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I1. ABREVIATURAS

AGOI: proteina Argonauta 1.

Akt: proteina cinasa B, proteina serina/treonina cinasa.

AKT?2: gen llamado —-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2”.
ALKI1: receptor activina cinasa 1.

ALK2: receptor activina cinasa 2.

ALKS: receptor de activina cinasa 5.

ANF: factor natriurético atrial.

ARNm: acido ribonucleico mensajero.

ARNTr: acido ribonucleico ribosomal.

ATF/CREB: factor de transcripcion activador/ elemento de unién a AMPc.

AV: atrio ventricular.

Bcl-2: proteina llamada —Iufoma de células B2” regulador de muerte celular.

Bim: proteina proapoptoética.

bMHC: cadena pesada de miosina beta.

BMP: proteinas morfogénicas del hueso.

CAP: adicion al extremo 5' de la estructura denominada caperuza o casquete.
CE: células endoteliales.

CITED: familia de coactivadores transcripcionales.

Csx: homeobox especifico cardiaco.

DGCRS: cofactor proteico DiGeorge de la region génica 8.
dpc: dias post-coito.

dsRBD: dominio de unién a la cadena doble de ARN.
DUF283: dominio de enzima Dicer.

elF4E: factores de iniciacion de la traduccion.


http://en.wikipedia.org/wiki/5%27_cap
http://en.wikipedia.org/wiki/5%27_cap

End: endoglina.

FGF: factor de crecimiento fibroblastico.

Fgfrl: receptor del factor de crecimiento fibroblastico 1.

FOXP1: gen llamado —forkhead box P1”.

GATAA4: factor de trascripcion donde G = Guanina, A = Adenina y T = Timina.
GDFs: factores de crecimiento y diferenciacion.

GDNFs: factores neurotroficos derivados de la glia.

HA: 4cido hialurénico.

HANDI1: factor de transcripcion hélice-asa-hélice.

Has2: acido hialuroénico sintetasa 2.

JNK: cinasas c-Jun N-terminal.

LAP: proteina asociada a la latencia.

LLC: complejo grande de TGF-f3 latente.

LTBP: proteina de unién a TGF- latente.

MADS: proteinas de dominio MADS.

MAPK: cinasas activadas por mitogenos.

MEC: matriz extracelular.

MEF2c: factor potenciador especifico de miocito 2C.

Mesp1: homologo del Mesodermo posterior 1.

MF20: marcaje de la cadena pesada miosina.

miRISC: complejo de silenciamiento que degrada o silencia ARNm.
microRNAs 6 miRNAs: ARNs no codificantes de secuencias pequeiias.
MIS: sustancia inhibidora Mulleriana.

MKK3/6-p38: via de sefializacion p-38 cinasas activadas por mitdgenos.
MMP2: metaloproteinasas de matriz 2.

msh-2: proteina de reparacion de errores de DNA o proteina homologa MutS 2.


http://es.wikipedia.org/wiki/Guanina
http://es.wikipedia.org/wiki/Adenina
http://es.wikipedia.org/wiki/Timina

Nkx2.5: factor de transcripcion cardiaco.

OFT: tracto de salida embrionario.

p53: gen supresor tumoral.

PAZ: dominio de enzima Dicer.

PBP: proteina de union al poli A.

PECAM: molécula de adhesion celular endotelial plaquetaria.

PI3: fosfatidil-inositol 3.

pre-miRNA: estructuras cortas de 70-nucledtidos en forma de tallo-lazo.

pri-miRNAs: transcritos primarios con una caperuza en 5' y una cola de poli-adeninas
en 3",

Pum?2: Pumilio 2.

Ran/GTP: parte del transporte unidireccional de proteinas de carga a través de filamentos
citoplasmaticos.

Ras: reguladores moleculares importantes en variedad de rutas de transmision de sefiales celulares.
RIIDs: RNAasa III.

R-Smad: receptores que regulan a SMADs.

RT-qPCR: reaccion de la polimerasa en tiempo real.
SARA: anclaje de las Smads para la activacion del receptor.
SFH: segundo campo cardiogénico.

SLC: pequeilo complejo dimérico latente.

SMADs: proteinas efectoras intracelulares.

Snail: factor de transcripcion con dedos de zinc.

ssRNAs: ARN no codificante de cadena sencilla.

TAKI1: proteinas mitogénicas cinasa cinasa cinasa.

TbRI 6 Tgfbrl: receptor cinasa 1 de TGF-.

TbR-II 6 TgfbR1: receptor cinasa 2 de TGF—.

Tgfbr3: receptor III de TGF-f llamado también Betaglicano.


http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido

TBXS: llamado —aja T” factor de transcripcion implicados en el desarrollo de las extremdiades y
del corazon.

TEM: transformacion epitelio mesénquima.

TGF-: factor de crecimiento transformante f3.

TGFB-1, TGFB-2 y TGFB-3: isoformas 1, 2 y 3 de TGF—f.
TIMPs: inhibidores de metaloproteinasas de la MEC.
TSVD: tracto de salida del ventriculo derecho.

UTR: regioén no traducida de un gen.

VD: ventriculo derecho.

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.

VI: ventriculo izquierdo.



II1.- RESUMEN

Introduccion: Mediante marcaje in vivo, de corazén del embridon de pollo, se ha demostrado
que el cono dard origen al tracto de salida del ventriculo derecho (TSVD), el cojin superior del
canal AV participara en la formacion del tracto de salida del ventriculo izquierdo (TSVI), el tronco
origina las sigmoideas de la arteria aorta y pulmonar y el saco adrtico formaré el tronco de la arteria
aorta y pulmonar. En el pollo, el proceso de transformacion de las estructuras embrionarias a
maduras comienza cerca del E24HH y finaliza en E36HH. Los procesos morfogenéticos que estan
involucrados, son la transformacion del endocardio en mesénquima (TEM) durante la formacion de
las crestas conales, proliferacion y diferenciacion miocardica, en los que el factor de crecimiento
transformante-f (TGF-) tiene un papel preponderante. Recientemente se ha identificado
secuencias pequefias de ARN no codificantes (microRNAs o miRNAs) que modulan la expresion
génica, inhibiendo la traduccion ARNm sin embargo, aun se desconoce el papel de estas moléculas

en el desarrollo de los tractos de salida ventriculares. Objetivo: Identificar microRNAs

candidatos para participar en el desarrollo de los tractos de salida ventriculares y troncos de las

grandes arterias en el corazéon de embrion de pollo. Método: De la literatura y bases
bioinfomaticas, se seleccionaron 9 microRNAs relacionados con el sistema cardiovascular, se
obtuvo el tejido embrionario de pollo (E24HH-E36HH) y el tejido maduro de pollo (6 semanas de
nacido), se extrajo el ARN y se realizo la sintesis del cDNA (RT) y la RT-qPCR tiempo real. El
analisis de la expresion de los miRNAs se realizo por el método de 2" y el analisis estadistico se

llevo a cabo utilizando ANOVA de una via y una prueba post-hoc. Resultados: Se
seleccionaron 9 microRNAs implicados en el desarrollo cardiovascular: microRNA-15 y
microRNA-30 estan involucrados hipertrofia e infarto al miocardio; el Let-7a, microRNA-23 y
microRNA27b descritos en el corazén prenatal y patologico adulto; el microRNA-1 es el mejor
caracterizado en el corazon embrionario; microRNA-24 y microRNA-126 angiogénicos vasculares,
mientras que el microRNA-206 es miogénico aparentemente no cardiaco. La mayoria de estos
microRNAs se encuentran expresados en las estructuras maduras de la aorta y del TSVD, sin
embargo, el nimero de veces de expresion es mayor en este ultimo. Por otro lado, en el TSVI y la
pulmonar, no se expresan microRNA-27b, microRNA-15a, microRNA-23b, microRNA-126,
microRNA-206 y Let-7a; y la expresion de microRNA-1, microRNA-24, microRNA-30d es baja a
comparacion de los microRNAs expresados en la aorta y TSVD. El segmento del corazéon
embrionario de pollo E24HH mostré sobre-expresados 8 microRNAs, sin embargo, su grado de
expresion es menor al del TSVD. Los 4 miRNAs evaluados entre E24HH a E36HH vy relacionados
con el TGF-f fueron microRNA-24, microRNA-23b, microRNA-206 y Let-7a; este ultimo no se
expreso a lo largo del desarrollo embrionario. El microRNA-206 y microRNA-23b se expresan en
el estadio E24HH y posteriormente deja de expresarse y el microRNA-24 se mantiene expresado

durante toda la embriogénesis. Conclusiones: La expresion de microRNAs en nuestra zona de
interés y la informacion que se tiene de los blancos de los microRNAs y la posible relacion con los
procesos morfogenéticos, en la transformacion de las estructuras embrionarias a maduras, permite
sugerir que en el tejido embrionario la sub-expresion de microRNA-1, promueve la proliferacion
del miocardio ventricular e inhibe de la diferenciacion cardiaca. Mientras que la sobre-expresion de
microRNA-1 en el TSVD, se relaciona con la inhibicion de la proliferacion de miocardio
ventricular y mantenimiento de la diferenciacion miocardica. En el tejido embrionario la expresion
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de microRNA-15a correlaciona con la apoptosis, mientras que la expresion de microRNA-30d, con
la inhibicion de la apoptosis, manteniendo un balance de este proceso. Sin embargo en la estructura
madura TSVD, la expresion del microRNA-30d y la sub-expresion de microRNA-15a inhibiria la
apoptosis. microRNA-126 en el tejido embrionario promueve la angiogénesis y la TEM; mientras
que en el adulto, al encontrarse sub-expresado puede inhibir ambos procesos. El microRNA-27b al
encontrarse sub-expresado en el tejido embrionario activa la diferenciacion inicial y terminal
cardiaca; mientras que en el adulto al encontrarse expresado inhibe la diferenciacion cardiaca. Al
determinar el patron de expresion de microRNA206, microRNA23b, microRNA24 desde el estadio
E24HH al E36HH, indica que estos microRNAs pudieran facilitar un cambio en el programa
genético, modificando las caracteristicas de la MEC y/o asegurando la transicion del proceso de
TEM hacia la proliferacion y maduracion del mesénquima de las crestas conales. Las bases
bioinfomaticas, sefialan que Let-7a tiene como blanco probable al receptor 1 de TGF-B, al no
encontrarse expresado en el tejido embrionario, ni adulto, quizd este blanco, no se encuentre
regulado por Let-7a o el receptor se expresa constitutivamente en el tejido.



IV. ABSTRACT

Introduction: By making live heart of chick embryo has been shown that the conus will give
rise to the outflow tract of the right ventricle (RVOT), the upper cushion the AV canal participate in
the formation of the outflow tract of the left ventricle (LVOT). The trunk originates sigmoid artery
to aorta and pulmonary, aortic sac to form the trunk pulmonary and artery aorta. In the chicken the
transformation of embryonic structures mature stars near (E24HH) the ends (E36HH). The
morphogenetic processes involved are the transformation of the endocardium mesenchyme (TEM)
during the formation of the conal ridges myocardial proliferation and differentiation in what
transforming growth factor-p (TGF-B) plays an important role. Have recently been identified small
noncoding RNA sequences (miRNAs) which modulate gene expression by inhibiting mRNA
translation. However, although the role of these molecules in the development of ventricular

outflow tracts are unknown. Qbjective: To identify miRNAs candidates to participate in the
development of ventricular outflow tracts and trunks or large arteries in the heart of the chick

embryo. Method: From literature and databases bioinformatics 9 miRNAs related to the
cardiovascular system is selected, chicken embryonic tissue (E24HH-E36HH) and the mature tissue
of chicken (6 weeks old) were obtained RNA was extracted and made de cDNA (RT) and real time
RT—qPCR. Analysis of expression of miRNAs was performed by the method 2" statistical

analysis was performed using ANOVA and a via post-hoc test. Results: 9 were selected miRNAs
implicated in cardiovascular development: miRNA-15 and miRNA-30 are involved hypertrophy
and myocardial attack. Let-7a, miRNA-23 and miRNA-27b described in the prenatal and adult heart
disease, the miRNA-1 is the best characterized in the embryonic heart, miRNA-24 and miRNA-126
vascular angiogenics. Whereas myogenic miRNA-206 is apparently no heart. Most of these
miRNAs are expressed in mature structures to aorta and the RVOT. However, the number of times
of expressions is higher in the latter. On the other hand, in the TSVI and pulmonary no miRNA-
27b, miRNA-15a, miRNA-23b, miRNA-126 and miRNA-206, Let-7a are expressed. The
expression of miRNA-1, miRNA-24, miRNA-30 is low in compared to the miRNAs expressed in a
aorta and RVOT. The segment of the embryonic chicken heart E24HH was overexpressed in 8
miRNAs. Them however, the degree of expression is less than the RVOT. Among 4 miRNAs
evaluated E24HH to E36HH and related to TGF- were miRNA-24, miRNA-23b, miRNA-206 and
Let-7a. The latter is not express throughout embryonic development. The miRNA-206 and miRNA-
23b are expressed in the stage 24HH and after ceases to be expressed and the miRNA-24 is

expressed during throughout embryogenesis. Conclusions: The expression of miRNAs is the
reason for our interest and information that makes the target miRNAs and the possible relationship
with the morphogenetic processes in the transformation of the embryonic structures allows to
suggest that mature in the issue the sub miRNA-1 expression promotes the proliferation of
ventricular myocardium and inhibits cardiac differentiation. While the on miRNA -1 expression in
the RVOT is related to the inhibition of the proliferation of the ventricular myocardium and
maintenance of the myocardial differentiation. In the embryonic tissue expression of the miRNA-
15a correlated with apoptosis while the expression miRNA-30d with the inhibition of apoptosis,
maintaining the balance of this process. However in mature RVOT the structure, the expression of
miRNA-30d and the sub expression of miRNA-15a to inhibit apoptosis miRNA-126 in the
embryonic tissue promotes the angiogenesis and the TEM. While in the adult to the sub expressed
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can inhibit both processes. The miRNA-27b to be sub expressed in the embryonic tissue activates
the initial and terminal differentiation heart whereas in the adult to be found expressed heart inhibits
the differentiation. In determining the pattern of expression of miRNA-206, miRNA-23b, miRNA-
24 from the stage E24HH to E36HH indicates that these miRNAs could facilitate a change in the
genetic program by the characteristics of the MEC and/or ensuring the transition of TEM process
toward the proliferation and maturation of the mesenchyme of conal crests. Bioinfomatics databases
indicate that Let-7a is targeting likely to 1 receptor for TGF-f not being expressed in the embryonic
or adult tissue, perhaps this white is not regulated by Let-7a or the receiver is expressed
constitutively in the tissue.



V. INTRODUCCION

V. 1.- Fisiologia del corazon maduro.

El corazén es el o6rgano central y mas importante en todos los vertebrados, es un muisculo hueco que
gjerce una labor de bombeo, en su lado derecho impulsa la sangre venosa a la circulacion arterial
pulmonar para su oxigenacion y el lado izquierdo impulsa la sangre una vez oxigenada (arterial) a la
circulacion sistémica (Anderson y Becker 1980, Bafio-Rodrigo et al., 1986). Dentro de la cavidad
toracica, el corazon estd ubicado en la parte anterior e inferior del mediastino, limitado
anteriormente por el esternon y posteriormente por la columna vertebral (Guadalajara 1985; Cayre
et al., 2003). Esta estructura esta formada por cuatro cavidades dos atrios y dos ventriculos, estos
ultimos conectados por un tracto de salida derecho e izquierdo con su respectiva gran arteria la
pulmonar y aorta (Anderson y Becker 1980; Guadalajara 1985; Bafio-Rodrigo et al., 1986).

Los ventriculos al igual que los atrios estan divididos por un tabique, en este caso denominado
interventricular, que corresponde a la pared interna de cada uno de los ventriculos y que no permite
la mezcla de sangre venosa y arterial (Bafio-Rodrigo ef al., 1986). Se distinguen por su morfologia
mas que por su posicion, lo que hace necesario puntualizar lo siguiente:

1.- La camara de entrada soporta las valvulas atrio-ventriculares, que regulan el paso de sangre
desde los atrios a los ventriculos. La camara de entrada del ventriculo derecho (VD) contiene a la
valvula denominada triciispide que se encuentra formada por tres valvas (anterior, septal y
posterior). La camara de entrada del ventriculo izquierdo (VI) contiene a la valvula mitral y se
describe como bivalva por estar compuesta por dos valvas (anterior y la posterior) (Anderson y
Becker 1980; Bano-Rodrigo et al., 1986).

2.-La region anatomica de las camaras de salida o tractos de salida son estructuras importantes
debido a que es el segmento sub-arterial que permite el flujo de sangre, desde los ventriculos a su
arteria correspondiente. Las camaras de salida se extienden desde las regiones de salida de los
ventriculos derecho e izquierdo a los margenes de la cavidad pericardica, continuan hacia el
mediastino y comunican con la aorta ascendente y las arterias pulmonares derecha e izquierda,
respectivamente. Una caracteristica clave dentro de cada uno de los tractos de salida es que no
permiten el regreso de la sangre gracias a que poseen valvas unidas, articuladas semilunarmente
(Bafo-Rodrigo et al., 1986).

Una peculiaridad del VD es que su camara de entrada y la de salida se encuentran anatdmicamente
separadas por una barra muscular sobresaliente llamada cresta supraventricular, ademas, las valvas
de la valvula pulmonar se soportan por una funda libre de musculatura infundibular (Anderson y
Becker 1980). En el VI, la camara de salida da soporte a la valvula adrtica y aunque poseen la
misma estructura basica que la del VD hay diferencias importantes, las dos valvas de la valvula
adrtica se encuentran en continuidad posterior con una de las valvas de la valvula mitral, esta area
de continuidad fibrosa forma el techo del ventriculo izquierdo (Anderson y Shirali 2009).

