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Capitulo I: introduccién

1.1 Desarrollo embrionario del corazén

1.1.1 Campos cardiacos y configuracién del corazén
embrionario
El corazén es un drgano altamente especializado que funciona
como una bomba para permitir la circulacidon sanguinea en el
cuerpo de todos los vertebrados, asi como en la regulacién del
sistema pulmonar en animales pulmonados. Es el primer drgano
que se forma como tal durante la embriogénesis de los
vertebrados (Sissman, 1970; Brand, 2003). La funcién adecuada
del corazén no sélo es esencial para la vida de los animales
vertebrados, sino también para el desarrollo de sus embriones,
siendo su funcidén en éstos vital para la circulacidn de nutrientes
y para la eliminacion de sustancias de desecho (Moorman,

2003).

Por lo que respecta al tejido cardiaco, el corazén es una
estructura que comprende muchos tipos de células diferentes
con funciones altamente especializadas. Su formacidn requiere
la coordinacidn de varios procesos complejos que abarcan desde
la diferenciacién de la denominada cresta precardiaca, hasta la
completa formacién de un corazén con cuatro cdmaras y sus
correspondientes valvulas (revisado en Sedmera, 2011). Los
errores en este proceso pueden provocar malformaciones
cardiacas congénitas, que representan una importante

proporcién de anomalfas de desarrollo de significado clinico.
9



Capitulo I: introduccién

Durante la edad adulta, las alteraciones funcionales y/o
estructurales de los corazones formados de manera anormal
causan un  espectro complejo de  enfermedades
cardiovasculares, una de las causas principales de problemas
relacionados con el corazdn en paises desarrollados (Bruneau et

al., 2008).

El desarrollo cardiaco comprende una serie de procesos
que incluye polarizacidon y migracién celular, la fusién de
poblaciones celulares y la formacién de conductos, asi como la
curvatura de los mismos (Garcia-Martinez et al., 1993). En este
complejo proceso, el cual requiere de la diferenciacion y el
crecimiento de distintas estructuras embrionarias, podrian
distinguirse varias etapas que son (Figura 1.1): formacién de la
cresta precardiaca, formacion del tubo cardiaco primitivo,
torsion o “looping” cardiaco, formacién del corazén
embrionario, tabicacién y remodelacién interna (Vincent et al.,

2010).

Durante las primeras etapas el desarrollo, las células
progenitoras cardiacas derivadas del mesodermo se localizan en
una porcién medial y posterior del embrién. Uno de los primeros
marcadores de las células progenitoras cardiacas es Mespt, el
cual es requerido para la delaminacion de células del
mesodermo desde la linea primitiva, y que es esencial para el

desarrollo del mesodermo cardiaco (Kitajima et al., 2000). Por
10



Capitulo I: introduccién

otra parte, la sefializacidn de las proteinas Wnt que regula la
proliferacion celular durante la embriogénesis temprana,
también es necesaria para la formacidn de la linea primitiva y la
induccién del mesodermo cardiogénico. La sefializacion de Wnt
se origina a través de la ruta Wnt/B-catenina; entre los ligandos
de Wnt que activan esta ruta estan Wnt1, Wnt3a y Wnt8a (Naito

et al., 2006).

Tras la induccién del mesodermo cardiogénico, las
células precursoras del corazén embrionario se situan
simétricamente en una estructura bilateral denominada cresta
precardiaca, situada en el mesodermo espldcnico subyacente a
los pliegues cefalicos. Estas células precursoras recibirdn sefiales
del ectodermo y endodermo para transformarse en
miocardiocitos (Hutson et al., 2007). A continuacidn, esta cresta
precardiaca gira hacia la parte interior para colocarse debajo de
los pliegues cefdlicos y, mediante un complejo proceso
morfogenético, se transforma posteriormente en el tubo
cardiaco inicial y lineal, constituido externamente por el
miocardio e internamente por endocardio, y ambas capas
separadas por una matriz acelular llamada gelatina cardiaca

(Forouhar et al., 2006) (Figura 1.1).

Para el correcto crecimiento del tubo cardiaco, se
requiere de la contribucidn de una poblacién extracardiaca de

células progenitoras definidas por la expresién de Islet1, que
1



Capitulo I: introduccién

tienen gran capacidad proliferativa y promueven la elongacion y
del corazén (Manner, 2000). Estas células constituyen el
denominado Campo Cardiaco Secundario (SHF) y se sittia en los
polos anterior y posterior del tubo cardiaco (Mjaatvedt et dl.,
2001; Waldo et al., 2001; Buckingham et al., 2005; Kelly, 2012;
Kelly et al., 2014; ). Por otro lado, las que se localizan en las
cresta precardiaca y en el tubo cardiaco temprano constituyen el
denominado Campo Cardiaco Primario (FHF) (Buckingham et
al., 2005). En el embrién de ratdn, el tubo cardiaco a temprana
edad posee principalmente una identidad ventricular izquierda y
su expansién depende de las contribuciones del SHF
(Buckingham et al., 2005). Asi, el tubo cardiaco inicial derivado
del FHF proporciona un andamiaje para el crecimiento posterior
(Chong et al., 2014) (Figura 1.1). Por el contrario, las células
derivadas del SHF contribuyen principalmente a la formacién de
los atrios, ventriculo derecho y tracto de salida (revisado en
Buckingham et dl., 2005). Este tubo cardiaco comienza ya a

mostrar una contraccion espontanea (Gourdie et al., 2003).

Poco después de la formacién del tubo cardiaco, éste
sufre una torsidn hacia la derecha que recibe el nombre de
torsion o looping cardiaco. Esta torsion culmina con la
formacién del corazén embrionario en el que se comienzan a
distinguir diferentes regiones miocardicas: tracto de entrada,

atrio embrionario, canal atrioventricular, ventriculo embrionario

12
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y tracto de salida (Moorman, 2003). Cada una de estas regiones
miocdrdicas presenta un patrén de expresion génica diferencial,
asi como unas caracteristicas funcionales distintas. En esta
etapa, el factor de transcripcidn Pitx2c, es uno de los
responsables del establecimiento del eje derecha-izquierda, asi
como del desarrollo asimétrico del corazdn (Ai et al., 2006). La
torsion hacia la derecha del tubo cardiaco inicial constituye el
primer signo de asimetria observada durante el desarrollo
embrionario, obteniendo asi el embrién identidad derecha-
izquierda (Ai et dl., 2006). Este proceso es de vital importancia
para el futuro desarrollo del corazdn, ya que fallos producidos
en esta torsién originan diferentes tipos de cardiopatias
congénitas (Ai et al, 2006; Ocafa et al., 2017). Las paredes
miocardicas del tubo cardiaco en esta etapa estan formadas por

el llamado miocardio primario (Christoffels et al., 2000).

13
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Fl'gura 1.1. (A-D) Durante la gastrulaciéon en E6.5-E7.0 (A, B), las células
mesodérmicas y endodérmicas correspondientes a los distintos drganos,
incluyendo células progenitoras del campo cardiaco primario (FHF, rojo) y del
campo cardiaco secundario (SHF, verde), experimentan migracion lateral (flechas),
alejdndose de la linea primitiva (linea negra gruesa). (C) Formacion de la cresta
cardiaca constituido principalmente por células del FHF y localizacién del SHF. (D)
Formacion del tubo cardiaco. Las células procedentes del FHF forman el tubo
cardiaco primario al cual se le van afiadiendo células del SHF (flechas sélidas) que
se agregan a través de ambos polos del tubo cardiaco. (E) Vista frontal y lateral de
la region del corazén en E9.0 mostrando la torsidn del tubo cardiaco. Las flechas
discontinuas indican la migracién de las células de la cresta neural cardiaca al
corazén. (F, G) El corazdn ya compartimentado en cuatro cdmaras en E10.5 (F) y
maduro en E14.5 (G), con linajes celulares procedentes de FHF, SHF, cresta neural
cardiaca (CNC) y epicardio (Epi). Ao, aorta; RA, auricula derecha; RV, ventriculo
derecho; LA, auricula izquierda; VI, ventriculo izquierdo; OT, tracto de salida; PT,

tronco pulmonar (imagen tomada de Chong et al., 2014).

14
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El desarrollo posterior de las camaras cardiacas se produce por
la expansion de regiones del tubo cardiaco, ademds de una
septacion y formacidn de valvulas que dard lugar a un corazdn
maduro (Christoffels et al, 2000). Mediante el proceso de
tabicacion se formara un corazdén funcional con dos circuitos:
uno sistémico donde circulard la sangre oxigenada, y otro
pulmonar, correspondiente a la sangre venosa. La tabicacion del
ventriculo primitivo generard los dos ventriculos (derecho e
izquierdo) mediante el crecimiento del septo interventricular. El
atrio primitivo, a su vez, se dividird en derecho e izquierdo
mediante la formacién de los septos interatriales primario y
secundario (Anderson et dl., 2014). De este proceso resultard un
corazon funcional formado por dos cdmaras atriales y dos
ventriculares cada una con un tracto de entrada y otro de salida

(Anderson et al., 2014).

Poco después de la torsion del tubo cardiaco, la
contraccion asincronica observada en etapas anteriores da paso
a una contraccion secuencial y coordinada de las camaras
cardiacas (Moorman et al., 1994). Esto ocurre gracias a la
configuracién y maduracién del denominado sistema de
conduccién cardiaca (SCC), responsable de la contraccién
coordinada de las distintas camaras cardiacas (van Weerd et al.,
2016). También es importante la expresion de diferentes genes

relacionados con la conductividad eléctrica del corazdn. La

15
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conexina 45 es la primera conexina que se expresa en el SCC,
siendo la Unica conexina que se expresa continuamente en todo
el sistema de conduccién (Coppen et dal., 2001). También se
activan otros genes que codifican para las subunidades de las
uniones gap Conexina 40 (cx40 o GJA5) y Conexina 43 (Cx43 o
GJA1) (Hervé et al., 2008) y el canal de sodio cardiaco Scnsa
(también Nav1.5) (Dominguez et al, 2008), todos ellos

esenciales para la conduccidn eléctrica en el corazén.

1.1.2 Formacién del epicardio y células derivadas de
epicardio
Durante las primeras etapas del desarrollo, como ya habiamos
dicho anteriormente, el corazén estd formado por una capa
interna de endocardio y otra de miocardio, ambas derivadas de
los denominados Campos Cardiacos (FHF & SHF). Otra poblacién
celular participa en la configuracion y desarrollo del corazdn
embrionario. Estas células constituyen un primordio externo al
corazdn, localizado en porciones caudales del tubo cardiaco,
que entra en contacto con la superficie miocardica y da lugar a
un mesotelio que crece y recubre progresivamente al miocardio
(Ma@nner, 2004). Esta estructura, denominada proepicardio (PE),
disemina sus células desde el surco atrioventricular hacia los
ventriculos, para finalmente terminar recubriendo los atrios
(Ménner, 2004). Este mesotelio que ya se distingue en ratén en

estadios E9.0-9.5 del desarrollo, constituye entonces la capa

16
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mas externa del corazdn, la cual pasa a denominarse epicardio

(Mufioz-Chapuli et dl., 2002; Masters et dl., 2014) (Figura 1.2).

Una vez el epicardio ha recubierto la superficie externa
del corazén, se queda un espacio entre el revestimiento
epicardico y el miocardio, que es rdpidamente ocupado por
células procedentes del epicardio a través de un proceso
denominado transicion epitelio-mesénquima (EMT) (Pérez-
Pomares y Mufioz-Chapuli, 2002), proceso mediante el cual se
produce una sobrerregulacion de genes de expresién
mesenquimatica y una desregulacion de genes epiteliales
(Schéck et al, 2002). Para someterse a la EMT, las células
epiteliales deben deshacer las uniones que la conectan con las
células vecinas. Tras esto, las células sufren cambios en la
expresion génica y en el citoesqueleto, adquiriendo asi un
fenotipo mdvil. La accién de las enzimas de la matriz
extracelular (ECM) facilita la degradacion de la membrana basal,
permitiendo que la célula mesenquimal naciente salga del
epitelio y migre hacia el tejido subyacente (revisado en Fried|,
2004). A nivel molecular, dos eventos claves estan implicadas en
la EMT: regulacidn a la baja de las uniones de adhesion
intercelular y la expresion de factores de transcripcion que
inducen EMT (Thiery y Sleeman, 2006). La proteina de adhesién
celular E-cadherina es la proteina de adhesion epitelial mas

importante, y la regulacién a la baja de esta proteina es un

17
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evento clave en la EMT en muchos contextos diferentes ya que,
ademas de formar uniones intercelulares que ayudan a restringir
las células a la capa epitelial, la E-cadherina probablemente
participa en vias de sefializacidn intracelular que promueven la

identidad epitelial o reprimen la identidad mesenquimal

(Peinado et al., 2004).

Figura 1.2. (A) Embrion de pollo (HH16-17) tefiido con citoqueratina (rojo) y MF20
(verde). (B) imagen ampliada de (A) de la region caudal del tracto de entrada (IFT)
donde se observa claramente el proepicardio (PE). (C-D) Modelo explicativo sobre la
formacion del epicardio a partir del proepicardio (aqui P), asi como de la invasion del
miocardio por parte de células derivadas de epicardio o EPDCs. IFT: tracto de
entrada; PE/P: proepicardio; SV: seno venoso; AT: atrio, ST: septum transversum; V:
ventriculo; EP: epicardio. Imagenes tomadas de Kruithof et al., 2006 (A y B) y Cano et

al., 2016 (C-E).

Entre los factores de transcripcién que regulan la EMT

encontramos las proteinas Snail (codificadas por Snai1y Snai2 ),

18
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las cuales inducen la EMT (Barrallo-Gimeno, 2005). Snail se activa
mediante estimulos que inducen EMT, como Tgff vy
Notch. También, Snail reprime la transcripcidn de E-cadherina y
regula al alza la expresidon de RhoA y Vimentina, que estimulan
la remodelacidn del citoesqueleto, y activa la expresidn de las
metaloproteasas de matriz, que degradan la membrana basal y
facilitan la migracion celular (Von Gise et dl., 2012). Por lo tanto,
Snail y otros factores de transcripcidon inductores de EMT
similares coordinan la reprogramacion de las células epiteliales
hacia un fenotipo mesenquimético (Von Gise et dl., 2012).Existen
otros elementos con un papel relevante en la EMT que sufre el
epicardio durante el desarrollo embrionario. Asi, el factor de
transcripcion Snail es regulado por otro factor de transcripcién
denominado Wt1 (Martinez-Estrada et al., 2010). En el contexto
cardiaco, Wt1 es solamente expresado en epicardio y células
derivadas del epicardio (EPDCs). Wt1 no sdlo es un activador de
Snail, sino que también es un represor de E-cadherina,
participando en el mantenimiento de las EPDC en un estado

mesenquimdatico (Martinez-Estrada et al., 2010) (ver Figura 1.3).

Por otro lado, miembros de la familia T-box, como Tbx2,
Tbxs, Tbx18 y Tbx20 median también los procesos de EMT en
epicardio (Greulich et al., 2012). Concretamente, Tbx18, en
combinacién con otros miembros de la familia T-box, mantiene

el cardcter precursor de las células epicardicas, lo cual permite la

19
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movilizacién y diferenciacion de éstas y, por ende, contribuye a

la formacién de fibroblastos cardiacos y parte de la vasculatura

coronaria (Greulich et al., 2012).

*ﬁ-

Cardiac ibroblasts  Smo m'mw», calls Endothelial cells  Cardiomyocytes

»F‘D

Migration and differentiation

Wt
FGF
Wit/Sna

© -Wir/Tox 18"
E116-E136 @ -Sox*/SemadD*

Figura 1.3. (A-B) Imagenes de hibridizacién in situ en secciones en las que se
muestra la expresion de wtl en epicardio (cabeza de flechas) y en EPDCs (flechas) en
dos estadios del desarrollo embrionario de ratén. (C) Formacién de las EPDCs. Entre
los estadios E11.5-13.5 de ratén, las células epicardicas sufren EMT mediada por las
sefiales Wnt, FGF y Wt1/Snail. Como consecuencia, las EPDC surgen en el espacio
subepicardico, para diferenciarse posteriormente hacia varios tipos de células. Como
se indica en la figura, las EPDCs pueden contribuir a la formacion de células de
musculatura lisa, células endoteliales y fibroblastos cardiacos. La diferenciaciéon de

EPDC hacia el linaje miocédrdico sigue aun siendo objeto de estudio. RA: atrio

20
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Capitulo I: introduccién

derecho; RV: ventriculo derecho; IVS: septo intervenricular; LV: ventriculo izquierdo.

(Imagenes tomadas de Wessels et al., 2012 (A y B) y Brade et al., 2013 (C).

Como resultado de la activacidon de la EMT, las células epiteliales
del epicardio adquieren una capacidad invasiva que les permite
adentrarse en el miocardio a través de la pared ventricular y
después por la auricula llegando hasta los cojines endocdrdicos,
estructuras a partir de las cuales se originaran las valvulas
cardiacas (Eisenberg y Markwald, 1995). Esta capacidad de
invasion de células derivadas del epicardio (EPDC) a tejidos
miocardicos es esencial para la compactacién miocdrdica del
ventriculo. El proceso de EMT en el epicardio también
proporciona células de la vasculatura coronaria asi como de los

tejidos conectivos del corazén (Brade et al., 2013) (Figura 1.4).

Epicardium Myocardium

8 By T

.EMT/'

S >, -">..ij‘ CF
' 2

PE EMTMET || 4 i EC

Figura 1.4. El| epicardio se origina a partir del proepicardio (PE). Las células

proepicardicas sufren en primera instancia una transicion epitelio-mesénquima

21
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(EMT), donde las células migran, se adhieren y recubren la superficie miocérdica
tras sufrir el proceso inverso (transicidn mesénquima-epitelial (MET)). Como
resultado, se forma una capa de tejido epitelial, denominada epicardio, que
constituye la capa mds externa del corazén. Mientras el epicardio permanece
intacto, algunas de las células epiteliales pasaran por un proceso de transicion
epitelio-mesénquima (EMT) y migraran hacia la matriz subepicardica (en rosa).
Estas células derivadas del epicardio (EPDCs) se diferenciardan en células del
musculo liso (SMCs), contribuyendo a la vasculatura coronaria, y en fibroblastos
cardiacos (CF) del corazén maduro. La contribucidon de las EPDCs a las células
endoteliales cardiacas (ECs) y a cardiomiocitos (CM) ha sido descrita pero aun hoy

sigue siendo objeto de debate (tomado de Smits et al., 2018).

1.2 Células madre como modelos in vitro de
cardiogénesis: paradigma para la regeneracién

cardiaca

1.2.1 Células madre embrionarias (ESCs)
Las células madre o stem cells son una poblacién de células
indiferenciadas caracterizadas por la habilidad de proliferar de
forma considerable. Generalmente surgen de una sola célula y
se diferencian en varios tipos celulares y tejidos (Thomson,
1998). Las stem cells se encuentran presentes tanto en el estadio
embrionario como en fetal y adulto, y dan lugar a células
diferenciadas con capacidad para formar tejidos y érganos, lo
que las hace una excelente herramienta terapéutica para

reparar lesiones en drganos dafiados (Cahan et al., 2013).
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Las caracteristicas de las stem cells incluyen la habilidad de
proliferar ampliamente (autorrenovacién), que de una Unica
célula puedan surgir muchas mas (clonalidad), y la capacidad
para diferenciarse en otros tipos celulares (multipotencialidad)
(Daley, 2015). Segun su origen, las stem cells pueden clasificarse
en células madre embrionarias (ESCs), células madre adultas y
células madre de pluripotencia inducida (iPSCs). Otra forma de
clasificar las células madre viene determinada por los tipos
celulares a los que puede diferenciarse. Las células madre
totipotentes son capaces de formar estructuras embrionarias y
extraembrionarias. Este es el caso de las células obtenidas a
partir de cigotos a los pocos dias de su formacidn. Por otro lado,
las células madre pluripotentes son aquellas que, si bien puede
originar todos los tipos celulares del organismo, no ocurre lo
mismo con membranas extraembrionarias. Este es el caso de las
ESCs o iPSCs. Por Ultimo, encontramos las células madre
multipotentes, capaces de diferenciarse a varios tipos celulares
de un mismo linaje. Es el caso de las células madre

hematopoyéticas (revisado en Nadig, 2009; Zakrsewski et al.,

2019).

La generacién de hiPSCs fue establecida en el afio 2006

con el uso de un “cocktail”

de genes que convertian células
somaticas en células con propiedades de stem cells (Takahashi y

Yamanaka, 2006). Estos factores de transcripcidn incluian a
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Oct3/4, Sox2, KlIf4, y c-Myc. Por otro lado, las ESC se obtienen de
la masa celular interna (ICM) del blastocisto antes de su
implantacion (Figura 1.5). Bajo condiciones apropiadas de cultivo
in vitro, las ESCs presentan una capacidad de autorrenovacion
de forma ilimitada, y al mismo tiempo retienen su capacidad
pluripotente (Smith, 2001). Las ESCs procedentes de ratdn
fueron establecidas en 1981 (Evans y Kaufman, 1981; Martin,
1981). Afios después se pudo obtener ESCs procedente de
humanos y rata (Thomson et al., 1998; Buehr et al., 2008; Li et
al., 2008). Es destacable resefiar que las ESCs procedentes de
estos modelos, requieren condiciones de cultivos distintas para
mantener sus propiedades pluripotentes. En este sentido, se
han utilizado diversos factores de crecimientos y citoquinas para
activar o inhibir diversas vias de sefalizacidn con el propdésito de
mantener el estado de autorrenovacion de estas ESCs (ver
Huang et al.,, 2015). Entre las vias de sefalizacién reportadas
para jugar un papel importante en la capacidad de
autorrenovacién y pluripotencialidad de ESCs encontramos
LIF/STAT3, Wnt/B-catenina, FGF/ERK, TGF/SMAD vy la vias de

sefializacién PKC (ver Huang et al., 2015).
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In vitro fertilized egg Morula (8 cells) Blastocyst

inner cell mass

Culture of undifferentiated stem cells
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Figura 1.5. Generacidn de células madre embrionarias. Se permite que un évulo
fertilizado se desarrolle hasta la etapa de blastocisto. La masa celular interna se
disocia del trofoblasto mediante diseccion con laser o digestion enzimatica. Las
células aisladas se cultivan en este estado pluripotente durante un largo periodo de
tiempo en presencia de factores de crecimiento. Las células madre pluripotentes
pueden diferenciarse en varios linajes celulares, como cardiomiocitos, neuronas o

células hepaticas (Abou-Saleh et al., 2018) .

El método convencional para conseguir la
diferenciacion de las ESC es a través de la formacion de cuerpos
embrionarios (EB, embryoid bodies), los cuales son cultivados en
suspension como agregaciones de ESCs (revisado en Egashira et
al., 2011). La diferenciacién y obtencién de un determinado tipo
celular a partir de células madre pluripotentes, ya sean ESCs o
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iPSCs, ha sido ya descrita para determinados tipos celulares tales
como neuronas, hepatocitos, cardiomiocitos, etc. (Muller, 2000;
Reubinoff , 2000; Rambhatla , 2003; Xu , 2002). Esto puede
ofrecer una potencial fuente ilimitada de un determinado tipo
celular que podrian ser utilizadas para regenerar y reparar
tejidos dafiados o enfermos. Ademds de las implicaciones desde
el punto de vista de la medicina regenerativa, células obtenidas
a partir a partir de iPSCs de un paciente pueden ser utilizados
para la busqueda del mejor candidato terapéutico que trate la
enfermedad que padece dicho paciente (Spéater et al., 2014). En
el caso de ESCs, el beneficio terapéutico es limitado, habida
cuenta de que la obtencién de ESCs implica la destruccién de
embriones, con el consecuente dilema moral que esto genera.
Ademds, el control del crecimiento y diferenciacién de las ESCs
puede conllevar la aparicion de teratomas (revisado en Nadig,
2009). A pesar de ello, las ESCs suponen una importante
herramienta para ser estudiadas como modelos de regeneracion
cardiaca in vitro. Ademas, los mecanismos de diferenciacion de
las células madre pluripotentes son similares a los mecanismos
que regulan el desarrollo temprano del embridn, por lo que las
ESCs constituyen ademas un perfecto modelo para el estudio de
la morfogénesis in vitro (Kuzmenkin et al., 2009; Yokoo et al.,
2009; Van Laake et dl., 2010; Xi et al, 2010). Un mejor
conocimiento de los mecanismos de especificacién y/o

diferenciacién celular durante el desarrollo embrionario, son de
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gran ayuda a la hora de llevar a cabo estudios in vitro con ESCs y,
en un contexto cardiaco, para la obtencién de cardiomiocitos en

el laboratorio a partir de células madre (Spater et al., 2014).

