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RESUMEN



Recientemente ha cobrado una gran relevancia el interés por conocer y entender
los reguladores moleculares responsables del desarrollo del corazén. En la presente Tesis
Doctoral analizamos los determinantes moleculares de la especificacion cardiaca de las células
programadas para formar el corazon. Nosotros analizamos las células precardiacas desde su
localizacion inicial a nivel de la linea primitiva, y posterior migracion hacia mesodermo
precardiaco y constitucion del tubo cardiaco, sus caracteristicas moleculares, el patron de
expresion de genes especificos y los factores implicados en la inducciéon o represion de la
especificacion cardiaca.

Para ello, hemos planteado una serie de estudios experimentales, utilizando como
modelo el embrién de pollo. Actuando sobre embriones en cultivo, hemos llevado a cabo
experimentos de ganancia de funcién, utilizando diferentes factores, entre ellos Fgf8, Bmp2 y
miR-130, mediante técnicas de electroporacidon y aplicacion de esferas acrilicas sobre las
células precardiacas, desde fases muy iniciales del desarrollo. Simultdneamente, hemos llevado
a cabo experimentos de pérdida de funcién mediante Fgf8 siRNA; SU5402, bloqueante de la
sefial FGF; nogina, inhibidor de Bmp; y anti-miR-130.

Nuestros resultados muestran que la sobre-expresion de Fgf8 conduce a una
disminucién de la expresion de los factores de transcripcion Nkx-2.5, el primer marcador de
diferenciacion cardiaca, y Gata4. Ademas, disminuye la expresion de Bmp2. Los experimentos
de sobreexpresion de Bmp2 conducen a un incremento de expresion de Nkx-2.5 y Gata4, asi
como a una disminuciéon de la expresién de Fgf8 y de la sefal Erk1/2 a nivel de los tubos
endocérdicos. Estos datos son concordantes con nuestros resultados obtenidos mediante los
experimentos de pérdida de funcién, que establecen efectos opuestos a los referidos.

Adicionalmente, hemos analizado el papel de miR-130, un microRNA que se une a
secuencias especificas en el 3'UTR del gen diana Erk1/2 (Mapk1). Observamos que la
expresion de miR-130 se localiza en el mesodermo precardiaco y su correspondiente
endodermo adyacente del campo cardiaco primario. Nuestros experimentos de sobreexpresion
de miR-130 ponen de manifiesto que suprime la expresion de Fgf8 a nivel de los tubos
endocardicos, e induce la expresion de Nkx-2.5 y Gata4; ademas, controla la expresion de miR-
133, también especifico de areas precardiacas; y lo mas relevante, induce un incremento de la
expresion de Bmp2, un factor que mantiene una intima relaciéon con otros aqui analizados,
dentro de la via de las catecolaminas, poniendo de manifiesto un papel activo de estos factores
en el proceso de diferenciacion cardiaca.

En conjunto, nuestros resultados sugieren un proceso de feed-back negativo entre
Bmp2 y Fgf8, regulado a través de miR130 y mediado por la sefial de Erk1/2, lo que constituye

un elemento crucial que participa en el patron preciso del desarrollo temprano del corazon.

Palabras clave: cardiogenesis, Fgf, Bmp, microRNAs, electroporacion



ABSTRACT



Over the last few years, the challenge to understand those molecular determinants
responsible for heart development has taken on special relevance. In the present Doctoral
Thesis, we analyze the molecular determinants of cardiac specification of cells programmed to
form the heart. With this perspective, we examine the prospective cardiogenic cells, from their
initial location, at primitive streak level, and their migration to precardiac mesoderm and primitive
cardiac tube formation, their molecular characteristics, specific gene expression patterns, and
those inductive and repressive factors involved in cardiac specification.

We use chick embryo in culture as a model to design groups of experiments based
in gain- and loss-of-function. We perform gain-of-function experiments through electroporation
and acrylic beads application on the prospective cardiogenic cells from the initial gastrulation by
using Fgf8, Bmp2 and miR-130. Simultaneously, we perform loss-of-function experiments by
means of Fgf8 siRNA; SU5402, blocker of FGF signal; noggin, which antagonizes Bmp activity;
and anti-miR-130.

Our results show that over-expression of Fgf8 lead to a decrease in the transcription
factor Nkx-2.5 expression, the earliest marker of cardiac differentiation, and Gata4. Moreover,
Fgf8 over-expression decreases Bmp2. Our experiments based on Bmp2 over-expression
resulted in an increased Nkx-2.5 and Gata4 expressions, as well as suppression of Fgf8
expression and reduction of Erk1/2 staining, at endocardial tube level. These data agree with the
results we obtained by means of loss-of-function experiments, that show the opposite effects.

Additionally, we analyze the role of miR-130, a microRNA that binds to specific
sequences in the 3'UTR of target gene Erk1/2 (Mapk1). We observe that miR-130 expresses at
precardiac mesoderm and underlying endoderm levels of the primary cardiac field. Our results
show that over-expression of miR-130 suppresses Fgf8 expression at both primitive endocardial
tube levels, and induces Nkx-2.5 and Gata4 expressions. Furthermore, it regulates miR-133
expression, specifically expressed in precradiac areas. The most relevant data, over-expression
of miR-130 increase Bmp2 expression, a molecular factor which maintains a close relationship
with other factors here analyzed, such as catecholamines pathways, which reveals an active role
of these factors in the process of cardiac differentiation.

All those data support the establishment of a negative feed-back between Bmp?2
and Fgf8 mediated by miR-130 expression and Erk1/2 signal, constituting a crucial element in

the precise patterning and early development of the heart.

Keywords: cardiogenesis, Fgf, Bmp, microRNAs, electroporation
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INTRODUCCION



El conocimiento de los factores que determinan el desarrollo del sistema
cardiovascular sigue, hoy dia, siendo uno de los mas importantes retos que la biologia del
desarrollo tiene planteados. En los estadios iniciales del desarrollo embrionario, el sistema
circulatorio es la primera unidad funcional en constituirse, siendo el corazén el primer érgano
que comienza a funcionar, para poder suministrar los requerimientos nutricionales y de oxigeno,
que no pueden ser satisfechos por difusion, cuando el embrién comienza a ser mas complejo.

En embriones de aves las células que van a formar el corazén han sido
identificadas a nivel del epiblasto y de la linea primitiva, justo caudales al organizador o nédulo
de Hensen (Selleck y Stern, 1991; Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1993; Schoenwolf y Garcia-
Martinez, 1995; Lopez-Sanchez et al., 2001). Numerosos estudios previos han mostrado que las
células precardiacas de la linea primitiva se invaginan para formar el mesodermo precardiaco
en la region rostral, a ambos lados del embrién, constituyendo junto con su endodermo
adyacente el campo cardiaco primario (zona precardiaca o regiones formadoras de corazon;
Rawles, 1943; Rosenquist y DeHaan, 1966; Stalsberg y DeHaan, 1969; Garcia-Martinez y
Schoenwolf, 1993; Garcia-Martinez et al., 1993; Schoenwolf y Garcia-Martinez, 1995; Ehrman y
Yutzey, 1999; Harvey, 2002; Brand, 2003, Lawson y Schoenwolf 2003; Martinsen 2005; Lopez-
Sanchez et al., 2009). Posteriormente, las células del mesodermo precardiaco, localizadas a
nivel de la hoja esplacnopleura del mesodermo lateral, se diferencian y se organizan para
constituir ambos tubos endocardicos primitivos (DeHaan, 1965; Rosenquist, 1970; Gonzalez-
Sanchez y Bader, 1990, Peng et al., 1990; Linask y Lash, 1993; Eisenberg y Bader, 1995, 1996;
Sugi y Markwald, 1996; Buckingham et al., 2005; Martinsen 2005; Hutson et al., 2010), que se
fusionan en la linea media para formar el lineal tubo cardiaco primitivo (Hurlé y Ojeda, 1977;
Manasek et al., 1986; Haunstetter e Izumo, 1998; Manner, 2000; Martinsen 2005; Buckingham
et al., 2005; Abu-Issa y Kirby 2008; Cui, et al., 2009), con un extremo caudal, venoso, atrial, y un
extremo craneal, arterial, ventricular. Un proceso morfogenético complejo determina que tenga
lugar en el tubo una incurvacién, dando lugar a la formacion del asa cardiaca, determinando que
su polo venoso llegue a ocupar una posicion mas rostral, justo dorsal al polo arterial. En estos
estadios, otros grupos celulares procedentes del mesodermo faringeo, de relevancia aun no
bien determinada, contribuyen a la formacion de diferentes zonas del corazén embrionario,
fundamentalmente en el polo arterial, constituyendo el campo cardiaco secundario (Mjaatvedt et
al., 2001; Kelly et al., 2001; Waldo et al., 2001; Abu-Issa, 2004; Dyer y Kirby, 2009; Rochais, et
al., 2009). De modo concomitante a la formacion del asa cardiaca tiene lugar un proceso de
segmentacion (atrio-ventricular) y de tabicacion para constituir las cuatro camaras que

caracterizan al corazén adulto (Garcia-Martinez y Hurlé 1986; Hurlé et la., 1986; Manner, 2000).

A pesar del amplio numero de estudios centrados en el analisis de los factores que
determinan el desarrollo cardiaco, existen aun numerosos aspectos oscuros e incluso
controvertidos. En los ultimos afios ha cobrado especial relevancia el interés por conocer los
mecanismos moleculares que regularian el proceso de cardiogénesis y morfogénesis cardiaca
(Brand et al., 2002; Zaffran y Frasch, 2002; Brand, 2003; Dunwoodie, 2007; Kirby, 2007; Miazga

y McLaughlin 2009; Lopez-Sanchez y Garcia-Martinez, 2011). El conocimiento de los genes que
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se expresan especificamente a nivel del corazén, asi como los factores que regulan su
expresion, constituyen hoy dia el aspecto mas relevante, no sélo por su implicacion en el
desarrollo, sino también por su potencial repercusion en el establecimiento de estrategias

terapéuticas y medicina regenerativa.

Hoy dia es asumido que la primera manifestacion del proceso de diferenciacion
hacia miocardiocito vendria determinada por la expresion del factor de transcripcion Nkx-2.5
(tinman) a nivel de las células del mesodermo precardiaco del campo cardiaco primario
(Schultheiss et al., 1995). La expresién de Nkx-2.5 estaria regulada por proteinas secretadas a
nivel del endodermo adyacente, fundamentalmente Bmp2 (Schultheis et al., 1997; Andrée et al.,
1998; Schlange et al., 2000) y Fgf8 (Alsan y Schulteiss, 2002). Estos datos han sido obtenidos a
partir de estudios experimentales en embriéon de pollo, en los que se ha puesto de manifiesto
que la administracion de BMP2 tiene capacidad de inducir la expresion de Nkx-2.5, pero sélo
cuando se aplica en una localizacion medial al campo cardiaco primario. Por otro lado, la
administracion experimental de FGF8 ha mostrado ser capaz de inducir la expresion de Nkx-2.5,
pero en este caso s6lo cuando se aplica lateral al campo cardiaco primario, mostrando ademas
la capacidad dosis-dependiente de BMP2 para inducir la expresién de Fgf8 (Alsan y Schulteiss,
2002).

Recientemente, como responsables del proceso de cardiogénesis, se ha implicado
a los microRNAs, pequenas secuencias de RNA de 20-26 nucledtidos, como posibles factores
reguladores centrales de la expresion de genes durante el desarrollo embrionario (He y Hannon,
2004, Zhao y Srivastava, 2007; Espinoza-Lewis y Wang, 2012). Del mismo modo, variaciones
en sus niveles estarian asociadas con diferentes patologias cardiacas en humanos (Cordes et
at., 2010; Chen y Wang, 2012; Osman 2012; Papageorgiou et al., 2012; Wang y Yang, 2012).
Estos microRNAs estdn conservados y actian a nivel post-transcripcional para el
establecimiento y mantenimiento de la homeostasis del organismo (Zhao y Srivastava, 2007), y
muchos microRNAs son expresados en numerosos tejidos especificos incluyendo el corazén
(Darnell et al., 2006; Cordes et al., 2010; Chinchilla et al., 2011; Malizia y Wang, 2011;
Espinoza-Lewis y Wang, 2012).

En un intento de aportar nuevos datos sobre los factores de transcripciéon y
moléculas que determinan el proceso de induccion y diferenciacion cardiaca, en la presente
Tesis Doctoral, hemos realizado un estudio en embriones de aves, basado en experimentos de
ganancia y pérdida de funcion, al objeto de analizar su papel regulador y modulador en las vias

de sefializacion que regulan el desarrollo cardiaco.
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OBJETIVOS



En la Presente Tesis Doctoral nos planteamos los siguientes Objetivos:

1.- Analizar el papel de Fgf8 en el proceso de induccion cardiaca.

2.- Determinar el papel de Bmp2 en los mecanismos de especificacion cardiaca.

3.- Caracterizar el papel modulador de miR-130 en las vias de sefalizacién

cardiaca.

4.- Caracterizacién del papel de otros factores que pudieran actuar en combinacion

con los anteriores.

5.- Establecer criterios de una cooperacion entre los diferentes factores
moleculares, como base de los mecanismos responsables de la induccién y mantenimiento de la

diferenciacion cardiaca.
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ESTADO ACTUAL DEL TEMA



En los estadios iniciales del desarrollo embrionario, el sistema circulatorio es la
primera unidad funcional en constituirse, siendo el corazén el primer érgano que comienza a
funcionar, para poder suministrar los requerimientos nutricionales y de oxigeno, que no pueden
ser satisfechos por difusion, cuando el embrién comienza a ser mas complejo. Se desarrolla
inicialmente como una estructura tubular sencilla, hasta constituir un 6rgano maduro,

tetracameral, con un alto grado de complejidad.

