0p]
D
S
-
D
=
5
Q.
X
LL]
)
b
o
-
o
O
D
[®)
[®)
Qv
i
D
o
qu
LL

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Grado en Biologia
Trabajo Fin de Grado

Papel de IncRNAs y
microRNAS en el
desarrollo
cardiovascular

Alumno: Pedro José Mira Nunez

Julio, 2020



% Facultad de
Universidad de Jaén Ciencias Experimentales

Grado en Biologia
Trabajo Fin de Grado

Papel de IncRNAs y
microRNAS en el
desarrollo
cardiovascular

Alumno: Pedro José Mira Nuinez

<%

Julio, 2020



RESUMEN

La mayor parte del genoma esta compuesto por genes que no se traducen a
proteinas pero que si se transcriben. Estos transcritos componen el llamado
grupo de los RNAs no codificantes, los cuales estan involucrados y tienen un
papel fundamental en la regulacién de distintos procesos celulares. Este grupo
se subdivide en funcién de su tamafio y en este estudio nos centramos en los
microRNAs (22-24 nucleétidos) y IncRNAs (>200 nucledtidos). En las ultimas
décadas se ha avanzado mucho en el estudio de estas moléculas y en este
trabajo realizamos una revision de los microRNAs y IncRNAs que estan
involucrados en el desarrollo cardiovascular. Se esta poniendo de manifiesto que
estos RNAs tienen un gran poder regulador y regenerador sobre el corazon vy si
se consigue avanzar en las investigaciones en este campo se podria poner
remedio a distintas enfermedades cardiovasculares.
Palabras clave: IncRNAs, microRNAs, desarrollo cardiovascular, regeneracion
cardiovascular, epicardio.

ABSTRACT

Most of the genome is composed of genes that do not translate into proteins
but are transcribed. These transcripts make up the so-called non-coding RNA
group, which are involved and have a fundamental role in the regulation of
different cellular processes. This group is subdivided according to their size and
in this study we focus on microRNAs (22-24 nucleotides) and IncRNAs (>200
nucleotides). In recent decades much progress has been made in the study of
these molecules and in this work we are reviewing the microRNAs and IncRNAs
that are involved in cardiovascular development. It is already becoming clear that
these RNAs have great regulatory and regenerative power on the heart and if
progress is made in research in this field it could be possible to cure various
cardiovascular diseases.
Keywords: IncRNAs, microRNAs, cardiovascular development, cardiovascular

regeneration, epicardium.



INDICE

1. INTRODUCCION ....coiiiiiitiiiiiete ettt sttt eve e 4
1.1 Conceptos generales del desarrollo cardiaco ............cccvvvevvvvieiennnnn. 4
1.2 Desarrollo del proepicardio/epicardio ..........cccccuveemmmmmimminiiiiiiiiiinnnnns 10
1.3 Regulacion transcripcional del proepicardio/epicardio.................. 11
1.4 Papel del epicardio en patologias cardiovasculares....................... 13
1.5 Papel del epicardio en regeneracién cardiovascular...............c...... 14
1.6 RNAs no codificantes en el desarrollo cardiovascular-................... 16

2. OBIETIVOS ... 16

3. RESULTADOS ... 17
3.1. Papel de los microRNAs en el desarrollo cardiovascular ............. 17

3.1.1. Funciones de los miRNAs en cardiomiocitos .................... 17
3.1.2. Funciones de los miRNAs en las células de la cresta neural

(o= 1o L 7= o= U PP 20

3.1.3. Funcién de los miRNAs en células endocardicas .............. 22

3.1.4. Funcién de los miRNAs en células epicardicas ................. 22

3.2 Papel de IncRNAs en el desarrollo cardiovascular ......................... 24

3.3 Interaccion IncRNA-microRNAs en el desarrollo cardiovascular .. 27

4. CONCLUSIONES .....coiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee ettt 30

5. BIBLIOGRAFIA .....ooiiiitiiteteeeee et 31



1. INTRODUCCION
1.1. Conceptos generales del desarrollo cardiaco

La gastrulacion es el proceso mediante el cual se forma la tercera capa
embrionaria, el mesodermo. Inicialmente el disco embrionario bilaminar consta
de epiblasto e hipoblasto y durante el proceso de gastrulacién se configura en
un disco trilaminar con tres capas embrionarias, conocidas como endodermo,
ectodermo y mesodermo (Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1993; Garcia-Martinez
et al. 1997).

Este proceso consta de una serie de cambios que se producen en el embrién
mediante el cual las células del epiblasto proliferan y migran para formar el
mesodermo. Estas células crean dos corrientes de migracion, una en sentido
rostro-caudal y otra en sentido latero-medial, dando lugar a la linea primitiva. La
linea primitiva es una estructura longitudinal ubicada a lo largo del eje rostro-
caudal del embrién muy dinamica. Es decir, esta linea tiene una composicion
diferente en cada momento del desarrollo en funcién de las células que ingresan
para la formacion del mesodermo constituyéndose el embrién trilaminar (Alvarez
et al. 2006).

Por tanto, la linea primitiva consiste en el aspecto morfolégico que tienen las
células cuando ingresan a través de ella para formar el mesodermo. Tras la
separaciéon del mesodermo lateral en dos laminas (mesodermo somatico y
esplacnico) y la formacion de la cavidad celémica, los precursores cardiacos se
sitian en el mesodermo esplacnico, y constituyen el mesodermo cardiogénico
de los campos cardiacos Dbilaterales (Brand, 2003; Kirby, 2007).
Experimentalmente se ha conseguido poner de manifiesto en embriones de aves
que las células precardiacas son identificables antes de la gastrulacion en la
mitad rostral del epiblasto, laterales en la linea primitiva e inmediatamente
caudales al nddulo de Hensen (Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1993; Schoenwolf
y Garcia-Martinez, 1995).

El corazén es el primer érgano que comienza a funcionar para proporcionar
los requerimientos de oxigeno y nutricionales que no son satisfechos por difusion
cuando el embridn crece y empieza a ser mas complejo (Kirby, 2007).

Inicialmente desarrolla una estructura tubular sencilla que progresivamente va



cambiando hasta configurar el érgano maduro (Gonzéalez-Sanchez y Bader,
1990; Harvey, 2002; Brand, 2003).

Al comienzo de la gastrulacion, las células precardiacas se dirigen hacia la
linea media del embridn. Aqui se invaginan a través de la linea primitiva, situada
caudalmente al nédulo de Hensen y migran rostrolateralmente en distribucion
bilateral a ambos lados del nédulo hasta que se sitdan a nivel de las areas del
mesodermo precardico que contribuirda a la formacion del endocardio y
miocardio. El mesodermo precardiaco establece una relacion con el endodermo
anterior que ha sido implicado en el proceso de diferenciacion del corazén
embrionario (Stalsberg y DeHaan, 1969; Fishman y Chien, 1997; Franco et al.
2002).

Placa Placa
cardiégena precordal

Células
epiblasticas

|Endodermo .
Linea

primitiva
Notocorda

Pared del
saco vitelino

Figura 1. Esquema de un embrién durante la gastrulacién donde se muestra la formacion de la
placa cardiogénica. La flecha indica la migracion hacia la linea primitiva de las células
epiblasticas determinadas a células cardiacas que forman la placa cardidgena (Lopez, 2012).

El mesodermo precardiaco, que se encuentra aun sin diferenciar, se extiende
a lo largo del eje antero-posterior a cada lado del embrién y sufre un proceso de
epitelizacion y diferenciacion que da lugar a la formacion de estructuras

pareadas, los tubos endocérdicos primitivos (Schultheiss et al. 1995).
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Figura 2. llustracién de la formacion de los tubos endocéardicos primitivos a partir del
mesodermo precardiaco. A continuacion, se fusionan para constituir el tubo cardiaco primitivo.
(Arteaga, 2017).