En este sentido, varios estudios utilizando moléculas
implicadas en el desarrollo cardiaco ponen de manifiesto su
papel en la cardiogénesis in vitro, observdndose que, entre
varias proteinas, Wnt/B-catenina (Klaus et al., 2007; Ueno et al.,
2007), activina/nodal (Parisi et dl., 2003; Yang et al., 2008) y BMP
(Hao et dl., 2008), asi como la familia de los genes T-box al que
pertenecen al gen Brachyury (T) (Smith, 1997), son cruciales en
el desarrollo normal del corazdn, por lo que, el uso estas
proteinas en cultivos de ESCs e iPSC podria ayudar a la

diferenciacién hacia cardiomiocitos a partir de ESCs.

Otro elemento a tener en cuenta a la hora de diferenciar
ESCs hacia cardiomiocitos, es el hecho de que estas células
madre son particularmente sensibles al ambiente externo,
tomando una especial relevancia el momento en el que estan
activos determinadas rutas de sefializacion o presentes
determinados factores de crecimiento, todos ellos esenciales
para la especificacion hacia un linaje cardiaco (revisado en
Spéter et al., 2014). De hecho, la obtencién de cardiomiocitos en
determinadas lineas humanas de ESCs, requiere primero de una
activacion y posterior inactivacion de la via de sefializacién Wnt

(Lian et al., 2012, 2013). Este mecanismo de regulacion bifasico a
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partir de Wnt es también observado durante el desarrollo, de tal
forma que la actividad de esta via de sefializacién varia
dependiendo de la etapa del desarrollo en el que se encuentre
(Naito et al., 2006; Ueno et al., 2007). Esto nos indica la
importancia de conocer los mecanismos que regulan la
especificacion y diferenciacidn cardiaca durante el desarrollo in

vivo, para poder asi trasladarlos a nuestros modelos in vitro.

A pesar de todo lo que se ha avanzado en el
conocimiento de las ESCs, en la actualidad aldn no conseguimos
una eficiencia alta en la obtencidn de células diferenciadas a
partir de células madre, tal y como ocurre con cardiomiocitos
(Spater et al., 2014). Cada linea células de ESCs requiere de
protocolos especificos de optimizacién de crecimiento vy
diferenciacién. Esto imposibilita ain hoy dia plantear posibles
terapias regenerativas en el corazdn, salvando los obstdculos ya
mencionados, o utilizar estas células madre como una nueva
plataforma para el estudio de patologias cardiacas y su
tratamiento. Los diversos estudios revelan la necesidad de
afiadir diversas moléculas en un momento preciso para mejorar
la eficiencia de diferenciacion de las ESCs hacia un linaje cardiaco
(Noseda et al., 2011). La adicién de factores de crecimiento como
FGF, VEGF, junto con la inhibicién de Nodal, permite obtener
valores de eficiencia de diferenciacién cardiaca del orden del

50%. Los mejores resultados se han obtenido en ESCs humanas
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mediante la modulacién de la via Wnt/B-catenina, llegando a
valores de entre el 80 y el 98% de eficiencia en la obtencién de

cardiomiocitos a partir de ESCs (Lian et dl., 2012, 2013).

Finalmente, con el objetivo de usar las células madre y
su diferenciacion en terapias regenerativas, no sdlo es
importante  obtener una poblacién  enriquecida de
cardiomiocitos in vitro; también serd necesario poder disponer
de protocolos para la obtencidn de los distintos tipos de
cardiomiocitos que constituyen el corazén. En este sentido, si
bien los cardiomiocitos originados a partir de células madre
comparten caracteristicas moleculares, eléctricas, mecénicas y
ultraestructurales con cardiomiocitos in vivo, los primeros son
mas parecidos a cardiomiocitos fetales al ser comparados con
adultos (Spater et al., 2014). Por otro lado, el infarto de
miocardio o el fallo cardiaco afecta principalmente a los
ventriculos. Los protocolos de obtencién de cardiomiocitos a
partir de células madre tendrdn que ser optimizados para la
obtenciéon de cultivos enriquecidos con cardiomiocitos
ventriculares, evitando asi posibles efectos adversos a la hora
ser trasplantados en el corazén enfermo (revisado en Spéter et

al., 2014).

En resumen, aunque se ha avanzado mucho en el

conocimiento sobre los mecanismos de regulacion de la
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autorrenovacion y pluripotencialidad de las ESCs, como hemos
visto aiin quedan muchos aspectos que aclarar para poder usar
estas células madre como un buen modelo de regeneracidn y
patologia cardiaca. Nuevas herramientas moleculares basadas
en el uso de plasmidos, retrovirus, proteinas recombinantes o
microARNS, se postulan como nuevos instrumentos a la hora de
poder generar grandes cantidades de cardiomiocitos a partir de
ESCs, asi como elementos esenciales para controlar el tipo y

caracteristicas de las células cardiacas obtenidas.

1.2.2 Modelos in vitro e in vivo de las células derivadas del
epicardio (EPDCs)
Como hemos dicho anteriormente, las EPDCs tienen capacidad
de invadir tejidos miocardicos después de la formacidn inicial del
epicardio (Pérez-Pomares et al., 2002). Estas EPDCs tienen
capacidad de generar diferentes tipos cardiacos, tales como
fibroblastos y musculo liso (Zhou et al., 2008; Groot et dl., 2010;
Wessels et al., 2012) si bien, a dia de hoy, ain no esta claro su
participacion en la formacién de endotelio y miocardio
(Christoffels et al., 2009; Duim et al., 2015) La capacidad de
generar distintos tipos celulares, afiadido al hecho de que
algunas EPDCs permanecen en un estado mds o menos
indiferenciado, ha hecho que algunos autores lleguen a
considerarlas como “verdaderas stem cells” (Wessels y Pérez-

Pomares, 2004).
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El estudio de células epicardicas, de cdmo estas sufren EMT,
migran y se diferencian a determinados linajes celulares
cardiovasculares, ha sido abordado usando tanto modelos in
vitro como in vivo. Los modelos in vitro utilizan corazones
embrionarios, alrededor de 11.5 & 12.5 dias post coitum, los
cuales son dispuestos en placas con pocillos cubiertos con una
matriz de coldgeno (Ramesh et al., 2016; Trembley et al., 2016).
Estos corazones embrionarios se dejan incubar varios dias para
que las células superciales del corazén, las cuales corresponden
al epicardio, delaminen y terminen tapizando la matriz de
coldgeno. La monocapa de células epicardicas que se forma,
identificadas con marcadores caracteristicicos de epicardio
como Tbx18 o Wt1 (Ramesh et al., 2016), puede ser estimulada
para que sufran EMT tras la adicién de factores de crecimiento
como el TFGB. Como consecuencia, las células epiteliales que
cubren la matriz de coldgeno adquiren un fenotipo
mesenquimal, migrando hacia el interior del coldgeno (Ramesh

et al., 2016; Trembley et al., 2016) (ver Figura 1.6).
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epicardial cells on
collagen gel surface
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epicardial cells

Figura 1.6. Migracion de células epicardicas en la superficie del gel de colageno. Los
ventriculos de embriones E12.5 se cultivaron en una matriz de gel de colageno
tridimensional y se tifieron con Alexa Fluor 488-faloidina para visualizar la migracion
y penetracion celular derivada del epicardio (A). Se utilizaron imagenes confocales
para construir una imagen tridimensional para determinar la penetracién celular a lo
largo de los ejes z (B). Barra de escala = 50 um. (Imagen tomada de (Ramesh et al.,

2016).

Ademds de conservar su capacidad migratioria, las
EPDCs obtenidas in vitro también preservan su capacidad de
diferenciacion a musculo liso y fibroblastos (van Tuyn et adl.,
2007; Austin et al., 2008; Bax et dl., 2011). La adicién de otros
factores tales como timosina B4, VEGF o FGF7, puede
incrementar el ndmero de células diferenciadas de un
determinado linaje (Smart et al, 2007). Aln siendo
controvertido, un trabajo publicado por el grupo de William Pu
(Zhou et al., 2008) demostrd in vitro la diferenciacién de células

wt1+ hacia cardiomiocitos.
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Estos modelos in vitro para el estudio de las células epicardicas y
EPDCs son excelentes herramientas para analizar los mecanimos
moleculares que regulan la EMT vy la diferenciacién de EPDCs
hacia los distintos linajes cardiacos. Sin embargo, no debemos
olvidar que, debido a las condiciones artificiales del modelo,
puede que no se recapitule exactamente todos los eventos que

tienen lugar en las EPDCs in vivo.

En este sentido, varios modelos animales han
contribuido a una mejor comprensién de la contribucién de las
EPDCs a los distintos linajes celulares cardiovasculares. Estos
modelos in vivo se basan en el uso de Cre-recombinasa, la cual
actuarfa bajo la accién del promotor de algin marcador
epicardico (Smits et al., 2018). El uso de la herramienta Cre-loxP
nos ha permitido llevar a cabo estudios de linajes celulares a
partir de células epicdrdicas, en el que un marcador fluorescente
es activado por Cre bajo la direccién del promotor especifico
epicardico. Los anadlisis de linaje de caracter genético mediante
este sistema nos han permitido llevar exhaustivos andlisis de
linaje celular a partir de epicardio, no, sin antes, presentar
algunos inconvenientes. De hecho, existen discrepancias en los
resultados obtenidos en cuanto a la contribucién del epicardio a
un tipo celular u otro, discrepancias que vienen determinados
por el modelo o promotor utilizado para dirigir la accién de Cre-

recombinasa (Smits et al., 2018).
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Uno de los promotores epicardicos mas utilizado para el disefio
de lineas Cre-loxP es el de Wt1. Estos animales nos han permitido
consensuar el origen epicdrdico de los fibroblastos y de la
musculatura lisa en el corazén en desarrollo (Smits et al., 2018).
El andlisis de los distintos modelos demuestra que la mayoria de
las células epicdrdicas y EPDCs localizadas en la region
subepicardica expresan el gen marcador o reporter (Zhou et al.,
2008; Cano et al., 2016). En estadios posteriores (E12.5 dfas post
coitum), cuando la EMT en epicardio es evidente, comienzan a
observarse células positivas para el reporter dentro de la pared
miocardica. Estas EPDCs fueron descritas por presentar
marcadores especificos de fibroblastos cardiacos (Wessels et dl.,
2012) y musculo liso (Zhou et al., 2008), indicdndonos el origen

epicardico de ambos tipos celulares.

La contribucidon del linaje epicardico a las células
endoteliales ha sido y es objeto de debate atn (Smits et al.,
2018). Sin embargo, un trabajo reciente publicado por el grupo
de Pérez-Pomares (Cano et al., 2016), en el cual se utilizé el
modelo Wt1-Cre-YFP+, ha demostrado, ademas de Ia
contribucién de epicardio a la musculatura lisa del corazén y la
contribucién del linaje epicardico al endotelio de células
coronarias, las cuales colocalizaron con el marcador endotelial

CD31(YFP+/CD31+) (Cano et dl., 2016) (Figura 1.7).
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Si las células miocdrdicas proceden o no del linaje epicardico no
estd del todo claro. Los modelos animales que utilizan el
promotor de Wt1 para dirigir la actividad Cre-recombinasa no
son iddneos para poder responder esta pregunta. Algo similar
ocurre con los modelos que utilizan el promotor de Tbx18. Esto
es debido, simplemente, a que algunos autores han podido
demostrar la expresién de Wt1 (Rudat y Kispert, 2012) y Tbx18
(Christoffels et al., 2009) en cardiomiocitos, lo cual estaria
activando a Cre-recombinasa, y por ende, al reporter,
sugiriéndonos errdneamente el origen epicdrdico de los

cardiomiocitos.
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Figura 1.7. (A) Los ratones Wt1Cre-YFP se generaron con la expresién activada
permentemente de la proteina amarilla fluorescente (eYFP+YFP®). (B a D) Epicardio
(Ep) y células derivadas de epicardio (EPDC) (puntas de flecha) expresan YFP en el
estadio E-11.5. También en los estadios E-15.5 (E); E17.5 (F) y post-natal (G)

colonizan el miocardio ventricular. (H) El 4rea de eYFP* se normaliza con respecto al
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area total de DAPI" en diferentes ubicaciones del corazén. Las células eYFP"
ventriculares adultas se integran en el endotelio de los vasos sanguineos coronarios
(I'a K; puntas de flecha), la pared muscular (J, K, K '; puntas de flecha) o el intersticio
cardiaco (K y K’, flecha). Este ultimo tipo de célula intersticial no expresa el colageno
| (Col 1), presente en el subendocardio (K ", puntas de flecha) o formando vasos
coronarios (K ", flechas). (L) Las células CD31" de corazones adultos son el 37% de

células eYFP" de la poblacién intersticial (Ruiz-Villalba et al., 2015).

Otro modelo utilizado para estudiar el origen epicérdico
de las células cardiacas es el G2-GatagCre. En este modelo, un
activador del gen Gata4, denominado G2, dirige la actividad Cre-
recombinasa, y ha sido descrito anteriormente en otros estudios
de linajes celulares (Cafiete et al., 2017). El grupo de Pérez-
Pomares (Cano et al., 2016) ha caracterizado este modelo
después de ser cruzado con animales Rosa26-YFP. Los
embriones resultantes dobles positivos (Cre+/YFP+), mostraron
expresion del reporter en proepicardio, epicardio y EPDCs.
Curiosamente, algunas células que expresaban Wt1, fueron G2-
CreYFP-, indicando que la expresion de Wt1 puede ocurrir en
células epicardicas que no pertenecen a la poblacidon G2-Gata4.
Conforme avanza el desarrollo, estos autores encontraron
células G2-CreYFP+ en la regién subepicardica y migrando en la
capa muscular del corazén. De forma similar a lo que habian
descrito con el modelo Wti-Cre-YFP+, células G2-CreYFP+
procedentes del miocardio contribuyeron a la formacién de los

vasos coronarios (Cano et al., 2016).
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A pesar de que aln quedan algunos aspectos que aclarar, como
hemos visto, en cuanto a la contribucién del epicardio a cada
uno de los tipos celulares cardiovasculares, se hace patente que
las células epicdrdicas juegan un papel importante en la

configuracién del corazén embrionario.

Por dltimo, habria que indicar que el epicardio
permanece en estado quiescente después en etapa adulta
(revisado en Smits et dl., 2018). Andlisis usando modelos en los
que la actividad de Cre-recombinasa es medida por la adicién de
tamoxifeno, ponen de manifiesto que no existe contribucién de
las células epicardicas a la capa muscular del corazén después
del nacimiento (Zhou et al., 2011). Sélo en condiciones de
isquemia, las células epicardicas reactivan su programa
molecular embrionario para sufrir EMT y migrar hacia el
miocardio, en un intento de regenerar la zona lesionada (Zhou
et al., 2011; Smits y Riley, 2014). Por ello que, nuevamente, tome
especial relevancia descifrar los mecanismos moleculares y
celulares que dirigen la EMT en epicardio, la formacién de EPDCs
y diferenciacién de éstas hacia distintos tipos celulares durante
el desarrollo embrionario. Los hallazgos obtenidos en este tipo
de estudios durante el desarrollo, puede aportarnos nuevas
herramientas para activar el epicardio e intentar regenerar el

corazon infartado.
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1.3 MicroARNs

Los microARNs son pequefias moléculas monocatenarias de
entre 22 y 24 ribonucleétidos que no codifican para una proteina
y que actian como moléculas reguladoras de la expresion
génica (revisado en Islas y Moreno-Cuevas, 2018), ya que son
capaces de interferir en la estabilidad del ARN mensajero y/o del
proceso traduccional a nivel de mensajero (Bartel, 2009; Sohel,

2016).

La biogénesis de los microARNs comienza con la
transcripcion de la secuencia a partir del ADN. Como
consecuencia se origina un precursor del microARN, un pri-
microARN, que posee un tamafio aproximado de unos 70
nucledtidos. Este precursor es editado en el nicleo de la célula
en sus extremos por la enzima Drosha y DiGeorge syndrome
critical region 8 (DGCR8), para pasar posteriormente al
citoplasma celular gracias a la accién de la Exportina 5 en forma
de pre-microARN. Es en el citoplasma de la célula cuando la
enzima Dicer se encarga de la edicién del microARN para
obtener una version madura y funcional de este ARN no
codificante (revisado en Tian et al., 2017)(Katz et al., 2016; Zhou

et al., 2018) (Figura 1.8).
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Figura 1.8. La via candnica "lineal" del procesamiento de microARNs. La ruta de
procesamiento de microRNAs ha sido vista como lineal y universal para todos los
microRNAs de mamiferos. Esta maduracidn candnica incluye la produccién de la
transcripcién primaria del microARN (pri-miARN) por la ARN polimerasa llollly la
escision del pri-miARN por el complejo de microprocesador Drosha-DGCR8 (Pasha)
en el nucleo. La horquilla precursora resultante, el pre-miARN, se exporta desde el
nucleo por Exportin-5-Ran-GTP. En el citoplasma, la RNasa Dicer en complejo con la
proteina de union a ARN bicatenaria TRBP escinde la horquilla pre-miARN a su
longitud madura. La cadena funcional del microARN maduro se carga junto con
proteinas Argonaute (Ago2) en el complejo silenciador inducido por ARN (RISC),
donde guia a RISC para silenciar los ARNm objetivo a través de la escision del ARN
mensajero, la represion traduccional o la deadenilacidn, mientras que la otra hebra

del duplex (negro) es degradada (Winter et al., 2009).
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La regulacion de la expresidn génica por parte de microARNs
dependera de la complementariedad microARN-ARN mensajero
o del nimero de microARNs unidos al transcrito (Sandberg et
al., 2008). En este sentido, si la complementariedad secuencia-
diana es completa se producira la degradacion de los transcritos,
mientras que una complementariedad parcial derivard en Ila

inhibicién de la traduccién (Valencia-Sanchez et dl., 2006).

Los microARNs fueron descubiertos en nematodos en la
década de los 90 (Lee et al. 1993). Hoy dia sabemos que una
tercera parte de un genoma completo puede ser regulada por
microARNs (Lewis et al, 2003). Desde su descubrimiento,
nuestra comprensién de la biologia, los mecanismos y las
funciones de los microARNs ha crecido de manera exponencial.
Numerosos estudios indican que los microARNs estdn
implicados en una gran variedad de procesos bioldgicos basicos,
como el metabolismo, proliferacién, diferenciacion, estrés
celular, apoptosis, cancer, etc. (Osada y Takahashi, 2007), asf
como en otros procesos desde la embriogénesis hasta la vida

adulta (Lee et al., 1993; Kwon et al., 2005; Van Rooij et dl., 2006)

1.3.1 MicroARNs en ESCs e induccién de cardiomiocitos
Los microARNs son esenciales para el mantenimiento de la
pluripotencialidad de células progenitoras jugando, por ende, un
papel fundamental durante el desarrollo embrionario. De hecho,

animales nulos para Dicer, en los cuales se bloquea Ia
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maduracién de los microARNs, mostraron letalidad embrionaria
en ratdn en un estadio E7.5 (Bernstein et al., 2003). Cuando se
analizan ratones heterocigotos, se observa una reduccién en los
niveles de expresién de Oct4, lo cual nos indicaria una pérdida

de células madre en el embridn (revisado en Pang et al., 2019 ).

Los altos niveles de expresidén de algunos microARNs en
células madre ponen de manifiesto su importante papel en el
mantenimiento de la capacidad pluripotencial de éstas. Este es
el caso de microARNs como miR-34a y la familia del miR-290
(miR-291-3p, miR-294, miR-295) (Judson et al., 2009; Liy He, 2012;
Choi et dl., 2017). microARNs como miR-134, miR-296, y miR-470
modulan la pluripotencialidad de las células madre mediante la
regulacidon de factores de transcripcidon que imprimen caracter
pluripotencial a las células, tales como Nanog, Oct4 y Sox2 (Tay
et al., 2008). De hecho, un estudio ha demostrado que Oct4,
Sox2, Nanog y el Factor de transcripcién 3 (Tcf3) poseen sitios
de unién para microARNs que se expresan de forma preferencial
o exclusiva en ESCs (Marson et al., 2008). Ademas de controlar
la accién de factores de trascripcién, un reciente trabajo
demuestra como la familia del miR-290 afecta a Ia
pluripotencialidad y diferenciacion de las ESCs mediante

regulacion epigenética (Sinkkonen et al., 2008).

Por otro lado, los microARNs son indispensables para

poder llevar a cabo la reprogramacién celular a partir de células
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madre, asi como también modular la diferenciacion de estas
células progenitoras hacia distintos tipos celulares. Un estudio
llevado a cabo con fibroblastos en los que la expresidn de Dicer
estaba bloqueada, demostré que estas células no podian ser
reprogramadas a iPSCs usando el método tradicional de
sobreexpresién de factores, sugiriendo el papel obligado de los
microARNs durante la reprogramacion celular (Kim et al., 2012)
Por ejemplo, la familia del microARN-302 y 372 parecen ser
elementos claves en la eficiencia de reprogramacion de célula
pluripotenciales inducidas (Subramanyam et al., 2011; Heinrich y
Dimmeler, 2012) La combinacién de estos microARNs junto con
otros también expresados de forma importante en iPSCs y ESCs,
es suficiente para reprogramar células somdticas murinas y

humanas a un estado de pluripotencia (Miyoshi et dl., 2011).

La desregulacion de los genes que confieren
pluripotencialidad a las células madre conlleva un descenso de la
capacidad de autorreplicacion de esas células progenitoras e
induce su diferenciacién hacia un determinado linaje celular.
Este es el caso del microARN-145, el cual se une al extremo
3’UTR de Oct4, Sox2 y KlIf4 (Xu et al., 2009), reprimiendo su
expresion. Numerosos estudios comienzan a perfilar un listado
de microARNs que participan en la diferenciacion hacia un
determinado tipo celular a partir de células madre; microARN-22

para células de musculatura lisa (Zhao et al., 2015), microARN
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26a y 26b en la diferenciacién hacia adipocitos (Karbiener et al.,

2014), etc.

En un contexto cardiaco, y dada las limitadas
posibilidades de regenerar el corazdn, la diferenciacion hacia un
linaje cardiaco a partir de células somaticas o células madre, ha
sido un campo ampliamente explorado por muchos grupos en
los dltimos afios (Guo et al., 2006; Xin et al, 2013) La
diferenciacién directa hacia un linaje cardiaco a partir de células
somaticas fue llevado a cabo en origen con factores de
trascripcion con un papel relevante en la especificacién y
desarrollo cardiaco (Srivastava y leda, 2012), sin tener en cuenta
otros elementos regulatorios como los microARNs (Christoforou
et al., 2013; Xin et al., 2013; Belian et dl., 2015). Un estudio pionero
llevado a cabo por el grupo de Dzau demostraba que sélo la
sobreexpresién del miR-1 era suficiente para transdiferenciar
fibroblastos cardiacos a cardiomiocitos (Jayawardena et dl.,
2012). Este y otro microARN, como el miR-133, se expresan de
forma especifica en musculo cardiaco y esquelético, siendo
regulados por alguno de los elementos mds importante en la
diferenciaciéon muscular como MyoD o Mef2 (Rao et al., 2006).
Mientras el miR-1 provoca la diferenciaciéon de progenitores
cardiacos (Kwon et al., 2005; Zhao et al., 2005; Zhao et al., 2007),
el miR-133 inhibe Ila diferenciacién de los mioblastos

esqueléticos, manteniéndolos en un estado proliferativo (Chen
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et al., 2006). La expresion de ambos microARNs en ESCs
promueve la expresidon de genes mesodérmicos, inhibiendo la

diferenciacién hacia un linaje ecto o endodérmico.

