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1. Resumen

El funcionamiento del corazdn esta influenciado por una red de genes que actla
durante el desarrollo determinando el niumero correcto de cardiomiocitos, su
crecimiento y maduracion. En el adulto, la interrupcién del suministro de oxigeno y
nutrientes induce a la muerte del miocardio, lo que puede derivar en insuficiencia
cardiaca. Los genes apoptoticos fueron investigados como dianas para prevenir la
muerte celular, pero actualmente se sabe que los genes que regulan la apoptosis
podrian ser importantes para el correcto desarrollo cardiaco. Investigaciones previas
sugerian que (1) algunos genes apoptoéticos, como las caspasas ejecutoras y las
nucleasas, regulan el crecimiento y diferenciacién del miocardio y que (2) el
mantenimiento de la integridad mitocondrial de los fibroblastos cardiacos, que generan

la cicatriz fibrosa en un infarto, fundamenta su elevada supervivencia.

Basandonos en estos hechos, nuestras hipétesis de partida eran que (1) las caspasas 3
y 7 y las nucleasas Endog y Tatdn1 son necesarias para la correcta divisién de los
miocitos durante el desarrollo, y (2) los fibroblastos cardiacos utilizan la autofagia en
caso de carencia de nutrientes, como por ejemplo durante la isquemia, para

mantenerse funcionales.

Para responder a estas hipotesis, nos planteamos como objetivos identificar los
mecanismos moleculares por los cuales las caspasas influyen en la division y
maduracién de los miocitos, asi como averiguar si existe una posible asociacién entre
los genes apoptoticos y la funcidn cardiaca. También quisimos identificar los
mecanismos por los cuales la nucleasa Endog controla la divisién y el crecimiento
celular en el corazén, asi como caracterizar el rol de la nucleasa Tatdn1 en el
miocardio. Por otro lado, quisimos caracterizar la autofagia en los fibroblastos
cardiacos en isquemia y su relevancia por la actividad metabdlica de estas células.

La caracterizacidon bioquimica del corazén de ratones donde anulamos los genes de las
caspasas ejecutoras 3 y 7 en el miocardio indica que hay mas inflamacién, menos
miocitos y que estos son mas grandes que en ratones normales. Ademas, realizamos
un estudio gendmico GWAS incluyendo a 11.500 personas a partir de bases de datos
genéticas donde analizamos la posible asociacién entre la funcién cardiaca y cambios
en las secuencias de 20 genes apoptédticos, asi como un estudio agndstico global. Este

estudio nos permitié confirmar la asociacién de algunos reguladores apoptoticos, como



BCL2, CFLIP (cFLAR), FADD, caspasa 8, caspasa 10 y TATDN1, con cambios en
marcadores de la funcién cardiaca; pero ademas nos permitié identificar otros genes
potencialmente relevantes para la funcién cardiaca e inesperadamente también un
vinculo entre genes asociados con la funcion cardiaca (incluyendo algunos genes
apoptéticos) y el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Este grupo de datos
confirma la influencia de los genes apoptdticos en el desarrollo del corazén y en la
funcién cardiaca y ademas sugieren que existe un vinculo entre la funcién cardiaca y la

enfermedad de Alzheimer.

El analisis molecular, bioquimico y celular de los modelos de ratones deficientes en las
nucleasas Endog y Tatdn1, asi como estudios realizados en cardiomiocitos y otras
células en cultivo, mostraron que la carencia de Endog, tanto in vivo como in vitro,
genera estrés oxidativo que induce cambios en la senalizacion celular que tiene como
resultado la hipertrofia de los miocitos y el enlentecimiento de la proliferacidon celular
tanto del miocardio como de otros tipos celulares, incluyendo células tumorales.
Asimismo, encontramos que la carencia del gen Tatdnl1 en los ratones genera un
incremento en el didmetro ventricular y cambios en la expresion de muchos genes, lo
gue sugiere que tiene una funcidon importante en el transporte tanto intracelular como
extracelular de proteinas. En conjunto, estos datos confirman un rol importante de
Endog y Tatdn1 en la biologia cardiaca, ya que influyen en el tamafio y el nUmero de
miocitos, pero también el rol de Endog en otras células, incluyendo algunos tumores, y
gue implica el control de radicales libres de oxigeno (ROS) y el transporte de proteinas.
La caracterizacién bioquimica y funcional de los fibroblastos cardiacos en condiciones
normales, de isquemia y de estrés de reticulo endoplasmatico, ha implicado el analisis
de la respiracién celular, el estudio del estado de oxidacion celular, la cuantificacién de
la capacidad de supervivencia y proliferaciéon, el estudio de la organizacidon mitocondrial
asi como la caracterizacidon de la expresidon génica y proteica en estas células,
comparandolas con fibroblastos de pulmdn y piel en varias situaciones de estrés
celular. Los resultados descartaron una funcién importante de la autofagia por la
supervivencia de los fibroblastos cardiacos durante la isquemia, pero mostraron que los
fibroblastos cardiacos presentan caracteristicas bioldgicas que los hacen especialmente
capaces de sobrevivir a presiones bajas de oxigeno y condiciones que alteran la
distribucion del calcio intracelular que implican mayor tasa de consumo de oxigeno,
mas cadenas respiratorias por mitocondria, niveles elevados de ROS pero mejor control