Diferenciacion y morfogénesis cardiaca

En el desarrollo cardiaco se distinguen dos aspectos fundamentales: el proceso de
cardiogénesis, que incluye aquellos mecanismos que promueven la diferenciacion y
especificacion de las células precardiacas, y el proceso de morfogénesis cardiaca, que incluiria
los procesos de distribucion organizada de las células, para conseguir una completa morfologia
y formacion del corazén adulto (Garcia-Martinez et al., 1993, 1997; Lopez-Sanchez et al., 2001,
2004, 2005).

El modelo de estudio para los primeros estadios de gastrulacion en el desarrollo
humano y mamiferos es el embrién de ave y reptil fundamentalmente, debido al aspecto similar

a nivel morfolégico y a la facilidad en la manipulacién de estos embriones in vivo.

Desde el punto de vista experimental, se ha puesto de manifiesto en embriones de
aves que las células precardiacas son identificables, incluso antes de la gastrulacion (Figura 1),
a nivel de la mitad rostral del ectodermo (epiblasto), laterales a la linea primitiva e
inmediatamente caudales al nédulo de Hensen (Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1993;
Schoenwolf y Garcia-Martinez, 1995; Lopez-Sanchez et al., 2001; Lawson y Schoenwolf, 2003).
Al comienzo de la fase de gastrulacion, las células precardiacas se dirigen hacia la linea media
del embrién (Rawles, 1943; Hatada y Stern, 1994; Tam et al., 1997), se invaginan a través de
zonas determinadas de la linea primitiva, situadas justo caudalmente al nédulo de Hensen
(Selleck y Stern, 1991; Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1993; Lépez-Sanchez et al., 2001), y
migran rostrolateralmente en distribucién bilateral, a ambos lados del nédulo de Hensen, hasta
situarse a nivel de la placa mesodérmica, constituyendo las areas de mesodermo precardiaco,
que junto con su endodermo adyacente determinan la zona precardiaca, regiones formadoras
de corazén o campo cardiaco primario (Rawles, 1943; Rosenquist y DeHaan, 1966; Stalsberg y
DeHaan, 1969; Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1993; Garcia-Martinez et al., 1993; Schoenwolf y
Garcia-Martinez, 1995; Tam et al., 1997; Ehrman y Yutzey, 1999; Harvey, 2002; Brand, 2003;
Cui et al., 2009), que van a contribuir a la formacién del endocardio y del miocardio (Peng et al.,
1990; Linask y Lash, 1993; Eisenberg y Bader, 1995).
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Figura 1.- Esquema de un embrién de pollo en fase de gastrulacion mostrando en color rojo la localizacién de las
células precardiacas, desde la linea primitiva hasta su posterior localizacion a nivel del tubo cardiaco primitivo. En verde
estan representadas las células que formaran el endodermo adyacente al mesodermo precardiaco.

Se ha determinado que mas de la mitad rostral de la linea primitiva en esta fase del
desarrollo contiene células precardiacas (Figura 2), con excepcion del extremo mas rostral de
ésta, el nédulo de Hensen, el cual contribuye esencialmente a la formacién de la notocorda, del
mesénquima de la cabeza y al endodermo del intestino anterior (Schoenwolf et al., 1992;
Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1992; Garcia-Martinez et al., 1993, 1997; Lopez-Sanchez et al.,
2002; Lawson y Schoenwolf, 2003). El mesodermo precardiaco establece una estrecha relacion
con el endodermo anterior, que ha sido implicado en el proceso de diferenciacion del corazoén
embrionario (Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1993; Martinsen, 2005; Lopez-Sanchez et al.,
2009). El mesodermo precardiaco posee caracter bipotencial en su linea de diferenciacion, lo
que significa que dara origen a células endocardicas y miocardicas (Rosenquist, 1970; Peng et
al.,, 1990; Linask y Lash, 1993; Eisenberg y Bader, 1995, 1996; Sugi y Markwald, 1996;
Buckingham et al, 2005; Martinsen, 2005; Hutson et al., 2010).

/- Celulas
' presomiticas

PSE
Ps3 HH4

Figura 2.- Esquema de un embrién en fase de gastrulacién mostrando la localizacién de las células precardiacas a nivel
del epiblasto y la linea primitiva y su posterior localizacion a nivel del tubo cardiaco primitivo.
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Inicialmente, el mesodermo se constituye por una capa simple de células, pero, a
medida que avanza el desarrollo, el mesodermo lateral comienza a separarse en dos capas, la
capa de mesodermo esplacnico y la capa de mesodermo somatico, con las células precardiacas
contenidas dentro de la capa de mesodermo esplacnico (DeHaan, 1965; Gonzalez-Sanchez y
Bader, 1990). Posteriormente, la distribucién de las células precardiacas adquiere una
caracteristica forma de media luna (Cui et al., 2009), constituyéndose las crestas o areas
cardiacas; que sufren un proceso de diferenciacion que dard lugar a la formaciéon de una
estructura par, los tubos endocardicos primitivos (Sugi y Lough, 1994; Sugi y Markwald, 1996;
Buckingham et al, 2005; Martinsen, 2005; Hutson et al., 2010).

Debido al cierre de la placa neural y también a la elongacién de las vesiculas
encefalicas, el sistema nervioso central crece y se expande sobre la region cardiogénica central
y la futura cavidad pericardica. De forma concomitante a este crecimiento del sistema nervioso y
a la flexion cefalocaudal del embrién, los tubos endocardicos son desplazados hacia la region
rostral para posteriormente aproximarse y fusionarse en la linea media del embrion (Manasek et
al., 1986; Haunstetter e Izumo, 1998; Manner, 2000; Abu-lssa y Kirby, 2008). La fusion
comienza en el extremo cefélico de los tubos (Figuras 1 y 3) y se extiende en direccién caudal,
de tal modo que se forma un tubo cardiaco Unico, denominado tubo cardiaco primitivo (Hurlé y
Ojeda, 1977; Haunstetter e lzumo, 1998; Cui et al., 2009), con capacidad contractil, y
estructuralmente constituido por un tapiz endotelial interno, el endocardio, por la pared muscular
o miocardio, y por el epicardio, que recubre el exterior del tubo. El miocardio esta formado por
elementos contractiles que se orientan de forma aparentemente aleatoria y circunferencial
(Itasaki et al., 1989; Shiraishi et al., 1992). La parte interna del miocardio secreta matriz
extracelular, la gelatina cardiaca, que se acumula separando al miocardio del endocardio (Kitten
et al., 1987; Manasek, 1970, 1975, 1976). El epicardio se diferencia a partir de las células
mesoteliales del mesodermo esplacnico. Estas células migran desde el mesocardio dorsal, a
nivel del seno venoso desde donde avanzan hasta cubrir por completo el miocardio (Mufoz-
Chapuli et al., 2002; Van Wik et al., 2009).
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Figura 3.- En la linea superior un esquema de la fusion de los tubos endocardicos primitivos y la formacién del asa
cardiaca, con la posterior segmentacion del corazén. TEP: tubos endocardicos primitivos. TCP: tubo cardiaco primitivo.
TC. Tronco-cono. A: Atrio. En la linea inferior una secuencia de imagenes de microscopia electrénica de barrido de las
fases sefialadas en el esquema.

El tubo cardiaco primitivo conecta en la parte craneal con la aorta ventral y en la
zona caudal con las venas vitelinas. La superficie ventral del corazén esta libre en la cavidad
pericardica, y suspendida en el liquido pericardico. Dorsalmente, el corazén esta unido a la
pared del tubo digestivo por el mesocardio dorsal (Waldo et al., 2001; Abu-Issa et al., 2004;
Martinsen, 2005; Abu-lssa y Kirby, 2008). En el curso del desarrollo sufrird un proceso de
incurvacion hacia la derecha y un giro ventrocaudal (DeHaan, 1965; Fishman y Chien, 1997;
Levin et al., 1997) que dara lugar a la formacion de una estructura denominada asa cardiaca,
inicialmente con forma de “C” (Figuras 1 y 3) y al progresar el plegamiento del cuerpo
embrionario, el mesocardio dorsal se interrumpe en la region media del corazén, liberandose
mas del cuerpo embrionario, adquiriendo posteriormente forma de “S” (Manasek et al., 1972,
1986; Taber et al., 1995). Este desplazamiento del tubo cardiaco primitivo constituye una de las
primeras sefiales de asimetria izquierda-derecha en el embrién (Olson y Srivastava, 1996;
Fishman y Chien, 1997; Lin y Taber, 1994; Taber et al., 1995; Zamir et al., 2003; Voronov et al.,
2004; Nerurkar et al., 2006; Ramasubramanian et al., 2006).

El plano corporal de los vertebrados exhibe simetria bilateral, mientras que los
organos internos se encuentran localizados asimétricamente en relacién con los lados, izquierdo
y derecho, de la linea media. El corazén es el primer 6rgano que presenta una asimetria
izquierda-derecha, ya que gira hacia la derecha inicialmente durante la embriogénesis. Las
anormalidades en la disposicion de los o6rganos internos a menudo estdn asociadas a
malformaciones cardiacas congénitas. La mayor parte de los casos de lateralidad incorrecta dan
lugar a disfunciones cardiacas severas debidas a la inversion del asa cardiaca (Ruiz-Lozano et
al., 2001).
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Simultaneamente a la formacion del asa cardiaca se produce la segmentacion o
regionalizacion del corazén embrionario (Figura 3). De tal forma que se constituyen y diferencian
las distintas partes del corazén: seno venoso en el polo caudal, atrio o auricula y ventriculo
primitivos, y bulbus cordis, region tronco-conal, o polo arterial, en el extremo cefalico (Kramer,
1942). La primera manifestacion morfolégica del proceso de regionalizacion (Manner, 2000)
consiste en un aumento del grosor del tubo cardiaco a nivel de los 2/3 mas rostrales,
identificandose una regiébn més gruesa ventricular; inmediatamente craneal se localiza el tracto
de salida. Posteriormente se completa el giro a la derecha y muestra el primer esbozo del sector
atrial. Ademas del tracto de salida y el sector atrial y ventricular, se observa un surco
interventricular que lo divide en dos sectores. De modo concomitante a la aparicion del tracto de
salida en el polo arterial, formacion del ventriculo primitivo y auricula primitiva, se constituye el
Seno venoso, expansiones que aparecen caudales al sector atrial (Moorman y Christoffels,
2003). A nivel de la auricula primitiva se produciran expansiones laterales. La auricula izquierda
crece antes, lo que provoca el desplazamiento del seno venoso. A nivel ventricular también se
produce una expansion diferenciada de los dos ventriculos, izquierdo y derecho, que acentua el

surco interventricular.

La septacidon o tabicacion consiste en un proceso basado en la formacién del
septum atrial y septum ventricular, necesarios para la separacion de la doble circulacion del
corazén, asi como la formacion del aparato valvular, que se localizara en la region
atrioventricular y tracto de salida cardiaco. Comienza con el crecimiento en grosor del miocardio
(hasta entonces era una sola capa), formando estructuras trabeculares que invaden la luz
ventricular. El primer paso consiste en la aparicién de la barra media, localizada en el centro de
la cavidad cardiaca, en sentido dorso-ventral, separando parcialmente el sector atrial del sector
ventricular, y permitiendo la comunicacion entra ambos a través de los canales
atrioventriculares, izquierdo y derecho, donde se desarrollard el aparato valvular atrio-
ventricular, mitral y tricuspideo (Garcia-Martinez y Hurle, 1986, 1988; Garcia-Martinez et al.,
1987, 1990, 1991; Kirby, 2007).

Regulacion génica del desarrollo cardiaco

En los ultimos afios ha sido evidente el avance en el conocimiento de los factores
que determinan y controlan el desarrollo del corazén (Brand et al., 2002; Zaffran y Frasch, 2002;
Brand, 2003; Kirby, 2007; Lopez-Sanchez y Garcia-Martinez, 2011). Dentro de estos factores, la
expresion de diferentes genes durante el desarrollo ha sido una de las principales vias de
conocimiento, a nivel molecular, para la comprensiéon de los complejos acontecimientos que
caracterizan los procesos de cardiogénesis y morfogénesis cardiaca. Los mecanismos
moleculares que actuan en el desarrollo estan basados fundamentalmente en dos aspectos: a)

en la regulacién génica por factores de transcripcidn, que son genes que controlan la expresion
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de otros genes, y b) mediante morfégenos y sefales intercelulares, mecanismo basado en la
comunicacién de las células a través de un receptor de la superficie celular y por la molécula
(ligando) que se une al mismo, permitiendo asi a los receptores transmitir sus sefales a

procesos intracelulares.

Genes determinantes del proceso de cardiogénesis

Uno de los aspectos mas relevantes en el proceso de cardiogénesis consiste pues
en la migracién de las células precardiacas de la linea primitiva hacia sus dos laterales
localizaciones para constituir el mesodermo precardiaco. Recientemente ha sido propuesto
(Mlnsterberg y Yue, 2008) que la expresion de Wnt3a a nivel de la linea primitiva actuaria como
una sefal quimio-repelente para guiar el movimiento de las células precardiacas desde la linea
primitiva hacia su migarcion lateral. El seguimiento de estas células ha sido bien analizado en
embriones de ratdn, utilizando como marcador el andlisis de la expresion de Mesp1 (Saga et al.,
1999; Kitajima et al., 2000; Klaus et al., 2007; Costello et al., 2011).

En nuestro laboratorio hemos puesto de manifiesto que el nédulo de Hensen tiene
capacidad de inducir la expresiéon de marcadores especificos de corazén cuando es
trasplantado a regiones precardiacas y no-precardiacas (Lopez-Sanchez et al., 2002; 2009).
Estos datos apoyan la hipétesis de que el nédulo de Hensen podria constituir un factor regulador
en la especificacion cardiaca (Martinsen, 2005; Cui et al., 2009), probablemente mediante la
produccion de los factores de crecimiento Fgf8 y Bmp2, que se estan expresando en estas fases

del desarrollo a nivel del nédulo de Hensen.