A consecuencia del cierre de la placa neural y elongacion de las vesiculas
encefélicas el sistema nervioso central crece y se expande sobre la region
cardiogénica central. Al mismo tiempo, a consecuencia del cierre se forma la
cresta neural que consta de un pequefio grupo de células multipotentes, parte
de las cuales, la cresta neural cardiaca, contribuiran al tejido conectivo de las
paredes de las arterias cardiacas principales. Debido al crecimiento que se esta
produciendo en el sistema nervioso y la flexion cefalocaudal del embrién, los
tubos endocéardicos son desplazados hacia la regién cervical para después
alcanzar su ubicaciéon definitiva a nivel toracico. En este paso los tubos se
acercan y fusionan en la linea media del embrion. La fusiébn empieza en el
extremo cefalico de los tubos y se extiende en direccion caudal de modo que se
forma un tubo Unico denominado tubo cardiaco primitivo con capacidad contractil
y constituido por el endocardio y miocardio. En el desarrollo el tubo cardiaco
primitivo se incurva hacia la derecha y da lugar a la formacion del asa cardiaca
con forma de C que progresivamente adquiere una forma de S. Este
desplazamiento constituye una de las primeras sefiales de asimetria izquierda-
derecha en el embrién. (Manasek et al. 1972; Lin y Taber, 1994; Levin, 1997,
2005; Levin et al. 1997; Manner, 2000; Voronov et al. 2004; Ramasubramanian
et al. 2006).
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Figura 3. Proceso de la formacion del corazén tetracameral. Comenzando con la fusién de

los tubos endocardicos primitivos para formar el tubo cardiaco primitivo, el cual se incurva y forma
la llamada asa cardiaca que posteriormente se divide en sectores (A: atrial, V: ventricular) (L6pez-
Sanchez et al. 2013).

Al mismo momento que se produce el proceso anterior también se produce la
segmentacion del corazon embrionario (Larry et al. 1995), de tal modo que se
constituyen distintas partes del corazén como el seno venoso, la auricula comun,
ventriculos primitivos y la region tronco-conal y el polo arterial. La septacion o
tabicacidn consiste en un proceso basado en la formacion del septo atrial y septo
ventricular, necesarios para la separacion de la doble circulacion del corazén y
en la formacion de los aparatos valvulares atrioventriculares y tronco-conales
(Kramer, 1942; Kirby, 2007).

Dentro del sector atrial se forma el septum primum que desciende desde la
pared superior de la auricula y sufre un proceso de perforacién configurando asi
el ostium primum que se cerrara parcialmente por el desarrollo del septum
secundum a su derecha. Esto permite el paso de sangre desde la auricula
derecha a la izquierda a través del foramen oval del septum secundum que se
cerrara totalmente tras el nacimiento (Moorman y Christoffels, 2003).

El septo o tabique interventricular se forma gracias a dos estructuras, la
porcion muscular y la membranosa. La porcion muscular procede de la capa
miocardica en el apice del ventriculo primitivo permitiendo la presencia del
foramen interventricular que comunica ambos ventriculos (Abad et al. 2006). La
porcidon membranosa es la responsable del cierre del foramen interventricular y

se desarrolla a partir de las crestas tronco-conales (Akiyama et al. 2004).



Figura 4. Esquema de la tabicacién atrial. A. Se ilustra aparicién del septum primum. B.
muestra en la parte alta del septum primum las zonas de muerte celular fisiolégica precursoras
del ostium secundum. C. fusion de las almohadillas del canal atrioventricular y el cierre del ostium
primum; las perforaciones del ostium secundum han confluido y forman un orificio Unico. D.
aparicion del septum secundum, a la derecha del septum primum. E. tabique interatrial totalmente
formado y la superposicidn del septum primum y del septum secundum (Modificado de Arteaga,

2017).
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Figura 5. Esquema desarrollo de los ventriculos. A. La gelatina cardiaca se encuentra

uniformemente distribuida entre el endocardio y miocardio, y el bulbo cardiaco y el ventriculo



primitivo estan comunicados a través del foramen bulboventricular. B. La gelatina se ha
adelgazado comenzando el proceso de diverticulizacion ventricular; el tabique interventricular
primitivo esta presente y por encima de él esta el foramen interventricular primario. C. La
diverticulizacion ventricular ha avanzado. La almohadilla dorsal del canal atrioventricular se esta
remodelando, adelgazandose y curvandose; el espacio que queda entre el tubérculo derecho y
la cima del tabique interventricular primitivo se denomina foramen interventricular secundario. D.
Se fusiona ya el tabique interventricular primitivo con el tubérculo derecho, cerrandose el foramen
interventricular secundario. VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo izquierdo; a.d.c.a-v.,
almohadilla dorsal del canal atrioventricular; t.i-v.p., tabique interventricular primitivo. (Arteaga
2017).

En la division del tracto de salida cardiaca tiene lugar la separacion de la
arteria pulmonar y la aorta por la presencia de las crestas tronco-conales que

contribuiran a la formacion de las valvulas semilunales aodrtica y pulmonar.

Cc
Valva
pulmonar

Valva
adriica

A

Miocardio

Tabique

’ 4

D E F

Paredes “Nido de “Nido de
arferiales golondrina” golondrina®

Mesénguima

Primordios
sigmoideos

Figura 6. Formacion de las valvas semilunares pulmonar y aortica. A-C. Corte transversal en
el gue quedan finalmente constituidas cada una de ellas por tres sigmoideas rodeadas de un
anillo fibroso. D-F Corte sagital de una de las valvas en el que se representa el proceso de
adelgazamiento que da lugar a la forma de “nido de golondrina” caracteristico de estas. (Arteaga,
2017).

Finalmente, el corazdn queda constituido por cuatro camaras cardiacas, las
dos superiores, auriculas (izquierda y derecha) y las inferiores, ventriculos
(izquierdo y derecho), cada una con su correspondiente tracto de entrada y de

salida.



1.2. Desarrollo del proepicardio/epicardio

El epicardio es la capa mas externa y la GUltima en aparecer de las capas que
componen el corazén. Esta capa proviene de un grupo de células extracardiacas
llamadas proepicardio. Este grupo de células puede ser Unico y situado a la
derecha del plano sagital como ocurre con el embrion del pollo o bilateral como
ocurre en el caso del raton (Viragh et al. 1993).

El desarrollo del proepicardio en pollo y codorniz comienza sobre los estadios
HH13-14 con una rapida proliferacion del mesotelio que recubre a nivel ventral
los cuernos del seno venenoso en su limite con el primordio hepatico. La
proliferacion del lado izquierdo se detiene mientras que la del derecho crece
hasta alcanzar en el estadio HH17 un gran tamafio. En este estadio esta formado
por multiples digitaciones o protrusiones que dan al conjunto un aspecto de
coliflor. Las digitaciones estan tapizadas por mesotelio y contienen numerosas
células mesenquiméticas en una abundante matriz extracelular (Hiruma y
Hirakow, 1989; Ho y Shimada, 1978).

Los factores que controlan el desarrollo del proepicardio son desconocidos.
Se ha especulado con un efecto mecanico, de «aspiracion», de las contracciones
cardiacas sobre el mesotelio del septo transverso (Kuhn, 1988), pero es mucho
mas probable que el mesotelio de las zonas en las que se desarrolla el
proepicardio reciba algun tipo de sefial proliferativa de origen y naturaleza aun
desconocidos (Viragh et al. 1993, Kuhn y Liebherr, 1988).

Existen dos mecanismos que describen como se desprenden las células
proepicéardicas y flotan en la cavidad pericardica. Las células se adhieren en
areas especificas del miocardio, los surcos atrioventricular y conoventricular. En
cuanto se adhieren se aplanan y se unen entre si para formar un epitelio que va
creciendo sobre la superficie cardiaca. Este mecanismo se ha descrito en
anfibios y mamiferos (Komiyama, Ito y Shimada, 1987; Kuhn y Liebherr, 1988;
Fransen y Lemanski, 1990).

El otro mecanismo implica la adhesion directa de las vellosidades
proepicéardicas a la superficie cardiaca. Suele ocurrir en la parte posterior de los
ventriculos y del surco atrioventricular. Esta adhesion directa puede ser el
mecanismo fundamental de transferencia en el caso de embriones de pollo
(Fransen, 1990).

