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Resumen

Durante los primeros estadios del desarrollo embrionario en el raton, el Proepicardio
es una matriz celular situada justo debajo del corazén en formacion, de la cual se han
realizado diversos estudios con éxito en cuanto a perfilar su funcién en el desarrollo
del Epicardio cardiaco. Sin embargo, aun queda mucha informacion por aclarar sobre
que papel tiene el Proepicardio y sus células en otras capas del corazén y en otros
tejidos. Debido a esto, nuestro trabajo estara enfocado en visualizar dénde migran y
se expresan las células del Proepicardio y tratar de realizar hipotesis sobre la funcidon
del Proepicardio en diferentes tejidos en base a esa expresidn encontrada,
contrastada siempre con estudios cientificos realizados por diversos autores.
Basandonos en la idea de que las células y por tanto los genes del Proepicardio
Embrionario (PE) migran al Epicardio Embrionario (EE), clasificamos los genes en dos
grupos segun su expresion en uno u otro tejido, para poder analizar los genes
proepicardicos de cara a su expresion en otros tejidos.

Observando los resultados y contrastdndolos con estudios previos, podemos deducir
que las células del Proepicardio, posee un importante papel en la formacion del
Higado y del EE, y aunque no esta demostrado queda abierta la posibilidad de la

participacion del Proepicardio en la formacién del Sistema Nervioso.

Palabras clave: Proepicardio, Epicardio, Desarrollo Embrionario, Ratén.



Abstract

During the early stages of mouse embryonic development, the Proepicardium is a
cellular matrix located just below the developing heart, of which several successful
studies have been conducted regarding its role in the development of the cardiac
epicardium. However, much information remains to be clarified about the role of the
Proepicardium and its cells in other layers of the heart and in other tissues. Due to this,
our work will be focused on visualizing where Proepicardium cells will migrate and
express themselves and try to make hypotheses about the function of Proepicardium
in different tissues based on that found expression, always contrasted with scientific
studies carried out by various authors.

Based on the idea of cells and therefore the genes of the Embryonic Proepicardium
(PE) migrate to the Embryonic Epicardium (EE), we classified the genes into two
groups according to their expression in one or the other, in order to analyze the
proepicardial genes for their expression in other tissues.

Observing the results and contrasting them with previous studies, we can deduce that
the cells of the Proepicardium have an important role in the formation of the Liver and
EE, and although it is not found, the possibility of the participation of the Proepicardium

in the formation of the Nervous System is open.

Key Words: Proepicardic, Epicardic, Embryonic Development, Mouse.



1. INTRODUCCION

Desarrollo cardiovascular

El corazon es sin lugar a duda uno de los érganos mas estudiados a lo largo de los siglos.
Actualmente con el incremento de nuevos medios para la investigacion, conocer su proceso
de formacion, su funcionamiento y su conformacion celular y génica ha ocasionado que el
namero de estudios sobre este 6rgano se dispare de manera exponencial.

El objetivo de nuestro estudio es analizar el desarrollo del corazén en sus mas tempranos
estadios, para ello debemos prestar atencion a los procesos que se dan en el embrion en
el que se esta formando el corazén. Nuestro estudio sera realizado en embriones de ratén,
el cudl representa un modelo muy estudiado, que aporta gran fiabilidad a la hora de

extrapolar los datos al ser humanao.

El desarrollo cardiaco requiere de la formacién del mesodermo y a partir del cual se formara
el sistema cardiovascular. Para ello las células cardiacas presuntivas se mueven entre el
ectodermo y el endodermo hacia la linea media del embriéon y se mantienen en contacto
con la superficie endodérmica. Posteriormente una pequefia poblacion de células se
deslamina del epitelio para formar el endocardio, el revestimiento interno del corazon que
es continuo con el de los vasos sanguineos. Las células epiteliales formaran también el
miocardio alrededor del endocardio, que dara origen al masculo cardiaco. La fusion de los
dos primordios cardiacos se produce en los préoximos estadios, dichos primordios se unen
durante la formacion del intestino anterior, pues tiene lugar un plegamiento hacia dentro del
mesodermo esplacnico. Este movimiento produce el acercamiento de los dos tubos
cardiacos los cuales se comenzaron a formar por migracién de células, estos tubos
acabaran fusionandose al igual que los dos endocardios (Figura 1). Las porciones
posteriores sin fusionar del endocardio llegaran a ser las aperturas de las venas vitelinas

hacia el corazoén.
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Figura 1. (Gilbert, Scott F., 2003)

El tubo cardiaco continta creciendo en longitud y grosor segun acontece el desarrollo
embrionario. La porcion cefélica se pliega en direccidén ventral y caudal y hacia la derecha,
y la porcién auricular lo hace en direccién dorsocraneal y hacia la izquierda. El nombre de
asa cardiaca se debe a la compleja estructura que obtiene el tubo cardiaco tras este
plegamiento (Figura 2a) .
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Figura 2a (https://sites.google.com/site/juanpabloruedaembriologia/sistema-

cardiovasculart/2-1-formacion-del-asa-cardiaca)

Tras la formacion del asa cardiaca se inicia el proceso de torsion cardiaca (Figura 2a). La
torsion derecha del asa posiciona al ventriculo derecho hacia el lado donde se ubica el atrio
derecho y coloca al ventriculo izquierdo hacia el atrio izquierdo. Al crecer caudalmente el
asa, los atrios se ubican por encima de los ventriculos, de esta manera las camaras
cardiacas se acomodan espacialmente facilitando la conexion atrioventricular concordante,
(Figura 2b).

El cuerno derecho del seno venoso se incorpora al atrio derecho, donde forma su porcion
sinusal y el cuerno izquierdo se transforma en el seno venoso coronario que se abre al atrio
derecho. A partir de esta etapa se inician los procesos de tabicacion, los atrios se separan
por la formacién del septum primum y del septum secundum. El canal atrioventricular se
divide en dos por la formacion de las almohadillas endocardicas que al fusionarse forman
el tabique atrioventricular, quedando separados los canales atrioventriculares derecho e
izquierdo. Los ventriculos se separan por la formacion del tabique ventricular primitivo y el
tabigue conal.

El ventriculo derecho se continla con el cono y éste con el tronco formando un segmento
continuo. En el tronco-cono que se tabica por la formacion de dos crestas tronco-conales
de trayecto espiral con un giro de 180°, que se entrecruzan en el espacio.