Otro estudio llevado a cabo en esta década, demuestra
como el microARN-1y el microARN-499 son capaces de modular
la proliferacién y/o diferenciacion de células progenitoras
cardiacas, disminuyendo su expresion la capacidad proliferativa
en estos progenitores cardiacos y ESCs, asi como aumentando la
diferenciacion cardiogénica. La expresion de estos microARNs
en cardiomiocitos derivados de ESCs controlan principalmente
aspectos eléctricos de las células cardiacas, promoviendo la
expresién de canales iénicos como Kir2.1, Kv1.4, HERG, etc. (Fu
et al., 2010; Lieu et al., 2013). Ademds, el microARN-499 ha sido
implicado en la expresidn de proteinas estructurales tales como

MHC6 (aMHC), MHC7 (BMHC), MLC2 y TNNT2 (Xin et al., 2013).

En resumen, los trabajos sobre el papel de los
microARNs en ESCs o células progenitoras cardiovasculares son
relativamente recientes. Por otro lado, algunos de los eventos
bioldgicos caracteristicos del desarrollo embrionario, tales como
proliferacion, especificacion y diferenciacion celular, comparten
mecanismos moleculares idénticos a los observados en ESCs.
Habida cuenta de la imposibilidad en estos momentos de
disponer terapias regenerativas en el corazdn, los microARNSs se
postulan como unos buenos candidatos para seguir
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estudiandolos tanto in vitro con ESCs como in vivo durante la
embriogénesis, con el objetivo final de mejorar la eficiencia en la
obtencién de distintos tipos de cardiomiocitos a partir de células

madre.

1.3.2 MicroARNSs en la morfogénesis cardiaca
Como hemos comentado ya, los microARNs confieren
propiedades particulares a las células madre y participan en los
procesos de diferenciacion de éstas. Las rutas moleculares por
las cuales los microARNs regulan la pluripotencialidad vy
diferenciacién de las stem cells son similares a las que acontecen
durante la embriogénesis a partir de los progenitores
embrionarios, en procesos tales como proliferacién, apoptosis,
diferenciacion o migraciéon. De forma general, las primeras
etapas del desarrollo embrionario implican la generacién de
distintos tipos de células a partir de una sola célula totipotente,
mediante el establecimiento de gradientes de morfégeno para
transmitir informacién posicional dentro del embrién (Gregor et
al., 2007). Experimentos llevados a cabo en pez cebra indica la
presencia del microARN-430, un represor tanto del agonista
como del antagonista de Nodal, determinante del eje derecha-
izquierda del embrién (Brennan et al., 2002), actuando a modo
de ‘“amortiguador” de las fluctuaciones transitorias de este
morfégeno vy, por ende, evitando errores de patrones en el

embrién (Choi et al., 2007) Por otro lado, los microARNs
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también pueden facilitar la descomposicién de los ARN
mensajeros de morfégenos existentes cuando ya no son
necesarios. Por lo tanto, en el contexto del desarrollo, los
microARNSs son cruciales para el ajuste fino de los gradientes de
morfdgenos que permitan la especificacion precisa del destino y
la diferenciacién de progenitores embrionarios (revisado en

Pang et al., 2019).

El desarrollo cardiaco es un proceso complejo de
morfogénesis en el que la expresién génica estd controlada
tanto espacial como temporalmente en las distintas regiones
cardiacas (Franco et al, 2002). Ademds de factores de
trascripcion y otras moléculas que controlan el desarrollo del
corazén (Srivastava, 2006) los microARNs juegan un papel
esencial durante la cardiogénesis (Katz et al., 2016) (revisado en
Islas y Moreno-Cuevas, 2018). Esto se pone de manifiesto en
estudios llevados a cabo in vivo en animales mutantes
condicionales. La deleccidn de Dicer usando Cre-recombinasa
bajo el promotor de Nkx2.5, provoca un retraso en el desarrollo
de los ventriculos, edema en pericardio y conlleva la muerte de
los embriones de ratdn a los 12.5 dias post coitum (Zhao et al.,
2007) Cuando se llevaron a cabo ensayos similares pero
deleccionando Dicer bajo la accién de Troponina cardiaca T, los
embriones mostraron letalidad en Ei15.5, revelandose

importantes defectos en miocardio acompafiado de una
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reducida tasa de proliferacién celular (Peng et dl., 2014). Estos y
otros estudios (Chinchilla et al., 2011), evidencian la complejidad
del papel que juegan los microARNs a lo largo de la
configuracién del corazén embrionario, asi como también su

expresion diferencial durante la cardiogénesis (ver figura 1.9).

Los microARNSs especificos de mdsculo o miomiRs (miR-
1, miR1333, miR208a, MiR208b y miR-499) juegan un papel
importante en la especificacién cardiaca, siendo esenciales para
un correcta configuracién del corazén embrionario (Ohtani y
Dimmeler, 2011) (Figura 1.9). Tal y como describimos en el
apartado anterior, el microARN-1y microARN-133 son dos de los
microARNs con un papel mds critico en la formacién de
cardiomiocitos. Estos microARNs son fundamentales en la
proliferacion 'y regulacién transcripcional de las células
musculares, modulando la actividad de genes tales como
Miocardina, Hand2, Mef2c, Serum Response Factor (SRF) o MyoD
(revisado en Islas y Moreno-Cuevas, 2018). El microARN-1 regula
la factor de transcripcion Hand2 (Zhao et al., 2005), el cual es
esencial para la expansion de los cardiomiocitos ventriculares
(Srivastava et al., 1997; Yamagishi et dl., 2001; McFadden et dl.,
2005; Zhao et dl., 2005). Animales mutantes nulos para el
microARN-1-2  muestran importantes alteraciones a nivel
morfogenético, con una anormal configuracién del sistema de

conduccién cardiaco e hipoplasia ventricular (Zhao et al., 2007).
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Por el contrario, la sobreexpresiéon del microARN-1 en animales
conlleva una reduccién de la proliferacion de cardiomiocitos
(Meder et al., 2008). De forma similar, el microARN-133 inhibe la
proliferacion de los miocardiocitos (Meder et al., 2008).
Animales dobles mutantes para el microARN-133a y microARN-
133b muestran importantes defectos septales a nivel ventricular
y cardiomiopatia dilatada cuando estos llegan a sobrevivir hasta
el nacimiento. Por el contrario, la sobreexpresién de este miR
produce letalidad embrionaria debido a la baja proliferacién de

los cardiomiocitos (Liu et al., 2008).

l Blastocyst I Gastrula Cardiac Linear
(mesendederm crescent heart tube

specification)
microRNAs
miR-302-367 cluster miR-427 miR-218 family  miR-218 family miR-1 family
mIR-17-82 cluster miR-302-367 cluster mIR-143 family  mIR-138 family mIR-133 family
miR-99a/let-7¢ miR-17-92 cluster miR-17-92 cluster
miR-15 family
miR-120 family

miR-302-367 cluster

Figura 1.9. Algunos microARNs identificados por jugar un papel importante en

distintas etapas del desarrollo cardiaco (Rotini et al., 2018).

Ademds de estos dos microARNs bien estudiados

durante cardiogénesis, existen ya numerosos trabajos que
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describen el papel de otros microARNs en distintos aspectos de
la biologia cardiaca. Por ejemplo, la induccién y represidn de la
cardiogénesis ha sido también relacionada con la expresién del
miR-let7a y el miR-99a, respectivamente (Coppola et dl., 2014).
De hecho, algunos autores sugieren que es la desregulacidn de
este cluster de microARNSs la responsable de las malformaciones
congénicas cardiacas observadas en sujetos con sindrome de
Down (Coppola et al., 2014). El miR-27b ha sido descrito por ser
un elemento modulador del factor de transcripcion Mefac,
esencial, como hemos visto durante la cardiogénesis (Chinchilla
et al, 2011). El miR17-92 promueve la proliferacion de los
cardiomiocitos en etapas embrionarias y postnatales,
protegiendo al corazdn infartado cuando es sobreexpresado
(Chen et dl., 2013). Otros microARNs descritos por participar en
la regulacién de la capacidad proliferativa de los cardiomiocitos
son el miR98, miR-128 y el miR-142, los cuales acttan a través de
la actividad de TFGP en el miocardio en desarrollo (Peng et dl.,
2014). En corazones postnatales y adultos, la capacidad de
proliferar por parte de los cardiomiocitos parece estar dirigida,
al menos en parte, por los microARNs miR-590 y miR-199a

(Eulalio et al., 2012).

También han sido descritos microARNs que regulan
negativamente el ciclo celular en cardiomiocitos. La familia del

miR-15 parece inhibir la proliferacion en células cardiacas
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mediante la represién de mudiltiples reguladores del ciclo celular
(Porrello et al., 2011), induciendo, ademéds, a la entrada de las
células cardiacas en apoptosis mediante la regulacién del factor
Bcl2 (Cimmino et al., 2005). De hecho, la sobreexpresién del miR-
195, un miembro de la familia del miR-15, ya sea en etapas
embrionarias o postnatales, conlleva la aparicién de hipertrofia 'y
fallo cardiaco (Van Rooij et al., 2006; Porrello et al., 2011). Otro
microARN, el miR-320, también ha sido descrito por regular la
muerte celular en cardiomiocitos, habiéndose sugerido como
una posible diana molecular para tratar enfermedades

cardiovasculares de tipo isquemia (Ren et al., 2009).

Una caracteristica importante de las células cardiacas
que se estdn diferenciando es la adquisicién de la maquinaria
molecular que le permita contraerse. En este sentido, dos
isoformas de miosina, la BMHC y la aMHC se expresan en el
corazon de ratén en etapas embrionarias y en corazdn adulto,
respectivamente (Lompre et al., 1984). Algunos miembros de la
familia miomiRs, tales como miR-2083a, miR-208b y el miR-499, se
expresan a partir de secuencias localizadas en regiones
intrénicas de estas miosinas. Su expresién durante el desarrollo
embrionario o en caso de patologia cardiaca sigue paralela a la
de estas proteinas estructurales a las cuales regulan (Callis et al.,
2009). De hecho, se ha puesto de manifiesto que en caso de

estrés cardiaco, miR-208 es responsable de la aparicion de
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fibrosis y re-expresion de la isoforma fetal de miosina BMHC,
algo caracteristico cuando se produce una reactivacion del
programa molecular fetal en patologias cardiacas (Van Rooij et
al., 2007; Callis et al., 2009; van Rooij et dl., 2009). Nuevamente,
alteraciones de alguno de estos microARNs son responsables de
importantes alteraciones cardiacas. Aunque se ha constatado
que el miR-208 no es esencial durante el desarrollo embrionario
(Van Rooij et al., 2007; Callis et al., 2009;), si se ha evidenciado
que este ARN no codificante es esencial en la respuesta a estrés
por parte del miocardio (Van Rooijj et al., 2007), de tal forma que
animales nulos para miR-208 no desarrollan hipertrofia o fibrosis
inducida por calcineurina. Por el contrario, animales que
sobreexpresaron miR-208a, mostraron un patrén cardiaco

compatible con hipertrofia (Callis et dal., 2009).

Ademds de imprimir propiedades especificas a las
células progenitoras cardiacas y a los cardiomiocitos que se
diferencian a partir de éstas, el papel de los microARNs se hace
también muy evidente en eventos morfogenéticos
caracteristicos del desarrollo cardiaco. Tal es el caso de Ia
elongacion del tubo cardiaco en etapas tempranas del
desarrollo cardiaco. El crecimiento del tubo cardiaco se produce
por ambos polos gracias a la adicién de las ya mencionadas
células procedentes del SHF (revisado en Buckingham et al.,

2005). El andlisis de un modelo animal con una deleccién
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simultdnea de Bmp2 y Bmp4 bajo la acciéon del promotor
especifico del SHF, Mef2c-AHF-Cre (Wang et al., 2010), evidencié
un descenso importante de la expresidon de algunos miembros
de la familia miR-17-92. La reduccién de la expresidon de estos
microARNs fue concomitante con una importante alteracién de
la diferenciacion miocardica (Wang et dl., 2010). Este mismo
trabajo demuestra que microARNs de la familia del miR-17-92
regulan negativamente la expresion de Islet1 y Tbx1, genes
importantes en la formacién del SHF (Wang et al., 2010). En este
sentido, animales nulos para miR-17-92 sobreexpresan los dos
factores de trascripcidn mencionados anteriormente,
inhibiéndose, por ende, la diferenciacién a un linaje cardiaco del
SHF. Estos animales mueren poco después del nacimiento
debido a defectos en la tabicacién ventricular y a la presencia de
una doble salida de ventriculo derecho (Mendell, 2008; Wang et

al., 2010).

Otros eventos que tiene lugar durante la cardiogénesis
y que son esenciales para la correcta configuraciéon del corazén
embrionario son el proceso de torsidn cardiaca y la EMT a partir
de células de epicardio. Un estudio llevado a cabo en pez cebra
demostré como miembros de la familia del miR-218, via
regulacion del factor de transcripcidn Tbxs, participan de forma
activa en el looping cardiaco (Chiavacci et al., 2012). Los animales

con una reduccién en los niveles de expresion de miR-218
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presentaron ademads importantes alteraciones morfoldgicas en
las cdmaras cardiacas. De forma similar, la expresiéon del
microARN miR-143 al comienzo del looping parece jugar un papel
esencial en la correcta formacién y funcién de las cdmaras del
corazén embrionario (Deacon et al., 2010). Es por ello que
algunos autores sugieran a estos microARNs, o mds bien a su
desregulacién, como elementos clave en el origen de muchas

malformaciones congénitas cardiacas (Chiavacci et al., 2012).

Por otro lado, la EMT tiene lugar en células del epicardio
para contribuir a la compactaciéon ventricular, desarrollo de
vasos coronarios y cojines endocdrdicos, asi como ser el origen
de los fibroblastos cardiacos. Nuevamente, el papel de los
microARNs en la capa externa del corazén se hace evidente al
deleccionar Dicer de forma especifica en el epicardio. En estos
animales mutantes el proceso de EMT se encuentra
severamente afectado, con una expresidon alterada de
reguladores de EMT tales como Wt1, Snail1 o E-cadherina (Singh
et al., 2011). Como consecuencia, los animales nulos para Dicer en
epicardio mostraron una baja tasa de proliferacion vy
diferenciacion en células epicardicas acompafada de defectos
en la formacién de vasos coronarios, lo cual producia la muerte
de estos animales poco después del nacimiento (Singh et al.,
2011). Ya han sido descritos algunos microARNs como

reguladores potenciales de la EMT, como son el miR-21, miR23b,
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miR-31, miR-103/107, miR-155, miR-199 y la familia del miR-200
(Singh et dl., 2011; Brennum et dl., 2013; Brennum et dl., 2013;
Bonet et dl., 2015). La expresion ectdpica en células epicardicas
del miR-21 promueve la EMT mientras que su antagonista
bloquea este efecto (Bregnnum et al., 2013). Por el contrario,
otros estudios indican la regulacién negativa de la EMT, como es
el caso del miR23b y miR-199 durante la EMT en cojines
endocardicos (Bonet et dl., 2015). De forma similar, el miR-31
inhibe la EMT a través de la represién del factor de transcripcién

Islet1 (Brennum et al., 2013).

Especial interés tienen los microARNs de la familia del
miR-200. Esta familia de microARNs esta compuesta por el miR-
141, miR-200a, miR-200b, miR-200c y el miR-429. Estos
microARNSs han sido estudiados ampliamente en cancer, dada su
participacion de forma importante en procesos tales como
movilidad y migracién celular, EMT y metdastasis en células de
diversos tipos de tumores (revisado en Senfter et al., 2016) En la
mayorfa de los estudios llevados a cabo hasta la fecha, las
células tumorales que presentan alguna de las caracteristicas
mencionadas, como movilidad o EMT, fueron descritas por
mostrar unos niveles de expresién de miR-200 a la baja. Por el
contrario, un estudio llevado a cabo por Guo y colaboradores
(Guo et dl., 2015) demostraba altos niveles de expresién de estos

microARNs en células de cancer de pulmdn. En un contexto
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cardiaco, un solo estudio demuestra que los miembros de Ila
familia del miR-200 presentan una disminucidn de los niveles de
expresion durante la EMT epicdrdica cuando ésta es inducida
con factores de crecimiento (Singh et dal, 2011). Dada la
controversia observada en estos estudios, algunos autores no
descartan un papel diferencial de la familia del mir-200 en

distintos contextos celulares (revisado en Senfter et al., 2016)

En resumen, en los ultimos afios hemos acumulado un
gran conocimiento sobre la biologia de los microARNs. Estos
ARN no codificantes juegan un papel relevante en la modulacién
de la expresidn génica, habiendo propiciado muchos trabajos
que han aportado una valiosa informacién sobre como la
cardiogénesis es regulada a través de microARNs. Debemos
seguir trabajando para descifrar los mecanismos por los cuales
estas moléculas de microARNSs regulan la biologia celular en un
contexto cardiaco, con el fin Ultimo de comprender el origen de
determinadas malformaciones congénitas, asi como acumular
conocimiento para el uso de células madre con fines

terapéuticos.
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miR-27b y miR-23b modulan la diferenciacién a
cardiomiocitos a partir de células madre

embrionarias de raton

2.1 Introduccion

El desarrollo cardiaco se origina a partir de un complejo proceso
en el que se pueden distinguir varias etapas que incluyen la
induccién del mesodermo cardiaco, la formacién de las células
progenitoras cardiacas y el compromiso celular de éstas hacia
linajes vasculares. Cada etapa esta especificamente regulada a
varios niveles, incluyendo los mecanismos a nivel
transcripcional, post-transcripcional 'y post-transduccional

(Srivastava, 2006).

Los microARNs (microARNs) estan implicados en la
regulacién a nivel post-transcripcional de muchos de genes
durante el transcurso de las distintas etapas de la formacion del
corazén, asi como también en el desarrollo de patologias
cardiacas. El papel de los microARNs en el desarrollo cardiaco en
fases tempranas fue revelado por primera vez en un estudio en
el que se bloqueaba la accidn de la enzima encargada de
procesar los microARNs, denominada Dicer (Bernstein et dl.,

2003).
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Otro tipo de estudios llevaron al descubrimiento de microARNs
con un papel relevante en la regulacién de diferentes etapas de
la cardiogénesis en vertebrados, tales como miR-1, miR-15, miR-
133, miR-138 y miR-218 (Zhao et dl., 2007; Ivey et dl., 2008; Liu et
al., 2008; Cordes et al., 2009; Wilson et al., 2010). Teniendo en
cuenta estos datos, se puede afirmar que los microARNs
constituyen actualmente un importante grupo de elementos
reguladores necesarios para que el desarrollo cardiaco se
complete de forma adecuada. Ademds, su conocimiento ha
revolucionado nuestro el entendimiento de las diversas
funciones de RNAs no codificantes en biologia cardiaca. Aln
queda mucho por aprender del genoma humano y de ratén ya
que éstos codifican mas de 4.000 microARNSs, de los cuales solo

unos pocos han sido auin estudiados en un contexto cardiaco.

Por otro lado, las células madre o stem cells representan
una fuente potencialmente atractiva para la obtencién de
células cardiacas con el objetivo de tratar de enfermedades
cardiovasculares. Sin embargo, la mayoria de los beneficios
funcionales encontrados para las stem cells han sido modestos y,
principalmente, debidos a efectos paracrinos mas que a una

diferenciacion directa de éstas a cardiomiocitos.

Durante esta década, los esfuerzos de nuestro grupo de
investigacion han estado centrados en estudiar el papel de

algunos microARNs en un contexto cardiogénico. En este
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sentido, en el afio 2011 (Chinchilla et al., 2011) llevamos a cabo un
andlisis exhaustivo del perfil de expresion de microARNs
durante la maduracién cardiaca. Este estudio mostré que sélo
un grupo relativamente pequefio de microARNs mostraba un
incremento en los niveles de expresidn, mientras que ninguno
manifestaba niveles de expresién disminuidos, apoyando la idea
de que el aumento de los niveles de expresion de microARNs
proporciona un medio para bloquear y/o inhibir ciertos

programas transcripcionales a lo largo del tiempo.

En esta Tesis Doctoral, ponemos de manifiesto que los
microARNs que muestran perfiles de expresion diferencial
temprana durante la maduracién cardiaca, como miR-27b,
inhiben la diferenciacion cardiaca de las ESCs de ratén, mientras
que los microARNs que muestran perfiles de expresion
diferencial tardia, como miR-23b, regulan in vitro el fenotipo de
contraccién durante diferenciacion cardiaca de estas ESCs. Estos
datos apoyan la idea de que el aumento de los niveles de
expresion de microARNs en puntos especificos del desarrollo
temporal durante la diferenciaciéon cardiaca in vitro, modula
progresivamente determinadas vias de sefalizacién, lo que

puede alterar la diferenciacion del linaje cardiogénico.

2.2 Hipétesis
Los microARNs se han postulado como unos importantes

reguladores de la expresién génica en multitud de procesos
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bioldgicos. De hecho, se estima que dos tercios de los ARN
mensajeros en mamiferos se encuentran regulados por

microARNSs (Friedman et dl., 2009).

En la actualidad ya conocemos un listado de microARNs
con un papel relevante en etapas tempranas del desarrollo
cardiaco, como la especificacién del mesodermo cardiogénico o

la formacion del corazén embrionario (Rotini et al., 2018).

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado
anteriormente la expresidon diferencial de microARNs durante
distintas etapas de la cardiogénesis (Chinchilla et al., 2011). En el
estudio pretendemos analizar la hipdtesis de que los miRNAs
miR-23b y miR-27b juegan un papel en los procesos de
diferenciaciéon y maduracion de cardiomiocitos, modulando Ia
adquisicién de un fenotipo cardiaco a partir de células madre

embrionarias de ratén.

2.3 Objetivos
El objetivo general de este estudio ha sido el de modular los

niveles de expresion de miR-23b y miR-27b en ESCs de origen
murino y describir la adquisiciéon de un fenotipo cardiaco en

dichas células.
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Los objetivos especificos de este proyecto son:

- Transfectar ESCs de origen murino con los microARNs miR-23b

y miR-27b.

- Determinar por PCR cuantitativa que las células madre
transfectadas con el miR-27b inhiben la diferenciacidon cardiaca a

través de la regulacion de via de sefializacion Wnt-§ Catenina.

- Determinar por PCR cuantitativa que las células madre
transfectadas con miR-23b modifican el fenotipo contrdctil en
dichas células a través de la regulacion de genes diana

implicados en los canales idnicos cardiacos.

