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1.1 Desarrollo embrionario del corazón 

1.1.1 Campos cardiacos y configuración del corazón 

embrionario 

El corazón es un órgano altamente especializado que funciona 

como una bomba para permitir la circulación sanguínea en el 

cuerpo de todos los vertebrados, así como en la regulación del 

sistema pulmonar en animales pulmonados. Es el primer órgano 

que se forma como tal durante la embriogénesis de los 

vertebrados (Sissman, 1970; Brand, 2003). La función adecuada 

del corazón no sólo es esencial para la vida de los animales 

vertebrados, sino también para el desarrollo de sus embriones, 

siendo su función en éstos vital para la circulación de nutrientes 

y para la eliminación de sustancias de desecho (Moorman, 

2003).  

Por lo que respecta al tejido cardiaco, el corazón es una 

estructura que comprende muchos tipos de células diferentes 

con funciones altamente especializadas. Su formación requiere 

la coordinación de varios procesos complejos que abarcan desde 

la diferenciación de la denominada cresta precardiaca, hasta la 

completa formación de un corazón con cuatro cámaras y sus 

correspondientes válvulas (revisado en Sedmera, 2011). Los 

errores en este proceso pueden provocar malformaciones 

cardiacas congénitas, que representan una importante 

proporción de anomalías de desarrollo de significado clínico. 
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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 corazón en países desarrollados (Bruneau et 

al., 2008). 

El desarrollo cardiaco comprende una serie de procesos 

que incluye polarización y migración celular, la fusión de 

poblaciones celulares y la formación de conductos, así como la 

curvatura de los mismos (Garcia-Martinez et al., 1993). En este 

complejo proceso, el cual requiere de la diferenciación y el 

crecimiento de distintas estructuras embrionarias, podrían 

distinguirse varias etapas que son (Figura 1.1): formación de la 

cresta precardiaca, formación del tubo cardiaco primitivo, 

torsión o “looping” cardiaco, formación del corazón 

embrionario, tabicación y remodelación interna (Vincent et al., 

2010). 

Durante las primeras etapas el desarrollo, las células 

progenitoras cardiacas derivadas del mesodermo se localizan en 

una porción medial y posterior del embrión. Uno de los primeros 

marcadores de las células progenitoras cardiacas es Mesp1, el 

cual es requerido para la delaminación de células del 

mesodermo desde la línea primitiva, y que es esencial para el 

desarrollo del mesodermo cardiaco (Kitajima et al., 2000). Por 
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otra parte, la señalización de las proteínas Wnt que regula la 

proliferación celular durante la embriogénesis temprana, 

también es necesaria para la formación de la línea primitiva y la 

inducción del mesodermo cardiogénico. La señalización de Wnt 

se origina a través de la ruta Wnt/β-catenina; entre los ligandos 

de Wnt que activan esta ruta están Wnt1, Wnt3a y Wnt8a (Naito 

et al., 2006).  

Tras la inducción del mesodermo cardiogénico, las 

células precursoras del corazón embrionario se sitúan 

simétricamente en una estructura bilateral denominada cresta 

precardiaca, situada en el mesodermo esplácnico subyacente a 

los pliegues cefálicos. Estas células precursoras recibirán señales 

del ectodermo y endodermo para transformarse en 

miocardiocitos (Hutson et al., 2007). A continuación, esta cresta 

precardiaca gira hacia la parte interior para colocarse debajo de 

los pliegues cefálicos 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 contribución de una población extracardiaca de 

células progenitoras definidas por la expresión de Islet1, que 
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tienen gran capacidad proliferativa y promueven la elongación y 

del corazón (Männer, 2000). Estas células constituyen el 

denominado Campo Cardiaco Secundario (SHF) y se sitúa en los 

polos anterior y posterior del tubo cardiaco (Mjaatvedt et al., 

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 embrión de ratón, el tubo cardiaco a temprana 

edad posee principalmente una identidad ventricular izquierda y 

su expansión depende de las contribuciones del SHF 

(Buckingham et al., 2005). Así, 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 formación de 

los atrios, ventrículo derecho y tracto de salida (revisado en 

Buckingham et al., 2005). Este tubo cardiaco comienza ya a 

mostrar una contracción espontánea (Gourdie et al., 2003).  

Poco después de la formación del tubo cardiaco, éste 

sufre una torsión hacia la derecha que recibe el nombre de 

torsión o looping cardiaco. Esta torsión culmina con la 

formación del corazón embrionario en el que se comienzan a 

distinguir diferentes regiones miocárdicas: tracto de entrada, 

atrio embrionario, canal atrioventricular, ventrículo embrionario 
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y tracto de salida   (Moorman, 2003). Cada una de estas regiones 

miocárdicas presenta un patrón de expresión génica diferencial, 

así como unas características funcionales distintas. En esta 

etapa, el factor de transcripción Pitx2c, es uno de los 

responsables del establecimiento del eje derecha-izquierda, así 

como del desarrollo asimétrico del corazón (Ai et al., 2006). La 

torsión hacia la derecha del tubo cardiaco inicial constituye el 

primer signo de asimetría observada durante el desarrollo 

embrionario, obteniendo así el embrión identidad derecha-

izquierda (Ai et al., 2006). Este proceso es de vital importancia 

para el futuro desarrollo del corazón, ya que fallos producidos 

en esta torsión originan diferentes tipos de cardiopatías 

congénitas (Ai et al., 2006; Ocaña et al., 2017). Las paredes 

miocárdicas del tubo cardíaco en esta etapa están formadas por 

el llamado miocardio primario (Christoffels et al., 2000). 
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Figura 1.1. (A-D) Durante la gastrulación en E6.5-E7.0 (A, B), las células 

mesodérmicas y endodérmicas correspondientes a los distintos órganos, 

incluyendo células progenitoras del campo cardiaco primario (FHF, rojo) y del 

campo cardiaco secundario (SHF, verde), experimentan migración lateral (flechas), 

alejándose de la línea primitiva (línea negra gruesa). (C) Formación de la cresta 

cardiaca constituido principalmente por células del FHF y localización del SHF. (D) 

Formación del tubo cardiaco. Las células procedentes del FHF forman el tubo 

cardiaco primario al cual se le van añadiendo células del SHF (flechas sólidas) que 

se agregan a través de ambos polos del tubo cardiaco. (E) Vista frontal y lateral de 

la región del corazón en E9.0 mostrando la torsión del tubo cardiaco. Las flechas 

discontinuas indican la migración de las células de la cresta neural cardiaca al 

corazón. (F, G) El corazón ya compartimentado en cuatro cámaras 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, aurícula derecha; RV, ventrículo 

derecho; LA, aurícula izquierda; VI, ventrículo izquierdo; OT, tracto de salida; PT, 

tronco pulmonar (imagen tomada de Chong et al., 2014). 
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El desarrollo posterior de las cámaras cardiacas se produce por 

la expansión de regiones del tubo cardiaco, además de una 

septación y formación de válvulas que dará lugar a un corazón 

maduro (Christoffels et al., 2000). Mediante el proceso de 

tabicación se formará un corazón funcional con dos circuitos: 

uno sistémico donde circulará la sangre oxigenada, y otro 

pulmonar, correspondiente a la sangre venosa. La tabicación del 

ventrículo primitivo generará los dos ventrículos (derecho e 

izquierdo) mediante el crecimiento del septo interventricular. El 

atrio primitivo, a su vez, se dividirá en derecho e izquierdo 

mediante la formación de los septos interatriales primario y 

secundario (Anderson et al., 2014). De este proceso resultará un 

corazón funcional formado por dos cámaras atriales y dos 

ventriculares cada una con un tracto de entrada y otro de salida 

(Anderson et al., 2014). 

Poco después de la torsión del tubo cardiaco, la 

contracción asincrónica observada en etapas anteriores da paso 

a una contracción secuencial y coordinada de las cámaras 

cardiacas (Moorman et al., 1994). Esto ocurre gracias a la 

configuración y maduración del denominado sistema de 

conducción cardiaca (SCC), responsable de la contracción 

coordinada de las distintas cámaras cardiacas (van Weerd et al., 

2016). También es importante la expresión de diferentes genes 

relacionados con la conductividad eléctrica del corazón. La 
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conexina 45 es  la primera conexina que se expresa en el SCC, 

siendo la única conexina que se expresa continuamente en todo 

el sistema de conducción (Coppen et al., 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 Scn5a 

(también Nav1.5) (Domínguez et al., 2008), todos ellos 

esenciales para la conducción eléctrica en el corazón.  

1.1.2 Formación del epicardio y células derivadas de 

epicardio 

Durante las primeras etapas del desarrollo, como ya habíamos 

dicho anteriormente, el corazón está formado por una capa 

interna de endocardio y otra de miocardio, ambas derivadas de 

los denominados Campos Cardiacos (FHF & SHF). Otra población 

celular participa en la configuración y desarrollo del corazón 

embrionario. Estas células constituyen un primordio externo al 

corazón, localizado en porciones caudales del tubo cardiaco, 

que entra en contacto con la superficie miocárdica y da lugar a 

un mesotelio que crece y recubre progresivamente al miocardio 

(Männer, 2004). Esta estructura, denominada proepicardio (PE), 

disemina sus células desde el surco atrioventricular hacia los 

ventrículos, para finalmente terminar recubriendo los atrios 

(Männer, 2004). Este mesotelio que ya se distingue en ratón en 

estadios E9.0-9.5 del desarrollo, constituye entonces la capa 
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más externa del corazón, la cual pasa a denominarse epicardio 

(Muñoz-Chápuli et al., 2002; Masters et al., 2014) (Figura 1.2). 

Una vez el epicardio ha recubierto la superficie externa 

del corazón, se queda un espacio entre el revestimiento 

epicárdico y el miocardio, que es rápidamente ocupado por 

células procedentes del epicardio a través de un proceso 

denominado transición epitelio-mesénquima (EMT) (Pérez-

Pomares y Muñoz-Chápuli, 2002), proceso mediante el cual se 

produce una sobrerregulación de genes de expresión 

mesenquimática y una desregulación de genes epiteliales 

(Schöck 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 

expresión génica y en el citoesqueleto, adquiriendo así un 

fenotipo móvil. La acción de las enzimas de la matriz 

extracelular (ECM) facilita la degradación de la membrana basal, 

permitiendo que la célula mesenquimal naciente salga del 

epitelio y migre hacia el tejido subyacente (revisado en Friedl, 

2004). A nivel molecular, dos eventos claves están implicadas en 

la EMT: regulación a la baja de las uniones de adhesión 

intercelular y la expresión de factores de transcripción que 

inducen EMT (Thiery y Sleeman, 2006). La proteína de adhesión 

celular E-cadherina es la proteína de adhesión epitelial más 

importante, y la regulación a la baja de esta proteína es un 
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evento clave en la EMT en muchos contextos diferentes ya que, 

además de formar uniones intercelulares que ayudan a restringir 

las células a la capa epitelial, la E-cadherina probablemente 

participa en vías de señalización intracelular que promueven la 

identidad epitelial o reprimen la identidad mesenquimal 

(Peinado et al., 2004).  

         

Figura 1.2. (A) Embrión de pollo (HH16-17) teñido con citoqueratina (rojo) y MF20 

(verde). (B) imagen ampliada de (A) de la región caudal del tracto de entrada (IFT) 

donde se observa claramente el proepicardio (PE).  (C-D) Modelo explicativo sobre la 

formación del epicardio a partir del proepicardio (aquí P), así como de la invasión 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: 

ventrículo; EP: epicardio. Imágenes tomadas de Kruithof et al., 2006 (A y B) y Cano et 

al., 2016 (C-E).  

Entre los factores de transcripción que regulan la EMT 

encontramos las proteínas Snail (codificadas por Snai1 y Snai2 ), 

 

A 

B 

C D E 
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las cuales inducen la EMT (Barrallo-Gimeno, 2005). Snail se activa 

mediante estímulos que inducen EMT, como Tgf-β y 

Notch. También, Snail reprime la transcripción de E-cadherina y 

regula al alza la expresión de RhoA y Vimentina, que estimulan 

la remodelación del citoesqueleto, y activa la expresión de las 

metaloproteasas de matriz, que degradan la membrana basal y 

facilitan la migración celular (Von Gise et al., 2012). Por lo tanto, 

Snail y otros factores de transcripción inductores de EMT 

similares coordinan la reprogramación de las células epiteliales 

hacia un fenotipo mesenquimático (Von Gise et al., 2012).Existen 

otros elementos con un papel relevante en la EMT que sufre el 

epicardio durante el desarrollo embrionario. Así, el factor de 

transcripción Snail es regulado por otro factor de transcripción 

denominado Wt1 (Martínez-Estrada et al., 2010). En el contexto 

cardiaco, Wt1 es solamente expresado en epicardio y células 

derivadas del epicardio (EPDCs). Wt1 no sólo es un activador de 

Snail, sino que también es un represor de E-cadherina, 

participando en el mantenimiento de las EPDC en un estado 

mesenquimático (Martínez-Estrada et al., 2010) (ver Figura 1.3). 

Por otro lado, miembros de la familia T-box, como Tbx2, 

Tbx5, Tbx18 y Tbx20 median también los procesos de EMT en 

epicardio (Greulich et al., 2012). Concretamente, Tbx18, en 

combinación con otros miembros de la familia T-box, mantiene 

el carácter precursor de las células epicárdicas, lo cual permite la 
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movilización y diferenciación de éstas y, por ende, contribuye a 

la formación de fibroblastos cardiacos y parte de la vasculatura 

coronaria (Greulich et al., 2012).   

 

Figura 1.3. (A-B) Imágenes de hibridización in situ en secciones en las que se 

muestra la expresión de wt1 en epicardio (cabeza de flechas) y en EPDCs (flechas) en 

dos estadios del desarrollo embrionario de ratón. (C) Formación de las EPDCs. Entre 

los estadios E11.5-13.5 de ratón, las células epicárdicas sufren EMT mediada por las 

señales Wnt, FGF y Wt1/Snail. Como consecuencia, las EPDC surgen en el espacio 

subepicárdico, para diferenciarse posteriormente hacia varios tipos de células. Como 

se indica en la figura, las EPDCs pueden contribuir a la formación de células de 

musculatura lisa, células endoteliales y fibroblastos cardiacos. La diferenciación de 

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

A 

B 

C 
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derecho; RV: ventrículo derecho; IVS: septo intervenricular; LV: ventrículo izquierdo. 