Las crestas se fusionan y forman el tabique adrtico pulmonar que separa a las grandes
arterias que emergen del ventriculo derecho. La etapa final de la tabicacion ocurre cuando
la aorta es transferida al ventriculo izquierdo por un proceso de migracién del tronco-cono
de derecha a izquierda, a su vez, en esta etapa final, se cerrard la comunicacion

interventricular en el area perimembranosa.
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Figura 2b (https://sites.google.com/site/jluanpabloruedaembriologia/sistema-

cardiovasculart/2-1-formacion-del-asa-cardiaca)

Las valvulas atrioventriculares del corazén son formadas principalmente por las células
endocérdicas que recubren la cavidad atrioventricular por un proceso de trabeculacion y
minado de la pared (Icardo y Sanchez de Vega, 1991) , dichas células endocérdicas
también secretan las proteinas que regulan el crecimiento miocéardico y regulan la

localizacion del tejido nervioso en el corazén.

Contribucion del proepicardio/epicardio al desarrollo y la patologia cardiovascular

Durante el desarrollo cardiaco, la capa externa que envuelve al corazoén, el epicardio, deriva
de un primordio externo al corazén, denominado proepicardio. El proepicardio es un grupo
transitorio de células extracardiacas que surge como consecuencia del mesotelio celémico
en la base ventrocaudal del corazén en desarrollo (Tamar C. Katz et al., 2012) y esta situado
en la superficie ventral y cefalica entre el primordio cardiaco y hepatico (Figura 3).

Las células del proepicardio migran y entran en contacto con la superficie miocardica dando
lugar a un mesotelio que crece y recubre progresivamente al miocardio y forma asi el
epicardio embrionario. Esta nueva capa mas externa genera una poblacion de células
mesenquimaticas, que contribuyen al desarrollo del tejido conectivo del corazén y también
dan lugar a los fibroblastos y a las células musculares lisas de los vasos coronarios
(Figura 3) (Mufioz-Chapuli et al., 2002).
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embriologico-del-sisma-cardiovascular

Durante el desarrollo del proepicardio, los principales factores de crecimiento implicados en
el este proceso son los factores de crecimiento fibroblasticos (FGFs), las proteinas
morfogénicas 6seas (BMPs) y las proteinas Wingless (Wnt) (Gonzéalez Torres, I., 2018) Se
sabe también que las células que derivan del epicardio (CDEP) posee un papel importante
en modular el desarrollo del miocardio usando factores de transcripcion como WT1. El
epicardio también tiene relacion con la formacion del tejido graso del corazon y tiene
capacidad de vasculogénesis y angiogénesis.

Segun ciertos estudios, el epicardio, concretamente el tejido adiposo derivado del epicardio
puede estar relacionado con ciertas patologias cardiacas, como el CAD (coronary artery
disease). Se ha observado que al aumento de tejido adiposo pericardiaco, incrementa el

riesgo de padecer esta enfermedad (Aulinas et al., 2017).

Papel del epicardio en regeneracién cardiovascular

En el epicardio del embrién se generan células que migran al interior del corazén, dando
lugar a las arterias coronarias, tejido conectivo y a buena parte de las células fibrosas del
corazéon (Mufioz-Chapuli et al., 2002). El corazén de mamiferos después de sufrir dafos,
es capaz de cicatrizar la zona dafiada con tejido fibroso, en el caso del pez zebra (Danio
rerio) la cicatriz de tejido fibroso es sustituida de nuevo por tejido cardiaco funcional y el
corazén se regenera por completo, si bien con un bombeo de sangre no tan homogéneo y

una estructura irregular (Juan Manuel Gonzalez-Rosa et al., 2011).
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También se conoce que el epicardio y las células derivadas de €l poseen durante la
embriogénesis gran pluripotencia ya que se diferenciaran en células musculares de los
vasos coronarios, fibroblastos y tejido conectivo. Dicha pluripotencia posteriormente se
perdera en el individuo adulto. Si tras una lesion cardiaca dichas células adultas epicérdicas
son tratadas con Timosina beta 4 (TB4) la cualidad de poder diferenciarse en células que
pueden ayudar en la renovacion de los vasos coronarios dafiados se vera restaurada,
permitiendo asi su regeneracion (Smart et al., 2007).

Posteriormente se ha observado que la adicion de TB4 a células epicardicas adultas tras
una lesién cardiaca, promueve también la reexpresion del gen Wt1, lo que conlleva a la
diferenciacion de dichas células epicardicas ya no so6lo en células vasculares cardiacas

(Smart et al., 2007) sino en cardiomiocitos (Smart et al 2011).

Potencialidad del proepicardio/epicardio en la cardiomiogénesis

El proepicardio se forma inicialmente en limite entre el esbozo cardiaco y el hepatico.
Distintos estudios de linaje celular han demostrado que el proepicardio contribuye tanto al
desarrollo de corazén (Perez-Pomares et al., 2002) como del higado (Perez-Pomares et al.,
2004). En el contexto cardiovascular, el proepicardio migra a la superficie del miocardio,
sufre una diferenciacion epitelio-mesenquima y se transforma en distintos tipos celulares,
como fibroblastos, endotelio y células musculares lisas, pero en ningun caso da lugar a
cardiomiocitos. Sorprendentemente, si el proepicardio es aislado y cultivado in vitro, se
produce la activacion de la cardiomiogenesis (Kruithof et al., 2006), un proceso que esta
regulado por la interaccion entre distintos miembros de las familias de factores de
crecimiento Bmp y Fgf.

Por otro lado, estudios de linaje celular del epicardio embrionario han descrito su
contribucion al miocardio (Cai et al., 2008), si bien dichos estudios son muy controvertidos
y su veracidad, debido al sistema de trazado celular basado en recombinacion Cre/LoxP,
han sido puesto en entredicho (Christoffels et al., 2009). Por tanto, la contribucion del
epicardio embrionario al musculo cardiaco no ha sido demostrado, si bien bajo
determinadas circustancias fisiopatologicas, como el infarto de miocardio y con
pretratamiento de timosina beta4, algunas células del epicardio adulto se convierten en
cardiomiocitos (Smart et al., 2011).

