios de ratén inactivados (FERi) por
irradiacién en medio knockout-DMEM (Invitrogen) suple-
mentado con 10% de suero sustituto (knock-out serum
replacement, KSR, Invitrogen), bFGF 4 ng/ml (Calbiochem),
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, L-glutamina
2 mM, aminodacidos no esenciales 100 mM y B-mercap-
toetanol 55 uM. Alternativamente, las células se cultivaron
en placas cubiertas con Matrigeld (BD Bioscience) diluido
1:40 en PBS y en medio condicionado con FERI. Los FER se
obtuvieron en nuestro laboratorio luego de ser aislados y
expandidos a partir de embriones de ratones CF-1 en el dia
13,5 de desarrollo.

Diferenciacion en cardiomiocitos: las células embrio-
narias se cultivaron por los métodos previamente descriptos.
Las colonias de CEH se incubaron con colagenasa (0,5 mg/
ml) (Sigma) y dispasa (0,25 mg/ml) (Sigma) por aproxima-
damente 1-2 minutos y luego se disgregaron mecdnicamen-
te con un cell-scraper (raspador de células). Luego, las colo-
nias se suspendieron en placas no adherentes y en medio
DMEM suplementado con suero fetal bovino 20% (Invitro-
gen), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, L-
glutamina 2 mM y aminoacidos no esenciales100 mM. Este
método lleva a la formacion de conglomerados celulares lla-
mados cuerpos embrioides. Luego de 7 dias de crecimiento
en suspensién, estos cuerpos se traspasaron a placas
adherentes previamente cubiertas con gelatina bovina 0,1%
(Sigma). El cultivo se continué en las mismas placas y el
medio se cambié cada 2 o 3 dias.

Inmunomarcacion

Para la inmunomarcacion, las células se fijaron con para-
formaldehido al 4% en PBS; tras tres lavados con 0,1% de
seroalbuimina bovina (BSA) en PBS, las células se trataron
con solucién de permeabilizaciéon y bloqueo (0,1% BSA, 0,1%
Triton X-100 y 10% suero normal de cabra en PBS) por 45
minutos. Posteriormente, las células se incubaron con los
respectivos anticuerpos primarios diluidos en solucién de
bloqueo (0,1% BSA y 10% de suero normal de cabra en PBS)
por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, luego de
tres lavados con 0,1% BSA en PBS, se agregaron los corres-
pondientes anticuerpos secundarios. La tincién nuclear se
realiz6 con el colorante fluorescente 4,6-diamidino-2-feni-
lindol (DAPI) (5 pg/ml). Las imagenes se tomaron con un
microscopio Nikon Eclipse TE2000-S.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: mono-
clonal de ratén anti-SSEA4 (clon 813-70), monoclonal de
ratén anti-Tra-1-81, monoclonal de ratén anti-Tra-1-60,
monoclonal de ratén anti-OCT3/4 (clon C-10), policlonal de
conejo anti-NANOG (clone H-155), policlonal de conejo anti-
ANP (clon FL-153), policlonal de conejo anti-Nkx2.5 (clon
H-114), monoclonal de ratén anti-GATA-4 (clon G-4), poli-
clonal de conejo anti-GATA-6 (clon H-92), monoclonal de
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raton anti-troponina T cardiaca (clon CT3), monoclonal de
ratén anti-SCN5A (clon H-170), policlonal de cabra anti-
Islet-1 (clon K-20). Todos los anticuerpos son de Santa Cruz
Biotechnology, USA. Se emplearon los siguientes anticuerpos
secundarios conjugados con fluoréforos: anti-IgG-FITC de
raton, anti-IgG-Texas Red-X de conejo, y anti-IgG-Alexa594
de cabra.

