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Resumen

Los defectos durante el desarrollo cardiaco pueden dar lugar a malformaciones y enfermedades
cardiovasculares. Para su estudio y posible prevencion, se ha descrito el proceso de desarrollo
en humanos y en otras especies modelo. Es el caso del pez cebra, que presenta una estructura
cardiaca distinta a los humanos, pero unos mecanismo celulares y moleculares subyacentes al
proceso de desarrollo cardiaco altamente conservados entre ambas especies. Otra ventaja de
esta especie es la transparencia de los embriones y larvas y su capacidad para obtener nutrientes
y oxigeno por difusion pasiva, que permiten la observacion de los defectos cardiacos durante el
desarrollo. La diferenciacion de las células cardiacas se produce por cambios en la expresion
de diversos genes y factores de transcripcion que influiran en la proliferacion y especificacion
de los distintos tipos celulares que dan lugar a un corazon completo. Estas modificaciones estan
reguladas, en parte, por factores epigenéticos como son la metilacion del ADN, modificaciones
post-transcripcionales en histonas y ARN no codificantes. Las alteraciones de estas
modificaciones epigenéticas pueden conducir a fallos en el desarrollo cardiaco y, por tanto, a
malformaciones y enfermedades. Recientemente, se ha descrito como el efecto de algunos
toxicos ambientales, como el bisfenol A (BPA) sobre la epigenética, pueden alterar la expresion
de genes implicados en el desarrollo cardiaco y, por tanto, el desarrollo del corazon.

Palabras clave: contaminantes ambientales, desarrollo cardiaco, epigenética, pez cebra.

Abstract

The disruption of the mechanisms controlling cardiac development can lead to malformations
and cardiovascular disease. So as to have a deeper insight into the developmental process in
humans, some model species have been used. This is the case of the zebrafish, whose cellular
and molecular mechanisms involved in cardiogenesis are highly conserved with humans,
despite having a different heart structure. Moreover, the embryo transparency and the ability of
the larva to survive, meet the nutrients and oxygen supply by passive diffusion during
development, allows the observation of cardiac malformations. Cardiac cells differentiation is
triggered by changes in gene expression that influence the cell proliferation and specification
to form a complete heart. These modifications are regulated, to a certain extent, by epigenetic
factors such as DNA methylation, post-transcriptional modifications in histones and non-coding
RNA. Alterations in these epigenetic modifications lead to failures in cardiac development and
thus to malformations and diseases. Recently, the effects of some environmental toxicants, such
as bisphenol A (BPA), on epigenetics have been described, which may alter the cardiac
development.

Keywords: cardiac development, environmental pollutants, epigenetics, zebrafish.






1. Cardiogénesis

1.1.Desarrollo cardiaco en humanos

1.1.1. Anatomia, fisiologia e histologia del corazén en humanos

El corazdn adulto humano esta formado por cuatro camaras. Existen dos camaras superiores o
auriculas, que reciben la sangre proveniente de otras partes del cuerpo y dos compartimentos
inferiores denominados ventriculos, cuya funcion es bombear la sangre a otras zonas
corporales. Las camaras superiores estan separadas por un tabique auricular y las inferiores por
un tabique ventricular (lazzo, 2005). La sangre rica en oxigeno procedente de los pulmones
entra en la auricula izquierda via venas pulmonares y es bombeada por el ventriculo izquierdo
hacia la arteria aorta, consiguiendo asi su entrada a la circulacion sistémica y su propagacion al
resto del cuerpo. Por otro lado, la sangre carente de oxigeno procedente del resto del organismo
entra en la auricula derecha vias venas cava inferior y superior (Ross y Pawlina, 2016) y es
impulsada hacia la arteria pulmonar a través del ventriculo derecho, llegando asi a los pulmones
(lazzo, 2005; Buijtendijk et al., 2020). Sin embargo, aungue en el corazon tengan lugar dos
flujos de sangre distintos, existe una Unica direccion de flujo que es mantenida gracias la
existencia de valvulas cardiacas a la salida de las camaras (Ross y Pawlina, 2016). Las valvulas
auriculoventriculares permiten el paso de la sangre desde las auriculas a los ventriculos y evitan
que el flujo sanguineo retroceda cuando estos Gltimos se contraen para impulsar la sangre fuera
del corazon. Estas valvulas son las denominadas valvula tricispide y valvula bicispide o mitral
y se localizan entre las cavidades derechas e izquierdas, respectivamente. Por otro lado, en la
estructura cardiaca se distinguen también las valvulas semilunares, que incluyen la valvula
pulmonar y la valvula adrtica, que permiten la salida del flujo sanguineo hacia la arteria
pulmonar y la arteria aorta desde los ventriculos derecho e izquierdo, respectivamente (lazzo,
2005).

En términos histologicos, el corazon esta compuesto por tres capas tisulares que, de la parte
mas externa hasta la mas interna son pericardio, miocardio y endocardio (Figura 1). El
pericardio se divide en dos capas que delimitan la cavidad pericéardica. La hoja externa es el
pericardio fibroso o parietal, constituido por tejido conectivo fibroso y una lamina interna de
células mesoteliales en contacto con la cavidad pericardica (Rodriguez and Tan, 2017). La capa
interna, el pericardio seroso o visceral, también denominada epicardio, esta compuesto, de fuera

hacia adentro, por una capa de células mesoteliales que lubrican y facilitan los movimientos,



una capa de tejido conectivo fibroelastico y otra de tejido adiposo. (lazzo, 2005).
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Figura 1. Capas del corazon humano. Se pueden observar las 3 capas que componen el corazén: endocardio,
miocardio y epicardio o pericardio, que incluye la hoja visceral y la hoja serosa. (Ross y Pawlina, 2016)

Las arterias y venas coronarias, los nervios y los vasos linfaticos circulan por debajo del
epicardio (Arackal y Alsayouri, 2022). Los vasos coronarios incluyen las dos arterias coronarias
y las venas cardiacas. Las arterias coronarias derecha e izquierda
Ilevan sangre arterial al corazén. Se originan en la aorta y emiten
ramas que alcanzan la punta del 6rgano. En cuanto a las venas
coronarias, la mayoria desembocan en el seno coronario, situado
en la superficie dorsal del corazén y que drena en la auricula
derecha (Ross y Pawlina, 2016). ElI miocardio estd compuesto
tejido muscular cardiaco estriado en que conforma la pared del
corazon y representa el tejido contractil (lazzo, 2005; Ross y

Pawlina, 2016). Las ceélulas de este tejido se denominan

cardiomiocitos y presentan una forma rectangular,

B ) ., Figura 2. Estructura histologica
normalmente con un ndcleo situado en la region central. Pueden el endocardio humano.  Se
representa la capa endotelial
interna (End), la capa de tejido

especializados denominados discos intercalares. Estos discos ~ conjuntivo denso (DCT) que
contiene  celulas  musculares

intercalares representan zonas en las que dos células se unen  (SMC) y la capa subendocardica

de tejido conectivo donde se

estrechamente a traves de uniones gap y desmosomas, localizan las fibras de Purkinje

. L . L. (PF). A laizquierda de la imagen

permitiendo la transmision del impulso eléctrico entre ellas  también se puede observar el

miocardio formado por células
musculares cardiacas (CMF).

mas grueso que el de las auriculas, ya que se requiere unamayor  (Rossy Pawlina, 2016)

estar ramificados y estan conectados por complejos de unién

(Buetow y Laflamme, 2018). EI miocardio de los ventriculos es

presion para impulsar la sangre a través de las circulaciones

pulmonar y sistémica (Ross y Pawlina, 2016). El endocardio, estd compuesto, de adentro a



fuera, por una capa interna escamosa endotelial, tejido conjuntivo denso que contiene células
musculares lisas y otra capa de tejido conectivo o capa subendocardica que contiene las fibras
de Purkinje (lazzo, 2005; Berridge et al., 2013; Ross y Pawlina, 2016) (Figura 2).

La contraccion de los cardiomiocitos viene desencadenada por el flujo de iones de calcio (Ca?*)

al interior de la célula, facilitado por la existencia de canales y bombas idnicas en la membrana.