El epicardio embrionario se encuentra mas activado que el epicardio adulto, es por tanto

gue su porcentaje de cardiomiogénesis es mucho mayor que en el epicardio adulto el cuél
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estd en un estado silenciado. Sin embargo, estudios recientes han revelado que esto
cambia cuando ocurre infarto de miocardio, lo cudl lleva a la expresion de ciertos genes
como Wtl, Brgl y Tmsb4x que provocan la reactivacion de la actividad de
neovascularizacion y de cardiomiogénesis del epicardio adulto.

En el laboratorio de Desarrollo Cardiovascular del Departamento de Biologia Experimental
hemos analizado el papel modulador de distintos microRNAs el proepicardio y el epicardio
embrionario con el objetivo de incrementar la cardiomiogenesis. Nuestros estudios han
revelado que la administracion de tres microRNAs distintos, miR-126, miR-223 y miR-195
incrementan la diferenciacion cardiomiogenica tanto del proepicardio como del epicardio
embrionario (Duenfias et al., 2020). Ademas, hemos determinado que la funcion moduladora
de miR-195 es dependiente de Smurfl y Foxpl. Para ahondar alin mas en los mecanismos
de regulacién génica que modulan la transicion proepicardio/epicardio embrionario e
identificar redes de interaccién génica que puedan incrementar o disminuir su diferenciacion
cardiomiogénica hemos realizado analisis de RNAseq en proepicardio (E9.5) y epicardio
embrionario (E10.5) de raton, para mRNAs, IncRNAs y microRNAs. En estas condiciones
hemos identificado 536 mMRNAs, 10 microRNAs y 119 IncRNAs que estan incrementados
en el PE en comparacion con el EE y 750 mRNAs, 8 microRNAs y 329 IncRNAs, que
muestran en patron opuesto, es decir que estan incrementados en el EE en comparacion
con el PE. En este trabajo nos hemos centrado en analizar solamente los mMRNA que estan
diferencialmente expresados y en concreto hemos seleccionado el 10% de los que

muestran mayor y menor expresion diferencial, respectivamente (Tabla 1 y Tabla 2).
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2. OBJETIVO

Nuestros datos preliminares obtenidos mediante analisis de RNAseq nos ha permitido
identificar genes diferencialmente expresados en el Proepicardio Embrionario (E.9.5) con
respecto al Epicardio Embrionario (E.10.5) y viceversa. Asi pues, partimos de dos grupos
de genes; en el primer grupo los genes muestran mayor expresion en el Epicardio
Embrionario (EE) en comparacion con el Proepicardio embrionario (PE) y en el segundo
grupo los genes presentan mayor expresion en el PE en comparacion con el EE.

Nuestro principal objetivo es analizar bioinformaticamente con la herramienta Genepaint la
expresion de estos genes seleccionados durante el desarrollo embrinario, para poder asi
sugerir cual es la posible funcion de estos genes en la transicion proepicardio a epicardio
embrionario. Para ello, hemos seleccionado el andlisis del 10% de los genes

diferencialmente expresados en cada una de las condiciones anteriormente descritas.
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3. RESULTADOS

En este apartado hemos analizado un total de 127 genes, seleccionados por su expresion
diferencial entre el PE y EE; 74 de ellos presentan mayor expresion en el PE que el EE y
53 presentan el patron complementario. Cada uno de estos genes se ha buscado en la
base de datos Genepaint y como consecuencia de ello hemos obtenido tres grupos de

genes.

1: Genes para los cuales no se obtienen resultados en Genepaint. De estos no tendremos
imagenes de su expresion. Su porcentaje con respecto al total de los 129 genes analizados

corresponde al 13,9%.

2: Este grupo lo forman genes que si se encuentran en la base de datos de GenePaint; pero
en las imagenes de la expresion de estos genes en los embriones de raton; la expresion es
muy leve o casi nula, en el caso de que sea nula, que suele ser en muy pocos, puede
deberse a que los genes de este grupo no se encuentren presentes en el embrién en los
estadios en los que hemos buscado (14.5 dias) y si en otros estadios o0 bien debido a errores
en el método de hibridacién in situ. El porcentaje de este grupo es del 37,9% respecto al

total de los genes analizados.

3: Este es el grupo mas relevante, en €l se encuentran agrupados los genes para los cuales
si hemos encontrado expresiéon en GenePaint. A su vez los hemos divididos en dos
subgrupos segun la zona en la que se expresan los genes y dichos subgrupos estan
divididos también con el fin de hacer una mejor clasificacion que nos ayudaréa en el futuro a
ver relacion entre diferentes genes segun su expresion. Su porcentaje corresponde al 48%

de los genes analizado.

Subgrupo 1: Genes con expresion en el corazon.

Divididos segun su expresion en las tres capas del corazén
-a) Endocardio

-b) Miocardio

-c) Epicardio

12



Subgrupo 2: Genes con expresion en otras zonas del organismo
-a) Expresion en Sistema Nervioso
-b) Expresion general en todo el organismo (Ubicua)

-c) Expresion en el higado.

Tras esta introduccion procedemos a observar su expresion en Genepaint:

3.1 Genes no presentes en Genepaint:

No hay resultados en Gene Paint: Los datos estan divididos segun la tabla de pertenencia
de cada gen; tabla 1 (mayor expresion en EE que en PE) y tabla 2 (mayor expresion en PE

que en EE).

Tabla 1 (PE<EE): Clca3al, Clca3a2, Cnmd, Myh13, Mirtl, Serpine3, Cntn5, Tcaf3, Cpab,
Myh7. Su porcentaje corresponde al 7,7% del total de genes analizados y al 18,8% del total

de genes analizados de la tabla 1.
Tabla 2 (PE>EE): Fmol, Kif12, Spinkl, Colecl10, Akrlcl9, Angptl8, Pri3bl, Gimdl. Su
porcentaje corresponde al 6,2% del total de genes analizados y al 10,8% del total de genes

analizados de la tabla 2.

3.2 Genes presentes en Genepaint, sin expresion:

Se encuentran en GenePaint, pero no se expresan, los datos estan divididos en tabla 1y
tabla 2:

Tabla 1 (PE<EE): Tnfsfl5, Wfdcl1l8, Ccr3, Cox8b, Egr3, Ccl3, S100a4, Epgn,
Aldh3b1,Ccl20, Mybpc2, 1123a, 1134 , 1112a, Dmkn, Ch25h. Su porcentaje corresponde al
12,5% del total de genes analizados y al 30,1% del total de genes analizados de la tabla 1.

