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1. Resumen

La insuficiencia cardiaca constituye una de las principales causas de muerte en el
mundo, con insuficientes opciones terapéuticas y una pobre prognosis. Los
mecanismos moleculares que tienen lugar durante la formacién del corazén
embrionario son usualmente compatibles con los que participan durante su
regeneracion. Uno de los grandes retos de la medicina regenerativa consiste en la
identificacion de factores presentes durante el desarrollo del corazén embrionario, los
cuales podrian ejercer efectos beneficiosos durante su reparacién en el adulto. El
epicardio desempefia un papel fundamental en el desarrollo del corazén y durante su
reparacion tras infarto de miocardio. Dado el enorme interés que existe en este tema,
en nuestro grupo realizamos un estudio transcriptomico en el que comparamos el perfil
de expresion génico de células del epicardio aisladas en diferentes estadios del
desarrollo embrionario. Este analisis incluyd la caracterizacion del epicardio
embrionario precoz, la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y la maduracién del
epicardio. Con el fin de identificar el papel de Wt1 en esta firma también comparamos
el perfil transcriptémico de células del epicardio aisladas a partir de ratones Wt1KO
especificos de epicardio. Esta estrategia nos permitié identificar el patréon génico del
epicardio embrionario, asi como la funcidon de Wt1 en el mismo. El analisis de este
perfil nos permitidé identificar nuevas vias de sefializacién involucradas en el desarrollo
del epicardio, encontrandose algunas de ellas reguladas por Wt1. Durante la realizaciéon
del presente proyecto estudiamos la importancia de dos de ellas: una involucrada en la
maduracién del epicardio y otra en la formacién y expansién de las células derivadas
del epicardio. Hipotetizamos que la modulacién de estas vias podria utilizarse para
identificar nuevos objetivos terapéuticos para la reparacion del corazon tras infarto de

miocardio.

2. Resultados

El epicardio desempefia un papel fundamental durante el desarrollo del corazén
embrionario y en la reparacion del mismo tras dafo cardiaco. A pesar de ello, no
existia una caracterizacion detallada del perfil transcriptomico de las células del
epicardio durante las diferentes etapas de desarrollo del corazén. El estudio de dos

nuevas vias de sefalizacién, identificadas mediante el analisis del perfil transcriptomico



de células de epicardio aisladas en diferentes estadios del desarrollo y la comparacion
del analisis transcriptdmico de células de epicardio de ratones controles y Wt1KO
especificos de epicardio (epiWt1KO) constituyd uno de los principales objetivos de
nuestro proyecto. Los datos obtenidos demuestran que la via del Bmp4 esta
involucrada en el proceso de maduracion del epicardio, caracterizado por un cambio en
la morfologia de dichas células de un fenotipo cuboidal a uno escamoso. El analisis
transcriptémico y morfoldgico de células del epicardio de los ratones epiWt1KO
demostrd un defecto en el proceso de maduracién del epicardio mutante, caracterizado
por un aumento en la activacion de la via del Bmp4 y la incapacidad de las células
Wt1KO para producir una transicidon hacia un fenotipo escamoso maduro. Identificamos
Wt1l como un represor de Bmp4, proporcionando el mecanismo molecular que
explicaria la retencion de la forma cuboidal observada en el epicardio Wt1KO. En
consecuencia, la inhibicidn de la via del Bmp4, tanto ex vivo como in vivo, rescato el
fenotipo cuboidal presente en los ratones epiWt1KO. Nuestros resultados demuestran
la importancia de la transicidn cuboidal a escamosa que tiene lugar durante la
maduracién del epicardio, un proceso regulado por Wt1 y que constituye un aspecto de
la biologia del epicardio no identificado hasta la fecha. También hemos demostrado que
la modulacién de la via de Bmp4 es capaz de regular la expresion de genes que se
expresan dindmicamente durante el desarrollo del epicardio, en especial los genes que
se expresan abundantemente durante la etapa inicial. Nuestra hipotesis es que algunos
de estos genes podrian estar involucrados en la modulacion del fenotipo de epicardio

inmaduro.

La otra via en la que hemos estado trabajando es la via Slit2/Robo y su papel en la
formacion de las células derivadas del epicardio. Hemos demostrado que los niveles de
expresion de Slit2 aumentan durante la expansién de las células derivadas del
epicardio embrionario. Ademas, también hemos demostrado que Slit2 es una diana
transcripcional de Wt1. El aumento de la expresion de Slit2 durante la expansion de las
células derivadas del epicardio y que su expresion se encuentre disminuida en el
epicardio de los ratones epiWt1KO, en el que se manifiesta una disminucién de las
células derivadas del epicardio, nos hacian pensar en una posible funcién como
inductor de la EMT del epicardio. Para nuestra sorpresa, el analisis del epicardio de
ratones Robo1,2KO reveld una expansion de las células derivadas del epicardio, lo cual
sugiere un efecto opuesto. Ademas de los resultados obtenidos in vivo, los

experimentos realizados in vitro y ex vivo demostraron que Slit2 es capaz de inhibir la



proliferaciéon y migracion de las células del epicardio. Estos datos sugieren que esta
disminucidn de la migracion y la proliferacién podria ser la causa de la expansion de las
células derivadas del epicardio observada en los ratones Robo1,2KO. También hemos
demostrado la presencia de un /loop regulador negativo, en el que Slit2 inhibe la
expresion de Wt1, pudiendo ser este el mecanismo molecular involucrado en la
expansion. Como parte de este proyecto, también hemos demostrado una correlacion
de Wt1 con la proliferacién del epicardio, tanto in vitro como in vivo. Todos estos
hallazgos ofrecen, por tanto, un mecanismo molecular que explicaria la expansion de

las células derivadas del epicardio observado en los ratones Robo1,2KO.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Este ha sido un proyecto de investigacidén basica con posibles implicaciones clinicas. Un
reto importante en la biologia del epicardio consiste en la identificacidon de factores que
se encuentren en el entorno local durante el desarrollo cardiaco embrionario que
pueden ejercer sus efectos beneficiosos durante la reparacion del corazén adulto.
Durante el presente proyecto hemos estudiado el efecto de dos nuevas vias implicadas
en la biologia del epicardio: una en la maduracion y otra en la formacion y expansién
de las células derivadas del epicardio. Curiosamente, ambas son vias de senalizacion
moduladas por proteinas secretadas por las células del epicardio, convirtiéndose asi en
candidatas muy interesantes para ser manipuladas. Estudios realizados en organismos
con capacidad de regenerarse han demostrado que dicha regeneracién no se produce
debido a la proliferacién de un solo tipo celular, sino a la cooperacion de diferentes
tipos de células, junto con un aumento de la neovascularizacién y la regulacion de la
respuesta inflamatoria local. Hipotetizamos que las dos vias estudiadas en el presente
proyecto podrian constituir candidatos interesantes a ser modulados, mejorando asi la

poca capacidad de regeneracion del corazéon humano.
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