10



En ambos casos el epicardio progresa alrededor del surco atrioventricular,
para extenderse después al ventriculo izquierdo, superficie ventral del atrio, el
ventriculo derecho y finalmente el techo del atrio y tracto de salida. El crecimiento
del epicardio se para en el limite entre la region miocardica y mesenquimatica
del tracto de salida (Vrancken et al. 1995).

Alun no se conoce el mecanismo especifico por el cual las células del
proepicardio se adhieren al miocardio, simplemente se han propuesto algunas
moléculas como por ejemplo NCAM la cual se expresa tanto en el epicardio como
miocardio (Watanabe, 1992). Mas recientemente se ha descartado esta hipotesis
debido a que ratones deficientes para NCAM no presentan alteraciones en el
epicardio (Cremer et al. 1997).

1.3. Regulacién transcripcional del proepicardio/epicardio

La regulacion transcripcional del corazon es esencial ya desde un primer
momento debido a que el corazén es el primer érgano en desarrollarse. Existen
diversos reguladores como Wilms’ tumor-1 (Wtl), Podl (Tcf21) o Tbx18 que
juegan un papel esencial en el desarrollo del proepicardio.

La expresién de Wtl se puede observar por primera vez en el proepicardio,
su expresion es necesaria para la transformacion de células epiteliales a
mesenquimales que forman las células derivadas del epicardio que contribuiran
a la formacion de vasos coronarios y fibroblastos intersticiales. Su expresion
también se da en células endoteliales del corazén, y durante el desarrollo de
distintos 6rganos incluidos los rifiones, las gonadas y el bazo (Kreidberg et al.
1993; Manner et al. 2010).

En ratones, la primera expresion de Wtl se puede observar en el estadio E9.5
en las células del proepicardio antes de que se desprendan para cubrir el
corazén hasta hacerlo por completo con células Wtl positivas en el estadio E12.5
(Armstrong et al. 1993; Vicente-Steijn et al. 2015; Zhou et al. 2008). En humanos
esta cobertura completa con células positivas para Wtl se observa en la semana
5 (Duim et al. 2016), después el epicardio permanece positivo para Wtl durante
todo el desarrollo embrionario tanto para ratones como para humanos (Moore et
al. 1999; Armstrong et al. 1993; von Gise et al. 2011).

11
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Figura 7. Expresién de células Wtl (positivas en verde) a lo largo del desarrollo cardiaco.
AAV, almohadilla atrioventricular; AD, auricula derecha; Al, auricula izquierda; EPI, epicardio;
PE, proepicardio; TSV, tracto de salida ventricular; VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo
izquierdo. Modificado de Duim et al. (2016).

En ratones knockout Wtl se descubrié que este factor de transcripcion es
importante para el desarrollo cardiaco. Descubrieron que en su ausencia la
vasculatura del corazén no se forma y produce muerte prenatal (Kreidberg et al.
1993; Moore et al. 1999). Ademas, este tipo de ratones muestra una reducciéon
del mesénquima subepicardico (Moore et al. 1999) y las células epicardicas son
incapaces de desprenderse del epicardio y las células derivadas del epicardio
tampoco migran al subepicardio (von Gise et al. 2011; Guadix et al. 2011).

La EMT (transicion epitelio-mesenquima) estd regulada por varios genes,
entre ellos Wtl. Ratones Knockdown para Wtl en células epicardicas reducen la
expresion de Snail y Slug, mientras que la expresion de la E-cadherina estaba
aumentada (Peinado, Portillo, y Cano, 2004). Snail y Slug son reguladores clave
en el proceso de la EMT y tienen un efecto inhibitorio sobre la expresion de la E-
cadherina (Peinado, Portillo, y Cano, 2004). Ademas, se demostré que Wtl
regula directamente RALDH2, una enzima que esta involucrada en la sintesis de
acido retinoico y que se expresa en el epicardio (von Gise et al. 2011, Guadix et
al. 2011; Moss et al. 1998). La sefalizacion del &cido retinoico es esencial
durante el desarrollo embrionario, ya que se ha demostrado que la deficiencia de
este acido provoca anomalias cardiacas similares a las obtenidas en ratones
Witl-knockout (Wessels y Pérez-Pomares, 2004, Hoover et al. 2008). En pollos,
un aumento en la sefializacion del &cido retinoico dio lugar a un aumento en Wtl
(Braitsch et al. 2012), lo que pone de manifiesto una retroalimentacioén positiva

entre Wtl y el acido retinoico.
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En relacion al factor de transcripcion Tcf21, se expresa en el epicardio y en
las células derivadas del epicardio en el corazon de embriones de ratdn y pollo
(Quaggin et al. 1998, von Scheven et al. 2006). La pérdida de Tcf21 produce
muerte neonatal, defecto en los pulmones, rifién y bazo (Quaggin et al. 1999).
Ademas, la pérdida de Tcf21 en ratones lleva a una mayor diferenciacion de
células derivadas del epicardio en células de musculo liso y una reduccion del
namero de fibroblastos intersticiales en el corazén embrionario. Y al igual que
Witl, Tcf21 presenta una retroalimentacion positiva con el acido retinoico
(Braitsch et al. 2012).

Tbx18 es otro factor de transcripcibn que se expresa en el proepicardio,
epicardio y células derivadas del epicardio necesario durante la embriogénesis
(Kraus et al. 2001). Contribuye a la formacion del miocardio del asta sinusal a

partir del mesénquima pericardico (Bussen et al. 2004; Christoffels et al. 2006).

1.4. Papel del epicardio en patologias cardiovasculares

El tejido adiposo epicardico es una capa ubicada en la capa visceral de
pericardio que compone el epicardio. Biolégicamente este tejido es muy activo y
se encuentra entre el miocardio y la capa visceral del pericardio seroso (Gaborit
et al. 2017).

Endocardio
Miocardio

Grasa epicardica

Capa visceral del pericardio seroso

Cavidad peri

Capa parietal del pericardio seroso

Pericardio fibroso

Grasa paracardiaca

Figura 8. Esquema de las capas del corazon en el que se puede ver que la capa de tejido
adiposo epicardico se encuentra ubicada entre el miocardio y la capa visceral del pericardio
seroso. Modificado de Gaborit et al. (2017).

Este tejido libera unas adipocinas y quimioquinas que parecen ser un
elemento clave en la aterogénesis y que podria representar una diana
terapéutica para el futuro (Gaborit et al. 2017). El tejido adiposo cardiaco hasta
hoy estd muy poco estudiado, aunque en los ultimos estudios publicados se
manifiesta una fuerte relacion entre €l y el desarrollo de enfermedades de las

arterias coronarias en humanos (Chechi y Richard, 2015; Cildir, Akincilar y
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Tergaonkar, 2013; Ouwens et al. 2010). Este tejido en las enfermedades de las
arterias coronarias presenta un fenotipo proinflamatorio y un patron especifico
de microRNAs (Baker et al. 2009). En 2003 Mazurek et al. descubrieron que los
pacientes con enfermedades de las arterias coronarias presentaban niveles mas
elevados de quimiocinas, proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) y
varias citoquinas inflamatorias como IL-6, IL 1B, y TNF-a (Mazurek, 2003).
También observaron la presencia de células inflamatorias infiltradas incluyendo
macrofagos, linfocitos y mastocitos en el tejido adiposo epicardico. Los
mediadores inflamatorios producidos por este tejido podian tener un efecto toxico
local en la vasculatura (Chaowalit y Lopez-Jiménez, 2008; Sacks y Fain , 2007;
Yudkin, Eringa y Stehouwer, 2005)

Después de este estudio, otros grupos confirmaron que el tejido adiposo
epicardico es un verdadero 6rgano endocrino y una fuente de moléculas
bioactivas de accion local (Sacks y Fain, 2007).

En cuanto a los miRNAs, detectaron que los pacientes con enfermedades de
las arterias coronarias presentaban en el tejido adiposo epicardico unas vias
metabdlicas afectadas y una disminucién de miR-103-3p (Vacca et al. 2016).
Ademas, se han observado un aumento de los niveles de subproductos de
procesos oxidativos (ROS) y una disminucién de antioxidantes como la catalasa
(Salgado-Somoza et al. 2010).