Cabe senalar, que es crucial el reconocimiento de las diferencias sutiles que existen en la estructura
normal de los tractos de salida, los defectos en su formacidn, estructura o funcionamiento en el
desarrollo embrionario, genera una alta prevalencia de las llamadas cardiopatias tronco-conales
(Webb et al.,, 2003). Siendo causa frecuente de morbilidad y mortalidad infantil; representan la
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clase mas comin de defectos al nacer, afectando a 1 de cada 100 nifios cada afio (Marin-Garcia
2004). Se estima que alrededor de dos tercios de los nifios que sobreviven mueren durante el primer
afo de vida (Guadalajara 1985; Bruneau 2008). En nuestro pais se desconoce la prevalencia real de
las cardiopatias congénitas, la poca informaciéon de la que se dispone, se basa en las tasas de
mortalidad. Se estima que la mortalidad total de la poblacion pediatrica menor de 10 afios fue de 15
548 pacientes durante el periodo del 2004 al 2007, de los cuales el 83% correspondié a menores de
un afio (Calderon-Colmenero et al., 2010).

Hasta hace poco tiempo, los defectos cardiacos congénitos eran vistos como anomalias cardiacas,
estructurales del corazén y de los grandes vasos, causadas por mutaciones que ocurrian en la etapa
fetal y eran detectables después del nacimiento. Actualmente, se sabe, que es imprescindible el
conocimiento del desarrollo embriolégico normal del corazon, que permita entender las
transformaciones que sufre el corazon a lo largo de su desarrollo, y lleven a una mejor comprension
de patologias congénitas (Arteaga et al., 1987; Markwald y Butcher 2007). En este aspecto, el
estudio del desarrollo de los tractos de salida es de suma importancia, ya que los mecanismos que
subyacen a su formacion, division y desarrollo siguen siendo controversiales (Webb et al., 2003).

V.2.-Desarrollo Embrionario del corazon

El desarrollo embrionario normal del corazon tetracameral de aves y mamiferos, depende de manera
importante de eventos previos como la especificacion del mesodermo, en mesodermo esplacnico,
después en mesodermo cardiogénico y mas tarde, la morfogénesis de las camaras cardiacas
embrionarias, que sufrirdn una remodelacion hasta formar un corazén maduro. Este proceso para su
estudio suele dividirse en dos periodos:

I. Premorfogenético en el que no existe la manifestacion anatémica del 6rgano, solamente se
observan poblaciones celulares con ubicacion especifica y capacidad cardiogénica.

II. Morfogenético en el que se manifiesta el corazén en diferentes etapas del desarrollo.

V. 3.- Periodo Premorfogenético cardiaco.

La morfogénesis del corazon en un 6rgano maduro y funcional es un proceso complejo que requiere
la integracion paulatina de varias poblaciones celulares, que progresivamente se van afiadiendo
durante su desarrollo (Brand 2003).

La etapa mas temprana del desarrollo cardiaco en que se han identificado células con capacidad
cardiogénica en el embrion de pollo es en la blastula (E3HH). En esta etapa se descubrieron dos
pre-aéreas cardiogénicas en el epiblasto a cada lado de la mitad posterior de la linea primitiva
incipiente.

En 1969 Stalberg y De Haan empleando marcaje celular en pollo (E3HH-E4HH), descubrieron que
las células con capacidad cardiogénica de las pre-areas cardiacas, tienen un patréon de movimiento
convergente hacia la linea media, ingresan a la linea primitiva y migran en sentido antero-lateral,
organizandose en dos grupos opuestos de forma oval y originando las areas cardiogénicas, a esta
etapa se le llama gastrulacion (E4HH). Estos grupos cardiogénicos estan ubicados a cada lado de la
linea primitiva, cuyo tercio anterior, se extiende por arriba del nodo de Hensen y se caracterizan por



ser células con capacidad para formar miocardio y endocardio, que en la actualidad se le conoce
como el primer campo cardiogénico.

V.3.1.-Especificacion del mesodermo cardiogénico

En varias especies se ha observado, que el endodermo subyacente al mesodermo, es importante en
la induccion de la diferenciacion de mesodermo pre-cardiaco a células cardiacas, a través de la
secrecion de diversas proteinas como proteinas morfogénicas del hueso (BMP) y factores de
crecimiento fibroblasticos (FGF), lo que ha sugerido que el endodermo es vital en la diferenciacion
cardiaca y en la especificacion de los campos cardiogénicos (Nascone y Mercola 1995; Schultheiss
et al., 1995; Lough y Sugi 2000; Chen y Fishman 2000; Wei y Mikawa 2000; Waldo et a/., 2001;
Katherine y Kirby 2002).

Por observaciones in vivo, se sabe que tanto BMP como FGF son necesarios en la induccion
cardiogénica. Incluso se ha demostrado que en aves BMP2 promueve la expresion de los primeros
factores de transcripcion cardiacos como Nkx2.5, GATA4 y MEF2c. En concordancia con estos
hallazgos, se descubrid que células del mesodermo no cardiogénico (ESHH a E7HH) a las que se
les la administro, in vitro BMP2 y BMP4 se diferencian a miocardio, mientras que los antagonistas
de BMPs, Noggin o Codin, inhiben completamente la induccion de la expresion de Nkx2.5 y la
indiferenciacién del mesodermo pre-cardiaco (Schuhheiss et al., 1997; Katherine y Kirby 2002).
Por su parte, el factor de crecimiento fibroblastico FGF-2, adicionado al medio de cultivo del
explante de mesodermo pre-cardiaco, promovio la diferenciacion de células contractiles (Zhu et al.,
1996). Mientras que la induccion cardiogénica de las células del segundo campo cardiaco, parece
ser controlada por FGF-8 y BMP-2 presentes en el tracto de salida embrionario (Wagner y Siddiqui
2007).

Nkx2.5 es homologo de tinman en Drosophila y es esencial en la formacion del corazon. En ratén
Nkx2.5 es indispensable en el reclutamiento temprano de células al linaje cardiaco. La expresion de
Nkx2.5 y a-actina de musculo liso en el primer campo cardiogénico, constituye la primera marca
molecular de la transformacion al linaje miocardico (Yatskievych et al., 1997; Waldo et al. 2001).
En raton la mutacion de Nkx-2.5, provoca defectos cardiacos y lleva a la muerte del embrion
(Liberatore et al., 2002). Ademas, varios estudios sefialan que Nkx2.5 interfiere en la activacion de
otros factores de transcripcion esenciales como GATA (Lints et al., 1993; Schultheiss 1995).

Otro marcador temprano cardiaco e indispensable es MEF2C, que pertenece a la subfamilia del
factor de transcripcion MADS y se une a elementos ricos en AT en regiones reguladoras de
numerosos genes musculares especificos. En el raton es detectado cerca de los 7dpc poco después
de la activacion de Nkx2.5 y Gata. En Drosophila la inactivacion del gen MEF2 produce la perdida
de la diferenciacion de los tres linajes musculares, sin defecto aparente en la especificacion de
mioblastos y sugiere que esta proteina, participa en los procesos de diferenciacion. En embriones de
raton, se ha observado que la perdida de funcion del gen MEF2C, causa defectos cardiacos y
vasculares que provocan letalidad a los 9dpc (Dodou et al., 2004).

Una vez que se han formado las areas cardiogénicas y se han expresado los primeros marcadores
tempranos cardiacos, las células migran en sentido cefalomedial, sobre una matriz extracelular rica
en fibronectina, hacia la region central y anterior del embridn; casi simultaneamente, el mesodermo
lateral se separa, la capa que estd en contacto directo con el endodermo y que corresponde al
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mesodermo esplacnico, formara la creciente cardiogénica, la cual mantiene la forma de una
herradura ubicada en el extremo anterior de la placa neural (gastrula tardia E6GHH). Después, el
embrion se pliega ventralmente, dando como resultado la formacion del pliegue neural y el intestino
portal anterior. En la actualidad, es posible identificar la creciente cardiogénica mediante
hibridacion in situ de los transcritos Nkx 2.5, troponina C o la cadena pesada de miosina cardiaca.
En aves, las células de la creciente cardiogénica, van formando dos tubos endocardicos
denominados primordios cardiacos primitivos derecho e izquierdo, los cuales debido al proceso de
tabulacion del embridn, se acercan y fusionan en la linea media ventral (Dodou et al., 2004). Poco
mas tarde (E9HH), el disco embrionario comienza a plegarse en relacion con el tubo neural en
crecimiento (Wagner y Siddiki 2007) y los tubos endocardicos quedan cubiertos de una capa
delgada de miocardio, dando origen a un tubo mioendocardico incompleto, cuya pared dorsal
corresponde al intestino portal anterior al que se le denomina tubo cardiaco recto (Manasek 1968;
Netter y van Mierop 1969). Este proceso marca el inicio de la etapa morfogenética del desarrollo
del corazon.

V.4.-Periodo morfogenético cardiaco.

V.4.1.-Corazén en tubo recto. Clasicamente con base en la embriologia descriptiva Davis (1927)
propuso que en el corazon en tubo recto, estaban presentes todos los esbozos o primordios de las
cavidades del organo definitivo (cavidades cardiacas primitivas). Sin embargo, mediante el marcaje
in vivo en el embrion del pollo, se demostro, que solo se manifiestan los primordios de las regiones
trabeculadas ventriculares: la region trabeculada del ventriculo anatdémicamente derecho, que se
encuentra en la parte cefalica del tubo recto y la region trabeculada del ventriculo anatémicamente
izquierdo, que se encuentra en la parte caudal del tubo recto (de la Cruz et al., 1989; Anselmi y de
la Cruz 1998). A continuacidn se van integrando al corazdn, poblaciones celulares del mesodermo
esplacnico del segundo campo cardiogénico (SFH), adyacente al extremo caudal y cefélico del tubo
recto. Las células que se encuentran en posicion cefalica antes de diferenciarse a miocardio
comienzan a expresar Nkx2.5 y Gata4, los cuales promueven la transcripcion de FGF-8 y BMP2
(Waldo et al. 2001). Durante la formacién del corazén en tubo recto, se traducen las proteinas que
antes se encontraban como transcritos como Nkx 2.5, troponina C, la cadena pesada de miosina
cardiaca, factor natriurético atrial (ANF) y miosina de cadena ligera 1.

V.4.2.- Etapa de asa en C. El proceso de torsion y plegamiento inicia cuando el tubo se elonga por
la acumulacion de nuevo miocardio en sus extremos caudal y cefalico proveniente del SFH, hasta
tomar la forma de asa en C. Casi simultaneamente, el corazon de aves (E11HH) comienza a
contraerse y a funcionar como una bomba peristaltica, a pesar de carecer de valvulas y sistema de
conduccion. Inicialmente se integran tres nuevos segmentos: en la parte caudal aparecen los atrios
primitivos (Anselmi y de la Cruz 1998) y el primordio de las camaras de entrada o region
atrioventricular (de la Cruz ef al., 1991). En posicidn superior y en relacion con los arcos faringeos
surge el cono o segmento proximal del tracto de salida embrionario, constituyendo en este momento
el extremo mas cefalico del tubo cardiaco (de la Cruz et al., 1977; Arteaga y Garcia Pelaez 2013).

(Fig.1).



V.4.3.- Etapa de asa en S (E14HH-E16HH). Caudalmente aparece el seno venoso y en el extremo
cefalico del corazon se manifiesta el tronco o segmento distal del tracto de salida embrionario
uniendo al cono con el saco aodrtico. Al principio el tracto de salida embrionario, muestra una capa
miocérdica compacta y una capa endocardica (Garcia Peldez y Arteaga 1993). De esta etapa en
adelante, se va a llevar a cabo la transformacion total de las estructuras embrionarias a estructuras
anatomicas definitivas (Fig.1).

Corazén en Asa en “C” Asa en “S” Asa tardia

tubo recto 3.-Cono 6.-Tronco

1.-Reién 4.-Primordio 7.-Seno venoso VI
trabeculada VD camaras de entrada

2.-Region 5.-Atrios primitivos Corazén maduro de embrién de pollo
trabeculada VI

Fig. 1. Morfogénesis Cardiaca. Integracion paulatina de poblaciones celulares hasta la formacion de un corazén maduro
en un modelo de corazon de embrion de pollo. VD: ventriculo derecho, VI: ventriculo izquierdo.

V.4.4.- Etapa de asa avanzada (E17HH-E18HH). El segmento mas cefalico del corazon es el tronco
que esta en continuidad con el saco adrtico, ubicado dentro del mesénquima faringeo. Mientras que
el ventriculo, se caracteriza por su pared trabeculada (Sanchez Gomez et al., 2005).

En esta etapa, se forma en el interior del tronco, cono y canal AV unos engrosamientos
mesenquimales denominados crestas troncales (superior e inferior), cojines conales (dextrodorsal y
sinistroventral) y cojines del canal atrio ventricular (AV) (superior e inferior); por un proceso de
transformacion endotelio-mesénquima (TEM) (Garcia- Pelaez et al., 1984) (Fig.2.B).

Ademas entre el 4° y 6° par de arcos aorticos, se desarrolla el septum aodrtico-pulmonar una cresta
de forma semilunar que se acentta progresivamente. Aproximadamente hacia el E22HH en el pollo,
células provenientes de la cresta neural, ubicadas en el romboencéfalo posterior (rombomeros 6-8)
migran y participan en la remodelacion de los arcos faringeos, invaden el saco adrtico y contribuyen
con el mesénquima del septum aodrtico-pulmonar (Waldo et al., 1998). Se ha encontrado que estas
células se expanden caudalmente, formando dos prolongaciones de mesénquima condensado que en
un futuro participara en la formacion de la arteria aorta y pulmonar (Todorovic et al. 2007)
(Fig.2.A).



SAoP
SAo

VD \

A. B.

Fig. 2. Corte Histolégico y fotomicrografia electrénica del corazén de embrién de pollo de E26HH. A. Corte Sagital
mostrando el septum aortico pulmonar (SAoP), el tronco (T) y el cono (C) que conforman el tracto de salida embrionario
(OFT), ventriculo derecho (VD), ventriculo izquierdo (VI). De arriba abajo. Cortesia Pliego. B. Fotomicrografia
electronica donde se muestra la cresta superior del tronco (CST) y el cojin dextrodorsal del cono (CoDC). De arriba abajo.
Cortesia Qayyum y colaboradores 2001.

V.4.5.- Estadio 24HH. El saco adrtico empieza a proyectarse hacia la cavidad pericardica, en este
momento el tracto de salida embrionario (OFT), es un conducto tnico constituido por tres regiones
llamados cono, tronco y saco aodrtico (Waldo er al, 1998) (Fig. A). Este conducto conecta al
ventriculo derecho en desarrollo con los arcos faringeos. La pared del saco adrtico a diferencia del
tronco y cono, no es miocardio y consta de fibroblastos, que forman un tejido mesenquimatoso
compacto con poca matriz extracelular. En esta etapa aumentan las células fibroblasticas en las
crestas del tronco; y aumenta la matriz extracelular y fibroblastos en los cojines del cono (Sanchez
et al., 2005).

En este momento comienza la septacion del OFT con una remodelacion del tronco y saco aortico a
la formacion definitiva de dos vasos: el tronco de la aorta y el tronco de la pulmonar y la formacion
de cada una de las valvas semilunares (aortica y pulmonar); la remodelacion del cono forma la
cresta supraventricular y parte del VD; la remodelacion del canal AV contribuird al cierre de
septum ventricular (Waldo et al., 1998).

V.5.- Componentes embrionarios que participan en el desarrollo de los tractos de salida
ventriculares y troncos arteriales.

En la actualidad, es casi universalmente aceptado que los componentes embrionarios que participan
en el desarrollo de los tractos de salida ventriculares, valvulas arteriales y tronco de las grandes
arterias son el saco adrtico, el canal atrio-ventricular, el tronco arterioso y el cono (los dos tltimos
derivados del segundo campo cardiogénico anterior). Sin embargo, la participacion que tiene cada
uno de estos esbozos embrionarios en la formacion de las estructuras anatomicas maduras aun sigue
en controversia.
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El saco adrtico. Waldo y colaboradores (1998), han descrito que la division del saco adrtico por el
septum aortopulmonar, induce la formacién del canal aodrtico y pulmonar; mientras que el
mesénquima que forma al saco aortico, originara las paredes de la base de la aorta ascendente y
tronco de la pulmonar. No obstante otros autores suponen que el saco adrtico, solo participa en un
pequefio segmento distal de los troncos arteriales (Garcia-Pelaez y Arteaga 1993), mientras que
Anderson y colaboradores (2012) sugiere que participa en el desarrollo de ramas de la aorta y
arteria pulmonar.

V.5.1.-Tronco arterioso o segmento distal del tracto de salida embrionario.

Algunos autores piensan que ambos tractos arteriales y las valvas sigmoideas provienen de la
estructura embrionaria denominada tronco (Kramer 1942; Streeter 1942; De Vries y Saunders,
1962; Anderson et al., 1974; Thompson y Firtzharris 1979; Steding y Seidl 1980). Sin embargo, una
implicacion de esta idea es que la capa miocardica del tronco se convierte en células de musculo
liso para formar la pared arterial o que de alguna manera, se retraen hacia la region del cono.

Otros autores sugieren que el tronco, no participa en la formacion de la region proximal del tronco
de las grandes arterias y sugieren por la evidencia encontrada, sus crestas compuestas por
mesénquima, desarrollan las sigmoideas aodrtica y pulmonar constituidas por tejido conectivo
fibroso (Waldo et al., 1998; Quayyum et al., 2001; Sanchez Gomez et al., 2005). Mientras que la
pared miocardica, externa por un proceso de transdiferenciacion, se transforma en tejido conectivo
fibroso (Arguello et al., 1978) que da origen al anillo de insercion de las sigmoideas y al tejido que
las rodea externamente.