La primera manifestacion de la diferenciacion de células del mesodermo esplacnico
hacia la formacion de células cardiacas viene determinada por la expresion del factor de
transcripcion Nkx-2.5, y se ha propuesto que sea como consecuencia de la inducciéon de
miembros de las familias Fgf y Bmp, que se expresan en el endodermo adyacente al
mesodermo precardiaco (Figura 4), comprometiendo a las células de estas areas en la via de
diferenciacion de células cardiacas (Schultheiss et al., 1995; 1997). Por lo tanto, en respuesta a
estos mecanismos de induccién por parte de Fgf y Bmp desde el endodermo, las células del
mesodermo precardiaco expresan genes para diversos grupos de factores de transcrpicion:
Nkx-2.5, Mef2 y GATA4, de gran importancia en el proceso de cardiogénesis (Brand, 2003;
Lopez-Sanchez et al. 2009; Lopez-Sanchez y Garcia-Martinez, 2011).
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Figura 4.- Hibridacion in situ en embriones completos con Bmp2, Fgf8 y Nkx-2.5 en relacion con el proceso de induccion
cardiaca en diferentes estadios del desarrollo inicial. Las lineas blancas indican el nivel de la seccion fotografiada.

Estos datos vienen apoyados por una serie de experimentos que ponen de
manifiesto que la aplicacion de BMP2 medial al campo cardiaco primario induce la expresion de
Nkx-2.5, asi como la expresion de Fgf8 (Alsan y Schultheiss, 2002), GATA4 (Schultheiss et al.,
1997; Andrée et al., 1998), GATA5 y GATAG6 (Schlange et al., 2000), Hex (Zhang et al., 2004),
Smad6 (Yamada et al., 1999), Tbx2 y Thx3 (Yamada et al., 2000), todos ellos relacionados con
la cardiogénesis. Ademas, la incubacién de mesodermo precardiaco con nogina, un antagonista
de las senales de Bmp (Zimmerman et al., 1996; Yamada et al., 1999), inhibe la expresion de
genes especificos de la diferenciacion cardiaca (Nkx-2.5, GATA4, Mef2a, eHand y Vmhc1) y la
miogénesis cardiaca (Schlange et al., 2000).

Como moléculas sefializadoras responsables del proceso de induccion en la
diferenciacion cardiaca han sido también propuestos diferentes miembros de la familia Fgf. Asi,
la aplicacion de FGF8 lateral al campo cardiaco primario (Alsan y Schultheiss, 2002) induce la
expresion de Nkx-2.5 y Mef2c, pero no la induccién de Bmp2 ni GATA4, cuya expresion es
caracteristica de las células precardiacas de la linea primitiva (Andrée et al., 1998; Jiang et al.,
1998; Chapman et al., 2007). Ademas, en nuestro laboratorio hemos puesto de manifiesto que
FGF2 y FGF4 son capaces de inducir la expresion de Nkx-2.5 y Nkx-2.8 en células no
precardiacas (Lopez-Sanchez et al., 2002). Se ha puesto de manifiesto también que a nivel del
mesodermo lateral caudal, y por ello, zona no precardiaca, la aplicacién de una combinacion de
BMP2-FGF4, pero ninguno de ellos de forma independiente, es capaz de inducir la expresion de
Nkx-2.5 (Lough et al., 1996; Barron et al., 2000). Otros miembros de la familia Fgf, que no se
expresan a nivel de las células precardiacas de la linea primitiva, también han demostrado jugar

un papel activo en la induccidon experimental en estudios in vitro con células mesodérmicas
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precardiacas (Zhu et al.,, 1996). Asi, la administracion de FGF1, FGF2 o FGF4 induce la
formacién de vesiculas que contienen una o varias capas celulares con capacidad contractil
sincronizada. Todos estos datos ponen de manifiesto que el proceso de cardiogénesis estaria

iniciado y regulado por una compleja interrelacion entre vias de sefalizacion Bmp/Fgf.

Asi como un grupo de moléculas estan implicadas en el proceso de induccion, se
ha propuesto que otros factores estarian inhibiendo la diferenciacién cardiaca, para asi
establecer la regulacion de la cardiogénesis. Wnt11, cuya expresion puede ser observada en el
campo cardiaco primario (Eisenberg et al., 1997; Eisenberg y Eisenberg, 1999; Hardy et al.,
2008), tiene capacidad de inducir miogénesis a partir de células no precardiacas (Pandur et al.,
2002; Brand, 2003; Brand, 2010), mientras que otros miembros de la misma familia (Wnt3a y
Whnt8c), que se expresan a nivel del mesodermo lateral posterior, zona no precardiaca,

actuarian inhibiendo la diferenciacion cardiaca (Marvin et al., 2001).

Un analisis detallado de la expresién de genes a nivel del campo cardiaco primario,
pone de manifiesto la relevancia y complejidad del mecanismo de induccién del proceso de
cardiogénesis (Lopez-Sanchez y Garcia-Martinez, 2011). Hay un primer grupo de genes que
inicialmente (PS11-13; HH5) se expresa unicamente a nivel del mesodermo precardiaco del
campo cardiaco primario (Nkx-2.5, GATA4, Myocardyn, dHand, Usmaar, Tbx5, Tbx20, Pitx2,
Aldh1A2/Raldh2, Pax3 y Wnt11). Un segundo grupo de genes que se expresa Unicamente a
nivel del endodermo del campo cardiaco primario, inmediatamente adyacente al mesodermo
precardiaco (Fgf8, Hex, Bmp5, Nkx-2.8, Has2, Thx2, Tbx3, y Fgfr1). Y un tercer grupo que
englobaria a los que se expresan de forma simultanea en ambas capas del campo cardiaco
primario, mesodermo precardiaco y endodermo adyacente (Bmp2, Gata-5, Gata-6, Cripto,
Smad6, EphB3, Mkp3, Ezrin, Cerberus, EphrinB1, Islet2, Fgfr2, y Fgfr4). Todo ello revela que
este proceso requiere la activacion de una cascada de sefales que cronologica y
sincronizadamente inicien y regulen las fases de la diferenciacion de las células destinadas a la

formacion del corazén embrionario.

Genes relacionados con el proceso de morfogénesis cardiaca

Una de las fases fundamentales de la morfogénesis cardiaca viene definida por la
incurvacion del tubo cardiaco primitivo, para dar lugar a la formacion del asa cardiaca,
constituyendo la primera estructura asimétrica que aparece en el embriéon. La base molecular
inicial de esta diferencia izquierda-derecha vendria definida por la expresién de genes de
asimetria controlados por Pitx2 (Piedra et al., 1998; Campione et al., 2001; Piedra y Ros, 2002),
y de los factores de transcripcion cardiacos Nkx-2.5, Mef2, eHand y dHand. La primera
indicacién molecular del desarrollo asimétrico del tubo cardiaco es la expresion de eHand a nivel
del lado izquierdo del tubo cardiaco, mientras que dHand se expresa principalmente en el

primordio del ventriculo derecho, tal como se ha puesto de manifiesto en animales de
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experimentacion (pollo y ratén), y la eliminacion experimental de estos genes origina un bloqueo

de la formacion del asa (Thomas et al., 1998; Franco et al., 2002).

Pitx2 muestra una expresion asimétrica durante la embriogénesis de los
vertebrados, siendo uno de los genes criticos en la regulacion de la lateralidad (Linask et al.,
2002). Su expresidon asimétrica se detecta por primera vez restringida a los tejidos
mesodérmicos del lado izquierdo del embrion (Figura 5), incluyendo la parte izquierda del
mesodermo lateral, el lado izquierdo del mesodermo precardiaco y la mitad izquierda del
epicardio del tubo cardiaco primitivo. A medida que avanza el desarrollo, se observa que Pitx2
se expresa a nivel del mesocardio dorsal, de la parte izquierda del miocardio del primitivo tubo

cardiaco, la parte izquierda del asa cardiaca y el tracto de salida (Dong et al., 2006).

Anf

Figura 5.- A: Hibridacion in situ en un embrién de estadio HH11 mostrando el patron asimétrico de la expresion de Pitx2.
B: Doble hibridacion in situ en un embrién HH11 mostrando la expresién de Vmhc1 en el segmento ventricular y Amhc1
en el segmento atrial. C: Expresion de Anf en el segmento ventricular en estadio HH13.

En el embrién de pollo, la ruta de control molecular de la asimetria izquierda-
derecha ha sido previamente definida (Levin et al., 1997; Levin, 2005). La ruta comienza con la
expresion asimétrica del gen ActivinBB en el lado derecho del nédulo de Hensen, lo que induce
la expresion asimétrica en el mismo lado de cActRlla, que determina la expresion de Shh (Sonic
hedgehog) en el lado izquierdo del nédulo de Hensen. Shh induce la expresién asimétrica de
Nodal, que controla directamente la asimetria morfolégica de los 6rganos originados a partir del
mesodermo (Levin et al., 1997; Sampath et al., 1997; Ruiz-Lozano et al.,, 2001). En los
mamiferos no hay una expresion asimétrica del gen Nodal en el nédulo, sin embargo, su

expresion es asimétrica en la hoja lateral izquierda del mesodermo (Ruiz-Lozano et al., 2001).

Experimentalmente (Kirby, 2007) el analisis del proceso de segmentacion revela
que, en mamiferos (embriones de raton) el gen inicial responsable de la segmentacion y
diferenciacion hacia auricula es el MLC-1a y MLC-2b (myosin light chain). No obstante, la mayor
parte de genes identificados en la segmentacion se han estudiado experimentalmente en

embriones de aves, y el estudio detallado de la participacion de estos genes pone también de
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manifiesto la necesidad de una coordinacion precisa y jerarquizada para el establecimiento de
los diferentes segmentos del tubo cardiaco. Vmhc1 se expresa a nivel del miocardio a lo largo
de todo el tubo cardiaco primitivo, pero posteriormente su expresion se restringe al sector
anterior o rostral (Figura 5), determinando el segmento ventricular del asa cardiaca (Bisaha y
Bader, 1991). Sin embargo, el segmento posterior comienza a expresar Amhc1 (Figura 5),
determinando el segmento atrial del asa cardiaca (Yutzey et al., 1994). Estos datos ponen de
manifiesto que diferentes isoformas de miosina estarian caracterizando y diferenciando ambos

segmentos cardiaco.

En embriones de aves, diferentes modelos experimentales han puesto de
manifiesto que Irx4, cuya expresion esta restringida exclusivamente al segmento ventricular,
seria el factor controlador del proceso de segmentacion (Bruneau et al., 2000). Irx4, dependiente
de Nkx-2.5 y dHand, regularia la expresion especifica de las isoformas de miosina activando la
expresion de Vmhc1 y suprimiendo la expresion de Amhc1 en el segmento ventricular (Bao et
al., 1999; Bruneau et al., 2000).

En embriones de ratén, diferentes modelos experimentales han puesto de
manifiesto que los factores de trascripcion Hand1 y Hand2 son también co-expresados
inicialmente en el tubo cardiaco primitivo, pero posteriormente quedan restringidos al segmento
ventricular (Srivastava et al., 1995; Thomas et al., 1998; Srivastava, 1999). Ademas, los factores
de trascripcién, Hey1 y Hey2, han sido identificados y posiblemente implicados en el
establecimiento del proceso de segmentacion, al ser expresados especificamente en las células
progenitoras atriales y ventriculares respectivamente (Leimeister et al., 1999; Nakagawa et al.,
1999). Algunos otros factores expresados en el sector atrial, a-MyHC (myosin heavy chain)
MLC-2a (myosin light chain), y en el sector ventricular, B-MyHC (myosin heavy chain) y MLC-2v
(myosin light chain), podrian también jugar un papel activo en el proceso de segmentacion
(Lyons et al., 1990).

Diferentes modelos experimentales, en pollo y ratén, han puesto de manifiesto que
el gen Anf (atrial natriuretic factor) se expresa en el miocardio (Figura 5), inicialmente a lo largo
del tubo cardiaco primitivo, y posteriormente su expresion queda restringida al segmento
ventricular (Houweling et al., 2002). Ademas, GATA4 y Tbx5 se expresan en el segmento atrial
del tubo cardiaco primitivo (Molkentin et al., 1997; Jiang et al., 1998; Yamada et al., 2000). Se ha
propuesto que la expresion de Anf estaria regulada por una cooperacion GATA4/Tbx5, ambos
expresados desde fases muy precoces de la cardiogénesis (Bruneau et al., 2001; Plageman y
Yutzey, 2004). Sin embargo, Tbhx20, cuya expresion es inducida por Bmp2, bloquearia la
expresion de Anfy de Thbx5 (Plageman y Yutzey, 2004). También ha sido analizada la posible
relacion entre la expresion de GATA4 y el efecto del acido retinoico (Dersch y Zile, 1993;
Kostetskii et al., 1999), regulado por la expresion de Raldh2, que se expresa especificamente en
la region atrial (Niederreither et al., 1999), implicando la actividad del acido retinoico en el

establecimiento de la segmentacién o regionalizacién antero-posterior del tubo cardiaco.
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En la fase de formacion de la barra media y establecimiento de los canales atrio-
ventriculares juega un papel fundamental el proceso de transformacién epitelio-mesénquima.
Debido a un proceso de induccion del miocardio subyacente, determinadas células del
endocardio pierden su caracter epitelial y se transforman en células del mesénquima, que
migran hacia la gelatina cardiaca, fundamentalmente a nivel de la region auriculo-ventricular y
en el tracto de salida. La caracteristica molecular que define este proceso es que las células del
endocardio que sufren la transformacién a mesénquima expresan el gen Msx-1, siendo
concomitante con la disminucién de la produccién de la molécula de adhesiéon celular N-CAM.
La induccion de la invasion de la gelatina cardiaca por parte de las células endoteliales auriculo-
ventriculares esta regulada por la actividad de TGFB1 y TGFB3 (transforming growth factors,
factores de crecimiento transformantes). Ademas, durante la transformacion epitelio-
mesénquima se expresa el factor de transcripcion Sox9, el cual regula la expresion de ErbB3
(epidermal growth factor Egf receptor), requerido para la adecuada diferenciacion y proliferacion
celular de los cojinetes endocardicos (Akiyama et al., 2004). Estos acontecimientos moleculares

y celulares también son la base de la formacion temprana de las valvulas cardiacas.