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

 

Como resultado de la activación 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 aurícula llegando hasta los cojines endocárdicos, 

estructuras a partir de las cuales se originarán las válvulas 

cardiacas (Eisenberg y Markwald, 1995). Esta capacidad de 

invasión de células derivadas del epicardio (EPDC) a tejidos 

miocárdicos es esencial para la compactación miocárdica del 

ventrículo. El proceso de EMT en el epicardio también 

proporciona células de la vasculatura coronaria así como de los 

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

 

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

proepicárdicas sufren en primera instancia una transición epitelio-mesénquima 
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(EMT), donde las células migran, se adhieren y recubren la superficie miocárdica 

tras sufrir el proceso inverso (transición mesénquima-epitelial (MET)). Como 

resultado, se forma una capa de tejido epitelial, denominada epicardio, que 

constituye la capa más externa del corazón. Mientras el epicardio permanece 

intacto, algunas de las células epiteliales pasarán por un proceso de transición 

epitelio-mesénquima (EMT) y migrarán hacia la matriz subepicárdica (en rosa). 

Estas células derivadas del epicardio (EPDCs) se diferenciarán en células del 

músculo liso (SMCs), contribuyendo a la vasculatura coronaria, y en fibroblastos 

cardiacos (CF) del corazón maduro. La contribución de las EPDCs a las células 

endoteliales cardiacas (ECs) y a cardiomiocitos (CM) ha sido descrita pero aún 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 regeneración 

cardiaca 

1.2.1 Células madre embrionarias (ESCs) 

Las células madre o stem cells son una población 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 órganos, lo 

que las hace una excelente herramienta terapéutica para 

reparar lesiones en órganos dañados (Cahan et al., 2013). 
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Las características de las stem cells incluyen la habilidad de 

proliferar ampliamente (autorrenovación), que de una única 

célula puedan surgir muchas más (clonalidad), y la capacidad 

para diferenciarse en otros tipos celulares (multipotencialidad) 

(Daley, 2015). Según 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 días de su formación. 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 último, 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 generación de hiPSCs fue establecida en el año 2006 

con el uso de un “cocktail” de genes que convertían células 

somáticas en células con propiedades de stem cells (Takahashi y 

Yamanaka, 2006). Estos factores de transcripción incluían a 
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Oct3/4, Sox2, Klf4, y c-Myc. Por otro lado, las ESC se obtienen de 

la masa celular interna (ICM) del blastocisto antes de su 

implantación (Figura 1.5). Bajo condiciones apropiadas de cultivo 

in vitro, las ESCs presentan una capacidad de autorrenovación 

de forma ilimitada, y al mismo tiempo retienen su capacidad 

pluripotente (Smith, 2001). Las ESCs procedentes de ratón 

fueron establecidas en 1981 (Evans y Kaufman, 1981; Martin, 

1981). Años después se pudo obtener ESCs procedente de 

humanos y rata (Thomson et al., 1998; Buehr et al., 2008; Li et 

al., 2008). Es destacable reseñar 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 vías de señalización con el propósito de 

mantener el estado de autorrenovación de estas ESCs (ver 

Huang et al., 2015). Entre las vías de señalización reportadas 

para jugar un papel importante en la capacidad de 

autorrenovación y pluripotencialidad de ESCs encontramos 

LIF/STAT3, Wnt/β-catenina, FGF/ERK, TGF/SMAD y la vías de 

señalización PKC (ver Huang et al., 2015). 
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 Figura 1.5. Generación de células madre embrionarias. Se permite que un óvulo 

fertilizado se desarrolle hasta la etapa de blastocisto. La masa celular interna se 

disocia del trofoblasto mediante disección con láser o digestión enzimática. Las 

células aisladas se cultivan en este estado pluripotente durante un largo período de 

tiempo en presencia de factores de crecimiento. Las células madre pluripotentes 

pueden diferenciarse en varios linajes celulares, como cardiomiocitos, neuronas o 

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

 El método convencional para conseguir la 

diferenciación de las ESC es a través de la formación de cuerpos 

embrionarios (EB, embryoid bodies), los cuales son cultivados en 

suspensión como agregaciones de ESCs (revisado en Egashira et 

al., 2011). La diferenciación y obtención 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 podrían ser utilizadas para regenerar y reparar 

tejidos dañados o enfermos. Además 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 búsqueda del mejor candidato terapéutico que trate la 

enfermedad que padece dicho paciente (Später et al., 2014). En 

el caso de ESCs, el beneficio terapéutico es limitado, habida 

cuenta de que la obtención de ESCs implica la destrucción de 

embriones, con el consecuente dilema moral que esto genera. 

Además, el control del crecimiento y diferenciación de las ESCs 

puede conllevar la aparición de teratomas (revisado en Nadig, 

2009). A pesar de ello, las ESCs suponen una importante 

herramienta para ser estudiadas como modelos de regeneración 

cardiaca in vitro. Además, los mecanismos de diferenciación de 

las células madre pluripotentes son similares a los mecanismos 

que regulan el desarrollo temprano del embrión, por lo que las 

ESCs constituyen además un perfecto modelo para el estudio de 

la morfogénesis in vitro (Kuzmenkin et al., 2009; Yokoo et al., 

2009; Van Laake et al., 2010; Xi et al., 2010). Un mejor 

conocimiento de los mecanismos de especificación y/o 

diferenciación 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 obtención de cardiomiocitos en 

el laboratorio a partir de células madre (Später 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, observándose que, entre 

varias proteínas, Wnt/β-catenina (Klaus et al., 2007; Ueno et al., 

2007), activina/nodal (Parisi et al., 2003; Yang et al., 2008) y BMP 

(Hao et al., 2008), así como la familia de los genes T-box al que 

pertenecen al gen Brachyury (T) (Smith, 1997), son cruciales en 

el desarrollo normal del corazón, por lo que, el uso estas 

proteínas en cultivos de ESCs e iPSC podría ayudar a la 

diferenciación 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 están 

activos determinadas rutas de señalización o presentes 

determinados factores de crecimiento, todos ellos esenciales 

para la especificación hacia un linaje cardiaco (revisado en 

Später et al., 2014). De hecho, la obtención de cardiomiocitos en 

determinadas líneas humanas de ESCs, requiere primero de una 

activación y posterior inactivación de la vía de señalización Wnt 

(Lian et al., 2012, 2013). Este mecanismo de regulación bifásico a 
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partir de Wnt es también observado durante el desarrollo, de tal 

forma que la actividad de esta vía de señalización varía 

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 

especificación y diferenciación cardiaca durante el desarrollo in 

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

A pesar de todo lo que se ha avanzado en el 

conocimiento de las ESCs, en la actualidad aún no conseguimos 

una eficiencia alta en la obtención de células diferenciadas a 

partir de células madre, tal y como ocurre con cardiomiocitos 

(Später et al., 2014). Cada línea células de ESCs requiere de 

protocolos específicos de optimización de crecimiento y 

diferenciación. Esto imposibilita aún hoy día plantear posibles 

terapias regenerativas en el corazón, salvando los obstáculos ya 

mencionados, o utilizar estas células madre como una nueva 

plataforma para el estudio de patologías cardiacas y su 

tratamiento. Los diversos estudios revelan la necesidad de 

añadir diversas moléculas en un momento preciso para mejorar 

la eficiencia de diferenciación de las ESCs hacia un linaje cardiaco 

(Noseda et al., 2011). La adición de factores de crecimiento como 

FGF, VEGF, junto con la inhibición de Nodal, permite obtener 

valores de eficiencia de diferenciación cardiaca del orden del 

50%. Los mejores resultados se han obtenido en ESCs humanas 
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mediante la modulación de la vía Wnt/β-catenina, llegando a 

valores de entre el 80 y el 98% de eficiencia en la obtención de 

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

Finalmente, con el objetivo de usar las células madre y 

su diferenciación en terapias regenerativas, no sólo es 

importante obtener una población enriquecida de 

cardiomiocitos in vitro; también será necesario poder disponer 

de protocolos para la obtención de los distintos tipos de 

cardiomiocitos que constituyen el corazón. En este sentido, si 

bien los cardiomiocitos originados a partir de células madre 

comparten características moleculares, eléctricas, mecánicas y 

ultraestructurales con cardiomiocitos in vivo, los primeros son 

más parecidos a cardiomiocitos fetales al ser comparados con 

adultos (Später et al., 2014). Por otro lado, el infarto de 

miocardio o el fallo cardiaco afecta principalmente a los 

ventrículos. Los protocolos de obtención de cardiomiocitos a 

partir de células madre tendrán que ser optimizados para la 

obtención de cultivos enriquecidos con cardiomiocitos 

ventriculares, evitando así posibles efectos adversos a la hora 

ser trasplantados en el corazón enfermo (revisado en Später et 

al., 2014).  

En resumen, aunque se ha avanzado mucho en el 

conocimiento sobre los mecanismos de regulación de la 
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autorrenovación y pluripotencialidad de las ESCs, como hemos 

visto aún quedan muchos aspectos que aclarar para poder usar 

estas células madre como un buen modelo de regeneración y 

patología cardiaca. Nuevas herramientas moleculares basadas 

en el uso de plásmidos, retrovirus, proteínas recombinantes o 

microARNS, se postulan como nuevos instrumentos a la hora de 

poder generar grandes cantidades de cardiomiocitos a partir de 

ESCs, así como elementos esenciales para controlar el tipo y 

características 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 miocárdicos después de la formación inicial del 

epicardio (Pérez-Pomares et al., 2002). Estas EPDCs tienen 

capacidad de generar diferentes tipos cardiacos, tales como 

fibroblastos y músculo liso (Zhou et al., 2008; Groot et al., 2010; 

Wessels et al., 2012) si bien, a día de hoy, aún no está claro su 

participación en la formación de endotelio y miocardio 

(Christoffels et al., 2009; Duim et al., 2015) La capacidad de 

generar distintos tipos celulares, añadido al hecho de que 

algunas EPDCs permanecen en un estado más 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 epicárdicas, de cómo 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 ó 12.5 días post coitum, los 

cuales son dispuestos en placas con pocillos cubiertos con una 

matriz de colágeno (Ramesh et al., 2016; Trembley et al., 2016). 

Estos corazones embrionarios se dejan incubar varios días para 

que las células superciales del corazón, las cuales corresponden 

al epicardio, delaminen y terminen tapizando la matriz de 

colágeno. La monocapa de células epicárdicas que se forma, 

identificadas con marcadores característicicos de epicardio 

como Tbx18 o Wt1 (Ramesh et al., 2016),  puede ser estimulada 

para que sufran EMT tras la adición de factores de crecimiento 

como el TFGβ. Como consecuencia, las células epiteliales que 

cubren la matriz de colágeno adquiren un fenotipo 

mesenquimal, migrando hacia el interior del colágeno (Ramesh 

et al., 2016; Trembley et al., 2016) (ver Figura 1.6).  
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Figura 1.6. Migración de células epicárdicas en la superficie del gel de colágeno. Los 

ventrículos de embriones E12.5 se cultivaron en una matriz de gel de colágeno 

tridimensional y se tiñeron con Alexa Fluor 488-faloidina para visualizar la migración 

y penetración celular derivada del epicardio (A). Se utilizaron imágenes confocales 

para construir una imagen tridimensional para determinar la penetración celular a lo 

largo de los ejes z (B). Barra de escala = 50 µm. (Imagen tomada de (Ramesh et al., 

2016). 

Además de conservar su capacidad migratioria, las 

EPDCs obtenidas in vitro también preservan su capacidad de 

diferenciación a músculo liso y fibroblastos (van Tuyn et al., 

2007; Austin et al., 2008; Bax et al., 2011).  La adición de otros 

factores tales como timosina β4, VEGF o FGF7, puede 

incrementar el número de células diferenciadas de un 

determinado linaje (Smart et al., 2007). Aún siendo 

controvertido, un trabajo publicado por el grupo de William Pu   

(Zhou et al., 2008) demostró in vitro la diferenciación de células 

wt1+ hacia cardiomiocitos.  
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Estos modelos in vitro para el estudio de las células epicárdicas y 

EPDCs son excelentes herramientas para analizar los mecanimos 

moleculares que regulan la EMT y la diferenciación 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 comprensión de la contribución de las 

EPDCs a los distintos linajes celulares cardiovasculares. Estos 

modelos in vivo se basan en el uso de Cre-recombinasa, la cual 

actuaría bajo la acción del promotor de algún marcador 

epicárdico (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 epicárdicas, en el que un marcador fluorescente 

es activado por Cre bajo la dirección del promotor específico 

epicárdico. Los análisis de linaje de carácter genético mediante 

este sistema nos han permitido llevar exhaustivos análisis 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 contribución del epicardio a 

un tipo celular u otro, discrepancias que vienen determinados 

por el modelo o promotor utilizado para dirigir la acción de Cre-

recombinasa (Smits et al., 2018).  
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Uno de los promotores epicárdicos más utilizado para el diseño 

de líneas Cre-loxP es el de Wt1. Estos animales nos han permitido 

consensuar el origen epicárdico de los fibroblastos y de la 

musculatura lisa en el corazón en desarrollo (Smits et al., 2018). 

El análisis de los distintos modelos demuestra que la mayoría de 

las células epicárdicas y EPDCs localizadas en la región 

subepicárdica expresan el gen marcador o reporter (Zhou et al., 

2008; Cano et al., 2016). En estadios posteriores (E12.5 días post 

coitum), cuando la EMT en epicardio es evidente, comienzan a 

observarse células positivas para el reporter dentro de la pared 

miocárdica. Estas EPDCs fueron descritas por presentar 

marcadores específicos de fibroblastos cardiacos (Wessels et al., 

2012) y músculo liso (Zhou et al., 2008), indicándonos el origen 

epicárdico de ambos tipos celulares.  

