
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

           
 
Análisis del perfil de microRNA en la eliminación 

de los progenitores esqueléticos de los espacios 

interdigitales embrionarios 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

Beatriz Inmaculada García-Riart Monzón 

Santander, 2017 

 
UNIVERSIDAD DE CANTABRIA 
 
Facultad de Medicina 
 
Dpto. de Anatomía y Biología Celular 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            
 
Análisis del perfil de microRNA en la eliminación 

de los progenitores esqueléticos de los espacios 
interdigitales embrionarios 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tesis Doctoral presentada por Beatriz Inmaculada García-Riart Monzón 

para optar al Grado de Doctora por la Universidad de Cantabria 
Santander, Abril de 2017 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
UNIVERSIDAD DE CANTABRIA 
 
Facultad de Medicina 
 
Dpto. de Anatomía y Biología Celular 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

             
 
El profesor Dr. Juan Mario Hurlé González, Catedrático de Anatomía Humana 
del Departamento de Anatomía y Biología Celular de la Universidad de Cantábria. 
El profesor Dr. Juan Antonio Montero Simón del Departamento de Anatomía y 
Biología Celular de la Universidad de Cantábria. 
 
 
 
 
CERTIFICAMOS: que Doña Beatriz Inmaculada García-Riart Monzón ha 
realizado bajo su dirección el presente trabajo de Tesis Doctoral titulado: 
“Análisis del perfil de los microRNA en la eliminación de los progenitores 
esqueléticos de los espacios interdigitales embrionarios”. 
Consideramos que dicho trabajo se encuentra terminado y reúne los requisitos 
necesarios para su presentación como Memória de Doctorado al objeto de poder 
optar al Grado de Doctor por la Universidad de Cantabria. 
 
 
 
 
Y para que conste y surta los efectos oportunos, expedimos el presente certificado 
en Santander a 4 de Abril de 2017 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fdo. Dr. J.M. Hurlé González                                  Fdo. Dr. J.A. Montero Simón 

DEPARTAMENTO DE ANATOMÍA Y BIOLOGIA 
CELULAR 
Facultad de Medicina 
Cardenal Herrera Oria, s/n 
39011 Santander (España) 
 942 201 920 – Fax 942 201 903 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta Tesis ha sido financiada con las siguientes ayudas: 

• Ayuda predoctoral de formación de personal investigador (FPI) BES-2012-059674 
asociada al proyecto de investigación BFU2011-24169. Ministerio de Economía y 
Competitividad. 

• Proyecto de investigación BFU2014-54026P. Ministerio de Economía y 
Competitividad. 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mi família y amigos. 

A Raisa. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Quisiera aprovechar este apartado para agradecer encarecidamente, en primer lugar, 
a los profesores Juan M. Hurlé y Juan Antonio Montero por darme la oportunidad 
de iniciar mi carrera investigadora bajo su dirección y darles las gracias también 
por su disposición, tiempo y amabilidad. 

A las técnicos de laboratorio Sonia Pérez, Montserrat Fernández y Susana Dawalibi, 
por su constante ayuda durante estos años, la cual ha supuesto un importante apoyo 
en el desarrollo de esta tesis. 

Gracias a la Dra. María del Amor Hurlé y a su equipo por facilitarme tanto material 
como soporte durante este proceso. 

Quisiera también hacer una mención especial al Dr. Carlos Ignacio Lorda y a la 
futura Dra. Cristina Sánchez, ya que sin vuestra inmensa aportación estas páginas 
no conformarían hoy una Tesis. 

Por último, quiero también mostrar mi agradecimiento a todas aquellas personas 
que de un modo u otro han colaborado en la realización de este trabajo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Si guardas en tu puesto la cabeza tranquila, 

cuando todo a tu lado es cabeza perdida. 

Si tienes en ti mismo una fe que te niegan 

y no desprecias nunca las dudas que ellos tengan. 

Si esperas en tu puesto, sin fatiga en la espera. 

Si engañado, no engañas. 

Si no buscas más odio, que el odio que te tengan. 

Si eres bueno, y no finges ser mejor de lo que eres. 

Si al hablar no exageras, lo que sabes y quieres. 

Si sueñas y los sueños no te hacen su esclavo. 

Si piensas y rechazas lo que piensas en vano. 

Si alcanzas el TRIUNFO o llega tu DERROTA, 

y a los dos impostores les tratas de igual forma. 

Si logras que se sepa la verdad que has hablado, 

a pesar del sofisma del Orbe encanallado. 

Si vuelves al comienzo de la obra perdida, 

aunque esta obra sea la de toda tu vida. 

Si arriesgas de un golpe y lleno de alegría, 

tus ganancias de siempre a la suerte de un día, 

y pierdes, y te lanzas de nuevo a la pelea, 

sin decir nada a nadie lo que eres, ni lo que eras. 

Si logras que los nervios y el corazón te asistan, 

aún después de su fuga, en tu cuerpo en fatiga, 

y se agarren contigo, cuando no quede nada, 

porque tú lo deseas, lo quieres y mandas. 

Si hablas con el pueblo, y guardas la virtud. 

Si marchas junto a Reyes, con tu paso y tu luz. 

Si nadie que te hiera, llega a hacerte la herida. 

Si todos te reclaman, y ninguno te precisa. 

Si llenas el minuto inolvidable y cierto, 

de sesenta segundos, que te llevan al cielo. 

TODO lo de esta Tierra será de tu dominio, 

Y mucho más aún ... 

¡Serás un HOMBRE, hijo mío! (Kipling., 1910) 
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 ABREVIATURAS 
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 ABREVIATURAS 

µL Microlítros 

µM Micromolar 

3’ Cadena 3 prima 

5’ Cadena 5 prima 

AER cresta ectodérmica apical (“Apical Ectodermal Ridge”)  

BMP proteína morfogenética del hueso (“Bone Morfogenetic Protein”)  

cDNA DNA complementario (“complementary DeoxyriboNucleic Acid”)  

DEPC “DiEthylPiroCarbonate”  

DGCR8 “DiGeorge Syndrome Chromosonal Región 8” 

DMEM “Dublecco’s Modified Eagle Medium” 

DNA Ácido DesoxirriboNucleico 

dNTP “Desoxyribonucleotide triphosphate”  

ECM matriz extracelular (“Extracellular Matrix”)  

FGF factor de crecimiento fibroblástico (“Fibroblast Growth Factor”)  

gga Gallus gallus 

h  Horas 

HDL lipoproteína de alta densidad (“High Density Lipoprotein”)  

HH Hamburger y Hamilton (estadios de desarrollo embrionario) 

HR Humedad Relativa 

hsa Homo sapiens sapiens 

INZ zonas necróticas interdigitales (“Interdigital Necrotic Zones”)  

KEGG “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” 

mg Miligramo 

miR MicroRNA 

ml Mililitros 

MMP Metaloproteinasas 

mmu Mus musculus 

mRNA Ácido RiboNucleico mensajero 

ºC Grados centígrados 

PBS tampón fosfato salino (“Phosphate-Buffered Saline Solution”)  

PI Posincubación 

PZ zona de progreso (“Progress Zone”)  
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 ABREVIATURAS 

qPCR PCR cuantitativa (“quantitative PCR”)  

RISC complejo inductor de silenciamiento del RNA (“RNA Induced 

Silencing Complex”)  

RNA Ácido RiboNucleico 

RNasa Ribonucleasa 

RPM lecturas por millón (“Reads Per Million”)  

RT transcripción reversa de la polimerasa (“Reverse Transcription”)  

SASP fenotipo asociado a senescencia (“Senescence-Associated Secretory 

Phenotype”)  

SYBR “ N',N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-

ylidene)methyl]-1-phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropane-

1,3-diamine” 

TGFβ factor de crecimiento transformante β (“Transforming Growth 

Factor β)  

VEGF factor de crecimiento del endotelio vascular (“Vascular Endothelial 

Growth Factor”)  
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1. ASPECTOS REVISADOS EN LA PRESENTE MEMORIA 

Dado que el tejido interdigital que analizamos en esta Tesis contiene células 

progenitoras de cartílago y tendón destinadas a morir, revisaremos en este apartado, 

además de aspectos generales de los microRNA, su papel en la diferenciación de 

los tejidos mencionados, así como su implicación en procesos degenerativos. 

 

2. ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA 

El "dogma central" de la biología molecular moderna, que ha proporcionado el 

principio rector para la transferencia de la información genómica en la estructura y 

función del organismo, implica primero la transcripción de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) en ácido ribonucleico mensajero (mRNA) y a 

continuación, la traducción del mRNA en proteínas (Crick, 1970). 

El hallazgo de los microRNA supuso un nuevo descubrimiento en la regulación de 

la expresión génica, se vio que más allá de no codificar proteínas producían la 

degradación de los mRNA y por lo tanto la inhibición de la traducción a proteínas. 

(Sun et al., 2010).  

La primera vez que se describió el fenómeno de silenciamiento de genes fue en 

1990, por el equipo de Richard Jorgensen, en la Universidad de California. Este 

grupo diseñó experimentos que consistían en sobreexpresar el gen Chalcone 

synthase (CHS), responsable del color púrpura de los pétalos de las Petunias. Se 

observó, sin embargo, que cuando se introducía una copia extra del gen, en lugar 

de incrementar su coloración, las flores adquirían colores variados e incluso se 

despigmentaban (42% color blanco). Este suceso, recibió el nombre de 

“cosupresión” (Napoli et al., 1990). 

En 1992, Romano y Macino en la Universidad de Roma, hallaron un fenómeno 

similar en el hongo Neurospora Crassa. Al introducir los genes albino-1 (al-1) y 

albino-3 (al-3), que participan en la síntesis de carotenoides que dan lugar a la 

pigmentación naranja del hongo, estos sufrían una rápida degradación de los genes 

endógenos dando lugar a ejemplares albinos. A este fenómeno lo denominaron 

“Quelling” (represión; Romano y Macino, 1992). 

El siguiente gran avance se produjo en el laboratorio de Victor Ambros en Harvard. 

Rosalind C. Lee y Rhonda L. Feinbaum observaron que el gen lin-4 que regula la 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/009286749390529Y
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/009286749390529Y
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actividad de lin-14, que controla el desarrollo larvario en C.elegans, no codificaba 

para proteínas, pero si daba lugar a un par de pequeños RNA (Lee et al., 1993). 

En 1998, el grupo del Dr. Craig Mello de la Universidad de Carnegie, demostró que 

las interferencias postranscripcionales genéticas producidas por el RNA eran más 

eficaces cuando este se introducía en forma de doble cadena. El Dr. Andrew Fire 

llamó a este fenómeno “RNA de interferencia” o “RNAi”, nombre que conserva 

hasta la fecha (Fire et al., 1998).  

Actualmente sabemos que el fenómeno de “silenciamiento genético 

postranscripcional”, la represión génica en plantas y hongos junto con el fenómeno 

de RNAi en animales, son aspectos del mismo proceso (Agrawal et al., 2003). 

La importancia del papel de los microRNA en el desarrollo es destacada ya que 

comprende aproximadamente el 1% de los genes en animales. Este fenómeno está 

conservado a lo largo de la evolución, presentándose en organismos tan variados y 

distantes como levaduras, plantas, hongos, insectos, nematodos, y vertebrados 

incluyendo los mamíferos (Pasquinelli et al., 2000; Lim et al., 2003; Ambros et 

al.,2003). 