2.4 Material y métodos

2.4.1 Cultivo de ESCs y transfeccion de microARNs
La linea R1-ESC, derivada de la cepa 129 S1/SvimJ, fue
proporcionada amablemente por Andras Nagy (Instituto de
Investigacion Samuel Lunenfeld, Hospital Mount Sinai, Toronto,
Canada). Las ESCs de la linea R1 se cultivaron y se diferenciaron
segun lo descrito previamente (Lozano-Velasco et dl., 2011). Se
designé el dia o cuando los cuerpos embrionarios (EB)
(embryoid bodies), obtenidos a partir de gotas colgantes
(hanging drops), se colocaron en placas. Las dreas de
contraccién espontdnea dentro de los EB fueron registradas

entre 3-4 dias después de ponerlas en cultivo (10-11 dias totales).
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Los ensayos de transfeccién de microARN se realizaron cuando
se cultivaron los EB (dfa 0) tal como se describié previamente
(Lozano-Velasco et al., 2011). El pre-miR-27b y el pre-miR-23b asf
como sus controles negativos se obtuvieron de Ambion (Life
Technologies). Con el fin de mantener los niveles de
sobreexpresion de miRNA durante el cultivo de EB, las
transfecciones de estos microARNs se llevaron a cabo
repetidamente cada dos dias de cultivo, renovando también el
medio de diferenciacién de EB. Los EB o dreas contréctiles (BA,
beating areas) diseccionados se recogieron a los 7 dias de la

transfeccion.

2.4.2 Extraccién de RNA, retrotranscripcién y PCR
cuantitativa
Debido a que los cardiomiocitos que se contraen
espontdneamente constituyen solo una pequefa fraccién de los
EB, las partes de EB que contienen BA se diseccionaron bajo un
microscopio binocular. Los EB, asi como las areas diseccionadas,
se utilizaron para realizar extraccion de ARN y proceder con
reacciones retrotranscripcion. La extraccion de ARN, las
reacciones de retrotranscripciéon y PCR cuantitativa a tiempo
real se realiz6 como se describié anteriormente (Lozano-Velasco
et al., 2011). Los oligonucledtidos especificos para cada gen
analizado, asi como la temperatura de alineamiento y el tamafio

del amplicdn, se muestran en la Tabla 2.1.
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Temperatura Tamaiio
Oligonucledtidos Secuencia de del
alineamiento amplicén

sentido: 5'- TTCTGCAGGAACTACGTGGA -3'
Whnt3a 602C 179 bp
antisentido:5'- AGATAGCAGCTGATCCCTCTG-3'

sentido: 5'- CGACCACAAAGATGTAATGGAG-3’
Brachyury 59.5°C 120 bp
antisentido: 5" AACTGAGGGTGGGAGCTG-3’

sentido: 5’- TGTGCACCTTCACCTACCTG -3’
Kcnk3 59.7°C 203 bp
antisentido: 5’ GGTGATGGCGAAGTAGAAGG-3’

sentido: 5’- ACGCCCTTCAGAAAGTGCTA-3
Kcnhl 62°C 182 bp
antisentido: 5'- GTGGTCAGGAGGCAGGATAA-3’

sentido: 5'-TTCGACCTGCAGGAAAAGTT-3’
C-Troponin T 64°C 133bp
antisentido: 5'-GCACAGCTTTGACGAGAACA-3°

sentido: 5'-CAGCGTCAGAGCGGATACTT-3’
Hcnd 60°C 158bp
antisentido: 5'-TGTGGAGGAGGATGGAGTTC3’

sentido: 5'-CAGAGCCTGAAGAAGCCAAC-3’
Cx40 60°C 178bp
antisentido: 5'-ATGCGGAAAATGAACAGGAC-3’

sentido: 5'-GAGAGCCCGAACTCTCCTTT-3"
Cx43 60°C 158bp
antisentido 5"-TGGAGTAGGCTTGGACCTTG-3"

microRNA-27b  5’-UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC -3’ 60°C 21bp
microRNA-23b  5’-AUCACAUUGCCAGGGAUUACC -3’ 60°C 21bp

Tabla 2.1. Oligonucledtidos para genes especificos, temperaturas de alineamiento

y tamafio del amplicon para PCR cuantitativa.
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2.4.3 Andlisis de datos, andlisis estadisticoy
representacion grafica
Los datos de PCR cuantitativa fueron analizados mediante el
método de AACt descrito con anterioridad (Livak et al., 2001). El
analisis estadistico y representacidon grafica se llevd a cabo

usando el programa Graphpad Prism 6.
2.5 Resultados

2.5.1 miR-27b inhibe la diferenciacion cardiaca in vitro a
través de laregulacion de la via de sefializacion Wnt-3
Catenina

Un andlisis previo realizado en nuestro laboratorio sobre el perfil
de expresion de microARNs durante la formacidn de las camaras
cardiacas, llevado a cabo en tres estadios de desarrollo
diferentes (E12.5, E15.5 y E18.5), revel6 que sdlo un grupo, el cual
representa el 11% de los microARNs analizados, mostraba un
aumento en los niveles de expresion durante esta etapa del
desarrollo (Chinchilla et dal., 2011). Para explorar mas a fondo el
papel de este grupo de microARNs en la diferenciacion hacia
cardiomiocitos, utilizamos el sistema de cultivos in vitro para
diferenciar a cardiomiocitos ESC murinas. Decidimos analizar
primero los efectos de esos microARNs que mostraban perfiles
de expresidn diferencial temprana, como miR-27b. Para este fin,

los EB formados a partir de la linea celular R1 se transfectaron
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con pre-miR-27b justo tras ponerlas en placas de cultivo y se
mantuvieron durante 7 dias en medio de diferenciacién. El
fenotipo cardiaco se analizé en este paso. Se recogieron areas
contractiles aisladas (usando el microscopio y reconociendo
éstas por su latido) y cuerpos embrionarios para su posterior
analisis por gPCR. Tras esto se observé que los EB transfectadas
con miR-27b no llegaban a desarrollar dreas contractiles y
ademds, la expresién de marcadores cardiacos tales como
troponina cardiaca se reducia significativamente, lo que sugerfa
que la diferenciacidon cardiaca estaba inhibida en los EB que

sobreexpresaban miR-27b (Figura 2.1 A-C).

Previamente habfamos demostrado que miR-27b regula
Mef2c en células miogénicas diferenciadas (Chinchilla et al.,
2011). Sin embargo, los miembros de la familia del factor de
transcripcion Mef2 son prescindibles para la especificacion y
determinacion del linaje cardiaco (Black et al., 1998). Buscamos
nuevos genes diana para miR-27b que podrian mediar en la
especificacion cardiaca temprana. Usando analisis
bioinformaticos (software TargetScan) identificamos el gen
Wnt3a como un target putativo para miR-27b (Figura 2.2A). El
analisis por qPCR de las muestras de EBs mostré que Wnt3a
estaba claramente regulado a la baja en EB en los que hay

sobreexpresion de miR-27b (Figura 2.2B) lo que indica que este
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activador de la via candnica Wnt esta regulada por miR-27b en

nuestro sistema.
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Figura 2.1. (A) Sobreexpresion de miR-27b en cuerpos embrionarios (EB) derivados

de células madre embrionarias de ratédn (ESC) analizada por PCR cuantitativa a

tiempo real. (B) Los EB que sobreexpresaban miR-27b no formaban dreas

contractiles (n=22). (C) Perfiles de expresién de troponina cardiaca en EB que

sobreexpresaban miR-27b. (u.a.: unidades arbitrarias). Andlisis estadistico T-student.

Significativo p<0.05.

Por otro lado, dado que en ESC procedentes de ratén la

inhibicion temprana de la via candnica Wnt3a bloquea Ia

expresién de genes marcadores especificos de mesodermo,

como es el caso de Brachyury (Lindsley, 2006), también
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quisimos determinar la expresidn de este marcador especifico
de mesodermo en nuestro modelo experimental de ESCs. Como
se muestra en la Figura 2.2 C, los niveles de expresién de
Brachyury se redujeron claramente en EB con sobreexpresidn de
miR-27b, lo que indica que la pérdida de la induccidn de
mesodermo mediada por Brachyury puede subyacer a la
inhibicidon de la diferenciacién cardiaca en este sistema. Estos
resultados sefialan un papel de miR-27b que regula la
especificacion del mesodermo y, como consecuencia, la

diferenciacion cardiaca de los EBs cultivados.
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Figura 2.2. (A) Representacion esquematica de los sitios de unién de miR-27b en la
region 3°-UTR de Wnt3a segun el algoritmo de TargetScan (www.targetscan.org).
Perfiles de expresién de Wnt3a (B) y Brachyury (C) en EB que sobreexpresan miR-

27b. (u.a.: unidades arbitrarias). Analisis estadistico T-student. Significativo p<0.05.

2.5.2 mir-23b regula el fenotipo contractil durante la
diferenciacion in vitro a cardiomiocitos a partir de ESCs
Posteriormente, probamos los efectos que se originaban en la
diferenciacién a cardiomiocitos in vitro, transfectando aquellos
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microARNs que mostraban los perfiles de expresién tardia
durante la maduracion cardiaca, como miR-23b (Figura 2.3 A). A
diferencia de miR-27b, los EB que sobreexpresaban miR-23b
normalmente desarrollaban dreas contrictiles en una
proporcién similar a los EB de control, lo que sugeria que la
sobreexpresiéon de miR-23b no altera la formacién de areas
contractiles (Figura 2.3 B). Sin embargo, el tamafio de estas
dreas contractiles fue significativamente mayor que el tamafio
de las dreas en las muestras control (Figura 2.3 C-E) mientras que
no se detectaron cambios en los niveles de expresién para
genes de diferenciacién como troponina cardiaca (Figura 2.4 A).
Ademds, encontramos que el nimero de latidos por minuto fue
significativamente mayor en las dreas de latido que
sobreexpresaban miR-23b (Figura 2.4 B), sugiriendo que la
sobreexpresién de miR-23b, en lugar de aumentar Ia
diferenciacién cardiaca, podria modificar el actividad de latido

de cardiomiocitos derivados de ESC.
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Figura 2.3. Sobreexpresion de miR-23b en EBs derivados de ESCs analizada por PCR
cuantitativa a tiempo real (A) y numero de areas contractiles en EBs que
sobreexpresan miR-23b con respecto al control (B). (C-D) Imagen representativa
mostrando el tamafio de las dreas contractiles en EBs que srobreexpresan miR-23b
(D) con respecto al control (C). (E) Porcentaje del tamafio de las dreas contractiles
con respecto al area total del EB (n=20). (u.a.: unidades arbitrarias). Analisis

estadistico T-student. Significativo p<0.05.
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Curiosamente, utilizando algoritmos bioinformdticos como se
menciond anteriormente, identificamos Kcnht, Kcnk3 y Gja1
como genes diana putativos para miR-23b (Figura 2.5). Kcnht'y
Kcnk3, codifican diferentes canales de potasio, que modifican
claramente el potencial de accidn de las células excitables
(Putzke et al., 2007; Stengel et al., 2012) y Gja1 codifica para
Conexina 43 (Cx43), una de las uniones gap de conductancia
répida mas ampliamente distribuidas en el miocardio (Boyett et
al., 2000). El andlisis por qPCR de las muestras de EBs para
Kenht, Kcnk3 y Gjat reveld que Kcnht, Kcnk3 y mas
significativamente Gja1, estaban regulados negativamente en
areas contractiles que sobreexpresaban miR-23b (Figura 2.6 A-
(). También aparecia regulado negativamente el gen para
Conexina 40 (Cx40, Gjas), una conexina que, junto con Cx43 se
expresa abundantemente en el miocardio y en el sistema de
conduccién (Boyett et al., 2000) (Figura 2.6 D). Sin embargo, se
detectd una regulacidn al alza para el marcador especifico de
marcapasos Hcng4 en dreas de latido que sobreexpresaban miR-
23b (Figura 2.6 E). De forma general, estos hallazgos revelan que
miR-23b juega un papel en la modulacién de las caracteristicas
electrofisioldgicas de la diferenciacién a cardiomiocitos a partir

de células madre embrionarias.
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Figura 2.4. (A). Perfil de expresién de troponina cardiaca en EBs que sobreexpresan
miR-23b. (B) Cuantificacion del nimero de latidos por minuto en dreas contractiles
de EBs que sobreexpresan miR-23b (n=15) en comparacidén con areas contractiles
derivadas de la muestra control (n=13) (u.a.: unidades arbitrarias). Analisis

estadistico T-student. Significativo p<0.05.
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Mouse KCNH1 ENST00000271751.4 3" UTR length: 3438

5 ENSTON000Z71751.4
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Conserved sites for niRNA fanilies broadly conserved among vertebrates
i niR-125-5p/351-5p niR-193-9
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niR-124-3p.2
1

TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 7.2: March 2018 Agarwal ef al., 2015
-

Mouse KCNK3 ENST00000302909.3 3' UTR length: 3859

Consegyed Ur~aiRNA fanilies broadly conserved among vertebrates
niR-133-3p.1 iR-9-5p 11R-34-5p/445-5p
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Figura 2.5. Representacion esquematica de los sitios de unién de miR-23b en la
region 3°-UTR de Kcnhl y Kcnk3 segin el algoritmo de TargetScan

(www.targetscan.org). (u.a.: unidades arbitrarias).
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2.6 Discusion

Dado que los beneficios funcionales reportados para las células
madre han sido modestos y principalmente debido a los efectos
paracrinos en lugar de por diferenciacion de éstas hacia
cardiomiocitos  (Porrello, 2013), se necesitan nuevas
herramientas para mejorar la diferenciacidn de stem cells hacia
linajes cardiovasculares especificos. En la dltima década, se ha
descubierto que los microARNs desempefian un papel
importante en la regulacidon de mdltiples funciones bioldgicas,
incluido el control de células madre y la diferenciacién tisular
(Porrello, 2013). Aqui, mostramos el papel de miR-27b y miR-23b
en  cardiomiogénesis  utilizando una  estrategia de

sobreexpresién en células madre embrionarias murinas.

Al principio del desarrollo, las células progenitoras
cardiacas se especifican en la capa germinal mesodérmica y
muchos estudios han demostrado que la formacién de
mesodermo depende de la ruta de sefializacidon candnica Wnt.
De hecho, la pérdida de la funcidn Wnt3a se acompafia de la
ausencia de genes marcadores especificos del mesodermo
(Huelsken et al., 2000; Lindsley, 2006). Aqui, hemos demostrado
que miR-27b regula la diferenciacién cardiaca de células madre
embrionarias murinas mediante la modulacién de la via candnica
de Wnt. Esto tiene como consecuencia la regulacidn a la baja de

los genes especificos de mesodermo, tales como Brachyury.
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Nuestros hallazgos revelan funciones desconocidas hasta el

momento de miR-27b en la especificacion cardiaca temprana.

Por otro lado, la maduracién de cardiomiocitos a partir
de células madre embrionarias requiere la adquisicion de
propiedades electrofisioldgicas que conducen a la formacidn de
un fenotipo cardiaco especifico, como el atrial, el nodal o el
ventricular (Van Den Heuvel, et dl., 2014). Ademads, se sabe que
otros microARNs como miR-1 y miR-133 pueden regular post-
transcripcionalmente las caracteristicas electrofisioldgicas en
cardiomiocitos (Belevych et al., 2011). Aqui mostramos que la
sobreexpresiéon de miR-23b modifica el fenotipo de latido
durante la diferenciacién cardiaca de ESC in vitro. También se ha
observado que la sobreexpresion de miR-23b disminuye Ila
expresion de sus genes diana como Kcnh1, Kecnk3 y Gja1. El gen
Kenht codifica para un canal idnico de potasio altamente
expresado en neuronas y estd involucrado en la proliferacion de
células tumorales (Spitzner et al, 2006). Sin embargo, su
fisiologfa en el corazén permanece en gran parte confusa. Kcnk3
codifica para un miembro de la familia de canales de potasio de
dos poros, los canales TASK-1, que se ha considerado que estan
involucrados en la determinacidn de la duracién del potencial de
accion (Putzke et al., 2007). También, recientemente se ha visto
que la regulacién a la baja de Gja1(Cx43) y Gjas (Cx40) junto con

la sobre-regulacién de Hcn4 es crucial para facilitar del proceso
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de activacion de genes de marcapasos y para la supresién de
genes de miocardio en EBs (Hashem et dl., 2013). Ademds de la
regulacion negativa de Gjat, se ha observado que los niveles de
expresidn para Gjas eran mds bajos y los niveles de expresion
para Hcng mds altos en dreas de latido que sobreexpresaban
miR-23b, lo que sugiere que esta sobreexpresién de miR-23b
conduce a un fenotipo de marcapasos mds definido. Por lo
tanto, nuestros hallazgos sefialan un papel de miR-23b que
define las  caracteristicas electrofisioldgicas de los

cardiomiocitos derivados de las ESC.

2.7 Conclusiones

Las conclusiones obtenidas en este proyecto de investigacion

son las siguientes:

1-. miR-27b tiene la capacidad de inhibir la diferenciacién cardiaca
en ESCs mediante la regulacion de la via de sefializacién Wnt-
Catenina, inhibiendo asi, la expresidon de genes precursores de

mesodermo como Brachyury.

2-. miR-23b es capaz de regular el fenotipo contractil de las ESCs
diferenciadas a cardiomiocitos a través de la regulacion de
genes involucrados en las propiedades electromecanicas del

corazdén, como son Kenht, Kenk3 y Gjat.
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CAPITULO lll: MIR-200B EN LA
ESPECIFICACION Y DESTINO CELULAR DE LAS
POBLACIONES DERIVADAS DEL EPICARDIO.
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3.1 Introduccidén

Recientemente se ha puesto de manifiesto que el epicardio, la
capa externa del corazén, es una poblacién de células
progenitoras locales a considerar para la busqueda terapéutica.
Por tanto, comprender cémo las células progenitoras
enddgenas se comportan localmente y cudles son sus origenes
constituyen pasos fundamentales en el descubrimiento de
métodos para estimular el proceso de reparacién intrinseca y

tratar de reparar un corazén danado.

El epicardio deriva de un grupo de células llamado
proepicardico (PE). Después de que el PE se expanda, las células
migran de esta estructura para poblar la superficie del corazén
sufriendo una transicién mesénquima-epitelio y formar el
epicardio (Duefas et al., 2017). Cuando alcanza la superficie del
corazodn, las células derivadas del proepicardico se someten a un
proceso de diferenciacion mecanica indefinido para convertirse
en el epicardio maduro. El proceso de migracion inicial desde el
proepicardio y su posterior unién al corazén parece implicar la
integrina a4f1 (Duefas et dl., 2017). Las células del epicardio
maduro producen una capa de matriz extracelular entre ellas y
el miocardio, constituyendo asi el denominado espacio
subepicardico. Un subconjunto de células epicardicas se
delaminan del epicardio y se someten a un proceso de transicion

epitelio-mesénquima (EMT) y posteriormente migran al espacio
s
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subepicdrdico denomindandose células progenitoras derivadas
del epicardio (EPDCs). Durante el desarrollo, las EPDCs pueden
migrar al miocardio donde contribuyen a la formacién de las
células del mdasculo liso vascular coronario, fibroblastos
adventiciales e intersticiales (Figura 3.1). No se ha establecido
inequivocamente hasta qué punto las EPDCs pueden participar
en la formacidn de la células endoteliales y cardiomiocitos, asi
como su participacién en la formacidon de los cojines
endocardicos del canal atrioventricular en ratén. Varios estudios
apuntan hacia una posible contribucién de las EPDCs a estos
linajes (Duefias et dl., 2017), pero los problemas técnicos con los
sistemas modelo aplicados han conducido a cuestionar el mapa
del destino de las EPDC (Duefias et al., 2017). Estudios muy
recientes con modelos animales de trazado de linaje celular han
evidenciado que una subpoblacién de células derivadas del
epicardio contribuye a la formacion del endotelio de Ia
vasculatura coronaria (Sengbusch et al., 2002). Sin embargo,
aunque la contribucién directa del epicardio durante el
desarrollo cardiaco para la formacién de diferentes poblaciones
celulares en el miocardio ha sido ampliamente documentada, los
mecanismos moleculares que dirigen las decisiones de destino
de las EPDCs permanecen desconocidos. Ademds de actuar
como una fuente de células cardiovasculares, el epicardio
funciona como un importante centro de sefalizacién, de modo

que se intercambian sefales bidireccionales (factores de
14
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crecimiento tréfico, mitégenos, quimiocinas, etc.) entre el
epicardio y el miocardio cruciales para el crecimiento normal del
musculo cardiaco y el desarrollo de las coronarias (Duefias et dl.,

2017).

Formation

E 9.5-10.5 Epic

Epicardial cells

Figura 3.1: Formacion del epicardio a partir del érgano proepicérdico (PEO) (Imagen
tomada de LifeMap Sciences, Inc. https://discovery.lifemapsc.com/in-vivo-

development/Iateral-plate-mesoderm/proepicardium)

Investigaciones recientes en modelos murinos de IM,
muestran que la lesion miocdrdica conduce a una activacion
epicdrdica incluyendo la proliferacién y expansién del epicardio,

EMT y la migracién de EPDCs. Después de IM, el epicardio
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recapitula inicialmente un programa de expresion génica
embrionario. Los genes epicdrdicos fetales Wt1, Raldh2 y Tbx18
son activados dentro de los primeros dias tras la lesién (Cano et
al., 2016). Por lo tanto, la lesién isquémica representa un fuerte
activador del epicardio, la pregunta principal pendiente es si las
EPDC activadas son capaces de restaurar el tejido cardiaco
perdido. En el corazdn lesionado adulto, la contribucién del
epicardio a la poblacién de cardiomiocitos ha sido objeto de
debate. Algunos estudios recientes han puesto de manifiesto el
potencial de las células epicardicas para contribuir a la
formacion de cardiomiocitos y nuevos vasos (neoangiogénesis)
después de la lesién (Smits et al., 2014). Ademas, estudios
recientes de trazado de linaje celular han puesto de manifiesto
que las EPDCs contribuyen a formar fibroblastos como
respuesta celular predominante después de la lesién (Winter et
al., 2007), demostrando que las células derivadas del epicardio
junto con células mesenquimales derivadas de médula dsea
proporcionan el andamio celular requerido para la deposicién de
colageno en el remodelado cardiaco post-IM que genera la
cicatriz fibrética (Zhou et al., 2012). Estos autores proponen que
la manipulacidn de esta interaccion celular podria ayudar a
minimizar las fibrosis y mejorar las terapias basadas en células

para reparar el corazoén infartado.

116



Capitulo Il

Por lo tanto, el conocimiento de los mecanismos moleculares
que dirigen las decisiones de destino de las EPDCs puede
conducir a la identificacion de dianas moleculares que resulten
de interés como dianas terapéuticas en la remodelacién y

reparacion de tejido tras un IM.

Por otro lado, varios estudios han proporcionado
pruebas de la expresion diferencial de miRNAs durante el
desarrollo y la diferenciaciéon del corazdn, tanto durante la
embriogénesis como en las etapas postnatales (Babiarz et al.,
2012; Vacchi-Suzzi et dl., 2013), apoyando un papel central de los
miRNAs durante la cardiogénesis. Aunque algunos estudios
ponen de relieve la importancia de la biogénesis de los miRNAs
para el desarrollo del corazén, el papel de los miRNAs
individuales en la diferenciacién cardiaca sigue siendo en gran

parte desconocido.

Tal y como se ha mencionado anteriormente uno de los
procesos clave que tienen que llevar a cabo la EPDCs para
comenzar los procesos de diferenciacion durante el desarrollo
del corazén es la EMT. Es interesante sefialar que numerosas
evidencias previas han puesto de manifiesto que uno de los
miRNAs que de forma potente actiia como modulador de la EMT
en el contexto de la fibrosis pulmonary el cancer es el miR-200b

(Li et al., 2019; Rankovic et al., 2019; Soung et al., 2019; Ladak et
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al., 2019), siendo propuesto como un importante candidato para
ser propuesto como molécula terapéutica. En el contexto del
desarrollo cardiaco, es conocido que la EMT juega un papel
fundamental en el desarrollo del epicardio siendo necesaria para
la formacidn del epicardio a partir del proepicardio y para la
diferenciacion de las EPDCs mas tarde (von Gise et dl., 2011;
Scarpa et al., 2015;). En este sentido, datos recientes obtenidos
por nuestro grupo de investigacion mediante RNAseq, han
revelado que el miR-200b es el miRNA mas diferencialmente
expresado entre proepicardio/epicardio asi como entre

epicardio/ miocardio (Duefias et al., en preparacién).