La contribución del linaje epicárdico a las células 

endoteliales ha sido y es objeto de debate aún (Smits et al., 

2018). Sin embargo, un trabajo reciente publicado por el grupo 

de Pérez-Pomares (Cano et al., 2016), en el cual se utilizó el 

modelo Wt1-Cre-YFP+, ha demostrado, además de la 

contribución de epicardio a la musculatura lisa del corazón y la 

contribución del linaje epicárdico al endotelio de células 

coronarias, las cuales colocalizaron con el marcador endotelial 

CD31 (YFP+/CD31+) (Cano et al., 2016) (Figura 1.7). 
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Si las células miocárdicas proceden o no del linaje epicárdico no 

está del todo claro. Los modelos animales que utilizan el 

promotor de Wt1 para dirigir la actividad Cre-recombinasa no 

son idóneos 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 expresión de Wt1 (Rudat y Kispert, 2012) y Tbx18 

(Christoffels et al., 2009) en cardiomiocitos, lo cual estaría 

activando a Cre-recombinasa, y por ende, al reporter, 

sugiriéndonos erróneamente el origen epicárdico de los 

cardiomiocitos.  
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Figura 1.7. (A) Los ratones Wt1Cre-YFP se generaron con la expresión activada 

permentemente de la proteína 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 estadíos E-15.5 (E); E17.5 (F) y post-natal (G) 

colonizan el miocardio ventricular. (H) El área de eYFP
+
 se normaliza con respecto al 
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área total de DAPI
+
 en diferentes ubicaciones del corazón. Las células eYFP

+
 

ventriculares adultas se integran en el endotelio de los vasos sanguíneos coronarios 

(I a K; puntas de flecha), la pared muscular (J, K, K '; puntas de flecha) o el intersticio 

cardíaco (K y K ’, flecha). Este último tipo de célula intersticial no expresa el colágeno 

I (Col I), 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 población intersticial (Ruiz-Villalba et al., 2015). 

 Otro modelo utilizado para estudiar el origen epicárdico 

de las células cardiacas es el G2-Gata4Cre. 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 (Cañete 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 

expresión del reporter en proepicardio, epicardio y EPDCs. 

Curiosamente, algunas células que expresaban Wt1, fueron G2-

CreYFP-, indicando que la expresión de Wt1 puede ocurrir en 

células epicárdicas que no pertenecen a la población G2-Gata4. 

Conforme avanza el desarrollo, estos autores encontraron 

células G2-CreYFP+ en la región subepicárdica y migrando en la 

capa muscular del corazón. De forma similar a lo que habían 

descrito con el modelo Wt1-Cre-YFP+, células G2-CreYFP+ 

procedentes del miocardio contribuyeron a la formación de los 

vasos coronarios (Cano et al., 2016). 
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A pesar de que aún quedan algunos aspectos que aclarar, como 

hemos visto, en cuanto a la contribución del epicardio a cada 

uno de los tipos celulares cardiovasculares, se hace patente que 

las células epicárdicas juegan un papel importante en la 

configuración del corazón embrionario.  

 Por último, habría que indicar que el epicardio 

permanece en estado quiescente después en etapa adulta             

(revisado en Smits et al., 2018). Análisis usando modelos en los 

que la actividad de Cre-recombinasa es medida por la adición de 

tamoxifeno, ponen de manifiesto que no existe contribución de 

las células epicárdicas a la capa muscular del corazón después 

del nacimiento (Zhou et al., 2011). Sólo en condiciones de 

isquemia, las células epicárdicas 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 formación de EPDCs 

y diferenciación 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 

corazón infartado.  
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 1.3 MicroARNs 

Los microARNs son pequeñas moléculas monocatenarias de 

entre 22 y 24 ribonucleótidos que no codifican para una proteína 

y que actúan como moléculas reguladoras de la expresión 

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 

transcripción de la secuencia a partir del ADN. Como 

consecuencia se origina un precursor del microARN, un pri-

microARN, que posee un tamaño aproximado de unos 70 

nucleótidos. Este precursor es editado en el núcleo 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 acción de la Exportina 5 en forma 

de pre-microARN. Es en el citoplasma de la célula cuando la 

enzima Dicer se encarga de la edición del microARN para 

obtener una versión 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 vía canónica "lineal" del procesamiento de microARNs. La ruta de 

procesamiento de microRNAs ha sido vista como lineal y universal para todos los 

microRNAs de mamíferos. Esta maduración canónica incluye la producción de la 

transcripción primaria del microARN (pri-miARN) por la ARN polimerasa II o III y la 

escisión del pri-miARN por el complejo de microprocesador Drosha-DGCR8 (Pasha) 

en el núcleo. La horquilla precursora resultante, el pre-miARN, se exporta desde el 

núcleo por Exportin-5-Ran-GTP. En el citoplasma, la RNasa Dicer en complejo con la 

proteína de unión a ARN bicatenaria TRBP escinde la horquilla pre-miARN a su 

longitud madura. La cadena funcional del microARN maduro se carga junto con 

proteínas Argonaute (Ago2) en el complejo silenciador inducido por ARN (RISC), 

donde guía a RISC para silenciar los ARNm objetivo a través de la escisión del ARN 

mensajero, la represión traduccional o la deadenilación, mientras que la otra hebra 

del dúplex (negro) es degradada (Winter et al., 2009). 
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La regulación de la expresión génica por parte de microARNs 

dependerá de la complementariedad microARN-ARN mensajero 

o del número de microARNs unidos al transcrito (Sandberg et 

al., 2008). En este sentido, si la complementariedad secuencia-

diana es completa se producirá la degradación de los transcritos, 

mientras que una complementariedad parcial derivará en la 

inhibición de la traducción (Valencia-Sanchez  et al., 2006). 

Los microARNs fueron descubiertos en nematodos en la 

década de los 90 (Lee et al. 1993). Hoy día sabemos que una 

tercera parte de un genoma completo puede ser regulada por 

microARNs (Lewis et al., 2003). Desde su descubrimiento, 

nuestra comprensión de la biología, los mecanismos y las 

funciones de los microARNs ha crecido de manera exponencial. 

Numerosos estudios indican que los microARNs están 

implicados en una gran variedad de procesos biológicos básicos, 

como el metabolismo, proliferación, diferenciación, estrés 

celular, apoptosis, cáncer, etc. (Osada y Takahashi, 2007), así 

como en otros procesos desde la embriogénesis hasta la vida 

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

1.3.1 MicroARNs en ESCs e inducción 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 la 



Capítulo I: introducción  
 

42 

 
 

maduración de los microARNs, mostraron letalidad embrionaria 

en ratón en un estadio E7.5 (Bernstein et al., 2003).  Cuando se 

analizan ratones heterocigotos, se observa una reducción en los 

niveles de expresión de Oct4, lo cual nos indicaría una pérdida 

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

 Los altos niveles de expresión 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; Li y He, 2012; 

Choi et al., 2017). microARNs como miR-134, miR-296, y miR-470 

modulan la pluripotencialidad de las células madre mediante la 

regulación de factores de transcripción que imprimen carácter 

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 transcripción 3 (Tcf3) poseen sitios 

de unión para microARNs que se expresan de forma preferencial 

o exclusiva en ESCs (Marson et al., 2008). Además de controlar 

la acción de factores de trascripción, un reciente trabajo 

demuestra como la familia del miR-290 afecta a la 

pluripotencialidad y diferenciación de las ESCs mediante 

regulación epigenética (Sinkkonen et al., 2008).   

Por otro lado, los microARNs son indispensables para 

poder llevar a cabo la reprogramación celular a partir de células 
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madre, así como también modular la diferenciación de estas 

células progenitoras hacia distintos tipos celulares. Un estudio 

llevado a cabo con fibroblastos en los que la expresión de Dicer 

estaba bloqueada, demostró que estas células no podían ser 

reprogramadas a iPSCs usando el método tradicional de 

sobreexpresión de factores, sugiriendo el papel obligado de los 

microARNs durante la reprogramación celular (Kim et al., 2012) 

Por ejemplo, la familia del microARN-302 y 372 parecen ser 

elementos claves en la eficiencia de reprogramación de célula 

pluripotenciales inducidas (Subramanyam et al., 2011; Heinrich y 

Dimmeler, 2012) La combinación de estos microARNs junto con 

otros también expresados de forma importante en iPSCs y ESCs, 

es suficiente para reprogramar células somáticas murinas y 

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

La desregulación de los genes que confieren 

pluripotencialidad a las células madre conlleva un descenso de la 

capacidad de autorreplicación de esas células progenitoras e 

induce su diferenciación hacia un determinado linaje celular. 

Este es el caso del microARN-145, el cual se une al extremo 

3´UTR de Oct4, Sox2 y Klf4 (Xu et al., 2009), reprimiendo su 

expresión. Numerosos estudios comienzan a perfilar un listado 

de microARNs que participan en la diferenciación 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 diferenciación hacia adipocitos (Karbiener et al., 

2014), etc.  

En un contexto cardiaco, y dada las limitadas 

posibilidades de regenerar el corazón, la diferenciación hacia un 

linaje cardiaco a partir de células somáticas o células madre, ha 

sido un campo ampliamente explorado por muchos grupos en 

los últimos años (Guo et al., 2006; Xin et al., 2013) La 

diferenciación directa hacia un linaje cardiaco a partir de células 

somáticas fue llevado a cabo en origen con factores de 

trascripción con un papel relevante en la especificación y 

desarrollo cardiaco (Srivastava y Ieda, 2012), sin tener en cuenta 

otros elementos regulatorios como los microARNs (Christoforou 

et al., 2013; Xin et al., 2013; Belian et al., 2015). Un estudio pionero 

llevado a cabo por el grupo de Dzau demostraba que sólo la 

sobreexpresión del miR-1 era suficiente para transdiferenciar 

fibroblastos cardiacos a cardiomiocitos (Jayawardena et al., 

2012). Este y otro microARN, como el miR-133, se expresan de 

forma específica en músculo cardiaco y esquelético, siendo 

regulados por alguno de los elementos más importante en la 

diferenciación muscular como MyoD o Mef2 (Rao et al.,  2006). 

Mientras el miR-1 provoca la diferenciación de progenitores 

cardiacos (Kwon et al., 2005; Zhao et al., 2005; Zhao et al., 2007), 

el miR-133 inhibe la diferenciación de los mioblastos 

esqueléticos, manteniéndolos en un estado proliferativo (Chen 
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et al., 2006). La expresión de ambos microARNs en ESCs 

promueve la expresión de genes mesodérmicos, inhibiendo la 

diferenciación hacia un linaje ecto o endodérmico.  

Otro estudio llevado a cabo en esta década, demuestra 

como el microARN-1 y el microARN-499 son capaces de modular 

la proliferación y/o diferenciación de células progenitoras 

cardiacas, disminuyendo su expresión la capacidad proliferativa 

en estos progenitores cardiacos y ESCs, así como aumentando la 

diferenciación cardiogénica. La expresión de estos microARNs 

en cardiomiocitos derivados de ESCs controlan principalmente 

aspectos eléctricos de las células cardiacas, promoviendo la 

expresión de canales iónicos como Kir2.1, Kv1.4, HERG, etc. (Fu 

et al., 2010; Lieu et al., 2013). Además, el microARN-499 ha sido 

implicado en la expresión de proteínas estructurales tales como 

MHC6 (αMHC), MHC7 (βMHC), 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 

biológicos característicos del desarrollo embrionario, tales como 

proliferación, especificación y diferenciación celular, comparten 

mecanismos moleculares idénticos a los observados en ESCs. 

Habida cuenta de la imposibilidad en estos momentos de 

disponer terapias regenerativas en el corazón, los microARNs se 

postulan como unos buenos candidatos para seguir 
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estudiándolos tanto in vitro con ESCs como in vivo durante la 

embriogénesis, con el objetivo final de mejorar la eficiencia en la 

obtención de distintos tipos de cardiomiocitos a partir de células 

madre.  

1.3.2 MicroARNs en la morfogénesis cardiaca 

Como hemos comentado ya, los microARNs confieren 

propiedades particulares a las células madre y participan en los 

procesos de diferenciación de éstas. Las rutas moleculares por 

las cuales los microARNs regulan la pluripotencialidad y 

diferenciación de las stem cells son similares a las que acontecen 

durante la embriogénesis a partir de los progenitores 

embrionarios, en procesos tales como proliferación, apoptosis, 

diferenciación o migración. De forma general, las primeras 

etapas del desarrollo embrionario implican la generación de 

distintos tipos de células a partir de una sola célula totipotente, 

mediante el establecimiento de gradientes de morfógeno para 

transmitir información posicional dentro del embrión (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 embrión (Brennan et al., 2002), actuando a modo 

de “amortiguador” de las fluctuaciones transitorias de este 

morfógeno y, por ende, evitando errores de patrones en el 

embrión (Choi et al., 2007) Por otro lado, los microARNs 
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también pueden facilitar la descomposición de los ARN 

mensajeros de morfógenos existentes cuando ya no son 

necesarios. Por lo tanto, en el contexto del desarrollo, los 

microARNs son cruciales para el ajuste fino de los gradientes de 

morfógenos que permitan la especificación precisa del destino y 

la diferenciación de progenitores embrionarios (revisado en 

Pang et al., 2019). 

El desarrollo cardiaco es un proceso complejo de 

morfogénesis en el que la expresión génica está controlada 

tanto espacial como temporalmente en las distintas regiones 

cardiacas (Franco et al., 2002). Además de factores de 

trascripción y otras moléculas que controlan el desarrollo del 

corazón (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 delección de Dicer usando Cre-recombinasa 

bajo el promotor de Nkx2.5, provoca un retraso en el desarrollo 

de los ventrículos, edema en pericardio y conlleva la muerte de 

los embriones de ratón a los 12.5 días post coitum (Zhao et al., 

2007) Cuando se llevaron a cabo ensayos similares pero 

deleccionando Dicer bajo la acción de Troponina cardiaca T, los 

embriones mostraron letalidad en E15.5, revelándose 

importantes defectos en miocardio acompañado de una 
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reducida tasa de proliferación celular (Peng et al., 2014). Estos y 

otros estudios (Chinchilla et al., 2011), evidencian la complejidad 

del papel que juegan los microARNs a lo largo de la 

configuración del corazón embrionario, así como también su 

expresión diferencial durante la cardiogénesis (ver figura 1.9).  