RT-PCR

E1 cDNA se sintetiz6 a partir de 0,5 mg de RNA total obte-
nido con el kit de aislamiento y purificacion de RNA total
“PureLink[] Micro-to-Midi” de Invitrogen por retrotrans-
cripcién con la enzima SuperScriptdIIl y hexdmeros de se-
cuencia al azar, de acuerdo con las instrucciones del provee-
dor (Invitrogen). La amplificacién de los cDNA se realiz6
por PCR con empleo de la enzima Platinum[ Tag DNA
polimerasa (Invitrogen) y oligonucledtidos especificos cuyas
secuencias se detallan en Tabla 1.

Los productos de amplificacién se sometieron a elec-
troforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE 1x (Tris
40 mM Tris, acido acético glacial 20 mM y EDTA 1 mM).
Los fragmentos se visualizaron por tincién con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) en un analizador de imégenes.

RESULTADOS

Las cuatro lineas celulares se cultivaron como se ha
publicado por un largo nimero de pasajes sin que pre-
sentaran modificaciones en su morfologia o aspecto.
A través de los sucesivos pasajes se observan colonias
en cocultivo con FERI. Estas colonias adoptan la tipi-
ca forma descripta, con bordes netos y compactos. Las
células embrionarias presentan una relacién nucleo/
citoplasma alta, con nucléolos prominentes. La inmu-
nomarcacién mostré que estas colonias expresan mar-
cadores de indiferenciacion, incluidos OCT-4, SSEA-
4, Tra-1-60, Tra-1-81 y NANOG. La expresion de es-
tos marcadores es homogénea. Las colonias fueron
negativas para otros marcadores de indiferenciacion,
como Nkx2.5 y Pax-6 (dato no mostrado). Posterior-
mente, las CME se cultivaron por varios pasajes so-
bre Matrigel y con medio condicionado de FERi y se
observo que las colonias indiferenciadas se mantenian
como tales, expresando en la inmunomarcacién los

marcadores de indiferenciacién, sin presentar signos
morfolégicos de diferenciacién.

Por tltimo, la expresién de marcadores de indi-
ferenciacion se confirmé por medio de RT-PCR para
OCT-4 y NANOG (datos no mostrados).

Las células se diferenciaron por medio de la for-
macién de cuerpos embrioides. Estos cuerpos en sus-
pensién adoptan una forma esférica con bordes regu-
lares y definidos. Luego de ser pasados a placas
adherentes, los cuerpos embrioides se adhieren y sus
células se expanden y adoptan diferentes morfologias
pertenecientes a diferentes linajes celulares. A partir
del dia 8 a 9 desde el inicio de la diferenciacién se
observaron zonas con actividad contractil espontanea
en un porcentaje menor de los cuerpos adheridos (véa-
se video en material suplementario on line). Estas
zonas presentan un ritmo y una contractilidad simi-
lares a los de las células cardiacas. Las zonas corres-
ponden a una porcién menor del total de las células y
publicaciones previas establecen que el porcentaje de
las células con actividad contractil es menor del 10%.
(3) Las diferentes zonas observadas difieren en la fre-
cuencia de contraccién, que varia en un rango de
aproximadamente 5 a 10 veces por minuto hasta 60-
80 veces por minuto. Esta diferencia fue estudiada
previamente y se corresponde con la diferenciaciéon
de cardiomiocitos con fenotipos diferentes y corres-
pondientes a tejido de conduccién, auricular o ven-
tricular. (6) Las zonas contractiles mantienen su acti-
vidad por largos periodos y algunas zonas se mantu-
vieron por 60 dias sin que se observaran cambios.
Ademas, la frecuencia de contracciéon se mantiene por
dias sucesivos sin alteraciones. Por Gltimo, se en-
contraron diferencias en la propension a formar zo-
nas contractiles entre las distintas lineas celulares.
Asi, los cuerpos embrioides de las células H5 pre-
sentaron zonas contractiles en el 10% de los casos,
las H9 en el 5% y las H16 y las S351 en el 0,5%.
Estas diferencias se informaron recientemente y po-
drian deberse a diferencias epigenéticas entre las li-
neas utilizadas. (7)