3.2 Hipétesis:

Aunque la contribucién directa del epicardio durante el
desarrollo cardiaco a la formacién de diferentes poblaciones
celulares en el miocardio se ha abordado ampliamente, los
mecanismos moleculares subyacentes al destino del epicardio,
tanto en el contexto del desarrollo cardiaco como en el
seguimiento enfermedad / lesién permanecen sin dilucidar. La
EMT es un proceso clave en el inicio de la toma de decisiones de
destino de las células del epicardio y evidencias previas sefialan
al miR-200b como un importante regulador de la EMT en otros
contextos bioldgicos y patoldgicos. El avance en el
conocimiento de los miRNAs que controlan los procesos de

especificacion de los distintos tipos celulares que conforman el
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corazodn constituye una pieza clave para el desarrollo de nuevas
estrategias que permitan, de forma exitosa, reparar el corazdn.
Por lo tanto, un hito importante a llevar a cabo en este campo es
la identificacién de los miRNAs expresados en tipos especificos
de células cardiacas y vasculares, asi como el andlisis de los
papeles reguladores de estos miRNAs durante la diferenciacién
de los cardiomiocitos, fibroblastos cardiacos y la formacién de

vasos.

Basados en datos preliminares obtenidos en nuestro
grupo de investigacion, la hipdtesis que se plantea en este
estudio es que el miR200b puede estar ejerciendo un papel en el
inicio de toma de decisiones de destino celular de las EPDCS

durante el desarrollo embrionario del corazén.
3.4 Material y métodos

3.4.1 Obtencién de corazones embrionarios
Se seleccionaron embriones murinos en diferentes estadios de
desarrollo, desde E10.5 hasta E16.5. Los embriones fueron
puestos en placas Petri con tampdn fosfato salino a pH 7,4
(PBS). Se procedid a la diseccidn y aislamiento de los corazones
y a su lavado en el mismo PBS para eliminar los restos de sangre.

Tras esto, se realizé la extraccion de ARN.
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3.4.2 Extraccion de RNA, RT-PCR y PCR cuantitativa a
tiempo real.
Para el andlisis de expresidon de miR-200b durante el desarrollo
embrionario y fetal, se extrajeron corazones de embriones de
ratén en diferentes estadios del desarrollo, desde el E10.5 hasta

E16.5 segun se describe en el apartado anterior.

Asi mismo, también se extrajo el ARN de células YFP
positivas e YFP negativas mediante obtenidas mediante
clasificaciéon de células activadas por fluorescencia (FACs;
Fluorescence-Activated Cell sorting) en corazones de embriones

WT1-YFP+.

La extraccion de ARN de todas las muestras obtenidas
se realizé mediante el kit High Pure RNA Isolation Kit (Roche),

siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

Se utilizaron 2pg de ARN por muestra que fueron
cuantificados en NanoDrop™ 2000/2000c (ThermoFisher)
siguiendo las indicaciones de la casa comercial (Isogen). Para
llevar a cabo la reaccidn de la retrotranscriptasa con el kit
Universal cDNA Synthesis Kit Il, 8-64 rxns siguiendo el protocolo
obtenido por la casa comercial (EXIQON). Posteriormente se
realizé una PCR cuantitativa seglin describimos antes (Lozano-
Velasco et al., 2011) con oligonucleétidos especificos para miR-

200b que se muestran en la tabla 3.1 usando como
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normalizadores los controles Control primer set, U6 snRNA (hsa,
mmu) y Control primer set, 55 rRNA (hsa) ambos de la casa

comercial Exiqon.

También se realizd una qPCR en muestras de células
epicardicas (cuya obtencidn se describe posteriormente) en el
que se midieron los niveles de expresién de N-Cadherina, usando
como normalizadores los oligonicledtidos control Gusb
(NM_010368.1)M. musculus 'y Gapdh (NM_008084) M. musculus
ambos de la casa comercial SigmaAldrich y cuyas secuencias se

muestran en la tabla 3.1.

La PCR cuantitativa se midié en el aparato BIO-RAD CFX
Manager siguiendo las instrucciones del proveedor y con el kit

GoTaq® gPCR Master Mix (Promega).
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Temperatura
Oligonucleétidos Secuencia de Tamaiio del amplicon
alineamiento
602C 22pb

miR-200b 5'- UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA-3'

sentido: 5'-GGGGATATTGGGGACTTCAT- 3
N-Cadherina 602C 150 bp
antisentido: 5-~ACCGCTACTGGAGGAGTTGA-3’

sentido: 5’-ACGCATCAGAAGCCGATTAT- 3
Gusb 602C 212bp
antisentido: 5-ACTCTCAGCGGTGACTGGTT-3"

sentido: 5'- CATCACTGCCACCCAGAAGACTG - 3'
Gapdh 602C 170 bp
antisentido: 5'- ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG -3’

Tabla 3.1: Oligonucledtidos para genes especificos, temperaturas de alineamiento y

tamafio del amplicon para PCR cuantitativa.

3.4.3 LNA Hibridacién In Situ
Esta técnica fue realizada usando sondas de deteccidn de acidos
nucléicos (LNA) procedentes de la casa comercial Exiqon. Las
muestras utilizadas fueron criosecciones de corazén de embridn
de ratdén de 20 pm de grosor en los estadios E10.5 hasta E16.5, en
funcién de los resultados obtenidos en la cuantificaciéon por
gPCR de la expresién de miR-200b durante el desarrollo. La
hibridacién in situ se realizd tal y como se describid
anteriormente (Perbellini et al., 2011). También se realizé la

hibridacidén in situ en criosecciones de muestras de corazones de
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ratones WT1-YFP y G2-GATA4-YFP cedidos amablemente por el
grupo de investigacion del Dr. Ramén Mufoz-Chapuli y el Dr.

José Maria Pérez Pomares de la Universidad de Mdlaga.

Secciones de 20 ym fueron secadas durante 30 minutos
a 4° Cy fijadas en paraformaldehido (PFA) (PanReac) al 2% otros
30 minutos. Después se les realizaron 5 lavados de dos minutos
cada uno en tampdn fosfato salino a pH 7,4 (PBS) e incubadas 10
minutos en una solucién de H,0, al 0,03% en PBS a temperatura
ambiente. Tras esto, las criosecciones fueron permeabilizadas
durante 5 minutos en acetona al 2% en PBS y tratadas con
formamida al 30% y 2xSSC (tampdn salino sodio-citrato) durante
10 minutos para favorecer la hibridacién de la sonda a

temperaturas inferiores a 50°C.

Luego, las criosecciones fueron hibridadas con la sonda
LNA-Detection Probe hsa-miR-200b-3p double DIG (digoxigenin)
20nM de la casa comercial Exigon, durante 2 horas a 37°C. Tras
esto, fueron lavadas primero en formamida al 30% en 2xSSC a
45°C durante 30 minutos y 2xSSC a 45°C por 15 minutos. Luego,
un lavado en 1xSSC a 45°C 15 minutos y 1xSSc a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Las secciones se incubaron
después con suero de cabra al 5% y 2% de BSA (albumina de
suero bovino) en PBS durante 20 minutos a temperatura
ambiente a lo que siguié un tratamiento durante toda la noche a

4°C con anticuerpo anti-digoxigenina (conjugado con fosfatasa
123



Capitulo Il

alcalina de la casa comercial Roche, en una concentracién 1:2000

en PBS+2% BSA.

La hibridacion de la sonda fue visualizada por una
reaccion de color con NBT (nitroblue tetrazolium) y BCIP (5-
bromo 4-cloro 3-indolil fosfato) (Sigma-Aldrich) tras una

incubacién de 8 horas a temperatura ambiente.

3.4.4 Cultivos de células de epicardio desde explantes de
ventriculo.
Para el cultivo de células de epicardio se utilizaron ventriculos de
embriones de ratén en estadio E12.5. Se extrajeron los
corazones de estos embriones y se seccionaron y desecharon las
auriculas quedando con la porcién ventricular Unicamente. Se
lavaron en PBS para minimizar la concentracidn de sangre y se
dispusieron boca abajo (con el dpex hacia arriba) en placas de
cultivo en medio de cultivo con un 89% de DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) de la casa comercial Lonza; un 10% de
FBS (Suero bovino fetal) (Thermo Fisher) y 1% de
Penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich). En este caso se
eligieron placas de cultivo de 8 pocillos (8 Well Chamber,

removable Ref.:80841) de la casa comercial IBIDI.

Se incubaron a 37°Cy 5% de CO,y el medio de cultivo se
renovaba cada tres dias. Mediante microscopia dptica se

observaba la migracién de las células epicdrdicas hacia la base
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adherente de la placa de cultivo. A las 72 horas se quitaron los
ventriculos quedando solamente las células epicdrdicas

adheridas.

De estos cultivos celulares, una parte se utilizd para
realizar inmunocitoquimica segln se describe posteriormente, y
otra parte fue tratada con Tripsina (SigmaAldrich) y FBS con el
fin de pasarlas a tubos Eppendorf para aislar su ARN y
cuantificar su expresién de N-Cadherina mediante qPCR segtn

se describe anteriormente.

3.4.5 Transfecciones de pre-miR-200b y antimiR-200b
En el momento de la puesta de los ventriculos en cultivo para
obtener células de epicardio, se realizd la transfeccién con pre-
miR-200b (hsa-miR-200b-3p. Pre-miR™ miRNA Precursor. snmol) y
antimiR-200b  (hsa-miR-200b-3p Anti-miR™ miRNA Inhibitor.

s5nmol) ambos de la casa comercial Thermo Fisher.

Para ello se utilizé medio de cultivo Opti-MEM  (Reduced
Serum Medium), medio utilizado con reactivos de transfeccién
de lipidos catidnicos (Thermo Fisher) y Lipofectamina
(Lipofectamine 2000), compuesto lipidico que se emplea en los
experimentos de transfeccidn realizados en células eucariotas

(Invitrogen).
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Para la transfeccién, se afiadieron, por separado, 50 pmol. del
pre-microR-200b y otros 50 pmol del anti-miR200b en 250 pl de
medio Opti-MEM en dos tubos eppendorf. Por otro lado, se
afiadieron 2.5 pl de Lipofectamina a 250 pl de Opti-MEM a otros
dos tubos eppendorf. Tras homogeneizar el contenido de los
tubos. La solucién que contienen el pre-miR-200b y la que tiene
el antimiR-200b se mezcla con la solucién que contiene
Lipofectamina y se incuban los tubos durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Durante este tiempo tiene lugar la
formacidn de los complejos lipido-ARN entre la Lipofectamina y
el pre-miR y/o anti-miR, lo cual permitird mas tarde la entrada de
éstos en las células. Esta mezcla de 500 pl de Opti-MEM que
contiene Lipofectamina y el pre-microRNA se afiade a la placa de
cultivo en la que previamente se habian anadido, por pocillo, 1,5
ml de medio de cultivo sin penicilina/estreptomicina. Se
transfecté un pre-miR y un anti-miR por pocillo, y aparte se
realizaron dos pocillos control, en los que se puso
Lipofectamina y Opti-MEM pero no se afiadidé ningin pre-miR ni

anti-miR. Se incuban las placas a 37°Cy 5% de CO,.

Se repetird la transfeccién con su correspondiente cambio
de medio de cultivo cada 3 dias durante 7 dias con el fin de evitar
la degradacién y desaparicion de los pre-miRs y anti-miRs

transfectados a lo largo del tiempo.
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3.4.6 Inmunocitoquimica
Para verificar que en los cultivos celulares obtenidos a partir de
explantes de ventriculos habia presencia de células procedentes
del epicardio, se realizaron experimentos de inmunocitoquimica
con el marcador WT1 a las 24 horas de cultivo de explante y
después de retirar los ventriculos. Una vez eliminado el medio
de cultivo de la placa, se realizaron dos lavados en PBS para asf
eliminar los posibles restos de medio de cultivo y se fijaron las
células PFA al 4% en PBS durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

Tras fijar las células, se elimina el PFA y se volvieron a

hacer dos lavados con PBS.

Para permeabilizar las células, se usé 1 ml de una
solucién de TriténX-100 (PanRedc) mas 50mM de NH,Cl durante
diez minutos a temperatura ambiente. Tras volver a lavar con
PBS se aplicd la solucidn bloqueante compuesta por PBS+0,2%

de gelatina (SigmaAldrich) durante diez minutos.

Se procedid después a la incubacién durante 8 horas a
temperatura ambiente del anticuerpo primario Anti-Wilms
Tumor Protein antibody (WT1) de la casa comercial Abcam. El
anticuerpo primario se encontraba diluido en la solucién
bloqueadora de PBS+0,2% de gelatina. Una vez realizada la

incubacidn con el anticuerpo primario y tras lavar la muestra con

127



Capitulo Il

PBS, se afiadid el anticuerpo secundario con un fluoréforo y se
dejé durante treinta minutos a temperatura ambiente. Se
volvieron a lavar las muestras y se afiadié la tincién nuclear, en
este caso usamos DAPI (4',6-Diamidine-2"-phenylindole
dihydrochloride) (SigmaAldrich) para visualizar los nucleos

celulares.

3.4.7 Analisis estadistico
En todos los experimentos se realizaron 3 réplicas bioldgicas.
Los datos obtenidos fueron analizados usando el software
Prism6 con el que se realizaron los test estadisticos ANOVA y T-

Student.
3.5 Resultados

3.5.1 miR-200b se expresa entre los estadios E12.5 y E16.5
durante el desarrollo cardiaco.

Para dilucidar si el miR-200b se expresa en el corazdn durante el
desarrollo embrionario, se llevd a cabo una gRT-PCR en
corazones embrionarios de ratdn a diferentes estadios del
desarrollo. Como muestra la Figura 3.2, el miR-200b comienza a
expresarse en corazones embrionarios a E12.5, se mantiene a
E13.5 y presenta un pico de expresion a E15.5 siendo
indetectable desde E16.5. Estos resultados demuestran que el
miR-200b presenta un perfil de expresion muy restringido
durante la carcinogénesis.

128



Capitulo 1l

1.5 ——
o 1
2
©
210
®
2
5
205
-

Q
X
o

L L
e10.5 ells el2.5 el35 el5.5 el16,5

Figura 3.2. Expresion de miR-200b durante el desarrollo cardiaco. Test estadistico

ANOVA

Uno de los eventos biolégicos mas significativos que ocurre
durante la cardiogénesis entre los estadios E12.5 y E15.5 es que,
una vez que se establece el epicardio, las células epicdrdicas
comenzaran directamente a participar en la formacién de la
composicion celular del miocardio. Durante estos estadios del
desarrollo, un subconjunto de las células epicardicas se
someterd a una EMT; las células epicdrdicas adquieren
caracteristicas de células mesenquimales; obtienen una
morfologia en forma de huso y adquieren la capacidad de migrar

primero hacia el espacio subepicardico (EPDCs) y después hacia
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el intersticio miocardico, donde pueden diferenciarse en
diferentes tipos de células y contribuir al desarrollo y Ia
maduracién del miocardio (von Gise et al., 2011; Scarpa et dl.,
2015). Teniendo en cuenta que la expresion del miR-200b
coincide con el inicio de la EMT en las EPDCs; para corroborar los
perfiles de expresion de este miRNA e investigar su localizacion
en el tejido cardiaco realizamos un andlisis de expresién

mediante LNA-in situ.

A E10.5 no se detectd ninguna sefial de expresidn para
miR-200-b en el corazén embrionario (Figura 3.3) corroborando
que el miR-200b no se expresa en el corazén a este estadio del

desarrollo.
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Figura 3.3.: Hibridacion LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de

corazon a E10.5. CN: Control negativo. A: atrio comun. V: ventriculo comun.

Sin embargo, a E12.5 la hibridacién LNA in situ mostré
sefial de expresion de miR-200b en células de la capa mas
externa de corazdn, compatible con la localizacidn de las células
epicardicas (Figura 3.4-flechas azules). Asi mismo detectamos
sefial de hibridacion en algunas células en el interior del

miocardio (Figura 3.4-flechas rojas).
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Figura 3.4: Hibridacion LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de
corazén a E12.5. CN: Control negativo. AD: atrio derecho. Al: atrio izquierdo. VD:

ventriculo derecho. VI: Ventriculo izquierdo.

De forma semejante, los perfiles semejantes de
expresidon para miR-200b por hibridacidn LNA-in situ a E13.5
indican que este miRNA se expresa en algunas células de la
envuelta externa del corazén en auriculas y ventriculos; asi

como en algunas células en el interior del miocardio (Figura 3.5).
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Figura 3.5: Hibridacion LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de
corazon a E13.5. CN: Control negativo. AD: atrio derecho. Al: atrio izquierdo. VD:

ventriculo derecho. VI: Ventriculo izquierdo.

Asi mismo, a E15.5 el miR-200b presentd una expresion

similar en el corazdn a este estadio del desarrollo (Figura 3.6).
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Figura 3.6: Hibridacion LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de
corazon a E15.5. CN: Control negativo. AD: atrio derecho. Al: atrio izquierdo. VD:

ventriculo derecho. VI: Ventriculo izquierdo.

Sin embargo, a E16.5 no se detectd marcaje para el miR-
200b en el corazdn, indicando que este miRNA deja de
expresarse en el corazén a este estadio del desarrollo (Figura

3.7)-
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Figura 3.7: Hibridacidon LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de
corazén a E16.5. CN: Control negativo. AD: atrio derecho. Al: atrio izquierdo. VD:

ventriculo derecho. VI: Ventriculo izquierdo.

En conjunto esto resultados indican que el miR-200b se
expresa en el corazdn en desarrollo entre los estadios E12.5 y
E15.5 en una subpoblacién de células que recubre la capa
externa del corazén (epicardio), asi como en algunas células en

el interior del miocardio.
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3.5.2 miR-200b estd presente mayoritariamente en una

subpoblacion de células del epicardio y su progenie.
Para identificar las poblaciones celulares derivadas del epicardio
que expresan miR-200b hemos utilizado 2 lineas diferentes de
ratones  reportero:  Wt1Cre-eYFP, = G2GATA4Cre-YFP y
suministradas por el grupo del Dr. Pérez-Pomares de Ia
Universidad de Mélaga (en colaboracion). La linea Wt1Cre-eYFP
nos permite identificar a células epicdrdicas de origen en el
proepicardio, asi como trazar sus células derivadas del epicardio
(Zhou et dl., 2012). La linea G2GATA4-YFP nos permite trazar las
células derivadas del epicardio que contribuyen a la formacién
de la wvasculatura coronaria (células endoteliales 'y
perivasculares)(Cano et dal., 2016). Los embriones de estadios
entre E12.5 y E15.5 procedentes de estas lineas de ratones
transgénicos (cedidos por el Dr. Pérez-Pomares) han sido
procesados para hibridacion LNA-situ utilizando la sonda hsa-

miR-200b-3p; miRCURY LNA™ (Exigon).

Las LNA-in situ para miR-200b en embriones WtiCre-
eYFP positivos en estadio E13.5 (Figura 3.8) muestran que,
mayoritariamente, las células que expresan el miR-200b, tanto
en la superficie del epicardio como el espacio subepicérdico e
interior de miocardio, corresponden a células YFP+ positivas.
Estos resultados demuestran que el miR-200b estd presente

principalmente en células WT1 positivas en el corazén en
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desarrollo, indicando que este miRNA se expresa en una
subpoblaciéon de células epicardicas (EPDCS) en el epicardio asf
como en células derivadas del epicardio (EPDCs) que invaden el
espacio subepicardio y el miocardio a estas etapas del desarrollo

embrionario.

Figura 3.8: Hibridacion LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de
corazones de embriones Wt1Cre-eYFP a E13.5. AD: atrio derecho. Al: atrio izquierdo.
VD: ventriculo derecho. VI: Ventriculo izquierdo. Flechas indican co-localizacion YFP

y miR-200b.
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Asi mismo, para analizar mas en profundidad la expresién del
miR-200b en EPDCs, realizamos un aislamiento de las células YFP
positivas e YFP negativas mediante FACs en corazones de
embriones WT1-YFP+ de estadio E13.5. El andlisis por RT-PCR de
la expresion del miR-200b en las células aisladas por FACs
demuestra que la expresion de este miRNA es mds de 4 veces
superior en las células YPF positivas que en las células YFP
negativas (Figura 3.9). Estos resultados corroboran que el miR-
200b se encuentra expresado mayoritariamente en las células

EPDCs en el corazén embrionario.
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Figura 3.9: RT-PCR para el miR-200b en células extraidas mediante FACs de

embriones Wt1Cre-eYFP a E13.5. Analisis estadistico T-Student. Significativo p<0,05.
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La linea de ratones transgénicos G2-Gata4Cre-eYFP identifica
especificamente a una subpoblacidn de progenitores de
endotelio  coronario que proceden del septum
transversum/proepicardio y que invaden el miocardio a partir del
estadio E12.5 para formar la mayor parte del endotelio de las
arteriolas coronarias intramiocardicas (Cano et al., 2015). Los
experimentos de LNA in situ en embriones G2-Gata4Cre-eYFP
positivos en estadio E13.5 (Figura 3.10) muestran que,
mayoritariamente, las células que expresan el miR-200b, tanto
en la superficie del epicardio como el espacio subepicdrdico e
interior de miocardio, corresponden a células YFP+ positivas.
Estos resultados demuestran que el miR-200b estd presente
principalmente en células epicardicas procedentes del septum
transversum en el corazén en desarrollo, indicando que este
miRNA se expresa en una subpoblacién de células epicardicas
(EPDCS) progenitoras del endotelio de los vasos coronarios que
invaden el espacio subepicardio y el miocardio para formar

endotelio coronario.

139



Capitulo Il

E13.5

“"miR200b DY e2zatadcreYFP

r‘& % -—-—.‘ P DAP!

miR200b

Figura 3.10: Hibridacion LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de
corazones de embriones G2Gata41Cre-eYFP a E13.5. AD: atrio derecho. Al: atrio
izquierdo. VD: ventriculo derecho. VI: Ventriculo izquierdo. Flechas indican co-

localizacién YFP y miR-200b.

Asi mismo, para analizar mds en profundidad la
expresion del miR-200b en EPDCs, realizamos un aislamiento de
las células YFP positivas e YFP negativas mediante FACs en
corazones de embriones G2Gatag-YFP+ de estadio E13.5. El
analisis por RT-PCR de la expresion del miR-200b en las células
aisladas por FACs demuestra que la expresidn de este miRNA es

mas de 5 veces superior en las células YPF positivas que en las
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células YFP negativas (Figura 3.11). Estos resultados corroboran
que el miR-200b se encuentra expresado en una subpoblacidn
de células EPDCs procedentes del septum transversum en el

corazon embrionario.
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Figura 3.11: RT-PCR para el miR-200b en células extraidas mediante FACs de
embriones G2Gata4Cre-eYFP a E13.5.

En conjunto, estos resultados claramente demuestran que
el miR-200b se expresa principalmente en subpoblaciones de
células epicdardicas que provienen del proepicardio asi como en
poblaciones de progenitores epicardicos que proceden del
septum transversum y que ingresan en el espacio subepicardico

141



Capitulo Il

y miocardio entre los estadios E123.5 y E15.5. Estos hallazgos
indican que este miRNA podria estar jugando un papel o en los
procesos de EMT de las EPDCs o en su movimiento a través del

miocardio.

3.5.3 EImiR-200b juega un papel en la movilidad de las
células epicardicas.
Tal y como indican los resultados obtenidos en el apartado
anterior, el miR-200b estd presente en una subpoblacién de
células del epicardio y de sus células derivadas (EPDCs) que
ingresan en el miocardio entre los estadios E12.5 y E13.5. Asi,
para dilucidar si este miRNA puede estar jugando un papel en los
procesos de EMT y los movimientos de migracion de las EPDCs a
través del miocardio se realizaron experimentos de pérdida y
ganancia de funcidon del miR-200b en cultivos primarios de
células epicardicas obtenidos a partir de explantes de

ventriculos en estadio E13.5.