En el proceso de septacion auricular y ventricular cobra especial relevancia la
expresion del factor de transcripcion TBX5, aunque también ha sido implicado en la formacion
del asa cardiaca. TBX5 se expresa desde fases muy iniciales, a nivel del mesodermo
precardiaco y en el tubo cardiaco primitivo, ademas, durante la especificacion de las camaras
adquiere una distribucién progresiva con alta expresion a nivel de la auricula y baja expresién en
el ventriculo izquierdo, extendiéndose posteriormente hacia el tabique interauricular. Por otro
lado, TBX20 se expresa en ambas auriculas y en las valvulas auriculo-ventriculares (Bruneau et
al., 1999).

Papel de los microRNAs en el desarrollo del corazén

Los microRNAs (miRNAs) son secuencias cortas de moléculas de RNA, de 20-24
nucledtidos, que actian como reguladores postranscripcionales de la expresion de genes, y su
principal funcion post-transcripcional se produce por medio de la interaccion con la region 3°
UTR (untranslated region) de los mRNA diana especificos (He y Hannon, 2004; Zhao y
Srivastava, 2007; Espinoza-Lewis y Wang, 2012). Actuarian inhibiendo la traslacion del mRNA y
sintesis de la proteina, o degradando el mRNA. Los miRNAs se pueden encontrar en exones o
intrones de transcritos no codificantes, y en los intrones y los 3° UTRs de transcritos que
codifican proteinas. También pueden solaparse con un exén o con un intrén, segun el patron de
splicing alternativo (Zhao y Srivastava, 2007). En las especies Drosophila melanogaster y
Caenorhabditis elegans, algunos de los miRNAs situados en las regiones intronicas sobrepasan
el procesamiento de la enzima nuclear Drosha y entran en la via de la biogénesis de miRNAs
como premiRNAs (Ruby et al., 2007). En muchos casos, los miRNAs se encuentran agrupados
cerca de otros miRNAs, estédn corregulados transcripcionalmente y comparten funciones

reguladoras cooperativas (Cordes et al., 2010).
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Recientemente, la identificaciéon de microRNAs que se expresan especificamente
en diferentes células cardiacas ha conducido al descubrimiento de importantes papeles
reguladores durante la diferenciacion de los cardiomiocitos y proliferacion celular, hasta tal punto
que ha llegado a proponerse para ellos el término de miomiRs (Malizia y Wang, 2011). En
embriones de pollo y de ratén, la expresion de miR-1, miR-126 (Figura 6), miR-27 y miR-133 ha
sido descrita durante el desarrollo cardiaco (Darnell et al., 2006; Fish et al., 2008; Cordes et al.,
2010; Chinchilla et al., 2009, 2011).

Figura 6.- Patron de expresion de miR-1 (A: HH10, B: HH15) y miR-126 (C: HH9, D: HH11) analizado mediante
hibridacion in situ en embriones completos.

Ademas, la organizacion, regulacion y funcion de miR-1 y miR-133 ha sido
analizada en ratén; habiéndose puesto de manifiesto el papel regulador de Mef2 y Srf (Serum
response factor) sobre estos pequefios RNAs (Zhao et al., 2005; Zhang et al., 2011). Estudios
experimentales recientes muestran que la sobre-expresion de miR-1 & miR-133 reduce la
expresion de Nkx-2.5 durante la diferenciacién de las células troncales embrionarias de raton
(Tomohide et al., 2009).

En ratones transgénicos que sobreexpresan miR-1, se ha puesto de manifiesto su
capacidad de inducir la division de las células progenitoras cardiacas a través de la inhibicion del
factor de transcripcion cardiaco Hand?2. La desregulaciéon de Hand2 provoca una disminucion de
la expansion de los cardiomiocitos ventriculares, resultando en un fenotipo con las paredes
ventriculares mas delgadas producido por una inhibicion temprana de la proliferacion y

diferenciacion de los cardiomiocitos (Zhao et al., 2005).

Especial referencia merece la participacion del miR-208, el cual regula la expresion
de genes a-MyHC (van Rooij y Olson, 2007) y B-MyHC (Callis et al., 2009). Tanto miR-208 como
a-MyHC a su vez estan controlados por elementos reguladores en comun, Gata4 y Mef2 (Callis
et al., 2008), mientras que el miR-133 regularia la expresion de Mef2 (Xiao et al., 2007;
Schlesinger et al., 2011). También ha sido analizada la regulacién de Mef2c a través de miR-27,
que presenta un patrén similar expresandose durante el desarrollo del miocardio (Chinchilla et
al., 2011).
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También ha sido descrita en embriones de pollo la expresién de miR-126 en el
mesodermo precardiaco, siendo posteriormente observada (Figura 6) en el endocardio del tubo
cardiaco primitivo y el endotelio vascular (Darnell et al., 2006). Su papel ha sido analizado en el

proceso de angiogénesis/vasculogénesis (Fish et al., 2008).

Todos estos datos ponen de manifiesto que los microRNAs pueden ser tan
importantes como los factores de trascripcion en el control de la expresién de los genes
cardiacos. Sin embargo, a pesar de los recientes avances en el descubrimiento de los miRNAs,

el papel de los mismos en procesos de desarrollo esta aun en fases emergentes.
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MATERIAL Y METODOS



I. Disefios experimentales

En la presenta Tesis Doctoral hemos realizado una serie de experimentos en funcion de
los objetivos planteados, utilizando como animal de experimentacion embriones de pollo (Gallus
gallus), en cultivo, en estadios PS3-PS13 (Lopez-Sanchez et al., 2005), HH3 — HH5 (Hamburger
y Hamilton, 1951).

Se obtuvieron huevos fecundados y se incubaron artificialmente a 38°C, en incubadora
humidificada, hasta que los embriones alcanzaban el estadio necesario para la realizacion de
los experimentos. Posteriormente, los embriones se sometieron a crecimiento en cultivo,
siguiendo la técnica de EC (early chick) (Chapman et al., 2001): Los huevos se rociaban con
etanol al 70% y se abrian por su parte roma procediendo a la extraccién de la mayor cantidad de
albumina posible, pasando la yema a una placa de petri. Se retiraban los restos de albamina con
un papel secante, manteniendo el blastodermo hacia arriba y centrandolo en un fragmento de
papel de filtro cortado en forma de trébol de cuatro hojas. Posteriormente se procedia a cortar la
membrana vitelina en torno al papel de filtro, orientando el embrién por su lado ventral
(endodermo) y se transferia a una placa de cultivo agar—albumina.

Hemos realizado dos grupos de procedimientos experimentales:

A.- Experimentos de “ganancia” de funcion: sobre las células precardiacas (Garcia-
Martinez y Schoenwolf, 1993; Lopez-Sanchez et al., 2002) hemos llevado a cabo, mediante
técnicas de electroporacion y/o mediante la aplicaciéon de esferas acrilicas de heparina, la
sobreexpresion de Fgf8, Bmp2, miR130.

B.- Experimentos de “pérdida” de funcion: sobre las células precardiacas, hemos
procedido a la electroporacion de Fgf8 siRNA, anti-miR130, y a la aplicaciéon de esferas acrilicas
impregnadas en SU5402 (bloqueante quimico de la sefal de FGF por especifica union a
FGFR1; Eblaghie et al., 2003; Echevarria et al., 2005; Lunn et al., 2007) y nogina (bloquea la
sefial de Bmp, Zimmerman et al., 1996).

Tras un periodo de incubacion determinado, embriones controles y experimentales fueron
analizados mediante técnicas de hibridacién in situ, inmunohistoquimica y microscopia

electronica de transmision.
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Il. Técnicas de estudio en embriones completos

1.- Electroporacién in vitro.

La electroporacion es una técnica que conlleva la aplicacién de pulsos eléctricos de corta
duracion sobre las células, provocando rotura fisica, dieléctrica y reversible, de la bicapa lipidica
que conforma las membranas celulares, formandose poros temporales que permiten el paso del
DNA como resultado de la carga negativa de éste. La transferencia génica es inmediata dentro
de las células embrionarias, lo que permite tener una rapida expresiéon de los genes. Se hace
uso de un electroporador de pulsos cuadrados de muy corta duracion, para evitar la muerte de
las células.

Se realizé la electroporacion en embriones en cultivo (empleando una modificacion de la
técnica previamente descrita por Colas y Schoenwolf (2003), en estadio PS3-PS5 a nivel de la
region precardiaca de la linea primitiva (Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1993; Lopez-Sanchez et
al., 2002). Cada embrion, orientado por su lado ventral (endodermo), era transferido a una placa
de Petri que contiene un electrodo de tungsteno que actuard como catodo (CUY701P2E,
Nepagene), cuyo extremo (2mm longitud, 100um de diametro) se situaba justo por debajo de la
linea primitiva. A continuacion, se procedia a la microinyecciéon del plasmido o solucion de
oligonucleétidos de DNA, mediante el uso de un microinyector Inject+Matic (INJECT+MATIC,
Geneva), justo en la regién seleccionada de la linea primitiva. Inmediatamente tras la inyeccion
del DNA procedimos a la colocacién del electrodo de platino sobre el area inyectada, que actua
como anodo, con forma de L, con un extremo de 2mm de longitud y 300um de diametro
(CUY613P2, Nepagene). Aplicamos un tren de cinco pulsos eléctricos cuadrados (40 mseg de
duracioén, a 5V con intervalos de 999 mseg) mediante el uso de un electroporador de pulsos
cuadrados TSSS20 Ovodyne (Intracel).

Para los experimentos de “ganancia” de funcion proecedimos a:

- coelectroporar los vectores de expresion pCS2-MT que contienen la regién codificante
completa para Fgf-8 (pCS2-Fgf-8) (amablemente cedido por T. Schimmang) con el vector de
expresion pCAGs que contiene el inserto de la EGFP; como control se utilizé el plasmido con el
pCAGs-EGFP;

- electroporacion del vector de expresion pCAGs-IRES-GFP que contiene la region
codificante completa para el gen de BMP-2 (pCAGs-Bmp2-IRES-GFP) (amablemente cedido por
D. Franco); como control se utilizé el plasmido con el pPCAGGS-IRES-GFP;

- electroporacion de premiR-130 (precursor de microRNA 130; Ambion) junto con el
marcador fluorescente diacetato de carboxifluoresceina (CFDA; Vybrant); como control

utilizamos la electroporacién de CFDA.
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Para los experimentos de “pérdida” de funcién proecedimos a:

- co-electroporacion del interference pSilencer-Fgf8 (amablemente cedido por M.A. Ros)
con el vector de expresion pCAGs que contiene el inserto de la EGFP; como control se utilizé el
plasmido con el pCAGs-EGFP;

- electroporacion de anti premiR-130 (Ambion) junto con el marcador fluorescente

diacetato de carboxifluoresceina (CFDA); como control utilizamos la electroporacién de CFDA,;

Los embriones eran transferidos a una placa de cultivo e incubados a 38°C. Para detectar
la localizacion y la extension de la electroporacion (Figura 7) los embriones eran observados
periddicamente mediante microscopia de fluorescencia con un filiro estimulador azul que
detecta la fluorescencia verde emitida por la GFP o el CFDA (Nikon digital SIGHT DS-U1).

Figura 7.- Electroporacion de las células precardiacas de la linea primitiva con pCAGs-EGFP y seguimiento hasta la
formacion del asa cardiaca.

2.- Aplicacion de esferas acrilicas.

La aplicacion de esferas acrilicas tiene como objetivo administrar los diferentes factores
reguladores utilizados. Las esferas fueron colocadas (Figura 8) en estadio PS11-PS13, a nivel
de las areas correspondientes al mesodermo precardiaco (Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1993;
Lopez-Sanchez et al., 2002, 2009).

Figura 8.- Esquema de la localizaciéon del campo cardiaco primario (rectangular) y la posiciéon de la aplicacion de la
esfera cargada con el componente deseado para el experimento. La micrografia muestra la esfera en el embrién en
cultivo.

Las esferas seleccionadas, con un diametro de 150-200um, eran previamente incubadas
con el factor seleccionado durante dos horas. Con ayuda de unas pinzas se traslada la esfera a

la posicién seleccionada en el embrién en cultivo para su colocaciéon entre el mesodermo vy el
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endodermo del embridn, practicando para ello un pequefio bolsillo en la capa de endodermo con
una aguja de cactus.

Los factores FGF8 y BMP2 (R&D Systems), asi como SU5402 (Calbiochem) y nogina
(R&D Systems), fueron administrados mediante la utilizacion de esta técnica. Adicionalmente,
un grupo de embriones fue sometido a la administracion de &cido retindico (Sigma).

Las esferas acrilicas empleadas en estos procedimientos correspondian con esferas de
heparina (Sigma), excepto en el caso de la administracién de SU5402 y &acido retinoico, que
correspondieron con esferas de resina de intercambio idnico AG1-X2 (BioRad). Experimentos
control fueron llevados a cabo con esferas de heparina cargadas con PBS, o esferas de resina
cargadas con DMSO.

Tras cada procedimiento experimental, transcurridas de 6 a 36 horas de incubacion a
38°C, los embriones eran fijados durante toda la noche a 4°C en paraformaldehido (PFA 4%) en
PBS y deshidratados en soluciones crecientes de metanol en PBT (ISH) y conservados a -20°C.
Para su posterior analisis, los embriones eran rehidratados en concentraciones decrecientes de
metanol/PBT (ISH) (1x 10 min), hasta PBT (ISH) (2x10 min).

3. Hibridacién in situ (ISH).

Embriones controles y experimentales fueron sometidos a técnicas de hibridacién in situ
(ISH) con sondas monocatenarias de RNA de embrién de pollo marcadas con digoxigenina en
su fragmento UTP (Chapman et al., 2002) correspondientes para los genes: Nkx2.5, Bmp2,
Fgf8, GATA4, Tbx5, Amhc1, Vmhc1.

Un grupo de embriones fue sometido a doble ISH, con sondas monocatenarias de RNA
de embrion de pollo Bmp2-Fgf8 y Amhc1-Vmhc1. marcadas en su fragmento UTP con
digoxigenina y fluoresceina respectivamente en cada caso.