Todos estos procesos se encuentran alterados debido a la accion de miR-103-
3p que altera el transcrito CCL13 en los adipocitos primarios epicardicos. Todo
esto apunta a que este miRNA tiene un papel en la regulacion de las vias
inflamatorias y promocién del metabolismo de los adipocitos porque una baja
produccion de miR-103-3p puede inducir cambios proinflamatorios en el tejido
adiposo cardiaco de pacientes con obesidad y enfermedades de las arterias
coronarias (Vacca et al. 2016).

1.5. Papel del epicardio en regeneracién cardiovascular

En diversos estudios se ha descubierto que si el proepicardio de un embrion
de pollo se incubaba en unas condiciones determinadas era capaz de dar lugar
a cardiomiocitos, y que los resultados eran alin mas potentes si se afiadia Bmp
y, por el contrario, podian verse disminuidos si se adicionaba Fgf (Kruithof, 2006),
por los cuales se dedujo que los precursores del epicardio podian servir como
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fuente de cardiomiocitos si se producian las sefales apropiadas. A raiz de esto
fue como se demostré6 que las células derivadas del epicardio generaban
cardiomiocitos en un corazén isquémico si se pretrataban con timosina B4,
aunque tanto el numero de células generadas como el mecanismo que lo
generaba sigue siendo poco conocido (Smart et al. 2011).

Existen algunos modelos como por ejemplo el del pez cebra, el cual es capaz
de regenerarse por completo tras una eliminacién de hasta un 20% del apex
ventricular, tanto la vasculatura coronaria, miocardio y endocardio (Poss et al.
2002). Cuando se le amputa el apex, se produce la expresion de marcadores
epicardicos y de células precursoras endoteliales que se acumulan en el sitio de
corte (Lepilina, 2006).

Estudios con el modelo del pez cebra han descubierto que las células
derivadas del epicardio se incorporan al corazon durante la regeneracion del
corazon adulto y participan activamente en su continuo crecimiento ya que se
han encontrado marcadores epicérdicos durante el crecimiento rapido en adultos
(Wills et al. 2008).

Cuando se induce un infarto de miocardio a ratones se eleva la expresion de
los marcadores Thx18, Wtl y Raldh2 en el epicardio (Limana, 2010; Wagner et
al. 2002) y una marcacion lentiviral de células epicardicas dicen que existe una
participacion de células derivadas del epicardio en la regeneracion del miocardio
gue ha sufrido dafio y contribuye a la formacion de miocardiocitos. Un estudio en
el que realizaron un trasplante de células derivadas del epicardio humanas en el
corazon de ratones a los cuales se les habia provocado una oclusién coronaria
resultdé una mejora significativa de la funcion cardiaca, lo que demostré que
existe un potencial terapéutico de forma natural de las células derivadas del
epicardio en la restauracion de la funcion cardiaca tras un infarto de miocardio
(Winter, Gittenberger-de Groot, 2007). Debido a la posible aplicacion para el
tratamiento del infarto de miocardio se estan realizando estudios para intentar la
reactivacion del epicardio y la induccién de la transicién epitelio-mesénquima
(EMT). Se ha probado con la administracion de timosina B4, que induce la
reexpresion de algunos marcadores epicardicos embrionarios y formacion de
capilares sobre la zona periférica en la cual se ha sufrido el infarto en ratones
adultos (Smart et al. 2011).
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Por tanto, una vez se ha formado el epicardio del corazon adulto, este puede
ser de gran importancia tras una enfermedad cardiovascular ya que los
precursores del epicardio se pueden diferenciar en cardiomiocitos (Wessels y
Pérez-Pomares, 2004), por lo que estas células podrian ser una fuente de células
madre cardiacas con potencial para una posible futura regeneracion cardiaca
(Smart et al. 2011).

1.6. RNAs no codificantes en el desarrollo cardiovascular

Los non-coding RNAs se definen como RNAs que no codifican proteinas.
Actualmente se ha identificado que gran parte del genoma (>80%) codifica para
este tipo de moléculas (Carcini et al. 2005; Harrows et al. 2012). La clasificacién
de los non-coding RNAs se ha realizado burdamente en funcion del tamafio de
los mismos. Los ncRNAs menores de 200 bp se denominan RNA no codificantes
pequefios y los mayores de 200 bp se denominan ncRNA largos (IncCRNAS)
(Esteller, 2011; Harrows et al. 2012). Los microRNAs constituyen dentro de los
NcRNAs pequefios, la familia de ncRNAs mas estudiada. Los microRNAS tienen
una longitud de 22-24 nucleétidos y actian preferencialmente regulando a nivel
post-transcripcional, la expresion de mRNAs mediante la uni6on por
complementariedad a la 3'UTR y promoviendo de ese modo la degradacion y/o
bloqueo transduccional (Beermann et al. 2016). Los IncRNAs son
estructuralmente mas diversos teniendo una organizacion génica semejante a
los mMRNAs; son transcritos por la RNA polimerasa I, tienen intrones y exones,
realizan procesos de splicing alternativo y presentan un rango de longitud muy
amplio (Barwari et al. 2016; Fang et al. 2018). A nivel funcional los IncRNAs
pueden ejercer multiples funciones, tanto a nivel epigenético, transcripcional
como post-transcripcional, entre los que cabe destacar el papel de competidores
endogenos (ceRNA) y/o esponjas secuestradoras de microRNAs (Fang S, et al.
2018; Schmitz et al. 2016; Wapinski O y Chang HY, 2011; Rosa A y Ballarino M,
2016).

2. OBJETIVOS
Debido al gran namero de estudios relacionados con los efectos de los
microRNAs y IncRNAs sobre distintas partes del desarrollo cardiovascular en los

altimos afios nuestro objetivo es realizar una investigacion bibliografica con la
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informacion relacionada sobre el tema para tener un conocimiento actualizado

en la materia.

3. RESULTADOS
3.1. Papel de los microRNAs en el desarrollo cardiovascular

Los microRNAs (miRNAS) son una clase de ARNs no codificantes que por lo
general tienen un tamafo de unos 22-24 nucleétidos en su estado maduro. Estos
mMiRNAs actian normalmente suprimiendo la accion de genes bien inhibiendo su
traduccion o bien promoviendo la degradacién de transcritos de MmRNA
(Kiriakidou et al. 2007; Humphreys et al. 2005). Desde su descubrimiento hace
mas de 25 afios se han identificado mas de 1400 miRNAs en mamiferos (Rota
et al. 2011) y se piensa que aproximadamente regulan mas del 50% de la
expresion de genes que codifican proteinas (Bartel, 2009).

3.1.1. Funciones de los miRNAs en cardiomiocitos
El tipo de célula cardiaca en el que mas se ha estudiado los microRNAs son los

cardiomiocitos. Se ha observado que ratones mutantes condicionales para
Dicerl (endonucleasa responsable de producir miRNAs maduros) en el tejido
cardiaco demuestran que los miRNASs no solo son necesarios para el desarrollo
cardiaco sino también para el mantenimiento y la funcién cardiaca posnatal
(Chen et al. 2008; Da Costa Martins et al. 2008; Huang et al. 2010; Saxena y
Tabin, 2010).

La eliminacion especifica de Dicerl en cardiomiocitos embrionarios conlleva
un retraso en el desarrollo ventricular, ademas de edema y muerte embrionaria
en ratones E12.5 (Zhao et al. 2007) y la eliminacion del mismo Dicerl utilizando
un factor de transcripcion que inactiva los objetivos con una cinética espacio-
temporal ligeramente diferente conduce a un defecto de doble salida-ventriculo
derecho lo que sugiere que los miRNAs juegan un papel importante en la
regulacion de la alineacién de las principales arterias y ventriculos (Saxena y
Tabin, 2010). La inhibicion de Dicerl en la etapa media de gestacion utilizando
la linea cTnt-Cre lleva a la letalidad embrionaria de ratones E15.5 (Peng et al.
2018). La inactivacion de Dicerl durante la uUltima etapa de gestacion utilizando
controladores MHC-Cre da lugar a una miocardiopatia dilatada, insuficiencia

cardiaca y muerte a los cuatro dias del nacimiento (Cheng et al. 2008). Todos
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estos datos en su conjunto nos indican que los microRNAs tienen un gran papel
en funciones complejas de distintas etapas cardiogénicas.