V.5.2.- El cono o segmento proximal del tracto de salida embrionario.

Hasta hace poco tiempo, se pensaba, que la pared anterior del cono era el tinico que daba origen a la
camara de salida del VD y que la pared posterior se transformaba en el tracto de salida del VI (de la
Cruz et al., 1977). Ahora por marcaje in vivo, en el pollo se demostrd que toda la pared externa del
cono da origen a estructuras anatomicas del VD y estructuras relacionadas (Rana et al, 2007;
Lazzarini 2011). Respecto a las crestas del cono, compuestas por mesénquima, participan en el
desarrollo del tabique que separa ambos tractos de salida ventriculares y en la formacion de la cresta
supraventricular (Arteaga et al., 1987) que corresponde al limite ventricular del tracto de salida del
VD. Por otro lado mediante marcaje in vivo, del cojin ventro-superior del canal AV y su rastreo
hasta formar un corazéon maduro, se descubrid que dicho cojin origina tanto la pared fibrosa
(continuidad mitro-adrtica) como la muscular del tracto de salida del ventriculo izquierdo (de la
Cruz et al., 1983).

Es dificil de entender la formacion del tracto de salida embrionario por varias razones. En primer
lugar, los tejidos que conforman el tracto de salida embrionario son derivados de diferentes fuentes.
El miocardio y parte del endotelio, provienen del mesénquima del segundo campo cardiogénico;
otra parte migra de regiones no cardiogénicas provenientes de la cresta neural (Waldo et al., 1998;
Jian et al., 2000). Diferentes autores, han tratado de mapear la zona, con diferentes marcadores,
pero el principal problema radica en que varias de estas moléculas, no son especificas y se expresan
en el segundo y en el primer campo cardiogénico, lo que lleva a conclusiones erréneas del destino
final de las estructuras embrionarias (Webb et al., 2003).

-11 -



En segundo lugar, se les ha dado diferente nombre a las regiones del tracto de salida embrionario
debido, al rapido cambio morfologico durante el desarrollo y estos mismos términos, han sido
empleados indiscriminadamente en diferentes regiones y viceversa (Waldo et al., 1998; Webb et al.,
2003). En tercer lugar, no hay un consenso en el nimero de cojines o crestas que se encuentran
dividiendo el tracto de salida embrionario, ni su patréon de fusion. Estos son algunos de los
problemas a los que se enfrentan al tratar de llegar a un conceso, de los limites de los componentes
embrionarios.

Se sabe que el factor de crecimiento transformante beta (TGF-3) esta relacionado en el desarrollo
cardiaco normal, en la formacién de cojines cardiacos y la remodelacion del tracto de salida

embrionario y la falta del TGF-3 lleva a la muerte del embrion en estadios tempranos del desarrollo
cardiaco (Azhar et al., 2009, Arthur y Bamforth 2011).

V.6.- Importancia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f3) en el desarrollo
cardiaco

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-3) es una citocina pleiotropica, esencial en varios
procesos biologicos, durante el desarrollo embrionario, en la inhibicion del crecimiento epitelial, en
el sistema inmune, en la hematopoyesis, en la sintesis de matriz extracelular (MEC), entre otros. La
desregulacion de la sefalizacion de TGF-B, estd asociada a diferentes patologias, como
enfermedades autoinmunes e inflamatorias, fibrosis y cancer (Sosa-Garrocho y Macias-Silva 2004).
La familia de TGF- es un grupo muy grande de proteinas multifuncionales, comprende mas de 60
diferentes proteinas identificadas en diferentes organismos, entre las que se encuentran las activinas
e inhibinas, las proteinas formadoras del hueso (BMPs), los factores de crecimiento y diferenciacion
(GDFs), la sustancia inhibidora Muleriana (MIS) y los factores neurotroficos derivados de la glia
(GDNFs) (Massague y Chen 2000; Horiguchi ef al., 2012; Leight et al., 2012).

La diversidad funcional de TGF-3 es atribuida a varias caracteristicas de su biologia: existen tres
diferentes isoformas (1, 2 y 3) y todas son secretadas en un estado de latencia. Existen dos formas
de latencia:

El TGF-B latente puede ser unido a LTBP (proteina de union a TGF-f latente; isoformas LTBP1,
LTBP2, LTBP3 y LTBP4) que a su vez se une covalentemente por un enlace disulfuro a LAP
(proteina asociada a la latencia), formando un complejo grande latente (LLC, 220kDa) (Nakajima et
al., 2000). Las isoformas LTBP1 y LTBP3 se unen eficientemente a las tres isoformas TGF-p y
LAP; mientras que LTBP4 se une solo a TGF-B1-LAP y la isoforma LTBP2 no se une a LAP.
Aunque las LTBP no son requeridas para la latencia de TGF-B3, se ha reportado que facilitan su

secrecion, almacenamiento, localizacion en la MEC y activacion del complejo TGF-B-LAP
(Massagué y Ye-Guang Chen 2000; Sosa-Garrocho y Macias-Silva 2004; Horiguchi et al., 2012).

(Fig.3)

El TGF-B latente se puede unir solo a LAP y formar un pequefio complejo dimérico latente (SLC,
392 aminoacidos). La habilidad de LAP para conferir latencia, consiste en evitar la uniéon del TGF-
B secretado, a sus receptores; y ademas asegurar un reservorio extracelular de TGF-f. La sintesis y
secrecion de TGF-B maduro latente conlleva a una modificacion pos-transcripcional por un
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procesamiento proteolitico en el sitio RXXR del extremo carboxilo, que es cortado por la
endoproteasa furina. Sin embargo, el dominio biolégicamente activo es de 112 aminoacidos (el
TGF-B maduro) y permanece asociado de manera no covalente a su precursor LAP (Sosa-Garrocho
y Macias-Silva 2004).

- FURINA

LAP TGF-B
I?SRDa} l25kDa}

SCL I —

LLC
(220kDa) (100kDa) [ —
LTBP
Matriz Extracelular

Figura. 3. TGF-$ latente. E1 LLC (complejo latente grande), esta formado por el TGF-B (café), LAP (proteina asociada a
la latencia) y LTBP (proteina de union al TGF-f latente). Se indica el sitio de corte de la furina. Tomado de Sosa-
Garrocho y Macias-Silva 2004.

En la MEC por estudios in vivo, se han identificado diversos mecanismos de activacion de reservas
del TGF-B, siendo claves en la regulacion de la concentracion local del TGF-B activo, entre los que
destacan proteasas, trombospondina-1, plasmina, especies reactivas de oxigeno, metaloproteinasas
de matriz 2 (MMP2) e integrinas; mientras que la decorina y fibromodulina se unen y secuestran el
TGF-B libre (Nakajima et al., 2000; Sosa-Garrocho y Macias-Silva 2004; Horiguchi ef al., 2012).

Una vez libre el TGF-B activo, puede ser traslocado hacia sus receptores que se encuentran en la
superficie celular y comenzar la compleja cascada de sefializacion, que incluye una ruta canonica
Smad y varias rutas no candnicas. Las sefializacion de las tres isoformas de TGF-$ son mediadas
por un solo receptor tipo II (5 variantes; TbR-II) y un receptor tipo I (7 variantes; TbRI, ALKI,
ALK2, ALKS) capaces de responder a TGF-f3. Una de las diferencias entre los dos receptores, es
que el tipo II es una cinasa constitutivamente activada, mientras que el receptor I es activado por el
receptor II por medio de una fosforilacion y en respuesta a la union del ligando a ambos receptores.
El betaglicano y la endoglina son proteinas que se encuentran en la superficie celular, las cuales en
ciertos tipos celulares, son consideradas correceptores, aunque no tienen un dominio cinasa
intracelular, se acoplan a TGF-B y pueden regular el acceso a sus receptores (Horiguchi et al., 2012;
Azhar et al., 2011).

La sefalizacion canonica de TGF-f comienza en la membrana plasmatica, cuando se une a su
receptor tipo I, permitiendo que el ligando pueda interaccionar con el receptor tipo I formandose un
complejo heterotetramérico. Cuando esto ocurre, el receptor TbRII transfosforila al receptor tipo I
en el dominio GS (rico en glicinas y serinas), que se encuentra cerca de la region transmembranal.
Esta fosforilacion permite que ALKS se active y pueda transmitir las sefales del TGF-, al interior
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de la célula activando proteinas R-Smad (activadas por el receptor; Smad 2 o 3). La proteina SARA
(anclaje de las Smads para la activacion del receptor), favorece que las proteinas citoplasmaticas R-
Smads interaccionen con el dominio de cinasa del receptor I, ocurriendo la fosforilacion de los dos
ultimos residuos de serina del motivo SSXS, localizados en su extremo terminal, una vez activadas
las R-Smads disminuye su afinidad por SARA, se disocian del receptor y forman un complejo con
Smad4 que es translocado hacia el ntcleo, donde funciona como coactivador transcripcional
regulando la transcripcion de varios genes (Sosa-Garrocho y Macias-Silva 2004).

TGF-p

plasmatica

4 T .
("I'l'(’)S(')l.:,E@ s
RI1I RI

Smurf = ISm;uI 203 &

activada /_,',7/

oy

Fig. 4. Via de seiializacién de TGF-f3. Tomado de Sosa-Garrocho y Macias-Silva 2004.

En el desarrollo embrionario es de suma importancia la expresion de las diferentes isoformas de
TGF-B. En ratones nulos para TGF-B1, se observan severos defectos cardiacos con valvas atrio-
ventriculares desorganizadas. En ratones nulos para TGF-B2 lleva a la mortalidad perinatal, por
defectos cardiacos en la septacion ventricular y agrandamiento de los cojines AV, que se encuentran
asociadas con doble salida del ventriculo derecho. Cuando TGF-B2, se encuentra inactivo, se
presentan alteraciones graves, debido a que la transformacion epitelio mesénquima (TEM) se
detiene al inicio de la formacién de los cojines endocéardicos, no hay migracion de las células
provenientes de la cresta neural y ademas, se presenta un patréon anémalo de muerte celular
(apoptosis) en el cuarto arco faringeo, que se observa como una interrupcion del arco aodrtico. Los
ratones nulos para TGF-B3 muestran defectos relativamente menos graves, como hipoplasia de las
paredes ventriculares y alteraciones menores en la posicion y curvatura de la vena aortica (Arthur y
Bamforth 2011).

En la Gltima etapa hacia la transformacion del tracto de salida, los procesos morfogenéticos que
subyacen en el corazon, estan parcialmente caracterizados, como es el caso de la formacion de
cojines por TEM, miocardizacion y la proliferacion miocardica y en todos estos procesos parece ser
muy importante la expresion de TGF-f3.

La TEM es un proceso indispensable para la formacion del tejido mesenquimal de las crestas del
cono, en aves comienza hacia el EISHH y culmina hacia E24HH (Azhar et al., 2011).
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V.7.-Modelo del desarrollo de cojines y crestas endocardicas.

En el desarrollo embrionario de pollo hacia EIOHH al E14HH el cono y el tronco forman un tubo
cardiaco continuo, cubierto por una capa externa miocardica y otra capa interna endocardica,
separadas una de la otra por una capa acelular llamada MEC (Bernake y Markwald 1979;
Yoshimatsu y Watabe 2011). Hacia el E15HH al E22HH comienza progresivamente la
transformacion del endocardio a células con fenotipo migratorio mesenquimatoso y hacia el E17HH
comienza la invasion de células del mesénquima a la MEC que recubre al tronco, cono y canal AV
dando origen a los cojines o crestas cardiacas (Barnett y Desgrosellier 2003; Sanchez et al., 2005).
(Fig.5A y B).

JOFERY

Fig. 5. Representacion de los cojines del tracto de salida embrionario (OFT) y canal AV (AVC). Cascadas de
seializacion en la TEM. A. Lineas diagonales (negro) en el OFT y de AVC indican corte a nivel de cojines;
Abreviaturas: atrio izquierdo y derecho (LA, RA); ventriculo izquierdo y derecho (LV, RV); septum ventricular (VS);
septum atrial (AS). B.- Durante la formacion del cojin del canal AV las células del endocardio adquieren un fenotipo
mesenquimatoso, por la influencia del miocardio adyacente y la matriz extracelular es invadida por células
mesenquimatosas. Esta transformacion es inducida por BMP que tienen efecto en el endocardio. La sefializacion paracrina
y autocrina de BMP son trasmitidos a través de su receptor 1A (BMPRI1). La sefalizacion autocrina de BMP induce la
produccion de TGF-B2 en el miocardio y endocardio. Tomado van Wijk et al., 2007.

Similar a las transformaciones epitelio mesénquima que ocurren en otros tejidos, la formacion de
cojines endocardicos en el corazén embrionario, es un proceso especifico con modificaciones
bioldgicas y bioquimicas donde las células del endocardio adquieren un fenotipo mesenquimatoso,
bajo la influencia inductiva del miocardio adyacente (Ramsdell y Markwald 1997). Los signos
morfologicos tempranos de la TEM, incluye pérdida de la polaridad apical/basolateral y de uniones
intracelulares adhesivas; cambio en la forma celular del endocardio, formando células alargadas
tipo fibroblasto, que posteriormente migraran y comenzaran la sintesis MEC (Ramsdell y Markwald
1997; Yoshimatsu y Watabe 2011). Esto esta relacionado con la pérdida de expresion de proteinas
marcadoras de adhesividad en células epiteliales, como claudina 1 y VE-cadherina y un aumento de
marcadores mesenquimatosos como N-caderina, o—actina de musculo liso, vimentina, proteina
especifica fibroblastica 1, fibronectina, colagena y el factor de transcripcion Snail (Nakajima et al.,
2000; Carver et al., 2001).

Por los estudios en explantes de embriones de pollo en matrices de colagena, se sabe que la TEM
es restringida al OFT y canal AV, donde las células endocardicas, sufren cambios estructurales para
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formar células migratorias mesenquimales (Bernanke y Markwald 1982). La formacion de los
cojines cardiacos en el pollo comienza aproximadamente EI6HH-E24HH y en el ratén a los 9.5dpc-
11dpc (Boyer et al., 1999). Hay varios factores de transcripcion que juegan un papel importante en
la TEM, sin embargo, es esencial TGF-f en la transformacion de las células mesenquimatosas,
migracion y regulacion de la deposicion de los componentes de la MEC (Nakajima et al., 2000;
Butcher y Markwald 2007). En el tejido cardiaco de pollo y ratdn, se han identificado un patron
diferente de las tres isoformas de TGF-3 antes, durante y al final de la TEM (Camenisch et al.,
2002; Azhar et al., 2009).

En el corazén de embrion de pollo el ARNm de TGF-B2, se encuentra mas abundante en el
ventriculo que en el canal AV; mientras que el ARNm de TGF-3, se encuentra concentrado 5
veces mas en células endocardicas del canal AV y OFT (E16HH-E17HH), que en los ventriculos;
ademas hay una acumulacion de este transcrito, en los cojines AV en el estadio EISHH (Vincent et
al., 1998; Potts et al., 1992; Azhar et al., 2009). Estudios con oligodesoxinucleotidos modificados
antisense de ARNm de TGF-f en el canal AV, se encontr6 que TGF-B1 y TGF-2 tienen poco
efecto en la TEM, sin embargo la reduccion del ARNm de TGF-B3 bloquea la invasion de las
células mesenquimatosas a los cojines endocardicos (Potts ef al., 1992).

Lo anterior es apoyado, por los estudios de Ramsdell y Markwald (1997); Boyer y colaboradores
(1999), quienes evaluaron la TEM del canal AV en el pollo, utilizando un anticuerpo para TGF-32
y un anticuerpo monoclonal para TGF-B3; encontrando expresado a TGF-B2 en el miocardio y
endotelio antes de la TEM (E14HH); y posterior a la TEM (E19HH) con un aumento en el area
ventricular. Por otro lado se encontrd la expresion del ARNm de TGF-B3, restringida al miocardio
en el E14HH y E19HH y nula expresion en el endocardio. Hacia el E17HH se encontré el ARNm y
la proteina de TGF-B3 en endocardio, células mesenquimatosas y miocardio del canal AV. Ademas
se encontrd que en los explantes de cojin AV, el bloqueo de TGF-B2 y la eliminacion del tejido
miocardico en el E14HH (antes de TEM), inhiben la separacion célula-célula y estas células
mantienen sus caracteristicas de endocardio, aun cuando se dejara el miocardio en el cultivo. Al
bloquear TGF-3 y al retirar el miocardio en el E14HH tiene nulo efecto en el proceso de la
separacion célula-célula del endocardio, sin embargo, la inhibicion de TGF-f3 en el E16HH
(durante la TEM) inhibe la formacion de células mesenquimales. Todos estos datos sugirieren que
las isoformas TGF-B2 y TGF-B3 tienen un papel diferente en la TEM en el corazéon de embrion de
pollo.

De igual forma los receptores de Tgfbrl y Tgfbr2 juegan un papel importante en el desarrollo del
corazon, siendo esenciales en la embriogénesis y la eliminacion de cualquier receptor lleva a la
muerte del embrion (Choudhary et al., 2006; Arthur y Bamforth 2011).

En las células de endotelio es esencial Tgfbrl y Tgfbr2, en los ratones knockout Tgfbrl lleva a la
reduccion severa de las células mesenquimatosas de los cojines del canal AV a los 10-11dpc y
posteriormente mueren los embriones a los 13dpc. En ratones knockout Tgfbr2 el embrion muere a
los 11.5dpc, dos dias antes que el knockout de Tgfbrl y parece ser que la TEM ocurre con
normalidad en los cojines del canal AV, sin embargo a los 11.5dpc, se detecta una baja celularidad
en el cojin inferior del canal AV, consistente con los defectos en la proliferacion de las células
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mesenquimatosas. Una pequefia proporcion de estos mutantes sobreviven hasta 12.5dpc,
observandose una septacion ventricular retrasada (Nakajima et al., 2000; Arthur y Bamforth 2011).