Un grupo de embriones controles y experimentales fueron sometidos a técnicas de ISH
utilizando sondas de LNA (locked nucleic acids) marcadas con digoxigenina en ambos extremos
3’y 5” (Darnell et al., 2000), para determinar la expresion de miR-130 y miR-133 (hsa-miR103a,
gga-miR133a; Exigon).

4.- Técnica inmunohistoquimica (IMH).

Embriones controles y experimentales fueron sometidos a técnica inmunohistoquimica
(Lopez-Sanchez et al., 2004) con los siguientes anticuerpos primarios: policlonal rabbit anti-GFP
serum (green fluorescent protein) (Molecular Probes), policlonal rabbit phospho-P44/42 MAPK
(mitogen-activated protein kinase) (ERK1/2) (Cell Signaling), utilizando como anticuerpo

secundario el anti-rabbit IgG-HRP (Upstate).
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5. Técnica de microscopia electronica de transmision (TEM).

Un grupo de embriones experimentales fue seleccionado para realizar estudios de
microscopia electronica de transmision en el tejido inducido alrededor de la esfera, y analizar
sus caracteristicas ultraestructurales. Corazones de embriones en estadio HH11 fueron
utilizados como controles. Las imagenes fueron obtenidas mediante la utilizacion del

microscopio electrénico de transmision Jeol JEM10-10.
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lll. Apéndice

A. Procedimientos desarrollados

1. Electroporacion.

Para su inyeccion, los plasmidos (pCS2-Fgf-8, pCAGs-EGFP, pCAGs-Bmp2-IRES-GFP,
pCAGGS-IRES-GFP, y pSilencer-Fgf8) se prepararon en una solucion de trabajo de
concentracion final 1,5 pg/pl, conteniendo un volumen 1/10 de sucrosa (Sigma) al 60% y un
volumen 1/10 de fast green FCF (Sigma) al 0,5% (Voiculescu et al., 2008).

Para la inyeccion del premiR130 y anti premiR-130 se preparé una solucion final de
trabajo de 0,5mM, conteniendo CFDA 2,5mM y un volumen 1/10 de fast green FCF al 0,5%.

2. Aplicacion de esferas acrilicas.

Los factores se administraron a la siguiente concentracion:
- FGF8: proteina recombinante humanas: 50 ng/ul en PBS (Alsan and Schultheiss,
2002).
- BMP2 proteina recombinante humanas: 5 ng/pl en PBS (Alsan and Schultheiss, 2002).
- SU5402: 5 pg/ul en DMSO (Montero et al., 2001).
- Nogina: 1 ug/ul en PBS (Piedra y Ros, 2002).

3. Hibridacién in situ (ISH) con sonda de RNA.

- Fase de prehibridacion:

Embriones para hibridaciéon in situ para sonda de RNA se trataron con 3 pases en
solucién detergente para permeabilizacién durante 20-60min en funcién del estadio. A
continuacion se refijaban en PFA 4% (20-60min), y se realizaban lavados 3x5min en PBT (ISH),
seguido de un lavado de 10 min en solucién de hibridacion, permaneciendo posteriormente 12h

a 652C en la solucion de hibridacion.
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- Hibridacion con sonda de RNA:

Tras la fase de prehibridacion, se reemplazé la solucion de hibridacidon por una nueva
solucién que contenia 1ug/ml de sonda de RNA marcada con digoxigenina (y con fluoresceina
en el caso de la doble ISH). La hibridacién se realizé a 60-65°C durante 12h, ajustando la
temperatura segun la sonda utilizada.

- Lavados tras la hibridacion:

Se realizaron dos lavados de 30min a la temperatura de hibridaciéon en solucién X con el
fin de eliminar el RNA no hibridado.

- Tratamiento de los embriones para la incubacion con el anticuerpo:

Se realizaron lavados de 2x10min y 1x30min en solucién MABT a temperatura ambiente y
posteriormente trasferidos a una solucion de bloqueo (BBR 2%/MABT).

- Incubacién con el anticuerpo:

Los embriones fueron incubados durante 12h a 4°C con un anticuerpo monoclonal frente
a la digoxigenina (antidigoxigenin-AP, Roche), unido a fosfatasa alcalina (Roche) a diluciéon
1:2000 en solucion de bloqueo (BBR 2%/MABT). En el caso de la doble ISH se incubaban
simultaneamente con el anti cuerpo anti-fluoresceina marcado con fosfatasa alcalina a dilucion
1:1000.

- Lavado del anticuerpo:

Realizado mediante lavados en MABT (5x1h) a temperatura ambiente y un lavado de 12h
a 4°C.

- Proceso de revelado:

Se realizaron lavados en solucion MABT (2x10 min) y en solucion NTMT pH 9,5 (2x10
min), realizando el revelado en solucion de NTMT pH 9,5 que contenia NBT (Roche) 4.5ul/ml y
BCIP (Roche) 3.75 pl/ml, en oscuridad. En el caso de la doble ISH se realizaban posteriormente
lavados 2x10min en soluciéon MABT y 2x10min en solucion NTMT pH 8,0 y 2x10min en solucion
0,1M Tris pH8.0; la identificacién de la sonda marcada con fluoresceina se realiz6 con una
solucion de revelado con una pastilla de Fast Red (Roche) en 2ml de 0,1M Tris pH8.0.

Una vez finalizada la reaccion cromogénica, se procedié a la realizacién de lavados en

solucién KTBT (2x10 min), seguido de un lavado en PBS vy fijacion en 4%PFA.

4. Hibridacién in situ con sonda de LNA.

- Fase de prehibridacion:

Embriones para hibridacion in situ para sonda de LNA se trataron a temperatura ambiente
con proteinasa K a concentracion de 10 ug/ml en PBS, con un tiempo establecido en funcion del
estadio, para posteriormente realizar la postfijacion durante 20 min en PFA 4% con
glutaraldheido al 0,2% a temperatura ambiente, seguido de lavados (3x5min en PBT de ISH) y
1x10min en solucion de hibridacién, permaneciendo posteriormente 12h a 65%C en la solucion

de hibridacion.
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- Hibridacion con sonda de LNA:

Tras la fase de prehibridacion, se reemplazé la solucion de hibridacidon por una nueva
solucién que contenia sonda de LNA 5nM marcada con digoxigenina. La hibridacion se realizé a
52°C (miR130), y a 58°C (miR133) durante 3 a 4 dias.

- Lavados tras la hibridacion:

A la temperatura de hibridacion, se realizaron lavados 3x20 min con una solucién 2xSSC
con 0,1% CHAPS, seguidos de lavados 3x20 min en solucion de 0,2xSSC con 0,1% CHAPS.

- Tratamiento de los embriones para la incubacion con el anticuerpo:

Se realizaron lavados en KTBT (2x10min) posteriormente trasferidos a una solucion de
bloqueo: 20% Sheep Serum en KTBT durante 2-3horas.

- Incubacién con el anticuerpo:

Se realizé6 administrando anticuerpo antidigoxigenina-AP pretratado (ver apandice IIIC),
dilucién 1:4000 en 20% Sheep Serum/KTBT, a 4°C, durante 12h.

- Lavado del anticuerpo:

Realizado mediante lavados en KTBT (5x1h) a temperatura ambiente y un lavado 12h a
4°C.

- Proceso de revelado:

Igual al utilizado en ISH con sonda de RNA (NBT-BCIP/NTMT pH 9.5).

5. Inmunohistoquimica (IMH)

- Lavado y bloqueo:

Los embriones fueron lavados en PBS (2x5 min) y en PBT (IMH) (2x5 min y 3x30 min) y
bloqueados durante 1h en PBT+N (normal goat serum NGS/PBT 1:20).

- Incubacién con el anticuerpo primario:

Se procedié a la incubacion con el respectivo anticuerpo primario durante 12 h a 4°C,
dilucion 1:000 (policlonal rabbit anti-GFP serum), 1:50 (policlonal rabbit phospho-P44/42
MAPK/ERK1/2).

- Incubacién con el anticuerpo secundario:

Se realizaron lavados en PBT (IMH) (3x5 min y 4x30 min) y un bloqueo en PBT+N
durante 1h. Se procedié a incubar con el anticuerpo secundario (anti-rabbit IG-HRP) a dilucion
1:1000 en solucion PBT+N durante 12h a 4°C. Tras la incubacion, se realizaron lavados en PBT
(IMH) (3x5 min y 4x30 min) y se procedi6 a revelar en reaccion peroxidasa.

- Reaccién peroxidasa:

Los embriones se incubaron en solucidon A que contenia 1ml de DAB (diaminobencidina)
(Sigma) (1mg/ml) en 2ml de PBT (IMH) durante 10 min y fueron revelados en solucién A que
contenia 12 pl de H,O, al 0,33% por cada ml de solucién. Se detuvo el proceso de revelado con
lavados de PBT (ISH) (2 x 10 min) y fueron fijados en 4% PFA.

Un grupo de embriones sometido a ISH y/o IMH fue seleccionado para su inclusion en

parafina. Se procedié a la deshidratacion de los embriones en concentraciones crecientes de
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EtOH en PBS, mediante pases de 1x2 min (30%, 50%, 70%, 96% EtOH) y 2x5min (100%
EtOH). Se efectuaron cambios en isopropanol (2x15 min), en mezcla 1:1 isopropanol/parafina a
58°C (1x15 min) y parafina a 58°C (2x30 min). Por ultimo, se procedid a la inclusién y
orientacion de los embriones en bloques de parafina para la obtencidon de secciones
transversales seriadas Los cortes se realizaron a 15um y se incubaron durante 2 dias a 37°C.
Posteriormente, se desparafinaron en Xilol (1x10 min y 1x5 min), EtOH 100% (2x2 min), EtOH
96% (2x2 min), EtOH 100% (2x2 min) y Xilol (1x5 min y 1x10 min). Finalmente, se procedia a

cubrir los cortes con Eukitt.

6. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Pequenos fragmentos del tejido inducido alrededor de las esferas acrilicas implantadas
asi como muestras control de pequeios fragmentos de corazones de embriones en estadio
HH11, fueron analizados mediante microscopia electrénica de transmision. Las muestras eran
fijadas en glutaraldehido al 2,5-3% en buffer de cacodilato sodico (BFCS) durante 2-4 horas. A
continuacion dos lavados en BFCS. Post-fijacion en acido 6smico al 1% en BFCS durante de 1-
2 horas en oscuridad y seguidadmente dos lavados en BFCS de 15 mintutos. Posteriormente,
deshidratacién en soluciones crecientes de acetona 1x30 min (30%, 50%, 70%) y un pase de 12
horas en acetona de 70% en acetato de uranilo al 2%. Después un pase de 20 min en acetona
al 90% y 3x60 min en acetona al 100%. Seguidamente se realizan pases 2x1h en 6xido de
propileno. En la fase de inclusion en Araldita se realizan varios cambios: 1x60min en una
solucion 1/4 de mezcla 1 (MI) y 3/4 de 6xido de proplieno; 1x60min en 1/2 de Ml y 1/2 de éxido
de propileno y 1x60min en 3/4 de Ml y 1/4 de 6xido de propileno. A continuacion se mantienen
10-12 horas en M1. Después 1x60min a 37°C en MI, después 1x90min en M2 a 60°C y por
ultimo 1x72horas en M2. Tras las 72 horas se preparan los moldes para incluir las muestras en
la orientacion deseada. Los embriones tratados incluidos en esta mezcla de araldita fueron
seccionados en un ultramicrotomo LKB Ill. Secciones semifinas de 1 um fueron realizadas para
tinciones de control con azul de toluidina. Secciones ultrafinas de 800 A fueron depositadas en
las rejillas para su tincion: se colocan gotas de la primera tincion de contraste, acetato de
uranilo, sobre las que se colocan las rejillas 5min, a continuaciéon 3 pases en agua bidestilada y
20 min sobre citrato de plomo. Se someten de nuevo a 3 pases de agua bidestilada (pasando
una perla de NaOH sobre el agua en los dos primeros pases), para finalizar dejandolas secar a

temperatura ambiente en papel de filtro.
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B. Niumero de embriones experimentales.

Un numero de embriones controles fueron sometidos a ISH e IMH para identificar los

patrones de expresion.

Tabla I.- Numero de embriones sometidos a experimentos de ganancia de funcién.

Tabla Il.- Numero de embriones sometidos a experimentos de ganancia de funcion.
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C. Preparacion de placas de cultivo.

Placas de cultivo de agar y albumina (40 placas):

60 ml albumina de huevo.

0.36 gr. de Bactor-Agar

60 ml de salino 123 mM.

123mM Salino:

NaCl 7.199

dH,O 11

Se procedera a autoclavar la solucion.
- Se esteriliza todo el material con EtOH 70 % y se seca con toallas de papel.
- Se pulverizan los huevos con EtOH 70 % para su desinfeccion y se dejan secar.
- Se abren los huevos por su parte roma haciendo uso de pinzas de punta roma y se
depositara la albumina fina en la probeta de 100 ml hasta la cantidad deseada: 60 ml
albumina / 40 placas.
- Se afade la cantidad de albumina medida a un vaso de precipitados de 250 ml que se
cubrira con papel de aluminio y se pasa al bafo a 49°C.
- Se preparan 0.36 g. de Bactor-Agar en 60 ml. de 123mM salino en la otra probeta de
100ml.
- Cuando la albumina y el agar se equilibren a una temperatura de 49 °C, se mezclan con
agitacion rapida sin calor hasta que se consigue una soluciéon espumosa.
- Haciendo uso de jeringas o micropipetas de plastico estériles de 2,5 ml., se transfiere el
medio preparado a las placas de cultivo, a razén de unos 2.5 ml por placa.
- Cuando el medio ha solidificado, se almacenan las placas en un recipiente de plastico y se
conservan en camara humeda a 4°C.