de estos en situaciones de estrés, entre otros. La via de sefalizaciéon STAT3 se



encuentra particularmente activada y regula tanto la supervivencia como la expresion
de proteinas protectoras en estos fibroblastos. Este bloque de datos aporta nueva
informacién sobre la biologia de los fibroblastos cardiacos y su elevada capacidad de

supervivencia.

En resumen, los resultados obtenidos confirman la implicacién de los genes apoptéticos
en el desarrollo y funcién del miocardio y demuestran que algunos de estos genes
estan regulando procesos de crecimiento y proliferacion de los miocitos mediante la
implicacién del control de los niveles de radicales libres de oxigeno, las vias de
inflamacion y el control en el transporte de proteinas. Asimismo, aportamos nuevos
datos sobre los fibroblastos cardiacos que permiten comprender mejor cdmo funcionan
estas células importantes en procesos de respuesta a situaciones de estrés en el
corazon. Finalmente, los datos obtenidos sugieren que algunos de los genes
importantes para la funcidn cardiaca, incluyendo algunos apoptéticos, son también
relevantes y, por lo tanto, posibles dianas en la enfermedad de Alzheimer y algunos

tipos de cancer.

2. Resultados

Tarea 1. Funciones de los ejecutores apoptoéticos caspasas 3 y 7 y nucleasas
Endog y Tatdn1 en el desarrollo del corazén

o Hay un incremento de citocinas proinflamatorias en el miocardio debido a la
carencia de las caspasas ejecutoras 3 y 7 especificamente en este tejido en el ratdn.

o La carencia de Endog en los cardiomiocitos de roedor induce a un incremento de
la abundancia de radicales libres de oxigeno (ROS), y la inhibicién de estos con N-
acetil-cisteina es capaz de frenar la hipertrofia derivada de la carencia de este gen.

. La carencia de Endog en células somaticas de roedor y humanas en divisidon
retarda su proliferacion, que se puede recuperar por afladidura de detoxificantes de
ROS.

o La carencia de Endog es capaz de frenar in vitro e in vivo el crecimiento de
tumores deficientes en el supresor tumoral PTEN en modelos de raton y en lineas
celulares tumorales humanas.

. Endog regula la via de senalizacion celular Akt/GSK3/beta-catenina a través del

control de los niveles de ROS con impacto en el crecimiento y division celular.



o Nuestros datos sugieren que Tatdnl, a pesar de haber sido identificada como
nucleasa a partir de experimentos utilizando modelos de sobreexpresidon, no esta
implicada en el corte de ADN al menos en el miocardio y el cerebro puesto que (1) se
encuentra en el citoplasma celular y no se transloca a nucleo ni a mitocondrias en
ninguna situacion de estrés estudiada, (2) extractos celulares enriquecidos en esta
proteina no muestran actividad nucleasa in vitro y (3) el patron de genes alterados en
el miocardio (y en el cerebro) de ratones deficientes en Tatdn1 indica una funcién de
este gen en el transporte de proteinas y no en la biologia de los acidos nucleicos.

. La carencia de Tatdn1 in vivo en ratdn induce a un incremento del diametro del
ventriculo izquierdo tanto en sistole como en diastole, lo que sugiere un rol de este gen

en la hipertrofia y funcidn cardiaca.