Ademas, el movimiento libre de iones entre A actin —— titin
h |

7 7 - - :_} MRS
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transmision de un impulso eléctrico a traves de la
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red de células musculares cardiacas. El espacio 225 A

intracelular de los miocitos cardiacos estd ¢

ocupado por un entramado citoesquelético de ¢

miofilamentos organizados en sarcomeros, las

unidades contréctiles funcionales (lazzo, 2005).

diastole
En los sarcomeros pueden distinguirse filamentos @Z: — — 3 »
- - - - (
gruesos, compuestos principalmente por miosina, v N

la cual estd constituida por un par de cadenas

pesadas (MYH/MHC) y cuatro cadenas Figura 3. Organizacién de un sarcémero de un
. . . miocito cardiaco. A Estructura esquematica (arriba) y
ligeras (MLC) (Figura 2A). Los filamentos observada con microscopia electronica (abajo) de un

de miosina contienen un dominio motor con sarcomero. C Relacion entre las longitudes de un
sarcomero en el proceso de contraccion (arriba) y de
dos cabezas globulares, que se une alaactina,  relajacion (abajo).
y un dominio helicoidal que puede dimerizar ~ (Crocini and Gotthardt, 2021)
y formar filamentos gruesos bipolares
(England and Loughna, 2013; Braithwaite and Al Khalili, 2020; Crocini and Gotthardt, 2021).
Por otro lado, los filamentos finos estan compuestos por actina, que es una proteina globular
que polimeriza constituyendo un filamento helicoidal. Ademas, estos filamentos incluyen el
complejo tropomiosina (Tm)-troponina (Tn). La primera se encuentra en los huecos que forman
las subunidades de actina y la segunda esta compuesta por tres subunidades (TnT, Tnly TnC)
(Figura 2A). TnT une la troponina a la tropomiosina, TnC tiene capacidad de unirse al Ca®* y
Tnl puede inhibir la interaccion actina-miosina (Matiazzi et al., 2013). Los filamentos gruesos
y finos pueden deslizarse entre si provocando el acortamiento del sarcomero (Figura 2C)
(Crocini and Gotthardt, 2021). En este acortamiento participa el calcio que ha entrado al interior
celular, que tras unirse a TnC, provoca un cambio conformacional en el complejo Tm-Tn que

rota, exponiendo asi los lugares de unidn a miosina presentes en la actina (Matiazzi et al., 2013;



Braithwaite and Al Khalili, 2020). De esta manera, la cabeza de la miosina interactia con dos
mondmeros de actina adyacentes y como consecuencia, se produce la contraccion del
cardiomiocito (Crocini and Gotthardt, 2021). Ademas, para que la contraccion tenga lugar, se

requiere energia procedente de ATP unido a miosina (Braithwaite and Al Khalili, 2020).

1.1.2. Diferenciacion y migracién de los precursores cardiacos

En los humanos, el desarrollo cardiaco se inicia en la segunda semana de desarrollo durante la
etapa de gastrulacion, en la cual una blastula formada por dos capas embrionarias se convertira
en un embridn con tres capas embrionarias: endodermo, mesodermo y ectodermo (Buijtendijk
et al., 2020). Los precursores cardiacos se originan en el surco primitivo temprano y migraran
hasta la zona ventral del embridn durante la segunda semana (Tan and Lewandowski, 2020)
hasta formar dos grupos celulares que forman el denominado mesodermo cardiogénico (Gilbert,
2000) en el mesodermo anterior lateral (LPA; del inglés Lateral Plate Mesoderm) (Harris and
Black, 2010). Estas células progenitoras, que son las que daran lugar al futuro tubo cardiaco
lineal, se conocen como células del area cardiaca primaria (FHF; del inglés first heart field). A
continuacion, estos campos bilaterales migran hacia la linea media del embridn durante la
tercera semana, donde se uniran para formar la cresta cardiaca (Figura 4) (Sylva et al., 2013;
Tan and Lewandowski, 2020). Durante la migracion, estas células se vuelven competentes para
su diferenciacién hacia un linaje cardiaco, dando lugar finalmente a los cardiomiocitos
(Buijtendijk et al., 2020). Varias evidencias sugieren que el origen del endocardio y del
miocardio es comun, siendo importante su localizacion para su especificacion, ya que esta
dependera de la actuacion de distintos mediadores en cada caso (Dye y Lincoln, 2020). Mientras
migran, algunas células que comienzan a expresar N-cadherina daran lugar al miocardio
(Linask et al., 1997; Gilbert, 2000). Esta molécula participa en las uniones gap intercelulares y
se ha demostrado que los contactos mediados por N-cadherina se requieren para la expansion y
supervivencia de las células musculares lisas cardiacas. Ademas, se ha descrito un posible papel
de esta cadherina en la regulacion de la sefializacion Wnt, implicada en la proliferacion de los
precursores cardiacos (Soh et al., 2014). Una proporcién de estas células, por el contrario,
disminuirdn su expresion de N-cadherina y se separaran de aquellas que van a formar el
miocardio, para dar lugar a otra capa de tejido, el endocardio (Linask et al., 1997; Gilbert,
2000).
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Figura 4. Migracion y especificacion de los precursores cardiacos. Las células mesodérmicas originados en el
surco primitivo del embridn migran hacia la linea media formando la cresta cardiaca. En ese lugar, tiene lugar
la especificacion a células miocardicas o endocardicas, dependiendo de su localizacion. (Harris and Black,
2010)

En los precursores cardiacos tiene lugar la expresion de dos factores de transcripcion
principales. Por un lado, el factor de respuesta al suero (SRF) se expresa en las células
mesodérmicas y regula la formacion del mesodermo y de la cresta cardiaca (Deshpande et al.,
2022). Por otro lado, MESP1 se expresa en las células precursoras que daran lugar al tubo
cardiaco y es requerido para que las células mesodérmicas migren desde el surco primitivo para
formar el tubo cardiaco (Tabla 1) (Saga et al., 1999; Lescroart et al., 2014). A continuacion, las
células del mesodermo daréan lugar a las células endocardicas y miocéardicas. La especificacion
del endocardio parece ser inducida por la liberacién de mediadores por parte de las células
endodérmicas, incluyendo proteinas morfogenéticas dseas (BMP; del inglés bone
morphogenetic proteins) e inhibidores de la via de sefializacion Wnt (Dye y Lincoln, 2020).
Por el contrario, la diferenciacién de las células mesodérmicas migratorias a cardiomiocitos
tiene lugar en presencia del factor de transcripcion NKX2.5 (Gilbert, 2000). Este factor es
critico para regular la diferenciacién tisular y para determinar los patrones temporales y
espaciales del desarrollo (Kim et al., 2021). NKX2.5 activa la sintesis de otros factores que
también participan en la diferenciacion cardiogénica, como son los de la familia Gata y Mef2.
Estos factores de transcripcion activan la expresion de genes que codifican proteinas especificas
del masculo cardiaco (Gilbert, 2000). NKX2.5 interacciona fisicamente y de forma sinérgica
con Gata4, actuando como reguladores transcripcionales clave de numerosos genes cardiacos
(Kinnunen et al., 2018). Ademas, la expresion de GATA4 durante la diferenciacion podria estar

controlada por otro miembro de la misma familia, GATAG (Pikkarainen et al., 2004). La familia

5



de factores Gata parece ser necesaria en la activacion de genes sarcoméricos como los
codificantes para MYH6, MYH7, TnC, F-actina y otros genes como los que codifican el péptido
natriurético auricular (Nppa), receptores o canales ionicos (Pikkarainen et al., 2004). Por otro
lado, uno de los miembros de la familia Mef2, MEF2c, también parece tener un papel
importante en la expresion de los genes de NPPA, MYH6, MYH7 y F-actina y estd implicado
en la morfogénesis cardiaca, miogénesis y desarrollo vascular (Lin et al., 1997; Kim et al.,
2021). HAND?2 es un factor de transcripcion que también actia promoviendo la expresion de
multiples genes diana, entre ellos NPPA, en el corazén durante la embriogénesis. Puede actuar
solo o0 en sinergia con otros factores como GATA4, NKX2.5 y MEF2c (Tabla 1) (Lu et al.,
2016). La diferenciacion a cardiomiocitos ocurre de forma gradual, de forma que primero tendra
lugar la especificacion de las células ventriculares y mas tarde, la de las células que formaran
las auriculas (Gilbert, 2000).

Tabla 1. Principales factores de transcripcién implicados en el desarrollo cardiaco en humanos y sus
respectivas funciones.