En particular miR-1, miR-133, miR-208 y miR-499 tienen una alta expresion
en el tejido cardiaco desde las primeras etapas del desarrollo del corazon hasta
adulto. En embriones de pollo, mediante hibridacion in situ demostraron que miR-
1 se expresa durante las primeras etapas del desarrollo, al inicio de la
diferenciacion de los cardiomiocitos y durante la formacion del tubo cardiaco
(Darnell et al. 2006). Se obtuvieron ademas resultados similares mediante tincion
con X-gal en ratones transgénicos en los cuales LacZ estaba impulsado por
fragmentos miR-1 aguas arriba (Zhao et al. 2005).

Ademas de todas las investigaciones relativas a la sintesis global de miRNAs
se ha demostrado que muchos miRNAs son criticos para el desarrollo de
cardiomiocitos, miR-1 y miR-133 son dos microRNAs altamente conservados,
que tiene una expresion especifica en los musculos cardiacos y esqueléticos
durante el desarrollo y en adultos (Zhao et al. 2005; Chen et al. 2006). MiR-1
regula el crecimiento negativamente y la diferenciacion cardiaca inhibiendo la
traduccion del factor de transcripcion HAND2 (Zhao et al. 2005), los niveles de
este factor de transcripcidn son criticos para la expansién de los cardiomiocitos
ventriculares (Zhao et al. 2005; McFadden et al. 2005; Yamagishi et al. 2001,
Srivastava et al. 1997). En ratones que carecen de miR-1-2 presentan defectos
en morfogénesis cardiaca, la conduccion cardiaca e hipoplasia ventricular (Zhao
et al. 2007), y ratones con sobreexpresion de miR-1 el nimero de cardiomiocitos
que proliferan esta disminuido, de la misma manera que miR-133 regula
negativamente la proliferacion de cardiomiocitos al inhibir sus genes diana, como
la ciclina D2 y el factor de transcripcién SFR (Liu et al. 2008). Sin embargo, en
ratones con una delecion de miR-133a-1 o miR-133a-2 son fenotipicamente
normales, lo que hace pensar que miR-133a-1 y miR-133a-2 realizan las mismas
funciones durante el desarrollo cardiaco, pero ratones con alteraciones tanto en
miR-133a-1 0 miR-133a-2 presentan defectos ventriculares y septales ademas
de la letalidad del embrién (Liu et al. 2008). Por otro lado, la sobreexpresion de
miR-133 en cardiomiocitos embrionarios causa la letalidad embrionaria debido a
la reduccién de la proliferacion de cardiomiocitos (Liu et al. 2008).

Al margen de los dos microRNAs més expresados en el corazdn, existen otros

tantos que regulan la proliferacion y apoptosis de los cardiomiocitos, como son
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el grupo miR-17-92, la familia miR-15 y los miR-590, miR-199a, miR-320 y miR-
98 miR-128 y miR-142 (Liu et al. 2010; Malizia y Wang, 2011; Peng et al. 2014).
miR-17-92 promueve la proliferacion de cardiomiocitos en el corazon
embrionario, corazon postnatal y corazén adulto mediante la regulacion negativa
del supresor de tumores PTEN (Cheng et al. 2013). Ratones con mutaciones en
estos microRNAs mueren al poco de nacer debido a una combinacién de doble
salida-ventriculo derecho y ventriculo-septal defectuosos (Mendell, 2008; Wang
et al. 2010). Este complejo promueve la diferenciacion miocardica reprimiendo
los genes progenitores Isll y Thxl (Wang et al. 2010). Los ratones que
especificamente sobreexpresan estos mMIRNAs en las células cardiacas
presentan un mayor nimero de cardiomiocitos, lo cual protege mas fuertemente
el corazdn de una lesion inducida por un infarto de miocardio (Cheng et al. 2013)
y regula de forma negativa la expresion de Isl1 y Tbx1l (Wang et al. 2010). En
embriones knock-out para miR-17-92 la expresién de Isll y Thx1l esta
aumentada, lo que conlleva a la inhibicion de la diferenciacion de los
cardiomiocitos y una sobreexpresion de miR-17 (Cheng et al. 2013).

En cuanto a la familia de los miR-15 (miR-195, miR-15a, miR-15b, miR-16 y
miR-497) se ha demostrado que inhiben la proliferacién de cardiomiocitos
mediante la supresion de distintos reguladores del ciclo celular (Porrello et al.
2011) e inducen la apoptosis actuando frente al factor antiapoptotico Bcl2
(Cimmino et al. 2005). Una sobreexpresion de miR-195 en corazones de ratén
postnatales o embrionarios provocaba una hipertrofia e insuficiencia cardiaca
(Porrello et al. 2011; Van Rooij et al. 2006).

Por otro lado, miR-590 y miR-199a promueven la proliferacion de
cardiomiocitos en corazones de roedores adultos y neonatales (Eulalio et al.
2012). También demostraron que miR-320 induce la apoptosis de cardiomiocitos
mediante la disminucion de la expresion de la proteina de choque térmico 20, la
cual es una proteina cardioprotectora y participa en la regulaciéon de una lesién
cardiaca inducida por isquemia/reperfusion (Ren et al. 2009). miR-98 miR-128 y
miR-142 actian directamente sobre un ARNm, el Tgfbrl, los cuales reprimen la
actividad TGFB en el miocardio en desarrollo (Peng et al. 2014), ya que es de
gran importancia mantener los niveles adecuados de TGFB porque una

elevacion anormal en la actividad TGF@ perjudicaria a la proliferacion de
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cardiomiocitos y a la supervivencia de los embriones de raton (Peng et al. 2014;
Charng et al. 1998).

También existen diversos miRNAs que actuan de manera especifica en el
musculo, los llamados myomiRs, que regulan la expresion de los genes de la
miosina cardiaca, en roedores existen dos isoformas de miosina que se expresan
en el masculo cardiaco, aMHC (MYH6) y BMHC (MYH?7). La familia myomiR,
compuesta por los microRNAs miR-208a, miR-208b, y miR-499, que esta
implicada en la reactivacion del programa genético cardiaco fetal cuando el
corazdn estad expuesto a condiciones de estrés cardiaco o en respuesta al
hipotiroidismo (Van Rooij et al. 2009; Callis et al. 2009; Van Rooij et al. 2008).
miR-208a, miR-208b y miR-499 son codificados dentro de los intrones de los
genes Myh6, Myh7 y Myh7b, respectivamente (Van Rooij et al. 2009), para los
cuales miR-208a y miR-208b su expresion va pareja a la expresion de los genes
en los cuales se encuentran durante el desarrollo del coraz6n tanto normal como
enfermo (Callis et al. 2009). Los miRNAs, miR-208 y miR-499 actuan en la
regulacion de la expresion de la miosina regulando la actividad de varios
represores transcripcionales de Myh7 (Callis et al. 2009; Van Rooij et al. 2008).
En diversos experimentos con ratones knock-out para miR-208a no mostraron
ningun fenotipo determinado por lo que sugiere que este microRNA no es
esencial para el desarrollo cardiaco (Callis et al. 2009; Van Rooij et al. 2008). Sin
embargo, estos ratones eran resistentes a la hipertrofia cardiaca y fibrosis
inducida por la expresion transgénica de calcineurina, lo que indica que miR-
208a es indispensable para la respuesta al estrés cardiaco (Van Rooij et al. 2008)
y una sobreexpresion de este es suficiente para producir hipertrofia cardiaca
(Callis et al. 2009).