Por otro lado, se sabe que los dos co-receptores TGF-B (endoglina y betaglicano) juegan un papel
importante en corazones de embriones de pollo en la TEM del canal AV y del OFT. La endoglina
por su parte se encuentra expresada en las células endocardicas y en las células mesenquimatosas de
los cojines cardiacos; mientras que el betaglicano, es expresado en el miocardio durante la
cardiogénesis (Arthur y Bamforth 2011).

La endoglina es una glicoproteina de superficie celular que forma complejo con TGF-f1 y TGF-3,
pero tiene muy baja afinidad por TGF-B2. En trabajos de Bourdeau y colaboradores (1999) en
ratones nulos para endoglina (End-/-), se encontrd, que los embriones mueren a los 10-10.5dpc
afectados principalmente por defectos en los vasos sanguineos y en el desarrollo cardiaco. Respecto
al desarrollo cardiaco, se encontré que a los 9.0dpc en el canal AV no se detectan células
mesenquimatosas y no hay formacion de cojines cardiacos, lo que sugiriere la falla en la TEM. A
los 10.5dpc el corazon deja de latir y se encuentra una extensiva necrosis.

Examinando la expresion de la endoglina en aves, se encontré expresada en el miocardio y
endocardio hacia E10HH, posteriormente hacia el E14HH-E15HH la expresion se reduce
confirmado por western blot y hacia el E20HH solo se observa en el canal AV y OFT, que coincide
con la produccion de mesénquima en los cojines cardiacos, ademas este patron es similar a la
expresion de TGF-B3 (Vincent et al., 1998; Mercado-Pimentel et al., 2007). Se ha visto que la
endoglina interacciona con el receptor TGFBR1, conocido en células endoteliales como receptor de
activina cinasa 5 (ALKS5). La activacion AlkS inhibe la migracion y proliferacion de células
endoteliales (Mercado-Pimentel et al., 2007). Relacionado con lo anterior los trabajos de Li y
colaboradores (2000) usando oligodesoxinucle6tidos antisentido (bloqueadores de la traduccion) de
endoglina en cultivos de células endoteliales umbilicales de humano (HUVECs), encontraron que
cuando se bloquea la expresion de la proteina endoglina en las HUVECs, hay un aumento en la
proliferacion y ademas aumento en la migracion celular. Lo que podria sugerir el papel que juega la
endoglina en la TEM.

También se sabe que el receptor tipo III (Tgfbr3) o betaglicano juega un papel importante en la
TEM. Este receptor se une a todas las isoformas del TGF-f3, pero puede jugar un papel selectivo, al
facilitar la interaccion de TGF-2 con el receptor Tgfrl y Tgfr2. Se ha observado que las células sin
betaglicano, no responden a la sefial de TGF-B2 como en el caso de células endoteliales, mioblastos
de musculo esquelético y progenitores hematopoyéticos; ademas la expresion forzada de
betaglicano en estas células, aumenta la uniéon de TGF-B2 a los receptores (Massagué y Ye-Guang
Chen 2000; Vincent et al., 1998).

Para investigar el rol de betaglicano, en el corazon se utilizaron explantes de pollo del canal AV
durante la TEM vy el antisuero policlonal del dominio extracelular de betaglicano. Primero se probo
la especificidad del antisuero y posteriormente, se realizé la inmunolocalizacion de betaglicano,
encontrandolo en células endocardicas que recubren el cojin del canal AV y en un conjunto de
c¢lulas migratorias mesenquimatosas. Para determinar el rol funcional de betaglicano en la TEM, se
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probd la adicion de antisuero en explantes del canal AV en geles de colagena de E14HH, E16HH y
E18HH. Se observo que en los explantes controles, las células endocardiales forman una monocapa,
posteriormente invaden la matriz y subsecuentemente la migracion constituyendo la TEM. En las
células endocardicas incubadas con el antisuero, se encontraban pocas células mesenquimatosas y
una abundante cantidad de células endocardicas poligonales. En el 70% de los casos la formacion
del mesénquima disminuye. En el E18HH se encuentra un decremento del 50% en la migracion
celular en la matriz de coldgena. Para determinar, si la expresion de betaglicano es suficiente para
conferir la transformacion de las células endoteliales, se transfectaron células endoteliales
ventriculares, que previamente se sabe que expresan Tgfbrl, Tgfbr2 pero no betaglicano. Se
identificaron las c€lulas infectadas con el retrovirus y se evalud si tenian, una morfologia endotelial
o mesenquimal. En la transfeccion con TGF-B1 o TGF-2, no se observa algin cambio en la
morfologia celular, sin embargo la transfeccion con betaglicano y TGF-B2, hay un incremento
dramatico en el porcentaje de células mesenquimatosas. Se usa TGF-B2 como vehiculo debido a
que se sabe que por si solo no favorece la TEM ventricular (Brown et al., 1999). Estos hallazgos
sugieren que el betaglicano podria influir en el futuro del endocardio formando células competentes
para responder a TGF-B2 (Massagué y Ye-Guang Chen 2000; Vincent et al., 1998).

Ademads para que se dé un cambio de fenotipo de endocardio a células migratorias, varios estudios
sefialan que es de suma importancia la deposicion de MEC, dentro de la membrana basal del
miocardio. La MEC es un reservorio de TGF-3, por microscopia confocal se ha detectado que esta
constituida por varias proteinas de matriz como fibronectina, laminina, proteoglicanos, colagena
tipo IV y I, fibulina, acido hialurénico (HA) (Hurle et al., 1994; Nakajima et al., 2000; Azhar et al.,
2011).

Antes se creia que la MEC no tenia importancia, sin embargo actualmente se ha estudiado el papel
que juega en enfermedades como cancer y la metastasis. Se descubridé que cambios en la rigidez de
la MEC, pueden regular muchas funciones celulares como la maduracion de adhesiones focales,
division celular, formacioén de fibras de actina y motilidad celular; los cambios en la elasticidad,
regulan la diferenciacion de varios tipos celulares como células mesenquimatosas, fibroblastos,
células epiteliales, endoteliales; y ademas regula otras funciones celulares, tales como la
proliferacion, apoptosis y migracion (Leight et al., 2012). Se ha reportado que la elasticidad de la
MEQC, esta implicada en la modulacion de la activacion de TGF- y que a su vez, TGF- puede
inducir la sintesis de MEC. Estudios in vitro, sugieren que TGF- incrementa la actividad de
promotores de colagena tipo I, fibronectina y proteoglicanos. Mientras que la inhibicion de TGF-3,
provoca decremento en la secrecion de metaloproteinasas (MMPs, degradadoras de macromoléculas
como colagena y proteoglucanos) e incremento de inhibidores de metaloproteinasas de la MEC
(TIMPs) (Heine et al., 1987; Horiguchi et al., 2012).

Un componente importante de la MEC y de los cojines endocardicos es el HA glucosaminoglicano
que posee la habilidad de inducir sefializacion celular (Butcher y Markwald 2007). El HA es el
unico glucosaminoglicano, abundante durante la formacion de cojines cardiacos, se ha reportado
que durante la remodelacion de las valvas sus niveles decrecen (Azhar et al,, 2011). Estudios de
Camenisch y colaboradores (2002) identificaron a la enzima acido hialurénico sintetasa 2 (Has2)
una de las principales enzimas para la produccion del HA. En el raton la expresion de Has2 es
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prominente en los cojines endocardicos del canal AV y en OFT. La ausencia de Has2, lleva a la
mortalidad por aparente falla cardiaca a los 9.5dpc con edema pericardial, nulo desarrollo de las
crestas del OFT, de las trabéculas del ventriculo derecho y de la MEC. Para corroborar lo anterior,
se utilizaron explantes Has2 -/- del canal AV en matrices de colagena para ver el efecto en la TEM
y se encontrd falla en la migracion, transformacion e invasion endotelial. Cuando se adiciona HA
producido por el explante control, induce en el explante Has2-/- la TEM. A su vez cuando al
explante control, se le adiciona hialuronidasa (enzima degradante del HA), se inhibe Ia
transformacion de células endoteliales e invasion a la matriz de colageno. Estos resultados sugieren
que el HA es un importante componente en la migracion, transformacion e invasion del endocardio.

Ademas se ha encontrado una relacion del TGFb2 con HA, en ratones TGFb2 -/- se ve afectada la
regulacion de la MEC y en particular la produccion del HA, provocando un aumento en volumen o
tamafio de los cojines endocardicos (Azhar et al, 2011). La sefalizacion de TGF- juega un
importante papel en la formacion de los cojines cardiacos, pero también es indispensable en los
diferentes procesos morfogenéticos, posteriores como la septacion del OFT y remodelacion del
tracto de salida (Arthur y Bamforth 2011).

V.8.- Miocardizacion y Proliferacion miocardica

Actualmente la miocardizacion del cono comienza hacia el E28HH y culmina hacia E38HH en el
pollo. Este proceso comienza cuando los dos cojines endocardicos del cono, se fusionan y se
incorporan al componente ventricular muscular, que en un futuro originara la cresta
supraventricular. Los cojines estan formados por mesénquima, que es remplazado por
cadiomiocitos y a este proceso se le llama miocardizacion. El grupo de van den Hoffman y
colaboradores (1999) describieron este proceso en embriones de pollo, primero tifieron todas las
células miocardicas del OFT (desde la region trabeculada VD hasta el limite superior, donde se
bifurcan el saco adrtico y los arcos faringeos), usando como marcaje miosina de cadena pesada
(MF20), encontrando que hacia el E24HH las crestas del OFT estan completamente llenas de
células mesenquimatosas, en el E28HH las células miocardicas, que flanquean las crestas
endocardicas comienzan a formar células alongadas adyacente al mesénquima, hacia el borde mas
distal del OFT. En el E30HH y en estadios posteriores, los cardiomiocitos invaden el mesénquima
de los cojines endocardiales. A medida que avanza el desarrollo, quedan dispuestos en una red,
mezclada con mesénquima de las crestas. Este proceso se completa alrededor del E38HH cuando el
septum interventricular primero formado por mesénquima se convierte en miocardio.

Las observaciones anteriores llevaron a los autores a sugerir una transformacion del mesénquima de
las crestas conales a miocardio. Para probar esto, se extrajo el OFT de embriones de E16HH-
E30HH, exponiendo el endocardio en un gel de colagena, después de una semana se hizo una
tincion inmunohistoquimica de MF20. En la mayoria de los cultivos de OFT del EI6HH-E20HH, se
encontraron superficies lisas y sin presencia de miocardio. Desde el E21HH-E31HH se encontraron
protuberancias de miocardio que formaban redes extensas en el gel de colageno.

Por otro lado, se observd que en E21HH el miocardio del OFT, se extiende hasta la bifurcacion de
los arcos faringeos, mientras que hacia el E26HH el componente de miocardio se extiende solo
hasta la mitad del OFT (cono o parte proximal). Para determinar que la formacién de miocardio
fuera intrinseca de la parte proximal del OFT, se prepararon tres cultivos de apices de ventriculo, de
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tronco y de cono; en el primer y segundo cultivo nuca se observd miocardizacion, mientras, que en
el explante del cono, se observo miocardizacion. Sin embargo era en una menor extension, en
comparacion con explantes completos que contenian todo el OFT. Estos resultados sugirieron que el
mesénquima de la porcion distal (tronco) del OFT, secretaba sefiales estimuladoras de Ia
miocardizacion del cono. Para determinar esto, se realizaron cultivos, por separado del segmento
conal y de un explante que contenia tronco y cono; observando que habia una menor
miocardizacion en el explante del cono, que cuando los explantes contenian tronco y cono. Esta
observacion sugirioé que el mesénquima del tronco, secretaba factores en el medio que estimulaban
la miocardizacién del cono.

Se ha sugerido que en el proceso de miocardizacion estd implicado TGF-B. Molin y colaboradores
(2003) rastrearon por hibridacion in situ, en raton las isoformas de TGF-B, durante el periodo
morfogenético del corazén embrionario (9.5-15.5dpc), encontrando el ARNm de TGF-B2 presente
en el miocardio del tracto de salida desde los 12.5dpc en adelante. En estadios posteriores a la
miocardizacion TGF-2, continta expresandose en el mesénquima residual, localizado a nivel de la
valva aortica. Esto correlaciona con los resultados obtenidos por Sanford y colaboradores (1997)
con ratones knockout de TGF-B2, donde encuentran una incompleta miocardializacion del tracto de
salida, que da como origen a la patologia conocida como tronco arterial comun.

El crecimiento y desarrollo ventricular en mamiferos durante el periodo fetal y neonatal es
dependiente en gran medida de cambios que ocurren en la poblacion de cardiomiocitos (Engelmann
et al., 1992). En modelos animales como pollo y rata la proliferacion miocardica, se detiene poco
después del nacimiento, sin embargo, se reporta un incremento del tamaifio celular (Akhurst et al.,
1990; Engelmann et al, 1992; Sedmera y Thompson 2011). A TGF-p se le relaciona con la
proliferacion y crecimiento celular, y en dos vias principales: TAK1-MKK3/6-p38/INK y la via
dependiente de SMADS (Monzen et al., 1999; Sano et al., 1999; Monzen et al., 2001).

V.9.-microRNAs (miRNAs)

Parcialmente se conocen los procesos morfogenéticos que participan en el desarrollo de las
estructuras anatdmicas maduras del corazon, sin embargo las redes moleculares que subyacen a
estos procesos siguen sin ser esclarecidos. Hace muy poco se encontré que ARNs no codificantes de
secuencias pequefias, denominados microRNAs (miRNAs), eran de importancia bioldgica en
animales y plantas. Los miRNAs han sido en la tltima década, las moléculas mas estudiadas, ya que
se sabe que modulan la expresion génica (sub o sobreexpresion), tanto en la progresion de
enfermedades como céancer; y en procesos normales como la embriogénesis y desarrollo temprano
de nematodos, insectos, peces y mamiferos (Alvarez-Garcia y Miska 2005; Kloosterman y Plasterk
2006; Inui et al., 2010).

El primer miRNA descubierto en 1993 fue lin-4 que participa en el desarrollo del nematodo C.
elegans. Mas tarde, hacia el afio 2000, se empezaron a descubrir miRNAs pequefios con secuencias
altamente conservadas, como la familia de Let7. En la actualidad, mediante predicciones
computacionales, procedimientos experimentales o estrategias combinadas, se han descrito cientos
de miRNAs en diversas especies desde gusanos, moscas, peces, virus, ranas, plantas hasta
mamiferos, incluyendo humanos (Alvarez-Garcia y Miska 2005; Takada et al., 2006).
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V.10.- Biogénesis de microRNAs

Los microRNAs son secuencias pequenias de ARN no codificante de cadena sencilla (ssRNAs), su
secuencia madura tiene un tamafio promedio de 19-25 nucledtidos. Los miRNAs modulan la
expresion génica, mediante el apareamiento de una secuencia semilla del microRNA (2-8
nucleotidos en 57) con una secuencia complementaria ARNm blanco en la region 3'UTR, lo que
conduce a la escision del ARNm y a la represion de la traduccion, induciendo su degradacion
(Kloosterman y Plasterk 2006; Inui et al, 2010; Meister y Schmidt 2010). Los miRNAs y sus
blancos forman complejas redes de regulacion, por ejemplo un solo microRNA se puede unir a
diferentes blancos de ARNm ¢ varios y diferentes microRNAs se pueden unir en el control de un
unico blanco ARNm (Kim 2005). Recientemente se ha estudiado la ausencia o pérdida de funcion
de microRNAs en mutantes para investigar el rol bioldgico particularmente en embriogénesis y
desarrollo temprano (Alvarez-Garcia y Miska 2005).

La mayoria de microRNAs estan codificados en regiones intergénicas y se pueden encontrar en
intrones y exones. La ruta de sintesis de miRNA comienza en el nficleo donde los microRNAs
inmaduros son transcritos por la RNA polimerasa Il y subsecuentemente se adiciona CAP (Figura
5). Estas moléculas ademds de ser poliadeniladas, sufren un proceso de corte y empalme.
Resultando un pri-miRNA de 70-100 nucledtidos de largo, con forma de tallo-asa, que sera
reconocida por la proteina nuclear Drosha (Kim 2005; Meister y Schmidt 2010).

Drosha es una proteina de =16kDa, muy conservada en animales. Contiene dos dominios RNAasa
III (RIIIDs) y un dominio de unién a la cadena doble de ARN (dsRBD) cruciales para la catalisis.
La region central de la proteina adyacente a RIIIDs es esencial para el procesamiento de los pri-
miRNAs. En humanos Drosha forma un complejo grande =650kDa conocido como
microprocesador (Loohuis et al., 2012; Kim 2005).

En los andlisis de secuencias con mutaciones, se ha observado que Drosha reconoce a los pri-
miRNAs por su estructura terciaria, las dobles cadenas alrededor del sitio de corte y el largo del asa
terminal (>10 nucledtidos) resultan vitales en el reconocimiento (Kim 2005).