Factor de trascripcion Funcion

SRF Formacion del mesodermo y de la cresta cardiaca

MESP1 Migracion de células mesodérmicas desde el surco primitivo

NKX2.5 Diferenciacion cardiogénica y activacion de otros factores

GATA4 Diferenciacion cardiogénica y activacion de otros genes
(MYH6/a-MHC, MYH7/ f-MHC, TnC)

HAND2 Miogénesis y expresion de genes diana (NPPA, MYH6/a-MHC)

MEF2c Morfogénesis cardiaca, miogénesis y desarrollo vascular.
Activacion de genes diana (MYH6, MYH7, NPPA)

ISL1 Expansion de progenitores cardiacos del SHF

1.1.3. Formacion y crecimiento del tubo cardiaco lineal

El proceso de desarrollo continta y el embrién plano adquiere una forma mas tridimensional
como consecuencia de un plegamiento al final de la tercera semana (Buijtendijk et al., 2020;
Sylva et al., 2013). La parte craneal del embrion se pliega en direccion ventro-caudal y de esta
manera, las porciones laterales del mesodermo se aproximan dando lugar a la zona ventral del
tubo cardiaco. La curvatura interna de la cresta cardiaca forma el lado dorsal del tubo y esta
zona sera contigua al mesocardio dorsal, que es la unién de la pared cardiaca con la pared
corporal (Sylva et al., 2013). Como consecuencia de este plegamiento, el corazon adopta una
forma de Y invertida con dos entradas caudolaterales (polo venoso) y una salida craneomedial

(polo arterial o tracto de salida) (Figura 5A). El tubo cardiaco estard organizado en una capa



externa de cardiomiocitos y una capa interna de células endocardicas. Estas dos capas celulares
estaran separadas por una matriz extracelular conocida como gelatina cardiaca (Buijtendijk et
al., 2020).

1.1.4. Plegamiento del tubo cardiaco

Al inicio de la cuarta semana, el tubo recto es sometido a la formacion de un bucle, proceso en
el que el mesocardio dorsal se rompe a lo largo de su linea media y desaparece. El tubo cambia
su configuracion espacial, dejando de ser recto y doblandose hacia la derecha (Buijtendijk et
al., 2020; Tan and Lewandowski, 2020). Ademas, su longitud durante el plegamiento aumenta
debido a la adicion de nuevos cardiomiocitos diferenciados, que derivan de células
mesodérmicas procedentes de una regidn localizada por encima del polo venoso. A estas células
progenitoras se les conoce como células del area cardiaca secundaria (SHF; del inglés second
heart field) (Buijtendijk et al., 2020) y su expansion requiere la sefializacion Wnt/f3-catenina 'y
la expresion del factor de transcripcion ISL1 (Tabla 1) (Buckingham et al., 2005; Van Weerd
et al., 2011; Buijtendijk et al., 2020).

1.1.5. Formacion de las cuatro camaras

Tras la formacion del bucle, en la curvatura externa se reinicia la division y diferenciacion
celular de los cardiomiocitos, dando lugar a los ventriculos (Sylva et al., 2013) (Figura 5B). En
esa localizacidn, la gelatina cardiaca localizada entre el miocardio y el endocardio desaparece
y se forman unas protusiones denominadas trabeculas en el lado luminal/endocérdico, que son
proyecciones de células miocéardicas envueltas por una capa endocérdica (Sylva et al., 2013,
Buijtendijk et al., 2020; Tan and Lewandowski, 2020). Estas iran disminuyendo en longitud y
aumentando de grosor en un proceso denominado compactacion, que tendra lugar alrededor de
la octava semana. En paralelo al desarrollo del ventriculo y a la elongacion del tubo cardiaco,
las auriculas comienzan a diferenciarse en la regién de entrada de flujo (Buijtendijk et al., 2020)
(Figura 5C).




Figura 5. Representacion esquematica de la formacion delas cuatro camaras cardiacas en un corazén humano.
Al inicio de su formacion, el tubo cardiaco (HT) presenta forma de Y invertida, con el polo arterial (AP) en la
parte superior y el polo venoso (VP) en la parte inferior (Imagen A). A continuacion, se observa el
abombamiento de la primera camara ventricular (V) en la curvatura externa del corazén (Imagen B). Cuando
el tubo cardiaco presenta forma de S, se empiezan a distinguir los dos ventriculos (LV y RV) y las auriculas
(LA 'y RA) (Imagen C). (Buijtendijk et al., 2020)

1.1.6. Tabicacion y desarrollo de las valvulas

El flujo sanguineo es separado en un flujo pulmonar y en un flujo sistémico en un proceso
denominado tabicacion que se desarrolla entre la cuarta y sexta semana del desarrollo. La
gelatina cardiaca comienza a expandirse entre las capas endocérdicas y miocardicas en el canal
auriculoventricular (AV), que es el compartimento situado entre las auriculas y ventriculos en
formacion, y en el tracto de salida (OFT; del inglés outflowt tract), que es un tubo miocéardico
que recorre la zona entre los ventriculos en desarrollo hasta el saco aortico (Sylva et al., 2013;
Buijtendijk et al., 2020). Estos depdsitos de matriz extracelular forman 4 cojines cardiacos
principales: cojines AV posterior y anterior y cojines OFT parietal y septal que se extienden
por el lumen, se encuentran y se fusionan (Buijtendijk et al., 2020). Antes de la tabicacion
comienzan a ser colonizados por células mesenquimales derivadas del endocardio y los cojines
del OFT, ademas, por células derivadas de la cresta neural (Sylva et al., 2013; Buijtendijk et
al., 2020).

Las valvulas situadas entre las cAmaras cardiacas se forman a partir de los 4 cojines principales.
Ademas, tanto en el canal AV como en el OFT se forman cojines menores, los llamados cojines
AV laterales y las crestas OFT intercaladas, que también contribuyen a la formacién de las
valvulas. Tras su formacion las valvulas maduraran debido a una remodelacion de la matriz
extracelular. (Sylva et al., 2013; Buijtendijk et al., 2020).

1.1.7. Formacion del epicardio y del sistema de conduccion

El epicardio deriva del pro-epicardio, una estructura localizada en el polo venoso del corazon
lineal en la cuarta semana de desarrollo (Sylva et al., 2013; Buijtendijk et al., 2020). Mientras
se produce el enrollamiento del corazon, las vellosidades del pro-epicardio comienzan a entrar
en contacto superficie dorsal externa del canal AV y las células comienzan a extenderse y a
cubrir el corazon entero con el epicardio (Sylva et al., 2013). Este proceso se completa en la
sexta semana de desarrollo (Buijtendijk et al., 2020).

El sistema de conduccién de impulsos eléctricos se desarrolla en paralelo a la formacion de las



camaras cardiacas y comprende el nddulo sinoauricular (SA), el nédulo auriculoventricular
(AV), haz auriculoventricular, las ramas del haz y el sistema de conduccién periférico (fibras
de Purkinje) (Buijtendijk et al., 2020). Al final de la segunda semana, los cardiomiocitos en
diferenciacion comienzan a ser eléctricamente competentes como resultado de la expresion de
genes sarcoméricos y de bombas y canales iénicos (Hcn4) en la membrana celular. Al inicio de
la tercera semana, una vez que el tubo cardiaco lineal se acaba de formar, se producen
contracciones peristalticas iniciadas en el polo venoso (Buijtendijk et al., 2020). EI nédulo SA,
localizado en la entrada de la auricula derecha, se desarrolla a parir del miocardio del polo
venoso (Christoffels and Moorman, 2009). EI nédulo AV, ubicado en el suelo de la auricula
derecha, y las fibras del haz de His, se desarrollan en el miocardio del canal AV (Moorman et
al., 1998; Christoffels and Moorman, 2009). Las ramas de este haz se ramifican hasta llegar a
las fibras de Purkinje, que propagan el impulso eléctrico a cardiomiocitos individuales
(Buijtendijk et al., 2020).

1.2.Especies modelo: desarrollo cardiaco en pez cebra

Los embriones de pez cebra constituyen un modelo esencial en el estudio de los genes
relacionados con el desarrollo del sistema circulatorio. Teniendo en cuenta que, tanto los
embriones como las larvas, no son completamente dependientes de la circulacion sanguinea
para sobrevivir, sino que también pueden tomar oxigeno y nutrientes por difusién pasiva, los
embriones con mutaciones son capaces de continuar con el desarrollo durante varios dias,
permitiendo un analisis detallado de sus fenotipos (Bakkers, 2011; Liu and Stainier, 2012).
Ademas, son transparentes, lo que facilita la observacion durante la primera semana (Bakkers,
2011).

1.2.1. Anatomia, fisiologia e histologia del corazdn en pez cebra

Aunque el proceso de cardiogénesis es similar al proceso de desarrollo cardiaco humano, la
estructura final de ambos 6rganos es distinta. EI corazon del pez cebra esta compuesto por
cuatro camaras en serie: el seno venoso, la auricula y el ventriculo (estas dos son las camaras

mas prominentes) y el bulbo arterioso, continuo con la aorta ventral (Stainier et al., 1993) y que



es una estructura en forma de cdmara altamente distensible (Poon and Brand, 2012). La sangre
venosa desoxigenada del cuerpo entra en el seno venoso y pasa, a continuacion, a la auricula a
través de la valvula sinoauricular (SA). La contraccion de esta camara y la dilatacion del
ventriculo fuerza la circulacion de la sangre hacia la camara ventricular a traves de la valvula
auriculoventricular (AV). La contraccion del ventriculo genera de nuevo una alta presion,
siendo la sangre bombeada al bulbo arterioso a través de la véalvula bulboventricular (BV)
(Menke et al., 2011). Finalmente, el corazén bombea la sangre venosa a través de la aorta
ventral, llegando asi hasta los arcos branquiales donde se produce su oxigenacion y desde donde
sera distribuida al resto del cuerpo (Hu et al., 2000).