MiRNA Funcion
miR-1 Regula crecimiento y diferenciacion cardiaca inhibiendo
transcripcion de HAND2
miR-133 Regula crecimiento y proliferacion de cardiomiocitos al inhibir
sus genes ciclina D2 y factor de transcripcion SFR
miR-208 y Regula la expresion de la miosina regulando la actividad de
miR-499 varios represores transcripcionales de Myh7
Promueve proliferacién de cardiomiocitos en el corazon
miR-17-92 embrionario, corazon postnatal y corazén adulto mediante
regulacion del supresor de tumores PTEN
miR-15 Inhiben la proliferacion de cardiomiocitos mediante la supresion
de distintos reguladores del ciclo celular
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miR-590 | Promueve proliferacion de cardiomiocitos en corazones adultos
y neonatales

miR-320 | Induce apoptosis de cardiomiocitos mediante disminucion de la
expresion de la proteina de choque térmico 20

miR-98 Actlan sobre el transcrito Tgfbrl y reprimen la actividad de
miR-128 TGF por lo que regulan la proliferacion de cardiomiocitos.
miR-142

Tablal. Resumen funciones de miRNAs en cardiomiocitos.

3.1.2. Funciones de los miRNASs en las células de la cresta neural cardiaca
La sintesis de microRNAs es esencial también para el desarrollo de las células

de la cresta neural cardiaca (NCC). Ratones con una delecion de Dicerl o Dgcr8
(proteina que colabora en el procesamiento de los miRNAS) en las células de la
cresta neural presentan diversos defectos cardiovasculares, entre ellos arco
aortico interrumpido y defectos de doble salida del ventriculo-septal (Huang et
al. 2010; Huang et al. 2010; Zehir et al. 2010; Nie et al. 2011; Chapnik et al.
2012). La inhibicion de miRNAs en estas células no inhibe la migracion de las
mismas al tracto de salida ventricular, sino que perjudica la supervivencia y
diferenciacion de los derivados de los NCC después de que estos migren a sus
lugares de destino (Nie et al. 2011).

Distintos miRNAs pueden regular la diferenciacion de las células de la cresta
neural en el musculo liso. miR-145 puede potenciar la reprogramacion
dependiente de miocardina de los fibroblastos adultos en células vasculares del
musculo liso (CVML) (Cordes et al. 2009). miR-143 y miR-145 trabajan juntos
para regular la diferenciacion y proliferacion de CVML apuntando a una red de
factores de transcripcion que incluyen Klif4, Myocardin y Elkl. En CVML
cultivadas la expresion de miR-143/145 se regula a la baja, por el contrario, una
induccion de ellos aumenta la diferenciacion de las CVML y reprime su
proliferacion (Cordes et al. 2009, Cheng et al. 2009). Esos datos indican que
mMiR-143/145 pueden jugar un papel importante en el control del cambio de
fenotipo a células musculares lisas (CML). miR-143 tiene como diana Elk1 que
codifica un activador de la proliferacion de CML y miR-145 tiene como diana la
miocardina que codifica un activador de diferenciacién de CML, ademas de Klf4
y calmodulina quinasa lI-A los cuales regulan positivamente la proliferacion
celular. Los ratones doble knock-out para miR-143/145 son viables y no

presentan ninguna anormalidad, pero los ratones postnatales son hipotensos
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debido a que presentan una reduccion de la tunica de la aorta y arteria femoral
(Cordes et al. 2009; Xin et al. 2009; Boettger et al. 2009).

miRNA Funcion

miR-143 Actla regulando el factor de transcripcion Elk1 el cual codifica
un activador de la proliferacion de células musculares lisas
miR-145 Actla sobre la miocardina que codifica un activador

diferenciacion de células musculares lisas
Tabla 2. Resumen funciones miRNAs en células de la cresta neural cardiaca.

3.1.3. Funcion de los miRNAs en células endocardicas
Las funciones de los miRNAs en las células endocardicas se ha estudiado

principalmente en el modelo del pez cebra y pollo (Bonet et al. 2015), los miR-23
y miR-218 estan involucrados en la diferenciacion y migracion de las células
endocérdicas en el pez cebra (Lagendijk et al. 2011; Fish et al. 2011). miR-23
restringe la formacion de almohadilla endocardica al inhibir su objetivo directo,
Has2 y la produccion extracelular de acido hialurénico. Una pérdida de la funcion
de miR-23 conduce a una excesiva diferenciacion de las células de la almohadilla
endocérdica en los corazones embrionarios del pez cebra (Lagendijk et al. 2011).
En las células endoteliales de los ratones, el miR23, inhibe la EMT inducida por
TGFpB (Lagendijk et al. 2011). EI miR-218 regula la formacién del tubo cardiaco
lineal en el pez cebra mediante la regulacion negativa de la sefial Slit/Robo
durante la migracion del campo cardiaco, y, por otro lado, la inhibicion de miR-
218 retrasa la fusion del campo cardiaco y reduce la tasa de migracion
endocérdica (Fish et al. 2011).

MiRNA Funcion
miR-23 Restringe la formacién de la almohadilla endocardica al actuar
sobre Has2 y restringe la produccién extracelular de acido
hialurénico

miR-218 Regula la formacion del tubo cardiaco lineal actuando sobre la
sefal Slit/Robo

Tabla 3. Resumen funciones de miRNAs en células endocardicas.

3.1.4. Funcién de los miRNAs en células epicardicas
En el epicardio, Dicerl también es necesario para el desarrollo de la vasculatura

coronaria (Singh et al. 2011), en ratones con una delecién especifica de Dicerl
en el epicardio mueren inmediatamente tras el nacimiento y muestran unos
defectos vasculares debido a una EMT deteriorada y muestran una reduccién en
la diferenciacién y proliferacion de células epicérdicas (Singh et al. 2011). En

estos corazones mutados la EMT de la célula epicardica se ve gravemente
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afectada y la expresion de los reguladores de la EMT también se ve alterada (se
ve reducida la expresion de WT1, Snail2 y Twistl y se ve incrementada la
expresion de la cadherina E). Ratones que tienen una mutacion en Dicerl
también presentan una disminucion de la proliferacion de las células del
epicardio y una diferenciacion fallida del masculo liso en vasculatura coronaria
que se esta desarrollando (Singh et al. 2011). Algunos de los miRNAs mas
representativos que regulan la transicion epitelio-mesenquima incluyen miR-21,
miR-31, miR-103/107 y la familia miR-200, todos ellos tienen un importante papel
en el desarrollo del epicardio (Singh et al. 2011; Brgnnum et al. 2013; Brgnnum
et al. 2013). miR-21 modula la EMT fibrogénica en las células mesoteliales
epicardicas regulando sobre Pdcd4 (muerte celular programada 4) y Spryl.
(Brgnnum et al. 2013). La sobreexpresion de miR-21 en los EMC no estimulados
lleva a una reduccion en la expresion del biomarcador mesenquimal E-
cadherina, mientras que la deleciobn de miR-21 durante la EMT inducida por
TGFB promueve la expresion de la E-cadherina (Brgnnum et al. 2013). Por otro
lado, miR-21 y mir-31 regulan negativamente la EMT fibrogénica en las células
epicardicas/mesoteliales (CEM) reprimiendo directamente el progenitor cardiaco,
el gen Isll. En las CEM no estimuladas ISL1 promueve las caracteristicas
mesenquimales y en TGF - inducida por CEM, El miR-31 reduce la expresion
de Isl1 y por lo tanto inhibe la EMT (Brgnnum et al. 2013). Y por ultimo miR-
103/107 actuan promoviendo la EMT actuando sobre Dicerl (Martello et al. 2010)
y la familia de los miR-200 actdan suprimiendo la EMT regulando la accién de
Zebl/Zeb2 y Sec23a (Park et al. 2008; Korpal et al. 2011).

mMiRNA Funcion
miR-21 Actua sobre PDCD4 regulando la EMT fibrogénica
miR-31 Reduce la expresion de ISL1 e inhibe la EMT

miR- Promueve la EMT regulando la accion de Dicerl
103/107
miR-200 Suprimen la EMT regulando la accion de ZEB1/ZEB2 y Sec23a

Tabla 4. Resumen funciones de los miRNAs en células epicérdicas.