Los microRNA son RNA no codificantes, de doble cadena y unos 22nt de longitud 

que regulan la expresión génica a nivel postranscripcional.  

Los microRNA están involucrados en una gran variedad de procesos biológicos, 

tanto a nivel del desarrollo como en animales adultos participando en el control de 

la división celular, proliferación, diferenciación, apoptosis y también en múltiples 

estados patológicos. 

La biogénesis de microRNA está bajo estrecho control temporal y espacial, y su 

desregulación está asociada con muchas enfermedades humanas como por ejemplo 

enfermedades del corazón, metabólicas, degenerativas y cáncer (Newman y 

Hammond, 2010). 

En los metazoos, los microRNA están producidos por dos proteínas RNasa III, 

Drosha, que actúa en el núcleo y Dicer, que actúa en el citoplasma.  

Su biogénesis está regulada a muchos niveles. Además, en la actualidad, están 

identificándose nuevas vías de biogénesis no canónica, alguna de las cuales son 

independientes de Drosha o Dicer (Ha et al., 2014). 

http://www.nature.com/nrm/journal/v15/n8/full/nrm3838.html#auth-1
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En lo referente a su presentación en las células, algunos microRNA aparecen de 

forma solitaria y se expresan bajo control de sus promotores y secuencias 

reguladoras. Otros se agrupan en conjuntos (“clusters”), formados por microRNA 

localizados en regiones próximas del genoma. Cuando los grupos de microRNA 

tienen una secuencia similar, todos ellos pueden contribuir en la regulación de sus 

mRNA diana. Siguiendo esta línea, también hallamos diferencias en cuanto a su 

abundancia en las células, llegando algunos incluso hasta valores de 10.000 

moléculas por célula, mientras que otros, mucho menos abundantes, son 

únicamente detectables por hibridación de las muestras de RNA total (Ambros, 

2004). 

 

2.1. Terminología 

La terminología empleada para describir los microRNA incluye diversos apartados: 

• El prefijo “miR” es la nomenclatura principal de los microRNA maduros, 

ya que estos durante su biogénesis sufren un proceso de transformación y 

maduración, denominándose primero pri-miR, luego, pre-miR y finalmente 

miR. 

• La numeración de los microRNA, que es la forma de nominarlos, viene dada 

según el orden en el cual el miR fue secuenciado. 

• Para diferenciar los diferentes miR entre especies se usan las tres letras 

específicas de la nomenclatura de las especies, por ejemplo: pollo: Gallus 

gallus (gga), humano: Homo sapiens (hsa), ratón: Mus musculus (mmu). 

• En la producción de los microRNA se produce inicialmente una secuencia 

de RNA de doble cadena y no es hasta que ésta se acopla en el complejo 

RISC (ver más adelante) cuando una de las cadenas se descarta y degrada.  

Esta cadena se denomina “cadena pasajera” y se identifica mediante un “*” 

(miR*), la otra cadena ensamblada en RISC, recibe el nombre de “cadena 

guía” y no lleva ningún identificador específico (miR). Cuando los datos 

son insuficientes para determinar cuál es la secuencia guía y la pasajera, se 

les denomina miR-142-5p (para la hebra -5p) y miR-142-3p (en el caso de 

la hebra -3p). 
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• Otra forma, un poco más anticuada de referirse a las diferentes cadenas, 

aunque usada en algunos casos, es la ejemplificada aquí por miR-142-s, para 

la cadena 5’ y miR-142-as, para la cadena 3’ (miRbase, Griffiths-Jones et 

al., 2006).  

• El sufijo -1 y -2 etc. se refiere a pre-miR que dan lugar a idénticos 

microRNA, pero que están localizados en diferentes partes del genoma. 

También podemos encontrar letras (a, b, c) que son añadidas cuando los 

microRNA poseen secuencias casi idénticas, solo diferenciables por uno o 

dos nucleótidos.  

 

2.2. Biogénesis 

El proceso de producción de microRNA puede describirse, de forma resumida, en 

dos pasos que implican a dos enzimas ribonucleasas endonucleasas III, Drosha y 

Dicer, que catalizan la hidrólisis de los microRNA en el núcleo y posteriormente 

en el citoplasma (2 y 4 respectivamente en la figura 1). 

Los microRNA se transcriben a partir de diferentes zonas del genoma; en primer 

lugar se generan moléculas precursoras denominadas microRNA primarios (pri-

miRNA), que son procesados en moléculas más sencillas en el núcleo celular dando 

lugar a los precursores de los microRNA (pre-miRNA), que subsecuentemente 

darán lugar a una doble hebra de microRNA. La doble hebra se separa originando  

el microRNA maduro que se une por complementariedad de bases a su mRNA 

diana, y dependiendo de si esta complementariedad es perfecta o no se producirá su 

degradación, o bien la represión de su transcripción.   

Obviamente, algunos detalles del proceso de biogénesis requieren ser analizados 

con más detalle. 

La vía canónica de la biogénesis de los microRNA se inicia a partir de la 

transcripción, por parte de la polimerasa II del pri-miRNA (nº 1 en la figura 1; 

Bartel et al., 2004, Cai et al., 2004). 
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Figura 1: esquematización de la vía canónica de procesamiento de los microRNA 
(modificado de Winter et al., 2009).  

Se ha observado que la ruta de procesamiento de los microRNA está conservada 
entre especies. 1) La ruta canónica de procesamiento incluye la producción de los 
tránscritos primarios denominados pri-miRNA a partir de la RNasa polimerasa II 
y su 2) escisión por el complejo microprocesador formado por Dorsha y DGCR8 
en el núcleo. 3) El producto resultante es el pre-miRNA, que es exportado desde el 
núcleo por la Exportina-5-Ran-GTP. 4) En el citoplasma, la RNasa DICER junto 
con la proteína de unión TRBP corta el bucle del pre-miRNA 5) dando lugar a una 
doble hebra de RNA con la longitud característica de la forma madura. 6) La 
cadena funcional, la cadena guía, se acopla al complejo silenciador “RISC” junto 
a una proteína de la familia Argonauta (Ago2), este complejo será el encargado de 
producir la degradación del mRNA, la represión de la traducción o bien su 
deanilación, mientras que la otra cadena, la pasajera, será degradada.     

 

Los pri-miRNA, tal como podemos observar en la figura 2, adoptan una estructura 

de horquilla imperfecta. Están compuestos por tres bucles helicoidales flanqueados 

por segmentos de RNA de cadena sencilla en la base (segmentos basales), con un 

extremo 5’ y una cola de polyA, además de un bucle apical que determina el lugar 

de corte (Cai et al., 2004; Han et al., 2006; Zeng y Cullen, 2005; Zeng et al., 2005) 

por la enzima RNasaIII Drosha (Lee et al., 2003). 
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Drosha se encuentra unida al cofactor DGCR8; las funciones del cofactor DGCR8, 

integrante del complejo microprocesador, son las de reconocimiento de sustrato y 

de guía de la enzima durante el proceso de escisión del pre-miR. 

Drosha escinde, aproximadamente, un bucle helicoidal de 11 pares de bases, 

contando desde el segmento basal del pri-miRNA, y dos bucles helicoidales con 22 

pares de bases de distancia a partir del bucle apical, tal como podemos observar en 

el número 2 en la figura 1 y esquematizado, de forma más precisa, en la figura 2 

(Lee et al., 2003; Han et al., 2006). 

Este primer corte produce el pre-miRNA de unos 65nt con forma de horquilla con 

un final 3’ y un grupo fosfato en el extremo 5’. El pre-miR, se une a la Exportina 5 

(Exp5; miembro de la familia proteica de las carioferinas; Denli et al., 2004;  Lund 

et al., 2004) que requiere RanGTp — una proteína G monomérica implicada en el 

tráfico de péptidos y proteínas a través de la envoltura nuclear—, para que su unión 

al pre-miRNA sea eficaz (nº 3 en la figura 1; Gwizedk et al., 2003) y este pueda ser 

transportado al citoplasma. 

Una vez transportado al citoplasma celular, a través de los poros nucleares, RanGTp 

se hidroliza a RanGDP liberando el pre-miR en el citoplasma (Kehlenbach et al., 

1999). 

 

Figura 2: procesamiento del pri-miRNA por parte del complejo microprocesador. 
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En el citoplasma la otra ribonucleasa endonucleasa III Dicer, es la encargada del 

procesamiento final de los pre-miR.  

Dicer se encuentra presente en todos los seres eucariotas estudiados hasta la fecha 

(menos en las levaduras) y está compuesto por múltiples dominios que incluyen un 

dominio DExH / RNA DEAH helicasa / ATPasa, un dominio DUF (por sus 

iniciales en inglés, domain of unknown function; Kruse et al., 2016), un dominio 

PAZ (encargado del reconocimiento del RNA), dos dominios RNasaIII (a y b) y 

por último, un dominio de unión de RNA de doble cadena (dsRBD).  

Los dominios RNasaIII y dsRBD son los encargados principales de la unión y del 

corte del pre-miRNA (figura 3; Zamore et al., 2000; Lau et al., 2012). 

Cuando el dominio PAZ reconoce la doble cadena de RNA, Dicer corta el bucle 

apical del microRNA dando lugar a una doble cadena de RNA de unos 22 

nucleótidos de longitud (Lau et al., 2012). Esta doble cadena de RNA es captada y 

acoplada al complejo RISC por una proteína de la familia Argonauta.  

Las proteínas Argonauta, componentes principales de RISC, están formadas por 4 

dominios comunes: N, PAZ , MID y PIWI, encargados del anclaje de la cadena guía 

(nº 4 y 5 en la figura 1; Schirle et al., 2012; Elkayam et al., 2012). 

 

 
 
Figura 3: arquitectura de Dicer (modificado de Lau et al., 2012). 

 

En humanos están descritas 4 proteínas Argonauta, AGO1, AGO3, AGO4, con 

capacidad para reconocer los mRNA diana y AGO2 con capacidad de escisión de 

la doble cadena de RNA en dos cadenas simples (Nakanishi, 2016) una de las cuales 

será descartada (“cadena pasajera”), y la otra permanecerá unida a RISC (“cadena 

guía”). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC131079/#cdf582c38
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Uno de los factores determinantes, en la selección de la cadena guía, son las 

estabilidades termodinámicas relativas de los dos extremos de la doble hélice. Por 

norma general, la hebra que alberga el apareamiento de bases termodinámicamente 

menos estable en su extremos 5’ es la seleccionada (Tomari et al., 2004) y una vez 

que se una a las proteínas AGO, estas le confieren estabilidad (Matranga et al., 

2005). 

Una vez incorporada la cadena guía a RISC, el microRNA degradará el mRNA, en 

el caso de complementariedad total, o bien, reprimirá la producción de la traducción 

del mRNA, si la complementariedad es imperfecta (nº 6 en la figura 1; Hutvágner 

y Zamore, 2002; Zeng et al., 2002 y 2003; Doench et al., 2003). 

 

2.3. Reconocimiento de los mRNA dianas 

Una vez eliminada la cadena pasajera del complejo RISC, la cadena guía del 

miRNA localiza sus mRNA diana para dirigir su represión postranscripcional 

(Bartel, 2009). 