utilizados en RT-PCR

Oct-4 CTGGGTTGATCCTCGGACCT CACAGAACTCATACGGCGGG
NANOG AAAGAATCTTCACCTATGCC GAAGGAAGAGGAGAGACAGT
GATA-4 CATCAAGACGGAGCCTGGCC TGACTGTCGGCCAAGACCAG
Nkx2.5 CCCACGCCCTTCTCAGTCAA GTAGGCCTCTGGCTTGAAGG
Troponina T cardiaca ATGATGCATTTTGGGGGTTA CAGCACCTTCCTCCTCTCAG
a-MHC ACCCAAGTTCGACAAAATCG TAAGGGTTGACGGTGACACA
KDR TGATCGGAAATGACACTGGA CACGACTCCATGTTGGTCAC
a-fetoprotefna TGCTGGATTGTCTGCAGGATG ACGTTCCAGCGTGGTCAGTTT
PAX-6 CTAATGGGCCAGTGAGGAG TACTCACACATCCGTTGGACAC
Isl-1 CACAAGCGTCTCGGGATTGTGTTT AGTGGCAAGTCTTCCGACAA
B-actina CAATGTGGCCGAGGACTTTG CATTCTCCTTAGAGAGAAGTGG
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Fig. 1. Colonias de células em-
brionarias humanas en estado
indiferenciado cultivadas tan-
to sobre FERi como sobre
Matrigel. Se observa una rela-
ciéon nucleo/citoplasma alta,
agrupadas densamente y for-
mando una colonia de bordes
netos.

Fig. 2. Inmunomarcacion fluo-
rescente para indiferenciacion.
Se detecta una marcacién ho-
mogénea de las colonias para
OCT-4, SSEA-4, Tra-1-60, Tra-1-
81y NANOG, todos ellos mar-
cadores de pluripotencialidad.

SSEA-4

Nanog

Se utiliz6 inmunofluorescencia para distintos mar-
cadores de diferenciacion miocardica a fin de deter-
minar el fenotipo de las zonas contractiles. Se obser-
v6 que estas zonas eran positivas para los factores de
transcripcion cardiaco-especificos Nkx2.5 y GATA-4.
Ademaés, las zonas fueron positivas para marcadores
estructurales cardiacos como troponina C cardiaca,
péptido natriurético auricular (PNA) y el canal del
sodio SCN5A. La inmunomarcacién fue positiva en
las cuatro lineas celulares estudiadas (Figura 3). Es-
tas mismas zonas no presentaron marcaciéon para OCT-
4, lo que evidencia desapariciéon de marcadores de
indiferenciacién (dato no mostrado). La ampliacién de
algunas células contractiles demuestra la arquitectu-
ra de las miofibrillas cuando son tenidas para
troponina C cardiaca (Figura 4).

Posteriormente, por medio de RT-PCR se analiz6
la expresiéon de marcadores de diferenciacion
miocéardica. Se extrajo RNA de muestras secuenciales
tomadas a lo largo de los primeros dias de diferencia-
cién y se observé que la expresion de GATA-4 y
troponina C cardiaca se incrementaba (Figura 5 A).
Posteriormente se realizé una escisién mecanica de
las zonas contractiles y se efectué RT-PCR sobre el
RNA total obtenido de esas secciones. Se hallé que
estas zonas eran positivas para troponina C cardiaca
y negativas para el marcador de ectodermo Pax-6 (Fi-
gura 5 B). La expresion del marcador endodérmico
fue positiva en ambas muestras, probablemente por

contaminacién con células pertenecientes a zonas no
contractiles durante la diseccién.

A continuacién, las zonas contractiles se incuba-
ron con dosis crecientes de epinefrina. Se observé que
la activacién adrenérgica generd un incremento de la
frecuencia de contraccion de hasta el 67% respecto al
valor basal (Figura 6). Esta respuesta demuestra un
desarrollo funcional del sistema adrenérgico en las
células diferenciadas. Por tltimo, seis zonas con acti-
vidad contréctil se sometieron a un estimulo de hipoxia
gaseosa durante 18 horas (concentracién de oxigeno
1%). Luego de 15 minutos de reoxigenacién en condi-
ciones atmosféricas, se observo ausencia de actividad
contractil en dos de las zonas y, en una de ellas, con
clara actividad desorganizada del tipo fibrilatorio.