 Los microARNs específicos de músculo o miomiRs (miR-

1, miR133a, miR208a, miR208b y miR-499) juegan un papel 

importante en la especificación cardiaca, siendo esenciales para 

un correcta configuración del corazón embrionario (Ohtani y 

Dimmeler, 2011) (Figura 1.9). Tal y como describimos en el 

apartado anterior, el microARN-1 y microARN-133 son dos de los 

microARNs con un papel más crítico en la formación de 

cardiomiocitos. Estos microARNs son fundamentales en la 

proliferación y regulación 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 transcripción Hand2 (Zhao et al., 2005), el cual es 

esencial para la expansión de los cardiomiocitos ventriculares          

(Srivastava et al., 1997; Yamagishi et al., 2001; McFadden et al., 

2005;  Zhao et al., 2005). Animales mutantes nulos para el 

microARN-1-2 muestran importantes alteraciones a nivel 

morfogenético, con una anormal configuración del sistema de 

conducción cardiaco e hipoplasia ventricular (Zhao et al., 2007). 
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Por el contrario, la sobreexpresión del microARN-1 en animales 

conlleva una reducción de la proliferación de cardiomiocitos 

(Meder et al., 2008). De forma similar, el microARN-133 inhibe la 

proliferación 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 cardiomiopatía dilatada cuando estos llegan a sobrevivir hasta 

el nacimiento. Por el contrario, la sobreexpresión de este miR 

produce letalidad embrionaria debido a la baja proliferación de 

los cardiomiocitos (Liu et al., 2008).  

 

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

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

Además 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 biología cardiaca. Por ejemplo, la inducción y represión de la 

cardiogénesis ha sido también relacionada con la expresión del 

miR-let7a y el miR-99a, respectivamente (Coppola et al., 2014). 

De hecho, algunos autores sugieren que es la desregulación de 

este cluster de microARNs la responsable de las malformaciones 

congénicas cardiacas observadas en sujetos con síndrome de 

Down (Coppola et al., 2014). El miR-27b ha sido descrito por ser 

un elemento modulador del factor de transcripción Mef2c, 

esencial, como hemos visto durante la cardiogénesis (Chinchilla 

et al., 2011). El miR17-92 promueve la proliferación de los 

cardiomiocitos en etapas embrionarias y postnatales, 

protegiendo al corazón infartado cuando es sobreexpresado 

(Chen et al., 2013). Otros microARNs descritos por participar en 

la regulación de la capacidad proliferativa de los cardiomiocitos 

son el miR98, miR-128 y el miR-142, los cuales actúan a través de 

la actividad de TFGβ en el miocardio en desarrollo (Peng et al., 

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 proliferación en células cardiacas 



Capítulo I: introducción  
 

51 

 
 

mediante la represión de múltiples reguladores del ciclo celular 

(Porrello et al., 2011), induciendo, además, a la entrada de las 

células cardiacas en apoptosis mediante la regulación del factor 

Bcl2 (Cimmino et al., 2005). De hecho, la sobreexpresión del miR-

195, un miembro de la familia del miR-15, ya sea en etapas 

embrionarias o postnatales, conlleva la aparición 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 característica importante de las células cardiacas 

que se están diferenciando es la adquisición de la maquinaria 

molecular que le permita contraerse. En este sentido, dos 

isoformas de miosina, la βMHC y la αMHC se expresan en el 

corazón de ratón en etapas embrionarias y en corazón adulto, 

respectivamente (Lompre et al., 1984). Algunos miembros de la 

familia miomiRs, tales como miR-208a, miR-208b y el miR-499, se 

expresan a partir de secuencias localizadas en regiones 

intrónicas de estas miosinas. Su expresión durante el desarrollo 

embrionario o en caso de patología cardiaca sigue paralela a la 

de estas proteínas 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 aparición de 
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fibrosis y re-expresión de la isoforma fetal de miosina βMHC, 

algo característico cuando se produce una reactivación del 

programa molecular fetal en patologías cardiacas (Van Rooij et 

al., 2007; Callis et al., 2009; van Rooij et al., 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;), sí se ha evidenciado 

que este ARN no codificante es esencial en la respuesta a estrés 

por parte del miocardio (Van Rooij 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 patrón cardiaco 

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

 Además de imprimir propiedades específicas 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 

característicos del desarrollo cardiaco. Tal es el caso de la 

elongación del tubo cardiaco en etapas tempranas del 

desarrollo cardiaco. El crecimiento del tubo cardiaco se produce 

por ambos polos gracias a la adición de las ya mencionadas 

células procedentes del SHF (revisado en Buckingham et al., 

2005). El análisis de un modelo animal con una delección 
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simultánea de Bmp2 y Bmp4 bajo la acción del promotor 

específico del SHF, Mef2c-AHF-Cre (Wang et al., 2010), evidenció 

un descenso importante de la expresión de algunos miembros 

de la familia miR-17-92. La reducción de la expresión de estos 

microARNs fue concomitante con una importante alteración de 

la diferenciación miocárdica (Wang et al., 2010). Este mismo 

trabajo demuestra que microARNs de la familia del miR-17-92 

regulan negativamente la expresión de Islet1 y Tbx1, genes 

importantes en la formación del SHF (Wang et al., 2010). En este 

sentido, animales nulos para miR-17-92 sobreexpresan los dos 

factores de trascripción mencionados anteriormente, 

inhibiéndose, por ende, la diferenciación a un linaje cardiaco del 

SHF. Estos animales mueren poco después del nacimiento 

debido a defectos en la tabicación ventricular y a la presencia de 

una doble salida de ventrículo derecho (Mendell, 2008; Wang et 

al., 2010). 

Otros eventos que tiene lugar durante la cardiogénesis 

y que son esenciales para la correcta configuración del corazón 

embrionario son el proceso de torsión cardiaca y la EMT a partir 

de células de epicardio. Un estudio llevado a cabo en pez cebra 

demostró como miembros de la familia del miR-218, vía 

regulación del factor de transcripción Tbx5, participan de forma 

activa en el looping cardiaco (Chiavacci et al., 2012). Los animales 

con una reducción en los niveles de expresión de miR-218 
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presentaron además importantes alteraciones morfológicas en 

las cámaras cardiacas. De forma similar, la expresión del 

microARN miR-143 al comienzo del looping parece jugar un papel 

esencial en la correcta formación y función de las cámaras del 

corazón embrionario (Deacon et al., 2010). Es por ello que 

algunos autores sugieran a estos microARNs, o más bien a su 

desregulación, 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 compactación ventricular, desarrollo de 

vasos coronarios y cojines endocárdicos, así como ser el origen 

de los fibroblastos cardiacos. Nuevamente, el papel de los 

microARNs en la capa externa del corazón se hace evidente al 

deleccionar Dicer de forma específica en el epicardio. En estos 

animales mutantes el proceso de EMT se encuentra 

severamente afectado, con una expresión 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 proliferación y 

diferenciación en células epicárdicas acompañada de defectos 

en la formación de vasos coronarios, lo cual producía 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 al., 2011; Brønnum et al., 2013; Brønnum  et al., 2013; 

Bonet et al., 2015). La expresión ectópica en células epicárdicas 

del miR-21 promueve la EMT mientras que su antagonista 

bloquea este efecto (Brønnum  et al., 2013). Por el contrario, 

otros estudios indican la regulación negativa de la EMT, como es 

el caso del miR23b y miR-199 durante la EMT en cojines 

endocárdicos (Bonet et al., 2015). De forma similar, el miR-31 

inhibe la EMT a través de la represión del factor de transcripción 

Islet1 (Brønnum et al., 2013).  

Especial interés tienen los microARNs de la familia del 

miR-200. Esta familia de microARNs está compuesta por el miR-

141, miR-200a, miR-200b, miR-200c y el miR-429. Estos 

microARNs han sido estudiados ampliamente en cáncer, dada su 

participación de forma importante en procesos tales como 

movilidad y migración celular, EMT y metástasis en células de 

diversos tipos de tumores (revisado en Senfter et al., 2016) En la 

mayoría de los estudios llevados a cabo hasta la fecha, las 

células tumorales que presentan alguna de las características 

mencionadas, como movilidad o EMT, fueron descritas por 

mostrar unos niveles de expresión de miR-200 a la baja. Por el 

contrario, un estudio llevado a cabo por Guo y colaboradores 

(Guo et al., 2015) demostraba altos niveles de expresión de estos 

microARNs en células de cáncer de pulmón. En un contexto 
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cardiaco, un solo estudio demuestra que los miembros de la 

familia del miR-200 presentan una disminución de los niveles de 

expresión durante la EMT epicárdica cuando ésta es inducida 

con factores de crecimiento (Singh et al., 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 últimos años hemos acumulado un 

gran conocimiento sobre la biología de los microARNs. Estos 

ARN no codificantes juegan un papel relevante en la modulación 

de la expresión génica, habiendo propiciado muchos trabajos 

que han aportado una valiosa información sobre como la 

cardiogénesis es regulada a través de microARNs. Debemos 

seguir trabajando para descifrar los mecanismos por los cuales 

estas moléculas de microARNs regulan la biología celular en un 

contexto cardiaco, con el fin último de comprender el origen de 

determinadas malformaciones congénitas, así como acumular 

conocimiento para el uso de células madre con fines 

terapéuticos.  
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2. CAPITULO II: miR-27b y miR-23b modulan la 

diferenciación a cardiomiocitos a partir de 

células madre embrionarias de ratón 
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 miR-27b y miR-23b modulan la diferenciación a 

cardiomiocitos a partir de células madre 

embrionarias de ratón 

2.1 Introducción 

El desarrollo cardiaco se origina a partir de un complejo proceso 

en el que se pueden distinguir varias etapas que incluyen la 

inducción del mesodermo cardiaco, la formación de las células 

progenitoras cardiacas y el compromiso celular de éstas hacia 

linajes vasculares. Cada etapa está específicamente regulada a 

varios niveles, incluyendo los mecanismos a nivel 

transcripcional, post-transcripcional y post-transduccional 

(Srivastava, 2006). 

Los microARNs (microARNs) están implicados en la 

regulación a nivel post-transcripcional de muchos de genes 

durante el transcurso de las distintas etapas de la formación del 

corazón, así como también en el desarrollo de patologías 

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 acción de la enzima encargada de 

procesar los microARNs, denominada Dicer (Bernstein et al., 

2003).  
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Otro tipo de estudios llevaron al descubrimiento de microARNs 

con un papel relevante en la regulación de diferentes etapas de 

la cardiogénesis en vertebrados, tales como miR-1, miR-15, miR-

133, miR-138 y miR-218 (Zhao et al., 2007; Ivey et al., 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. Además, su conocimiento ha 

revolucionado nuestro el entendimiento de las diversas 

funciones de RNAs no codificantes en biología cardiaca. Aún 

queda mucho por aprender del genoma humano y de ratón ya 

que éstos  codifican más de 4.000 microARNs, de los cuales solo 

unos pocos han sido aún estudiados en un contexto cardiaco. 

Por otro lado, las células madre o stem cells representan 

una fuente potencialmente atractiva para la obtención de 

células cardíacas con el objetivo de tratar de enfermedades 

cardiovasculares. Sin embargo, la mayoría de los beneficios 

funcionales encontrados para las stem cells han sido modestos y, 

principalmente, debidos a efectos paracrinos más que a una 

diferenciación directa de éstas a cardiomiocitos.  

Durante esta década, los esfuerzos de nuestro grupo de 

investigación han estado centrados en estudiar el papel de 

algunos microARNs en un contexto cardiogénico. En este 
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sentido, en el año 2011 (Chinchilla et al., 2011) llevamos a cabo un 

análisis exhaustivo del perfil de expresión de microARNs 

durante la maduración cardiaca. Este estudio mostró que sólo 

un grupo relativamente pequeño de microARNs mostraba un 

incremento en los niveles de expresión, mientras que ninguno 

manifestaba niveles de expresión disminuidos, apoyando la idea 

de que el aumento de los niveles de expresión 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 expresión diferencial 

temprana durante la maduración cardiaca, como miR-27b, 

inhiben la diferenciación cardiaca de las ESCs de ratón, mientras 

que los microARNs que muestran perfiles de expresión 

diferencial tardía, como miR-23b, regulan in vitro el fenotipo de 

contracción durante diferenciación cardíaca de estas ESCs. Estos 

datos apoyan la idea de que el aumento de los niveles de 

expresión de microARNs en puntos específicos del desarrollo 

temporal durante la diferenciación cardiaca in vitro, modula 

progresivamente determinadas vías de señalización, lo que 

puede alterar la diferenciación del linaje cardiogénico. 

2.2 Hipótesis 
Los microARNs se han postulado como unos importantes 

reguladores de la expresión génica en multitud de procesos 
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biológicos. De hecho, se estima que dos tercios de los ARN 

mensajeros en mamíferos se encuentran regulados por 

microARNs (Friedman et al., 2009). 

 En la actualidad ya conocemos un listado de microARNs 

con un papel relevante en etapas tempranas del desarrollo 

cardiaco, como la especificación del mesodermo cardiogénico o 

la formación del corazón embrionario (Rotini et al., 2018).  

Nuestro grupo de investigación ha demostrado 

anteriormente la expresión diferencial de microARNs durante 

distintas etapas de la cardiogénesis (Chinchilla et al., 2011). En el 

estudio pretendemos analizar la hipótesis de que los miRNAs 

miR-23b y miR-27b juegan un papel en los procesos de 

diferenciación y maduración de cardiomiocitos, modulando la 

adquisición de un fenotipo cardiaco a partir de células madre 

embrionarias de ratón. 

 2.3 Objetivos 

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

niveles de expresión de miR-23b y miR-27b en ESCs de origen 

murino y describir la adquisición de un fenotipo cardiaco en 

dichas células. 
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Los objetivos específicos 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 diferenciación cardiaca a 

través de la regulación de  vía de señalización Wnt-β Catenina.  