D. Elaboracion de Soluciones.

PBS:

NaCl 849

KCI 02g

Na,HPO, 144 g

KH,PO, 0.24 g

dH,0 11

Ajustar a pH 7.4, autoclavar y guardar a 4°C.

4% PFA

Paraformaldehido 49

PBS 100m|

Se disuelve en agitacién con temperatura. Se filtra y se mantiene a 4°C.

PBT (ISH):

PBS 100 mi

25% Tween-20 Tml
1M Tris-HCI:

Trizma base 24,229

dH,O 160ml

Se ajusta el pH. Se enrasa a 200ml y se autoclava.

0.5M EDTA pH 8

EDTA 36.5¢
dH,O 250 ml
5M NacCl
NaCl 146.1grs
dH,O 500ml
autoclavar
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0,1% DEPC H,0:
DEPC
dH,O

Solucion detergente

1ml
11
Mantener 1h a 37°C y autoclavar.

IGEPAL 20% 25 ml
SDS 10% 50 ml
Acido desoxicélico 5% 50 ml
1M Tris-HCI pH 8.0 25 ml
0,5M EDTA pH 8.0 1 ml
5M NacCl 15 ml

Enrasar com DEPC H,0O hasta 500ml

20X SSC:
NaCl 175¢
Na;CgHs0,2H,0 73 g
dH,0 800 ml
Ajustar a pH 5.2 con 1M Acido citrico. Enrasar a 1 | y autoclavar.
1M Acido citrico:
C6H807 48.03 g
DEPC H,O 250 ml
Heparina (50mg/ml):
Heparina 50 mg
20X SSC 0,2ml
dH,0 0,8 mi

Conservar a -20°C.

Solucién de hibridacion para sonda de RNA:

Formamida 25 ml
20X SSC pH 5.2 12.5 ml
10% SDS 10ml
0.5M EDTA pH 8 0.5ml
25% Tween-20 0.5 mi
RNA de levadura (20mg/ml) 0,625 ml
Heparina (50mg/ml) 0,1 mi

Enrasar con DEPC dH,O hasta 50ml calentar a 65°C

Solucién de hibridacién para sonda de LNA:

Formamida 25 ml

20X SSC pH 4.5 12.5 ml
0.5M EDTA pH 8 0.5ml
25% Tween-20 0.2 ml
10% CHAPS (C32H58N207S) 0.5 ml
RNA de levadura (20mg/ml) 0,25 ml
Heparina (50mg/ml) 0,05 mi

Enrasar con DEPC dH,O hasta 50ml calentar a 65°C

Solucién X:
Formamida 25 ml
20X SSC 5ml
10% SDS 5ml
dH,O 15 ml

42



Solucién MABT:

MAB 1x 45.5 ml

25% Tween-20 0.5ml

MAB 1x:

150 mM NaCl 8.76 g

100mM Acido Maleico 1169

dH,O 700 ml

Ajustar a pH 7.5 (NaOH), enrasar a 11 y autoclavar.

10% BBR

BBR 10g

MAB 1x 100 ml

Mantener en bafio a 65°C hasta su disolucion. Alicuotar y guardar a -20°C.
KTBT
NaCl 5M 12 ml
TrisHCI pH 7,5 1M 20 mi
KCI 1M 4 ml
Tween-20 al 25% 20 ml

Enrasar con dH20 hasta 400 ml

Tratamiento del anticuerpo para ISH para sonda de LNA

Embryo powder (EP) 3mg
Anticuerpo antidigoxigenina 1ul
KTBT 400 pl
Sheep Serum 100 pl

Desactivar previamente EP a 70°C 30 min. Incubar 1hora anticuerpo en hielo.
Centrifugar retirar el sobrenadante y diluir en solucién de bloqueo para ISH para sonda de
LNA a 1:4000.

Embryo powder

Se produjo primero el homogeneizado de manera manual de embriones de 3 a 5 dias en
volumen minimo de PBS. Posteriormente se afiade acetona en proporcion 4:1 en PBS y se
centrifuga y se retira el sobrenadante. Posteriomente se retira el sobrenadante y se deja
secar al aire para su conservacion a -20°C.

1M MgCl,
MgCl, 40.6 grs
dH,0 200 ml
autoclavar
NTMT pH 9,5 6 pH 8:
1M Tris-HCIpH 9.5 6 Ph 8 5ml
5M NaCl 1 mi
1M MgCl, 2,5ml
25% Tween-20 500 pl
dH,0 41 mi
PBT (IMH):
PBS 100 mi
BSA (Sigma) 02g
Triton X-100 100 pl
Buffer de Cacodilato de sodio (BFCS)
Cacodilato de sodio 21449
dH20 11
a4°C
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Glutaraldehido al 3%

Glutaraldehido 12 ml
BFCS 88ml
Acido 6smico al 1% en BFCS

Tetroxido de osmio 19
BFCS 100 ml

Se agita en oscuridad y se congela a -20°C

Acetato de uranilo 2% en acetona al 70%

Acetato de uranilo 19
Acetona 35 ml
dH,O 15 ml
Mezcla | (fluka)

Compuesto AM 10 ml
Compuesto B 10 ml
Compuesto D 0,1-0,2 ml

Se agita; 10 min en estufa 37°C y se congela a — 20°C
Mezcla Il (fluka)

Compuesto AM 10 ml
Compuesto B 10 ml
Compuesto D 0,1-0,2 ml
Compuesto ¢ 0,4 mi

Se agita; 10 min en estufa a 65°C y se congela a — 20°C

Acetato de uranilo (tincién rejilla)

Acetato de uranilo 39
ddH,0 70 ml
Citrato de plomo

Nitrato de plomo 1,33 g
Citrato de sodio 1,76 g
dH,O 30 ml

Agitar y ajustar a pH 12 (NaOH 1N).
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I. Analisis del papel de Fgf8 en el desarrollo cardiaco

Es bien conocido que la expresion de Fgf8 mantiene una intima relacién con las
células precardiacas desde la fase de gastrulacion (Lopez-Sanchez y Garcia-Martinez, 2011),
expresandose inicialmente a nivel de la linea primitiva y posteriormente en el endodermo

adyacente al mesodermo precardiaco (Figura 4).

En la presente Tesis Doctoral llevamos a cabo un estudio experimental del papel de
Fgf8 en las vias de sefializacién que regulan el proceso de cardiogénesis, realizando para ello

experimentos de ganancia y pérdida de funcion.

IA. Experimentos de ganancia de funcién.

Nuestros resultados obtenidos mediante la electroporacidon a nivel de las células
precardiacas de la linea primitiva muestran que la sobreexpresion de Fgf8 reduce la expresion
de los tempranos marcadores cardiacos Nk-2.5 y GATA4. De forma significativa, observamos

una reduccion de la expresion de Bmp2 (Figura 9).

Nuestros resultados obtenidos mediante la aplicacién de esferas acrilicas justo a
nivel del campo cardiaco primario, muestran que la administracion de FGF8 reduce también la
expresion de Bmp2, Nk-2.5y GATA4 (Figura 9).

No obstante, al aplicar las esferas acrilicas en posicion lateral al campo cardiaco
primario, observamos una induccion de Nk-2.5 alrededor de la esfera (Figura 10), dato éste

coincidente con previos autores (Alsan y Schultheiss, 2002).
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EGFP

Sobreexpresion de
fgf8 + EGFP

FGF3

Figura 9.- La linea superior muestra los embriones control tras ISH con Bmp2, Nkx-2.5 y GATA4. A continuacion se
muestra una secuencia de las células precardiacas electroporadas a nivel de la linea primitiva y seguidas hasta su
localizacion en los tubos endocardicos primitivos. La tercera linea muestra la inhibicién de la expresion de Bmp2, Nkx-
2.5 y GATA4 tras la electroporacién con Fgf8. La linea inferior muestra el efecto inhibidor similar tras la aplicacion de
esferas (flechas) cargadas con FGF8. Las lineas horizontales sefialan el nivel de las secciones (en rojo se indica la

posicion de la esfera).

FGF8

Figura 10.- El esquema muestra la aplicacion de la esfera, lateral al campo cardiaco primario. Nétese en la ISH la
induccién de Nkx-2.5 alrededor de la esfera cargada con FGF8.
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IB. Experimentos de pérdida de funcién.

Nuestros resultados obtenidos mediante la aplicacién de esferas acrilicas justo a
nivel del campo cardiaco primario, muestran que la administracion de SU5402 incrementa la
expresion de Bmp2, asi como de GATA4; no obstante una modificacion significativa de la
expresion de Nkx-2.5 no es observable. De especial relevancia es la observacion de una
disminucioén significativa de la expresiéon de Fgf8, asi como una disminuciéon de la senal de
Erk1/2, analizada mediante IMH (Figura 11).

Adicionalmente, y coincidiendo con los resultados descritos, la electroporaciéon con
el p-silencer Fgf8 ponen de manifiesto la gran similitud de los resultados obtenidos, esto es, un
incremento de la expresion de Bmp2 y de GATA4, una disminucion significativa de la expresién
de Fgf8 y la sefial de Erk1/2, mientras que no son identificables las modificaciones de la

expresion de Nkx-2.5 (Figura 11).

Contraf

EGFp

threexpresio
Interference-Fgf8+ EGFP

sU5402

Figura 11.- La linea superior muestra los embriones control tras ISH con Bmp2, Nkx-2.5, GATA4 y Fgf8, y la sefal de
Erk1/ mediante IMH. A continuacién se muestra una secuencia de las células precardiacas electroporadas con p-
SilencerFgf8 a nivel de la linea primitiva y seguidas hasta su localizaciéon en los tubos endocardicos primitivos. La
tercera linea muestra un incremento de la expresion de Bmp2, y GATA4 tras la electroporacion con p-silencer Fgf8, con
una disminucién significativa de la expresion de Fgf8 y la sefial de Erk1/2.. La linea inferior muestra el efecto similar tras
la aplicacion de esferas (flechas) cargadas con SU5402.
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II. Analisis del papel de Bmp2 en el desarrollo cardiaco

Mediante la realizacion de técnicas de doble ISH (Figura 12), hemos observado que
la expresion de Bmp2 tiene lugar también desde fases muy iniciales de la gastrulacion,
mostrandose especialmente a nivel de las células precardiacas de la linea primitiva, para
expresarse posteriormente a nivel del mesodermo precardiaco, asi como en el endodermo
adyacente (Figura 4), en una posicidon mas lateral y caudal a la expresion endodérmica de Fgf8.
Estos datos sugieren una estrecha relacion entre Fgf8 y Bmp2, por lo que disefiamos una serie
de experimentos encaminados a analizar de forma detallada el papel de Bmp2 en las vias de

sefializacion que regulan la cardiogénesis.

Fgfs

‘Hm- ' e .&Hm

Figura 12.- Doble ISH con Bmp2 y Fgf8 en embriones control mostrando la expresion de Bmp2 (azul) en el mesodermo
precardiaco y endodermo adyacente, en una posicién lateral y caudal a la expresién endodérmica de Fgf8 (rojo).

[IA. Experimentos de ganancia de funcién.

Nuestros resultados obtenidos mediante la electroporacion a nivel de las células
precardiacas de la linea primitiva muestran que la sobreexpresion de Bmp2 incrementa la
expresion de los tempranos marcadores cardiacos Nk-2.5 y GATA4. De forma significativa,
observamos una reduccion de la expresion de Fgf8, asi como una disminucién de la tincién de
Erk1/2 (Figura 13).

Nuestros resultados obtenidos mediante la aplicacién de esferas acrilicas justo a
nivel del campo cardiaco primario, muestran que la administracion de BMP2 incrementa también
la expresion de Nk-2.5 y GATA4, y disminuye la expresion de Fgf8 y la actividad Erk1/2 (Figura
13).

No obstante, al aplicar las esferas acrilicas en posicion medial al campo cardiaco
primario, observamos una induccién de Nk-2.5 y GATA4 alrededor de la esfera; asi como de
Fgf8 (Figura 14), dato éste coincidente con previos autores (Schultheiss et al., 1997; Andrée et
al., 1998; Schlange et Al., 199; Alsan y Schultheiss, 2002).
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EGFP

Sobreepresslon
Bmp2 -GFP

BMP2

Figura 13.- La linea superior muestra los embriones control tras ISH con Nkx-2.5, GATA4 y Fgf8, y la sefal de Erk1/2
mediante IMH. A continuacion se muestra una secuencia de las células precardiacas electroporadas con Bmp2 a nivel
de la linea primitiva y seguidas hasta su localizacién en los tubos endocardicos primitivos. La tercera linea muestra el
incremento de la expresion de Nkx-2.5 y GATA4 tras la electroporacién con Bmp2, y una disminucién de la expresién de
Fgf8 y la sefal de Erk1/2. La linea inferior muestra el efecto similar tras la aplicacién de esferas (flechas) cargadas con
BMP2.

BMP2

Figura 14.- El esquema muestra la aplicacion de la esfera, medial al campo cardiaco primario. Nétese en las imagenes
de ISH la induccién de Nkx-2.5, GATA4 y Fgf8 alrededor de la esfera cargada con BMP2.
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IIB. Experimentos de pérdida de funcion.

Nuestros resultados obtenidos mediante la administracion de nogina a nivel del
campo cardiaco primario da lugar a una disminucioén de la expresion de Bmp2, asi como de Nkx-
2.5y GATA4; pero no de la expresion de Fgf8 ni de la sefal de Erk1/2 (Figura 15).

Figura 15.- El esquema muestra la aplicacion de la esfera cargada con nogina justo sobre el campo cardiaco primario.
Notese en las imagenes de ISH la disminucién de la expresion de Bmp2, asi como de Nkx-2.5 y GATA4; pero no de la
expresion de Fgf8 ni de la sefial de Erk1/2.
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[ll. Andlisis del papel del miR-130 en el desarrollo cardiaco

Nuestros resultados de los experimentos previos han revelado que la senal de
Erk1/2 disminuye en los experimentos de sobreexpresion de Bmp2. Analizando detalladamente
el programa target scan (Grimson et al., 2007; Friedman et al., 2009), encontramos que miR130
es un microRNA que se une a secuencias especificas en el 3’'UTR del gen diana Erk1/2 (Figura
16), lo cual sugiere que podria actuar como regulador post-transcripcional de su expresion.
Considerando estos datos, hemos realizado un analisis de la expresion del miR-130 desde la
fase de linea primitiva hasta la formacién del tubo cardiaco primitivo, asi como un estudio de su

posible papel en la interaccion Fgf/Bmp.
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Figura 16.- Muestreo mediante programa bioinformatico Target-Scan (http://www.targetscan.org/) mostrando que
miR130 es un microRNA que se une a secuencias especificas en el 3'UTR del gen diana Erk1/2.