En definitiva, la regulacion de la expresion de genes por microRNAs es
indispensable para la cardiogénesis en mamiferos. Conociendo como actuan los
mMiRNAs durante el desarrollo cardiaco en diferentes tipos celulares podemos
avanzar enormemente en el desarrollo de nuevas estrategias diagndsticas para
enfermedades cardiacas en pacientes humanos. Basandonos en las funciones

de los miRNAs enddgenos en diferentes tipos de células podemos disefar
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imitaciones de los mismos para modular su actividad y asi tratar distintas
enfermedades. La validez de este enfoque ha sido demostrada en modelos
animales con insuficiencia cardiaca, hipertrofia miocardica y fibrosis cardiaca
(Ucar et al. 2012; Thum et al. 2011).

3.2. Papel de IncRNAs en el desarrollo cardiovascular

Los IncRNAs son una subclase de transcritos de ARN que codifican transcritos
mayores de 200 nucledtidos pero que no dan lugar a proteinas. Actualmente hay
descubiertos mas de 3000 IncRNAs y estan involucrados en distintos procesos
biolégicos como el crecimiento de las células, proliferacién y apoptosis. Los
IncRNAs pueden actuar de cuatro formas diferentes; a) pueden actuar de guia
uniéndose a factores de transcripcién o subunidades proteicas conduciéndolos
hacia sus dianas, por lo que pueden promover o suprimir la actividad de un gen
(Grote et al. 2013), b) pueden facilitar el ensamblaje de distintos complejos
siendo un componente fundamental de los mismos (Tsai et al. 2010), c) existen
unos IncRNAs potenciadores que pueden actuar potenciando la transcripcion,
promoviendo y manteniendo la conformacion genémica 3D requerida para que
la maquinaria transcripcional tenga acceso a las regiones promotoras (Mousavi
et al. 2013) y d) estan los IncRNAs reguladores de la transcripcion que actian
como moléculas sefiuelo que compiten con factores de transcripcion o complejos
de remodelacion de la cromatina por sus objetivos genéticos (Redon,
Reichenbach y Lingner, 2010).

Diversos estudios han sugerido que los INCRNAs plasmaéticos tienen un gran
potencial como biomarcadores para diagnéstico y juegan un papel en la
evaluacion efectiva de los tratamientos de enfermedades cardiovasculares o
cancer, ademas de la regulacion transcripcional y postranscripcional en multiples
procesos celulares.

Varios IncRNAs se conoce que estan implicados en procesos de desarrollo
cardiaco como son Braveheart (Klattenhoff et al. 2013), Fendrr (Grote et al.
2013), Carmen (Ounzin et al. 2015), Upperhand (Anderson et al. 2016),
Terminator, Alien y Punisher (Kurian et al. 2015), Miat (Ohnishi et al. 2000) y H19
(Pachnis et al. 1984), aunque la distribucion en los tejidos de estos durante el
desarrollo cardiaco es poco conocida. Entre los INcCRNAs que tienen un papel

importante en la proliferacion y reparacion de cardiomiocitos se han descubierto
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Cpr (Ponnusamy, 2019), NR_045363 (Wang 2019), Crrl (Cheng, 2018) y uc.167
(Song, 2016).

Braveheart tiene un papel fundamental en la conversiéon del mesodermo
nascente a linaje cardiomiogénico en la cardiomiogénesis temprana mediante la
modulacién de Mespl (Hou et al. 2017; Klattenhoff et al. 2013; Xue et al. 2016).
Carmen es esencial para precursores cardiacos especificos y ademas es
reactivado tras un fallo cardiaco (Ounzain et al. 2015; Anderson et al. 2016;
Kurian et al. 2015; Xue et al. 2016; Plaisance et al. 2016). Fendrr se encuentra
localizado a los alrededores de Foxhl, un factor de transcripcion, es esencial
para el correcto desarrollo cardiaco, de hecho, ratones con deficiencia de Fendrr
muestran hipoplasia cardiaca (Grote et al. 2013). Ademas de que multiples
estudios demuestran que el deterioro de la expresion del Fendrr esta asociado a
diferentes procesos oncogénicos (Dong et al. 2018; Gyvyte et al. 2018; He et al.
2019; Shi et al. 2019; Zhao et al. 2018). Alien se expresa en progenitores
vasculares durante la diferenciacion cardiovascular. En el modelo del pez cebra
una disminucion de este IncRNA dio lugar a la alteracion de distintos derivados
del mesodermo, incluidos el patrén cardiovascular y la morfogénesis de la
camara cardiaca (Kurian et al. 2015), y en relacién a Miat y H19 estan implicados
en distintas patologias cardiacas como el infarto de miocardio e isquemia
(Bitaranfan et al. 2019; Zhu et al. 2016). Cpr es un long non-coding que presenta
mayor expresion en el corazon adulto que en la etapa embrionaria. Una
disminucion de los niveles de Cpr conlleva un aumento significativo en la
proliferacion de cardiomiocitos en corazones adultos y postnatales y una
sobreexpresion de Cpr conlleva a una disminucion de los mismos (Ponnusamy
et al. 2019). NR_045363 se expresa principalmente en cardiomiocitos, una
sobreexpresion de este produce un aumento en la proliferacion de los
cardiomiocitos y una disminucion inhibe la proliferacion de los cardiomiocitos
(Wang et al. 2019). En cuanto a Crrl esta involucrado en la regulacion de la
proliferacion de cardiomiocitos, una pérdida de Crrl promueve la proliferacion de
los mismos (Cheng et al. 2018). Por ultimo, uc.167 el cual no es especifico del
corazén, pero se expresa mayoritariamente en él, y sugieren que tiene un papel
en el desarrollo del tabique ventricular y una sobreexpresion de uc.167 inhibe la
proliferacion y promueve la apoptosis en células del miocardio embrionario (Song
et al. 2016).
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Recientemente se ha analizado la expresion diferencial de estos INCRNAs
durante el desarrollo cardiaco mostrando que Miat, Alien y H19 tienen una
expresion preferencial en estadios embrionarios y Braveheart, Fendrr y Carmen
en estadios adultos (Garcia-Padilla et al. 2019).

Para ello utilizaron ratones CD1 en diferentes estadios de desarrollo, desde
E12.5 hasta E18.5 y también corazones de raton neonatales en el dia 1 y
corazones adultos.

En sus resultados obtuvieron que Braveheart mostraba unos niveles de
expresion basal durante todas las etapas embrionarias en todas las estructuras
cardiacas y que alcanzaba su maxima expresion en etapas adultas. Carmen
mostraba unos niveles parecidos a los de Braveheart durante el desarrollo
embrionario alcanzando su maximo en etapas neonatales en la auricula y
ventriculo derecho, ademas en etapa adulta aumenta la expresién en las
camaras ventriculares mientras que en la auricula derecha vuelve a los valores
basales, por lo que solo se observa un aumento transitorio en la auricula
derecha, pero no en la izquierda en etapas neonatales. Fendrr muestra una
expresion ventricular bastante elevada en las primeras etapas embrionarias,
pero alcanza su maximo en edad adulta, en la auricula derecha e izquierda
presentan una expresion basal en estadios embrionarios, fetales y adultos. Miat
muestra una expresion dinamica durante el desarrollo embrionario en las tres
camaras analizadas mientras en la edad adulta esta elevada expresién solo se
mantiene en las camaras ventriculares. H19 también muestra una expresion
elevada en etapas embrionarias que disminuye en etapas neonatales y adultas,
pero se mantiene una expresiéon mejorada en las camaras atriales derecha que
izquierda, también se observa una expresion elevada en la auricula derecha y
en las camaras ventriculares durante todas las etapas analizadas mientras que
la expresion en la auricula izquierda es significativamente menor. Y por ultimo
Alien muestra una expresion predominante en etapas embrionarias tempranas

(E12.5-E14.5) pero disminuye conforme se avanza en el desarrollo.
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Figura 9. Perfiles de expresién durante el desarrollo cardiaco de los distintos IncRNAs
analizados desde estadio E12,5 hasta la edad adulta en auricula derecha, la auricula izquierda
y los ventriculos, segun lo revelado por la gPCR. Obsérvese que Braveheart, Carmen y Fendrr
muestran preferentemente niveles de expresion mas altos en el corazén del adulto, mientras que
Miat, H19 y Alien muestran un perfil de expresiébn més dinamico durante las etapas embrionarias
mientras que disminuyen en la edad adulta. También cabe destacar que varios IncCRNAs
muestran una expresion especifica de la camara, como por ejemplo Carmen y Fendrr, que se
expresan preferentemente en los ventriculos o H19 en la auricula y ventriculos derechos.
Modificado de Garcia-Padilla et al. (2019).