Este reconocimiento se produce por complementariedad de bases, principalmente, 

a través de una zona altamente conservada en los microRNA metazoicos 

denominada “región semilla”, de 6 nt de longitud, comprendida, de forma general, 

entre los nucleótidos 2 y 7 en dirección 5’-3’(Lewis et al., 2003).  

La función de la región semilla es la de reconocimiento y unión a regiones 

susceptibles, localizadas en los extremos 3’-UTR de los mRNA diana, dando como 

resultado la inhibición de la traducción (Lai, 2002, Shin, 2010). Existen diversos 

estudios “in vitro” que ponen en tela de juicio la capacidad, por sí sola, de producir 

todas las interacciones entre el microRNA y su diana (Brodersen y Voinnet, 2009), 

siendo necesarias otras características para promover la eficiencia de la unión 

microRNA/mRNA, como por ejemplo: el aumento, en el mRNA, de pares de bases 

AU cerca de los lugares de reconocimiento del microRNA, o bien la proximidad de 

los lugares de apareamiento del microRNA en el extremo 3’ del mRNA (facilitando 

una acción cooperativa de varios microRNA; Grimson et al., 2007).  

En algunos casos, puede producirse el reconocimiento de los mRNA diana 

mediante apareamientos de nucleótidos que pertenecen al extremo 3’ del 

microRNA, denominados “regiones compensatorias 3’ ” (descritas de forma más 
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detallada en el siguiente apartado; Lewis et al., 2005; Brennecke et al., 2005; 

Friedman et al., 2009) y también, en la región central (Shin et al., 2010). 

Hay que tener en cuenta, que la disminución de la expresión de los mRNA diana no 

es específica de un solo microRNA, y que cada microRNA puede tener más de un 

mRNA diana. 

 

2.4. Predicción de los mRNA diana mediante programas bioinformáticos 

Un importante obstáculo en el estudio experimental de los microRNA, es 

precisamente, hallar experimentalmente sus mRNA diana. Para solventar este 

problema, se crearon herramientas bioinformáticas, las cuales, a priori, tuvieron 

resultados muy diversos. 

Los programas bioinfomáticos para la predicción de dianas, están basados en los 

apareamientos de bases que se produce entre el microRNA y el mRNA diana. Una 

de las regiones que más en cuenta tienen en sus algoritmos, es el apareamiento de 

la “región semilla” del extremo 5’UTR al mRNA diana y si esta unión es perfecta 

o hay presencia de desapareamientos, o bien, presencia de bucles (Rajewsky y 

Socci, 2004; Lewis et al., 2003). Otra de las propiedades que tienen en cuenta estos 

programas, tal como hemos explicado anteriormente, son las regiones 3’, aunque 

estas regiones no están tan conservadas evolutivamente, pudiendo sufrir ligeras 

variaciones en cuanto a longitud y cambios en las bases (Kerk et al., 2005), se 

pueden producir interacciones de reconocimiento de los mRNA, compensando de 

esta manera, errores en los apareamientos de la región diana; estos lugares reciben 

el nombre de “regiones compensatorias 3’ ”. 

Además de estas interacciones, también puede ser usada la energía libre (energía 

libre de Gibbs) a la hora de medir la estabilidad de la unión del microRNA a su 

“teórico” mRNA diana (Yue et al., 2009) y la accesibilidad al lugar de unión, que 

es la medida de la facilidad con la que el microRNA puede localizar e hibridar con 

su mRNA diana (Mahen et al., 2010). 

Algunas de las herramientas bioinformáticas más utilizadas y disponibles online, 

son: miRanda, miRanda MiRNase, miRWalk, TargetScan, DIANAmicroT, 

RNAHybrid, miRGen++, MiTarget, MiRtarget2, TarBase. 
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2.5. Mecanismos de regulación 

El grado de complementariedad de bases se ha considerado clave en el proceso de 

regulación génica producida por los microRNA, ya que en muchos casos, los 

microRNA animales pueden unirse a los mRNA con errores o formando bucles. De 

esta manera, podemos explicar, que los microRNA regulan negativamente los genes 

de dos maneras a nivel postranscripcional: mediante la escisión del mRNA, cuando 

el grado de complementariedad de bases entre el microRNA y su diana es elevado, 

o mediante la represión de la traducción, cuando existen errores en la unión (Gu, 

2010).  
Una vez incorporada la hebra guía en un complejo RISC citoplásmico, se producirá 

una degradación total del mRNA en caso de que la complementariedad con el 

microRNA sea total, o reprimirá la traducción si el mRNA no tiene suficiente 

complementariedad para ser degradado (Hutvágner y Zamore, 2002; Zeng et al., 

2002 y 2003; Doench et al., 2003).  

Se ha descrito una acción de cooperación entre varios complejos RISC con el fin 

de aumentar la eficiencia en la inhibición de la traducción (Doench et al., 2003). 

Esto explica la presencia de múltiples sitios complementarios para los microRNA 

en la mayoría de dianas para los microRNA animales (Lee et al., 1993; Wightman 

et al. 1993; Abrahante et al., 2003). 

Los mecanismos por los cuales miRISC regula la traducción han sido objeto de 

debate. Actualmente, se han propuesto tres modelos diferentes para explicar la 

forma en la que miRISC reprime la traducción, habiendo cierta controversia entre 

ellos sobre el momento en el que se produce, sí bien es al inicio o al final de esta.  

Un modelo propone que existe una competencia entre miRISC y eIF4E para la 

unión a la estructura de caperuza del mRNA 5'. El segundo modelo propone que 

miRISC estimula la deanilación de la cola del mRNA y el tercero que miRISC 

bloquearía la asociación de la unidad 60S ribosomal con el complejo preiniciador 

40S (Carthew et al., 2009; Filipowicz et al., 2008, Leung et al., 2006).  
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2.6. MicroRNA circulantes 

En la década de los 70, Richard C. Kamm y Albert G. Smith en la Universidad de 

Tennesse, observaron la presencia de RNA intacto en plasma sanguíneo a pesar de 

la presencia en este medio de ribonucleasas (Kamm et al., 1972).  

No fue hasta 2004 cuando el Dr El-Hefnaway y su equipo en la Universidad de 

Pittsburgh describieron por primera vez como el RNA se protegía de la degradación 

producida por las RNasas. Observaron que los microRNA salían al medio 

extracelular incluídos en exosomas, microvesículas o cuerpos apoptóticos (Kosaka 

et al., 2010). Estudios adicionales han mostrado que los microRNA circulantes 

también se hallan unidos a proteínas de unión a RNA en vez de dentro de vesículas. 

Una importante porción de estos microRNA están asociados con AGO2, (proteína 

citoplasmática descrita con anterioridad en el apartado de biogénesis) dada su alta 

estabilidad (Arroyo et al., 2011), mientras que otros son liberados al medio 

extracelular unidos a la proteína nucleofosmina (NPM1) implicada en la 

exportación nuclear del ribosoma (Wang et al., 2010). Recientemente también se 

han observado microRNA asociados a partículas de HDL (High density lipoprotein, 

por sus siglas en inglés; Vickers et al., 2011).  

Los microRNA circulantes muestran diferentes niveles de expresión en base a su 

dinámica funcional: el 66% se libera al medio extracelular al mismo nivel de su 

concentración intracelular, otro 13% parece estar selectivamente retenido en el 

interior de las células y por lo tanto no se encuentran en el medio extracelular, 

mientras que el 21% restante, parece ser liberado activamente, ya que se encuentra 

en elevadas concentraciones en el medio extracelular (Pigati et al., 2010). 

La estabilidad mostrada por los microRNA en los fluidos, ha dado lugar a la teoría 

del posible papel que podían desempeñar “transmitiendo información” de una 

célula a otra, regulando así la expresión génica, bien, mediante la fusión de la 

vesículas con las células (Muralidharam-Chari et al., 2010; Skog et al., 2008) o por 

medios aún desconocidos como ocurre en el caso de los microRNA asociados a 

proteínas. 
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2.7. MicroRNA como biomarcadores 

 

2.7A. Papel de los microRNA como biomarcadores 

Un biomarcador puede ser algún elemento celular, genético o molecular medible 

que se asocie a la presencia de un estado patológico concreto y, por lo tanto ser 

usado para diagnosticar tales procesos, evaluar su pronóstico o indicar el estadio de 

la enfermedad, facilitando así el manejo de la misma. De acuerdo a este criterio los 

microRNA podrían ser biomarcadores óptimos. 

Un biomarcador ideal debe presentar las siguientes características: 

• Presentar alta especificidad y sensibilidad para detectar la presencia de un tipo 

de enfermedad. Como por ejemplo el ratio entre el miR-126 y miR-182 en 

muestras de orina para detectar cáncer de vejiga (Hanke et al., 2010). 

• Debe ser útil para la detección de la enfermedad sin importar el género, edad o 

raza. 

• Los niveles de síntesis, expresión y/o secreción deben correlacionar con la 

presencia de enfermedad. Como por ejemplo el aumento de niveles de miR-10b 

en metástasis de cáncer de pecho en suero (Zhao et al., 2012). 

• Presentar estabilidad en la muestra biológica para que pueda ser medido con 

precisión después de que la muestra se haya extraído, manipulado o conservado. 

La estabilidad de los microRNA en los fluidos se genera a partir de sus 

asociaciones a vesículas, proteínas o HDL. Además, una vez extraídas las 

muestras, los microRNA son moderadamente estables durante 24 horas a 

temperatura ambiente y 72 h a -4ºC (McDonald et al., 2011). 

• Favorecer el desarrollo de un método de detección relativamente barato, simple 

y preciso que pueda reproducirse en cualquier laboratorio. Los microRNA 

pueden ser detectados por métodos cuantitativos utilizados rutinariamente en 

los laboratorios como la qPCR y microrrays, este hecho hizo despertar un gran 

interés sobre el uso de estos como biomarcadores. 

• Debe provenir de una fuente biológica accesible (sangre, orina, esputo…). 
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2.7B. Perspectivas futuras como biomarcadores 

Hoy en día, la mayor parte de biomarcadores utilizados para el diagnóstico de 

enfermedades están basados en la detección de proteínas específicas, como por 

ejemplo: la detección de los niveles PSA (prostate specific antigen, de sus siglas en 

inglés) en el diagnóstico de cáncer de próstata (Carlsson, 2017). 

Muchas veces el uso de este tipo de biomarcadores genera diversos obstáculos en 

su detección, como por ejemplo: modificaciones postranscripcionales proteicas o 

baja concentración en la muestra, además su detección está basada en el uso de 

anticuerpos, los cuales pueden dar lugar a reacciones cruzadas. 

Los microRNA ofrecen algunas ventajas sobre los biomarcadores proteicos para su 

uso en medicina: son estables; están conservados entre las especies lo que genera 

facilidad para obtener reactivos útiles para su detección; pueden ser específicos de 

tejido; sus alteraciones están ligadas a estados patológicos concretos, y finalmente, 

pueden ser evaluados cuantitativa y cualitativamente por métodos utilizados de 

forma rutinaria en el laboratorio (Kappel, 2016). 