En cuanto a su organizacion histologica, el corazén del

B’ : X -
pez cebra estd compuesto por tres capas, que de afuera W .
hacia adentro son el epicardio, miocardio y endocardio ba cv' 3

(Figura 6). (Stainier, 2001) El epicardio es la capa

visceral del pericardio y esta compuesto por células ' at

mesoteliales que cubren la superficie externa del

myocardium g
S a

corazén, lo protegen y estabilizan su posicién

anatémica (Weinberger et al., 2020; Lowe et al.,  Figura 6. Representacion de las 3 camaras
L ] principales del corazon del pez cebra: bulbo

2021). Las células epicardicas derivan de una arterioso (ba), ventriculo (v) y auricula (at).
., . . . A la derecha se puede ver una ampliacién de
poblacion denominada por-epicardio (Bakkers, |, pared venricular, en la que se observan las
tres capas cardiacas: endocardio (endo),
miocardio y epicardio (epi). A su vez, se
sincito funcional compuesta por cardiomiocitos que ~ Pueden distinguir las tres subcapas del
miocardio (cortical, primordial y trabecular)

se contraen en respuesta a potenciales de accién vy los fibroblastos de la capa primordial que
separan las otras dos.

(Gonzélez-Rosa, 2022)

2011). EI miocardio es la capa muscular, es un

inducidos por células que actian como marcapasos

(Stainier, 2001; Lowe et al., 2021). Esta capa

presenta a su vez 3 subcapas: la capa trabecular interna, capa primordial fina y capa cortical
externa (Sanchez-Iranzo et al., 2018). ElI mdsculo predominante y de aspecto esponjoso esta
compuesto por trabéculas proyectadas radialmente hacia el lumen de las camaras. La capa
primordial, formada por cardiomiocitos aplastados, separa las otras dos y contiene abundantes
fibroblastos y matriz extracelular. La capa cortical tiene un grosor de 2 a 4 células y rodea el
musculo trabecular (Figura 6) (Gonzalez-Rosa, 2022). Finalmente, el endocardio es la capa
endotelial interna, que contribuye a la formacion de las valvulas cardiacas (Stainier, 2001; Lowe
et al., 2021). El corazon adulto esta altamente inervado y vascularizado con un arbol de vasos

coronarios que proporciona oxigeno y nutrientes a la capa cortical (Gonzalez-Rosa, 2022).
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1.2.2. Diferenciacion y migracién de los precursores cardiacos

Antes de que comience la gastrulacion, a las 5 hpf (horas post-fecundacion), existen dos
poblaciones de células progenitoras miocardicas situadas en la region marginal lateral a los
lados del embrion (Stainier, 2001). Estos dos conjuntos de células se corresponden con los
progenitores miocardicos ventriculares y auriculares, localizandose estads Ultimas mas
ventralmente que las anteriores (Figura 7A). Por su parte, las células endocéardicas ventriculares
y auriculares se distribuyen también a lo largo de la zona marginal del embrion, pero en este
caso, sin una distribucién aparente (Bakkers, 2011). Durante la gastrulacion y los estados
tempranos de somita, las células progenitoras se mueven hacia la linea media, donde recibiran
sefiales para su diferenciacion y finalmente alcanzaran la placa del mesodermo anterolateral
(ALPM) (Figura 7B). El receptor Agtrllb y su ligando Apelin son requeridos en este
desplazamiento hacia la linea medial, asi como el factor de transcripcion Hand2, que actla
regulando los niveles de fibronectina, Sdc2 y el receptor s1p (Zeng et al., 2007; Bakkers, 2011).
La diferenciacion cardiogénica se inicia a las 16 hpf en las futuras células ventriculares,
localizadas més cerca de la linea media (Figura 7B). A continuacion, a las 22 hpf se
diferenciaran los precursores que daran lugar a las células auriculares (polo venoso), localizadas
mas lateralmente. En la diferenciacién cardiogénica tiene un papel clave el factor Nkx2.5, que
comienza a expresarse a expresarse al final de la gastrulacion, en los estadios de somita 1-2
(Stainier, 2001; Bakkers, 2011). Este factor activa parte del programa miocéardico y participara
en la formacion de las cAmaras cardiacas (Stainier, 2001; Sun et al., 2010; Bakkers, 2011).. A
su vez, Nkx2.5 tiene la capacidad de promover la expresién de otros factores de transcripcion
como Hand2, aunque también pueden actuar en paralelo (Bakkers, 2011). Otro factor de
transcripcion clave en el desarrollo del corazén en pez cebra es Gata5, que parece tener una
funcién similar al factor Gata4 en los humanos. Gata5 puede potenciar la expresion de otros
genes como nkx2.5 y otros genes miocardicos, participa en la produccion de una cantidad
normal de precursores miocardicos y mas adelante en el desarrollo, estd implicado en la
diferenciacion de la camara ventricular. Ademas, parece regular positivamente la expresion de
gatad (Reiter et al., 1999). En la morfogénesis del corazén también participan otros factores
como Mef2c, que juega un papel importante en la diferenciacion miocéardica y en el desarrollo
ventricular (Tabla 2) (Sun et al., 2010; Hinits et al., 2012). En este proceso de diferenciacion,
tambien se ha notificado la expresion de genes sarcomeéricos de miosina, en el estado de somita
14, como el polipéptido 7 de la cadena ligera de la miosina (Myl7) que, aunque al principio esta

restringido a unas pocas células, su expresion acaba por darse en muchas mas. Por otro lado,
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también se observa la expresion de la cadena pesada de la miosina ventricular (Vmhc) en la
zona media del corazon y de la cadena pesada de la miosina auricular (Myh6/Amhc) en la zona
lateral. Vmhc comienza a expresarse antes que Amhc, lo que indica que la diferenciacion de

estas células tiene lugar a distintos tiempos (Bakkers, 2011).

Tabla 2. Principales factores de transcripcion implicados en el desarrollo cardiaco en pez cebra y sus respectivas
funciones.

Factor de trascripcion Funcién
Nkx2.5 Diferenciacion miocardica y formacion de camaras cardiacas
Gata5 Expresion de genes miocardicos (nkx2.5), regulacion de la

cantidad de precursores miocardicos y desarrollo ventricular.

Hand2 Migracion de precursores cardiacos y diferenciacion miocardica
Mef2c Desarrollo ventricular y diferenciacion miocardica

Isl1 Diferenciacion del polo venoso (nédulo SA)

Tbx5 Especificacién del epicardio

Thx1 Proliferacién del SHF

1.2.3. Formacion del tubo cardiaco lineal

Tras su migracion, los progenitores se dividen en el eje embrionario y forman los dos
primordios tubulares en la placa lateral del mesodermo (Stainier et al., 1993). Las células del
endocardio migran hacia la zona medial antes que las del miocardio, situdndose entre los dos
primordios (Figura 7C) (Stainier et al., 1993; Bakkers, 2011). A continuacion, los dos campos
bilaterales se fusionan y se formara el disco cardiaco, con las células endocéardicas en el centro,
los miocitos ventriculares en la circunferencia y los miocitos auriculares en la periferia (Figura
7D) (Bakkers, 2011). Hasta este momento, el proceso morfogénico cardiaco podia ser
considerado simétrico. Sin embargo, una vez tiene lugar la formacion del disco, el tejido
miocardico procedente del campo derecho se mueve hacia la zona anterior/izquierda, mientras
que las células endocéardicas que estaban localizadas en la zona central del disco se dispondran
en el lumen del tubo cardiaco. Esta morfogénesis asimetrica del corazén depende de la
expresion de Bmp y Nodal en la ALPM. La via de Nodal parece estar implicada en la regulacion
de la morfogénesis del corazdn, mientras que la sefializacién Bmp parece mediar el movimiento
hacia la izquierda y la rotacion del tejido del miocardio (Bakkers, 2011). Como consecuencia
de estos movimientos, el disco cardiaco se transforma en el cono cardiaco, que expresa

marcadores de diferenciacion cardiaca como genes sarcoméricos. Este cono se extiende
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anteriormente y es remodelado gradualmente para dar lugar al corazén tubular primitivo, que
tendra situado el polo venoso o auricular en la izquierda y el polo arterial o ventricular en la
linea media (Stainier et al., 1993; Bakkers, 2011; Poon and Brand, 2012). A las 24 hpf, el tubo
cardiaco primitivo estara conformado por una capa de miocardio externa y una capa de
endocardio interna, ambas separadas por la matriz extracelular o gelatina cardiaca (Figura 7E)
(Poon and Brand, 2012). En el caso de humanos, se hacia referencia al crecimiento del tubo
cardiaco por adicion de cardiomiocitos procedentes del SHF. Aunque en el pez cebra no esta
muy claro si el SHF esta presente como tal, si que hay evidencias de la existencia de
cardiomiocitos que se diferencian mas tarde que los que forman el disco cardiaco y que son
afiadidos a los polos del tubo cardiaco. Los precursores de estos nuevos cardiomiocitos
diferenciados parecen residir en una localizacion craneal con respecto al FHF y migran al polo
arterial a las 48 hpf, una vez que el tubo cardiaco ya ha sido formado (Figura 7F) (Knight and
Yelon, 2016). La proliferacion de estas células se mantiene con la expresion del factor de
transcripcion Tbx1 (Tabla 2) (Nevis et al., 2014).