Expresion de miR-130 durante el desarrollo cardiaco.

Tal como queda ilustrado en la Figura 17, la expresion de miR-130 se inicia en
estadio PS3 a nivel de la linea primitiva, expandiéndose hacia las areas laterales del embrién en
estadio PS8, de distribucion muy amplia, a nivel de las capas de mesodermo y endodermo. A
partir del estadio PS13 la expresion viene a ser restringida a nivel de ambos campos cardiacos
primarios. Hacia los estados HH7 y HH8 la expresion del miR-130 queda localizada a nivel de

ambos tubos endocardicos primitivos.

Figura 17.- Secuencia de diferentes estadios de embriones sometidos a ISH con sonda LNA de miR-130, mostrando su
expresion inicialmente (PS3) a nivel de la linea primitiva, y posteriormente a nivel del mesodermo y endodermo
adyacente a nivel del campo cardiaco primario.

Este patron de expresion del miR-130 es muy concordante con la sefial de Erk1/2,
que hemos estudiado mediante técnicas de IMH. Tal como puede apreciarse en la Figura 18, las

areas de expresion son muy similares a las areas de expresion del miR-130.

Figura 18.- Secuencia de diferentes estadios de embriones sometidos a IMH con ERK1/2, mostrando sefial inicialmente
(PS3) a nivel de la linea primitiva, y posteriormente a nivel del mesodermo y endodermo adyacente a nivel del campo
cardiaco primario.
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Experimentos de ganancia de funcién del miR-130.

Nuestros resultados obtenidos mediante la electroporacién a nivel de las células
precardiacas de la linea primitiva muestran que la sobreexpresiéon de miR-130 incrementa
significativamente la expresion de Bmp2, Nkx-2.5 y GATA4, mientras que se observa una

evidente inhibicion de la expresion de Fgf8 y de la sefial de Erk1/2. (Figura 19).

Experimentos de pérdida de funcidon del miR-130.

Nuestros resultados obtenidos mediante la electroporacién a nivel de las células
precardiacas de la linea primitiva muestran que la sobreexpresion de anti-miR-130 suprime
significativamente la expresion de Bmp2, Nkx-2.5 y GATA4, mientras que se observa una

evidente expansion de la expresion de Fgf8y de la sefal de Erk1/2. (Figura 20).
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Sobreexpresién miR-130 Electroporacion anti-miR-130

Figura 19.- El panel ilustra el efecto de la Figura 20.- El panel ilustra el efecto de la
electroporacion de las células precardiacas con electroporacion de las células precardiacas con anti-
miR-130 a nivel de la linea primitiva, mostrando miR-130 a nivel de la linea primitiva, mostrando la
el incremento de la expresion de Bmp2, Nkx-2.5'y disminuciéon de la expresién de Bmp2, Nkx-2.5 y
GATA4, y una disminuciéon de la expresion de GATA4, y un incremento de la expresion de Fgf8y la
Fgf8y la sefal de Erk1/2. sefal de Erk1/2.
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Bmp2 regulala expresion del miR-130.

En un intento de establecer una relacién mas precisa entre el miR-130 y Bmp2,
hemos analizado el efecto de la sobreexpresion de Bmp2 a nivel de las células precardiacas de
la linea primitiva y su repercusion sobre la expresion del miR-130, observando un incremento de
su expresion a nivel de los tubos endocardicos. De forma concordante, la aplicacion de esferas
acrilicas a nivel del campo cardiaco primario, pone de manifiesto que nogina se produce una

pérdida de la expresion del miR-130 en el tubo endocardico ipsilateral (Figura 21).

Sobreexp

resion de Bmp2 Control Nogina

Figura 21- La electroporacion de las células precardiacas de la linea primitiva con Bmp2 conduce a un incremento de la
expresion de miR-130 a nivel de los tubos endocardicos primitivos, en comparacién con los embriones control. El
esquema muestra la posicion de la esfera cargada con nogina, a nivel del campo cardiaco primario, que origina la
disminucion de la expresion de miR-130 (flecha).
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IV. Regulacion de miR-133 por Bmp2 y miR-130

Aunque algunas descripciones en relacion con la expresion del miR-133 han sido
previamente aportadas (citas), no se conoce con precision el patron de expresion del mismo. En
la presente tesis doctoral hemos realizado mediante ISH un analisis amplio y exahustivo del
patron de expresion del miR-133 (Figura22), desde la fase de gastrulacion hasta la constitucion
del asa cardiaca. Nuestros resultados muestran que la expresién de miR-133 mantiene una
intima relacion con las células precardiacas y la constitucion de Is paredes que caracterizan la
formacion del asa. En la fase de gastrulacion, miR-133 se expresa a lo largo de todo la linea
primitiva, para extenderse posteriormente de forma lateral y concentrarse a nivel del campo
cardiaco primario a cada lado del embrion, para finalmente quedar restringida su expresion
exclusivamente a nivel de los tubos endocardicos primitivos. Tal y como ha sido referido por
previos autores, el miR-133 muestra una especial especificidad en su expresiéon a nivel del

miocardio del asa cardiaca (Darnell et al., 2006).

Figura 22- Hibridacién in situ con LNA del miR-133 mostrando su expreisén inicialmente a nivel de la linea primitiva
(PS2-PS12), y posteriormente a nivel del mesodermo precardiaco (PS14), desde su localizacion en la hoja
esplacnopleura del mesodermo lateral, hasta la formacién de los tubos endocardicos primitivos, tubo cardiaco y asa
cardiaca (HH8-HH10). Las lineas blancas indican el nivel de las secciones ilustradas.
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Nuestros resultados de sobreexpresion de Bmp2 a nivel de las células precardiacas
de la linea primitiva muestran un incremento de la expresion del miR-133 a nivel de los tubos
endocardicos. De forma concordante, la aplicacion de esferas acrilicas a nivel del campo
cardiaco primario, pone de manifiesto que nogina produce una pérdida de la expresion del miR-

133 en el tubo endocardico ipsilateral (Figura 23).

Adicionalmente, de sobreexpresién de miR-130 a nivel de las células precardiacas
de la linea primitiva muestran un incremento de la expresion del miR-133 a nivel de los tubos

endocérdicos (Figura 24).

De forma concordante, la inhibicion de la expresion del miR-130, mediante la
electroporacion con de anti-miR-130, produce una pérdida de la expresion del miR-133 en los

tubos endocardicos (Figura 25).
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Sobreexpresion de Bmp2 Control

Figura 23- La electroporacion de las células precardiacas de la linea primitiva con Bmp2 conduce a un incremento de la
expresion de miR-133 a nivel de los tubos endocardicos primitivos, en comparacion con los embriones control. El
esquema muestra la posicion de la esfera cargada con nogina, a nivel del campo cardiaco primario, que origina la
disminucién de la expresion de miR-133 (flecha).

Sobre-expresion de miR-130 Control

Figura 24- La electroporacion de las células precardiacas de la linea primitiva con miR-130 conduce a un incremento de
la expresion de miR-133 a nivel de los tubos endocardicos primitivos, en comparacién con los embriones control.

Electroporacién con anti-miR-120 Controf

Figura 25- La electroporacion de las células precardiacas de la linea primitiva con anti-miR-130 conduce a una
disminucion de la expresion de miR-133 a nivel de los tubos endocardicos primitivos, en comparacion con los embriones
control.
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Hoy dia es asumido que los determinantes moleculares constituyen uno de los
pilares fundamentales de la biologia del desarrollo. En todos los érganos, incluido el corazén, el
conocimiento de las vias de sefalizacion que regulan la expresion de diferentes genes en las
distintas fases de su desarrollo, es clave para la comprensién de los complejos sistemas que
controlan los procesos morfogenéticos, asi como su posible repercusion en los tejidos de los
organos del adulto, dada su potencial influencia en los procesos de reparacién y en la medicina

regenerativa.

El corazén constituye uno de los principales 6rganos en los que se centra la
atencién y el interés debido a su precoz desarrollo, pues es el primer érgano con capacidad
funcional, y es imprescindible para el inicio y mantenimiento del desarrollo de los demas

sistemas.

En un intento de aportar nuevos datos sobre los factores moleculares que
confeccionan las vias de sefializacion responsables de la induccion y diferenciacion cardiaca, en
la presente Tesis Doctoral hemos llevado a cabo un estudio en embriones de pollo basado en
un detallado analisis del papel de los factores de crecimiento Fgf8 y Bmp2, asi como otros
componentes que desde un punto de vista molecular pueden constituir factores determinantes
claves en las vias de sefnalizacién para que células indiferenciadas reciban estimulos de
induccion cardiaca, lleguen a diferenciarse en miocardiocitos y tengan la capacidad de
organizarse morfolégicamente en la estructura tridimensional compleja que determina la

morfologia tetracameral que caracteriza al corazén adulto.

Se ha propuesto como primer marcador de diferenciacién cardiaca a nivel del
mesodermo, lateral y craneal a ambos lados del embridn, la expresion del factor de transcripcion
Nkx-2.5 (Schultheiss et al., 1995; Ehrman y Yutzey, 1999), y que estaria determinado por el
efecto inductor de proteinas secretadas a nivel del endodermo adyacente al mesodermo
precardiaco (Schultheiss et al., 1997; Andrée et al., 1998; Schlange et al., 2000; Alsan y
Schultheiss, 2002; Brand, 2003; Brade et al, 2006). Previamente ha sido puesto de manifiesto
que este endodermo adyacente expresa Fgf8, y experimentalmente se ha demostrado que la
administracion de FGF8 tiene capacidad de inducir la expresion de Nkx-2.5, no obstante, estos
hallazgos han sido identificados solamente en una localizacién lateral al campo cardiaco
primario. Ademas, experimentos previos han mostrado que tras retirar el endodermo adyacente,
el mesodermo precardiaco pierde su capacidad de expresar Nkx-2.5, mientras que esta

expresion es rescatada al aplicar FGF8 (Alsan y Schultheiss, 2002).

Nuestros experimentos de sobreexpresion de Fgf8, electroporando las células
precardiacas de la linea primitiva, analizadas a nivel de los tubos endocardicos primitivos,
produce una disminucién de la expresion de Nkx-2.5, asi como del factor de transcripcion Gata4,
un marcador especifico de diferenciacion cardiaca (Laverriere et al., 1994; Jiang et al., 1998).

Tras la aparente discrepancia con los resultados previamente aportados por otros autores
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(Alsan y Schultheiss, 2002), hemos procedido a la aplicaciéon de esferas acrilicas cargadas con
FGF8, justo a nivel del campo cardiaco primario, observando nuevamente la disminucion de la
expresion de Nkx-2.5 y Gata4. Dado que nuestros experimentos, colocando las esferas en una
localizacion lateral al campo cardiaco primario, han resultado, al igual que previos trabajos
(Alsan y Schultheiss, 2002), en la induccién de Nkx-2.5 alrededor de la esfera, cabe plantearse
que la aparente discrepancia en los resultados vendria explicada por el hecho de que
experimentalmente existe una importante diferencia en el disefio del estudio, ya que en nuestros
experimentos actuamos directamente sobre las células precardiacas de la linea primitiva, y
sobre las células precardiacas del mesodermo y endodermo del campo cardiaco primario. Ello
viene apoyado por el hecho de que en nuestros experimentos las esferas colocadas en posicion
lateral al campo cardiaco primario, aunque tienen capacidad de inducir Nkx-2.5, no muestran
evidencias de capacidad de induccién de Gata4. Es pues evidente que nuestros experimentos
son llevados a cabo sobre especificas células de linaje cardiaco, del propio campo cardiaco
primario, y no en areas periféricas al mismo. Ademas, otros factores localizados en areas
periféricas al campo cardiaco primario, de la familia de los Whnt, estarian también regulando el
proceso de induccion cardiaca (Flaherty et al., 2012). Estos datos también sugieren que podria
existir la posibilidad de un efecto inductor de Fgf8 dosis-dependiente, y que un nivel elevado de
sefal de Fgf8 tuviese un efecto opuesto, represor de diferenciacion, tal como se ha sugerido en
trabajos previos realizados sobre modelos diferentes de desarrollo (Hutson et al., 2010; Tirosh-
Finkel et al., 2010).

Nuestros resultados obtenidos mediante sobreexpresion de Fgf8 vienen apoyados
por nuestros experimentos de pérdida de funcion, ya que la electroporacion de las células
precardiacas de la linea primitiva con el Fgf8 siRNA, asi como la aplicacién del bloqueante de
sefal FGF, SU5402, han mostrado el efecto inverso, dando lugar a un incremento de la
expresion de Nkx-2.5 y Gata4 a nivel del campo cardiaco primario. Es interesante tener en
cuenta que el SU5402 es un inhibidor del receptor FGF (FGFR1), lo cual sugiere que los
receptores de FGF a nivel del mesodermo precardiaco estarian jugando un papel relevante en el
proceso de cardiogénesis, y merecerian en su caso pues un analisis mas exhaustivo de los
mismos (Sugi et al., 1995; Zhu et al., 1999; Dell’Era et al., 2003).