 

3. MICRORNA EN LA DIFERENCIACIÓN DE LOS TEJIDOS 

ESQUELÉTICOS 

Los microRNA participan en una amplia variedad de procesos biológicos, tanto de 

carácter fisiológico como patológico, mediante la regulación de genes a nivel 

postranscripcional.  

En los últimos años se han producido numerosos avances en el estudio de los 

microRNA. El mayor reto ha sido identificar sus genes diana y determinar cómo, la 

regulación de estos genes, afecta al comportamiento celular. 

Como ya explicamos anteriormente, los microRNA reprimen la expresión génica 

mediante la unión selectiva a la región 3’UTR del mRNA a través de 

complementariedad de bases. 

 El patrón de expresión de muchos de los microRNA, es específico de un tejido o 

tipo celular, pudiendo modular procesos de proliferación, diferenciación o 
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apoptosis celular. Mientras que la desregulación de su producción puede alterar la 

fisiología normal y conducir a diversas patologías degenerativas o proliferativas 

como el cáncer.  

De esta manera no es de extrañar que, ya en los estadios más primigenios de nuestro 

desarrollo desempeñen un papel crucial en la regulación de la proliferación celular, 

diferenciación y patrón celular responsable del desarrollo embrionario. 

En este apartado relataremos como influyen los microRNA en diferentes procesos 

de la formación de los tejidos esqueléticos en las etapas del desarrollo de las 

extremidades del embrión. 

 

3.1. MicroRNA implicados en la condrogénesis 

 

3.1A. Condrogénesis 

La condrogénesis es el proceso de formación, diferenciación y maduración del 

cartílago a partir del cual se forma el esqueleto y las articulaciones.  

Durante la formación de los primordios esqueléticos, los condrocitos pueden tomar 

dos caminos: 

1. Formar parte del cartílago articular. 

2. Proliferar, diferenciarse a condrocitos hipertróficos entrando en apoptosis 

en el proceso denominado osificación endocondral por el cual se reemplaza 

el cartílago por hueso (diferenciación osteogénica) (Goldring, 2012). No 

obstante, el hecho de si los condrocitos hipertróficos diferenciados mueren 

por apoptosis o pueden sufrir también transdiferenciación a osteoblastos, 

no está totalmente resuelto (Yang et al., 2014). 

Las fases del proceso de diferenciación condrogénica están reguladas 

molecularmente de forma compleja (figura 4 y 7). En líneas generales, el proceso 

está caracterizado por 4 pasos:  

1. Migración y reclutamiento de las células mesenquimales. 
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2. Formación de los núcleos de condensación. 

3. Diferenciación a condrocitos.  

4. Maduración de los condrocitos. 

Este proceso se encuentra regulado por las interacciones que se producen célula a 

célula y de la célula con la matriz extracelular. 

La condrogénesis (como hemos mencionado) se inicia por la agregación de células 

madre mesenquimales, capaces de proliferar, y diferenciarse. Estas células se 

agrupan formando condensaciones en las que no hay proliferación (Janners et al., 

1970; summerbell y Wolpert, 1972). Cuando los núcleos de agregación alcanzan 

un nivel crítico empiezan a proliferar y a diferenciarse (Ahrens et al., 1977; 

Richman y Mitchell, 1996) dando lugar a condensaciones pre-cartilaginosas 

formadas por condroblastos, que inician la síntesis y regulación de la matriz 

extracelular (Swingler et al., 1998). 

Los núcleos de condensación mesenquimales expresan varias moléculas de la 

matriz extracelular como Col2a (IIa) (isoforma IIa del colágeno tipo 2) y moléculas 

de adhesión como fibronectina, tenascina, Ncad (N-cadherin), Ncam1 (N-cam) de 

extrema importancia para el mantenimiento de la condensación celular (Oberlender 

y Tuan, 1994). 

Las células condensadas expresan también un importante factor de transcripción 

denominado Sox9 (SRY-box9). La expresión de este factor se ve reducida en los 

condrocitos hipertróficos, como se representa en la figura 4 (Ikeda et al 2005; 

Akiyama et al., 2002; Bi et al., 2001; Zuscik et al., 2008). 

La transcripción de Sox9 está regulada por FGF, TGFβ (transforming growth factor-

B, por sus siglas en inglés), BMP (bone morphogenetic protein, por sus siglas en 

inglés) y por la vía de señalización de Wnt (DeLise et al., 2000; Goldring et al., 

2006; Sahar et al., 2005). Sox5 y Sox6 se expresan junto Sox9 durante la 

diferenciación condrogénica y cooperan para dar lugar a la activación de Col2a1 y 

aggrecan, dos genes específicos de cartílago, que codifican proteínas mayoritarias 

de la matriz extracelular del cartílago (Ikeda et al., 2004). 
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Además de la regulación de Sox9, TGFβ inicia la expresión de las proteínas de la 

matriz del cartílago oligomerico (COMP), proteoglicanos (Aggrecan), colágeno 

(tipo II y XI) y moléculas de adhesión (N-cadherin, N-cam, fibronectin, tenascin; 

Derfoul et al., 2006) que inician la condensación de estas células 

condroprogenitoras y su transición a condrocitos maduros (DeLise et al., 2000). 

Además, favorecen el establecimiento de puntos de anclaje que permiten las 

reorganizaciones celulares durante el proceso de agregación precondrogénica 

(Montero and Hurle, 2007). 

Por otra parte, se ha observado una gran influencia de otros miembros de la 

superfamilia de TGFβ, los BMPs (Barna et al.,2007), ya que además de estar 

implicados en la regulación de la expresión de Sox9, BMP2 y BMP4 se caracterizan 

por ser potentes factores de crecimiento implicados conjuntamente con los TGFβ 

en inducir la formación de cartílago mediante la diferenciación de los condrocitos 

(resumido en los apartados de condensación, proliferación y diferenciación de la 

figura 7; Soullier et al., 1999). 

Los condrocitos mitóticamente activos, son los encargados del crecimiento 

longitudinal de los huesos, e inicialmente, podemos encontrarlos en los centros 

primarios de osificación, que se sitúan en el centro de la diáfisis (parte central de 

los huesos largos) del cartílago. Posteriormente, también podemos encontrarlos en 

los centros secundarios de osificación y en la placa de crecimiento. 

Las placas epifisiarias se localizan en los extremos de las diáfisis de los huesos 

largos y son las responsables del crecimiento en longitud de los huesos. Constituyen 

un modelo excelente de osificación endocondral (Cancedda et al., 1995), que se 

caracteriza por perfiles específicos en cuanto a expresión génica, actividad celular 

y perfil histológico como podemos apreciar en las figuras 4, 5, 6 y 7.  

En los centros de osificación primarios, al igual que en la placa epifisaria, las células 

proliferativas de las zonas cartilaginosas de crecimiento tienen forma redondeada y 

expresan marcadores tempranos como Sox9, Col2a1, Agc1, y en menor medida 

Fgfr3 (FGF receptor3; Deng et al.,1996; Zhao et al., 1997) el cual es un regulador 

negativo de la ruta de  Ihh (indian hedgehog; Vortkamp et al., 1996; St-Jacques et 

al., 1999; Long et al.,2001; Hilton et al.,2007). 
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Figura 4: esquema del papel que desempeñan los genes Sox 5, Sox 6 y Sox 9 en las 
diferentes etapas de la diferenciación condrogénica (modificado de Ikeda et al., 
2005). 

El factor de transcripción Sox9 es necesario para la diferenciación condrogénica 
tanto antes como después de la formación de las condensaciones celulares 
mesenquimales, no obstante, se ha observado que para que se produzca con éxito 
la diferenciación de las condensaciones celulares mesenquimales Sox5, Sox6 y 
Sox9 deben expresarse conjuntamente (Ikeda et al., 2004; Ikeda et al., 2005). Por 
último, observar que su expresión inhibe el paso de la transición de los condrocitos 
en transcrición a hipertróficos. 
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Figura 5: esquema general de la osificación endocondral. 

(https://aprendehuesosymusculos.wordpress.com/formacion-y-crecimiento-de-los-
huesos/)  

A) En la primera etapa, en los esbozos cartilaginosos del hueso los condrocitos ya 
diferenciados, proliferan dando lugar a un modelo cartilaginoso que adopta una 
forma similar al hueso al que va a dar origen. Este “molde cartilaginoso” se 
encuentra recubierto por una capa de tejido conjuntivo que le aporta sustancias 
nutritivas denominado pericondrio.  

B) En el proceso de osificación endocondral, una vez osificadas las diáfisis y parte 
de las epífisis de los huesos largos, a nivel de las metáfisis se forma la denominada 
placa de crecimiento formada por condrocitos en continua proliferación, que 
subsecuentemente sufre diferenciación hipertrófica hasta degenerar, siendo luego 
sustituída por tejido óseo que avanza desde las diáfisis. C) De forma paralela, se 
produce la vascularización desde el periostio del cartílago mineralizado; además 
de la invasión de la zona por los osteoblastos que sustituirán a las células 
degeneradas. D) Los centros epifisiarios aparecen después del nacimiento, por lo 
que el proceso de osificación endocondral se produce de forma progresiva desde 
la etapa embrionaria prolongándose después de la pubertad hasta formar el hueso 
maduro (E). 
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Figura 6: sección histológica (derecha) y representación esquemática (izquierda) 
de la placa epifisiaria (Modificado de García-Porrero y Hurlé, Anatomía Humana, 
2005). 

La placa epifisaria, la zona más próxima a la epífisis, está constituida por células 
cartilaginosas de forma oval. En esta zona existe una intensa síntesis de matriz 
extracelular, y recibe el nombre de zona de reposo o de reserva (A). A continuación 
hay una zona que presenta condrocitos con intensa actividad proliferativa 
alineados en dirección al eje longitudinal del hueso denominada zona proliferativa 
(B); seguida de una zona de cartílago hipertrofiado (C), donde condrocitos de gran 
tamaño sufren una progresiva degeneración para formar una zona de cartílago 
calcificado (D). En este momento se produce un cambio de celularidad y los 
osteoblastos sustituyen al cartílago degenerado por tejido óseo (E), mientras que 
de forma paralela, se produce el proceso de vascularización del tejido. 
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Cuando los condrocitos proliferan, se agrupan formando columnas paralelas al eje 

de crecimiento produciendo grandes cantidades de componentes de la matriz 

extracelular.  

Los condrocitos prehipertróficos se agrandan ligeramente e inician la expresión de 

Indian hedgehog (Ihh), un miembro de la familia de moléculas de señalización 

hedgehog (Echelard et al., 1993), y de la proteína relacionada con la hormona 

paratoidea (PTHrP) (resumido en el apartado de diferenciación y maduración en la 

figura 7; Suva et al., 1987).  Estos factores de señalización tienen un papel reseñable 

sobre el control de la tasa de maduración de los condrocitos, ya que retrasan su 

hipertrofia (Karaplis et al., 1994; Amizuka et al., 1996; St-Jacques et al., 1999).  