Tarea 2. Fibroblastos cardiacos: autofagia, su papel en la funcion durante el
estrés y el papel de Bcl2

o La autofagia es importante para la supervivencia de los fibroblastos de cualquier
origen en condiciones normales, puesto que su inhibicién por métodos genéticos
(silenciamiento de los genes Atg7 o Bnip3) o farmacoldgicos (3-metilo adenina o
cloroquina) induce a muerte celular. A pesar de esto, la autofagia no parece afectar a
la supervivencia de los fibroblastos cardiacos durante la isquemia. Y la carencia del gen
Bcl2 tampoco parece afectar al flujo autofagico en estas células.

o Los fibroblastos cardiacos de rata muestran mayor consumo de oxigeno, mas
abundancia de cadenas respiratorias por mitocondria y una red mitocondrial algo mas
fragmentada en condiciones normales que otros tipos de fibroblastos.

o Los fibroblastos cardiacos presentan mas abundancia de ROS y de enzimas
detoxificantes de ROS como la superdxido dismutasa-2 (SOD2) y la catalasa que otros
tipos de fibroblastos en condiciones normales, y los regulan mejor en isquemia.

o Los fibroblastos cardiacos tienen un estado de activacién especialmente elevado
de la via de seializacion STAT3 que afecta a su capacidad de supervivencia en
condiciones de estrés celular y que controla la expresion de proteinas como las
enzimas detoxificantes de ROS y Bcl2, que protege las mitocondrias en condiciones de

isquemia.

Tarea 3. Estudios de asociacion de todo el genoma para identificar nuevos loci

que se utilizaron para estudiar la asociacion potencial de genes de



sefalizacion celular y apoptosis con fenotipos relacionados con la funcion
cardiaca del corazén humano

o De los 20 genes con funciones reguladoras de la apoptosis que se analizaron en
11.500 genomas humanos, identificamos asociacién estadisticamente significativa de
algunos polimorfismos con algun rasgo relacionado con funcién cardiaca por los genes
BCL2, CFLIP (cFLAR), FADD, caspasa 8, caspasa 10 y TATDN1.

. Ademas, el estudio genémico no dirigido (agndstico) identificé nuevos
polimorfismos en otros genes que se encuentran asociados con la funcién cardiaca que
se pueden consultar en las bases de datos https://data.mendeley.com/ y
https://doi.org/10.17632/22jdjghnsp.1.

o De forma totalmente inesperada, la comparacion de polimorfismos asociados con
la funcién cardiaca y con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer permitié
identificar un grupo de genes que se encuentran asociados con los dos rasgos,
incluidos algunos genes apoptoticos, lo que sugiere un potencial vinculo entre funcion

cardiovascular y la enfermedad de Alzheimer que pretendemos seguir estudiando.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

El proyecto titulado “Nuevas funciones de los genes apoptoticos en el desarrollo y
estrés del miocardio” fue disefiado con el objetivo primario de confirmar o descartar la
implicacién de varios genes apoptéticos en la biologia y el comportamiento del
miocardio frente a estimulos nocivos, de identificar los mecanismos intracelulares
implicados y de caracterizar los mecanismos que confieren a los fibroblastos cardiacos
ventaja de supervivencia a situaciones de estrés como la isquemia. El proyecto, por lo
tanto, se caracterizaba por un perfil de investigacion basica preclinica que sirviera de
base para mejorar la comprension de los fundamentos bioquimicos y moleculares que
gobiernan la funcidn del corazén y su respuesta al estrés. La finalidad era encontrar
posibles dianas Utiles en el diagndstico o tratamiento tanto de anomalias de la funcién

cardiaca como para mejorar la condicion cardiaca en situaciones patoldgicas.

Los datos generados por nuestro trabajo muestran que, efectivamente, hay genes que
se habian descubierto y estudiado en el ambito de la muerte celular por apoptosis que,
de hecho, tienen un papel importante en el desarrollo y biologia del miocardio, que

estas funciones no se encuentran relacionadas con la muerte celular y que



principalmente influyen el nimero y la medida de los cardiomiocitos y estan
relacionados con la funcién cardiaca. Ademas, mostramos que los fibroblastos
cardiacos estan evolutivamente preparados para subsistir a presiones bajas de oxigeno
y tienen una serie de mecanismos moleculares que los hacen resistentes a situaciones
de estrés celular. Por eso, los resultados derivados del proyecto proponen nuevas
dianas moleculares que tendrian que permitir una mejor comprensiéon de los
fundamentos bioldgicos subyacentes a la hipertrofia cardiaca, los procesos de
remodelado cardiaco después de un infarto, su posible tratamiento y los fundamentos

genéticos determinantes de la funcién del corazoén.

Ademas, y de forma inesperada, nuestros datos establecen un vinculo genético entre
funcién cardiaca y enfermedad de Alzheimer e identifican Endog como un nuevo gen
implicado en la progresion tumoral. Por lo tanto, se pueden utilizar estos datos para
disefiar nuevas herramientas diagndsticas y terapéuticas en el ambito de las
enfermedades del corazoén, las enfermedades neurodegenerativas y algunos tipos de

cancer.
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