DISCUSION

La diferenciacién en cardiomiocitos a partir de célu-
las embrionarias indiferenciadas es una técnica en
investigacién con el fin de aplicarla en medicina re-
generativa cardiovascular. Este modelo permite ade-
mas investigar en células humanas las distintas sena-
les involucradas en la cardiogénesis. Por ultimo, se
postula que los cardiomiocitos asi obtenidos se podrian
utilizar en experimentos de toxicidad farmacoldgica.
El presente trabajo demuestra la factibilidad del de-
sarrollo de cardiomiocitos a partir de CME humanas
en un laboratorio local. Las células derivadas presen-
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Fig. 4. Ampliacion de una zona contractil con marcacién para
troponina T cardiaca. Se observa la distribucion fibrilar.

tan actividad contractil espontdnea, inmunomarcacién
positiva para proteinas cardiacas, expresion génica
especificamente cardiaca y respuesta adrenérgica po-
sitiva. En nuestro conocimiento, ésta es la primera
comunicacién sobre derivacién de cardiomiocitos a
partir de células madre embrionarias humanas desa-
rrolladas en nuestro pais. La ausencia de trabajos en
esta materia en el &mbito local posiblemente se deba
a la complejidad de la metodologia y sus altos costos.
Sin embargo, en la actualidad, las células pluripo-

Fig. 3. Inmunomarcacion fluo-
rescente de zonas contractiles.
Las cuatro lineas celulares em-
brionarias fueron diferencia-
das y se observaron zonas con
actividad contractil esponta-
nea, las cuales fueron positivas
para marcadores cardiacos es-
pecificos.
A
dias diferenciacion 0 4 7
GATA-4
cTnT
B-actina
cuerpos embrioides H5 14 dias
B
contractil + - -RT

o-fetoproteina _
Pax-6 "N

cTnT R
B-actina

Fig. 5. A. Evaluacion por RT-PCR de la aparicion de marcadores
de diferenciacidon cardiaca durante la diferenciacion. B. Evalua-
cién por RT-PCR de la especificidad de los marcadores cardiacos
en las zonas disecadas con actividad contractil.
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Fig. 6. Respuesta adrenérgica positiva de las zonas contractiles.
Al agregar concentraciones crecientes de epinefrina se observa
una respuesta cronotropica positiva.

tenciales son herramientas poderosas para la investi-
gacion basica y aplicada. Particularmente, los recien-
tes avances en reprogramacion celular generan enor-
mes expectativas acerca del futuro cercano de estas
lineas experimentales.

Los avances en reprogramacion celular son un he-
cho que merece ser destacado. La reprogramacion ce-
lular consiste en inducir la desdiferenciacién de fibro-
blastos u otros tipos celulares adultos hacia células
similares a las embrionarias, tanto con las mismas
particularidades morfoldgicas y funcionales como con
la misma capacidad proliferativa y de diferenciacién
que las células embrionarias. Es decir, el método per-
mite conjugar una fuente individual ilimitada de cé-
lulas madre totipotenciales para ser diferenciadas en
cualquier tipo de células adultas. Los trabajos de
reprogramacion celular representan un avance signi-
ficativo para la medicina regenerativa. En el ano 2006,
el grupo de Shinya Yamanaka, en Jap6n, comunic6 la
reprogramacion de fibroblastos de ratén por medio
de la introduccion de factores de transcripcion especi-
ficos que regulan el estado indiferenciado de las célu-
las embrionarias. (8) En su trabajo demuestran la di-
ferenciacién de las células obtenidas, llamadas iPS,
por induced-pluripotent stem cells, en distintos teji-
dos adultos como neuronal y miocardico, entre otros.
Un ano mas tarde, el mismo grupo y el grupo de
Thomson, en Chicago, presentaron simultaneamente
la misma metodologia aplicada en fibroblastos huma-
nos. (9, 10) Este hallazgo ya vislumbra nuevas opor-
tunidades terapéuticas. Por ejemplo, Hanna y colabo-
radores crearon iPS a partir de fibroblastos de ratén
portadores de un tipo de anemia de células falciformes.
En este trabajo, introdujeron modificaciones genéticas
ex vivo con el propésito de revertir la anomalia
genética. Posteriormente desarrollaron células madre
hematopoyéticas, las cuales fueron trasplantadas en
la médula é6sea de los ratones enfermos. El resultado