Una vez los condrocitos dejan de proliferar y se hipertrofian, incrementan la 

expresión de factores de transcripción como Runx y Oterix, que participan en la 

diferenciación de los osteoblastos. También se produce un aumento de la 

producción de fosfatasa alcalina (AP) requerida en la mineralización del cartílago, 

(Inada et al., 1999; Yoshida et al., 2004; Nakashima et al., 2002) que calcifica la 

zona circundante, evitando la difusión de sustancias, produciendo la muerte de los 

condrocitos y la degradación de la matriz residual. De forma paralela a este proceso 

de mineralización, los condrocitos ya hipertróficos pasan de generar Col IIA a Col 

X, además de elevados niveles de VEGF (vascular endothelial growth factor, por 

sus siglas en inglés), de gran importancia a la hora de la formación de la 

vascularización que soporta la osificación (Gerber et al., 1999).   

Las metaloproteinasas (MMP) 9, 13, 14 son enzimas que controlan la degradación 

de la matriz del cartílago, expresadas por los condrocitos hipertróficos, precediendo 

a la calcificación (resumido en el apartado de “diferenciación final en la figura 7; 

Mattot et al., 1995; Onyekwelu et al.,2009). 
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Figura 7: esquema general de la regulación génica durante la condrogénesis 
(adaptado de Vanatier et al., 2009). 

 

3.1B. Papel de los microRNA en la condrogénesis 

Los microRNA juegan un papel crucial en la regulación de múltiples procesos 

celulares y por lo tanto son de gran importancia a la hora de la formación y 

remodelación del cartílago, regulación de la homeostasis y diferenciación 

condrogénica. 

En las siguientes tablas (tabla 1a y tabla 1b) mostramos los diferentes microRNA, 

según lo descrito en la literatura, implicados en la regulación de la condrogénesis. 
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MicroRNA Genes diana Función Referencia 
miR-1 ND Regulación de la hipertrofia de los 

condrocitos 
Sumiyoshi et al., 
2010 

miR-18a CCN2/CTGF Regulación de la osificación 
endocondral 

Ohgawara et al., 
2009 

miR - 21 ND Regulación de la proliferación 
condrocítica y síntesis de la matriz 
extracelular 

Kongcharoensombat 
et al.,2010 

miR-23b PKA Regulador de la diferenciación 
condrogénica 

Ham et al., 2012 

miR-29a/b Col2a1 Regulador de la diferenciación 
condrogénica 

Yan et al.,2011 

miR -30a DLL4 Regulación diferenciación 
condrogénica de las células 
mesenquimales 

Tian et al., 2016 

miR-92a Noggin3 Regulación de la diferenciación y 
proliferación de los condrocitos 

Ning et al., 2013 

mir-99a BMPR2 Regulación de la diferenciación 
temprana de los condrocitos 

Zhou et al., 2016 

mir-101 Sox9 Regulación de la diferenciación de 
los condrocitos 

Dai et al., 2012 

mir-140 HDAC4  Regulación de la hipertrofia de los 
condrocitos 

Tuddenham et al., 
2006 

  CXCL12 Regulación de la hipertrofia de los 
condrocitos 

Nicolas et al.,2008 
 

SP1 Regulación de la proliferación de 
los condrocitos 

Yang et al., 2011 
 

DNEP Regulación de la osificación 
endocondral 

Nakamura et al., 
2011  

BMP2 Regulación de la osificación 
endocondral 

Nicolas et al., 2011 

miR-34a RhoA/Rac1 
 
EphA5 

Reorganización de la actina del 
citoesqueleto 
Inhibición de la migración de los 
condroblastos 
 

Kim et al., 2012 
 
Kim et al., 2011a 

miR-142-
3p 

Adam9 Regulación de la condrogénesis en 
la extremidad 

Kim et al., 2011b 

 

ND: no definido. 

 

Tabla 1a: microRNA, implicados en la regulación de la condrogénesis. 
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MicroRNA 

Genes 
diana 

 
Función 

 
Referencia 

miR-145 Sox9 Regulador negativo de la 
diferenciación condrogénica 

Yang et al.,2011 

miR-181 COL10A1 Regulación de la diferenciación 
condrocítica 

Gabler et al., 2015 

miR-193b TGFβ2 Regulación de la condrogénesis 
temprana 

Hou et al., 2015 

miR-194 Sox5 Regulación de la diferenciación 
y proliferación de los 
condrocitos  

Xu et al., 2012 

miR -199 smad1 Regulador negativo de la 
diferenciación condrogénica 

Lin et al., 2009 

miR-222 Runx2 Regulación de la diferenciación 
osteogénica 

Yoshizuka et al., 
2016 

  COL1A1 
 

  
 

  Osteocalcin  
 

 

  COL2A1 
 

  
 

  AGC 
 

  
 

  Sox9 
 

    

miR-337 TGFβ R2 Regulación de la osificación 
endocondral 

Zhong et al.,2012 

miR-365 HDAC4  Regulación de la hipertrofia de 
los condrocitos y diferenciación 
de los osteoblastos 

Guan et al.,2011 

miR-455-3p Runx2 Regulación de la diferenciación 
condrocítica 

Zhang et al., 2015 

miR-488 ND Regulación de la condensación 
de las células mesenquimales 

Song et al.,2013 

miR-490-5p BMPR2 Regulación de la diferenciación 
condrocítica 

Zhang et al., 2012 

miR-375 Cadherin-7 Inhibición de la condensación 
pre-cartilaginosa 

Song et al., 2012 

miR-221 Mdm-2 Promueve la proliferación de los      
progenitores 

Kim et al., 2010 

 

ND: no definido. 

 

Tabla 1b: microRNA  implicados en la regulación de la condrogénesis 
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3.2. MicroRNA implicados en la tenogénesis  

 

3.2A. Tendones 

Los tendones y ligamentos están formados por tejido conectivo especializado en 

transmitir y resistir las fuerzas originadas entre los músculos y los huesos. Los 

tendones fijan el músculo al esqueleto, mientras que los ligamentos estabilizan las 

articulaciones. Ambos están formados principalmente por fibroblastos rodeados de 

matriz extracelular compuesta por fibrillas de colágeno las cuales le confieren gran 

resistencia a las fuerzas de tensión generadas en los movimientos. 

 

3.2A.1. Estructura del tendón 

La composición del tejido conectivo tendinoso no es homogénea (ver figura 8).  

En la zona próxima al músculo conocida como unión miotendinosa, la interfaz entre 

el tendón y el músculo (A figura 8) consiste en interdigitaciones de membranas 

plasmáticas de células musculares y tendinosas denominadas procesos dactilares 

(Tidball et al., 1989). A nivel molecular, las fibrillas de colágeno producidas por el 

tendón se unen a las lamininas o integrinas presentes a nivel del sarcolema de las 

células musculares (Bökel et al., 2002). 

La zona central denominada cuerpo del tendón (B figura 8) está compuesta por 

fibrillas de colágeno tipo I formadas por una triple hélice compuesta por dos 

cadenas moleculares de Col1α1 y otra cadena de Col1α2. Estas fibrillas se unen 

sucesivamente formando las fibras de colágeno que a su vez se agrupan en 

fascículos tendinosos (Screen et al., 2015). Dentro de los fascículos se pueden 

distinguir varios niveles o categorías: los fascículos tendinosos, primarios y 

secundarios, se encuentran envueltos por un tejido conectivo denominado 

endotenón. Este tejido conectivo contiene fibroblastos, vasos sangíneos y nervios 

(Benjamin et al., 2002). Estos se agrupan en fascículos terciarios, que a su vez son 
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empaquetados por el epítenon formando los fascículos tendinosos cuaternarios 

(Benjamin et al., 2002; Screen et al., 2015). 

La zona de unión al hueso o zona osteotendinosa (C figura 8) está formada (en 

dirección del tendón al hueso) por tenocitos; células fibrocartilaginosas no 

calcificadas; células fibrocartilaginosas calcificadas; y finalmente por osteocitos. 

(Benjamin et al., 2002). 

 

Figura 8: estructura del tendón.  

(modificado de https://protesisdecaderaiq.wordpress.com/: Autor: Espinoza et al., 

2016; http://definicion.de/tendon/). 

A) Unión miotendinosa. B) Cuerpo del tendón: 1) fascículo fibroso cuaternario 

cubierto por el epítenon y a su vez envuelto por el paratenón; 2) fascículo fibroso 

terciario; 3) fascículo fibroso secundario cubierto por el endotendón; 4) fascículo 

fibroso primario formado por varias fibras de colágeno; 5) fibra de colágeno; 6) 

fibrilla de colágeno; 7) microfibrilla de colágeno; 8) triple fibra de colágeno.C) 

Unión osteotendinosa o enthesis. 

 

 

 

 

https://protesisdecaderaiq.wordpress.com/
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3.2B. Tenogénesis 

 

3.2B.1. Orígenes embrionarios 

Los tendones comparten el mismo origen embrionario que otros tejidos esqueléticos 

(cartílago y hueso).  

En los vertebrados, los tendones craniofaciales se originan a partir de la cresta 

neural (Grenier et al., 2009), mientras que los axiales derivan de un compartimento 

somítico denominado Sindetomo (Brent et al., 2003), una subregión del 

esclerotomo el cual da lugar al esqueleto axial. Los músculos axiales están 

originados a partir del dermomiotomo (Brent et al., 2003), mientras que los 

tendones y huesos de las extremidades provienen de la placa mesodérmica lateral 

(Kieny et al., 1979). 

 

3.2C. Marcadores moleculares expresados durante el desarrollo del tendón 

 

3.2C.1. Marcadores transcripcionales 

Contrariamente a otros tejidos musculoesqueléticos, poco se conoce del papel 

intrínseco de los marcadores moleculares en el desarrollo del tendón, siendo 

necesario profundizar más en su investigación. 

 

3.2C.2. Escleraxis (scx) 

Escleraxis es un factor de transcripción expresado en todas las células progenitoras 

de tendones y ligamentos que facilita la detección de los principales eventos 

producidos en el desarrollo del tendón (Schweitzer et al., 2001). Por otro lado, 

también favorece la expresión de otros marcadores de diferenciación como Col1a1 

y tenomodulin (Lejard et al., 2007; Carlberg et al., 2000; Shukunami et al., 2006). 
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3.2C.3. Mohawk (Mkx) 

Este gen es un represor transcripcional que codifica una proteína que contiene un 

homodominio atípico que reprime la actividad transcripcional. En el tendón, su 

función durante el desarrollo todavía no es del todo conocida no obstante, estudios 

recientes han demostrado su efecto en la diferenciación de los tenocitos; además de 

desempeñar un papel fundamental en la maduración y crecimiento del tendón (Liu 

et al., 2010). 

 

3.2C.4. Respuesta temprana al crecimiento (Early Growth Response; Egr) 

Es un factor de transcripción también conocido como Krox-24, TIS8, y ZENK; 

cuyos genes diana influyen en la diferenciación y proliferación. En vertebrados 

encontramos 4 miembros de esta familia de factores transcripción (Erg1, Erg2, 

Erg3, Erg4), de los cuales solo Erg1 (expresado en las uniones miotendinosas y en 

el epiteton) y Erg2 (expresado en todo el tendón en general) se expresan en tendón 

durante el desarrollo embrionario (Lejard et al., 2011). 

 

3.2C.5. Sine Oculis-Related Homeobox (Six) 

Se ha descrito su potencial función en el desarrollo del tendón (Bonnin et al., 2005). 