- Determinar por PCR cuantitativa que las células madre 

transfectadas con miR-23b modifican el fenotipo contráctil en 

dichas células a través de la regulación de genes diana 

implicados en los canales iónicos cardiacos. 

2.4 Material y métodos 

2.4.1 Cultivo de ESCs y transfección de microARNs 

La línea R1-ESC, derivada de la cepa 129 S1/SvImJ, fue 

proporcionada amablemente por Andras Nagy (Instituto de 

Investigación Samuel Lunenfeld, Hospital Mount Sinai, Toronto, 

Canadá). Las ESCs de la línea R1 se cultivaron y se diferenciaron 

según lo descrito previamente (Lozano-Velasco et al., 2011). Se 

designó el día 0 cuando los cuerpos embrionarios (EB) 

(embryoid bodies), obtenidos a partir de gotas colgantes 

(hanging drops), se colocaron en placas. Las áreas de 

contracción espontánea dentro de los EB fueron registradas 

entre 3-4 días después de ponerlas en cultivo (10-11 días totales). 
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Los ensayos de transfección de microARN se realizaron cuando 

se cultivaron los EB (día 0) tal como se describió previamente 

(Lozano-Velasco et al., 2011). El pre-miR-27b y el pre-miR-23b  así 

como sus controles negativos se obtuvieron de Ambion (Life 

Technologies). Con el fin de mantener los niveles de 

sobreexpresión de miRNA durante el cultivo de EB, las 

transfecciones de estos microARNs se llevaron a cabo 

repetidamente cada dos días de cultivo, renovando también el 

medio de diferenciación de EB.  Los EB o áreas contráctiles (BA, 

beating areas) diseccionados se recogieron a los 7 días de la 

transfección. 

2.4.2 Extracción de RNA, retrotranscripción y PCR 

cuantitativa  

Debido a que los cardiomiocitos que se contraen 

espontáneamente constituyen solo una pequeña fracción de los 

EB, las partes de EB que contienen BA se diseccionaron bajo un 

microscopio binocular. Los EB, así como las áreas diseccionadas, 

se utilizaron para realizar extracción de ARN y proceder con 

reacciones retrotranscripción. La extracción  de ARN, las 

reacciones de retrotranscripción y PCR cuantitativa a tiempo 

real se realizó como se describió anteriormente (Lozano-Velasco 

et al., 2011). Los oligonucleótidos específicos para cada gen 

analizado, así como la temperatura de alineamiento y el tamaño 

del amplicón, se muestran en la Tabla 2.1.  
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Tabla 2.1. Oligonucleótidos para genes específicos, temperaturas de alineamiento 

y tamaño del amplicón para PCR cuantitativa. 

 

Oligonucleótidos Secuencia

Temperatura

de 

alineamiento

Tamaño

del 

amplicón

Wnt3a
sentido: 5'- TTCTGCAGGAACTACGTGGA -3'

antisentido:5'- AGATAGCAGCTGATCCCTCTG-3'
60ºC 179 bp

Brachyury
sentido: 5’- CGACCACAAAGATGTAATGGAG-3’

antisentido: 5’ AACTGAGGGTGGGAGCTG-3’
59.5°C 120 bp

Kcnk3
sentido: 5’- TGTGCACCTTCACCTACCTG -3’

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

Kcnh1

sentido: 5’- ACGCCCTTCAGAAAGTGCTA-3’

antisentido: 5’- GTGGTCAGGAGGCAGGATAA-3’

62°C 182 bp

C-Troponin T

sentido: 5´-TTCGACCTGCAGGAAAAGTT-3´

antisentido: 5´-GCACAGCTTTGACGAGAACA-3´

64°C 133bp

Hcn4

sentido: 5´-CAGCGTCAGAGCGGATACTT-3´

antisentido: 5´-TGTGGAGGAGGATGGAGTTC3´

60°C 158bp

Cx40

sentido: 5´-CAGAGCCTGAAGAAGCCAAC-3´

antisentido: 5´-ATGCGGAAAATGAACAGGAC-3´

60°C 178bp

Cx43

sentido: 5´-GAGAGCCCGAACTCTCCTTT-3´

antisentido 5´-TGGAGTAGGCTTGGACCTTG-3´

60°C 158bp

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

microRNA-23b 5’-AUCACAUUGCCAGGGAUUACC -3’ 60°C 21 bp
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2.4.3 Análisis de datos, análisis estadístico y 

representación gráfica 

Los datos de PCR cuantitativa fueron analizados mediante el 

método de ∆∆Ct descrito con anterioridad (Livak et al., 2001). El 

análisis estadístico y representación gráfica se llevó a cabo 

usando el programa Graphpad Prism 6.  

2.5 Resultados 

2.5.1 miR-27b inhibe la diferenciación cardiaca in vitro a 

través de la regulación de la vía de señalización Wnt-β 

Catenina  

Un análisis previo realizado en nuestro laboratorio sobre el perfil 

de expresión de microARNs durante la formación de las cámaras 

cardíacas, llevado a cabo en tres estadios de desarrollo 

diferentes (E12.5, E15.5 y E18.5), reveló que sólo un grupo, el cual 

representa el 11% de los microARNs analizados, mostraba un 

aumento en los niveles de expresión durante esta etapa del 

desarrollo (Chinchilla et al., 2011). Para explorar más a fondo el 

papel de este grupo de microARNs en la diferenciación 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 expresión diferencial temprana, como miR-27b. Para este fin, 

los EB formados a partir de la línea celular R1 se transfectaron 
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con pre-miR-27b  justo tras ponerlas en placas de cultivo y se 

mantuvieron durante 7 días en medio de diferenciación. El 

fenotipo cardíaco se analizó en este paso. Se recogieron áreas 

contráctiles aisladas (usando el microscopio y reconociendo 

éstas por su latido) y cuerpos embrionarios para su posterior 

análisis por qPCR. Tras esto se observó que los EB transfectadas 

con miR-27b no llegaban a desarrollar áreas contráctiles y 

además, la expresión de marcadores cardíacos tales como 

troponina cardiaca se reducía significativamente, lo que sugería 

que la diferenciación cardíaca estaba inhibida en los EB que 

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

Previamente habíamos demostrado que miR-27b regula 

Mef2c en células miogénicas diferenciadas (Chinchilla et al., 

2011). Sin embargo, los miembros de la familia del factor de 

transcripción Mef2 son prescindibles para la especificación y 

determinación del linaje cardíaco (Black et al., 1998). Buscamos 

nuevos genes diana  para miR-27b que podrían mediar en la 

especificación cardiaca temprana. Usando análisis 

bioinformáticos (software TargetScan) identificamos el gen 

Wnt3a como un target putativo para miR-27b (Figura 2.2A). El 

análisis por qPCR de las muestras de EBs mostró que Wnt3a 

estaba claramente regulado a la baja en EB en los que hay 

sobreexpresión de miR-27b (Figura 2.2B) lo que indica que este 



Capítulo II  
 

95 

 
 

activador de la vía canónica Wnt está regulada por miR-27b en 

nuestro sistema.  

 

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

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

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

contráctiles (n=22). (C) Perfiles de expresión de troponina cardiaca en EB que 

sobreexpresaban miR-27b. (u.a.: unidades arbitrarias). Análisis estadístico T-student. 

Significativo p<0.05. 

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

inhibición temprana de la vía canónica Wnt3a bloquea la 

expresión de genes marcadores específicos de mesodermo, 

como es el caso de Brachyury (Lindsley, 2006), también 
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quisimos determinar la expresión de este marcador específico 

de mesodermo en nuestro modelo experimental de ESCs. Como 

se muestra en la Figura 2.2 C, los niveles de expresión de 

Brachyury se redujeron claramente en EB con sobreexpresión de 

miR-27b, lo que indica que la pérdida de la inducción de 

mesodermo mediada por Brachyury puede subyacer a la 

inhibición de la diferenciación cardíaca en este sistema. Estos 

resultados señalan un papel de miR-27b que regula la 

especificación del mesodermo y, como consecuencia, la 

diferenciación cardíaca de los EBs cultivados. 
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Figura 2.2. (A) Representación esquemática de los sitios de unión de miR-27b en la 

región 3´-UTR de Wnt3a según el algoritmo de TargetScan (www.targetscan.org). 

Perfiles de expresión de Wnt3a (B) y Brachyury (C) en EB que sobreexpresan miR-

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

2.5.2 mir-23b regula el fenotipo contráctil durante la 

diferenciación in vitro  a cardiomiocitos a partir de ESCs 

Posteriormente, probamos los efectos que se originaban en la 

diferenciación a cardiomiocitos in vitro, transfectando aquellos 
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microARNs que mostraban los perfiles de expresión tardía 

durante la maduración cardíaca, como miR-23b (Figura 2.3 A). A 

diferencia de miR-27b, los EB que sobreexpresaban miR-23b 

normalmente desarrollaban áreas contráctiles en una 

proporción similar a los EB de control, lo que sugería que la 

sobreexpresión de miR-23b no altera la formación de áreas 

contráctiles (Figura 2.3 B). Sin embargo, el tamaño de estas 

áreas contráctiles fue significativamente mayor que el tamaño 

de las áreas en las muestras control (Figura 2.3 C-E) mientras que 

no se detectaron cambios en los niveles de expresión para 

genes de diferenciación como troponina cardiaca (Figura 2.4 A). 

Además, encontramos que el número de latidos por minuto fue 

significativamente mayor en las áreas de latido que 

sobreexpresaban miR-23b (Figura 2.4 B), sugiriendo que la 

sobreexpresión de miR-23b, en lugar de aumentar la 

diferenciación cardíaca, podría modificar el actividad de latido 

de cardiomiocitos derivados de ESC. 
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Figura 2.3. Sobreexpresión de miR-23b en EBs derivados de ESCs analizada por PCR 

cuantitativa a tiempo real (A) y número de áreas contráctiles en EBs que 

sobreexpresan miR-23b con respecto al control (B). (C-D) Imagen representativa 

mostrando el tamaño de las áreas contráctiles en EBs que srobreexpresan miR-23b 

(D) con respecto al control (C). (E) Porcentaje del tamaño de las áreas contráctiles 

con respecto al área total del EB (n=20). (u.a.: unidades arbitrarias). Análisis 

estadístico T-student. Significativo p<0.05.  
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Curiosamente, utilizando algoritmos bioinformáticos como se 

mencionó anteriormente, identificamos Kcnh1, Kcnk3 y Gja1 

como genes diana putativos para miR-23b (Figura 2.5). Kcnh1 y 

Kcnk3, codifican diferentes canales de potasio, que modifican 

claramente el potencial de acción 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 

rápida más ampliamente distribuidas en el miocardio (Boyett et 

al., 2000). El análisis por qPCR de las muestras de EBs para 

Kcnh1, Kcnk3 y Gja1 reveló que Kcnh1, Kcnk3 y más 

significativamente Gja1, estaban regulados negativamente en 

áreas contráctiles que sobreexpresaban miR-23b (Figura 2.6 A-

C). También aparecía regulado negativamente el gen para 

Conexina 40 (Cx40, Gja5), una conexina que,  junto con Cx43 se 

expresa abundantemente en el miocardio y en el sistema de 

conducción (Boyett et al., 2000) (Figura 2.6 D). Sin embargo, se 

detectó una regulación al alza para el marcador específico de 

marcapasos Hcn4 en áreas de latido que sobreexpresaban miR-

23b (Figura 2.6 E). De forma general, estos hallazgos revelan que 

miR-23b juega un papel en la modulación de las características 

electrofisiológicas de la diferenciación a cardiomiocitos a partir 

de células madre embrionarias. 
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Figura 2.4. (A). Perfil de expresión de troponina cardiaca en EBs que sobreexpresan 

miR-23b. (B) Cuantificación del número de latidos por minuto en áreas contráctiles 

de EBs que sobreexpresan miR-23b (n=15) en comparación con áreas contráctiles 

derivadas de la muestra control (n=13) (u.a.: unidades arbitrarias). Análisis 

estadístico T-student. Significativo p<0.05.  
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Figura 2.5. Representación esquemática de los sitios de unión de miR-23b en la 

región 3`-UTR de Kcnh1 y Kcnk3 según el algoritmo de TargetScan 

(www.targetscan.org). (u.a.: unidades arbitrarias).  
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Figura 2.6. Perfiles de expresión de 

Kcnh1 (A), Kcnk3 (B), Gja1 (C), Gja5 (D) y 

Hcn4 (E) en EBs que sobreexpresan miR-

23b. (u.a.: unidades arbitrarias). Análisis 

estadístico T-student. Significativo 

p<0.05.  
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2.6 Discusión 

Dado que los beneficios funcionales reportados para las células 

madre han sido modestos y principalmente debido a los efectos 

paracrinos en lugar de por diferenciación de éstas hacia 

cardiomiocitos (Porrello, 2013), se necesitan nuevas 

herramientas para mejorar la diferenciación de stem cells hacia 

linajes cardiovasculares específicos. En la última década, se ha 

descubierto que los microARNs desempeñan un papel 

importante en la regulación de múltiples funciones biológicas, 

incluido el control de células madre y la diferenciación tisular 

(Porrello, 2013). Aquí, mostramos el papel de miR-27b y miR-23b 

en cardiomiogénesis utilizando una estrategia de 

sobreexpresión en células madre embrionarias murinas. 

Al principio del desarrollo, las células progenitoras 

cardíacas se especifican en la capa germinal mesodérmica y 

muchos estudios han demostrado que la formación de 

mesodermo depende de la ruta de señalización canónica Wnt. 