Tabla 2 (PE>EE) : Tnfsf18, Fosb, Klb, Nepn, Hgfac, Hnfla, Gys2, Trpv6, St8sia3, Alcf,

Rfx6, Tff3, S100g, Apoab, F7, Prl4al, Sgk2, Cyp3al3, Qrfpr, Thpo, C8b, Pla2g2d, Gabrg3,
Pde6c, Aplnr, Ch25h, Gjbl, Gys2, H2-Q10, Secl14l4, Cdcpl, Akrlb7. Su porcentaje es del

13



25,1% respecto al total de genes analizados y al 43,2% de los genes analizados de la tabla
2.

3.3 Genes presentes en Genepaint, con expresion:

En este grupo se encuentran los genes que presentan una expresion visible en la
herramienta Genepaint, los hemos dividido en varios subgrupos, para facilitar su
clasificacion, siendo un total de 62 genes lo que supone un 48,8% del total de genes
analizados. De esos 63, 23 pertenecen a la tabla 1 siendo un 43% sobre el total de la tabla

1; y 40 pertenecen a la tabla 2 siendo un 54% del total de la tabla 2.

3.3.1 Con expresion en el corazon:

En este subgrupo hemos agrupado los genes que se expresan en las tres capas del corazén
(Endocardio, Miocardio y Epicardio), incluyendo genes que se expresan también en otros
tejidos aparte del tejido cardiaco. Son un total de 15 genes, un 11,8% sobre el total de
genes analizados de estos 15; 12 pertenecen a la tabla 1 siendo un 22,6% sobre el total de
genes analizados de dicha tabla, y 3 pertenecen a la tabla 2, siendo un 4% sobre la tabla
2.
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3.3.1.1 Expresion preferente en el Endocardio

Genes que se expresan en la capa mas interna del corazén, que tiene contacto con la
cavidad cardiaca. De los 7 genes que forman este apartado; 5 son de la tabla 1y 2 de la
tabla 2.
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3.3.1.2 Expresion preferente en el Miocardio:

Genes que se expresan en el miocardio, esta zona del coraz6n es la encargada de su
contraccion y dilatacion, esta formada por los miocardiocitos, células musculares, y es la
capa con mas espesor del corazon. En el caso del miocardio de los 6 genes, solo 1
pertenece a la tabla 2, mientras que los otros 5 pertenecen a la tabla 2.
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3.3.1.3 Expresion preferente en el Epicardio:

En este apartado encontramos aquellos genes presentes en la capa mas externa del
corazon, que como he descrito anteriormente, es la capa formada a partir de las células del
Proepicardio. En este caso, los dos genes forman parte de la tabla 1, siendo un 3,7%

respecto a la tabla 1 y un 1,5% respecto al total de genes de las dos tablas.

R,
a2
..f’/ / \.\\
A
/ Y
[
£~ B
Plscr2 Plscr2 " Msin /' Msin

3.3.2 Con expresion en otras zonas del embrion:

En este subapartado he agrupado a genes que se expresan en otros tejidos del organismo
incluyendo o no el tejido cardiaco, estos genes los he separado de nuevo en otros tres
subgrupos para facilitar su andlisis que son: a) Sistema nervioso, b) Ubicua y c) Higado.
Este grupo incluye un total de 46 genes lo que supone un 36,2% del total de genes
analizados, dentro de estos 46 genes encontramos 11 genes pertenecientes a la tabla 1 lo
que corresponde al 20,7% de los genes totales analizados para dicha tabla; y 35 genes

para la tabla 2, lo que supone un 47,2% para dicha tabla.
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3.3.2.1 Expresion en el Sistema Nervioso:

Genes que se expresan en diferentes tejidos relacionados con el sistema nervioso, como
son; ganglios raquideos, médula espinal, 6rganos sensoriales con terminaciones nerviosas.
Este grupo esta formado por un total de 12 genes lo que supone un 9,4% del total de genes
analizados, dentro de la tabla 1 encontramos 7 genes, lo que supone un 13,2% para dicha
tabla. En cuanto a la tabla 2, encontramos 5 genes, lo que supone un 6,7% del total de
genes analizados para esta tabla.

4

-

Rab7b 2 Rab7b g Slc17a8 Slc17a8

Egr2 -
Egr2 8 Gpr22 Gpr22
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3.3.2.2 Expresion en Ubicua:

En este apartado se encuentran los genes que se expresan de manera indiferenciada en
todos los tejidos del organismo.
En este grupo encontramos 6 genes que suponen un 4,7% respecto al total de genes
analizados; de los cuales 2 pertenecen a la tabla 1 lo que supone 3,7% respecto a los genes
analizados para la tabla 1, y 4 pertenecen a la tabla 2 lo que supone un 5,4% del total de
genes analizados de la tabla 2.

‘v\ ;\

C8b Igfals

Aplnr g
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3.3.2.3 Expresion en Higado:

En este ultimo apartado he agrupado aquellos genes que muestran una especial expresion

en el higado.

En este caso todos los genes pertenecen a la tabla 2, 29 genes en total, lo que corresponde

al 39,1% de los genes analizados de la tabla 2 y con respecto al total de genes analizados

entre las dos tablas corresponde al 22,8%.
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4. DISCUSION

Baséandonos en los datos iniciales sobre la expresion diferencial de los genes en PE/EE y
su posterior andlisis visual de manera online con la herramienta Genepaint, trataremos de
elaborar una hipoétesis del papel funcional de dichos genes en el embrion de raton y el
porqué de su expresion cardiaca, teniendo en cuenta a su vez informacién dada por fuentes

cientificas sobre la funcion de estos genes en otros contextos biologicos.

TABLA 1
En la Tabla 1, encontramos genes con mayor expresion en el EE con respecto al PE.

Dividiremos los genes segun el tejido en el que se expresan.

Expresion preferente en el Endocardio

Sabiendo que ciertas areas del Endocardio estan formadas por células que migran desde
el Epicardio, trataremos de dar una respuesta al porqué de la expresion de los siguientes
genes, teniendo en cuenta la tabla a la que pertenecen.

Al recabar informacién encontramos:

Ccl7, es el gen encargado de formar quimiocinas, cuya funcion es atraer a los monocitos
fuera de los vasos sanguineos hacia los tejidos dafiados o infectados por agentes
patdgenos, es por eso que se encuentra recubriendo todos los endotelios vasculares del
organismo, incluyendo el endocardio.