Six1 se expresa en los tendones extensores y Six2 en los tendones flexores de los 

dedos (Oliver et al., 1995; Dreyer et al., 2004). Estudios iniciales sugirieron que 

Six1 podría estar involucrado en los estadios iniciales del desarrollo del tendón, 

hecho que fue refutado posteriormente cuando se comprobó que estos eran 

independientes de Six1 y este aparecía posteriormente (Bonnin et al., 2005). 
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3.2D. Otros marcadores 

 

3.2D.1. Tenomodulin (Tnmd) 

Tenomodulin es un marcador tardío de la morfogénesis del tendón, cuya expresión 

regula positivamente la expresión de Scx en los tenocitos. Tnmd es un gen 

altamente específico de ligamento y tendón, ya que no existe expresión de éste en 

otros tejidos del sistema musculoesquelético (Shukunami et al., 2001). 

 

3.2D.2. Thrombospondin 4 (Thbs4) 

En vertebrados la familia THBS está formada por cinco miembros, siendo Thbs4 

altamente específico de tendón. No se ha visto que desempeñen ningún papel 

estructural en la ECM, como lo hacen los colágenos o las elastinas, aunque no 

obstante son conocidas por regular muchas de las interacciones proteína-proteína y 

proteína-célula en las uniones miotendinosas (Adams, 2001; Bornstein, 

2001).  Aunque no desempeña ningún papel en la diferenciación del tendón, suele 

usarse como marcador de tendón menos específico que Tnmd (Subramanian et al., 

2014; Frolova et al., 2014). 

 

3.2E. Reguladores de las señales de inducción y diferenciación en el tendón 

 

3.2E.1. Factores de crecimiento fibroblástico (FGF) 

A nivel celular, la expresión de FGF regula positiva o negativamente procesos 

celulares básicos como: proliferación, supervivencia, migración, diferenciación y 

metabolismo.  

En tendón la ruta de FGF es la primera señal conocida en inducir la diferenciación 

celular in vivo. A su vez, esta señal también es la encargada de inducir la expresión 

de Scx (Edom-Vovard et al., 2002). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4150858/#R1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4150858/#R10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4150858/#R10
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3.2E.2. Superfamilia de factores de crecimiento transformante β (TGFβ) 

La superfamilia TGFβ, está compuesta por unos 30 miembros incluyendo TGFβ, 

las proteínas morfogenéticas de hueso (BMPs), los factores de crecimiento y 

diferenciación (GDFs), las activinas y nodal, entre otros. 

En el tendón, se ha descrito la capacidad del grupo formado por TGFβ /activin y 

nodal para inducir la expresión de Scx y otros marcadores de tendón; mientras que 

el grupo formado por BMP/GDF los reprime (Huang et al., 2015). 

 

3.2F. MicroRNA descritos durante la formación del tendón 

Los microRNA, en este campo, también han despertado interés por ser considerados 

reguladores epigenéticos que median en múltiples actividades biológicas, 

incluyendo la diferenciación de las células madre.  

Aunque son muchos más los estudios que se han centrado en el estudio de los 

microRNA en tenopatías, Dos estudios recientes relatan la influencia de los 

microRNA durante su diferenciación: 

• En 2014 el Dr. Andriy S. Yatsenko del grupo de investigación de expresión 

génica y señalización del Instituto Max Planck en Alemania, en un estudio sobre 

la formación de las uniones miotendinosas con Drosophila melanogaster, 

identificaron que el miR-9a regulaba el distroglicano, que es el componente 

fundamental del complejo de glicoproteínas de unión a distrofina, sirviendo de 

puente entre el citoesqueleto de actina y la matriz extracelular en células 

musculares y en neuronas; canalizando, por lo tanto, la formación de la unión 

entre el músculo y el tendón (Yatsenco et al., 2014) 

• En 2016 el Dr. Wang y su equipo en la Universidad de Hong Kong, observó 

que el microRNA miR-124-3p inhibia la expresión del factor de transcripción 

Egr1. Este factor de transcripción promueve la diferenciación del tendón a 

través de la activación de la expresión de marcadores del tendón como scx, mkx, 

col1a1 (Guerquin et al., 2013; Woodman, 2013; Tao et al., 2015). Por lo tanto, 

demostró en su trabajo que miR-124-3p suprimía la formación de colágeno en 

las células madre humanas de las cuales derivan los tendones. De esta manera, 

https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_crecimiento_transformante_beta
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miR-124 puede ser una diana terapéutica potencial para la lesión en el tendón 

(Wang et al., 2016). 

 

3.3. MicroRNA implicados en senescencia y apoptosis durante el desarrollo 

embrionario 

Durante el proceso del desarrollo del embrión, es necesario que a la vez que va 

tomando forma el organismo, se elimine el exceso de células de las estructuras 

como compensación a la sobreproducción celular que tiene lugar en un primer 

momento. Esta delección celular que se produce durante la organogénesis lleva 

implícita “muerte celular programada” que tiene lugar, en la inmensa mayoría de 

los casos, por “apoptosis”.  

La apoptosis se caracteriza por ser un proceso activo que consume energía y que no 

desencadena una respuesta inflamatoria (Kerr et al., 1972), además de ser esencial 

en el normal desarrollo y en la homeostasis de los tejidos  (Adams y Cory, 2007; 

Meier y Vousden, 2007). Una vez se desencadena, a nivel celular, podemos 

observar cambios morfológicos y bioquímicos específicos, como la pérdida de 

adhesión con células vecinas además de la formación de vacuolas, la fragmentación 

y condensación nuclear y citosólica con la consecuente aparición de cuerpos 

apoptóticos, y la exposición, en la superficie celular, de la fosfatidilserina. 

Un ejemplo fehaciente de las funciones morfogenéticas derivadas de la apoptosis a 

la hora de esculpir los órganos, lo observamos en el espacio interdigital de las 

extremidades del embrión de los animales vertebrados, que analizamos en el 

presente estudio.  

Las extremidades del embrión son estructuras simples, de forma redondeada, 

situadas en la superficie lateral del cuerpo del embrión, que a su vez, están formadas 

por un agregado de células mesodérmicas cubiertas por una capa de ectodermo. 

Este conjunto de células que conforman la extremidad primitiva, son las que al 

diferenciarse, darán lugar a las distintas estructuras presentes en la extremidad 

adulta; mientras que las células indiferenciadas que han finalizado su función 

formarán regiones apoptóticas, siendo más o menos evidentes, según la adaptación 

evolutiva al medio de cada animal, como por  ejemplo: la regresión total, que se 
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produce en el tejido presente en el espacio interdigital, en el caso de los dedos libres 

de los simios, necesarios para el uso de herramientas versus la permanencia del 

tejido del espacio interdigital en animales adaptados a la natación como el pato, o 

al vuelo, como el murciélago, donde podemos observar membranas interdigitales 

(Ganan et al., 1998; Weatherbee et al., 2006). 

A nivel molecular, su activación está estrechamente regulada y en los vertebrados 

existen dos vías principales de inducción de la apoptosis. Una de ellas es la “ruta 

apoptótica mitocondrial o vía intrínseca”, la otra, que inicia la apoptosis a partir de 

los receptores de muerte, se denomina vía extrínseca. Ambas vías confluyen 

finalmente en la activación de las caspasas (Montero y Hurlé, 2010). Hay que tener 

en cuenta que perturbaciones en su regulación conducen a diferentes patologías, 

incluyendo cáncer, enfermedades autoinmunes y degenerativas (Adams y Cory, 

2007; Meier y Vousden, 2007). 

 

3.3A. Vía intrínseca, vía de estrés o mitocondrial 

La vía intrínseca esta evolutivamente muy conservada entre especies, y como su 

propio nombre indica, se inicia dentro de la célula desencadenando su muerte a 

modo de autodegeneración. Independientemente del estímulo que precede al 

desencadenamiento (daño del DNA, estrés térmico u oxidativo, etc.) esta vía es el 

resultado de una permeabilidad mitocondrial aumentada y de la liberación de 

moléculas proapoptóticas tales como la citocromo-C hacia el citoplasma. Esta vía 

está regulada por un grupo de proteínas que pertenecen a la familia BcL-2, el 

nombre de la familia se debe al primer miembro, que fue aislado como un gen 

implicado en el linfoma de células B y es homólogo del represor de la apoptosis 

ced-9 de C. elegans (Tan et al., 2011). Esta familia de genes puede clasificarse en 

tres grupos según sus similitudes estructurales, basadas en sus dominios de 

homología BH1-4, y funcionales, dependiendo si son proapoptóticas o 

antiapoptóticas (ver figura 9). 

• Proteínas antiapoptóticas: Bcl2, Bclxl, Mcl1, BCL-W, A1/BFL1 presentan 

los cuatro dominios de homología, aunque la capacidad antiapoptótica se 
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relaciona con el dominio BH4, su dominio hidrofóbico C-terminal facilita su 

inserción en la membrana externa mitocondrial (Cory et al., 2003). 

• Proteínas proapoptótoticas BAK y BAX: presentan los dominios de 

homología BH1, 2 y 3, pero no el BH4. Su activación da lugar a la 

permeabilización de la membrana mitocondrial con la subsecuente salida del 

citocromo C al exterior  

• Proteínas proapoptóticas BH3: Bad, Bid, Bim, PUMA, Bik, Noxa, BMF. El 

inicio de la apoptosis está íntimamente asociado con la activación, mediada por 

p53, de las proteínas proapoptóticas BH3. Estas proteínas, se unen a las 

proteínas antiapoptóticas, de  las cuales depende directamente la integridad del 

dominio de unión BH3 y  su lugar de anclaje (la estructura de estas proteínas se 

encuentra resumida en la figura 9 Hinds et al., 2007; Delbridge y Strasser, 

2015).  

Una vez se ha producido la permeabilización de la membrana mitocondrial externa, 

un conjunto de proteínas que normalmente se encuentra en el espacio entre la 

membrana externa e interna se libera, incluyendo el citocromo C, que induce la 

formación del apoptosoma (smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF, del inglés apoptosis-

inducing factor y endonucleasa G; Saelens et al., 2004). Una vez en el citosol, estas 

proteínas inician la ejecución de la muerte celular promoviendo la activación de las 

caspasas o actuando como efectores de muerte por una vía independiente de 

caspasas (resumida en la figura 10; Saelens et al., 2004). 
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Figura 9: esquema básico de la secuencia y homología estructural de la familia de 
proteínas Bcl2 (modificado de: Dewson y Kluck, 2009). 
Las proteínas de la familia Bcl2 se encuentran clasificadas en tres grupos según su 
función: I) Proteínas antiapoptóticas, poseen los cuatro dominios BH.  II) 
Proteínas proapoptóticas BAK y BAX, encargadas de la permeabilización de la 
membrana externa mitocondrial, no poseen el dominio BH4 III) Proteínas 
proapoptóticas BH3, encargadas de iniciar la vía intrínseca de la apoptosis, sólo 
poseen el dominio BH3. Algunos miembros, también posé un dominio hidrofóbico 
C-terminal transmembrana (TM), que puede anclar proteínas de la membrana 
externa mitocondrial. Bak, Bax y las proteínas proapoptóticas, adoptan una 
estructura α-helicoidal similar. Las interacciones entre los diferentes miembros de 
la familia de Bcl2 se producen mediante la unión del dominio BH3 al surco 
hidrofóbico (región comprendida entre las hélices α 2-5) de la superficie proteica. 