De hecho, la pérdida de la función Wnt3a se acompaña de la 

ausencia de genes marcadores específicos del mesodermo 

(Huelsken et al., 2000; Lindsley, 2006). Aquí, hemos demostrado 

que miR-27b regula la diferenciación cardíaca de células madre 

embrionarias murinas mediante la modulación de la vía canónica 

de Wnt. Esto tiene como consecuencia la regulación a la baja de 

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

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

Por otro lado, la maduración de cardiomiocitos a partir 

de células madre embrionarias requiere la adquisición de 

propiedades electrofisiológicas que conducen a la formación de 

un fenotipo cardíaco específico, como el atrial, el nodal o el 

ventricular (Van Den Heuvel, et al., 2014). Además, se sabe que 

otros microARNs como miR-1 y miR-133 pueden regular post-

transcripcionalmente las características electrofisiológicas en 

cardiomiocitos (Belevych et al., 2011). Aquí mostramos que la 

sobreexpresión de miR-23b modifica el fenotipo de latido 

durante la diferenciación cardíaca de ESC in vitro. También se ha 

observado que la sobreexpresión de miR-23b disminuye la 

expresión de sus genes diana como Kcnh1, Kcnk3 y Gja1. El gen 

Kcnh1 codifica para un canal iónico de potasio altamente 

expresado en neuronas y está involucrado en la proliferación de 

células tumorales (Spitzner et al., 2006). Sin embargo, su 

fisiología en el corazón 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 están 

involucrados en la determinación de la duración del potencial de 

acción (Putzke et al., 2007). También, recientemente se ha visto 

que la regulación a la baja de  Gja1 (Cx43) y Gja5 (Cx40) junto con 

la sobre-regulación de Hcn4 es crucial para facilitar del proceso 
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de activación de genes de marcapasos y para la supresión de 

genes de miocardio en EBs (Hashem et al., 2013). Además de la 

regulación negativa de Gja1, se ha observado que los niveles de 

expresión para Gja5 eran más bajos y los niveles de expresión 

para Hcn4 más altos en áreas de latido que sobreexpresaban 

miR-23b, lo que sugiere que esta sobreexpresión de miR-23b 

conduce a un fenotipo de marcapasos más definido. Por lo 

tanto, nuestros hallazgos señalan un papel de miR-23b que 

define las características electrofisiológicas de los 

cardiomiocitos derivados de las ESC. 

2.7 Conclusiones 

Las conclusiones obtenidas en este proyecto de investigación 

son las siguientes: 

1-. miR-27b tiene la capacidad de inhibir la diferenciación cardiaca 

en  ESCs mediante la  regulación de la vía de señalización Wnt-β 

Catenina, inhibiendo así, la expresión de genes precursores de 

mesodermo como Brachyury. 

2-. miR-23b es capaz de regular el fenotipo contráctil de las ESCs 

diferenciadas a cardiomiocitos a través de la regulación de 

genes involucrados en las propiedades electromecánicas del 

corazón, como son Kcnh1, Kcnk3 y Gja1. 
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CAPITULO III: MIR-200B EN LA 

ESPECIFICACIÓN Y DESTINO CELULAR DE LAS 

POBLACIONES DERIVADAS DEL EPICARDIO.  
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 3.1 Introducción 

Recientemente se ha puesto de manifiesto que el epicardio, la 

capa externa del corazón, es una población de células 

progenitoras locales a considerar para la búsqueda terapéutica. 

Por tanto, comprender cómo las células progenitoras 

endógenas se comportan localmente y cuáles son sus orígenes 

constituyen pasos fundamentales en el descubrimiento de 

métodos para estimular el proceso de reparación intrínseca y 

tratar de reparar un corazón dañado. 

 El epicardio deriva de un grupo de células llamado 

proepicárdico (PE). Después de que el PE se expanda, las células 

migran de esta estructura para poblar la superficie del corazón 

sufriendo una transición mesénquima-epitelio y formar el 

epicardio (Dueñas et al., 2017). Cuando alcanza la superficie del 

corazón, las células derivadas del proepicárdico se someten a un 

proceso de diferenciación mecánica indefinido para convertirse 

en el epicardio maduro. El proceso de migración inicial desde el 

proepicardio y su posterior unión al corazón parece implicar la 

integrina α4β1 (Dueñas et al., 2017). Las células del epicardio 

maduro producen una capa de matriz extracelular entre ellas y 

el miocardio, constituyendo así el denominado espacio 

subepicárdico. Un subconjunto de células epicárdicas se 

delaminan del epicardio y se someten a un proceso de transición 

epitelio-mesénquima (EMT) y posteriormente migran al espacio 
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subepicárdico denominándose células progenitoras derivadas 

del epicardio (EPDCs). Durante el desarrollo, las EPDCs pueden 

migrar al miocardio donde contribuyen a la formación de las 

células del músculo liso vascular coronario, fibroblastos 

adventiciales e intersticiales (Figura 3.1). No se ha establecido 

inequívocamente hasta qué punto las EPDCs pueden participar 

en la formación de la células endoteliales y cardiomiocitos, así 

como su participación en la formación de los cojines 

endocárdicos del canal atrioventricular en ratón. Varios estudios 

apuntan hacia una posible contribución de las EPDCs a estos 

linajes (Dueñas et al., 2017), pero los problemas técnicos con los 

sistemas modelo aplicados han conducido a cuestionar el mapa 

del destino de las EPDC (Dueñas et al., 2017). Estudios muy 

recientes con modelos animales de trazado de linaje celular han 

evidenciado que una subpoblación de células derivadas del 

epicardio contribuye a la formación del endotelio de la 

vasculatura coronaria (Sengbusch et al., 2002).  Sin embargo, 

aunque la contribución directa del epicardio durante el 

desarrollo cardiaco para la formación 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. Además de actuar 

como una fuente de células cardiovasculares, el epicardio 

funciona como un importante centro de señalización, de modo 

que se intercambian señales bidireccionales (factores de 



Capítulo III  
 

115 

 
 

crecimiento trófico, mitógenos, quimiocinas, etc.) entre el 

epicardio y el miocardio cruciales para el crecimiento normal del 

músculo cardíaco y el desarrollo de las coronarias (Dueñas et al., 

2017). 

 

 

Figura 3.1: Formación del epicardio a partir del órgano proepicárdico (PEO) (Imagen 

tomada de LifeMap Sciences, Inc. https://discovery.lifemapsc.com/in-vivo-

development/lateral-plate-mesoderm/proepicardium) 

Investigaciones recientes en modelos murinos de IM, 

muestran que la lesión miocárdica conduce a una activación 

epicárdica incluyendo la proliferación y expansión del epicardio, 

EMT y la migración de EPDCs. Después de IM, el epicardio 

https://discovery.lifemapsc.com/in-vivo-development/lateral-plate-mesoderm/proepicardium
https://discovery.lifemapsc.com/in-vivo-development/lateral-plate-mesoderm/proepicardium
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recapitula inicialmente un programa de expresión génica 

embrionario. Los genes epicárdicos fetales Wt1, Raldh2 y Tbx18 

son activados dentro de los primeros días tras la lesión (Cano et 

al., 2016). Por lo tanto, la lesión isquémica representa un fuerte 

activador del epicardio, la pregunta principal pendiente es si las 

EPDC activadas son capaces de restaurar el tejido cardíaco 

perdido. En el corazón lesionado adulto, la contribución del 

epicardio a la población de cardiomiocitos ha sido objeto de 

debate. Algunos estudios recientes han puesto de manifiesto el 

potencial de las células epicárdicas para contribuir a la 

formación  de cardiomiocitos  y nuevos vasos (neoangiogénesis) 

después de la lesión (Smits et al., 2014). Además, 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 lesión (Winter et 

al., 2007), demostrando que las células derivadas del epicardio 

junto con células mesenquimales derivadas de médula ósea 

proporcionan el andamio celular requerido para la deposición de 

colágeno en el remodelado cardiaco post-IM que genera la 

cicatriz fibrótica (Zhou et al., 2012). Estos autores proponen que 

la manipulación de esta interacción celular podría ayudar a 

minimizar las fibrosis y mejorar las terapias basadas en células 

para reparar el corazón infartado. 
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Por lo tanto, el conocimiento de los mecanismos moleculares 

que dirigen las decisiones de destino de las EPDCs puede 

conducir a la identificación de dianas moleculares que resulten 

de interés como dianas terapéuticas en la remodelación y 

reparación de tejido tras un IM. 

Por otro lado, varios estudios han proporcionado 

pruebas de la expresión diferencial de miRNAs durante el 

desarrollo y la diferenciación del corazón, tanto durante la 

embriogénesis como en las etapas postnatales (Babiarz et al., 

2012; Vacchi-Suzzi et al., 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 corazón, el papel de los miRNAs 

individuales en la diferenciación 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 diferenciación durante el desarrollo 

del corazón es la EMT. Es interesante señalar que numerosas 

evidencias previas han puesto de manifiesto que uno de los 

miRNAs que de forma potente actúa como modulador de la EMT 

en el contexto de la fibrosis pulmonar y el cáncer es el miR-200b 

(Li et al., 2019; Ranković 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 formación del epicardio a partir del proepicardio y para la 

diferenciación de las EPDCs más tarde (von Gise et al., 2011; 

Scarpa et al., 2015;). En este sentido, datos recientes obtenidos 

por nuestro grupo de investigación mediante RNAseq, han 

revelado que el miR-200b es el miRNA más diferencialmente 

expresado entre proepicardio/epicardio así como entre 

epicardio/ miocardio (Dueñas et al., en preparación).   

3.2 Hipótesis: 

Aunque la contribución directa del epicardio durante el 

desarrollo cardíaco a la formación 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 cardíaco como en el 

seguimiento enfermedad / lesión 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 señalan 

al miR-200b como un importante regulador de la EMT en otros 

contextos biológicos y patológicos. El avance en el 

conocimiento de los miRNAs que controlan los procesos de 

especificación de los distintos tipos celulares que conforman el 
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corazón constituye una pieza clave para el desarrollo de nuevas 

estrategias que permitan, de forma exitosa, reparar el corazón. 

Por lo tanto, un hito importante a llevar a cabo en este campo es 

la identificación de los miRNAs expresados en tipos específicos 

de células cardíacas y vasculares, así como el análisis de los 

papeles reguladores de estos miRNAs durante la diferenciación 

de los cardiomiocitos, fibroblastos cardiacos y la formación de 

vasos.  

Basados en datos preliminares obtenidos en nuestro 

grupo de investigación, la hipótesis 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 corazón.  

3.4 Material y métodos 

3.4.1 Obtención 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  tampón fosfato salino a pH 7,4 

(PBS). Se procedió a la disección y aislamiento de los corazones 

y a su lavado en el mismo PBS para eliminar los restos de sangre. 

Tras esto, se realizó la extracción de ARN. 
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3.4.2 Extracción de RNA, RT-PCR y PCR cuantitativa a 

tiempo real. 

Para el análisis de expresión de miR-200b durante el desarrollo 

embrionario y fetal, se extrajeron corazones de embriones de 

ratón en diferentes estadios del desarrollo, desde el E10.5 hasta 

E16.5 según se describe en el apartado anterior.  

Así mismo, también se extrajo el ARN de células YFP 

positivas e YFP negativas mediante obtenidas mediante 

clasificación de células activadas por fluorescencia (FACs; 

Fluorescence-Activated Cell sorting)  en corazones de embriones 

WT1-YFP+. 

 La extracción de ARN de todas las muestras obtenidas 

se realizó  mediante el kit High Pure RNA Isolation Kit (Roche), 

siguiendo las instrucciones de la casa comercial.  

Se utilizaron 2µg 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 reacción de la retrotranscriptasa con el kit 

Universal cDNA Synthesis Kit II, 8-64 rxns siguiendo el protocolo 

obtenido por la casa comercial (EXIQON). Posteriormente se 

realizó una PCR cuantitativa según describimos antes (Lozano-

Velasco et al., 2011) con oligonucleótidos específicos 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, 5S rRNA (hsa) ambos de la casa 

comercial Exiqon.  

También se realizó una qPCR en muestras de células 

epicárdicas (cuya obtención se describe posteriormente) en el 

que se midieron los niveles de expresión de N-Cadherina, usando 

como normalizadores los oligonicleótidos 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 midió en el aparato BIO-RAD CFX 

Manager siguiendo las instrucciones del proveedor y con el kit 

GoTaq® qPCR Master Mix (Promega). 
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Tabla 3.1: Oligonucleótidos para genes específicos, temperaturas de alineamiento y 

tamaño del amplicón para PCR cuantitativa. 

3.4.3 LNA Hibridación In Situ  

Esta técnica fue realizada usando sondas de detección de ácidos 

nucléicos (LNA) procedentes de la casa comercial Exiqon. Las 

muestras utilizadas fueron criosecciones de corazón de embrión 

de ratón de 20 µm de grosor en los estadios E10.5 hasta E16.5, en 

función de los resultados obtenidos en la cuantificación por 

qPCR de la expresión de miR-200b durante el desarrollo. La 

hibridación in situ se realizó tal y como se describió 

anteriormente (Perbellini et al., 2011). También se realizó la 

hibridación in situ en criosecciones de muestras de corazones de 

Oligonucleótidos Secuencia
Temperatura 

de 
alineamiento

Tamaño del amplicón

miR-200b 5’- UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA-3’
60ºC 22pb

N-Cadherina

sentido: 5´-GGGGATATTGGGGACTTCAT- 3´

antisentido: 5´-ACCGCTACTGGAGGAGTTGA-3´

60ºC 150 bp

Gusb

sentido: 5´-ACGCATCAGAAGCCGATTAT- 3´

antisentido: 5´-ACTCTCAGCGGTGACTGGTT-3´

60ºC 212 bp

Gapdh

sentido: 5´- CATCACTGCCACCCAGAAGACTG - 3´

antisentido: 5´- ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG -3´

60ºC 170 bp
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ratones WT1-YFP y G2-GATA4-YFP cedidos amablemente por el 

grupo de investigación del Dr. Ramón Muñoz-Chápuli y el Dr. 

José María Pérez Pomares de la Universidad de Málaga. 

Secciones de 20 µm fueron secadas durante 30 minutos 

a 4º C y fijadas en paraformaldehído (PFA) (PanReac)  al 2% otros 

30 minutos. Después se les realizaron 5 lavados de dos minutos 

cada uno en tampón fosfato salino a pH 7,4 (PBS) e incubadas 10 

minutos en una solución de H2O2 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 (tampón salino sodio-citrato) durante 

10 minutos para favorecer la hibridación de la sonda a 

temperaturas inferiores a 50ºC.  