Drosha a su vez, se une al cofactor proteico DiGeorge de la region génica 8 (DGCRS) en
mamiferos; Pasha en D. melanogaster y C.elegans. DGCRS8/ Pasha, es una proteina ~120kDa que
contiene dos motivos de union a dsRBDs. El rol bioquimico de DGCRS/ Pasha no es claro, sin
embargo se cree que asiste a Drosha en el reconocimiento del sustrato. Una vez unidos genera un
pre-miRNA con 2 nucledtidos en posicion 3° que sobresalen y con una conformacion tallo-asa de
~22 nucledtidos, que posteriormente se convertird en un miRNA maduro. La caracteristica en 3" de
sobresalir y la conformacion tallo-asa, es esencial en el reconocimiento de microRNA por la
exportina 5, proteina que transporta el pre-miRNA del nucleo al citoplasma con alta eficiencia de
una manera dependiente Ran/GTP (Loohuis et al., 2012; Kim 2005).

En el citoplasma los pre-miRNAs son reconocidos y procesados por la RNAsa III denominada,
Dicer una proteina multidominio ~200kDa, contiene los dominios RIIIDs, dsRBD, RNA helicasa,
asi como un dominio DUF283 y un dominio que reconoce a PAZ. Este ultimo, se encuentra en un
grupo conservado de proteinas conocidas como argonautas. Los estudios estructurales y
bioquimicos del dominio PAZ de D. melanogaster indican que se une al extremo 3’ que sobresale
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del pre-miRNA. Estas caracteristicas se asocian con la estabilidad del miRNA y la formacion del
complejo efector (Loohuis et al., 2012, Kim 2005).

La hebra del duplex pre-miRNA que se selecciona, es la hebra con el mas débil apareamiento de
bases en 5, esta es cargada en el complejo de silenciamiento de miRISC, que degrada o silencia
mRNAs. Durante este proceso el complejo miRISC, es asistido por un conjunto de proteinas como
argonauta 1 (AGOI), argonauta 2 (AGO2) y Pumilio2 (Pum2) (Kloosterman y Plasterk 2006;
Loohuis et al., 2012).

En animales, los miRNAs regulan la expresion génica por apareamiento imperfecto o casi perfecto
de bases en region 3’ no traducida (UTR) del ARN blanco inhibiendo o provocando la degradacion
ARNm (Figura 5). La region semilla de los miRNAs (de 2-8 nucleodtidos) es la mas importante en el
reconocimiento y silenciamiento (Kloosterman y Plasterk 2006). En las células eucariotas, el
ARNm es circularizado por los factores de iniciacion como elF4E y la proteina denominada PBP
(proteina de unidn al poli A). Las proteinas AGO estimulan la funcién inhibitoria de la traduccion
dependiente miRNA, al competir con eIF4E por el sitio union 5’cap, previniendo la circularizacion
del ARNm y reduciendo la eficacia del inicio de la traduccion (Loohuis ef al., 2012; Kloosterman y
Plasterk 2006).

VAN Gen

Transcripcion l g

rumun'mmé,j:'lmn = Pri-miRNA

\

Procesamiento l__;gm,,@ccg

Nucleo

I Pre-miRNA
Exportacion €& P
nuclear ~<—{RancTR

Maduracion "@

LT miRNA duplex

/ \\ Secrecion

Represion de la Degradacion Aimacenamiento
Traduccion de RNAm

Citoplasma

Fig. 6. Biogénesis de microRNAs. Los microRNAs son transcritos en el nucleo como moléculas precursoras de ARN
(pre-miRNA), estos son procesados por una enzima llamada Drosha unido a un cofactor DGCR8 en una estructura tipo
tallo-asa de doble cadena pequeiia (pri-miRNA). Es exportada hacia el citoplasma y es procesada en un microRNA
maduro de cadena sencilla por la endonucleasa Dicer. Una vez maduro el microRNA es incorporado en el complejo RISC
regulando la expresion génica postranscripcional. Tomado Meister y Schmidt 2010.
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VI. ANTECEDENTES

VI.1.-La relaciéon de microRNAs y el corazon.

Actualmente se ha tenido un gran interés en el estudio de microRNAs como una posible
herramienta a futuro en la lucha contra diferentes enfermedades. En el corazén, los primeros
miRNAs descritos, se encontraron en corazones maduros con diferentes patologias (Takada et al.,
2006).

En la actualidad en la literatura se encuentra una amplia variedad de articulos referentes a la
expresion de microRNAs, sin embargo el estudio de los microRNAs en el corazén embrionario se
torna complicado, debido a varios factores: primero hay pocos reportes que estudian la expresion de
microRNAs en el desarrollo embrionario normal; segundo los estudios relacionan la expresion de
microRNAs con alguna etapa especifica del desarrollo; tercero la zona de interés del tracto de salida
embrionario (OFT) es una region, en la que no hay un consenso del limite embrionario, ni de las
estructuras anatomicas a las que dara origen; cuarto el OFT es una unidad morfologica, que no esta
divida en unidades anatémicas separadas.

Hay disponibles varios estudios que miden la expresion de miRNAs, sin hacer mayor hincapié, en
la relacion que guardan con los procesos morfogenéticos que ocurren en esta zona. Algunos de estos
estudios son como los de Xua y colaboradores (2006) realizaron una evaluacion de 25 microRNAs
en corazon de embrion de pollo (E18HH) y corazén de pollo post natal, donde se compara la
expresion diferencial de los microRNAs, entre los corazones de los embriones y de individuos
neonatos, sin abordar los blancos involucrados o procesos en los que se relaciona su expresion, o la
relacion que existe entre el estadio embrionario y las estructuras maduras.

Otros trabajos, estudian la pérdida de expresion de los microRNAs y el impacto que tienen en
procesos complejos y su repercusion que trae consigo en el desarrollo. Lagendijk y colaboradores
(2011) observaron que en embriones de pez cebra nulos para Dicer, hay un crecimiento anormal de
crestas endocardicas cardiacas, por la deposicion excesiva de matriz extracelular (HA), lo que lleva
a malformaciones cardiacas severas y a la muerte del embrion. Al investigar encuentran una
relacion intima entre la expresion del microRNA-123 y la inhibicion del la enzima Has2 que tiene
impacto en la produccioén del HA y afecta la deposicion de matriz extracelular. Este microRNA es
un modulador importante de la matriz extracelular y su afectacion tiene impacto en la remodelacion
hacia un corazén maduro.

Se sabe que el corazon se forma paulatinamente por la integracion de poblaciones celulares con
diferentes origenes y que hacia el ultimo tercio del desarrollo (pollo E24HH), hay un proceso
complejo de remodelacion de los primordios embrionarios denominados saco aortico, tronco, cono,
cojin del canal AV, que van a dar origen a las estructuras maduras del TSVD, TSVI, valvulas
arteriales y troncos arteriales. Por lo anterior sabemos, que hay una relacion estrecha al evaluar la
expresion de microRNAs en este segmento embrionario y en las estructuras maduras.

VIIL.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tractos de salida ventriculares son las estructuras anatomicas que conectan a los ventriculos con
la region proximal o troncos arteriales. Estas regiones anatomicas del corazon se forman por el

-23-



aporte de células de diversas fuentes, al menos el saco adrtico, tronco, cono y cojin superior del
canal AV. La migracion celular, la transformacién del endocardio en mesénquima, la
miocardizacion y proliferacion celular son algunos de los procesos celulares mas relevantes,
involucrados en la formacion de los tractos de salida ventriculares y troncos arteriales. A pesar de
los esfuerzos encaminados a desentrafiar las redes moleculares que regulan estos procesos, no se ha
logrado resolver la incognita. Los microRNAs son un grupo de moléculas candidatas que en las dos
ultimas décadas, han mostrado ser importantes en la regulacion postranscripcidonal de la expresion
de genes durante la embriogénesis en diferentes o6rganos y sistemas. Aunque resultan excelentes
candidatos para regular los procesos morfogenéticos involucrados en el desarrollo de las estructuras
cardiacas mencionadas, su funcion ha sido escasamente estudiada y no se ha establecido cual o
cuales microRNAs participan. Debido a esta falta de informacion, resulta importante determinar
cuales miRNAs pudieran intervenir en la transformacion del saco adrtico, tronco, cono y cojin
superior del canal AV en los tractos de salida ventriculares, tronco y valvulas arteriales.

VIIL.- OBJETIVOS
VIIIL.1.- Objetivo General

Identificar microRNAs candidatos que participan en el desarrollo de los tractos de salida
ventriculares y troncos de las grandes arterias en el corazon de embrion de pollo.

VIIL.2.- Objetivos Particulares

1. Determinar en el corazén embrionario de pollo E24HH la expresion de 9 microRNAs
reportados en la literatura que intervienen en los procesos morfogenéticos caracteristicos
del desarrollo conal y comparar con el tejido de corazon juvenil.

2. Seleccionar 4 microRNAs relacionados directa o indirectamente con la funcion de TGF-f y
determinar su expresion relativa en el tejido del corazon embrionario de pollo a lo largo del
desarrollo (E24HH-E36HH) y compararla con tejido de corazén juvenil (pollo 6 semanas
nacido).

IX.-MATERIALES Y METODOS

IX.1.-Seleccion de microRNAs relacionados con el sistema cardiovascular

La seleccion de microRNAs involucrados en el desarrollo del sistema cardiovascular se baso en los
siguientes puntos:

1.- En las bases bioinformaticas http://pictar.mdc-berlin.de/ y http://www.mirbase.org/; y en la
literatura, se buscaron microRNAs relacionados con el desarrollo del sistema cardiovascular.

2.- En las bases bioinformaticas http://mirdb.org/ y http://www.targetscan.org/ se buscaron los
posibles blancos de los microRNAs encontrados en el punto anterior.

3.- De la busqueda bioinformatica se encontr6é una amplia variedad de posibles blancos, algunos de
ellos se encontraban descritos en la literatura, sin embargo, validados en otros modelos; y otros sin
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validar pero relacionados con corazdn, estos ultimos se seleccionaron los blancos que tuvieran un
marcaje alto (alta posibilidad de empalme del microRNA con blanco).

IX.2.-Obtencion de tejido embrionario

La obtencion del tejido de cada etapa embrionaria, se basé en el analisis del destino del cono por
marcaje in vivo llevado a cabo en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo y Teratogénesis
Experimental (Ortega-Espinosa 2011), colocando una marca roja (gelatina y particulas de hierro) o
negra (gelatina y particulas de carbon activado) a nivel de los surcos cono-ventriculares y otra en el
limite cono-troncal en el corazén de pollo del E22HH (4 dias de incubacion). Los cambios de
posicion y relaciones espaciales de la estructura marcada, se rastrearon a lo largo del tiempo hasta
que el embrion alcanzé E36HH (aproximadamente 10 dias de incubacion) (Fig. 7).

Fig. 7.- Secuencia del desarrollo normal del corazén (de izquierda a derecha) de E22HH al E36HH. Sao: saco
aortico; T: tronco; C: cono; VD: ventriculo derecho; VI: ventriculo izquierdo; AD: atrio derecho; Al: atrio izquierdo;
TAP: tronco arteria pulmonar; TAo: tronco arteria pulmonar; TSVD: tracto de salida del ventriculo derecho Cortesia:
Ortega-Espinoza 2011.

Cada semana por cuatro meses se incubaron ochenta huevos fértiles de pollo (Gallus domesticus)
comercializados por —Aves libres de patégenos especificos” S.A de C.V; a una temperatura 36 =
1°C y humedad relativa 85%, el tiempo suficiente para obtener embriones de los estadios E24HH
(cuatro dias), E26HH (cuatro dias y medio), E28HH (cinco dias y medio), E30HH (seis dias y
medio), E32HH (siete dias y medio), E34HH (ocho dias), E36HH (diez dias). La edad de los
embriones se determind segin Hamburger y Hamilton (1951).
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Con el propdsito de disectar las zonas de interés, se extrajo el embrion de pollo del cascaron, se
coloco en una caja Petri con una solucion fria de suero fetal bovino al 5% en buffer de fosfatos
(PBS 1x) [anexo]. Una vez eliminado el exceso de vitelo y sangre, con la ayuda de una tijera de
diseccién Vannas y una pinza de relojero del ntimero 5, se cortd el fragmento del corazon que
contenia el cono, tronco, saco adrtico y cojin superior del canal AV o las estructuras a las que dan
origen (Figura 7). Todo se realizo en frio. El tejido se colocd en tubos de microcentrifuga (1.5 ml)
para macerarlo manualmente. Se almacenaron las muestras a -80°C hasta su posterior uso.

IX.3.-Obtencion de tejido de pollo juvenil

Se obtuvieron 4 pollos de 6 semanas de nacidos (etapa juvenil) comercializados por —Aves libres de
patogenos especificos” S.A de C.V. Se sacrificaron por decapitacion para perfundir el corazoén con
PBS frio y eliminar el exceso de sangre. Se extrajo por separado el tracto de salida del ventriculo
derecho, el tracto de salida del ventriculo izquierdo, el tronco de la aorta, y el tronco de la arteria
pulmonar. Inmediatamente cada estructura anatémica se homogeniz6, empleando un triturador de
tejido. Las muestras se congelaron en nitrégeno liquido siguiendo el mismo procedimiento
empleado para el tejido embrionario.

Para evitar la degradacion y/o contaminacion del ARN, el procedimiento se realizé en frio, con
material estéril y en el menor tiempo posible.

IX.4.-Extraccion de ARN

El ARN total fue aislado a partir de las estructuras embrionarias de cada estadio; y de las estructuras
anatomicas definitivas por el método de extraccion fenolica con TRIzol Reagent (Invitrogen Life
Technologies).

A cada tubo de microcentrifuga (que contiene el tejido de interés), se le agregd 1ml de TRIzol y se
homogenizo, hasta la completa disgregacion del tejido. Se dejo reposar por 5 minutos a temperatura
ambiente.

Se agrego en frio 200ul de Cloroformo 99% (Sigma Aldrich), se agit6 15 segundos en el vortex y se
dejo reposar 2-3 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se centrifugd a 12,000rpm por 15 minutos a 4°C. Se separ? la fase acuosa con sumo
cuidado de no tocar las paredes del tubo y se transfirid a un tubo de centrifuga nuevo. Se agregd
500ul de 2-propanol >99%(Sigma Aldrich). Se centrifugé 10 minutos a 12,000rpm a 4°C; se
decanto el sobrenadante y en frio se agregd Iml de etanol al 75% (Sigma Aldrich), se agit6 en el
vortex para desprender el boton de ARN, se centrifugd 5 minutos 7,500rpm a 4°C. Este
procedimiento se repitio tres veces.

En el ultimo lavado, se elimino todo el etanol; y el botdn se dejo secar quitando los excesos que
quedan de etanol y se resuspendié en 20ul de agua DEPC estéril.
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Para conocer la concentracion de ARN total se preparo una dilucién 1:100 en agua DEPC, que se
colocd en una celda para espectrofotometro GeneQuant. Se considera que el rendimiento 6ptimo, se
encuentra entre las relaciones cercanas a 1.8--2 unidades de OD260.

Ademas para determinar la integridad del ARN total extraido, se sometieron las muestras a una
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1%.

Se disolvié 2g de agarosa MP multipurpose (Pierce) en 100ml de TAE 1x [anexo]. Se calento hasta
su completa homogenizacion, una vez mas frio se agregd 3ul Red Nucleic Acid Stain (Invitrogen
Life Technologies), se agitd y se vertio la agarosa en la base para el gel y se coloco el peine. Una
vez gelificado, se retiro el peine y se colocod adentro de la camara de electroforesis y se cubrié con
TAE1X (0.5-1 cm por arriba del gel).

Se hizo una mezcla de cada muestra con 5Sul de la muestra ARN con 3pul agua DEPC y 2ul de
colorante azul de bromofenol (0.25%) y se colocd en cada carril.

La electroforesis se llevo a cabo a 80 volts durante 40 minutos. El ARNA se observo en un
transiluminador Appligene con luz ultravioleta. Se tom6 una fotografia del gel.

Las muestras que se emplearon para la sintesis de cDNA son las que se observan con tres bandas
integras de ARN (Fig. 8).

IX.5.-Sintesis de cDNA (RT)

El cDNA se sintetiz6 partir de 50ng de ARN total, obtenido del fragmento del corazon embrionario
de cada etapa que constaba del cono, tronco, saco aortico y cojin superior del canal AV; y de las
estructuras anatomicas maduras (tractos de salida del VD, tracto de salida del VI, tronco de la
pulmonar y aorta). Para cada miRNA (previamente seleccionado) se empled una sonda especifica
TagMan y se sigui6 el protocolo sugerido por Applied Biosystems.

IX.6.-Preparacion de reaccion de RT.

Se agregaron todos los reactivos de TagMan MicroRNA Reverse Transcription frios. En un tubo de
microcentrifuga se prepard la RT Master Mix.

Para una reaccion RT es necesario mezclar agua libre de nucleasas 4.16ul; 10xRT Buffer 1.5pl;
dNTP 0.15ul; RNAase inhibitor 0.19ul y Multiscribe RT enzyme 1.0ul.

Cada reaccion se realizo en tubos 6pticos MicroAmp Optico de 0.2mL: 5uL de ARN total; 7ul de
RT de la Master Mix y se mezclo. Por ultimo se agregd 3ul del primer especifico y se colocd en

hielo.

Se realizd la transcripcion reversa de acuerdo con las condiciones descritas en el kit de Applied
Biosystems en un termociclador SureCycler 8800 por 30 minutos 16°C; 30 minutos 42°C; 5
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minutos 85°C y posteriormente oo 4°C. Las muestras se almacenaron a 4°C hasta su posterior
utilizacion.

IX.7.-RT-gqPCR tiempo real.

El PCR en tiempo real se realizé usando TagMan Universal Master Mix Il Protocol de Applied
Biosystems. Para una reaccion de PCR tiempo real con 20ul incluye: agua libre de nucleasas
7.67ul; TagMan small RNA Assay (20x) 1ul; Producto de la reaccion RT 1.33ul y Tagman
Universal PCR Master Mix (2x) 10ul. Se colocé un triplicado de NTC (reaccion sin templado) y se
uso como gen constitutivo U6. Se coloco en una placa de 96 pozos y fueron incubados el primer
segmento a 50°C por 2 minutos; el segundo segmento 95°C 10 minutos; tercer segmento 40 ciclos
95°C por 15 segundos y 60°C 1 minuto;cuarto segmento 25°C 10 minutos. Todas las reacciones se
realizaron por triplicado.