Uno de nuestros resultados mas relevantes tras la sobreexpresion de Fgf8 es su
capacidad de inhibir la expresion de Bmp2, dato que viene apoyado por nuestros experimentos
de pérdida de funcion de Fgf8, que originan un incremento de la expresion de Bmp2 a nivel de
los tubos endocardicos primitivos. Ha sido previamente demostrado que Bmp2 se expresa a
nivel de ambos componentes del campo cardiaco primario, mesodermo precardiaco y
endodermo adyacente (Andrée et al., 1998), y se ha propuesto que Bmp2 seria un factor
determinante del proceso de induccién cardiaca, mediante la actuacion de sefiales que emanan
desde el endodermo y tienen su respuesta a nivel del mesodermo precardiaco (Schultheiss et
al., 1997; Andrée et al., 1998; Schlange et al., 2000). Experimentos previos han mostrado que la

administracion de BMP2, en una region medial al campo cardiaco primario, justo lateral al
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nodulo de Hensen, tiene capacidad de inducir la expresion de genes especificos de
diferenciacion cardiaca, Nkx-2.5 y Gata4 (Schultheiss et al., 1997; Andrée et al., 1998; Schlange
et al., 2000; Alsan y Schultheiss, 2002). Sin embargo, esta capacidad inductora de BMP2 no ha
podido ser demostrada cuando se administra en localizacion lateral al campo cardiaco primario
(Alsan y Schultheiss, 2002).

Nuestros experimentos de sobreexpresion de Bmp2, electroporando las células
precardiacas de la linea primitiva, analizadas a nivel de los tubos endocardicos primitivos,
produce un incremento de la expresion de Nkx-2.5 y Gata4. Asimismo, la aplicacion de esferas
acrilicas cargadas con BMP2, justo a nivel del campo cardiaco primario, incrementa las areas de
expresion de Nkx-2.5 y Gata4. Estos datos son coincidentes con trabajos previos de otros
autores (Schultheiss et al., 1997; Andrée et al., 1998; Schlange et al., 2000; Alsan y Schultheiss,
2002), lo cual apoya la participacion clave de Bmp2 como factor inductor del proceso de
cardiogénesis. Ademas, nuestros resultados vienen apoyados por nuestros experimentos de
pérdida de funcion, mediante la aplicacion del inhibidor de Bmp2, nogina, obteniendo el efecto
inverso, dando lugar a una pérdida de expresion de Nkx-2.5y Gata4, lo cual es coincidente con
previos resultados de otros autores (Schultheiss et al., 1997; Andrée et al., 1998; Schlange et
al., 2000; Tirosh-Finkel et al., 2010; Hutson et al., 2010).

De modo interesante, nuestros experimentos de sobreexpresion de Bmp2 ponen de
manifiesto una disminucion de la expresion de Fgf8 a nivel de los tubos endocardicos primitivos.
Ademas, la administracién de esferas cargadas con BMP2 inhibe la expresién de Fgf8,
coincidiendo con resultados de experimentos previos (Alsan y Schultheiss, 2002). Teniendo en
cuenta que en nuestros experimentos la sobreexpresion de Fgf8 conducen a una inhibicion de la
expresion de Bmp2, cabe plantearse que existe ineludiblemente una cooperacion Fgf8/Bmp2 en
el proceso de induccion cardiaca. Trabajos previos han mostrado que Fgf8 y Bmp2 se expresan
ambos en el endodermo adyacente al mesodermo precardiaco, y que actuarian como factores
claves emitiendo sefiales inductoras hacia el mesodermo (Alsan y Schultheiss, 2002; Schlange
et al., 2000; Brand, 2003). Sin embargo, nuestros resultados mediante doble ISH con Fgf8 y
Bmp2 ponen de manifiesto que la expresiéon de ambos a nivel del endodermo no esta solapada,
de tal modo que Fgf8 se expresa en una localizacidon medial respecto de la expresion de Bmp2,

mas lateral, a nivel de la capa endodérmica adyacente.

Todos estos datos en conjunto, la inhibicion de Bmp2 por la sobreexpresion de
Fgf8, la inhibicion de Fgf8 por la sobreexpresion de Bmp2, y el hecho de que Fgf8 y Bmp2
tienen areas de expresion separadas a nivel del endodermo del campo cardiaco primario,
sugieren un mecanismo de feed-back negativo, quiza dosis-dependiente, mediante el cual una
cooperacién Fgf8/Bmp2, ambos necesarios para la expresion de Nkx-2.5, constituirian el
mecanismo del inicio de la cardiogénesis. Esta hipétesis viene apoyada por el hecho de que
Fgf8 es capaz de inducir la expresion de Nkx-2.5, pero no la expresion de Gata4, mientras que

Bmp2 tiene capacidad de inducir a ambos simultaneamente (Figura 37). Posteriormente, cada
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uno de estos factores de ftranscripcion regularia una cascada de expresion de genes
responsables del mantenimiento de la diferenciacion cardiaca (Brand, 2003; Brewer et al.,
2005).

/

Y
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Figura 37- Esquema del modelo propuesto para explicar el feed-back negativo BMP2/FGF8 en la regulacién del inicio
de la cardiogénesis.

Nuestros resultados muestran que la sobreexpresion de Bmp2 origina un descenso
de la expresion de Fgf8, y que la administracién de nogina, que inhibe a Bmp2, resulta en un
incremento de la expresion de Fgf8. Estos resultados se acompafan con el dato que hemos
obtenido mediante IMH con Erk1/2, de tal modo que cuando desciende la expresion de Fgf8,
bien por electroporacion con Fgf8 siRNA, o bien mediante la aplicacion de esferas de SU5402,
disminuye la sefal de Erk1/2. Este dato es explicable al encontrarse Erk1/2 en la via de
sefializacion de Fgf/MAPK (Eblaghie et al., 2003; Corson et al., 2003; Lunn et al., 2007; Aragon
y Pujades, 2009), ya que previamente se ha demostrado, en otros modelos, que la inhibicién de
la expresion de Fgf8 mediante SU5402 inhibe la sefal de Erk1/2, siendo éste necesario para la
expresion de Fgf8 (Echevarria et al., 2005). Estos resultados estarian apoyando un papel activo
del Bmp2 sobre la regulacion de la sefal de Erk1/2, tal como se ha propuesto previamente en
otros modelos experimentales (Hutson et al., 2010; Tirosh-Finkel et al., 2010; Stuhimiller y
Garcia-Castro, 2012).

Atendiendo a nuestros resultados, cabe plantearse una accion directa de Bmp2
sobre la expresion de Fgf8, o bien, indirecta, a través de la regulacion de Erk1/2. En un intento
de establecer un mecanismo que justifique si existe una via alternativa del control de Fgf/MAPK
a partir de Bmp2, hemos analizado la posible influencia del dato que hemos observado a través

del analisis con el programa Target-Scan (Lewis et al., 2005; Friedman et al., 2009; Garcia et al.,
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2011), mediante el que obtenemos la informacion de que miR130 es un microRNA que se une a
secuencias especificas en el 3'UTR del gen diana Erk1/2. Teniendo en cuenta este dato, y el
hecho de que los microRNAs han mostrado jugar un papel relevante en otros modelos de
desarrollo (Chen et al., 2006; Chinchilla et al., 2011; Malizia y Wang, 2011; Cao et al., 2012;
Sokol, 2012), en la presente Tesis Doctoral hemos analizado el posible papel del miR-130 en el

proceso de cardiogénesis.

Nuestros resultados muestran que miR-130 se expresa a nivel de la linea primitiva,
abarcando pues las células precardiacas, y continua expresandose a nivel del mesodermo
precardiaco y su endodermo adyacente. Este patron de expresién es altamente coincidente con
la distribucion de la sefal de Erk1/2 durante estas fases del desarrollo. Estos datos sugieren una
estrecha relacion entre el patron observado para miR-130 y Erk1/2 y el proceso de

cardiogénesis.

En un intento de dilucidar hasta qué punto miR-130 esta implicado en el proceso de
induccién cardiaca, hemos realizado experimentos de ganancia y pérdida de funcion. Nuestros
resultados muestran que la sobreexpresion de miR-130 incrementa los niveles de expresion de
los marcadores cardiacos Nkx-2.5 y Gata4, y de forma interesante, un incremento de la
expresion de Bmp2. Ello se acompana de una disminucion de la expresion de Fgf8y de la sefial

Erk1/2 a nivel de los tubos endocardicos primitivos.

Nuestros datos estan apoyados por el hecho de que nuestros experimentos de
inhibicion de la expresién de miR-130, mediante electroporacion del anti-miR-130, conducen a
una inhibicién de Nkx-2.5 y Gata4, acompafiada de una inhibiciéon de la expresién de Bmp2. De
modo significativo observamos un incremento de la expresion de Fgf8 y de la sefal de Erk1/2 a

nivel de los tubos endocardicos primitivos.

Adicionalmente, nuestros experimentos de sobreexpresion de Bmp2 resultan en un
incremento de la expresion de miR-130, y de forma concordante, la administracién de nogina

resulta en una disminucion de la expresion de miR-130.

Todos estos datos en conjunto sugieren que Bmp2 regula la expresién de miR-130,
y éste a su vez controlaria la sefial de Erk1/2, posiblemente por interaccion con el 3"UTR del
especifico mMRNA reprimiendo su translacion y estabilidad, tal como ha sido también sugerido a
partir de estudios realizados en otros modelos experimentales (Jarrett et al., 2011). Cabe
plantear la hipétesis del establecimiento de una via que regulase la expresiéon de Fgf8 a través
de la sefal de Bmp2 por su efecto sobre Erk1/2, mediado por su accién a través de la regulacion
del miR-130 (Figura 38).
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Figura 38- Esquema del modelo propuesto para explicar el feed-back negativo BMP2/FGF8 en la regulaciéon del inicio
de la cardiogénesis. La participacion de miR-130 regula la via Fgf-Erk1/2.

Trabajos previos han mostrado que la senal de Erk1/2 estaria regulada por FGF8,
que uniéndose al receptor FGFR1 activaria la via MAPK (Corson et al., 2003; Echevarria et al.,
2005; Tirosh-Finkel et al., 2010; Hutson et al., 2010). En nuestro analisis mediante el programa
Target-Scan observamos que el microRNA miR-133 se une secuencias especificas 3'UTR del
Fgfr1. Al objeto de aportar evidencias que apoyen la posible participacion del miR-133 en el
proceso de cardiogénesis, hemos realizado un estudio de su patrén de expresion, poniendo de
manifiesto que, aunque se ha identificado previamente su expresion a nivel de los tubos
endocardicos primitivos y asa cardiaca en embrion de pollo (Darnell et al., 2006), nosotros
hemos identificado su expresion desde el inicio de la gastrulacién a nivel de la linea primitiva, y

posteriormente en el campo cardiaco primario.

Nuestros experimentos de sobreexpresion de Bmp2, asi como de sobreexpresion
de miR-130, sobre las células precardiacas de la linea primitiva resultan en un incremento de la
expresion de miR-133 a nivel de los tubos endocardicos primitivos. Adicionalmente, la
administracion de nogina, asi como la electroporacién con anti-miR-130, revelan, de forma
concordante, una disminucion de la expresion de miR-133. Aunque miR-133 ha sido implicado
fundamentalmente en fases mas tardias del desarrollo cardiaco en raton (Horie et al., 2009;
Dong et al., 2010; Cordes et al., 2010) e incluso en mecanismos moleculares que regularian
procesos en el adulto (Caré et al., 2007; Villar et al., 2011), nuestros resultados manifiestan

importantes evidencias de la participacion de miR-133 en las fases mas precoces del desarrollo
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cardiaco. Esta participacion podria estar basada en un mecanismo de control del receptor
FGFR1 por miR-133, estableciendo una regulacion del conjunto de la via FGF8/MAPK (Figura
39).
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Figura 39- Esquema del modelo propuesto para explicar el feed-back negativo BMP2/FGF8 en la regulaciéon del inicio
de la cardiogénesis. Participacion de miR-133 en la via Fgf-Erk1/2, regulada por miR-130.
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CONCLUSIONES



En la presente Tesis Doctoral hemos realizado un estudio experimental en
embriones de aves dirigido a la determinacion de los factores moleculares que determinan el
desarrollo inicial del corazén. De nuestros resultados se pueden extraer las siguientes

Conclusiones:

1.- La sobreexpresién de Bmp2 a nivel de las células precardiacas incrementa la

expresion de Nkx-2.5 y Gata4. Bmp2 constituye el factor inductor del proceso de cardiogénesis.

2.- La sobreexpresion de Fgf8 a nivel de las células precardiacas disminuye la
expresion de los factores de transcripcion Nkx-2.5 y Gata4. Fgf8 actia como controlador del

proceso de induccidon de cardiogénesis.

3.- Dado que la sobreexpresion de Fgf8 inhibe la expresiéon de Bmp2 y que la
sobreexpresion de Bmp2 inhibe la expresion de Fgf8 y la sefial de Erk1/2, concluimos que el
inicio del proceso de especificacion cardiaca esta regulado por un mecanismo de feed-back

negativo entre Fgf8/Bmp2.

4.- La co-expresion de miR-130 y Erk1/2 en intima relacion con la localizaciéon de
las células precardiacas, desde su posicion a nivel de la linea primitiva hasta la formacion del
tubo cardiaco primitivo, pone de manifiesto su papel clave en la regulacién del proceso de
induccion cardiaca, lo cual esta apoyado por los resultados de los experimentos de ganancia y

pérdida de funcién de miR-130.

5.- Nuestros resultados evidencian una participacion de miR-130 en el control de

Fgf8 en la via de sefializacion de induccion cardiaca, modulando la actividad Erk1/2.
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6.- El proceso de induccion cardiaca estd regulado por un mecanismo de
coordinacion entre Fgf8/Bmp2 responsable de la induccion de la expresion de Nkx-2.5 y Gata4.
Un mecanismo de regulacién entre Bmp2 y miR-130 inhibe a Erk1/2, que esta regulando la
expresion de Fgf8. En este proceso, miR-133 podria actuar como modulador de la via Fgf8-
Erk1/2.

7.- En conjunto, los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral muestran la
compleja base molecular que determina el proceso de induccion y diferenciacion cardiaca,
basada en una precisa ordenacion témporo-espacial de senales y expresion de genes
especificos que garantizan el adecuado normal desarrollo morfolégico y funcional del corazén

embrionario.
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