Luego, las criosecciones fueron hibridadas con la sonda 

LNA-Detection Probe hsa-miR-200b-3p double DIG (digoxigenin) 

20nM de la casa comercial Exiqon, durante 2 horas a 37ºC. Tras 

esto, fueron lavadas primero en formamida al 30% en 2xSSC a 

45ºC  durante 30 minutos y 2xSSC a 45ºC por 15 minutos. Luego, 

un lavado en 1xSSC a 45ºC  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 (albúmina de 

suero bovino) en PBS durante 20 minutos a temperatura 

ambiente a lo que siguió un tratamiento durante toda la noche a 

4ºC con anticuerpo anti-digoxigenina (conjugado con fosfatasa 
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alcalina de la casa comercial Roche, en una concentración 1:2000 

en PBS+2% BSA.  

La hibridación de la sonda fue visualizada por una 

reacción de color con NBT (nitroblue tetrazolium) y BCIP (5-

bromo 4-cloro 3-indolil fosfato) (Sigma-Aldrich) tras una 

incubación de 8 horas a temperatura ambiente.  

3.4.4 Cultivos de células de epicardio desde explantes de 

ventrículo. 

Para el cultivo de células de epicardio se utilizaron ventrículos de 

embriones de ratón en estadío E12.5. Se extrajeron los 

corazones de estos embriones y se seccionaron y desecharon las 

aurículas quedando con la porción ventricular únicamente. Se 

lavaron en PBS para minimizar la concentración de sangre y se 

dispusieron boca abajo (con el ápex 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 37ºC y 5% de CO2 y el medio de cultivo se 

renovaba cada tres días. Mediante microscopía óptica se 

observaba la migración de las células epicárdicas hacia la base 
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adherente de la placa de cultivo. A las 72 horas se quitaron los 

ventrículos quedando solamente las células epicárdicas 

adheridas. 

De estos cultivos celulares, una parte se utilizó para 

realizar inmunocitoquímica según 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 expresión de N-Cadherina mediante qPCR según 

se describe anteriormente. 

3.4.5 Transfecciones de pre-miR-200b y antimiR-200b 

En el momento de la puesta de los ventrículos en cultivo para 

obtener células de epicardio, se realizó la transfección con pre-

miR-200b (hsa-miR-200b-3p. Pre-miR™ miRNA Precursor. 5nmol)  y 

antimiR-200b (hsa-miR-200b-3p Anti-miR™ miRNA Inhibitor. 

5nmol)  ambos de la casa comercial Thermo Fisher. 

Para ello se utilizó medio de cultivo Opti-MEM (Reduced 

Serum Medium), medio utilizado con reactivos de transfección 

de lípidos catiónicos (Thermo Fisher) y Lipofectamina 

(Lipofectamine 2000), compuesto lipídico que se emplea en los 

experimentos de transfección realizados en células eucariotas 

(Invitrogen). 
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Para la transfección, se añadieron, por separado, 50 pmol. del 

pre-microR-200b y otros 50 pmol del anti-miR200b en 250 l de 

medio Opti-MEM en dos tubos eppendorf.  Por otro lado, se 

añadieron 2.5 l de Lipofectamina a 250 l de Opti-MEM a otros 

dos tubos eppendorf.  Tras homogeneizar el contenido de los 

tubos. La solución que contienen el pre-miR-200b y la que tiene 

el antimiR-200b se mezcla con la solución que contiene 

Lipofectamina y se incuban los tubos durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. Durante este tiempo tiene lugar la 

formación de los complejos lípido-ARN entre la Lipofectamina y 

el pre-miR y/o anti-miR, lo cual permitirá más tarde la entrada de 

éstos en las células. Esta mezcla de 500 l de Opti-MEM que 

contiene Lipofectamina y el pre-microRNA se añade a la placa de 

cultivo en la que previamente se habían añadido, por pocillo, 1,5 

ml de medio de cultivo sin penicilina/estreptomicina. Se 

transfectó 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 añadió ningún pre-miR ni 

anti-miR. Se incuban las placas a 37ºC y 5% de CO2.  

Se repetirá la transfección con su correspondiente cambio 

de medio de cultivo cada 3 días durante 7 días con el fin de evitar 

la degradación y desaparición de los pre-miRs y anti-miRs 

transfectados a lo largo del tiempo. 
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3.4.6 Inmunocitoquímica 

Para verificar que en los cultivos celulares obtenidos a partir de 

explantes de ventrículos había presencia de  células procedentes 

del epicardio, se realizaron experimentos de inmunocitoquímica 

con el marcador WT1 a las 24 horas de cultivo de explante y 

después de retirar los ventrículos. Una vez eliminado el medio 

de cultivo de la placa, se realizaron dos lavados en PBS para así 

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 usó 1 ml de una 

solución de TritónX-100 (PanReac) más 50mM de NH4Cl durante 

diez minutos a temperatura ambiente. Tras volver a lavar con 

PBS se aplicó la solución bloqueante compuesta por PBS+0,2% 

de gelatina (SigmaAldrich) durante diez minutos. 

Se procedió después a la incubación 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 solución 

bloqueadora de PBS+0,2% de gelatina. Una vez realizada la 

incubación con el anticuerpo primario y tras lavar la muestra con 
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PBS, se añadió el anticuerpo secundario con un fluoróforo y se 

dejó durante treinta minutos a temperatura ambiente. Se 

volvieron a lavar las muestras y se añadió la tinción nuclear, en 

este caso usamos DAPI (4′,6-Diamidine-2′-phenylindole 

dihydrochloride) (SigmaAldrich) para visualizar los núcleos 

celulares. 

3.4.7 Análisis estadístico 

En todos los experimentos se realizaron 3 réplicas biológicas. 

Los datos obtenidos fueron analizados usando el software 

Prism6 con el que se realizaron los test estadísticos 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 corazón durante el 

desarrollo embrionario, se llevó a cabo una qRT-PCR en 

corazones embrionarios de ratón 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 expresión a E15.5 siendo 

indetectable desde E16.5. Estos resultados demuestran que el 

miR-200b presenta un perfil de expresión muy restringido 

durante la carcinogénesis.  
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Figura 3.2. Expresión de miR-200b durante el desarrollo cardiaco. Test estadístico 

ANOVA 

 Uno de los eventos biológicos más 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 epicárdicas 

comenzarán directamente a participar en la formación de la 

composición celular del miocardio. Durante estos estadios del 

desarrollo, un subconjunto de las células epicárdicas se 

someterá a una EMT; las células epicárdicas adquieren 

características de células mesenquimales; obtienen una 

morfología en forma de huso y adquieren la capacidad de migrar 

primero hacia el espacio subepicárdico (EPDCs) y después hacia 
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el intersticio miocárdico, donde pueden diferenciarse en 

diferentes tipos de células y contribuir al desarrollo y la 

maduración del miocardio (von Gise et al., 2011; Scarpa et al., 

2015). Teniendo en cuenta que la expresión del miR-200b 

coincide con el inicio de la EMT en las EPDCs; para corroborar los 

perfiles de expresión de este miRNA e investigar su localización 

en el tejido cardiaco realizamos un análisis de expresión 

mediante LNA-in situ.  

A E10.5 no se detectó ninguna señal de expresión para 

miR-200-b  en el corazón embrionario (Figura 3.3) corroborando 

que el miR-200b no se expresa en el corazón a este estadio del 

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

corazón a E10.5. CN: Control negativo. A: atrio común. V: ventrículo común. 

Sin embargo, a E12.5 la hibridación LNA in situ mostró 

señal de expresión de miR-200b en células de la capa más 

externa de corazón, compatible con la localización de las células 

epicárdicas (Figura 3.4-flechas azules). Así mismo detectamos 

señal de hibridación en algunas células en el interior del 

miocardio (Figura 3.4-flechas rojas). 
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Figura 3.4: Hibridación LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de 

corazón a E12.5. CN: Control negativo. AD: atrio derecho. AI: atrio izquierdo. VD: 

ventrículo derecho. VI: Ventrículo izquierdo. 

De forma semejante, los perfiles semejantes de 

expresión para miR-200b por hibridación LNA-in situ a E13.5 

indican que este miRNA se expresa en algunas células de la 

envuelta externa del corazón en aurículas y ventrículos; así 

como en algunas células en el interior del miocardio (Figura 3.5). 
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Figura 3.5: Hibridación LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de 

corazón a E13.5. CN: Control negativo. AD: atrio derecho. AI: atrio izquierdo. VD: 

ventrículo derecho. VI: Ventrículo izquierdo. 

Así mismo, a E15.5 el miR-200b presentó una expresión 

similar en el corazón a este estadio del desarrollo (Figura 3.6).  
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Figura 3.6: Hibridación LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de 

corazón a E15.5. CN: Control negativo. AD: atrio derecho. AI: atrio izquierdo. VD: 

ventrículo derecho. VI: Ventrículo izquierdo. 

Sin embargo, a E16.5 no se detectó marcaje para el miR-

200b en el corazón, indicando que este miRNA deja de 

expresarse en el corazón a este estadio del desarrollo (Figura 

3.7).  
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Figura 3.7: Hibridación LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de 

corazón a E16.5. CN: Control negativo. AD: atrio derecho. AI: atrio izquierdo. VD: 

ventrículo derecho. VI: Ventrículo izquierdo. 

En conjunto esto resultados indican que el miR-200b se 

expresa en el corazón en desarrollo entre los estadios E12.5 y 

E15.5 en una subpoblación de células que recubre la capa 

externa del corazón (epicardio), así como en algunas células en 

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

subpoblación de células del epicardio y su progenie. 

Para identificar las poblaciones celulares derivadas del epicardio 

que expresan miR-200b hemos utilizado 2 líneas diferentes de 

ratones reportero: Wt1Cre-eYFP, G2GATA4Cre-YFP y 

suministradas por el grupo del Dr. Pérez-Pomares de la 

Universidad de Málaga (en colaboración). La línea Wt1Cre-eYFP 

nos permite identificar a células epicárdicas de origen en el 

proepicardio, así como trazar sus células derivadas del epicardio 

(Zhou et al., 2012). La línea G2GATA4-YFP nos permite trazar las 

células derivadas del epicardio que contribuyen a la formación 

de la vasculatura coronaria (células endoteliales y 

perivasculares)(Cano et al., 2016). Los embriones de estadios 

entre E12.5 y E15.5 procedentes de estas líneas de ratones 

transgénicos (cedidos por el Dr. Pérez-Pomares) han sido 

procesados para hibridación LNA-situ utilizando la sonda hsa-

miR-200b-3p; miRCURY LNA™ (Exiqon). 

Las LNA-in situ para miR-200b en embriones Wt1Cre-

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 subepicárdico e 

interior de miocardio, corresponden a células YFP+ positivas. 

Estos resultados demuestran que el miR-200b está presente 

principalmente en células WT1 positivas en el corazón en 
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desarrollo, indicando que este miRNA se expresa en una 

subpoblación de células epicárdicas (EPDCS) en el epicardio así 

como en células derivadas del epicardio (EPDCs) que invaden el 

espacio subepicardio y el miocardio a estas etapas del desarrollo 

embrionario.  

 

 

Figura 3.8: Hibridación LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de 

corazones de embriones Wt1Cre-eYFP a E13.5. AD: atrio derecho. AI: atrio izquierdo. 

VD: ventrículo derecho. VI: Ventrículo izquierdo. Flechas indican co-localización YFP 

y miR-200b. 
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Así mismo, para analizar más en profundidad la expresión 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 análisis por RT-PCR de 

la expresión del miR-200b en las células aisladas por FACs 

demuestra que la expresión de este miRNA es más 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 corazón embrionario.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9: RT-PCR para el miR-200b en células extraídas mediante FACs de 

embriones Wt1Cre-eYFP a E13.5. Análisis estadístico T-Student. Significativo p<0,05. 
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La línea de ratones transgénicos G2-Gata4Cre-eYFP identifica 

específicamente a una subpoblación 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 intramiocárdicas (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 subepicárdico e 

interior de miocardio, corresponden a células YFP+ positivas. 

Estos resultados demuestran que el miR-200b está presente 

principalmente en células epicárdicas procedentes del septum 

transversum en el corazón en desarrollo, indicando que este 

miRNA se expresa en una subpoblación de células epicárdicas 

(EPDCS) progenitoras del endotelio de los vasos coronarios que 

invaden el espacio subepicardio y el miocardio para formar 

endotelio coronario. 
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Figura 3.10: Hibridación LNA-in situ para el miR-200b en costes de criostato de 

corazones de embriones G2Gata41Cre-eYFP a E13.5. AD: atrio derecho. AI: atrio 

izquierdo. VD: ventrículo derecho. VI: Ventrículo izquierdo. Flechas indican co-

localización YFP y miR-200b. 

Así mismo, para analizar más en profundidad la 

expresión del miR-200b en EPDCs, realizamos un aislamiento de 

las células YFP positivas e YFP negativas mediante FACs en 

corazones de embriones G2Gata4-YFP+ de estadio E13.5. El 

análisis por RT-PCR de la expresión del miR-200b en las células 

aisladas por FACs demuestra que la expresión de este miRNA es 

más 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 subpoblación 

de células EPDCs procedentes del septum transversum en el 

corazón embrionario.  

 

Figura 3.11: RT-PCR para el miR-200b en células extraídas 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 epicárdicas que provienen del proepicardio así como en 

poblaciones de progenitores epicárdicos que proceden del 

septum transversum y que ingresan en el espacio subepicárdico 
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y miocardio entre los estadios E123.5 y E15.5. Estos hallazgos 

indican que este miRNA podría estar jugando un papel o en los 

procesos de EMT de las EPDCs o en su movimiento a través del 

miocardio. 

3.5.3 El miR-200b juega un papel en la movilidad de las 

células epicárdicas. 

Tal y como indican los resultados obtenidos en el apartado 

anterior, el miR-200b está presente en una subpoblación de 

células del epicardio y de sus células derivadas (EPDCs) que 

ingresan en el miocardio entre los estadios E12.5 y E13.5. Así, 

para dilucidar si este miRNA puede estar jugando un papel en los 

procesos de EMT y los movimientos de migración de las EPDCs a 

través del miocardio se realizaron experimentos de pérdida y 

ganancia de función del miR-200b en cultivos primarios de 

células epicárdicas obtenidos a partir de explantes de 

ventrículos en estadio E13.5.  