IX.8.-Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El analisis de la expresion de los miRNAs se
realizo por el procedimiento de 2" que representa 2 ~ [(Ct del gen de interés — Ct del gen
endogeno)]. El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando una ANOVA de una via y una prueba
post-hoc Tukey. Las diferencias en los niveles de expresion con una p < 0.05 se consideraron como
estadisticamente significativa.
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X.- RESULTADOS.

X.1.- Eleccion de microRNAs para el estudio.

Debido a la escasa informacion disponible, no solo en la zona de interés, sino incluso en la
embriogénesis en general del corazén, se decidio elegir los siguientes microRNAs relacionados con
el sistema cardiovascular microRNA15a, microRNA27b, microRNA126, microRNA23b,
microRNA24, microRNA206 y Let7. Dos de ellos el microRNA-15a y microRNA-30 estan
involucrados en enfermedades cardiovasculares adultas, hipertrofia e infarto al miocardio; el Let-
7a, microRNA-23 y microRNA-27b, han sido descritos en el corazon prenatal y patoldgico adulto;
el miRNA-1 es el mejor caracterizado en el corazéon embrionario; microRNA-24 y microRNA-126
se han descrito como angiogénicos vasculares, mientras que el microRNA-206 es miogénico
aparentemente no cardiaco.

1. miRNA-1: principal participante en el desarrollo de corazén, embrionario miogénico. Se ha
encontrado expresado principalmente en el corazon siendo de suma importancia en el desarrollo
pre-natal y pos-natal cardiaco (Zhao et al., 2007; Wystub et al., 2013; Heidersbach et al., 2013);
regula la expresion de algunos factores de transcripcion importantes en la diferenciacion miocardica
como MyoD, Mef2c y Hand2, los cuales a su vez pueden promover la expresion de miRNA-1 (Ivey
et al., 2008; Takaya ef al., 2009; Liu et al., 2007). También se ha determinado que la delecion de
miRNA-1 en la etapa embrionaria, desregula la proliferacion del miocardio ventricular y provoca
defectos pos-natales en la septacion ventricular (Zhao et al., 2005; Fu et al., 2011; Jian et al., 2010).

Ademas de las funciones y blancos de miRNA-1 sefialados en el miocardio, in vitro en un modelo
alterno de células endoteliales y musculo liso de aorta de rata adulta, se establecio el que miRNA-1,
inhibe la proliferacion del musculo liso a través del blanco validado Pim-1 (cinasa de serina/
treonina) (Chen et al., 2011).

2.- Let-7: funcion en desarrollo embrionario y en estados patolégicos del adulto. El
conocimiento del papel de la familia de Let-7, especificamente en la biologia del corazon en la
etapa adulta, se remonta a la primera década del presente siglo, cuando se determind que la
desregulacion en la expresion de Let-7, causa enfermedades cardiacas como miocardiomiopatia,
falla cardiaca e infarto al miocardio (Long et al, 2012); en la actualidad no existe informacion
fidedigna de los procesos moleculares y celulares regulados por Let-7, responsables de estas
enfermedades. No obstante la informacion del papel de Let-7 en desarrollo cardiaco prenatal es aun
mas escasa. Al caracterizar el perfil de expresion de miRNAs en el corazon embrionario de raton de
etapas 12.5, 14.5, 16.5 y 18.5dpc, se encontrd que varios miembros de la familia de Let7 son
expresados a lo largo de todas estas etapas (Cao et al, 2012). Ademas mediante un analisis
bioinformatico se determind que FOXP1, TBXS5, HAND1 y AKT2 son posibles blancos de Let-7
(Long et al., 2012). A pesar que dichos genes blanco estan involucrados en el desarrollo cardiaco
aun no se han validado. En un modelo alterno en células HelLa, se ha validado como blancos a la
familia de RAS, NRAS y KRAS, estas tres isoformas tienen sitios de union a Let-7. En muestras de
pacientes con cancer de pulmoén se encontré a Let-7 expresado y se observd que su disminucion
lleva a un aumento de la proteina RAS (Johnson ef al., 2005).
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En la busqueda en la bases bioinformaticas http://www.targetscan.org/ se descubri6 que el receptor
1 de TGF-B, es un posible blanco de Let-7 con un score de 75. Sin embargo, aun no se ha validado.

3.- Familia de miRNA-23: descritos en etapa prenatal y estados patologicos en el adulto. Se
conocen al menos dos miembros de la familia miRNA-23 importantes en la biologia cardiaca, el
miRNA-23a del que se tiene mayor informacion, mientras que miRNA-23b, aiin es poco conocido
en este aspecto. Tanto miRNA-23a como miRNA-23b se han descrito en el corazén embrionario de
raton del 12.5-18dpc, sin embargo, en ningln caso se ha determinado su papel en la cardiogénesis
(Cao et al., 2012).

Especificamente miRNA-23a se ha caracterizado como un agente pro-hipertrofico mediante el
empleo de ratones transgénicos o miocitos cardiacos cultivados in vitro (Lina et al., 2009; Wang et
al., 2012). También se ha determinado que la expresion de miRNA-23a, es regulada por el factor de
transcripcion activador de células T-3 (NFATc3), mientras que sus blancos validados son la
proteina con dedo de zinc 1 especifica de musculo y el receptor 1 del 4cido lisofosfatidico (LPA1)
(Van Rooij et al., 2006).

El miRNA-23b se ha descrito como regulador de la matriz extracelular, al inhibir a la acido
hialuronico sintetasa lo que conlleva a una inhibicidon del acido hialurénico importante en la TEM
de los cojines atrio-ventriculares del embrion de pez cebra. La falta de este miRNA en el corazon
embrionario, provoca hipertrofia de los cojines y desarrollo anormal de las valvulas (Lagendijk et
al., 2011). Sin embargo este efecto no se ha evaluado en otros vertebrados.

4.-miR-27b: descritos en etapas prenatal y estados patologicos en adultos, actividad
miogénica. La funcion de miR-27b varia seglin el modelo animal empleado. En cultivo in vitro de
somitas de raton la funcion de miR-27b, se encuentra relacionada positivamente con la miogénesis
de musculo estriado y en corazon embrionario de raton, se ha descrito la presencia de miR27b en el
miocardio ventricular en la cardiogénesis y se ha validado al blanco Mef2c (Crist et al., 2009;
Chinchilla et al., 2011; Hou et al., 2012). Sin embargo el papel mas explorado, es el efecto
hipertréfico de miR27b en la etapa posnatal, relacionada con la desregulacion génica que conduce a
la expresion abundante de miR27b, lo que lleva a la fibrosis cardiaca, es decir, la sustitucion del
miocardio ventricular por tejido conectivo, mediante la inhibicion de la metaloproteasa 13
(MMP13) (Wang et al., 2012).

5.-La Familia de miR-15: participa en estados patologicos en el adulto. Incluye al miR-15a,
miR-15b, miR-16, miR-195, miR-322, miR-424, miR-457 y miR-497, varios de ellos se han
descrito sobreexpresados en diversas enfermedades cardiacas, promoviendo el arresto mitotico y
apoptosis en cardiomiocitos posnatales. Sus blancos validados son CDKs (cinasas dependientes de
ciclinas), CHEK1 (cinasa 1 reguladora del ciclo celular), el factor de crecimiento fibroblastico y su
receptor (Porrello et al., 2011; Hullinger et al., 2012). Asi mismo, se encontré que en células MEG-
0lel miR-15 inhibe la supervivencia celular teniendo como blanco Bcl2 (Cimmino ef al., 2005).

6.- miRNA-30d: con propiedad pro-hipertréfica y en estados patolégicos en el adulto.
Pertenece a una familia que incluye a varias de estas moléculas como miRNA-30a, miRNA-30b,
miRNA-30c, miRNA-30d y miRNA-30e. En general, la mayoria de estos miRNAs se han
caracterizado como promotores de hipertrofia (Duisters et al., 2009; Jiang et al., 2013; Pan ef al,
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2013; Yin et al, 2013). En ratas adultas con infarto al miocardio el miRNA-30a, incrementa el
tamafio celular y promueve la expresion de marcadores moleculares hipertroficos (Jentzsch et al.,
2012). De manera concordante miRNA-30 y let-7b se encuentran en suero de pacientes con infarto
agudo al miocardio 4, 8 y 16 horas posteriores al inicio de la enfermedad (Long et al., 2012). Cabe
mencionar que en fibroblastos cardiacos de la linea Hek293 y miocardiocitos se descubrio que
miRNA-30d inhibe la apoptosis, regulando negativamente la expresion de la proteina p53 (Li et al.,
2010).

7.- miRNA-24: con funcién angiogénica vascular. En modelos murinos, se ha encontrado
relacionado con el infarto al miocardio y hipoxia, promoviendo la vasculogénesis y angiogénesis
(Fiedler 2011; Fiedler et al., 2013; Meloni et al., 2013). Ademas se ha documentado que la
inhibicién local de miRNA-24 en ratones adultos con infarto al miocardio, optimiza Ia
angiogénesis, la remodelacion y funcionamiento del ventriculo izquierdo (Wang et al., 2012; Wang
y Qian 2014). Asi mismo, el decremento de miRNA-24 en el miocardio infartado, modula la
fibrosis cardiaca, pero ain se desconoce de qué forma lo hace. En el cultivo in vitro de
miocardiocitos de corazones infartados, se encontré que miRNA-24 es modulador de apoptosis
reprimiendo a la proteina Bim (van Rooij et al., 2006; Qian et al., 2011). En un modelo in vitro de
cultivo de malla ocular humana, se encontr6 que en el estrés ocular esta sobre expresado el TGFbl
y hay una disminuciéon del miRNA-24, al buscar en las bases bioinformaticas se encontrd que el
miRNA-24 tiene como blanco validado a la enzima furina encargada del la maduracion del
TGFblen la matriz extracelular (Luna et al., 2011)

8.- miR-126: regulador positivo, angiogénico vascular. Inicialmente fue descrito en el corazon
de raton adulto y posteriormente en el corazon embrionario de ratéon y pollo. No obstante, estudios
mas recientes en raton y pez cebra lo caracterizan como una molécula clave en la regulacion
positiva de la angiogénesis y vasculogénesis teniendo como blancos validados a Spred1l y PIK3R2
(Fish et al., 2008; Jun et al., 2011).

Se conoce que la delecion especifica de miR-126 en el embriéon de raton provoca muerte
embrionaria por defectos en la angiogénesis acompafiados de pérdida de la integridad vascular
manifestandose por zonas hemorragicas con debilitamiento endotelial y defectos en la proliferacion
del endotelio. Un bajo porcentaje de embriones miR-126 -/- llegan a término, presentando falla
cardiaca, pérdida de miocardio y deficiencias en la vasculatura en la region ventricular e
incapacidad para generar nuevos vasos sanguineos (Lagos-Quintana et al., 2002; Xu et al., 2006
Wang et al., 2008; Shi et al., 2013).

9.-miRNA-206: con funcién miogénica aparentemente no cardiaco. Junto con miR-1 y miR-133
se caracterizan por su funcion miogénica. En la etapa embrionaria en ratéon y aves miR-206
inicialmente se identific, tanto en musculo esquelético como en corazéon. Con el paso del tiempo,
empleando técnicas mas precisas, se establecid que miR-206 estad especificamente expresado en
musculo esquelético, mientras que miR-1 y miR-133 se sobreexpresan en musculo esquelético y
corazon (Sweetman et al., 2006).

Esta informacion es controversial, ya que miRNA-206 se ha involucrado en la patogénesis de
diversas enfermedades cardiacas como el infarto al miocardio, falla cardiaca y obstruccion
pulmonar crénica (Shan et al., 2009). Concordantemente con este hallazgo, en un modelo murino
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con infarto al miocardio, miRNA-1 y miRNA-206 se encontraron sobreexpresados y se concluyd
que estas moléculas eran responsables de la muerte del miocardio, mediada por el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF-1) (Jalali ez al., 2012). En fibroblastos HEK-293 de corazon
murino, se determind que miRNA-206 inhibe metaloproteinasas 3 (TIMP3) (Limana 2011),
mientras que en células HelLa, promueva la apoptosis teniendo como blanco validado notch3 (Song
et al., 2009). La endotelina es otro blanco descubierto en la base bioinformatica http://mirdb.org/
con un score de 86, el cual ain no es validado.

En la diferenciacion miogénica in vitro de células C2C12, TGF-P regula negativamente la expresion
miR-206 (Winbanks et al., 2012).

Tabla 1.- Lista de miRNAs encontrados en la literatura. Evaluados en E24HH y en las estructuras maduras
cardiacas. Literatura que refiere la expresion de miRNAs en el desarrollo cardiaco, evaluados en diferentes modelos,
regiones anatomicas y etapas del desarrollo.

miRNA Modelo animal/region anatoémica/etapa Cita
miRNA-1 Ratén /corazén/ embrionaria Zhao et al., (2007)'7*
Rata/ ventriculos/ postnatal Wystub et al., (2013)'®
Ratdn Knockout /corazon/ desarrollo Heidersbach et al., (2013)8°
Raton y linea celular derivada cardiomiocitos Ivey et al., (2008)%8
Células madre embrionarias de raton Takaya et al., (2009)'4
Embriones de ratones nulos MEF2 Liu et al., (2007)°®
Embriones nulos miR-1 y linea celular/ Zhao et al., (2005)'7
corazon/13.5dpc.
Linea celular humano/ células musculo liso Chen etal., (2011)*
de aorta
Cultivo de células ventriculares/corazon Fuetal., (2011)**
/posnatal
Linea celular/ células de musculo liso de Jian et al., (2010)™
aorta
Células madre embrionarias diferenciacion a Xie et al., (2011)'¢”
células de musculo liso.
miRNA-15a Cerdo/ cirugia reperfusion isquémica/ adultos Hullinger et al., (2012)%
Raton/ ventriculos cardiacos/ 1-10 dias recién Porrello et al., (2011)'?
nacidos
miRNA-23b Embriones de pez cebra nulos dicer/ canal Lagendijk et al., (2011)3
AV/corazén
Ratdn con bandeo aortico- toracico/ corazon Van Roojj et al., (2006)'>!
Muestras de ventriculo izquierdo de
pacientes con hipertrofia cardiaca
Raton knockout de miRNA 23b/ adulto Wang et al., (2012)'>°
Rata / ventriculo/ neonatal Lina et al., (2009)%*
Embriones de raton/ corazon/ etapa 12.5pc, Cao et al., (2012)*°
14.5pc, 16.5pc, 18.5pc
miRNA-24 Células humanas de musculo liso/ aorticas Fiedler et al., (2013)*
Ratén/ corazén /posnatal van Rooij et al., (2006)'>!
Raton / ligacion arteria coronaria corazon /8- Fiedler (2011)>!
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10 semanas nacidos

Ratén / infarto miocardio / posnatal

Meloni et al., (2013)'°7

Cultivo primario de cardiomiocitos de raton

Wang y Qian (2014)'¢°

Cardiomiocitos primarios de corazén de
raton neonatal/ Ratones ligacion izquierda
arteria aorta

Qian et al., (2011)%2®

Raton/ ligacion izquierda arteria aorta

Wang et al., (2012)*%7

Cultivo de malla trabecular de ojo humano

Luna et al., (2011)'°°

miRNA-27b

Pez cebra y raton knockdown/ angiogénesis
/adulto

Biyashev et al., (2012)"°

Miotomos embrionarios de raton y células
satélite/ desarrollo muscular

Crist et al., (2009)*°

Embriones de raton/ ventriculo /neonatal

Chinchilla et al., (2011)*®

Ratén transgénico/ corazon / etapa posnatal

Hou et al., (2012)%*

Raton transgénico/ corazon/ posnatal

Wang et al., (2012)'°8

miRNA-30d

Embriones de pez cebra/ aorta

Jiang et al., (2013)"

Rata / cultivo cardiomiocitos tratados con
fenilefrina / adulto

Jentzsch et al., (2012)7°

Rata/ cultivo de cardiomiocitos/ neonatal

Lietal, (2010)"'

Rata/ cultivo de cardiomiocitos / de 10, 12,
15, 16, 18, 19, y 21semanas.

Duisters et al., (2009)%¢

Ratén/ aorta /pos-natal

Yin et al., (2013)'"!

Ratas/ cardiomiocitos /pos-natal

Pan et al., (2013)'2°

Pacientes con infarto agudo miocardico /
muestras sanguineas: plasma / adulto

Long et al., (2012)%”

Raton/ cultivo de cardiomiocitos
ventriculares/10 semanas

Mishra et al., (2010)'°°

miRNA-126

Ratén/ corazon /pos-natal

Lagos-Quintana et al.,
(2002)%

Embriones de raton/ tejido cardiaco /E12.5,
E14.5,E16.5y E18.5

Cao et al.,(2012)*°

Embrion de pollo/ corazon /18 dias de
incubacion y adulto 7 meses

Xu et al., (2006)'6®

Raton nulo miRNA-126/ corazon y aorta/
embridn y pos-natal

Wang et al., (2008)!¢!

Ratén y pez cebra/ vascular / embriones

Fish et al., (2008)°?

Pez cebra/ vascular / embriones

Jun et al., (2011)”®

Rata/ cultivo miocitos /pos-natal 1-3 dias.

Shi et al., (2013)"

Raton/ células mesenquimales en
angiogénesis / pos-natal.