En primer lugar, para verificar que los cultivos celulares
obtenidos a partir de explantes de ventriculos estaban
enriquecidos en células procedentes del epicardio, se realizaron
experimentos de inmunocitoquimica con el marcador WT1 a las
24 horas de cultivo de explante y después de retirar los
ventriculos. Tal y como se observa en la Figura 3.12,

aproximadamente el 90% de las células son WT1 positivas, lo que
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indica que los cultivos primarios estdn altamente enriquecidos

en células de epicardio indiferenciadas.
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Figura 3.12: Inmunocitoquimica para WT1 en cultivos de células de epicardio

obtenidos de explantes de ventriculos de embriones de ratén en estadio E13.5.
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Asi, estos cultivos primarios de células epicdrdicas se utilizaron
para realizar ensayos in vitro de pérdida y ganancia de funcién
de miR-200b mediante transfeccion con lipofectamina del
premiR-200b para los experimentos de ganancia de funcidn, y
con el anti-miR200b para los experimentos de pérdida de

funcidn.

La sobreexpresion e inhibicién del miR-200b en los
cultivos de células epicdrdicas transfectadas con premiR-200b y
antimiR200b respectivamente fue corroborada en cada caso
mediante RT-PCR cuantitativa. Como se observa en la Figura 3.13
los niveles de expresion para el miR-200b las células
transfectadas con pre-mir200b son muy superiores con respecto
a los niveles en células control transfectadas solo con
lipofectamina. Asi mismo, los niveles de expresién de miR-200b
en las células transfectadas con el anti-miR-200b son
significativamente inferiores en relacidn a las células control.
Estos resultados corroboran la pérdida y ganancia de funcién de

miR-200b en nuestro sistema in vitro.
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Expresion de miR-200b en células transfectadas
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Figura 3.13: RT-PCR para miR-200b en células epicardicas control y transfectadas

con premiR y antimiR-200b.

Es bien conocido que, una vez que se establece el
epicardio, las células epicardicas comenzardn directamente a
participar en la formacion de la composicion celular del
miocardio. Asi, un subconjunto de las células epicdrdicas se
sometera a un proceso conocido como transicién epitelial a
mesenquimal (EMT) (Essafi et al., 2011). Ha sido previamente
establecido que la expresidn de N-cadherina en las células que
llevan a cabo la EMT es esencial para la formacién de los
[lamados “contactos de inhibicién de la locomocién” (CIL), un
proceso que permite el movimiento celular entre células dentro
de un tejido y que juega un papel fundamental en la invasién de
células cancerigenas y en la migracién celular durante el

desarrollo embrionario (von Gise et al., 2011). Asi, para evaluar si

146



Capitulo Il

el miR-200b puede modular la adquisicion de un fenotipo
migratorio en las EPDCs, los niveles de N-cadherina se
cuantificaron mediante RT-PCR en los cultivos primarios de
células epicardicas transfectadas con pre-miR-200b y antimiR-

200b (Figura 3.14).
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Figura 3.14: RT-PCR para N-cadherina en células epicardicas control y transfectadas

con premiR y antimiR-200b.

Los resultados obtenidos por RT-PCR indican que la
expresion de N-Cadherina se encuentra incrementada al doble
en los cultivos de células epicdrdicas transfectadas con premiR-
200b con respecto a las células control (Figura 3.14). Asi mismo,
los niveles de expresion de N-cadherina, aunque no
significativamente, muestran una tendencia a disminuir en las
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células transfectadas con el antimiR-200b (Figura 3.14). Estos
resultados indican que el miR-200b juega un papel regulando los

niveles de expresion de N-cadherina en células epicardicas.

Basados en estos resultados, nos planteamos investigar
el efecto posible efecto del miR-200b en la locomocién y/o
movimiento de las células del epicardio. Para ello, los cultivos
primarios de células epicardicas fueron transfectadas con
premiR-200b y antimiR-200b, tefiidas con Dil y monitorizadas a
evaluacién de su movimiento mediante Confocal Live Cell
Microscopy durante 48h. En los videos obtenidos (Figura 3.15) se
observé que las células transfectadas con el premiR-200b
mostraban mayor motilidad que las células control; mientras

que las células transfectadas con el antimiR-200b parecian tener

una motilidad disminuida con respecto al control (Figura 3.15).

Control premiR-200b antimiR-200b

Figura 3.15: Videos en células epicardicas control y transfectadas con premiR y antimiR-200b y
tefiidas con Dil.
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Para verificar estos resultados se realizé una cuantificacion de
los movimientos celulares evaluando el nimero de células que
mostraban motilidad (Figura 3.16), asi como cuantificando la
distancia recorrida en nm de los movimientos de las células

(Figura 3.17) (migracién celular).

Tal y como se observa en la Figura 3.16, el nimero de
células con motilidad es significativamente superior en las
células transfectadas con el premiR-200b con respecto a las
células control. Sin embargo, el nimero de células con motilidad
se encontraba disminuido en las células transfectadas con
antimiR-200b  (Figura 3.16), indicando que el miR-200b

incrementa la motilidad celular en células del epicardio.
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Figura 3.16: Cuantificacion del nimero de células que muestran motilidad.
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Asi mismo, la cuantificacion de la distancia recorrida por las
células, demuestra que la distancia recorrida es
significativamente superior en las células transfectadas con el
pre-miR-200b que en las células control y las transfectadas con

el antimiR-200b (Figura 3.17).
Migracion celular

8- *kkx dodkkk
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Control premiR-200b antimiR-200b

Figura 3.17: Cuantificacion de la distancia recorrida por las células en los cultivos de

células epicdrdicas transfectados con pre miR-200b y antimiR-200b respectivamente.

Por ultimo, para profundizar en el andlisis del efecto del
miR-200b en los movimientos celulares de los cultivos de células
epicdrdicas, se evaluaron los diferentes patrones de movimiento
que desplegaban las células tratadas con anti-miR200b y premiR-

200b (Figura 3.18). Como se puede observar en la Figura 3.18, las
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células transfectadas con el premiR-200b despliegan mayor
variedad de patrones de movimientos sobre la superficie de

cultivo que las células control.

Movimientos descritos por las células con

capacidad de migracion

\ | T ,/”
VAT R AN
1L

Figura 3.18: Evaluacion de los patrones de movimiento en los cultivos de células

epicardicas transfectados con pre miR-200b y antimiR-200b respectivamente.

En conjunto, estos resultados claramente demuestran
que el miR-200b juega un papel fundamental en la regulacién del

movimiento de las células del epicardio.

3.6 Discusion
Las cardiopatias congénitas son las malformaciones humanas
mds comunes. Las alteraciones en el desarrollo cardiaco pueden

conducir a una variedad de enfermedades congénitas. La capa
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de epicardio de células epiteliales que cubre la superficie del
miocardio se ha convertido en un tejido fisiolégicamente
relevante en el desarrollo cardiaco. Uno de los mecanismos
importantes del desarrollo en el corazdn es la transformacidon
epicardica a mesenquimal (EMT) (Vincent et al., 2010). El
epicardio se somete a EMT para formar células progenitoras
derivadas del epicardio (EPDC) que contribuyen al desarrollo y la
maduracién de muchos tipos de células cardiacas, incluyendo
pericitos, musculo liso vascular y células endoteliales que son
criticas para la formacidn de vasos coronarios cardiacos, asi
como fibroblastos intersticiales; que juegan papeles importantes
en la arquitectura cardiaca, también pueden ser fuente de
miocitos cardiacos (He et al, 2004). Por lo tanto, la
identificacion de los factores que regula la EMT en el epicardio
es esencial para comprender la etiologia de las enfermedades

cardiacas.

Los microRNA (miRNA) representan una clase de ARN
pequefios (19-25 nucledtidos) no  codificantes  muy
conservadores evolutivamente que modulan la expresion génica
inhibiendo la traduccién de mRNA o su estabilidad y por lo tanto
regula diversos procesos fisioldgicos (Bernstein et dl., 2003; Kim,
2005). En vertebrados, se han identificado cientos de miRNAs
con patrones de expresién diferencial que van desde ubicuos

hasta altamente especificas de tejido.
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Los microRNAs pueden actuar individualmente o en grupos para
regular una amplia gama de procesos de desarrollo embrionario.
Un método poderoso para investigar la funcion de miRNA en
embriones y tejidos murinos es inactivar genéticamente Dicer,
una endorribonucleasa que escinde pre-miRNA para generar
diplex de miRNA de 22 nucleétidos de longitud (Bernstein et al.,
2003). Estos duplex normalmente se incorporan al complejo de
silenciamiento inducido por RNA multiproteina asociado a
miRNA. Finalmente, una cadena del miRNA es preferentemente
retenido en este complejo y se convierte en el miRNA maduro,
mientras que el filamento opuesto |/ pasajero se elimina del
complejo. El miRNA maduro se une al complementario en las
secuencias de 3 -UTR de los mRNA target y modula su expresion,
ya sea por silenciamiento traduccional, o escision de ARNm,
dependiendo del grado de complementariedad entre el miRNA 'y

su target (Carmell et al., 2004; Alvarez-Garcia et dl., 2005).

En los dltimos 20 afios, se han investigado las funciones
de los miRNA ampliamente durante el desarrollo embrionario y
en diversas enfermedades (Harfe, 2005; Zhao et al., 2007). La
pérdida de la funcién de Dicer en ratones conduce a embriones
letalidad tempranas en E7.5, lo que sugiere que los miRNAs son
esenciales durante desarrollo embrionario temprano (Bernstein
et al., 2003). Asi, la eliminacién de Dicer en células progenitoras

cardiacas utilizando la linea de ratones Nkx2.5Cre conduce a
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letalidad embrionario en E12.5 debido a edema pericardico y
pobre desarrollo ventricular (Zhao et al., 2007). En otro estudio,
utilizando una linea Nkx2.5 diferente se demostré que Dicer es
importante para la muerte celular programada durante la
morfogénesis del tracto de salida cardiaco (Saxena et al., 2010).
Ademds, para comprender el papel de los miRNAs en la
remodelacidn cardiaca, Dicer fue eliminado en los cardiomiocitos
postnatales utilizando la Cre-recombinasa inducible por
tamoxifeno (MHC-MerCreMer) (Da Costa Martins et dl., 2008).
La eliminacién de Dicer en los cardiomiocitos de ratones de 3
semanas resultd en muerte subita dentro de 1* semana debido a
la funcién cardiaca deteriorada. Los corazones mutantes
mostraron remodelacién ventricular leve, dilatacion auricular
dramdtica, hipertrofia de miocitos, desorganizacién de
miofibras, fibrosis ventricular y regulaciéon positiva de
transcripciones de genes fetales (Da Costa Martins et dal., 2008).
Mas especificamente, se ha analizado el posible papel de los
miRNAs en el desarrollo del epicardio deleccionando Dicer
utilizando ratones transgénicos Gatas5-Cre. Estos mutantes
mueren inmediatamente después del nacimiento y exhiben
problemas cardiacos gravas ligados a anomalias en la EMT del
epicardio y formacidn de las coronarias; subrayando la
importancia del papel de los miRNAs en el epicardio (Singh et al.,
2011). En este estudio, un andlisis de la expresién de miRNAs en

explantes de epicardio tratados con FGF2 para estimular la EMT
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evidencié un incremento de la familia de los miR-200 en los
explantes tratados sugiriendo un papel de estos miRNAs en el
epicardio (Singh, et al., 2011). En nuestro estudio, nosotros
demostramos que el miR-200b se expresa en una ventana de
tiempo muy restringida durante el desarrollo cardiaco (E12.5-
E15.5), coincidiendo con los procesos de EMT en el epicardio
durante el desarrollo. Ademds, nuestro andlisis mediante
hibridacién in situ en ratones de las lineas WT1-YFP y G2Gata4-
YFP claramente muestran que el miR-200b se expresa en
subpoblaciones de células epicdrdicas que provienen del
proepicardio asi como en poblaciones de progenitores
epicdrdicos que proceden del septum transversum ingresando
en el espacio subepicdrdico y miocardio entre los estadios E123.5
y E15.5. Asi, estos resultados indican que el miR-200b puede
estar jugando un importante papel en la EMT y/o migracién
celular que realizan las células epicdrdicas durante este periodo
del desarrollo, subrayando la posible contribucién del miR-200b
en los procesos que conducen a la contribucion de las células

epicdrdicas a la formacién del corazdn.

La EMT comienza cuando las células epicardicas pierden
caracteristicas epiteliales como su polaridad apico-basal y sus
contactos célula-célula y reducen la expresidn de las proteinas
de adhesién transmembrana E-cadherina y zdnula occludens-1

(ZO-1). Posteriormente, las células epicardicas adquieren
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caracteristicas de células mesenquimales; con una morfologia en
forma de huso y regulan al alza la expresion de fibronectina, N-
cadherina y metaloproteasas de matriz (MMP). Esto dota a los
EPDC de la capacidad de migrar y poblar el espacio
subepicardico: una capa amorfa rica en matriz que esta presente
entre el epicardio y el miocardio. Desde el subepicardio, los
EPDCs migran hacia el intersticio miocardico, donde pueden
diferenciarse en diferentes tipos de células y contribuir al
desarrollo y la maduracién del miocardio (von Gise et al., 2011).
En este contexto, se ha demostrado que un proceso descrito
como “contacto por inhibicién de la locomocién” (CIL) dirige el
movimiento de una célula en el interior de un tejido (Carmona-
Fontaine et al., 2008). Mas recientemente, ha sido puesto de
manifiesto que las células de la cresta neural durante el
desarrollo adquieren CIL al mismo tiempo que activan su
programa epitelial-mesenquimatoso (EMT) y comienzan a
migrar (Scarpa et al, 2015). Al comparar las células NC
premigratorias y migratorias, estos autores mostraron que el
cambio de expresion de E- a N-cadherina durante EMT es
esencial para CIL; demostrando que antes de EMT, la E-
cadherina inhibe la polaridad celular dependiente del contacto a
través de p120 y Rac1. Ademas, cultivando NC en micropatrones,
fotoactivando diferentes formas de Rac y midiendo las fuerzas
de traccién durante CIL, concluyeron que el interruptor de

cadherina conduce a la ruptura de la unién célula-célula al
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generar mayores fuerzas resultantes de la repolarizacién celular
(Scarpa et al, 2015). En nuestros resultados obtenidos en
cultivos de células epicardicas observamos que la
sobreexpresion de miR-200b conduce a un incremento en la
expresion de N-cadherina, sugiriendo que este miRNA puede
estar potenciando el “interruptor” del cambio de expresién de
las cadherinas, potenciando asi los movimientos de las células
del epicardio. Experimentos adicionales nos ayudaran a dilucidar
si la modulacién del miR-200b de la expresién de la N-cadherina
se bebe a un efecto directo o indirecto. Aunque analisis
mediante targetscan no predice elementos de unién para miR-
200b en la porcién 3'UTR del mRNA de la N-cadherina,

sugiriendo un posible efecto indirecto.

Por otro lado, en los ultimos afios se han aportado
evidencias de la implicacién de diversos factores en los procesos
de la EMT en el epicardio. En este sentido, se ha evidenciado que
la hormona angiogénica, procinética-2 y su receptor PKR1 tienen
un papel en el epicardio durante el desarrollo corazén y en el
corazén adulto (Arora et al., 2016). Asi, La ablacidn genética de
PKR1 en el epicardio conduce a una letalidad parcial embrionaria
y postnatal con desarrollo anormal del corazén. Los defectos
cardiacos del desarrollo se manifiestan en la etapa adulta como
miocardiopatia isquémica con disfuncidn sistdlica. Estos autores

mostraron que PKR1 regula la EMT en las células progenitoras
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derivadas del epicardio (EPDC). Este evento afecta al menos tres
pasos consecuentes durante el desarrollo del corazén: 1.-
Proliferacion de EPDCs y cardiomiocitos implicada en el
engrosamiento de la pared de la cdmara ventricular compacta
externa, 2.-ritmicidad, y 3.-formacién de circulacién coronaria. En
EPDC embrionarios aislados, la sobreexpresién o activacion de
PKR1 altera la morfologia celular y los marcadores EMT
mediante la activacidn de la sefializacién de Akt. La falta de sefial
PKR1 en el epicardio conduce a un desarrollo cardiaco
defectuoso y subyace al origen de la cardiopatia congénita en
ratones adultos (Arora et dl., 2016). Asi mismo, el papel del
citoesqueleto en los movimientos que llevan a cabo las EPDCs
se estd poniendo de manifiesto. En concreto, recientemente se
ha demostrado que la proteina del citoesqueleto miosina no-
muscular 11B (NMIIB) se requiere para la formacién del epicardio
y sus funciones mediando la proliferacién en el miocardio y el
desarrollo de vasos coronarios (Ma, et al., 2017). La ablacién de
NMIIB en las células epicardicas resulta en la interrupcion de la
integridad epicardica con una pérdida de E-cadherina en las
uniones célula-célula y un desprendimiento focal del epicardio
desde el miocardio. Knockout de NMIIB y el tratamiento con
blebbistatina de los explantes epicardicos demuestran un
deterioro en la maduracidon de las células mesenquimales
generadas durante la EMT del epicardio. Esto se manifiesta por

una invasion deteriorada en geles de coldgeno de las células
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mesenquimales derivadas del epicardio y la reorganizacién de la
estructura del citoesqueleto. Aunque hay una marcada
disminucidn en la expresidon de genes mesenquimales, no hay
cambio en Snail (también conocido como Snai1) o expresién de
E-cadherina. Estudios de epicardio especifico Los ratones
noqueados con NMIIB confirman la importancia de NMIIB para
integridad epicdrdica y funciones epicdrdicas en la proliferacion
de miocitos y formacién de vasos coronarios durante el corazdn
en desarrollo (Ma, et al., 2017). Por tanto, estos hallazgos
proporcionan un mecanismo que vincula formacién epicdrdica y
funcidon epicardica a la actividad de la Proteina motora
citoplasmatica NMIIB. Nuestros resultados en los experimentos
de ganancia y pérdida de funcion de miR-200b en cultivos
primarios de células de epicardio demuestran que el miR-200b
favorece la motilidad de las células de epicardio incrementando
y diversificando los patrones de motilidad de estas células. Estos
hallazgos sugieren que este miRNA podria estar de alguna forma
modificando la citoarquitectura celular para imprimir cambios
fenotipicos que favorezcan el movimiento de las células
epicdrdicas. Ya que estudios previos indican que la familia del
miR-200 induce la actividad de las integrinas favoreciendo la
migracién celular en células cancerigenas (Virtakoivu et adl.,
2012); estudios adicionales serdn necesarios para confirmar el
papel del miR-200b en las zonas de adhesidn celular y CIL en el
contexto del epicardio.
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3.7 Conclusiones

1.- El miR-200b se expresa en una subpoblacidn de células

epicardicas y EPDCs entre los estadios E12.5-E15.5 en el corazdn

en desarrollo.

2.-Los experimentos de ganancia y pérdida de funcidon de miR-

200b en cultivos primarios de células de epicardio demuestran

que el miR-200b regula la motilidad celular.
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Abstract: Diverse types of stem cells represent a potentially attractive source of cardiac
cells for the treatment of cardiovascular diseases. However, most of the functional benefits
reported for stem cell have been modest and mainly due to paracrine effects rather than
differentiation into cardiomyocytes of the applied cells. Therefore, new tools need to be
developed m order to mprove the efficiency of stem cell differentiation towards specific
cardiovascular lineages. Here we show that microRNAs that display early differential
expression during ventricular maturation. such as miR-27b, inhibits cardiac differentiation
from mouse embryomic stem cells whereas miRNAs that display late differential
expression, such as miR-23b. regulates the beating phenotype during in vitro cardiac
differentiation from Embryonic Stem Cells (ESCs). This study could have an impact on
regenerative medicine since we showed that miR-27b and miR-23b overexpression
differentially modify the ESC cell fate towards the cardiac lineage.

Keywords: miR-27b; miR-23b; embryonic stem cells
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1. Introduction

Heart development takes place through a complex series of steps, including the induction of cardiac
mesoderm, formation of the cardiovascular progeniter cells and the commitment of cells to the
cardiovascular lineage. Each step is precisely regulated at various levels, mcluding transcriptional,
posttranscriptional and postiranslational mechanisms [1].

microBNAs (miRNAs) have been implicated as critical regulators in cardiovascular development
and pathelogical conditions at posttranscriptional level The essential role of miFENA m early heart
development was first revealed by a knockout study of Dicer, a miENA-processing enzyme. The early
lethality in Dicer mmtant indicated the crucial role of miRNAs I early heart development [2].
Moreover, conditional Dicer deletion in the adult mouse heart causes various cardiac defects and
postnatal lethality [3].

Additional studies led to the discovery of functional miRNAs such as miR-1, miR-15, miR-133,
miR-138, miR-212 in regulating different step of vertebrate cardiogenesis [4-8]. Therefore, miRNAs
now constitute an important component of the regulatory corcuits that govemn heart development and
this knowledge has revolutionized our understanding of the diverse roles of non-protein-coding ENA
in cardiac biclogy. However, with the human and mouse genome encoding over 4000 miENAs, only a
handful of which have been studied in the heart, much remams to be leamed about this new class of
regulatory BINA.

Recently we have reported a comprehensive profile of microRNA expression during cardiac
maturation [9]. This analysis showed that only a relatively small set of microRNAs display increased
expression levels, whereas none display decreased expression levels, supportmz the notion that
increasing microFRNA expression levels provides a means to block and/or inhibit certain transcriptional
programs over time. Here we show that microRNAs that display early differential expression profiles
during cardiac maturation, such as nuF-27b, mhubits cardiac differentiation from mouse embryonic
stem cells whereas miRNAs that display late differential expression profiles, such as miR-23b,
regulates the beating phenotype during in vitro cardiac differentiation from ESCs. These data support
the notion that mereasing expression levels of mucroRNAs in discrete temporal developmental
windows during in vitre cardiac differentiation progressively modulate particular signaling pathways,
which can alter the cardiogenic lineage differentiation

2. Material and Methods
2.1 ESC Culture and microRNA Transfection Assays

F1-ESC line, derived from the 129 51/SvIml strain, was kindly provided by Andras Nagy (Samuel
Lunenfeld Research Institute, Mount Sinai Hospital, Toronto, Canada). R1-ESCs were cultured and
differentiated as previously described [10]. We designated day 0 as when embryonic bodies (EBs),
obtamed from hanging drops, were plated. In general we identified contracting regions within the EBs
between 3—4 days after platmg (10-11 total days).

microBNA transfection assays were performed when EBs were plated (day 0) as previously
described [10]. Pre-muiR-27b and pre-miR-23b and negative controls (a scrambled oligonucleotide,
scrambled-pre-miF) were obtained from Ambion (Life Technologies). In order to maintam miFNA
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over-expression levels during EB culture, miFN A -transfections were repeatedly camied out every two
days of cultunng, as the EBs-differentiation meduim was changed. EBs or dissected beating areas

respectively were collected at 7 days of transfection.

2.2 RNA Isolation, Reverse Transcriptase Reaction and Quantitative Real Time PCR

Because spontaneously contracting CMs constitute only a small fraction of EBs, parts of EBs
contaming beating areas were dissected under a binocular microscope. EBs as well as dissected
specimens were used to perform reverse transcnptase reactions (RT). Total ENA iselation, BT reactions
and quantitative real time PCR. was performed as previously described [10]. Specific primers for each

gene analyzed, annealing temperature and amplicon size are shown in the Table 1.