1.2.4. Enrollamiento del tubo cardiaco y formacidn de las cAmaras

Una vez formado el tubo cardiaco lineal, a las 33 hpf este se doblard hacia la derecha,
adquiriendo una configuracion en forma de S (Poon and Brand, 2012). Este cambio en la
conformacién cardiaca se debe al desplazamiento del futuro ventriculo hacia la derecha de la
linea media, mientras que la futura auricula se mantendré a la izquierda (Bakkers, 2011). En la
formacion de este bucle también parece tener importancia la via de sefializacién Nodal (Stainier,
2001). Es en este momento cuando se comienzan a diferenciar morfoldgicamente las dos
camaras, en un proceso denominado abombamiento de las cdmaras, presentando forma de
alubia con una curvatura exterior e interior diferentes (Figura 7G) (Bakkers, 2011). La
diferenciacion morfoldgica comienza en la region arterial o ventricular, alrededor de los 2 dpf
(dias post-fecundacion), donde el ventriculo comienza su fase de abombamiento con una
curvatura externa que dara lugar al futuro apice del corazon maduro y una curvatura interna que
formara la futura base (Poon and Brand, 2012). En la zona venosa o auricular este proceso tiene
lugar mas tarde. (Stainier et al., 1993; Bakkers, 2011). El flujo sanguineo a través del ventriculo
juega un papel importante, ya que en este momento la circulacion es mas fuerte, promoviendo
la elongacion de los cardiomiocitos y fomentando el establecimiento de esta curvatura
(Bakkers, 2011).
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Figura 7. Representacion esquematica de las etapas del desarrollo cardiaca en el pez cebra. A las 5hpf, los
precursores miocardicos ventriculares y auriculares se localizan en la zona marginal del embrion, situandose
los primeros mas ventralmente (A). Los precursores migran hacia la linea media para alcanzar su destino en
la ALPM y se comienzan a diferenciar los miocitos ventriculares (B). Un poco mas adelante, se diferencian
los miocitos auriculares. Los precursores forman los primordios tubulares y las células endocérdicas, que
habian migrado a la ALPM previamente, se localizan entre ellos (C). Los primordios se unen formando el
disco cardiaco (D). A las 28 hpf, el disco cardiaco forma el tubo cardiaco, con el polo venoso en la izquierda
y el polo arterial en la linea media (E). Alrededor de las 36 hpf, tiene lugar la adicion de cardiomiocitos a los
polos del tubo y el tubo comienza a plegarse (Imagen F). El tubo continuara plegandose hasta adquirir forma
de S (G). (Bakkers, 2011)

1.2.5. Desarrollo de las valvulas

La formacion de las valvulas se inicia a las 37 hpf, con la expresion endocérdica de Notchlb,
Has2 y neurorregulina (Poon and Brand, 2012). A diferencia de lo que ocurre en amniotas, los
cojines endocardicos del canal AV se forman por invaginacion de las células del endocardio,
no por una transicion epitelio-mesenquimal (Gunawan et al., 2019). Estos cojines se alargan,
se diferencian a valvas AV y se extienden por el lumen ventricular. El flujo de sangre
proporciona un estrés endotelial e induce la expresion de KIf2, que regula cambios en la forma
celular y el proceso de invaginacién (Bakkers, 2011). Aungue en humanos se forme un septo

entre las dos camaras, este proceso no ocurre en el pez cebra (Stainier, 2001).

1.2.6. Formacién del epicardio vy del sistema de conduccién

El epicardio deriva del pro-epicardio, un grupo de células esféricas que emerge a las 55 hpf
localizadas muy proximas a la pared ventral del corazén, una vez que el tubo ya ha sido plegado.

Entre las 55 y 72 hpf, las células pro-epicardicas se desplazan hacia el ventriculo mediante
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movimientos del fluido pericardico y daran lugar a una capa continua (Weinberger et al., 2020).
La especificacion de este tejido viene regulada por el ligando Bmp y por la expresion de Thx5
en la placa lateral del mesodermo en las etapas del desarrollo temprano (Tabla 2) (Bakkers,
2011; Poon and Brand, 2012).

El corazon del pez cebra no presenta una estructura de nddulo AV ni un sistema de conduccion
ventricular sofisticados como ocurre en los humanos. Sin embargo, existen cardiomiocitos con
actividad de marcapasos como los existentes en el nodulo SA, un canal AV que permite la
conduccién del impulso y que es equivalente a los cardiomiocitos del nédulo AV de los
mamiferos y cardiomiocitos trabeculares que actian como las fibras de Purkinje (Gao and Ren,
2021). Los cardiomiocitos que imitan la accién del SA, que se desarrollan a las 24 hpf, se
localizan en la curvatura interna del polo venoso de la auricula cardiaca y expresan Isl1 (Tabla
2) (Bakkers, 2011; Gao and Ren, 2021; Martin and Waxman, 2021). Por otro lado, los
cardiomiocitos del canal AV se localizan en la frontera entre la auricula y el ventriculo a las 48
hpf (Gao and Ren, 2021).

2. Cambios epigenéticos implicados en la cardiogénesis

2.1.¢ Qué es la epigenética?

La epigenética implica el estudio de los cambios en la expresion génica, que no se deben a
alteraciones en la secuencia de ADN, y que pueden heredarse via mitdtica o meiotica (Lim et
al., 2021; Lombd and Herraez, 2021). Aunque el genotipo de la mayoria de las células de un
organismo es el mismo (excepto en las células del sistema inmune y en los gametos), la
existencia de una gran diversidad de tipos y funciones celulares se debe a la actividad génica
altamente regulada a nivel transcripcional. Uno de los tipos de regulacion transcripcional mas

estudiados recientemente son las modificaciones epigenéticas.

2.2.Tipos de marcas epigenéticas: metilacion ADN, cambios post-traduccionales en

histonas y ARN no codificantes.