Serpinel, segun NCBI es un gen que codifica para la proteina Serpinel, que es un
activador/inhibidor de peptidasas, encargado de la disoluciéon de coagulos sanguineos
ayudando en la degradacién de plasmindgeno, esto explica su presencia en el endotelio de
los vasos coronarios, es decir, en el endocardio embrionario.

Nr1h4, gen que codifica para una proteina receptora nuclear de hormonas, también es
conocido como receptor de acido biliar, se encuentra en gran cantidad de tejidos como
rifidn, higado e intestino y al estar presente en sangre, puede ser un falso positivo, y no
encontrarse concretamente en las células endocardicas, sino en la sangre que fluye
contiguamente.

Nov, nephroblastoma overexpressed gene también conocido como celular communication

network factor 3, una de las funciones de este gen, es la de promover la angiogénesis, tiene
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sentido su presencia en el endocardio embrionario pues es donde se generan los vasos
sanguineos.

Egrl, este gen codifica para la proteina Egrl, proteina de respuesta al crecimiento
temprano, es una proteina nuclear y regula procesos de transcripcion por lo que se expresa

en gran numero de tejidos aparte del Endocardio.

Del estadio 10.5 al 14.5, la expresion de estos genes en el Epicardio ha cesado, y se ha
movido al Endocardio, esto no hace mas que confirmar el papel del Epicardio en la
formacion del Endocardio, mediante la migracion de células, como hemos visto

anteriormente.

Expresién preferente en el Miocardio

Las células que migran del Epicardio al corazén en formacion, pueden tener relacion con el
Miocardio (Smart, et al 2011), sabiendo esto trataremos de dar una explicacion a los
siguientes genes que se expresan en el Miocardio.

Nppa y Nppb; son genes que codifican para péptidos natriuréticos, dichos genes durante
el desarrollo fetal, poseen una alta expresion en el Miocardio.

La funcion cardiaca de ambos genes consiste en regular la presion arterial y estan ligados
al mantenimiento celular del miocardio regulando el liquido extracelular y nivel de
electrolitos.

PIn, fosfolamban, es un gen encargado de la regulacion del flujo de calcio en los
miocardiocitos.

Myl2, cadena ligera reguladora de miosina 2, es una isoforma expresada Unicamente en
los miocardiocitos, su funcion es la de regular la miosina muscular cardiaca.

Fos, FBJ osteosarcoma gen, es un gen que se expresa en varios tejidos del organismo
adulto, especialmente en tejidos intestinales. Al ser la proteina resultante un factor de
transcripcion, su expresion se encuentra en varios tejidos, entre ellos el miocardio, en el

gue tiene una leve expresion.

Anteriormente hemos comentado que las células del Epicardio; recubren el Miocardio y que

actualmente hay una controversia sobre su posible funcion en la generacion del Miocardio.
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Dada toda la informacion que tenemos, me inclino a pensar que estos genes se han
originado en el EE (E10.5) y han sido “enviados” al Miocardio para su produccion y
crecimiento, apoyando asi la hipotesis de la participacion epicardica en la generacion
miocardica, siendo asi la Unica forma de entender la presencia de estos genes en el EE
(E10.5) y en el Miocardio (E14.5).

Expresion preferente en el Epicardio

Plscr2, phospolipid scramblase 2, proteina de membrana que media el paso de calcio al
interior de la membrana plasmatica y redistribuye los lipidos en la membrana plasmatica,
también tiene relacion con la coagulacion sanguinea y con el proceso de apoptosis.

Msln, mesotelina, como su nombre indica, est4 presente en el mesotelio, que es una capa
celular que recubre cavidades corporales, su funcion esta ligada a la membrana celulary a

la unién entre célula.

El hecho de que s6lo haya dos genes expresandose en el estadio 14.5, frente al gran
namero que habia en el estadio 10.5, y la presencia de gran cantidad de dichos genes en
el Endocardio y Miocardio, no hace sino reforzar la idea de la participacion del EE en la

formacién de Endocardio y Miocardio.

Expresion preferente en el Sistema Nervioso

Slc17a8, codifica para la proteina “transportadora de glutamato vesicular”, el glutamato es
un neurotransmisor que es clave en la comunicacion neuronal y nerviosa.

Rab7b, miembro de la familia de oncogenes RAS, en Genepaint observamos expresion en
la médula espinal, el cerebro y los ganglios raquideos. Estad relacionados con la
degradacion de proteinas en el Sistema Nervioso Central y con la activacion de macrofagos.
Egr2, factor que regula la transcripcion y esta presente especialmente en la cresta neural y
enceéfalo.

Gpr22, codifica para un receptor de la proteina G y su funcion es la de unirse a esta proteina
y otros péptidos y actuar como transductor de sefales.

Kcnell, gen encargado de formar la proteina que forma parte del canal que regula la

entrada y salida de neurotransmisores a través de canales gracias al voltaje de K, su funcion
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se centra también en la excitabilidad neuronal y contraccion muscular, concretamente en el
musculo cardiaco también regula el ritmo cardiaco.

Sv2b, glicoproteina de la vesicula sindptica. Se expresa en el SNC estas glicoproteinas
regulan el trafico de vesiculas neuronales y el proceso de exocitosis en las neuronas.
Anxal, se expresa en zonas nerviosas como Organos sensoriales, y codifica para la
proteina inhibidora de la fosfolipasa A2 y es dependiente de Ca.

Su funcién es la de inhibir la actuacion de la fosfolipasa A2 y tiene un efecto antiinflamatorio.

La presencia de estos genes en el EE (E10.5) y no en el PE (E9.5) puede deberse a la
migracion de células relacionadas con el SNC al EE (E10.5) que colaboren en el desarrollo
cardiaco. Sin embargo, no encontramos datos en Genepaint (E14.5), que avalen esta idea.
Otra idea es que sea el EE (E10.5) el que genere genes y células que ayuden en la
formacion de parte del Sistema Nervioso y no al revés, esta idea se ve apoyada a su vez
por la ausencia de expresion de estos genes en el corazon en el estadio 14.5, pues habrian
migrado a sus respectivos destinos del SNC, aunque esta hipoétesis tiene mas sentido
acorde a nuestros resultados, no se puede afirmar sin mas datos y estudios que apoyen
esta idea, por lo que no podemos aceptar ninguna de las dos hipoétesis y serian necesarios
mas estudios que se centren en la relacion del EE y el SNC, para decantarnos por una u

otra.