Table 1. Gene-specific primers, annealing temperatures, and amplicon sizes for quantitative

Real-Time PCR.
2 Annealing Amplicon

Primers Sequence e size
Sense: §-TTCTGCAGGAACTACGTGGA-Y

Waila 60°C 179 bp
Anti 5 AGATAGCAGCTGATCCOCTCTG-S
Sense: - CGACCACAAAGATGTAATGGAG-Y

Brachyury 38.5°C 120 bp
Anti : SP-AACTGAGGGTGGGAGITG-Y
Sense: §-TGTGCACCTTCACCTACCTG-3

Ecnk3 39.7°C 203 bp
Antisense: 3-GGTGATGGOGAAGTAGAAGG-3'
Sense: 5-ACGCCCTTCAGAAAGTGCTA-Y

Ecnhi 62°C 182 bp
Antisense: 3-GTGGTCAGGAGGCAGGATAL 3
Sense: 3-TTCGACCTGCAGGAAAAGTT-3

c-Traponin T 84 °C 133bp
Anti : S-GCACAGCTTITGACGAGAACA Y
Sense: 5'-CAGCGTCAGAGCGGATACTT-Y

Hend 60°C 158bp
Antisense: 3-TGTGGAGGAGGATGGAGTTC-Y
Sense: S-CAGAGCCTGAAGAAGCCAAC-S'

Cxdl 60°C 178bp
Antisense: F-ATGCGGAAAATGAACAGGAC-3
Sense: §-GAGAGCCCGAACTCTCCTTT-3

Cxd3 60 °C 158bp
Antizense F-TGGAGTAGGCTTGGACCTTG-3'

miR 27 F-UUCACAGUGGCUAAGUUCTUGC-3' 60°C 2 bp

miR 23 SCAUCACAUUGCCAGGGAUUACC-Y 60°C 2 bp
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3. Results
3.1, miR-27b Inhibits in Vitre Cardiac Diffeventiation by Modulating Wnt-Beta Catenin Canonical Pathway

Our previous microarray analyses of the microRNA expression prefile during mouse cardiac
chamber formation at three different developmental stages (E12.5, E13.5. and E18.5) revealed that
only a cluster, representing the 11% of the analyzed miRNAs, display increasing expression levels
during this developmental window [9]. To further explore the role of this cluster of miENAs on
cardiomyocyte differentiation we have used the in vitre system to cardiomyocyte differentiation from
murine embryonic stem cells. We decided to analyze first the effects of those microRNAs that display
early differential expression profiles, such as miR-27b. For this purpose, embryos bedies formed from
mouse embryonic stem cell B1 cell line were transfected when platted with pre-muR-27b and cultured
for 7 days on differentiating medium. Cardiac phenotype was analyzed at this step. Isolated beating
areas and embryos bodies were collected for RT-PCE. analyses. Surprisingly we observed that
miR-27b-transfected EBs fail to form beating areas and the expression of cardiac markers such as
c-Troponin T was clearly diminished, indicating that cardiac differentiation was mhibited in the EBs
overexpressing miR-27b (Figure 1A-C, Supplementary Material Figures 1 and 2).

We have previously demonstrated that nuR-27b regulates Mef2¢ in differentiated myogemic cells [2].
However, Mef2 transcription factor fanuly members are dispensable for cardiac lmeage specification
and determunation [11]. Therefore, we have searched for novel miR27 targets, which might mediate early
cardiac specification Using biomformatics analyses (Targetscan software) we identify Watia as a
miR-27k predicted target (Figurel1C). RT-PCE. analyses showed that Whia is clearly down regulated
on EBs-overexpressing miF.-27b (Figure 1D} indicating that this effective activator of the Wnt canonical
pathway is regulated by miR27b in our system. Given that in murine ES cells, the early inhibition of
the canonical Fnia pathway blocks the expression of mesederm specific marker gemes such as
Brachyury [12], we have looked for Brachyury expression m our system. As showed m Figure 1D, the
expression levels of Brachyury was clearly decreased on EBs-overexpressing miF.-27h indicating that
the lost of mesoderm induction mediated by Brachyury may underlay the imhibition of cardiac
differentiation in this system. These results point out a role of miF-27b regulating mesoderm
specification and as a consequence cardiac differentiation from cultured EBs.

3.2, miR-23b Regulates the Beating Phenotype During in Vitre Cardiac Differentiation from ESCs

Next, we tested the effects on in vitre cardiomyocyte differentiation of the microRNAs that display
late differential expression profiles during cardiac maturation. such as miR-23b. In contrast to miF-27b,
EBs overexpressing miF.-23b normally develop beating areas in a similar ratio as to contro]l EBs,
indicating that miF-23b overexpression does not alter beating areas formation (Figure 2A). However
the size of beating areas from EBs ovesrexpressing miF-23b was significantly larger than the size of
control beating areas (Figure 2B.C) whereas no changes in the expression levels for terminally
differentiated genes such as c-troponm T were detected (Figure 2D). Moreover, we found that the
mumber of beats per minute was significantly higher in beating areas-overexpressing muR-23b (Figure 34,
Supplementary Material Figures 2 and 3), suggesting that miR-23b overexpression instead to increase
cardiac differentiation. might be modifying the beating activity of cardiomyocytes derived from ESCs.
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Figure 1. (A) Overexpression of miR-27b in embryonic bodies (EBs) derived from murine
Embryonic Stem Cells (ESCs) analyzed by RT-PCR. (B) EBs-overexpressing nuR-27b fail
to form beatimg areas (n = 22). (C) ¢-Troponin T expression profiles on EBs overexpressing
miR-27b. (D) Schematic representation of the putative microENA binding sites in Wnt3a
3-UTR. region as revealed by TargetScan althgoritm (www.targetscan.org). (E) Wntfa and
Brachyury expression profiles on EBs overexpressing miR-27h.
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Figure 2. (A) Overexpression of miR-23b in EBs derived from murine ESCs analyzed by
RT-PCR and number of beating areas in EBs overexpressing miR-27b respect to control
(B) Representative image showing the size of beating areas in EBs overexpressing
miR-23b respect to control (C) Percentage of the size of beating areas respect to total area
of EBs (n=20). (D) ¢-Troponin T expression profiles on EBs overexpressing miR-27b.
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Figure 3. (A) Quantification of the mumber of beats per minute in beating areas from EBs
overexpressing miR-23b (n = 13) in comparison with beating areas derived from EBs
control {n = 13). (B} Schematic representation of the putative microFNA binding sites in
Henhl and Eenk3 3-UTR regions as revealed by TargetScan algonthm (www._targetscan org).
(C) Henhl, Eenk? and Gjal expression profiles on EBs overexpressing miR-27b. (D) GjaS
expression profile on EBs overexpressing miR-27b. (E) Hend expression profile on EBs

overexpressing miR-27h.
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Interestingly, using bioinformatics algorisms as previously mentioned, we identified Kenhl, Eenk3
and Gjal as predicted targets for ouPR-23b (Figure 3B). Kenhl and Kenk3, encode different potassium
channels, which distinetly modify the action potential of excitable cells [13.14] and Gjal encodes for
connexin 43 (Cx43). one of the fast conductance gap junctions more extensively distributed in the
myocardium [15]. RT-PCR. analysis for Eenhl, Eenk3 and Gjal revealed that Eenhl, Eenk3 and more
significantly Gjal were down-regulated in beating areas overexpressing miR-23b (Figure 3C).
Additionally, connexin 40 (Cx40, Gjaf); which together with Cx43 15 abundantly expressed m the
myocardium and the conduction system but sparsely expressed in the sinoatrial and atrio-ventricular
nodes [15], was found to be also down regulated (Figure 3D). However. an up-regulation for the
pacemaker specific marker Hend was detected in beating areas overexpressing miR-23b (Figure 3E).
Taken together, these findings reveal that miR-23b plays a rele in modulating the electrophysiological
features of differentiating cardiomyocytes from embryonic stem cells.

4. Discussion

Since the functional benefits reported for stem cell have been modest and mainly due te paracrine
effects rather than differentiation of the applied cells into cardiomyocytes [16]; new tools are necessary
in order to improve stem cell differentiation towards specific cardiovascular lineages. In the last
decade nucroPINAs have been found to play important roles in the regulation of multiple biologic
fimetions, including the control of stem cell and tissue differentiation [16]. Here, we report the role of
miR-27b and miR-23b in cardiomyogenesis using an oversxpression strategy in murine embryonic
stem cells.

Early in development cardiac progenitors cells are specified in the mesodermal germ layer and
many studies have shown that the formation of mesoderm 15 dependent on canonical Wnt signaling. In
fact, loss of Wnt3a finction is accompanied by the absence of mesoderm-specific marker genes [12,17].
Here we have shown that miR-27b regulates cardiac differentiation from mmrine embryonic stem cells
by modulating Wnat canonical pathway leading to down-regulation of mesoderm-specific genes such as
Brachyury. Thesa finding reveal previous unknown fimetions of miR-27h on early cardiac spacification.

Cardiomyocyte maturation from embryomic stem cells requmes the acqusition of specific
electrophysiological properties that lead to the formation of specific cardiac phenotype such as atrial,
nodal or ventricular cardiomryocytes [18] and it has been previously reported that miRNAs such as
miR-1 and miR-133 can post-transcriptionally regulate the electrophysiological characteristics on
cardiomyocytes [19]. Here we report that miR-23b overexpression modify the beating during i vitro
cardiac differentiation from ESCs. We have shown that miR-23b overexpression down-regulates the
expression of its putative targets Kenhl. Eenk? and Gjal. The Ecnhl gene encodes a voltage-gated
potassium channel highly expressed in newrons and is involved in tumor cell proliferation [20];
however, its physiological on the heart remain largely unclear. Kenk? encodes for a member of the
two-pore-domain petassium channe] famuly, the TASK-1 chamnels which has been considered to have a
role m determining the action potential duration [14]. Gjal (Cx43) and GjaJ (Cx40) down-regulation
together with Hend up-regulation has been recently reported to be crucial for activation of the
pacemaker gene program, and suppression of the workmg myocardial gene program in EBs [21].
Besides Gjal down-regulation we have found that the expression levels for Gjaj were lower and the
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expression levels for Hend higher in beating areas overexpressing mif-23b suggesting that miR-23b
overexprassion leads to a more defined pacemarker phenotype. Therefore, our findings point out a role
of miR-23b defining the electrophysiological characteristics of cardiomyocytes derived from ESCs.

5. Conclusions

In conclusion, this study could have a relevant impact in regenerative medicine since we showed
that niR-27b and miF-23b overexpression modify the cell fate though cardiac lineage from ECSs.
Additional experiments and further amalyses could leads us to purpose these miENAs as excellent tools
to obtain specific cardiac cell types from ESCs.
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y la patologia cardiovascular

Crego Franco, Estedarda Lazono-Velasoo, Francisce Herdndez-Tomes, Farnando
Banat, Angel Duehas, José Manoal Yiches, Carlas Garcia-Packlls, Mahamad'
Alzoin, Almudana Exposito, Houra Davni Jorge N Dominguss, Ameds £ Ardnecs

Deparameno de Bobge Epecmartal, Unhemidsd de Jadn
rancofngsen e

Resumen

El desarrollo del conaiio es un proceso camplejo dussace el cual & pri-
mordio cardiaco pasa de ser un cubo lireal simécrico a geoerar un Gegine
tetracamenal oo vasos de enceada y de sl independienses. Dismante ks
leimus décodas = ha progresado enormemente en el canocimiento de las
baews modecubares que gabeeman e desareollo cardioviscular. T4 expre-
sifin de factores de crecimiento de b familio Bonps y Fufs es esencial pana
deeerminar o limje cardmogdnice, aceaando asi @ factores de trnscrip-
cudn tales coma Garad, Meflc, Sri'y Nix2.5, que prumueven of desarrallo
miogénxco y o dastioos mieenbos de I familza T-box que promueen b
espeaificackin cameral. Dumnte Jos Gimas anos, Lo identificide de un
grupo de ARNs no codibcantes, eales ;omo los mictoRNAx, goe mues-
tran perfiles de expresida tejido-cspeciicn, ha demosteada que estos des-
empeflan un papel funcional esencial =0 maltiples procesos beoligicos,
imcluida la crrdiogfuesis. En a hesos saliado con de-
talle el papel funcional de distinces micraRNAs durante la cardiogéoesis
¥ hemos coesstatacks que maltples micoKNAS incrementan so expession
durance 1a moduraciin ventricalar. A nivel funcional bemos demostra-
do que miR-27 reguls la expeesion de Mef2e y gue miR-130 eerce un
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papel esencial en la diferenciacifin cardiomingénica. misnims que ocrns
mirmRMN A=, como miR-23 v miR-19%, modulan fante el rigmo de la
ennimecciin durane i diferencmaciin muscular como lo valvelogénesis.
En este capitulo abondamos el papel funcional de distinnes micralNAs
disrantce la cancingd nesis.

Falabras clave: ARDnc, microR N As, cardingénessis, cardispar(is arric-
maggicns

Summary

Cavdiar deerlgpwens it o complex pross By i the el awdage progreue
Jrvm an pyometric fineal Beart toby inte @ raiesieral e wneh dvalaion
it ond awiter cowmaraanr. e ble fonr daeds, v omdvrianrivg on He
wolarlar mecheminmgs drivaing perdiec deelipovenr bay preatly ivwriead, Grouth
Jcaerr ecpreinion ok ar B s P e enorial fo determiae te celfagani:
el .I'ium.;r. activing thy awsl o inanrabiron fector wech ar MWEx2. S, Sof Ma2e
aied Chordadd, wlcli wrv oresioed fo proveste erpageess difforwatiarian awd disnime
T farmmitly evenbers nbur promole chammber-rporific dlerorination, Dver by dast
e, adiwtifiatiig of ded ey RMAL sad o sevolNAL ngaler aurk
thesr tianwesgperific eqprerian profils beve wrareled o move! wseuriol fouctivnal
iy for the nm coding RINAY r oandiaple J i prociin, anclvabing
sardiopenesis Tn o Lobatarary mmwr&;mmm of alisrint
wricrelN AL daring Swert devely W beas sciosriffeed o Lavpye womaler af
MMNAJ differenriodly exproved dvwing ventricalar watevarion. We o

oy o tedd thart nail-27 regwlater M sxpreiion wiily ol
PE o phwiad for corstmepspent offfferarianiae. Deber murolRMAS, ol ar
il 23 il iR - 154 e evsemtical po reguedare carefinorpocpte soovtrctiny s wlro
Dy futesi Fdi 10 rorolforr oot oot Ja s chepten, il alofaneie
s 15 fawcrional role of disting wiorsfNA s dorimg savdivr develapeorent,

Keymarndks: sclNA, sicalflNAs, rerdiogeenris, arvkopthwogaic medioankies

Introduccién
El chesanmllo del cormeio es um process mortogendticon comphefo en el ool inter-

wienen distanns lirajes celalares (Franco & af., 1997, Moooman y Chesodfels,
HI03; de Castro o &/, 2003), El inicio de la furmaciin del omesin =2 comhgur
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con lu formacsdn de das campos cardiogénicos poco despuds del inicie de la
gastrulacsdn, ambaos lados de la Iines media embricoaria (Kelly o o/, 20013
Eistos campos cardiogénions balaterales axperi un proceso de migracifin
#nterior y se fusicoan en la Line media enbriccaria generendo un tobo airdiors
lineal prumitive (Schoenwall y Gurci-Martinez, 1995; Lopex Senchez @ al.,
2002, 2000; Lopez-Sanchez & Garcie-Mircaoez, 201 1), Este tubo carding estd
foemadn poe dos capes, uos caga interna de endotelio, el endocardio y une capa
de mincardio. Poco después de I farmacsdn del tubo lineal, o primar-
dio canisco sufre invatiablemeote una tonién hacia la dececha, movimiena
que origing el ow cardiocs (Lopex-Sanchez a wl,, 2009; Lopez-Sanchez y Gar
r-Murtinez, 201 1) Posteriormente, y zomo consecuencia del plegamiento y
rotaciin ancero-posterioe del embesdn en formacide, ks porcinnes mis caudales
del coranin sufren un movimiento anterior, situando asf lis foracs cémaras
ventriculares en el plana veneesl y lis feruras Gimans sariculares en el plann
corsal, Eo st del d llo s poeden distingnie Cinoo regions on
ol cormadn embrlonacia: seno vencss, suricalxs embrionarias, canal atrioven-
tricular, ventriculo embrivoario y tmce de salida (Chesstadivls o &/, 2000),
Es unpmume destacar que b formacidn de s distinnas estructuras cardioces
ia de la d e de dos subpoblaciomes car-
ciogéricas dimnms (Meilhae ¢ of,, 2005); el campo cardinco primasso, que da
lugar pancipalmente al ventriculo embunnario, particularmence al vencriculo
sequicrdn, y el compa wrdisco secandaro, que odgion el venericulo dececho
crocto de salida en e poccitin angerior, y 4 canal atrioventricular y s aurfculas
embricenring en Ja poecidn posterior (Kdly o al, 2001; Kelly y Backingham,
2002; Kelly o af, 2012; 2004; Watade o al,, 2012), La regidn del seno
venoso parece desarrollarse a partir de wa tercera subpoblacide caebagénics,
pesterive al campo cardeaco secundanio (Christaffels e wl., 2006; Mo 4
 wl., 2006, 2010).
El corazin embriceano mucstes Is formacido de nuevas estructaras dursnte
este periodo. En pamer lugas, 4 nivel dd concen de salida, del canal atreven-
tricolar y en mence medudn del traceo de encrada, ¢l endocandio y el mmcudm

sufren una separecida por la deposicidn de ans «b matriz

generndo bas d inacdos cojines endocirdicos (Eisenberg y Markwald, 1994;
Sugi e af., 2003, 2004), los cuales actisn temporalmente como valvulas de
regulacatn del fujo cardiaco (De Joag & of., 1992). En estos 00|l’!l'b cndud:dl-
cos, el endocurdio experimenca un procso de i
{EMT), auspiciade por sefiulizacidn proveniente ded mincardio tmbnomno,
loaizando ai la matrix extracelular subyacente (Boyer o al., 1999, Pearson &

., 2005: Mercado-Pi | y Runyun, 2007). Este proceso o8 exencinl paen la
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pragressea formacitn de ls vilvalos candiscas. A sa vez, el mincardio es tapizido
externamente por unn puvva Gips cacdaaca, el epicardso, que se ceagind 4 gastic
del proepicardio (PE) {Pérez-Pomanez ¢ al., 1997, 1998, 2002, 2008, Guadix
o al., 2011). Tl epicardio embe onuro experimen igumlmente un procese de
transicidn epetelio-mesénquima. ariginando Lss c@lulas desivadas del epicardio
{EPDNCs) qoe migrn s travds e miccardio embeionario pars geoerss el Gbcoes.
queleto cardiace, wsi come disentas compooentes de la vascalatam coronris
(Pérex-Pomacez ¢ ., 1997, mm. mumh, 2009, Ruiz-Villalha ot f,, 20120

Segoidamente, ¢ i | GNpiEzA & CXperimentar procesos de
sepracide para pummr. de mu (unm. configurar 8 misculo ordiac e dos
circuitus sang w0 sistéenicn y o venos (Feanco o af, 1997

20000). Ls sepracidn d: Jas ciomrss augsculaces se prodece medinnee b fooma-
citn de un sisterma <o dos tabigaes interatrinles de compasicidn esenciulmente
masculss (Webb o ., 20015 Andyrson e af., 2002, 2003; Briggs o o, 2012,
2013; Burns & ol., 2016}, mieceras que Ia separacite de los venericubas se pro-
disce comn consecuencia el crec mieto del sepeo incervencricular (Mooeman &
al., 2003, 2004), de leza esencs izquierds (Franco o al., 2006),
yoe finalmente caeres £n la porcdn mds craoeal can I formacidn del septo -
terventriculur membrnoso. La wparacidn del canal atrivventricular s produce
par la fuside de ks copines endecardios, sl igual que en ¢l taceo de salids, No
obszance, es impartance rexaltar que cEulas derivadas de b crests ovusal conrri-
Buyen 4 Iy carfects sepracidn dd tracto de salaxds (Coaway 2 ol 1997ab, 2000,
Creszao of af,, 199R), si bien no conceibuyen u ln separacian del canal arnoven-
wricular,

1ina vez dmraunnduo los mnnvalu; elementos morfulégivos del conada,
€5 necesarin b un que permata la codrec coocdinocién
en ki contraccida de las nimnraswmnmlams y auriculares; este e el denomia-
do sisterm de conduceida cardaco {(Christoffels y Moorman, 2001). Bl sistema
de (ondumdn cardiaco i fornado par dos nddubos, sinual y striovenriculas,

yun o de ramas de condoccidn cipic (Franco y lear
.b,zom L(oomunnd 1993, 2003; Seeasow & af, 2010, 2011). Aumque el
ocigen y b formacido ded addal: sinuel ha sido parcialk chscrita (Miqueral

w2 wl, 2010), el origen del nidnlo srrivenericukis, del fasciculo comsin y de b
ramas derecha ¢ izguicrds continda sim estar esclarecido mis alli de cooocer que
waeven un lirage comin can el miocardio de mhn;o {Miguerol & af,, 2010),

En las ilrirmas dos ol j dchspm(m moleculares
que gobs bs fi & dtl ha La
especificocidn del mesodermo i¢ inicia con la expn.-snﬁl de factores de craas-
cripeiin tipo T box (Beachyury) (H 1592, He y Kispert, 1994,
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Showell & af, 2004) y del mostidermo antersor con la activacidn ds Mespl §
Mesp (Kiragima er o/, 2000, Sagu o ol 2000; W o o/, 2008; Bondue ¢ &,
2008, 2000, A nivel cardiogénico, ¢l mesadermo cardsugénico es inducido poe
o endodermo primirivo con b expressan de Bmp?2 y Fgf (Andree o ol 1998;
Schlanyge oo, 2000; Kawoi o ol , 2004, Ghatpaode o ol 2006; Lopes-Sancher
e ., 2015ab) blogueando su daminso oo b expresidn de weilalicador Wat en
o «mkrm primitivo (Marvin & of., 2001; Mandal & o, 2017). Este juego
entre activadases ¥ 3 configurs la regadn cardiogénica, gue se caracreri-

za por l expeesicn wmpmnn de factores de mmrnpﬂdn como Nkx2.3 (Lyons
e af., 1995, Harvey, 1996, Harvey o of, 2002). Durante la configuraciin tubo
cardincn inscial s inicia la expresida de discintos miembeos de ls fumilia Gata
(Garad, Gacad y Gatafh) v Mef2 (Mef2abed) (Gosoni o o/, 199; Laverrien
o al., 1994, Charron y Nemer, 1999, MacNeill @ al., 2000). Es importante
sesaltar que, yu desde esee mismo momento, el comado muestra un perfil ma-
Jecular derecha-ixquienda difesencial, dada s expresiin del facror de toanscrip-
cider Paex2 enclosivamente en In porcidn izquierda de las crestas curdiaces y el
posterioe tubo cardiaco inicial (Campione # /1999, 2001, 2002; Franco y
Campaone, 2003; Froneo ot o/, 2014).