2.2.1. Metilacion del ADN

La metilacion es la unica modificacion covalente directamente ligada al ADN (Lombé and
Herréez, 2021). Esta modificacion se refiere a la adicion covalente de un grupo metilo de un
donador de grupos metilos, la S-adenosilmetionina (SAM), al carbono situado en posicion 5
del nucleotido citosina en el ADN (Figura 8A) (Lim et al., 2021; Moore-Morris et al., 2018).
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En el genoma de los mamiferos, la metilacion esta restringida a sitios CpG, es decir, citosinas
unidas a guaninas por residuos de fosfato, los cuales abundan en unas zonas genomicas
denominadas islas CpG (CGls). Dependiendo del porcentaje de metilacion de estas zonas y del
lugar del genoma en el que se encuentren, pueden inducir distintas respuestas (Lombo6 and
Herrdez, 2021). Normalmente, residen en regiones promotoras y tienden a estar desmetiladas
(Lim et al., 2021). Muchos sitios de unidon de los factores de transcripcion son ricos en CG, por
lo que es probable que las CGls potencien su union a los lugares de inicio de la transcripcién
(Moore et al., 2013). Por tanto, cuando estas regiones estan desmetiladas, la transcripcién
génica estard activa. Sin embargo, si hay un elevado porcentaje de grupos metilo, tendré lugar
el silenciamiento del gen (Lomb6 and Herrdez, 2021). La disminucion de la expresion génica
como consecuencia de una metilacion del ADN se puede deber a la interferencia de los grupos
metilo con la unién de activadores de la transcripcion y/o al reclutamiento de proteinas con
dominios de unién a CpG metilados que inhiben la union de factores de transcripcion por
remodelacion de la cromatina (Moore et al., 2013; Moore-Morris et al., 2018). Por el contrario,
si las CGls se encuentran lejos de las regiones de inicio de la transcripcién, una alta proporcion
de grupos metilo en los cuerpos de los genes se asocia con altos niveles de expresién en células
en division (Poon and Brand, 2012; Lombd and Herréez, 2021) . Las reacciones de metilacion
estan catalizadas por las enzimas ADN metiltransferasas (DNMTs) (Lombd and Herréez,
2021). En mamiferos, los patrones de metilacién del ADN se borran durante la gametogénesis
y en el desarrollo temprano, con olas de metilacion que tienen lugar post-implantacién (Moore-
Morris et al., 2018). La metilacion de novo es llevada a cabo por la DNMT3A y DNMT3B que
son esenciales para la diferenciacion y el desarrollo embrionario. La DNMT1 se considera la
principal enzima responsable del mantenimiento de la metilacion después de cada division, es
decir, de la transferencia de los patrones de metilacion a las células hijas. Reconoce las zonas
hemimetiladas y metila la nueva hebra siguiendo el patron epigenético original (Figura 8C). La
alteracion de DNMT1 resulta en una pérdida de proliferacion celular y en muerte celular
(Moore-Morris et al., 2018; Lombd and Herréez, 2021). El proceso inverso, la desmetilacion,
puede tener lugar a través de dos mecanismos diferentes. La desmetilacion pasiva de ADN
implica inactividad de DNMT1 durante la replicacion del genoma, determinandose asi los
niveles generales de metilacion del ADN en cada division celular. Por el contrario, la
desmetilacion activa esta regulada por las enzimas TET (del inglés ten-eleven translocation
enzymes) que median la restauracion de los niveles de citosina (Lomb6 and Herrdez, 2021).
TET1 ha mostrado conducir a la desmetilacion del ADN mediante la conversion de 5-metil

citosina en el intermediario 5-hidroxi metil citosina (Moore-Morris et al., 2018; Lim et al.,
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2021).

2.2.2. Modificaciones de histonas

Los genes codificantes estan estrechamente empaquetados dentro de un ensamblado de
cromatina que no solo asegura un ambiente protector, sino que también regula su expresion en
una manera especifica del tiempo y del linaje celular (Moore-Morris et al., 2018). Los
nucleosomas son las unidades estructurales repetitivas del cromosoma eucariota y estan
compuestos por una secuencia de ADN de unas 147 pares de bases que envuelven un ndcleo de
proteinas, denominadas histonas H2A, H2B, H3 y H4 (Lim et al., 2021; Lomb0o and Herraez,
2021) . Los nucleosomas comprenden octdmeros de histonas con dos unidades de cada una de
ellas y estan organizados en estructuras de orden superior para condensar ain mas el ADN. Las
modificaciones de las histonas confieren una propiedad reguladora de genes al nucleosoma
(Moore-Morris et al., 2018). Normalmente, tienen lugar modificaciones post-traduccionales las
colas de las histonas H3 y H4 que sobresalen del nucleosoma (Lim et al., 2021). Estas
alteraciones pueden cambiar la carga eléctrica y la estructura de las colas y estan implicadas en
la regulacion de la estructura de la cromatina y el reclutamiento de otras proteinas que se unen
a la cromatina, pudiendo alterar por tanto la expresion génica (Chai et al., 2021; Lombo and
Herraez, 2021). Las modificaciones que se han identificado son acetilaciones, metilaciones,
fosforilaciones, ubiquitinaciones, sumoilacion, ADP ribosilaciones, propionilaciones y
butirilaciones (Lombdé and Herrdez, 2021). Las histonas metiltransferasas, demetilasas,
acetiltransferasas y deacetilasas son proteinas multi dominio que incluyen dominios de
actividad enzimatica, unién al ADN, asociacion con otras proteinas en la transcripcion y
dominios lectores que tienen como diana nucleosoma e histonas especificas (Moore-Morris et
al., 2018). Una de las alteraciones post-transcripcionales mas importantes es la metilacion de
histonas. La reaccion esta catalizada por la enzima histona metiltransferasa (HMT), que emplea
S-adenosil metionina (SAM) como sustrato para transferir grupos metil a los residuos de las
histonas (Chai et al., 2021). Los residuos cominmente metilados son los residuos de lisina de
H3 y H4, aunque también pueden ser metilados los residuos de arginina (Chai et al., 2021;
Lombé and Herraez, 2021). En el caso de la lisina, las enzimas que catalizan la metilacién se
denominan histona lisina metiltransferasa (HKMTSs), mientras que las que catalizan la
desmetilacion se denominan lisina demetilasas (KDMs) (Figura 8B). La metilacion de estos
residuos puede estar relacionada con la activacion o la represion de la transcripcion de los genes,
dependiendo del namero de grupos metilo y la localizacion de estos (Lombo6 and Herraez,

2021). En general, las metilaciones en H3K4, H3K36, and H3K79 se consideran marcas de
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regiones génicas transcripcionalmente activas; mientras que en H3K9, H3K27, and H4K20 han
mostrado cierta actividad represiva, normalmente asociadas con expresion génica silenciada y
cromatina condensada (Chai et al., 2021). Por su parte, las demetilasas establecen nuevos
ambientes de cromatina en las regiones reguladoras de los genes. La eliminacién de marcas
represivas lleva a cromatina transcripcionalmente permisiva (Moore-Morris et al., 2018). Las
modificaciones activadoras y silenciadoras pueden coexistir en un mismo promotor, generando

los dominios bivalentes (Lombo and Herraez, 2021).
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Figura 8. Metilacion del ADN y modificaciones post-transcripcionales en histonas. La reaccion de metilacion
ocurre gracias al donador de grupos metilo SAM, convirtiendo una citosina en una 5-metilcitosina (A). DNMT1
y de la DNMT3 desempefian acciones diferentes (C). La dindmica de metilacién (B) y de acetilacion (D) de
histonas implica enzimas diferentes y provoca efectos distintos. HKTM: metilasas; KDM: demetilasas; HAT:
acetil transferasas; HDAC: deacetilasas. (Lomb6 and Herraez, 2021)

Otro tipo de alteracion post-transcripcional es la acetilacion de histonas. La acetilacion de las
histonas neutraliza las cargas positivas de los residuos de lisina, disminuyendo la afinidad de
las histonas por el ADN cargado negativamente, por lo que se asocia a un estado
transcripcionalmente activo (Chai et al., 2021; Lombo and Herraez, 2021). La acetilacion esta
catalizada por las histona-acetiltransferasas (HATS) y la reaccion opuesta, por histona-
desacetilasas (HDACs) (Figura 8D) (Lombd and Herraez, 2021). Las enzimas HDACs
comprenden tanto las desacetilasas de histonas dependientes de Zn?* (clases I, 11 y IV) como

desacetilasas sirtuinas (clase I11) dependientes de NAD*. Las sirtuinas se localizan en el nicleo,
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citoplasma y mitocondrias de la célula, mientras que las desacetilasas de histonas dependientes
de Zn?* estan ausentes en la mitocondria (Park and Kim, 2020; Lomb6 and Herraez, 2021). Sin
embargo, aunque las diferentes modificaciones histonicas tienen efectos individuales, cabe
destacar que estas marcas no son excluyentes, existiendo loci genémicos en los que coexisten
dos o tres marcas histonicas, los denominados dominios bivalentes y trivalentes,

respectivamente (Chai et al., 2021).

2.2.1. ARN no codificantes

Ademas del control directo por parte de proteinas, las modificaciones histdnicas estan también
reguladas por los ARN no codificantes (Chai et al., 2021). Son moléculas de ARN que no
codifican proteinas funcionales, pero constituyen un mecanismo esencial para la expresion
génica y la regulacion de la estructura de la cromatina. Pueden agruparse conforme a su
longitud, dividiéndose en ARNInc (ARN largos no codificantes) o ARNsnc (ARN pequefios no
codificantes). Los ARNsnc incluyen los ARNmi (ARN micro) y los ARNpi (ARN piwi)
(Lombo and Herraez, 2021). Principalmente, los ARNmi y ARNInc han mostrado tener un
papel en la epigenética y ademas pueden verse afectados por ciertos factores medioambientales
(Torand et al., 2016).