Expresion en Ubicua

118, Interleucina 18, pertenece al grupo de las citoquinas sintetizadas por leucocitos,
aunque también las secretan otras células como las células del sistema nervioso y de
algunos endoteliales, su funcién va ligada al desarrollo y activacién del sistema inmunitario.
Crygb, gamma-cristalinaB, pertenece al grupo de proteinas ubicuas, aunque en el individuo

adulto su funcion se restringe a formar el cristalino ocular.

La ausencia de estos genes en el PE (E9.5) y su presencia en el EE (E10.5) y en el resto
del corazén y resto del organismo (E14.5), sumado a la funcion que poseen estos genes,
nos indican simplemente que ambos genes comienzan a expresarse en todo organismo a

partir del estadio 10.5.
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Expresion preferente en el Higado

Frente a los 29 genes de la Tabla 2, no hemos encontrado ningun gen de la tabla 1 (PE<EE)
gque a su vez se exprese en el Higado en el estadio 14.5, por lo que entendemos que las
células del EE no migran al Higado. Esto nos hace afirmar que las células del Epicardio
Embrionario no contribuyen de forma alguna a la formacién del higado.

Ademas entendemos que el Proepicardio tiene algin mecanismo de sefializacion por el que
ciertas células que producen ciertos genes; migraran a la formacion de Epicardio, mientras

que otras irdn a la formacién del Higado.

TABLA 2

Un total de 74 genes con mayor expresion en el PE con respecto al EE, analizando los
genes expresados de esta tabla, trataremos de clarificar si es posible que el PE no sélo se
encarga de generar EE, si no otros tejidos.

Expresion preferente en el Endocardio

Apba2, codifica para la proteina de unién a la proteina beta 4 amiloide. Es una proteina
adaptadora neuronal, de ahi su elevada presencia en el sistema nervioso y cerebro.
Cyp2c70, citocromo, hemoproteinas que transportan energia quimica su concentracion en
el Endocardio en el E14.5 se debe a posiblemente una necesidad de energia por parte de
las células, posteriormente segun NCBI, a partir del E 18, se acumularan de forma elevada
en el higado, debido a su papel como eliminador de xenobioticos. La presencia de esta
proteina en el Proepicardio y no en el Epicardio y su posterior expresion endocardica; se
explicaria porque ambos son tejidos en crecimiento que requieren energia, dando a
entender que Cyp2c70 es una proteina que puede ser generada de manera independiente
por células del Endocardio y del Proepicardio.

Nos inclinamos a pensar que ambos genes se han generado de manera independiente

tanto en el PE (E9.5) como en el Endocardio (E14.5), sin que haya una relacion directa

entre ambos tejidos.
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Expresion preferente en el Miocardio

Foxa3, la expresion de este gen da lugar a la proteina “factor nuclear del hepatocito gamma-
3” es un factor de transcripcion que activan la transcripcion de proteinas del higado. En el
estadio 14.5 la expresion se reparte entre miocardio, pulmones e higado. La presencia de
este gen en el miocardio y otros tejidos musculares como la pared del estdbmago, nos indica

que esta proteina no sélo actta en el higado sino en otros tejidos.

Su expresion en gran parte de tejidos, sumado a estar en la tabla 2, nos hace pensar que
este gen no es generado por el EE al contrario que los genes de la Tabla 1 del Miocardio,
si no que puede ser expresado por las células del Miocardio y otros muchos tipos celulares
sin necesitar del estimulo de otros tejidos.

Expresion preferente en el Epicardio

No hemos encontrado ningun gen, esto es lo que se esperaba, debido a que son genes no
encontrados en el EE (E10.5), por lo que seria muy llamativo que aparecieran en el estadio

14.5 en el propio Epicardio.

Expresién preferente en el Sistema Nervioso

Thpo, Este gen codifica un factor de crecimiento humoral necesario para la proliferacion y
maduracion de megacariocitos, asi como para la trombopoyesis.

Nr5a2, codifica para la proteina factor de transcripcion de fetoproteina. Su funcion se
relaciona con el desarrollo embrionario, en Genepaint aunque encontramos expresién en el
SNC, la expresiéon mas fuerte se encuentra en el intestino, esto se debe a su funcion
relacionada con la sintesis de colesterol.

Ces1d, carboxilesterasa 1d, expresion en el sistema nervioso, especialmente en el epitelio
olfativo. Actua como lipasa.

Apba2, codifica para una proteina adaptadora neuronal.

Vtn, vitronectina, es una pexina se encuentra en zonas concretas del SNC tapizando los
espacios del SNC como entre los ganglios raquideos y la médula espinal. Esta presente en
el suero y algunos tejidos. Promueve adhesion y propagacion celular. E Inhibe el efecto
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negativo del complemento citolitico en la membrana e inhibe con otras proteinas para inhibir

a la serpin serina proteasa.

Los genes encontrados en este apartado, se expresan en el PE (E 9.5) y en Genepaint
(E14.5) se expresan en el Sistema nervioso, pero no en el corazon.
Actualmente no encuentro una explicacion razonable a la relacion del PE con el SNC, son

necesarios mas estudios para poder esclarificar esta relacion.

Expresion Ubicua

Cldn5, claudin 5, forma parte de la membrana celular y su funcion es la de formar una union
de membranas que impide que el liquido intracelular salga sin control de estas.

Aplnr, la proteina codificada se une a proteinas G e inhiben la actividad de la
adenilatociclasas. Desempefia un papel clave en el desarrollo temprano, como la
gastrulacion, la formacion de vasos sanguineos y la morfogénesis cardiaca Promueve la
migracion de las células endoteliales derivadas del seno venoso al corazon en desarrollo
para promover el desarrollo de los vasos sanguineos coronarios. También desempefia un
papel en diversos procesos en adultos, como la regulacion de la formacién de vasos
sanguineos, la presion arterial, la contractilidad cardiaca y la insuficiencia cardiaca

C8b, este gen codifica la subunidad beta del componente del complemento C8 que participa
en el ensamblaje del complejo de ataque de la membrana del complemento la funciéon del
sistema de complemento se relaciona con el sistema inmunolégico.