3.3. Interaccion IncRNA-microRNAs en el desarrollo cardiovascular

En los ultimos afios se ha empezado a estudiar un nuevo nivel de regulacion
mediada por la interaccion de los ncRNASs, en especial los microRNAs y IncRNAs
de mamiferos (Yoon, Abdelmohsen y Gorospe, 2014). Se han descubierto hasta
el momento que estas moléculas pueden interaccionar entre si para regular

distintos procesos de cuatro maneras diferentes (Figura 10).
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Figura 10. Métodos de interaccion directa post-transcripcional entre INCRNAs y miRNAs. A.
Algunos IncRNAs son degradados por miRNAs. B. Otros INcRNAs pueden servir como esponjas
a las cuales se unen los miRNAs impidiendo su accién, como puede ocurrir con H19 el cual
secuestra el miRNA let-7. C. Los IncRNAs y miRNAs también pueden competir por unirse al
ARNmM y anulan su traduccién. D. Y por ultimo los IncRNA pueden generar miRNAs como por

ejemplo H19 que puede generar miR-206. Modificado de Yoon, Abdelmohsen y Gorospe (2014).

Diversos estudios han abordado las relaciones existentes entre los INncCRNAs
y los miRNAs y se ha descubierto que los IncRNAs CHRF, Plscr4, MIAT y ROR
estan involucrados en la regulacion de la hipertrofia cardiaca y mantienen una
interaccién con distintos MiRNAs que regulan el proceso. El IncRNA CHRF
provoca la hipertrofia de cardiomiocitos al inhibir mediante el método de
secuestro de miRNAs a miR-489 el cual es antihipertrofico y que actia
promoviendo la accion del gen Myd88 (Wang et al. 2014). De la misma manera,
MIAT actia sobre miR-93 y mir-150 los cuales también son antihipertréficos (Zhu
et al. 2016; Li et al. 2018), y ROR actua sobre miR-133 que también inhibe la
hipertrofia de los cardiomiocitos (Jiang et al. 2016). En contraste, Plscr4 es un
IncRNA antihipertréfico que actia sobre miR-214 para promover la expresion del
gen Mfn2 (Lv et al. 2018).

Sin embargo, el estudio de las interacciones IncRNA-microRNAs en el
desarrollo cardiovascular es aun escaso. En nuestro laboratorio se han analizado
recientemente las interacciones de IncRNAs y microRNAs a nivel del
proepicardio/epicardio, y se han identificado 8 IncRNAs con expresiéon en el

proepicardio de pollo (Duefias et al. 2020). Estos IncRNAs se encuentran
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préximos en el genoma a los factores de transcripcion Wtl, Tbx18 y Tcf21 y de
crecimiento Bmp2, Bmp4, Fgf2 y Fgf8 (Figura 11A) los cuales son relevantes en
la especificacion y determinacién de células del proepicardio/epicardio
embrionario (Kruithof et al. 2006). De estos, tres IncRNAs (Wtl 76127,
Bmp4 53170y Fgf8 57126) presentan una mayor expresion en el proepicardio
que en el corazén embrionario, dos de ellos (Fgf2_56708 y Tcf21 48334)
presentan menor expresion en el proepicardio que en el corazon embrionario, y
los tres restantes (Bmp2_ 33140, Bmp2 53839 y Wtl 74077) no muestran
diferencias significativas entre los dos tejidos (Figura 11B). El analisis de la
sobreexpresion de los factores de crecimiento demostr6 que los IncRNAs
Wtl 76127, Bmp4 53170y Fgf8 57126 estan regulados por dichos factores de
crecimiento, y aumentaban su expresion mediante la administracion de Bmps y
disminuia por Fgfs (Fgf8 57126) y viceversa (Wtl_ 76127, Bmp4 53170) (Figura
11C). Del mismo modo, la expresion de Bmp4_53170 se incrementa por la
administracion de timosina 34, un agente estimulador de la conversién de células

epicardicas a cardiomiocitos (Smart et al. 2011) (Figura 11D).
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Figura 11. A. Esquema de la disposicion genémica de los diferentes IncRNAs cercanos a Wt1,
Bmp4 y Fgf8. B. gPCR de la expresion de distintos INcRNAs en el corazén embrionario respecto
al proepicardio en estadio HH17 de desarrollo de pollo. C. gPCR de la expresion de W1_76127,
Bmp4_53170 y Fgf8 57126 en PE HH17 tratados con Bmp2, Bmp4, Fgf2 y Fgf8
respectivamente. Obsérvese que la administracion de Bmps y Fgfs tiene efectos inversos en la
expresion de estos IncRNAs. D. qPCR de la expresion de W1 76127, Bmp4_ 53170 y
Fgf8_57126 en PE HH17 tratados con timosina beta 4. Obsérvese que la administracion de
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timosina B4 incrementa la expresion de Bmp4_53170, mientras que disminuye la expresion de
los otros dos IncRNAs, Wtl_76127 y Fgf8:57126 (Duefias et al. 2020).

De estos 8 IncRNAs probaron también si los microRNAs miR-195, miR-223
(RNAs que mejoran la cardiomiogénesis), miR-23 y miR-27 (RNAs que la
bloquean) eran capaces de regular la expresion de alguno de ellos. Obtuvieron
que los explantes que fueron tratados con miR-23 y miR-27 inhibieron
significativamente la expresion de Wtl 76127 pero no la expresion de
Bmp4_53170 y Fgf 57126. Por el otro lado, miR-195 consiguié aumentar la
expresion de Wtl 76127 e inhibié la de Bmp4_53170 y no hubo diferencias para
Fgf 57126 y en relacion a miR-223 bloqued la expresion de Wtl 76127 y no
mostro diferencias significativas en relacion a Fgf_57126 ni Bmp4_53170. Todos
estos datos demuestran que los miRNAs pueden regular estos INncCRNAs y que
ademas los miRNAs que promueven la cardiomiogénesis frente a los que la
inhiben presentan funciones regulatorias complementarias en principalmente
Wtl 76127 y Bmp4_53170 lo cual refuerza ain mas su implicacion en una

posible cardiomiogénesis derivada.

Wt1_76127

"

Control miR23 miR-27 miR_1%5 miR223

Bmp4_53170

. e

Control miR-23 miR- 27 miR_195 miR-223

Fgf8_57126

Control miR-23 miR- 27 miR_195 miR-223

Unidades arbitrarias  Unidades arbitrarias Unidades arbitrarias

Figura 12. gPCR del analisis de Wtl_76127 Bmp4_53170 y Fgf8_57126 en explantes
de PE/ST tratados con miR-23, miR-27, miR-195 y miR-223 respectivamente de
embriones de pollo HH17 (Duefias et al. 2020).

4. CONCLUSIONES
En resumen, los non-coding RNAs componen un nuevo campo de estudio con
un gran potencial para conseguir comprender cémo funciona el complejo campo

de la regulacion. La regulacion cardiaca que llevan a cabo los microRNAs y
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IncRNAs es de vital importancia para el correcto desarrollo del corazén, ya que
todos los tipos distintos de células que podemos encontrar en él contienen
distintos non-coding RNAs que ayudan a su funcionamiento y mantienen su
homeostasis.

Si se consiguiese entender la manera de actuar de todos ellos se podria
avanzar mucho en el desarrollo de distintas estrategias terapéuticas de
diferentes enfermedades cardiacas en humanos, ya sea mediante el disefio de
MiRNAs para modular la accién de algin gen o nuevos farmacos mas
especificos para contrarrestar la posible falta o sobreproduccion de algin non-
coding RNA.
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