Chen et al., (2011)*

miRNA-206

Embriones pollo/miogénesis/2-5pc

Sweetman et al., (2006)'**

Rata/modelo de infarto miocardio/adulto

Shan et al., (2009)"%

Raton C57BL16/ligacion arteria aorta/ adulto

Limana et al., (2011)°%?

Raton con hipertension arterial / cultivo de
células musculo liso

Jalali et al., (2012)%°

Linea celular C2C12 raton/ miogénesis

Winbanks et al., (2012)!6°

Let-7a

Embriones de raton/ corazon/ etapa 12.5pc,

14.5pc, 16.5pc, 18.5pc.

Cao etal., (2012)*
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Muestras de plasma /Pacientes con infarto
agudo al miocardio/ 52 + 12.3 afios

Long et al., (2012)*”
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X.2.- Extraccion de RNA de las estructuras embrionarias y maduras.

La pureza e integridad del ARN total obtenido del tejido del segmento embrionario y de las
estructuras maduras, se evalué por medio de un gel de agarosa al 1%, tefiido con Red Nucleic Acid.
Se encontrd que en general cumplié con las recomendaciones necesarias para ser utilizado en RT-
PCR en tiempo real (Fig. 8A y B). No obstante el ARN total extraido de la aorta mediante la técnica
de TriZol presento6 algunos problemas, ya que al evaluar su integridad se observaba un barrido (Fig.
9A). Por esta razén se decidio repetir el procedimiento con diversos cambios como: realizar la
extraccion con un kit comercial (QuickGene RNA tissue kit), precipitacion de acetato de sodio,
limpieza de la cdmara con hidréxido de sodio y cambio de todas las soluciones.

Aun con todos estos cambios aparecia el barrido en el gel de agarosa. Para corroborar que el ARN
total de la aorta no estaba degradado, se decidid6 hacer una PCR punto final amplificando el
miRNA-21 en el tejido de la aorta, obteniendo resultados positivos (Fig. 9B) indicativos de que el
ARN total obtenido de la aorta, se podia utilizar en el protocolo de RTPCR en tiempo real.

E24 E26 E28 E30 E32 E34 E36

rARN28s

rARN18s

8§ 1D TP

rARN28s

rARN18s

B

Fig. 8. Gel de Agarosa al 1% tefiido con Red Nucleic Acid, se muestra dos bandas integras de ARN ribosomal
(rARN28s, rARN18s). A. Segmento embrionario de los estadios E24HH, E26HH, E28HH, E30HH, E32HH, E34HH,
E36HH de embriones de pollo. B. Estructuras maduras tracto de salida izquierdo (TSI), tracto de salida derecho (TSD) y
tronco de la pulmonar (TP) de pollos de 6 semanas de nacidos.
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Aorta

rARN28s

rARN18s

A B

Figura 9. Gel de Agarosa al 1% teiiido con Red Nucleic Acid. A. Se observa que el ARN total de la aorta, no muestra
dos bandas definidas del ARN ribosomal. B. Gel de poliacrilamida 13%, tefiido con una solucién de plata mostrando la
PCR punto final del miR21 de la aorta. Abreviaciones: peso molecular (MP) gen endogeno (U6).

X.3.- Sobreexpresion de los miRNAs en la estructura madura del TSVD y del segmento
embrionario de corazon de pollo estadio E24HH.

La mayoria de los 9 miRNAs se encuentran expresados en la aorta y en TSVD del corazén maduro,
aunque no en los mismos niveles que el TSVD. En el TSVD, 7 miRNAs se expresan un niimero de
veces mayor, que en cualquier otra estructura madura (comparar en Figura 10 Grafica A con B, C 'y
D). En la aorta 7 de los 9 miRNAs estan expresados aunque no en los mismos niveles que en el
TSVD; los microRNAs que no se detectaron fueron Let-7a, miRNA-126 y miRNA-206 (Fig. 10
Grafica A y D). Por otra parte en el TSVI solo se observaron miRNA-24, miRNA-30d y miRNA-1;
y en la pulmonar miRNA-24, miRNA-30d y miRNA-27b.

Al comparar la expresion de los miRNAs en estructuras histologica y funcionalmente similares se
notod en los tractos de salida un patrén de expresion de los miRNAs muy similar, siendo el miRNA-
24, miRNA-30d, miRNA-1 los mas expresados (Fig. 10 Grafica Ay B).

Por otro lado en la aorta y la pulmonar la expresion de los miRNAs es menor y diferente al de los
TSV (Figura 10 Grafica C y D). En la aorta 7 de los 9 miRNAs estan expresados (miRNA-30d,
Let7a, miRNA-24, miRNA-15a, miRNA-27b, miRNA-1, miRNA-23b) y en la pulmonar solo 3 de 9
estan expresados (miRNA-24, miRNA-30d, miRNA-27b) (Fig. 10 C y D).

El segmento del corazén embrionario de pollo E24HH mostr6 sobreexpresados 8 de los 9 miRNA
elegidos (Fig.11. Grafica E), no se detecto solo Let7a; sin embargo el grado de expresion no es
como lo que se observa en TSVD (Fig. 10A-11).

En el mapa de color (Fig.12) segun los datos obtenidos y organizados por un dendograma, se

observo que el TSVD vy el tejido embrionario E24HH son los que tienen los miRNAs con mayor
grado de expresion.
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Figura 10. Patrén de expresion de los 9 miRNAs por RT-PCR tiempo real en las estructuras del corazon de pollo
de 6 semanas. Grafica A. Tracto de Salida del Ventriculo Derecho (TSVD). Grafica B. Tracto de Salida del Ventriculo
Izquierdo (TSVI). Grafica C. Tronco de la arteria pulmonar (TAP). Grafica D. Tronco de la arteria aorta (TAo).
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Figura 11. Patron de expresion de los 9 miRNAs por RT-PCR tiempo real en el tejido del segmento embrionario de
corazon de pollo estadio E24HH.
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Fig. 12. Mapa de color que muestra el nivel de expresion de los 9 microRNAs en el tejido del corazén embrionario
estadio E24HH respecto a la expresion relativa en las estructuras maduras. Las intensidades de color rojo denotan la
expresion del miRNA, mientras mayor intensidad del color, mayor es el valor de expresion con respecto a las columnas.
Ademas se muestra el dendograma (renglones y columnas), el cual muestra los tejidos y miRNAs que estan relacionados,
segun la intensidad de expresion de los miRNAs evaluados. Las columnas que se encuentran a la derecha son las
estructuras que tienen mayor expresion de miRNAs y las columnas que se encuentran mas hacia la izquierda son que
tienen una menor sobreexpresion de miRNAs. Note que al comparar la expresion de los miRNAs se encuentra mas
relacionado el tejido embrionario con el TSVD.
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X.4.- Expresion diferencial de los 4 miRNAs seleccionados a lo largo del desarrollo
embrionario E24HH-E36HH.

Con base en el andlisis de expresion de los 9 miRNAs en las estructuras maduras y tejido
embrionario, los miRNAs se agruparon segiun su blanco y via de sefalizacion o proceso
morfogenético involucrado en el desarrollo del TSVD para evaluar su expresion, durante la
cardiogénesis intermedia y tardia de pollo (E24HH-E36HH). Se escogieron los miRNA-24,
miRNA-23b, miRNA-206 y Let-7a que pueden estar involucrados en la transformacion epitelio
mesénquima, proceso importante hacia el final de la remodelacion de las crestas de cono y del
tronco estructuras precursoras del TSVD.

En la figura 13 se presenta la expresion de los 4 miRNAs seleccionados tanto en la etapa
embrionaria como en la estructura madura.

Se observo por un lado que el Let-7a no se expreso ni en el desarrollo embrionario (24HH-36HH)
ni en TSVD (Fig.13 Grafica A).

El miRNA-206 y miRNA-23b durante la embriogénesis tienen un patron de expresion parecido,
pero difieren en la estructura madura (Comparar Fig.13 Grafica B y C). Los dos se expresan en el
estadio 24HH y posteriormente estadio 26HH-36HH dejan de expresarse; mientras que en TSVD
solamente se encontr6 expresado miRNA-23b.

Por otra parte, el miRNA-24 se mantiene expresado durante toda la embriogénesis; teniendo mayor
presencia en E24HH, E26HH y E36HH. En el TSVD la expresion es mayor que en la etapa
embrionaria (Fig. 13 Grafica D).
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Figura 13. Comparacion del patron de expresion de los 4 miRNAs relacionados con TGF-3 del estadio E24HH al
E36HH respecto al TSVD. A. Expresion del miRNA-24. B. Expresion Let7a. C. Expresion del miRNA-23b. D.
Expresion del miRNA-206 ANOVA de una via y una prueba post-hoc Tukey. Dentro de cada panel a, b, ¢ indican
diferencias significativas en el nivel de expresion de los miRNAs p < 0.05.

XI.- DISCUSION

El desarrollo embrionario del corazéon y de las grandes arterias es un proceso complejo,
genéticamente orquestado en el que intervienen diversos mecanismos celulares como la migracion,
proliferacion celular, TEM, diferenciacidon celular, apoptosis, entre otros. Recientemente se han
descrito pequeiias secuencias de RNA no codificante 6 microRNAs (miRNAs) que inhiben la
traduccion del ARNm a proteinas y que tienen impacto en el patron de expresion génica, que
repercute en un cambio en los procesos morfogenéticos antes mencionados. En el desarrollo de los
tractos de salida ventriculares y tronco-arteriales, es poca la informacién que se tiene acerca de la
expresion de miRNAs asi como de su funcion. Esto se puso de manifiesto al buscar en las bases
bioinformaticas y en la literatura. Debido a este hecho se decidio elegir los siguientes 9 miRNAs
relacionados con el sistema cardiovascular: miR-15a, miR-27b, miR-126, miR-23b, miR-24, miR-
206 y Let-7a. Inicialmente se determind el patron de expresion de cada miRNA por RT-PCR tiempo
real en el tejido del corazon embrionario E24HH y en las estructuras maduras: tronco de la arteria
aorta y pulmonar; TSVD y TSVL Se eligio el E24HH por ser la etapa en la que la mayoria de los
autores coinciden que se expresan todas las estructuras precursoras.

En el caso del tejido maduro lo primero que llamo la atencion fue que en tejido del tronco de la
aorta y el tronco de la pulmonar, la expresion de los miRNAs en general no fue tan importante,
como en las otras estructuras de constitucion histolégica miocardica. Esto posiblemente es debido a
la fisiologia del tejido maduro (tejido vascular vs miocardio). También cabe mencionar que aunque
la aorta y pulmonar tienen aparentemente una constitucion histoldgica vascular similar, su patréon de
expresion de miRNAs fue diferente. Sobre este punto Webb y colaboradores en 2003 mencionan
que a pesar de que las valvas aortica y pulmonar poseen la misma estructura basica, hay diferencias
significativas en la estructura de la aorta, en comparacion con la raiz arterial pulmonar. Debido a
que las valvas de la valvula pulmonar estan soportadas por un anillo de musculatura infundibular,
que se levantan de la base ventricular. En contraste, dos de las valvas de la valvula adrtica, estan en
continuidad posterior con una de las valvas de la mitral (auricula-ventricular izquierda). Esta zona
de continuidad fibrosa, forma el techo del ventriculo izquierdo. Sin embargo esta peculiaridad
anatomica, no explica del todo las diferencias en el patron de expresion de miRNAs, por lo que es
necesario abordar este tema de manera mas especifica.

Al analizar la expresion de miRNAs en el tejido embrionario de E24HH se encontrd que 8 de 9
miRNAs, estan expresados con un patron parecido al del TSVD. Este resultado podria estar
relacionado con el hecho de que en el E24HH el cono esbozo del corazoén embrionario que da
origen al TSVD, es una estructura histolégicamente mas desarrollada que el tronco, saco aortico o
cojines del canal AV. Cabe recordar que el cono y sus crestas endocardicas, se transforman en un
40% del corazon maduro, en la pared libre del TSVD y la cresta supraventricular (Rana ef al., 2007,
Lazarrini 2012), mientras que los otros segmentos embrionarios dan origen a estructuras mas
pequefias y menos voluminosas a comparacion TSVD.
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Los miRNAs expresados en el estadio embrionario E24HH fueron miRNA-24, miRNA-1, miRNA-
15a, miRNA-30d, miRNA-126, miRNA-206, miRNA-27b y miRNA-23b.

miRNA-1 se ha caracterizado como un miRNA miogénico descrito en musculo esquelético y
cardiaco (Townley-Tilson et al., 2010). En el musculo cardiaco participa en la proliferacion y
diferenciacion celular. Por un lado mediante estudios in vivo, en ratones transgénicos deletando al
miRNA-1 e in vitro, con células COS-1, se ha reportado que su blanco es Hand2. La expresion de
miRNA-1 y ausencia de Hand2 en la etapa embrionaria, inhibe la proliferaciéon del miocardio
ventricular, evaluada por un menor grosor de las paredes y menor expansion ventricular (Zhao et
al., 2005).

Mientras que Ivey y colaboradores (2008), mediante la transfeccion de miRNA-1 a células madres
embrionarias humanas, observaron que las células se diferenciaban a células cardiacas y expresan
el marcador cardiaco NKX2.5. Encontraron que el miRNA-1, tiene como blanco al ligando de
Notch Delta 1 (DlI-1), in vitro, la inhibicion de DII-1 provoca que las células se diferencien a
células cardiacas, mientras que al estar presente DIl-1, las células se diferencian a otros linajes
celulares.

A pesar de esta informacidn, aun no se ha evaluado el papel de miRNA-1 en el desarrollo del tracto
de salida. En este trabajo, se encontr6 un alto grado de expresion del miRNA-1 en el tejido maduro
del TSVD, lo que hace pensar que en esta etapa estd disminuida la proliferacion, manteniéndose la
diferenciacion celular. Con respecto a este punto, en la literatura se ha descrito que poco después
del nacimiento del embrion, el miocardio incrementara de tamafio y permanecera en arresto de
proliferacion celular (Walsh et al., 2010; Sedmera y Thompson 2011).

En contraste, en el tejido embrionario de la etapa E24HH, la expresion del miRNA-1 fue menor que
la observada en la estructura madura (Compare figura 11 con figura 10A). Esto puede suponer que
tiene que ver, con una mayor proliferacion del miocardio en proceso de diferenciacion. Esto
concuerda con lo reportado por Martinsen 2005 y Sanchez-Gomez 2005, que sefialan que en el
embrion de E24HH es alta la tasa de proliferacion y menor la diferenciacion celular; de esta etapa
en adelante aumenta la proliferaciéon miocardica del cono para formar: el septum interventricular,
pared libre ventricular y cresta supraventricular.

Otra funcion reportada para el ligando de Notch, Delta 1 (DII-1), ademas de la ya descrita con
anterioridad, es que la activacion de Notch por su ligando DII-1 en el endocardio, activa la
expresion de BMP10 en el miocardio, requerido en la proliferacion ventricular (Evans et al., 2010).
Esto permite suponer que al estar disminuido el miRNA-1 en el estadio E24HH, aumenta la
expresion de DII-1, promoviendo la proliferacién miocardica.
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MADURO EMBRIONARIO
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Fig.14. Accién de miRNA-1 en E24HH y en el tracto de salida ventriculo derecho (TSVD). A la izquierda se
muestran la manera hipotética de accion del miRNA-1 en el tejido maduro del TSVD inhibiendo la proliferacion y
promoviendo la diferenciacion miocéardica. A la derecha se muestran la manera hipotética de accion del miRNA-1 en el
tejido embrionario E24HH promoviendo la proliferacion e inhibiendo la diferenciacion miocardica. Flechas en rojo: sobre
expresion; flechas azul: sub expresion; circulos negro: inhibicion.

Se ha determinado que miRNA-15a, tiene un papel importante en evitar la proliferacion de
miocardiocitos posnatales, proceso conocido como arresto celular (Porrello et al, 2011). En
contraste en cultivos celulares de megacariocitos humanos, el miRNA-15a inhibe el ARNm de Bcl-
2, promoviendo la apoptosis (Cimmino et al., 2005). Por otro lado, a diferencia de miRNA-15a, la
expresion de miRNA-30d se encuentra relacionada con la inhibicion de la apoptosis a través de p53.
Este hallazgo se logrd en cultivos in vitro de fibroblastos cardiacos, donde la expresion inducida de
miRNA-30d es capaz de inhibir la fision mitocondrial y apoptosis. El miRNA-30d tiene como
blanco a p53, al encontrarse disminuido p53 inhibe a una GTPasa llamada Proteina-1 relacionada a
la Dinamina (Drpl). Esta proteina provoca la escision de la membrana externa mitocondrial,
liberando al citocromo C e induciendo apoptosis (Li et al., 2010). Se sabe que en la cardiogénesis,
la apoptosis, es un proceso genéticamente controlado en la remodelacion del tracto de salida durante
la formacion del corazén maduro (Waldo et al, 1998; Sedmera y Thompson 2011; Lazarini 2011).
En la zona de interés miRNA-15a y miRNA-30d, se encuentran expresados en la etapa E24HH en
la misma proporcion (Figura 11). Estos hechos sugieren que en la cardiogénesis intermedia
(E24HH), miRNA-15a y miRNA-30d mantienen un equilibrio entre la supervivencia y la apoptosis
del tejido cardiaco en desarrollo.

Mientras que en el TSVD el miRNA-30d es el segundo miRNA mas expresado (Figura 10A). Se
sabe que en el tejido maduro cardiaco, se mantiene en arresto mitotico y apoptotico durante la vida
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del individuo, y solo en caso de ciertas patologias este tejido muere, lo que podria explicar la mayor
expresion del miRNA-30d inhibiendo la apoptosis en el TSVD (Sedmera y Thompson 2011).