Igfals, La proteina codificada por este gen es una proteina sérica que se une a factores de
crecimiento similares a la insulina , aumentando su vida media y su localizacion vascular,
su produccion esta estimulada por la hormona de crecimiento. Debido a su papel en el

desarrollo y crecimiento, su expresion es elevada en el estadio embrionario.

En el caso de estos genes, poseen expresion en el PE (E9.5) con respecto al EE (E10.5),
pero aunque la expresion es ubicua, en el tejido cardiaco no se ve una elevada expresion,
tan sélo en Cldn5 y es en el Miocardio; por lo que es posible que el PE tenga una funcién

relacionada con otros tejidos, mas alla que la generacion del EE.

Expresion preferente en el Higado
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Los genes expresados en el higado son exclusivos de la tabla 2, salvo el gen Vtn, tienen
una expresion especifica en el higado.

Debido a la gran similitud en la expresion, al gran numero de genes expresados y a que
todos son genes de la tabla 2, hemos decidido no analizar uno a uno cada gen, no es
necesario para realizar una hipétesis sobre el por qué la expresion de estos genes.
Ninguno se encuentra en el EE en el E10.5 ni en el corazén en el E14.5, por lo que estos
genes nos hablan de una relacion del Proepicardio con el Higado, en la que células del
Proepicardio migran hacia el Higado en formacion, para dar lugar a los primeros vasos

sanguineos del Higado y a las células estrelladas (Carlson, 2014).
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ANEXOS

TABLA 1 (EE>PE)

Clca3al
Ccl2
Clca3az
Tnfsf18
Slc17as
Crnmd
Myh13
Egrz
Gpr22
Ccl?
Fosh
Fos
Tnfsf1s
Wfdc13
Ccr3
s
Coxab
Regl
Cemip
Egr3
Mirtl
Ccl3
5100=4
Mrihd
Plscr2
Epgn
Serpine3
Myl2
Anxal
Nov
Egrl
Nppa
Rab7b
Aldh3b1
Ccl20o
Kcnell
Ms=ln
Tnfsf4
Mybpc2
1123a
Cntn5
MNpph
Tcaf3
Pln
Cpat
1124
1112a
Crygh
Dmkn
Dmkn
Serpinel
Sw2b
Ch25h
Myh7

FC
2609,3227
953,02864
404, 85419
287,73513
286,19115
245 36741
180,51049
154,51865
153,95536
140,95045
135,76658
115,67305
113,56088
112,21135
105,58796
99427648

96,89372
95 858795
94571278
88382748
88,274312
81,515503
80,108145

76,14793
74,570243

§4,21338

51,16959
58,434063
53,120003
51,685731
48 845236
48,030334
46,682359
45 838181
44 703367
44 368067
44,283824
44200277

43 87039
43 238702
40,166946

39,41748

38,80306
38619475
38,200104
38,016968
38,008424
37,855407
36,902318
36,002318

35,79527
30,116406
26,835548
26,064658

logratio
11,34946
9,8963758
8,6612586
8,1685975
8,1608353
79387998
7,4959389
72716372
7.2663683
7.,1390443
7,0849846
5,853900
5,8323048
65,8100748
B,7223015
B6,6355752
6,5983313
6,5828389
6,5633302
6,4656929
6,4639218
6,3490026
6,323877
b6,2507329
b,2205281
5,004502
5.9347427
5,8687377
5732812
5,6916941
5,6101459
5,5858739
5,5448056
55184779
54823116
5,4714498
54687079
54659835
54551756
54342513
5,3279369
5,3007637
5,2780985
52712566
5,2558445
5,2485716
52482473
5,2424275
5,2056395
5,2056395
5.161697
49124777
4 7460734
4 704023

meanExp
0,4510515
08219103
-0,297177
-2,474806
-1,01575
14465647
-2,072544
0,531754
-2,201576
0,3434686
-0,841307
53818883
-1,622573
-1,818641
-3,197954
1,2412803
-3,25994
-3,267686
10568602
-3,326259
-1,113134
-3,384604
-3,397167
0,1965549
11756324
-2,818112
-1,239146
52226336
45320235
0,8403844
27126792
2,4001537
0,3199144
0,8180423
-0,255482
4 7666052
2,0370515
-3,826113
-2,830351
-0,212368
-3,170792
10907339
-3,920056
0,7041393
-2,468246
-2,471882
-3,183909
-0,990008
0,6497694
0,6497694
-2,236751
0,9462092
1 8607003
3,31944914

pval

0,0001423
0,0004918
0,000151
3,01E-06
3, 79E-05

4 92E-05
0,0001371
0,0001015
0,0002156
0,0001418
0,001519
2,42E-05
0,0028949
0,0016166
2 44E-06
0,0005824
B,65E-07
2,76E-D6
1,52E-05
0,0009632
1,79E-05
7,50E-05

4 BOE-06
0,0001898
0,0004812
0,0015164
0,0031537
2,58E-05
1,59E-06
0,0001769
0,0001169
0,0005175
0,0018942
0,0002658
0,0003465
0,0002664
0,0005657
0,0003208
0,0015294
1,65E-05
0,0011265
8,02E-06

9 B3E-06
0,0002196
0,0016495
0,0013298
00031799
8,76E-05
0,000104
0,000104
0,0014513
0,001329
0,0001878
0,0013001

adj.pval
0,0070009
0,0151229
0,0072642
0,0007809
0,003231
0,0038139
0,0068779
0,0056433
0,00592021
0,0069919
0,0292803
0,0023647
0,043721
0,030327
0,0007009
0,0165044
0,0003693
0,0007664
0,0018552
0,0224222
0,0020225
0,0046375
0,0009976
0,008437
0,0148934
0,0292803
0,0457825
0,0024548
0,0006084
0,0080103
0,0061965
0,0155001
0,0336298
0,0103328
0,0121105
0,0103328
0,016224
0,0115463
0,0293833
0,0019357
0,024326
0,0013103
0,0014967
0,0092259
0,030702
0,0268012
0,0458768
0,0051737
0,0057651
0,0057651
0,0284785
0,0268012
0,0084307
0,0265732
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TABLA 2 (PE>EE)
FC

Klb
Hnfda
Foxa3
Nepn
Hgfac
Ugtzbh34
Afm
Serpinalb
Hnfla
Fmol
Serpinale
Alb

Proc
Kifl2
MNr5a2
Bhmt
Gys2
Gjb1
Apob
Itih2
H2-O1
Secldla
Spinkl
Lect2
Trpve
5t8siad
Feb
Serpinalo
Cpb2
Colec10
Cdcpl
Akrib7
Serpinf2
Gekr
Alcf
Rfx6
Vin