Los ARNmi son una moléculas
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transportado al exterior nuclear

(Wei et al., 2017)
para ser de nuevo procesado por

otra endonucleasa, Dicer (Figura 9A). De esta forma, surge el ARNmi duplex que sera cargado
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en la proteina Argonauta. En este momento, una de las cadenas se degrada, quedando asi el
complejo RISC, constituido por Argonauta y el ARNmi maduro. Este complejo de
silenciamiento actua reconociendo dianas mediante la complementariedad entre el extremo
5°del ARNmi y el extremo 3"UTR del ARNm diana (Figura 9B) (Ouyang and Wei, 2021). Los
ARNInc, por su parte, presentan alrededor de 200 nucledtidos y tienen la habilidad de reclutar
histonas y proteinas relacionadas con la cromatina a sitios especificos del genoma, pudiendo
asi llevar a cabo modificaciones como la acetilacion y metilacién y regulando por tanto el estado
de la cromatina (Torand et al., 2016; Chai et al., 2021).

2.3.Modificaciones epigenéticas implicadas en desarrollo cardiaco

Como se ha indicado previamente, las estructuras cardiacas se forman a partir de varios linajes
celulares y las decisiones de destino celular estan influenciadas por procesos tanto genéticos

como epigenéticos. (Moore-Morris et al., 2018).

2.3.1. Metilacién del ADN

El estudio de los metilomas del ADN de cardiomiocitos de corazones neonatales y adultos
revel6 que el desarrollo de estos tipos celulares implicaba un cambio en el estado de metilacion
del ADN. Se producen olas de desmetilaciones a lo largo de los cuerpos de los genes cardiacos,
lo que lleva a una metilacion de novo del ADN durante el desarrollo embrionario. Estos
procesos dan forma al epigenoma durante el desarrollo y el estado prenatal previos a la
maduracion de cardiomiocitos (Moore-Morris et al., 2018). Se sabe que existe una interaccion
dindmica entre la metilacion del ADN y las marcas de histonas y que la estructura
tridimensional de la cromatina también influye en la desmetilacion del ADN (Moore-Morris et
al., 2018). Por otro lado, la hidroximetilacion del ADN también se ha descrito recientemente
como un regulador importante en el desarrollo y en el curso de las enfermedades cardiacas. El
ADN hidroximetilado se presentaba en genes con una expresion elevada y en regiones
reguladoras distales de los genes cardiacos. Sin embargo, en el avance en el desarrollo del
corazon, la marca 5-hmC se va perdiendo y acumulando principalmente en los cuerpos de los
genes. Por su parte, el aumento de 5-hmC en los promotores de los genes se ha asociado con
una leve represion de la expresion génica en cardiomiocitos embrionarios y neonatales, aunque

no tiene efecto en las células adultas (Moore-Morris et al., 2018).

2.3.2. Modificaciones de histonas

Otro aspecto de la regulacion epigenética del desarrollo cardiaco se relaciona con las
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modificaciones de histonas. Una de las HAT mejor caracterizada es p300 (Moore-Morris et al.,
2018). Esta enzima se expresa en el miocardio embrionario, se requiere en el desarrollo cardiaco
y €s una proteina conservada en mamiferos y en peces (Ghosh, 2020; Kim et al., 2021). Su
actividad promueve la expresion de la cadena pesada de la miosina (¢MHC) y la actina a-
sarcomérica (aSA), lo que lleva a una contractilidad débil del masculo cardiaco (Ghosh, 2020;
Kim et al., 2021). Ademas, p300 puede interactuar con algunos factores de transcripcion
criticos en el desarrollo cardiaco, llevando a cabo la acetilacion de la histona H3 en los
promotores de genes cardiacos especificos (Sun et al., 2010). Es el caso de Gata4, que puede
ser acetilado por p300, promoviendo asi su actividad de union al ADN (Kawamura et al., 2005).
Por otro lado, también se ha evidenciado que Mef2 es acetilado por p300 durante la
diferenciacion miogenica, permitiendo esta acetilacion una mayor afinidad de este factor de
transcripcion por el ADN y un aumento de su actividad transcripcional (Ma et al., 2005).
Ademas, esta HAT también puede interactuar con Nkx2.5, promoviendo también su expresion
(Sun et al., 2010). La supresion de la actividad de esa enzima lleva a fallos en el desarrollo
cardiaco, como una pared ventricular mas fina y defectos en la formacion del septo ventricular,
septo AV y valvula AV y un corazon de tamario disminuido (Ghosh, 2020). Por otro lado, la
actuacion de las HDACs también es importante en la regulacion del desarrollo cardiaco.
HDAC2 puede interaccionar con Gata4 en una unién estabilizada por HOPX (factor de
transcripcion restringido a los precursores directos de cardiomiocitos), desacetilandolo y
limitando de esta forma la proliferacion de los cardiomiocitos y disminuyendo la actividad
transcripcional de este factor de transcripcion (Trivedi et al., 2010; Schneider et al., 2015). La
ausencia de esta enzima en ratones puede llevar a la muerte en las primeras 24 horas del
nacimiento debido a malformaciones cardiacas, como la reduccion del lumen ventricular
derecho debido a la proliferacion excesiva de los cardiomiocitos (Haberland et al., 2009). Sin
embargo, el pez cebra carece de esta HDAC, pero HDAC1 ha demostrado participar en la
regulacion de la proliferacion de los cardiomiocitos, llevando la inhibicion de la enzima a una

disminucion en el namero de cardiomiocitos (Bihler et al., 2021).

En relacion con otro tipo de modificacion histonica, las HMTs también influyen en el programa
transcripcional cardiogénico (Moore-Morris et al., 2018). El activador transcripcional SMYD1
tiene actividad metil transferasa y su funcion en el musculo cardiaco se ha conservado durante
la evolucion, manteniéndose en peces y humanos. Desempefia un papel importante en la
organizacion sarcomérica de las células musculares cardiacas y en la expresion de la proteina

MHC. Sin embargo, el mecanismo de regulacion no ha sido totalmente elucidado, pero
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posiblemente tenga que ver con la metilacion de MHC y con la interaccion que tiene lugar entre
SMYD1 vy las chaperonas implicadas en el proceso de plegamiento de la miosina (Jiao et al.,
2021). Ademas, en el caso de los mamiferos, ha demostrado tener otras funciones adicionales.
Puede unirse al promotor de Isl1 y trimetilar el residuo H3K4, promoviendo su activacion. Por
el contrario, también puede asociarse con HDACs e inhibir la expresion de Nppa (Wang et al.,
2021). En sentido inverso, la desmetilacion de histonas también constituye una forma
importante de regulacion génica. Una de las KDMs principales en el desarrollo cardiaco es
KDMBG6A. Esta enzima, también conocida como UTX, es una demetilasa que tiene como diana
la marca represiva H3K27me3 y recluta genes comunes en humanos y peces cebra (Sen et al.,
2020; Davis et al., 2021; Kim et al., 2021). Es reclutada a los genes cardiacos mediante la
asociacion con importantes factores de transcripcion especificos del corazon como NKX2.5,
TBX5, GATA4 y SRF. De esta forma, permite la activacion de los genes cardiacos a través de
la desmetilacion del residuo H3K27me3 (Davis et al., 2021; Kim et al., 2021). Por otro lado,
KDM6B, también denominada JMJD3, es reclutada en mamiferos por ISL1 a loci especificos
durante la diferenciacion de los progenitores cardiacos (Davis et al., 2021). En estos lugares,
puede eliminar marcas represivas, como H3K27me2/3, desmetilandolas y llevando a una
cromatina transcripcionalmente permisiva (Kim et al., 2021). En peces cebra que, aunque,
como se ha mencionado previamente, no poseen un SHF como tal, esta enzima tampoco
participa en la cardiogénesis inicial, sino en la maduracion del ventricular, aumentando la

proliferacion de cardiomiocitos en esta etapa (Akerberg et al., 2018).