En primer lugar, para verificar que los cultivos celulares 

obtenidos a partir de explantes de ventrículos estaban 

enriquecidos en células procedentes del epicardio, se realizaron 

experimentos de inmunocitoquímica con el marcador WT1 a las 

24 horas de cultivo de explante y después de retirar los 

ventrículos. 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 están altamente enriquecidos 

en células de epicardio indiferenciadas. 

 



Capítulo III  
 

144 

 
 

 

Figura 3.12: Inmunocitoquímica para WT1 en cultivos de células de epicardio 

obtenidos de explantes de ventrículos de embriones de ratón en estadio E13.5. 
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Así, estos cultivos primarios de células epicárdicas se utilizaron 

para realizar ensayos in vitro de pérdida y ganancia de función 

de miR-200b mediante transfección con lipofectamina del 

premiR-200b para los experimentos de ganancia de función, y 

con el anti-miR200b para los experimentos de pérdida de 

función.  

La sobreexpresión e inhibición del miR-200b en los 

cultivos de células epicárdicas 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 expresión 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. Así mismo, los niveles de expresión de miR-200b 

en las células transfectadas con el anti-miR-200b son 

significativamente inferiores en relación a las células control. 

Estos resultados corroboran la pérdida y ganancia de función de 

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

con premiR y antimiR-200b.  

Es bien conocido que, una vez que se establece el 

epicardio, las células epicárdicas comenzarán directamente a 

participar en la formación de la composición celular del 

miocardio. Así, un subconjunto de las células epicárdicas se 

someterá a un proceso conocido como transición epitelial a 

mesenquimal (EMT) (Essafi et al., 2011). Ha sido previamente 

establecido que la expresión de N-cadherina en las células que 

llevan a cabo la EMT es esencial para la formación de los 

llamados “contactos de inhibición de la locomoción”  (CIL), un 

proceso que permite el movimiento celular entre células dentro 

de un tejido y que juega un papel fundamental en la invasión de 

células cancerígenas y  en la migración celular durante el 

desarrollo embrionario (von Gise et al., 2011). Así, para evaluar si 
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el miR-200b puede modular la adquisición de un fenotipo 

migratorio en las EPDCs, los niveles de N-cadherina se 

cuantificaron mediante RT-PCR en los cultivos primarios de 

células epicárdicas transfectadas con pre-miR-200b y antimiR-

200b (Figura 3.14). 

 

Figura 3.14: RT-PCR para N-cadherina en células epicárdicas control y transfectadas 

con premiR y antimiR-200b.  

Los resultados obtenidos por RT-PCR indican que la 

expresión de N-Cadherina se encuentra incrementada al doble 

en los cultivos de células epicárdicas transfectadas con premiR-

200b con respecto a las células control (Figura 3.14). Así mismo, 

los niveles de expresión 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 expresión de N-cadherina en células epicárdicas. 

Basados en estos resultados, nos planteamos investigar 

el efecto posible efecto del miR-200b en la locomoción y/o 

movimiento de las células del epicardio. Para ello, los cultivos 

primarios de células epicárdicas fueron transfectadas con 

premiR-200b y antimiR-200b, teñidas con DiI y monitorizadas a 

evaluación de su movimiento mediante Confocal Live Cell 

Microscopy durante 48h. En los videos obtenidos (Figura 3.15) se 

observó que las células transfectadas con el premiR-200b 

mostraban mayor motilidad que las células control; mientras 

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

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

 

Figura 3.15: Videos en células epicárdicas control y transfectadas con premiR y antimiR-200b y 

teñidas con DiI.  
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Para verificar estos resultados se realizó una cuantificación de 

los movimientos celulares evaluando el número de células que 

mostraban motilidad (Figura 3.16), así como cuantificando la 

distancia recorrida en nm de los movimientos de las células 

(Figura 3.17) (migración celular).  

Tal y como se observa en la Figura 3.16, el número de 

células con motilidad es significativamente superior en las 

células transfectadas con el premiR-200b con respecto a las 

células control. Sin embargo, el número 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. 

 

 

Figura 3.16: Cuantificación del número de células que muestran motilidad. 
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Así mismo, la cuantificación 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). 

 

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

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

Por último, para profundizar en el análisis del efecto del 

miR-200b en los movimientos celulares de los cultivos de células 

epicárdicas, 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.  

 

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

epicárdicas 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 regulación del 

movimiento de las células del epicardio.  

3.6 Discusión 

Las cardiopatías congénitas son las malformaciones humanas 

más comunes. Las alteraciones en el desarrollo cardíaco 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 fisiológicamente 

relevante en el desarrollo cardíaco. Uno de los mecanismos 

importantes del desarrollo en el corazón es la transformación 

epicárdica 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 

maduración de muchos tipos de células cardíacas, incluyendo 

pericitos, músculo liso vascular y células endoteliales que son 

críticas para la formación de vasos coronarios cardiacos, así 

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 

identificación de los factores que regula la EMT en el epicardio 

es esencial para comprender la etiología de las enfermedades 

cardíacas. 

Los microRNA (miRNA) representan una clase de ARN 

pequeños (19–25 nucleótidos) no codificantes muy 

conservadores evolutivamente que modulan la expresión génica 

inhibiendo la traducción de mRNA o su estabilidad y por lo tanto 

regula diversos procesos fisiológicos (Bernstein et al., 2003; Kim, 

2005). En vertebrados, se han identificado cientos de miRNAs 

con patrones de expresión diferencial que van desde ubicuos 

hasta altamente específicas 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 función de miRNA en 

embriones y tejidos murinos es inactivar genéticamente Dicer, 

una endorribonucleasa que escinde pre-miRNA para generar 

dúplex de miRNA de 22 nucleótidos de longitud (Bernstein et al., 

2003). Estos dúplex normalmente se incorporan al complejo de 

silenciamiento inducido por RNA multiproteína 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 expresión, 

ya sea por silenciamiento traduccional, o escisión de ARNm, 

dependiendo del grado de complementariedad entre el miRNA y 

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

En los últimos 20 años, 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 función 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). Así, la eliminación de Dicer en células progenitoras 

cardiacas utilizando la línea de ratones Nkx2.5Cre conduce a 
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letalidad embrionario en E12.5 debido a edema pericárdico y 

pobre desarrollo ventricular (Zhao et al., 2007). En otro estudio, 

utilizando una línea Nkx2.5 diferente se demostró que Dicer es 

importante para la muerte celular programada durante la 

morfogénesis del tracto de salida cardiaco (Saxena et al., 2010). 

Además, para comprender el papel de los miRNAs en la 

remodelación cardiaca, Dicer fue eliminado en los cardiomiocitos 

postnatales utilizando la Cre-recombinasa inducible por 

tamoxifeno (MHC-MerCreMer) (Da Costa Martins et al., 2008). 

La eliminación de Dicer en los cardiomiocitos de ratones de 3 

semanas resultó en muerte súbita dentro de 1ª semana debido a 

la función cardíaca deteriorada. Los corazones mutantes 

mostraron remodelación ventricular leve, dilatación auricular 

dramática, hipertrofia de miocitos, desorganización de 

miofibras, fibrosis ventricular y regulación positiva de 

transcripciones de genes fetales (Da Costa Martins et al., 2008). 

Más específicamente, se ha analizado el posible papel de los 

miRNAs en el desarrollo del epicardio deleccionando Dicer 

utilizando ratones transgénicos Gata5-Cre. Estos mutantes 

mueren inmediatamente después del nacimiento y exhiben 

problemas cardiacos gravas ligados a anomalías en la EMT del 

epicardio y formación de las coronarias; subrayando la 

importancia del papel de los miRNAs en el epicardio (Singh et al., 

2011). En este estudio, un análisis de la expresión de miRNAs en 

explantes de epicardio tratados con FGF2 para estimular la EMT 
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evidenció 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. Además, nuestro análisis mediante 

hibridación in situ en ratones de las líneas WT1-YFP y G2Gata4-

YFP claramente muestran que el miR-200b se expresa en 

subpoblaciones de células epicárdicas que provienen del 

proepicardio así como en poblaciones de progenitores 

epicárdicos que proceden del septum transversum ingresando 

en el espacio subepicárdico y miocardio entre los estadios E123.5 

y E15.5. Así, estos resultados indican que el miR-200b puede 

estar jugando un importante papel en la EMT y/o migración 

celular que realizan las células epicárdicas durante este periodo 

del desarrollo, subrayando la posible contribución del miR-200b 

en los procesos que conducen a la contribución de las células 

epicárdicas a la formación del corazón. 

La EMT comienza cuando las células epicárdicas pierden 

características epiteliales como su polaridad ápico-basal y sus 

contactos célula-célula y reducen la expresión de las proteínas 

de adhesión transmembrana E-cadherina y zónula occludens-1 

(ZO-1). Posteriormente, las células epicárdicas adquieren 
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características de células mesenquimales; con una morfología en 

forma de huso y regulan al alza la expresión de fibronectina, N-

cadherina y metaloproteasas de matriz (MMP). Esto dota a los 

EPDC de la capacidad de migrar y poblar el espacio 

subepicárdico: una capa amorfa rica en matriz que está presente 

entre el epicardio y el miocardio. Desde el subepicardio, los 

EPDCs migran hacia el intersticio miocárdico, donde pueden 

diferenciarse en diferentes tipos de células y contribuir al 

desarrollo y la maduración del miocardio (von Gise et al., 2011). 

En este contexto, se ha demostrado que un proceso descrito 

como “contacto por inhibición de la locomoción” (CIL) dirige el 

movimiento de una célula en el interior de un tejido (Carmona-

Fontaine et al., 2008). Más 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 expresión 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. Además, cultivando NC en micropatrones, 

fotoactivando diferentes formas de Rac y midiendo las fuerzas 

de tracción durante CIL, concluyeron que el interruptor de 

cadherina conduce a la ruptura de la unión célula-célula al 
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generar mayores fuerzas resultantes de la repolarización celular 

(Scarpa et al., 2015). En nuestros resultados obtenidos en 

cultivos de células epicárdicas observamos que la 

sobreexpresión de miR-200b conduce a un incremento en la 

expresión de N-cadherina, sugiriendo que este miRNA puede 

estar potenciando el “interruptor” del cambio de expresión de 

las cadherinas, potenciando así los movimientos de las células 

del epicardio. Experimentos adicionales nos ayudaran a dilucidar 

si la modulación del miR-200b de la expresión de la N-cadherina 

se bebe a un efecto directo o indirecto. Aunque análisis 

mediante targetscan no predice elementos de unión para miR-

200b en la porción 3´UTR del mRNA de la N-cadherina, 

sugiriendo un posible efecto indirecto.  

Por otro lado, en los últimos años se han aportado 

evidencias de la implicación 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 corazón y en el 

corazón adulto (Arora et al., 2016). Así, La ablación genética de 

PKR1 en el epicardio conduce a una letalidad parcial embrionaria 

y postnatal con desarrollo anormal del corazón. Los defectos 

cardíacos del desarrollo se manifiestan en la etapa adulta como 

miocardiopatía isquémica con disfunción sistólica. 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 corazón: 1.-

Proliferación de EPDCs y cardiomiocitos implicada en el 

engrosamiento de la pared de la cámara ventricular compacta 

externa, 2.-ritmicidad, y 3.-formación de circulación coronaria. En 

EPDC embrionarios aislados, la sobreexpresión o activación de 

PKR1 altera la morfología celular y los marcadores EMT 

mediante la activación de la señalización de Akt. La falta de señal 

PKR1 en el epicardio conduce a un desarrollo cardíaco 

defectuoso y subyace al origen de la cardiopatía congénita en 

ratones adultos (Arora et al., 2016). Así mismo, el papel del 

citoesqueleto en los movimientos que llevan a cabo las EPDCs  

se está poniendo de manifiesto. En concreto,  recientemente se 

ha demostrado que la proteína del citoesqueleto miosina no-

muscular IIB (NMIIB) se requiere para la formación del epicardio 

y sus funciones mediando la proliferación en  el miocardio y el 

desarrollo de vasos coronarios (Ma, et al., 2017). La ablación de 

NMIIB en las células epicárdicas resulta en la interrupción de la 

integridad epicárdica 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 epicárdicos demuestran un 

deterioro en la maduración de las células mesenquimales  

generadas durante la EMT del epicardio. Esto se manifiesta por 

una invasión deteriorada en geles de colágeno de las células 
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mesenquimales derivadas del epicardio y la reorganización de la 

estructura del citoesqueleto. Aunque hay una marcada 

disminución en la expresión de genes mesenquimales, no hay 

cambio en Snail (también conocido como Snai1) o expresión de 

E-cadherina. Estudios de epicardio específico Los ratones 

noqueados con NMIIB confirman la importancia de NMIIB para 

integridad epicárdica y funciones epicárdicas en la proliferación 

de miocitos y formación de vasos coronarios durante el corazón 

en desarrollo (Ma, et al., 2017). Por tanto, estos hallazgos 

proporcionan un mecanismo que vincula formación epicárdica y 

función epicárdica a la actividad de la Proteína motora 

citoplasmática NMIIB.  Nuestros resultados en los experimentos 

de ganancia y pérdida de función 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 podría estar de alguna forma 

modificando la citoarquitectura celular para imprimir cambios 

fenotípicos que favorezcan el movimiento de las células 

epicárdicas.  Ya que estudios previos indican que la familia del 

miR-200 induce la actividad de las integrinas favoreciendo la 

migración celular en células cancerígenas (Virtakoivu et al., 

2012); estudios adicionales serán necesarios para confirmar el 

papel del miR-200b en las zonas de adhesión celular y CIL en el 

contexto del epicardio. 
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3.7 Conclusiones 

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

epicárdicas y EPDCs entre los estadios E12.5-E15.5 en el corazón 

en desarrollo. 

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

200b en cultivos primarios de células de epicardio demuestran 

que el miR-200b regula la motilidad celular. 
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