 

3.3B. Vía extrínseca 

En esta vía la apoptosis se induce a partir de la unión de una proteína extracelular, 

conocida como mensajero mortal, a su receptor, el receptor de muerte. 

Los receptores de muerte son miembros de la familia de factores de necrosis 

tumoral (TNF). Esta superfamilia está formada por un grupo de más de 20 proteínas 

cuyas funciones abarcan un cuantioso número de funciones biológicas, incluyendo: 

la regulación de la muerte celular, supervivencia, diferenciación celular o 

regulación de la inmunidad (Walczak y Krammer, 2000; Ashkenazi, 2002). Estos 

receptores de muerte se caracterizan por poseer un dominio citoplasmático 

compuesto por 80 aa conocido como “dominio de muerte” (DD, death domain, por 

sus siglas en inglés) encargado de transmitir las señales de muerte desde el exterior 

de la célula al interior. 
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Los receptores de muerte más conocidos son: CD95 (APO-1/Fas) claves en la 

regulación inmunitaria, TNFR1, TRAIL-1 y TRAIL-2, DR3 (TRAMP/Apo-

3/WSL-1/LARD) o DR6 (Walczak y Krammer, 2000). Los ligandos de esta 

superfamilia comprenden los ligandos de los receptores de muerte, como por 

ejemplo, el ligando CD95 (CD95L), TNFa, LYMPHOTOXINa, los cuales se unen 

a TNFR1,  y TRAIL / TWEAK ligandos de DR3 (Walczak y Krammer, 2000). 

La ruta mejor conocida es la iniciada mediante la unión del ligando de Fas (FasL, 

CD95L o APO-1L), que pertenece a la familia de las citoquinas TNF (Nagata, 1997) 

e induce apoptosis tras su unión con el receptor Fas de la superficie celular, tras su 

ligación y oligomerización, se une a una proteína adaptadora FADD (Fas-

Associated protein with Death Domain, por sus siglas en inglés) a través de su 

dominio de muerte.  Esta proteína contiene dos dominios, el dominio C terminal, 

dominio de muerte (DD), y un dominio N terminal conocido como el dominio 

efector de muerte (DED, death effector domain, por sus siglas en inglés). DED se 

unirá a la caspasa 8 (incluida en el grupo de las caspasas iniciadoras junto con la 

caspasa 9) que activará la caspasa 3 (caspasa efectora), que llevará a cabo la 

apoptosis mediante la escisión de diversas proteínas celulares (resumida en la figura 

10;Waring y Müllbacher, 1999; Nagata, 1997). 

Algunos estudios han demostrado que el proceso de regresión celular, que se 

produce en el interdígito durante el proceso de desarrollo del embrión, es mucho 

más complejo que lo que se pensó en un principio (Ahuja et al., 1997; Garcia-

Martinez et al., 1993; Salas-Vidal et al., 1998 y 2001; Hernandez-Martinez et al., 

2011; McCulloch et al., 2009; Zuzarte-Luis et al., 2006 y 2007; Montero et al.,2010; 

Suda et al., 2014; Eshkar-Oren et al., 2015; Diaz-Mendoza et al., 2013). Se ha 

descrito la presencia de los componentes de la vía extrínseca de muerte en el 

interígito (Svandova et al., 2016). 
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Figura 10: esquema básico de las rutas apoptóticas (modificado de: Westphal et 
al., 2011). 

La ruta mitocondrial, de estrés o intrínseca, se desencadena como respuesta al 
estrés celular dando lugar a la activación de las proteínas apoptóticas BH3, que 
activan tanto directa a) como indirectamente b) a BAK y BAX. La activación de 
estas dos proteínas proapoptóticas dará lugar a la permeabilización de la 
membrana mitocondrial con la subsecuente salida del citocromo C al exterior 
promoviendo la activación de la vía de las caspasas que desencadenará la 
apoptosis. La ruta extrínseca o de los receptores de muerte se inicia cuando los 
ligandos de muerte como FasL, TNF y TRAIL se unen a los receptores en la 
superficie celular activando a la caspasa 8. La activación de la caspasa 8 puede 
desembocar en la activación de la ruta de las caspasas y dar lugar a la apoptosis, 
o bien, derivar en la ruta intrínseca a partir de la proteína tBid. 
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3.3C. Senescencia celular durante el desarrollo embrionario 

Se ha observado también, que en el proceso fisiológico de regresión tisular, está 

implicada la senescencia celular. En estos casos el envejecimiento celular se 

produce de forma similar a la senescencia producida por oncogenes, o en los tejidos 

del organismo adulto originados por diversos estímulos físicos o químicos (Storter 

et al., 2013; Muñoz-Espín et al., 2013 y 2014).  

La senescencia es un proceso que impide que las células se dividan 

indefinidamente; se puede detectar a nivel celular tanto de forma fisiológica como 

patológica, y está ampliamente descrito en la supresión tumoral y en el 

envejecimiento de los tejidos del organismo adulto (Campisi, 2000; Lafferty-Whyte 

et al., 2009). Las señales que desencadenan la supresión de la proliferación son: 

• El acortamiento de los telómeros, que se produce con la pérdida del DNA en 

los extremos cromosómicos derivada de las sucesivas duplicaciones celulares; 

este fenómeno es conocido como “erosión de telómeros” (Harley et al., 1990). 

• La expresión de oncogenes (Kuilman et al., 2008) 

• La exposición a estrés oxidativo (Pascal et al., 2005). 

• La señalización inducida por daño al DNA (Parrinello et al., 2003).  

Las células senescentes se caracterizan por la incapacidad de proliferar aún en 

presencia de nutrientes y mitógenos abundantes, manteniendo su actividad 

metabólica y su viabilidad celular (Campisi, 2000; Lafferty-Whyte et al., 2009).  

Durante el desarrollo embrionario, a grandes rasgos, la senescencia celular 

desempeña un papel fundamental durante el proceso de remodelado tisular, el cual 

va precedido por la infiltración de macrófagos que procederán a la “limpieza” de 

las células senescentes (Storter et al., 2013; Muñoz-Espín et al., 2013 y 2014). 

Las células senescentes embrionarias son no proliferativas y muestran un aumento 

significativo de la actividad de la enzima beta-galactosidasa (β-Gal), la cual está 

considerada como la marca distintiva de las células senescentes. Los genes claves 

inducidos en este proceso a partir de la respuesta persistente de daño al DNA (DNA 

damage response, DDR) originada como consecuencia del acortamiento de los 

telómeros, son los conocidos como represores tumorales p53/p21 y p16/RB 
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encargados de detener la proliferación y contribuir al mantenimiento del 

envejecimiento celular.  

Las células senescentes secretan moléculas que comprometen el microambiente 

celular y tisular, que le otorga a la célula un fenotipo secretor asociado a la 

senescencia (senescence-associated secretory phenotype, SASP) integrado por 

quimiocinas, factores de crecimiento (TGFβ, IGF1, IGFBP5, HGF, AREGB), 

proteasas (metaloproteinasas MMP2, MMP9 y ADAMSTS9), y citocinas 

inflamatorias (interleucinas: IL8L1, IL8L2), las cuales pueden actuar de manera 

conjunta y propagar la senescencia de manera autocrina y paracrina (Acosta et al., 

2013; Kuilman y Peeper, 2009). Estas moléculas tienen como función principal 

perpetuar el estado antiproliferativo y fomentar la eliminación de las células 

senescentes previa inflamación local, como respuesta a la citada secreción celular, 

que conducirá a la eliminación de las células por fagocitosis dando lugar a la 

remodelación del tejido y la reparación del daño (Freund et al., 2010; Hoenicke y 

Zender, 2012; Krizhanovsky et al., 2008). 

 

3.3D. Estudios de microRNA que influyen en la apoptosis durante el desarrollo 

embrionario 

La mayoría de estudios sobre la influencia de los microRNA en la apoptosis celular 

que da lugar a la remodelación de los órganos, durante la etapa embrionaria, se han 

realizado en Drosophila melanogaster (Alvarez-García y Misca, 2005; Leaman et 

al., 2005; Walker y Harland, 2009; Bejarano et al., 2010; Zhang et al., 2012), pez 

cebra  (Danio rerio; Le et al., 2009), y en embriones de ratón (Mus musculus; 

Pernaute et al., 2014), tal como podemos observar en la tabla 2.  
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Proceso MicroRNA Dianas 
génica 

Función Referencia 

Drosophila(D.melanogaster)     
Control del crecimiento y 
muerte celular programada 

bantam hid Proliferación 
y muerte 
celular 
programada 

Brennecke 
et al., 2003 

Muerte celular programada miR -14 DS Muerte 
celular 
programada 

Xu et al., 
2003 

Embriogénesis y muerte 
celular programada  

miR -2 
miR-6 
miR-11 
miR-13 
miR-308 

DS Muerte 
celular 
programada 

Leaman et 
al., 2005 

Desarrollo de la retina neural   miR -24a Caspasa-9 
Apaf1 

Disminución 
de la 
apoptosis 

Walker y 
Harland, 
2009. 

Desarrollo del ala miR -9a Lim-only Prevención 
de la 
apoptosis 

Bejarano et 
al., 2010 

Pez cebra (Danio rerio)     
Embriogénesis y apoptosis miR -125b P53 Regulación 

de la 
apoptosis 

Le et al., 
2009 

Ratón (Mus musculus)     
 
 
Septación pulmonar 

 
 
miR -134 

 
 
DS 

Proliferación 
celular, 
apoptosis y 
migración 
celular 

Zhang et 
al., 2012 

Regulación de la 
supervivencia de las células 
madre multipotentes 

miR -19 
miR -20 
miR -92 
miR-302 

BIM Regulación 
de la muerte 
celular 
programada 

Pernaute et 
al., 2014 

 

Tabla 2: influencia de los microRNA durante la remodelación tisular, en la etapa 

embrionaria. 
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4. FORMACIÓN DE LA EXTREMIDAD 

 

4.1. Características generales 

El patrón esquelético de las extremidades es muy similar entre los diferentes 

vertebrados tetrápodos (Anfibios, Reptiles, Aves y Mamíferos), evidencia que 

sugiere la presencia de un ancestro común para estos grupos de animales, ya que 

sus estructuras han sido identificadas también en animales fósiles (ver figura 11).  

El esqueleto apendicular de los tetrápodos, también denominado quiridio, está 

compuesto por tres partes: 

1. La parte basal o estilopodio formado por el húmero (extremidades 

superiores) o fémur (extremidades inferiores), y estos se unen al tronco a 

través de la articulación escapulo-humeral o coxofemoral, respectivamente. 

2. La parte media o zeugopodio, compuesta por el cúbito y el radio 

(extremidad superior), o bien, por la tibia y el peroné (extremidad inferior). 

3. La distal o autopodio, es la parte del miembro que establece contacto con 

el suelo. Es un poco más compleja ya que está formada por más elementos  

y está dividida en:  

• Basipodio: carpos y tarsos, es decir, muñecas y tobillos según 

pertenezcan a la extremidad superior o inferior. 

• Metapodio: metatarsos y metacarpos, palma de la mano o planta del pie 

respectivamente. 

• Acropodio: formado por las falanges articuladas de los dedos de ambos 

pares de extremidades (Fischer et al., 2006).  