EMBRIONARIO ADULTO
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Fig.15. Accion de miRNA-15a y miRNA-30d en E24HH y tracto de salida ventriculo derecho (TSVD). A la
izquierda se muestran la manera hipotética de accion del miRNA-15a y miRNA-30d en el tejido embrionario E24HH
manteniendo un balance en la activacion e inhibicion de la apoptosis. A la derecha se muestra la manera hipotética de
accion del miRNA-30d en el tejido maduro del TSVD inhibiendo la apoptosis. Este miRNA se encuentra mayormente
expresado en TSVD y en menor cantidad el miRNA-15a. Flechas en rojo: sobre expresion; flechas azul: sub expresion;
circulos negro: inhibicion.

Se tiene poca informacion del papel que juega miRNA-126 durante la cardiogénesis, pero se sabe
que su funcidén principal es angiogénica. /n vivo usando la técnica de invasion de células
endoteliales (CE) a una matriz sintética de matrigel, implantada subcutdneamente en ratones
normales, las CE migran al tapén de matrigel y se ensamblan en una malla primitiva vascular. En
contraste, en ratones nulos miRNA126 (-/-) se observa una disminucién dramatica de la respuesta
angiogénica comparada con el control. Se encontré que el miRNA-126 tiene como blanco Spred-1
un regulador negativo de los factores de crecimiento angiogénico VEGF y FGF (Wang et al., 2008).
En la zona de interés en el estadio E24HH, se encontrd la expresion de miRNA-126, lo que
posiblemente se relacione con la repuesta angiogénica, reportada en la remodelacion del saco
aortico en este periodo. Waldo y colaboradores 1998 describieron que la division del saco aortico
por el septum aortopulmonar resulta en la formacion de los dos canales vasculares, aorta y
pulmonar; mientras que el mesénquima que forma al saco adrtico, originard las paredes de la base
de la aorta ascendente y tronco de la pulmonar. Sin embargo aun falta una descripcion mas
detallada de las redes moleculares que regulan este proceso.

La expresion de VEGF no solo estd relacionada con la modulacion de la angiogénesis, se ha
reportado indispensable en la transformacion terminal de las células endocardiales a células
mesenquimatosas y posterior a la TEM para la formacion de las crestas del cono y tronco y los
cojines del canal AV (Stankunas et al., 2010). Ya se ha descrito con anterioridad que el E24HH
marca el fin de la TEM, por lo que supone que en este caso la expresion del miRNA-126 podria
estar relacionada con la transformacion de las células mesenquimales y su maduracion.
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En contraste en el TSVD el nivel de expresion de miRNA-126 es bajo a comparacion de otros
miRNAs, posiblemente esté relacionado con la inhibicion de VEGF y FGF y el término de la
angiogénesis.

EMBRIONARIO ADULTO
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Fig.16. Accion de miRNA126 en E24HH y tracto de salida ventriculo derecho (TSVD). A la izquierda se muestran la
manera hipotética de accion del miRNA-126 en el estadio E24HH promoviendo la angiogénesis y la diferenciacion
terminal endocardio a mesénquima. A la derecha se muestran la manera hipotética de accion del miRNA-126 en el TSVD
inhibiendo la angiogénesis y la diferenciacion terminal endocardio a mesénquima. Flechas en rojo: sobre expresion;
flechas azul: sub expresion; circulos negro: inhibicion.

Se ha determinado que el RNAm de Mef2c es uno de los blancos de miRNA-27b. Esto se ha
comprobado al transfectar el miRNA-27b en células miocardiales atriales y cultivo primario de
cardiomiocitos fetales. El resultado fue una disminucioén de aproximadamente 40% de la expresion
de Mef2c. En contraste, la inhibicion de miRNA-27b lleva al incremento de cuatro veces el
transcrito de Mef2c. Por otro lado, se sabe que Mef2¢ es un factor de transcripcion miogénico,
implicado en el desarrollo del corazéon, como regulador de la diferenciacion inicial y terminal
cardiaca, incluyendo la especificacion del segundo campo cardiogénico durante la morfogénesis del
tracto de salida embrionario (Dodou et al., 2004; Villavicencio- Guzman et al., 2010). Estudios en
el desarrollo cardiaco de pollo en etapa E28HH-E46HH y después del nacimiento por
inmunohistoquimica, se encontr6 que MEf2c se encuentra principalmente expresado en el
miocardio del cojin del canal AV y crestas del cono; asi como en el mesénquima y endocardio. Sin
embargo se encontrd que MEf2c, se encuentra mayormente expresado en el desarrollo embrionario
y disminuye su expresion después del nacimiento (Villavicencio-Guzman et al., 2010). En los
resultados de este estudio, se encontro expresado al miRNA-27b tanto en la etapa embrionaria como
adulta del TSVD, sin embargo la expresion es mayor en el tejido adulto (Figura 10A y 11). Lo que
sugiere que el miRNA-27b en el estadio embrionario, es regulador importante en el control de la
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especificacion del miocardio y en la transformacion de las crestas conales (mesenquimatosas) para
formar la cresta supraventricular (miocardio). En el tejido maduro, suponemos que al encontrar
aumentado la expresion del miRNA-27b, indica el termino de la diferenciacion y proliferacion
miocérdica; y sin embargo el miocardio aumentara su volumen y se mantendrd en un estado de
pausa mitotica y apoptoética.

ADULTO EMBRIONARIO
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Fig.17. Accion de miRNA-27b en el tracto de salida ventriculo derecho (TSVD) y E24HH. A la izquierda se muestran
la manera hipotética de accion del miRNA-126 en el TSVD inhibiendo la diferenciacion miocardica. A la derecha se
muestran la manera hipotética de accion del miRNA-126 en el estadio E24HH promoviendo la diferenciacion inicial y
terminal miocardica. Flechas en rojo: sobre expresion; flechas azul: sub expresion; circulos negro: inhibicion.

Con base en la busqueda de posibles blancos y procesos morfogenéticos regulados por los miRNAs,
se agruparon a los miRNA-24, miRNA-23b, miRNA-206 y Let7a como importantes en la
transformacion epitelio-mesénquima regulando a TGFf o modificando la matriz extracelular por lo
que se decidio analizar su patron de expresion del estadio E24HH al E36HH.

Respecto al miRNA-24, mediante estudios en la malla ocular humana encontraron que el miRNA-
24 tiene como blanco a la enzima furina (Luna y colaboradores 2011). Esta enzima es la encargada
de la maduracion del TGF-B (Sosa-Garrocho y Macias-Silva 2004). Estos hechos indican que el
miRNA-24, esta relacionado con la regulacion negativa de la enzima furina y a su vez, la regulacion
negativa de la via de sefializacion de TGF-f, al detener su maduracion.
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Fig.18.- Accion del miRNA-24 en la regulacion negativa de la enzima furina encargada de la activacion del
TGF-B maduro. Simbolo: —]inhibicién. Tomado Sosa-Garrocho y Macias-Silva 2004.

Est4 bien documentado que la TEM es el proceso morfogenético mas importante del desarrollo de
los cojines y crestas del corazén embrionario de aves, durante los estadios EISHH-E23HH y que la
TEM es dependiente del TGF-B (van den Hoffman ef al, 1999; Waldo et al., 2001; Barnett y
Desgrosellier 2003). En concordancia con este hecho Pelton y colaboradores (1991) en ratones de
12.5pc (una vez formados los cojines) encontraron un descenso de la proteina del TGF-3 en canal
AV que correlaciona con el fin de la TEM.

En este trabajo en los embriones de aves de E24HH se encontr6 la expresion de miRNA-24, lo que
posiblemente se relacione con un descenso del TGF y concuerde con lo reportado como una etapa
de transicion de la TEM, para dar paso a otros procesos como la proliferacion, la miocardizacion y
maduracion del miocardio. Sin embargo la actividad del miRNA-24 en E24HH puede referirse no
solo a la TEM, sino también a la diferenciacién miocardio. En aves, en estadios E22HH-E24HH el
miocardio, aun se mantiene indiferenciado, no posee caracteristicas histologicas propias del tejido
maduro y las capas miocardicas son delgadas en comparacion con estadios mas avanzados
(Sanchez-Goémez et al., 2005). La posible inhibicion de TGF- en E24HH por la accién del
miRNA-24, podria estar relacionada con la necesidad de evitar la diferenciacion prematura del
miocardio, que recubre al cono y tronco, que aun no han completado su morfogénesis. Esta idea se
basa en lo descrito por Monzen y colaboradores (1999) al adicionar TGF-§ a cultivos in vitro de
miocardiocitos inmaduros y encontrar que este factor es indispensable para su diferenciacion
terminal.

También se observdo que la expresion de este miRNA-24 cambié a lo largo del desarrollo
embrionario. En el estadio E24HH y E26HH fue la mas alta; hacia el estadio E28HH-E36HH se
observo una menor expresion del miRNA-24. Estos resultados sugieren que entre E28HH-E36HH
al disminuir miRNA-24 hay una liberacion de la represion del ARNm de la enzima furina que
posiblemente lleve a la maduracion del TGF-B, pues se sabe que durante este periodo de
cardiogénesis tardia, se encuentra presente TGF-By actia en la fusion de cojines cardiacos,
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desarrollo del septum primum, valvas atrio-ventriculares y semilunares (Pelton et al., 1991; Heine
et al., 1987; Hoffman et al., 1999).

Por otro lado se ha encontrado ARNm de TGFB1 en edad adulta (Engelmann et al., 1992) y se sabe
que en aves en el periodo postnatal temprano hay proliferacion miocardica, sin embargo, va
disminuyendo hasta desaparecer en la etapa adulta (Martinsen 2005). Cabe mencionar que en la
estructura madura del TSVD, se observd exacerbada la expresion del miRNA-24 lo que
posiblemente esté relacionado con la fisiologia del tejido, ya que se sabe que el TSVD abarca el
septum interventricular, infundibulo, cresta supraventricular y pared libre del VD que es
preponderantemente tejido muscular miocardico. La expresion excesiva de miRNA-24 en el
corazon juvenil de pollo puede provocar la represion de la furina y por ende del TFG-B llevando a
una disminucion de la proliferacion de miocardiocitos ya diferenciados, lo que correlacionaria con
lo descrito previamente en la literatura. Algunos blancos de miRNA-24 descritos en las bases
bioinformaticas, son la Proteina-11 relacionada Bcl2 (facilitador de la apoptosis) y con un menor
score Mef2A (potenciador especifico de miocitos 2A).

miRNA-206 asi como el miRNA-23b se expresan en estadio E24HH y entre el estadio E26HH al
E36HH dejan de expresarse. Estos dos miRNAs se encuentran relacionados con la MEC, por una
parte segun las bases bioinformaticas miRNA-206 tiene como posible blanco a la endotelina
(Horstmeyer et al., 2005). En la literatura, se ha reportado que fibroblastos humanos, al ser
estimulados con endotelina en cultivos primarios, aumenta la sintesis de colagena 1. Este efecto
aumenta de manera aditiva al adicionar TGF-3; por otro lado, se ha reportado que la transfeccion de
miRNA-23b en explantes de cojines endocardicos provoca una reduccion y pérdida de la expresion
de la enzima Has2, efecto que se acompaia de reduccion de HA en la MEC.

En la formacion de los cojines cardiacos, varios autores han documentado que el HA y colagena son
de suma importancia. En explantes de cojines endocardicos de ratones Has2-/- cuando se le
adiciona HA se favorece la TEM. En contraste cuando se le adiciona al explante hialuronidasa
(enzima degradante del HA), se inhibe la transformacion de células endoteliales a mesénquima y la
consecuente invasion de las células mesenquimales a la matriz de colagena (Camenisch et al.,
2002). Ademas se ha encontrado una relacion positiva de la actividad de TGFB2, con la sintesis del
HA. En ratones TGFb2 -/- se ve afectada la produccion del HA y por ende las caracteristicas de la
MEC alterando la formacion de los cojines endocardicos (Azhar et al., 2011). También se sabe que
una vez concluida la TEM en los cojines y crestas cardiacas, el HA y la colagena ya no son
componentes esenciales de la matriz extracelular, por lo que disminuye su produccion (Camenisch
et al., 2002; Azhar et al., 2011). Por otra parte, en el embrion de pollo, el E24HH marca el fin TEM
y da paso a la maduracion de los cojines y crestas cardiacas que culmina con la formacion de las
valvulas y tabiques caracteristicos de un corazon tetracameral.

Todos estos antecedentes, sumados al patrén de expresion del miRNA-206 y miRNA-23b en la
etapa E24HH sugieren que estas dos moléculas, pueden jugar un papel en la modificacion de la
constitucién quimica, organizacion e inhibicion de los componentes de la MEC, facilitando el
cambio del programa morfogenético de la TEM a proliferacion y diferenciacion del tejido
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mesenquimatoso. Mientras que en las bases bioinformaticas otro blanco reportado para miRNA-23b
es el receptor 3 de TGF-f.

Esta bien caracterizado que los receptores 1 de TGF-f, son necesarios en la transduccion y
activacion de cascadas de sefalizacion importantes en diversos mecanismos celulares, involucrados
en la cardiogénesis como es el caso del desarrollo de los cojines endocardicos del canal AV y
crestas del cono y el tronco, la migracion de las células de la cresta neural, proliferacién y
diferenciacion del miocardio. En embriones TgfbR 1 nulos mueren a los 13pc por defectos cardiacos
severos (Nakajima et al., 2000; Arthur y Bamforth 2011). En las bases bioinformaticas, se ha
reportado que Let7a tiene como blanco al receptor 1 de TGF-B. En el estudio al evaluar a lo largo
del desarrollo (E24HH-36HH), no se encontré expresado Let7a, ni tampoco en el tejido maduro.
Estos hallazgos sugieren que en el corazén embrionario de pollo, el TgfbR1 no esta regulado por
Let7a o quiza haya un nivel de regulacion no evaluado o que el receptor se encuentra expresado de
manera constitutiva en todo el desarrollo embrionario.

Con base en las funciones descritas anteriormente y al patron de expresion durante la
transformacion del cono en el TSVD, supuesto para miRNA-206, miRNA-24 y miRNA-23b, se
plantea un modelo hipotético de accion de estos miRNAs en la TEM y en el desarrollo de las crestas
conales (Figura
19).
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Fig. 19.- Modelo Hipotético de accién de los miRNAs relacionados con TGFf y desarrollo de las crestas conales en
E24HH. En circulos amarillos se encierran los blancos no validados segiin la base bioinformatica miRBASE con score
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arriba de 60% de posibilidad y en circulos verdes se encierran los blancos validados encontrados en la literatura. Flechas
en rojo: sobre expresion; flechas azul: sub expresion; circulos negro: inhibicion.
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XII.- CONCLUSIONES

La correlacion del patron de expresion de los miRNAs analizados y la funcion que se ha descrito en
la literatura permite sugerir:

1.- En el tejido embrionario la subexpresion de miRNA-1 promueve la proliferacion del miocardio
ventricular e inhibe de la diferenciacion cardiaca. La sobreexpresion de miRNA-1 en el TSVD esté
relacionada con la inhibicion de la proliferacion de miocardio ventricular y mantenimiento de la
diferenciacion miocardica.

2.-En el tejido embrionario la expresion de miRNA-15a correlaciona con la apoptosis, mientras que
la expresion de miRNA-30d, con la inhibicién de la apoptosis, manteniendo un balance de este
proceso. Sin embargo en la estructura madura TSVD la expresion del miRNA-30d y la sub-
expresion de miRNA-15a inhibiria la apoptosis.

3.-miRNA-126 al encontrarse expresado en el tejido embrionario promueve la angiogénesis y la
TEM; mientras que en el adulto al encontrarse subexpresado miRNA-126 puede inhibir la
angiogénesis y la TEM.

4.- miRNA-27b al encontrarse subexpresado en el tejido embrionario activa la diferenciacion inicial
y terminal cardiaca; mientras que en el adulto al encontrarse expresado mantiene diferenciacion
miocardica.

5.- El patron de expresion de miR206, miR23b, miR24 desde E24HH al E36HH, indica que estos
miRNAs pudieran facilitar un cambio en el programa genético, modificando las caracteristicas de la
MEC y/o asegurando la transicion del proceso de TEM hacia la proliferacion y maduracion del
mesénquima de las crestas conales.

6.- Al no encontrarse expresado el Let-7a en el tejido embrionario, ni adulto, quiza el receptor 1 de
TGF-B no se encuentre regulado por este miRNA o el receptor se expresa constitutivamente en el
tejido.
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XIII.- PERSPECTIVAS

Validar en nuestra zona de interés y modelo animal los blancos sefialados en la literatura y en las
bases bioinformaticas del miRNA-206, miRNA-24 y miRNA-23b.

Inyectar en estadio E22HH los miRNAs miRNA-206, miRNA-24 y miRNA-23b y por otro lado los

antagomiRs y observar si hay algiin impacto en el desarrollo del cono hacia la estructura madura del
TSVD.
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XV.- ANEXO

SOLUCIONES

1.-Soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS 1x)

Hidroxidfo de sodio (NaCl) 8¢

Cloruro de Potasio (KCI) 02¢g
Fosfato de Hidrogeno disédico (Na,HPO4) 144 g
Fosfato de hidrégeno dipotasio (KH,HPO4) 024 ¢
Agua bidestilada 800 mL
Ajustar pH a 7.4 con Acido clorhidrico (HCI)

Aforaral L

2.- Solucioén de Ringer

Para preparar 1litro:

Cloruro de sodio 10g
Cloruro de potasio 0.416 g
Cloruro de calcio 024¢g
3.- TAE 50x

Para preparar 1litro:

Tris Base 242¢g
Acido acético glacial 57.1ml
EDTA 100ml

Aforar a un litro con agua inyectable.
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