2.3.3. ARN no codificantes

Los ARN codificantes pueden actuar como factores epigenéticos y también participan en el
desarrollo cardiaco y su regulacion génica (Kim et al., 2021). EI cluster miR-17/92, que
colectivamente codifica 15 ARNmI, es conocido por su importancia en el desarrollo cardiaco y
se ha descubierto que induce la proliferacion de cardiomiocitos en corazones embrionarios, post
natales y adultos (Ouyang and Wei, 2021). Una pérdida de funcién de dicho cluster lleva a una
diferenciacion defectuosa a cardiomiocitos en los mamiferos, ya que reprime la funcion del gen
Isl1 en el proceso de desarrollo cardiaco (Gu et al., 2017). Esto permite determinar que Isl1 es
una diana de miR-17-92 y su represion promueve la diferenciacion del miocardio en el polo
arterial del tubo cardiaco (Pozzo et al., 2020). Uno de los miembros de este cluster, miR-19a/b,
es el ARNmi més potente en la induccion de la proliferacion de los cardiomiocitos (Ouyang
and Wei, 2021). De hecho, la sobreexpresion en pez cebra de un miembro de la familia, miR-

19b, actua agotando los niveles de Thx5, provocando defectos en el plegamiento, contraccién
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del ventriculo y bilobacién auricular (Chiavacci et al., 2015). Ademas, esta sobreexpresion
induce la inhibicion de la via Wnt, implicada en la proliferacion de los progenitores cardiacos
(Gu et al., 2017). Los ARN reguladores implicados en la regulacion y migracién de los
precursores cardiacos y los factores de transcripcion que promueven estos procesos pueden
también la especie. En mamiferos, los niveles de GATA4 pueden verse disminuidos en
presencia de miR-200c e incrementados en respuesta a la actividad de ARNInc CARMEN
(Ounzain et al., 2015; Pozzo et al., 2020; Kim et al., 2021). Sin embargo, miR-99/100 y Let-
7al/c son uno de los ARNmiI que tienen la capacidad de silenciar la expresion de Gata4 en el pez
cebra (Hodgkinson and Dzau, 2015). Por otro lado, miR-218 ejerce una regulacion negativa
sobre thx5 en pez cebra (Chiavacci et al., 2012). En los mamiferos, el papel de este ARNmi en
el desarrollo del corazén es aun desconocido, aunque en ratones ha mostrado ejercer una
regulacién negativa en la diferenciacion de los cardiomiocitos. En el pez cebra, esta implicado
en la migracion de los precursores cardiacos y en el plegamiento del tubo cardiaco (Ouyang
and Wei, 2021).

3. Implicacion de la epigenética en los fallos en el desarrollo cardiaco

Las marcas epigenéticas cambian constantemente a lo largo de la vida. Algunos de estos
cambios estdn programados y los factores genéticos e intrinsecos pueden regular las
modificaciones epigenéticas. Pero, ademas, algunos de estos cambios pueden ser debidos a la
influencia de factores externos, como la alimentacion, la exposicion a toxicos u otros factores
medioambientales (Torand et al., 2016). Los procesos bioldgicos requeridos para el desarrollo
normal pueden por tanto ser influidos por agentes exdgenos (Diamante and Schlenk, 2018). Los
quimicos disruptores endocrinos (EDCs) son un grupo de quimicos que incluyen farmacos,
pesticidas, plastificantes y retardantes de llama, que pueden alterar las vias endocrinas imitando
hormonas enddgenas y uniéndose a sus receptores especificos (Alavian-Ghavanini and Riegg,
2018; Diamante and Schlenk, 2018). Los seres humanos estan expuestos a estos compuestos a
diario y pueden ser detectados en varios fluidos corporales (Alavian-Ghavanini and Riiegg,
2018). Ademas de alterar el funcionamiento endocrino, los EDCs también pueden influir sobre

las modificaciones epigenéticas.

3.1.Consecuencias de la exposicion a téxicos ambientales durante la gestacion

(exposicion embrionaria)

El desarrollo embrionario es un proceso muy susceptible a cualquier influencia externa, debido

al alto nimero de eventos de divisién celular y a los cambios epigenéticos criticos que tienen
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lugar durante la diferenciacion celular (Torand et al., 2016). Cada vez existen més evidencias
que sugieren que la exposicion a EDC durante la vida temprana, en particular durante el
desarrollo fetal, puede llevar a cambios persistentes que luego daran lugar a la manifestacion
de enfermedades. El papel de estos quimicos sobre los mecanismos epigenéticos puede tener

un papel fundamental en la aparicion de estos efectos (Alavian-Ghavanini and Riegg, 2018).

Un ejemplo de EDC es el bisfenol A (BPA), cuya ubicua presencia en el ambiente supone una
exposicion continua para los humanos (Rasdi et al., 2020). Se emplea en la fabricacion de
plasticos policarbonados y resinas epoxi y se encuentra en envases de alimentos y en el
revestimiento de latas de bebida y comida. Debido a su uso tan extendido, se ha convertido en
un quimico ambiental ubicuamente distribuido (Gao and Wang, 2014). El BPA puede alterar la
diferenciacion de las células cardiacas, modificando la expresion de algunos factores de
transcripcion implicados en la cardiogénesis (Escarda-Castro et al., 2021). La exposicion
embrionaria a este toxico aumenta el porcentaje de malformaciones cardiacas generando en pez
cebra edemas cardiacos, defectos en el plegamiento y el abombamiento de las camaras (Lombo
et al., 2019). Estos defectos se relacionaron con la sobreexpresion del factor de transcripcion
hand2 que provoca una proliferacion excesiva de progenitores cardiacos, llevando a un
alargamiento anormal del tubo cardiaco. A su vez, la sobreexpresion de hand2 es debida a
modificaciones epigenéticas de su promotor. En pez cebra, la exposicion a BPA durante los
primeros dias del desarrollo aumenta el nivel de acetilacion de H3K9, H3K14 y H4K12 (Lombo
et al., 2019). Por el contrario, en cardiomioblastos de rata tratados in vitro, el BPA altera la
diferenciacion celular hacia cardiomiocitos disminuyendo la expresion de algunos de los
factores de transcripcion implicados en la cardiogénesis. Este silenciamiento podria estar
relacionado con la disminucion de la acetilacion H3K9 y H3K27 que se observa tras tratar las
células con BPA (Escarda-Castro et al., 2021). Por ultimo, el BPA ha mostrado alterar el perfil
de expresion de ARNmi relacionados con el desarrollo, la regeneracion y las funciones del
corazon. Entre ellos, la expresion de miR-208a-3p, implicado en la diferenciacion y desarrollo

de cardiomiocitos se eleva en fetos de ratas prefiadas expuestas al toxico (Rasdi et al., 2020).

Otro ejemplo de alteracion de la cardiogénesis mediada por alteraciones epigenéticas esta
relacionado con la regulacion de la hormona triyodotironina (T3), una de las hormonas
producidas por la glandula tiroides, capaz de unirse a receptores (TRs) que actan como factores
de transcripcion en el nicleo. Estos receptores se unen a elementos de respuesta (TRE) en los

promotores de genes diana, regulando su transcripcion (Haddad et al., 2010; Diamante and
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Schlenk, 2018). En ratas los niveles de T3 regulan la expresion de los genes que codifican a-
MHC y B-MHC. El gen a-Mhc es regulado positivamente por T3y esta regulacion se debe a la
presencia de TRES en su promotor y en las regiones intergenicas. La desacetilacion de los
residuos de lisina de H3 y H4 cercanos a los TREs da lugar a una cromatina no permisiva. La
adicién de la hormona produce una liberacion de los represores unidos a los TR y promueve la
unién de activadores como p300 u otros activadores con activador HAT. En el caso de f-Mhc,
en presencia de T3 y de un ARNnc, se reclutan HDACs al promotor, reprimiendo asi la
transcripcion de este gen (Haddad et al., 2010). Por otro lado, esta hormona también parece
tener un papel epigenético en la regulacion de la expresion de ssTnl (slow skeletal Tnl), una de
las isoformas de Tnl presentes en el corazén de mamiferos. Los niveles de acetilacion en H3K9
en la regidn reguladora de este gen van disminuyendo gradualmente a lo largo del desarrollo
cardiaco, correspondiendo con una menor expresion del gen ssTnl en el corazon. Por el
contrario, la trimetilacién en H3K9 se ve aumentada (Zhao et al., 2015). La hormona T3 podria
regular este mecanismo, ya que estudios previos han demostrado que el hipertiroidismo

promueve una inactivacion del gen ssTnl temprana (Huang et al., 2000).

4. Conclusiones

El conocimiento detallado del proceso de desarrollo cardiaco en los humanos ofrece la
posibilidad de determinar las causas de distintas malformaciones y enfermedades cardiacas,
prevenirlas o desarrollar un posible tratamiento. Ademas de la transparencia de los embriones
y larvas y su capacidad de sobrevivir sin sistema circulatorio durante las primeras etapas del
desarrollo, el pez cebra ofrece importantes ventajas para considerarse una especie modelo en el
estudio del desarrollo del corazén, a destacar, la similitud entre los mecanismos moleculares y
celulares que regulan el desarrollo cardiaco en esta especie y aquellos presentes en los humanos.
El estudio de las modificaciones epigenéticas involucradas en estos procesos de desarrollo y las
consecuencias que suponen sus alteraciones, permitiran avanzar en la determinacién de las
causas de ciertas malformaciones. Ademas, conocer el efecto que tienen sobre estas
modificaciones ciertos toxicos ambientales que se encuentran de forma ubicua en el ambiente
y a los que, por tanto, estamos continuamente expuestos, nos ofrece la posibilidad de prevenir

fallos en el desarrollo cardiaco, y como consecuencia, malformaciones y enfermedades.
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