La especificocsin ded campo cardings secundario se caracteriz por ke expee-
sadin de Isdee-1 (Sum o o/, 2006 Khattas o ol 2007; Lin & al., 2007; Lisng o
al, 2015), y &5 a partir de este momento cmndo un alto ndmera de factoees de
ceanscrrpeiin de le familin Tobox expersmencan una ex;m.ou difereocisl en dis-
wneas poecxines del corsedn embriopario, imprimiendo asd una d cidn
celular diferencial {Hoogaacs e ., 2007). Gn. L Thxl se expresy en
el tractn de encoads (Mesbub @ o/, 2012; Rama o of., 20143, Tha2 y Thxs se
expresan en fegaanes prospectavas del sistens de aoneduccitn ventricular (Aso-
bessmen o /. 2009, 2000, 201 lab: Verboven o a., 2011; Chasstoffels o of.,
2004; Hoogaars & i, 2004, 2007ab, Bakker @ o/, 2008, 2010; Sigh o /.,
2012); ThaS, en porte de sistema de canduccidn ventriculser v los desvados
del campo caedisco primasso (Plageman v Yurzey, 2004; Harcher er af., 2004;
Takeuchi & ol 2003; Liberatare o o, 2000; Hiroe @ o/, 2001) Thel8, en ¢l
epicardio embrionario y ol seno wwnoso (Christoffels o @l 2009; Narden # of.,
2012), y Thx20, en rodo o] miccard o embricoario (Stenoard @ ol 2003; Sigh
aal, 200%; Co @ of,, 2011; Greulich o o, 2016}

Dursnte el desarrollo de las vilvulas cardssa, distintos companentes mole-
culaevs ban siclo identihosdos igualmente, Las sefisles deteemisances del muocar-
dio del canal urrioventricular y taceo de salivh se producen mediance las vias de
seiinlicacicn Tig-beta y Bmp (Wang « o/, 2005; Mercado-Pimentel y Runpan,
2007 Coaway o af. 2011, Kevathof s al., 2012; Lew et wf., 2015). El endocardio
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valvalar peesenta expresida d: dstineos seceprares Tg0Bmp que promueven la
expresico de factores de transoripeifio Snail/Slug (Xu & af | 2015), iniciando un
peograma de sefalizacadn pan b pdobida de la integesdad laal (cad by
la adquasicidin de camcreristics mesenguimales (vnmmu) (Grego-Bessa e i,
2004; Convway & of. 2011; Kusthof e af, 2012),

El desarrodlo del PEfepacardio embeianario y sus derivodos cardiovasculares
b sido esrudimdo con profusiéa en bos Gl aios. Distintes faceares de taans-
cripeifin como Wel, T¥c21/Tod] y Tbx18 han sido idencificados como marca-
doees ded eprandio (Haenang ¢ Kispere, 2004, Zerg o af., 20115 Adends, Wil
y Tic21/Pod] constituyen elmentos esenciales en la transscsdn epicelio-mesén-
quimz y en In regubacion de a diferencacito del epicardio embrionario en los
distiores Linajes cardiovasculires (Carmaona of of., 2010, Bragsch & &/, 2012;
Greuhich # ol , 2012; Tokeichi @ of , 2013, W e al, 2013). Eo este contexto,
¢l papel de PDGFalpha y FGEF es cambién crocial (Mellgren e @, 2008, Kang
o al, 2008; vans den Akker o, 2008; Kien o &, 2010)

Dusunte muchos st ef degma en la negulacidn de Lo expresidn génica amventa
que o parcir del maolde de ADN gerdimico se orascribéan unos ARN mensajercs
COMA unas | de bind idn gendci quep«mmpnuenn«mu
traducirla § generr asi procenes est bes/fr les En los dleimos afos
este pacadigora ba sido gurcialn modificado e base al desaubdmisnio de los
ARN; no coditicances {Camino o of., 2005; Harmow o 2/, 2012} Lo secusnciacitin
del g coonpleto humane o G que la idadd de genes codilicantes oo
= ngmﬁmu\nmcme mayne qaz el de ocras especies bastanee alejdas Glogenéei-
canmente ¥ que sdemds solo oometionis of 3% did genoma complets. Por e, b
ooayarks del genooma se cocsden como “genoma basura”™. A pancipao de la década
de hus 90 we descubeis que dmmw ARNs que no codificaban proceinas si po-
dian actuar como el | lando la expeeside de otms p
El andlisis Jde b expresion g&m <on tutvss ticoKe de Hxueiiacitn msive b
demostrado que 0 ale grade de e “genoma basun” se macscrbe, pero no se
teaduce, sdentificando asi un papel relevante pam los ARNs no endibicantes. La
diversadad y varabdidad funcooal de estos ARNs no cxdieantes & muy asplia.
Fin koactualidsd, Ios ARNs na codificantes se chsifican #n dos grandes subgrupos,
ssencialmente en base al o de s masmos: ARN no codificances pequaaos
(<200 nt) ¥ ARNs no codifimntes langes (> 200 reXSchonrock o &/, 2012). La
devenachd y vermbalidad fancieal de ssoos ARNS o codaficsanes es muy ampla,
Dentro de Jus ARN no codifcantes pequefios (<200 nc), ks microRNAs coss-
tituyen & i de by el grupo més numenosa y megar exeoadiodo, miences goc on
los ARNs no codificances larg s (> 200 nt) se carmspoocd: con los LincRNAs (leeg
ntvrgenic awn cading RNAS.
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Les microR NAs son ARN po codibicantes oo un umadio de 18-24 nr {Bare
tel, 2004, 2009} Los mucroRNA3 s¢ transcriben apartir de precarsares de 120-
200 ne que forman un bucle palindrém | la ARN poli Il La
magria presenosn wik caperaia 37y estda poliadenibadeos en e exteeme 37 Ls
biogénesis de bos microRNAs es un peoceso altamente estodsado, dunnte «f
cual, b exonuclesss Dicer joegs un papel prmendial tanto en b maduracide
de los miccoRNAs como en su incorporacidn al cxmplejo RISC (Bartel, 2004,
20001, Lin mxeoRINAs son moléculis altamnte conservadas dusante ls evola-
cida que ejercen su paped funcicoal mediance el econocimeento de seosencias
homsélogs complersentariss del ARN jerm, ocigimand In degradacsdan de
este yl’o o ln inhibicxdn de ls maducclin de dicho ARN mensajero & prorein. Ea
Ia actumlidad se ban identificado mas de 1500 micmRNAs distintas en humana
¥ #a expresaa o5 1o)do-cspecifica.

Papel funcional de los microRNAs en la
especificacién y determinacién cardiogénica

La daferenciscdm el mesodesmo peecardiogénkn esed mfloenciads poc |s
sefalezacido del endoderma antesior mediance Emp2 y FgfB (Aadree or ol
1998 (Figura 1), La seializaciin de estos foctoees de crecimiento induce, por
wnn, la expeesidn de ke primems marcadores sardiogénicos, e woa Jos
factores Je trapscripeicn Nkx2,3 y Gaad. Sio embargo, el control espocio-

¥
ikl miR13

Figura |, Ewjuerra mmklnﬂﬁw&d-nmum.\:mh nsbmtmkl
mwarcecran aendiagioocn. B wee cononms w lo deacnoa un

facuines de crechmbennn esend bdes oo 3 ndocc e Je oot condigai oo, oo Bag? ¥ rgl’l,
o e trwn mm BNAS cales coman il 050 p miBl 1530
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rernporal de 2 inducoxin cardiogénica no esti compl detinado, Bl papel
funcional de distintos microRNAS durasee la diferenciacido magéaics, en
particalar de miR-99/let?c (Coppala & a4 2014) y miR-124 (Cai e, 2012),
I sido exeodinda wn distineos contexeos celulures (Quansocelli o o, 2011;
Houda o o, 2011). En nuestro Mborwario, o andlisis de la expresido de
distintos microRNAs dunnce el dessrralk casdiovascular tempeann (Chinchilk
wal., 2051) ha idennificado a miR-130 ccmo un micraRNA que se expoess en
el mesodermo precardiogénico, i coma el eaclodermo antenor,

un perfil de expeesicn similar o Faf y Bmp2 (Lopez-Sanchez & @/, X15ab)
Estuding de gananciz y pérdich de funcican de miR-130 en embeiones cemprinos.
el chissrrollo cardanvascular ded pello han demnstado que miR-130 modula
expresicn de FgfS, Nkx2.5 y Garad. Asinisenu, Beop2 regula b exprevide de
milt-130 y FgfS, Ademis, |a sobreexpresdn de miR-130 modula a su vez la
expresian de un microRNA especiboamency cardiaco, miR-133 (Lopee-Sanches
w ol 201%b), Todos estos dutas demusscean un papel esencial de milt-130
como regulador ded mecanismo de sefalimciin Bmp2/Fgifl que decermina |
indoccitn candiogénica del manderma,

El pupel de los miccaRNAs duramte b especificacion cardsogénica ba sida

dinds béén usando modelos de dufmnciacido i svve & pertar de célulis
embeicearias plariporences de rardn (Boks-Roskeio & o/ 201 3; Huang & o/,
2013) v humanas (Lu & o, 2013; Larm 2 &, 2017; Wong @ /., 2012, Ah-
mesd o wl, 201 1; Shusjees o al., 2010). fepECTivAmEnte, ¥ FeCkNteMEnte tam-
bién wsando cébulas pluri inclucidas (IPS) (Kup awl, 201 3% En
nuest o laboratodo, wmb célukas embmnm plunpotcntu de ratda bemos
evidenclodn que ln sobreexpresida de mifi-27h imhibe ls especificacian cardio-
miogenica. Bl nimero de dress contnicnles o bdsiouneate inexistente y La ex-
presidn de marcedoces de cordiomiocitos cerminal esed s reducida
Por ceen Ind» L subevexpecsiion de miR-235 iohibe sustancialenenre b espresice
de d dérmicus como Brochyury (T) y cardmomsagénices comi
WarSa (Vilches & @l , 2004),

Tambaén hemas ubservado que ln sobreaxpresidin de mill-23 permite ln espe-
cibicacinin de Ins precursoees candicemiogénies, san podificar la diferenciscion ces-
minal, sunque afectanda a Lis caracreristicos cantrictikes de dicho candiomaacicos,
En concrero, lz sobeoexpresicn de mil-23 nodula b expresice de distinros casa-
Lis e potasio, catimnes, s come destintos anales dulures de tipo conexi
(Vilches & o, 2014} En congantn, estas datos dermustran ¢l papel cencal de
lis miceaRNAS en procescs tan camplejm como la especificacséa cardsomiogés
nica (Vikhes of o/, 2014). En este contexto, la identificaciin de microRNAs con
<apacidad B | pern modular la defeencacsda celular en distineos Rnajes
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cardovesculares premiciad en un fururo postular si posihle wo recapfucica. Ea
particular, ln bésqueds de microRNAs que permata increenentar o linaje cardio-
miogénicn, Moguamdn & diferencscidn hacia fibeohl yio minfibohk
pero permitienda un aparie vasculogénico, s ideal pers ¢l tracamiento de oo
fermedades cardivvascular, tam relevinres como ¢ infane de mccardin

Expresién diferencial de microRNAs
en la maduracién ventricular

Durseee ol desarrollo cardioco, distinios facrores de eounscripoidn juegan un
papel esencial en s d 100 y maduraciin de las ol cardiacas. Dis-
tintes estudios han demastrado la expeesidn diferercial de microRN As dursne
la candiogénesss (Wilson # &/, 2010; San d al., 2001; Hu o al., 2002; Cao @
wl., 2013), usf como &n disci i kigicos (Robers w o, 2012,
Feng v al, 2014, Rowell o 2/, 2014; Chiang eul 2013; Balent Varsn & o/,

2016; Chen o af., 20161 En nuestro laborton analizamos dos perfiles de ex.

pecssin de microRNAs medi s La racdaracidn ventoonbe
(Chinchilla o al., 2011}, Apraxinsdanente 700 microR NAs fueroa analizados
en tres estadices de desarmollo veatricular en meda. Los ardlisis comparstivos
demestrann ua congancs reducikdn do microRNAs que mostraban incremento

en su expresadn diferencial a Lo largo de la madusacidn cardianos, que no
se sdentificann mictaRNAs cuyo perfil global fuese en dccremenzo Dudo que
el papel funcional de los microRNAs e esencial un

se podria ineerpectac que Jos microRN As juegan un papel ncnull pumdo Ia
funcida de bos factores de ransceipesin cardingénicos (Chinchilla 2 of, 2011),
Eo aste conxta, identificamos miR-275 como un regulador directa del factar
de rranscnpoiin Mef2c. Adendds, homos camprobado que la modulacidn de un
mmmo mmeNA p i miR-27h, sobee ef mismo gea diana (p. ¢f. Mef2) o=

de cefulat (aeano-Velwco & o, 2015).
EI unﬁluu comparative de los perfiles de expersidn de microRNAs durante
la W icalar ba sado « do con otras dos condiciones car-

dxvasculares, la especificacidn candiegénaca & partic de eélubas pluripocentes
inducicas y ¢] peoceso de senescencia candiace. Esee tipo de meta-andlisis oos ha
permitido ientificar que la ma)u parte de loe micraRNAs diferencialmente

e ol | madoracido ventricalar bifn lo hecen, y de b misma
Innm. duninee la candiogénesis mducsds ix viry, pero didenn con aquelios al.
wmente fepeesnesdos en condiciones de envejecimiendo cardiaco (Booe « af |
2013; 2015; Franco e of,, 2016).
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"

Papel sefalizador de los microRNAs en
la valvulogénes's cardiaca y en la
diferenciacién del epicardio

La rracsicicn epitelo-mesmauams (EMT) consticuye won de ks poocess esens
caley para la foemacide de las wilvulas cardincas. Distintos factoees de creci-
miento, tales comu Tigf-bea y Bonp, |usgan wo papel critico. Distlons escudios
han anslizado el papel fasciooal de los micruRNAs durince la valvlogéoe-
sis, mneo de mtén (Lagendick o &/, 2011) como eén pee scbes (Banjo & ol
2013, Kolpa & af., 2013}, g do e ifiesto el papel il de miR-23
y milt21, respectivamence (Figura 2). Igwalmenes, distintos estudios bao asa-
Lizselo o) perfil difersmcial de miccaR N As en distintes coneesto parolégicos val-
vuubares (Xioo e wf., 2011; Coaley o ., 20123 En nuestro hlxnmrmquﬂmm
saber ¢l papel que los microRNAs puede d pefiar Lo valvulog

Paru ella realizamos un ardlisis de b expresiém diferencial de mxcroRNAs en
las chmarss aursculanes y senrrculares, en comparacin con la expressdn en el
canal aerovencricular eo ciscintos estadivs del desarrolio (Bocet & o, 2013),
Este lnihus nos permatio dentificsr un piimenn discrewo de microRNAs expee-
sados o I en ¢l canal aces wcudar, Nuestro andlisis @ centrd en
discernir el papel funcions! de estos memBNAs en el EMT La sobee-expeesitn
de miR-199, miR-23b y niR-15 inhibls el EMT, pero oo la sobre-expresion
de cerms microRNAs mles como miR-130 § miR-200, El anglises mediance

dl:amnln. h-l\ s
ﬂ Oy,
oSerescids rqll:>' m‘: MY \',h:“"'!uh'

ks
Gueno O Kasth| Rl
‘“' X Mackaracsion venencular
un -tul

‘ o -
m;--y(
nalmv-mh‘ 1 m‘

Poguara I Lapwenas orpossmtative del qul furcieenl dz divinme mxmKNAL o0 b opecifoscifn
el linMe caniiogdakn, b vk e el wptcantion. B wwse cononns, o papel
fanwiooul de m-R-!"a Iw mlu-laobu o e udande nmm de dirinnes groes duranes s
-Mu:-«-m- mdm—muuxwm of Bloxpany e I conea i b egnoelianesoqeinm e <

ol e drmlar, of pepel fusciseal de muB-27 tarsksic ha sido descnty
en anmbea pocess aragrofonn
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hibridacitn i site demosted gue miR-23k w Jocalize peeferencialmente en foy
cojines endociediccs del canal stnovencricular. Ademids, Ia sobre-expersitn e
miR-2% y miR-197 regulaba diferencalmenee s vits de sefaleacide Snail!
Slug de inicio del EMT, asi como marcadores de epitelio y mesénguima (Boeet
& wl., 2015) Para ver coiles podrisn ser s genes dizns inynlucrados en este
proceso, realizamos un estudio de todas i posibles gees duna compartidos
entre Ins mes micraRNAs que inhibisn ENT ¥ que hubicse evidencias biblio-
grihicas de su expresidin candiovascular o se papel funcumal en EMT m otros
procesos binlédgicos relevantes. De este modo ideotificamos 14 geres dians,
wdos Jos cusles se cxpresan e el AVC y ademis eschn moduladas por estos
micraRNAs Adicionalmente identificamos o qué nivel de b vin de sefializacidn
que cegulo o TMT valvular so sisdan estos genes daasa, acocando de este modo
Jas ecanismes de sccidn de cada microRNA en o proceso de EMT Esuos da-
s o papel regulador de distintes micraRNAs en EMT, process que
tierse una alea eelevancia bioligicn en orros zoorextos como o cincer, y poe elio
supooen nuevas vias para el desarndlo de s cerapéncicas (Boa of o/, 2015).

MicroRNAs en cardiopatias arritmogénicas

Lu expresson diferencial de micraRNAs nu salo accorece durante of desarollo
wmby i, sinn gue mmbién ocurre en di procesos pataligicos (Ko
berts ot af , 201 2; Feng e al,, 2014; Rowedl @ ., 2014; Chiang & &/, 2015; Bu-
lent Varas e al., 2016; Chen o wl., 2016; Xiao & wf,, 2011 Cooley e of., 2012),
En labs 30 hemos anslizado el peefil de expressdn de microR NAs en
Jisti Jag s candincns arrimngénics y hemos indagado en s papel fun-
clonal. En purticolar, bemos snalizado |s cipresicn de miccaRNAs en modelos
experimentales de fibalacida auricular. Bs importance resaltar que Ja fibelacidn
unrscular es b potologia arriernogénica md frevuente en ki poblacitn hueman,
con uma incidencia del 296, que llega a ser del 1045 en pacientes mayares de 80
anos {Sexerk & af., 2017; Dilaveris & al,, :017), Estudics cecientes de GWAS
tan determirmsdo qué SNPs en |a regitln comosémica 4G25 estin alamence
aspcadas coa la peesencio de AF, sugiriende que ef PITX2, ¢l gen mis cercana,
s el agenre cavsstivo (Gradbjaresson i al., 2007)

La Fxlta de funcidn de Piex2 en ratones nodificados gendncamente canlleva
alteraciones estructurales ¥ moleculates que son mis proclives al desirrollo de
AF (Franoo o of, 2011, 2012). Los andlisic mobecalares sugacren distingas vias
de sefialzacién aguas debsjo de Pita2, por wa lada modulado b expresion de
Shox2/Heond {Wang ef al., 2010}, canales ifnicos (Kirchoff of ol 2011, Cheachi-
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Ua e ol 2011), WineBWnel | {(Leaano-Velasco & /., 2016), asi como distincos
microRNAs (Wang o o, 2010; Chinchille o ., 2011, Locaon-Nehisco & ol
2016), Nuestras resultado, implcan n Fiex2 en I regulacida de milriples mi-
croRNAs, mles como miR-1, miB-135 milk-29 y miR- 200, que tenen zn im-
pocto directo en Ia regulaciéo de distintes camales iénicos cardsacos como Sovda,
Kows2, Kingt 2 y Cansrle (Chinchalba & ol 201 1; Lozsno-Velsoo a 2l 2016).

Las diferencias de expeesién en micoRNAs afecean mcluso a los primesos
mameness de ke Sbribscitn auricular (Teerado o ol 20051 La inducoxin de FA
coalleva una alteracidn especifica del pe-hl de expresiéa de micraRNAs, incre-
mentando lx expeesion de miR-21, que s s vex o8 capax de dismanuir ls expre-
siéo de Pinc2 (Toeracks o af., 2015) (Figura 3). Estos dotos poe taneo sugsenen
um mecanismo molecular poc el cunl los primeros episodios de FA compeomenen
goe ks siguientes epéadios sean mids frecoentes y severas.

Diado que estas al teraciones en |a expresicn de ssmos microRNAs puadm abx-

rar no sako a faccores & tansoaposin d de cardiopaci
s, sind tambeén dirctamente a los canales |6m(m ns(nmbln dela cunhgum-
cxdin del pocencial de scea candisco, =0 nuestro | 3 hemos J

el papel funciomal de distintos microRNAs en lo regulacifn postranscripcional
del princgal canal de sodio cantuco, Sanda. Aadlisis de a)lmrm»(m y falea

dzl‘unudndrmll\ <200 y miR-219 ba germitado d b Ladad v
s peibenia dy la slaciin del canal de sodio Scnda, dnm-nuyvmbv in-
c lo, respecti Ademds 1emos determinado que lo modificaciin

e gin solo dos mucledeidos en bs scvnecn semilla de roonocimients de este mi-

Carcddopatias arritmogceicas ik

Canllwrsonine B | S o
z 1 ol
— -

- -
WacThow / 1 Chorgrer
".‘l‘i mR¥

1

Cammele
LW

Pigura 5. Bapaems oopresearation del peped o d disinros mamRNAS o6 posccson Asige
tdég e camo bo arrnmmin candias. Lo cogolacan gémos cree o betoe de tompcnpodn Pind y
ks eepresadn de danimos micrdNAS 22 ado anplemenee docnes oo o oo de fa Sinbxidn
sunsalar, casl &l medulacién o L sapado de mal conuden Vescen b
pegakin e b oonliguocifn el porencial Je sccia unl\-w
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CrORINA atiecss de forma diftrenciol o modudacian de ScnSo tanto s eure como
v i Esoos dares demueseran el paenceal oesipéatioo de estos microRNAs para
mexdular la expeesiin y funcidn del mnal de sodio en candioparias sriomegenicss
en les cuales exisre una deficiencia en & funcidn de didso camal, como moo of sin-
dmme de Bragada y el sindroone QT Jargo (Dasmi of o/, 2015\

Conclusiones y perspectivas

Dusante muchos afics herws spreedido que vl g {ADN) coaticne la in-
foemacido genérica, y que dicha iformoacdn genétics o kel tesnpoenl
medisate o goocracidn de ARN mensajerce. Jos cuales coaducen ey informa-
<idn en proceinas gue ejercen las dsrinus fanciones celubiees docGsries o su
desierollo y divissdn, La seomnciaciin completa del g en miilciples espe-
wies, ancluida Lo especie humana, nis ba dejado tn pansexmi no mens <urios,
pues In infoarmicidn codificante pen proceings no aloinza mas alld ded 5-10%
del tocal ded genoma. Ademis exisien pocus diforencias cusnticativay en ¢f ni-
merd de genes codificantes entre eecies aparentemente bastance distances. La
idenceficacsn de genes an codificarees abre una nueva Imu de oamplrmlad m
el convcimiento de la regulacsdn gnica y de ks 4
En estcs dltimos siios hemos wshitido % la sdentifeacico de un elevado ndmero
de microlNAs cuyas funciones celalures son esenciales pars hknmcnu: rodas
y cach vng de Jos p lulkres Como vislumd reci

e, ademds de desempetiar un paped morfogénenion sseocald, (6 micoRNAs
unﬁln actdan como moléculs sefalzadoras encapsuladas dentro de exosomas
incercelubares. Ello Iuoe que los mm:llNM s consmu)\m bayy <dia coeno po-
sibles dansy terapéuticns, comn b icos y coma mobéoulas
sefielizacoras, abriendo sl wn ampl o espectra clt m\nhbd-do en bsumedicin

Si bien nuestro conocimiento soare loe microR N As ha emesgido con totun-
didad en los Gleimes afos, no es mens Cierto qque solo aooocomos b pun del
seberg en relacido con bas Fancicoe: de los ARN oo codificances. Los RNAs co-
dificantes de buga cadena (IncRNASY, con um similitud estructural 2 Jos ARN
mensajeros, pern gue no codifican gara peotedis, tienen capacidades multifun-
cinesles {epipendtica, transeopoide, poss-cranscripoanal, tmnsduccidn). Ades
miis, en muchos de los casos, faln cnseevacida evolurivi. Toda dlo aos augurs

B0 CRIDPOS, Al Mmoo mids complogs en el Jimi dedos p

celulares v mnleollnns que rigeneld Lo emby huls is celus-
By los p parodigicos, En los praximos afos asistinemos o una nueva
revelucion en imaento de lm mokeculares que gobiervan

b expresida winicx y, par ence, o funtionaniientd celulas ¥ tisulac.
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