fue una notable mejoria en la enfermedad de los rato-
nes. (11) Méas recientemente, se han logrado iPS a
partir de pacientes con diferentes patologias, como
diabetes, enfermedad de Alzheimer o distrofias mus-
culares. (12) Potencialmente, estas células iPS gene-
radas a partir de los mismos pacientes se podran mo-
dificar y utilizar para el tratamiento de su propia en-
fermedad. Ademas, se podrian emplear en modelos
celulares de las distintas enfermedades, por lo que
podrian surgir nuevos conocimientos a partir de ellas.
En nuestro laboratorio hemos comenzado a trabajar
en la generacion de iPS. Actualmente, nuestro grupo
se encuentra desarrollando células pluripotenciales a
partir de fibroblastos humanos. Esperamos poder apli-
car en los préximos meses las técnicas de diferencia-
cién miocardica en iPS desarrolladas localmente.

Las células madre embrionarias o sus derivadas
presentan el riesgo de formar teratomas una vez im-
plantadas. Este riesgo se ha observado en modelos en
animales luego de la implantacién de células indi-
ferenciadas. El implante de células diferenciadas tam-
bién conlleva el riesgo implicito del desarrollo de
teratomas. Sin embargo, no se ha aclarado debidamen-
te cudl es la capacidad de formacién de teratomas una
vez que las células pluripotenciales son diferenciadas
terminalmente. Especificamente en el tejido cardia-
co, en las comunicaciones realizadas se afirma que las
células diferenciadas in vitro, seleccionadas por su
fenotipo cardiaco e implantadas en el miocardio, no
forman teratomas. Estos modelos en animales, sin
embargo, deberan estudiarse extensamente y validarse
antes de avanzar con estudios clinicos.

En conclusién, en nuestro pais es posible desarro-
llar la diferenciacién en cardiomiocitos a partir de cé-
lulas madre. Lejos de representar un avance para su
aplicacion clinica inmediata, estos hallazgos deben
fomentar la investigacion basica y aplicada para posi-
bles terapias celulares en el futuro.

SUMMARY

Differentiation of Human Embryonic Stem Cells into
Cardiomyocytes

Background

The role of stem cells in the treatment of several conditions,
especially heart diseases, is under permanent investigation.
Human embryonic stem cells have been successfully differ-
entiated in vitro into cardiomyocytes. Methods of cell cul-
ture and cardiomyocyte differentiation are well established;
signals regulating cardiogenesis have been identified and
the cardiomyocytes generated have been used in models of
myocardial regeneration. However, several questions still
remain and are currently under active investigation.

Objective

To develop a culture system that is suitable for the induc-
tion of embryonic stem cells to cardiomyocyte differentia-
tion.
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Material and Methods

Four human embryonic stem cell lines were used. The cells
were cultured and differentiation was induced using meth-
ods previously described. The presence of cells in an undif-
ferentiated state and cardiomyocyte differentiation was
detected by immunohistochemical studies (fluorescent stain-
ing) and RT-PCR.

Results

The methodology used allowed stem cells growth in the cul-
ture, and maintained them in an undifferentiated state.
Cardiomyocyte differentiation was achieved in the four cell
lines used, yet with uneven efficacy. This was confirmed by
the expression of myocardial transcription factors and heart
structural proteins.

Conclusions

Our system allowed human embryonic stem cell growth and
differentiation in the culture. These preliminary results
encourage us to continue developing our methods with in-
duced pluripotent stem cells.

Key words > Embryonic Stem Cells - Myogenesis - Cardiomyocyte
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