T3
Cldns
5100g
Cesld
Paqr9
Ambp
Apoas
Akriclg
Angptla
Igfals
Pri3bl
F7
Pridal

-2054,4432
-1578,751
-1547,61
-1546,536
-1081,454
-1039,459
-087 4298
-978,9664
-934 5184
-749,0386
-740,7948
-735,8317
-728,3961
-705,6731
-674,2911
-673,6589
-639,6561
-566,2972
-563,0399
-561,315
-522,6772
-505,0499
-478,0329
-477 0065
-475,6831
-474,8204
-467 6659
-457 085
-145 9595
-415,5224
-402,0135
-394,8377
-380,1445
-358,1333
-324,2709
-322,1431
-316,6025
-302,6413
-296,4204
-285,6933
-282,6893
-281,0339
-279,0357
-278,5675
-274,8535
-264,9617
-262,39
-260,458
-253,0528
-251 855

logratio
-11,00453
-10,62457
-10,59583
-10,59482
-10,07876
-10,02162
-9947534
-9935115
-9,868234
-9, 548896
-§953293
-9,523232
-9,508579
-9,.462856
-9.397228
-9,395874
-9.321153
-9,145416
-9,137093
-9,132667
-9.029777
-8,980282
-8,9000966
-8,897865
-8,803857
-8,891238
-8,869335
-8,82045
-8,800769
-8,698783
-8,6511
-8,625116
-8,570404
-8,484353
-8,341056
-8,331558
-8,306529
-8,241465
-8,211501
-8,158323
-8,143074
-8,1346
-8,124306
-8,121883
-8,102519
-8,04964
-8,035569
-8,024907
-7,983295
-7.97645

meanExp
-1,05684
-0,467963
0,2926133
-0,473765
-1,519727
-1,548297
-0,79741
16663217
-1,624938
-1,784657
0,122648
16070309
-1,804816
-0,26089
-1,860491
-1,07324
-1,848529
-1,936397
-0,113017
4 0050077
-2,044217
0,203991
-0,366206
-0,741945
-2,112177
0,5044834
5,155839
-2,14888
-0,909178
-0,739801
-2,233555
-2,246547
49320761
-1,529001
-0,721722
-2,393326
4 2654817
-2,438373
-2,453355
-1,692015
-2, 487568
-0,464768
51167867
-1,610167
2,4803791
-1,166059
-2,541321
-1,758724
-1,77953
-2,57088

pval

4, 05E-08
1,28E-05
0,0003837
1,59E-05
3,26E-08
4, 74E-08
2,44E-05
0,0013212
3,22E-08
1,71E-07
0,0016782
0,0035687
3,13E-07
2,26E-05
9,99E-08
3,25E-05
7, 72E-08
1,06E-06
0,0019144
0,0003545
4 41E-08
0,0004102
0,0014967
0,0005747
9,68E-07
0,0003979
0,0010598
6,84E-08
0,000367
0,0007461
5,23E-07
1,64E-07
0,0006759
4,19E-05
7,03E-05
2,08E-06
5,99E-05
4,71E-07
0,0001983
6,87E-05
1,28E-07
0,000241
0,0004963
9,83E-05
8,2 6E-06
0,0008922
1,04E-07
0,0001182
0,0001142
0,0007897

adj.pval
0,0002173
0,0016348
0,0128487
0,0019087
0,0002173
0,0002173
0,0023675
0,0266947
0,0002173
0,000224
0,0309944
0,0494229
0,0002585
0,0023132
0,0002173
0,0028957
0,0002173
0,0004673
0,0338881
0,0122425
0,0002173
0,0134429
0,0290368
0,0163962
0,0004527
0,0131856
0,0237265
0,0002173
0,012564
0,0191631
0,0003287
0,000224
0,0181623
0,0034164
0,0043504
0,0006648
0,0043173
0,0003195
0,0087152
0,0043173
0,0002173
0,0097917
0,0152369
0,0055605
0,0013402
0,021397
0,0002173
0,0062419
0,0061217
0,0197102
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Gimd1
Hkdcl
Lipc
Itih1
F12

Sgk2
Afp
Prodh2
Apoal
Tir
Cyp3al3
Qrfpr
Thpo
Serpinalc
C8h
Aldob
Cyp2c70
Rin3
Plazg2d
Apbaz
Apcs
Gabrg3
Pdebc
Aplnr

-250,2896
-249,7412
-246,5646
-243,9322
-218,6415
-218,1571
-213,8618
-209,8068
-203,4117
-202,1166
-199 8445
-198,5123
-198,4024
-194,766
-188,7455
-187,5373
-186,4021
-185,7412
-187 0699
-182,717
-180,5975
-171,7308
-171,7063
-171,67

-7,967455
-7,961399
-7,945822
-7,930336
-7,772424
-7,769223
-7,740535
-7,712918
-7,668259
-7,659044
-7,642734
-7,633085
-7,632286
-7,605598
-7,560298
-7,551034
-7,542274

-7,53715
-7,515462
-7,513467
-7,496634
-7,424005
-7,423799
-7,423484

-1,375835
0,8528817
-1,514075
-2,593937
-1,192223
-2,674493
7,1185481
-0,852655
3,0276857
47682373
-2,737738
-2,742563
-1,955034
-1,684187
-2,778956

-1,99566
-2,787968

-2,79053
-2, 801374
-1,730252
-2,810788
-2,847103
-2,847206
2,9406765

0,000886
0,0028293
0,0002938
1,29E-05
0,0024484
2,15E-06
0,00083
0,000203
0,0004737
1,81E-05
4,57E-06
2,05E-07
8,70E-05
0,0003329
1,68E-07
8,95E-05
1,13E-06
2,01E-07
2,06E-07
0,0003615
1,69E-06
3,02E-06
1,24E-07
0,0009478

0,0213111
0,0430023
0,0108514
0,0016394
0,0391588
0,0006648
0,0203976
0,0088153
0,0146807
0,0020234
0,0000523

0,000224
0,0051514
0,0118392

0,000224
0,0052108
0,0004803

0,000224

0,000224
0,0124112
0,0006293
0,0007809
0,0002173

0,022238
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