No obstante no se puede obviar que, a pesar de estas similitudes derivadas del 

ancestro común, las diferentes vías evolutivas han originado diferencias notables 

en cuanto a la forma y longitud de los huesos se refiere. 

La diferencia más evidente la hallamos en la parte distal de la extremidad, el 

autopodio, que varía dependiendo de las citadas adaptaciones evolutivas al medio 

habitado por cada especie. 
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Los aspectos más reseñables que confieren las características específicas al 

autopodio de cada especie podemos clasificarlas en tres: 

1. Presencia (como en el caso de los animales adaptados al medio acuático, 

como los patos, tortugas, o en animales adaptados al vuelo como los 

murciélagos) o ausencia (dedos libres como en el caso de los primates) de 

membranas interdigitales. 

2. El número de dígitos presentes en cada especie, siendo, hoy en día, 5 los de 

mayor número, como en el caso de los primates y ratones por ejemplo, 

reduciéndose su número desde los dedos periféricos I y V progresivamente 

hasta quedar en un solo dígito, el III, como en el caso de los perisodactilios 

(Équidos). 

3. La longitud de los dedos, la cual varía según el número de falanges por 

dígito (Montero y Hurlé, 2007). 

 

 

Figura 11: órganos homólogos en extremidades anteriores de vertebrados. 
(modificado de http://www.sindioses.org/cienciaorigenes/bioevo.html) 

Los órganos homólogos son aquellos que tienen un origen evolutivo y embrionario 
común, aunque a través de los diferentes cambios sufridos derivados de las diversas 
adaptaciones al medio (presión evolutiva) han adquirido diferente forma y función. 

Primera: extremidad superior humano, brazo. Segunda: extremidad delantera del 
gato, pata delantera. Tercera: aleta dorsal de la ballena. Cuarta: ala del 
murciélago. 

 

http://www.sindioses.org/cienciaorigenes/bioevo.html
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4.2. Desarrollo 

Los esbozos primarios de las extremidades del embrión de pollo podemos 

observarlos a partir del estadio 18HH, aunque las primeras áreas de condensación 

celular en las zonas donde se sitúa la extremidad aparecen a partir del estadio 15HH 

(Hamburger y Hamilton, 1951). 

Estos esbozos primarios están formados principalmente por dos componentes 

estructurales que interactúan entre sí para dar lugar al desarrollo completo de la 

unidad funcional. Dichos componentes son: un núcleo mesodérmico donde se 

establece la zona distal de progreso (PZ; ver figura 12, imágenes A y B), formada 

por células con capacidad de proliferación e indiferenciadas, cubiertos por una capa 

de células ectodérmicas que se engrosa en el margen distal contituyendo la 

denominda cresta ectodérmica apical (AER; ver figura 12, imágenes A y B), que 

envuelve a la PZ (Macias et al., 1997; Merino et al., 1999) y que recubre al núcleo 

mesodérmico.  

La AER está formada por un epitelio columnar pseudoestratificado con un 

peridermo suprayacente (Fallon y Kelly, 1977). Según identificó Saunders en sus 

experimentos en 1948, es esencial para el desarrollo de la extremidad, ya que su 

escisión, da lugar a la no formación de los elementos distales, siendo más o menos 

acusada su ausencia, según el estadio de desarrollo embrionario en el que se elimine 

(Saunders et al., 1948). Por lo tanto, la progresión del crecimiento y la 

diferenciación celular de la extremidad depende, estrictamente, de las interacciones 

que se producen entre el mesodermo y el ectodermo. Estas interacciones son las 

responsables de coordinar la proliferación, diferenciación celular y, finalmente, la 

muerte de las células indiferenciadas, dando lugar a la remodelación del miembro 

(Macias et al., 1997; Merino et al., 1999). 

La proliferación celular de la PZ ocurre en dirección próximo distal siendo esta 

zona la última en perder su “potencial morfológico” manteniendo, de esta manera, 

el progreso de la extremidad. 

Como hemos comentado, la muerte celular remodela la extremidad. Ya desde los 

primeros estadios del desarrollo de los esbozos primarios podemos encontrar áreas 
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que exhiben muerte celular, estas reciben el nombre de: “zona necrótica anterior” 

(ANZ), la zona “necrótica posterior” (PNZ) y la “zona opaca” (OP). Estas áreas 

muestran un patrón temporal y espacial de distribución, coordinado con el 

establecimiento de la morfología esquelética de la extremidad (Hinchiffe, 1982). 

En estadios más avanzados del desarrollo, una vez que termina de formarse el molde 

de la extremidad, surgen otras áreas de muerte en las zonas interdigitales que 

reciben el nombre de “zonas necróticas interdigitales” (INZ, ver la figura 12 B). 

Estas zonas están presentes en todos los animales amniotas y su distribución 

espacio/tiempo es dependiente de la morfogénesis de los dedos de cada especie, es 

decir, es mucho más extensa en aquellos animales que presentan en su fisionomía 

normal dedos libres, como por ejemplo, el pollo (Patou, 1975; Saunders y Fallon, 

1967), o menos extensa en aquellos animales que presentan membranas 

interdigitales, como por ejemplo, el pato (Anas platyrhynchos; Saunders y Fallon, 

1967; Hurlé y Colveé, 1982). La función de las zonas necróticas interdigitales es la 

de terminar de esculpir la forma final de la extremidad. 
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Figura 12: imagen esquematizada de la pata del embrión de pollo. 

A. Vista lateral del esbozo inicial de la extremidad del embrión de pollo  en la 
que podemos apreciar la zona de progreso recubierta por la capa de células 
ectodérmicas que conforman la AER. 

B. Representación esquemática de un autopodio de embrión de pollo, donde 
pueden verse diferenciadas las áreas de formación del cartílago, las cuales 
darán lugar a las formaciones esqueléticas de los dedos (D1-D4); el área 
de progreso de la extremidad, recubiertas por la cresta ectodérmica apical 
(AER) y las zonas necróticas gracias a las cuales se remodelará la 
extremidad. 
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Tal como se expone de manera detallada en el presente apartado de esta Tesis, en 

la última década, los RNA no codificantes de pequeño tamaño como los  

microRNA, siRNA o piRNA (small interfering RNA, piwi associated RNA, por sus 

siglas en inglés), han adquirido gran importancia como reguladores epigenéticos 

del desarrollo y la diferenciación celular. Los hallazgos obtenidos han supuesto el 

descubrimiento de nuevos mecanismos de regulación en la expresión génica 

mediada por pequeños RNA de 20-30 nucleótidos de longitud (Carthew and 

Sontheimer., 2009).  

Los microARN regulan negativamente la expresión de sus genes diana (Krol et al., 

2010) degradando, o bien, reprimiendo la transcripción de los RNA mensajeros 

(mRNA). La especificidad de la degradación está mediada por una zona de la 

cadena del microRNA denominada “seed region” (región semilla), de 

aproximadamente 7 nt que se encuentra en el extremo 5’ (Bartel, 2004). 

Entre los modelos de desarrollo en los que han sido estudiados, destacan: la 

gametogénesis, la etapa de preimplantación del ovocito, la hematopoyesis, y el 

desarrollo del sistema nervioso y circulatorio (Ahmed et al., 2015; Lopez-Sanchez 

et al., 2015; Bhattacharya et al., 2016). En estos modelos, están implicados en 

eventos que determinan la función y diferenciación celular. 

El posible papel que pueden desempeñar los microRNA en la regulación de la 

muerte celular programada, relacionada con la morfogénesis y diferenciación 

tisular durante la etapa embrionaria, aún no es bien conocido (Lorda-Diez et al., 

2015a).  

En contraste, los análisis funcionales de microRNA en la regulación de la muerte 

celular en los tejidos tumorales, ha despertado un gran interés. Se ha comprobado 

que algunos microRNA pueden modular la progresión de los tumores al interferir 

en la sensibilidad celular al tratamiento con quimioterapia (Magee et al., 2016). 

Otros microRNA, regulan este mismo proceso al tener como dianas genes 

relacionados con las vías apoptóticas, los cuales están asociados con la 

carcinogénesis, malignización y metástasis tumoral (Pileczki et al., 2016; Wang et 

al., 2016). Los microRNA, también pueden inhibir el crecimiento del tumor y su 

metástasis, promoviendo la muerte celular a través de la regulación negativa de la 

expresión de factores antiapoptóticos como Bcl-2 o BcL-XL (Cimmino et al., 2005; 



    
 

54 
 

 OBJETIVOS 

Ji et al., 2013). Estos, suelen presentar baja expresión en una gran variedad de 

linajes tumorales. 

Los microRNA están funcionalmente asociados al estrés oxidativo (Mikhed et al., 

2015) —característica importante en los procesos degenerativos del embrión 

(Covarrubias et al., 2008; Lorda-Diez et al., 2015b) —.  

Cabe destacar, que en algunas poblaciones celulares, como respuesta al estrés 

oxidativo, el nivel de varios microRNA se encuentra elevado, y que su 

sobreexpresión “in vitro”, en células endoteliales, conduce a senescencia y a 

apoptosis (Magenta et al., 2016). 

Además de la regulación directa de las cascadas moleculares apoptóticas, la 

regulación de la apoptosis por microRNA puede tener lugar de forma indirecta, 

mediante la regulación de las rutas de señalización que influyen en la apoptosis. De 

esta forma, encontramos que miR-21 y miR-590-5p regulan efectores intracelulares 

de la ruta de TGFβ (Lan et al., 2014; Li et al., 2013; Jafarzadeh y Soltani, 2016), 

mientras que miR-140-5p y miR-130 regulan la ruta de BMP2 en la etapa 

embrionaria de los vertebrados (Lopez-Sanchez et al., 2015; Gan et al., 2016). Así 

mismo, los microRNA pueden estar involucrados en el daño al ADN y en 

senescencia, dos procesos de degradación asociados a la muerte celular programada 

en el embrión (Lorda-Diez et al., 2015 a y b). 

Los hechos mencionados apoyan la existencia del papel potencial que poseen los 

microRNA como señales reguladoras durante la muerte celular embrionaria. En 

base a ello, el presente trabajo, ha sido diseñado con el objetivo de identificar 

aquellos microRNA involucrados durante este proceso. Para ello, se seleccionó el 

tejido del espacio interdigital de las extremidades en desarrollo. Este tejido, se 

caracteriza por sufrir, durante el transcurso del desarrollo embrionario (en animales 

con dedos libres), apoptosis masiva, inhibición del crecimiento, senescencia celular 

y degradación de la matriz extracelular (Lorda-Diez et al., 2015a; Hurlé et al., 

1996). Además, la remodelación del interdígito está estrechamente regulada por 

miembros de la vía de señalización de TGFβ. 
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1. MODELOS ANIMALES 

En la presente tesis se han empleado embriones de pollo (Gallus gallus) y pato 

(Anas platyrhynchos) procedentes de huevos fecundados, adquiridos en la granja 

“Santa Isabel” (Córdoba). 

Los huevos se incuban a 37,5ºC y 50%HR durante los días que sean necesarios 

hasta alcanzar el estadio considerado óptimo, según requiera cada experimento. 

 

2. EXTRACCIÓN DEL TERCER INTERDÍGITO DE LA PATA DEL 

EMBRIÓN DE POLLO Y PATO  

Los estadios que consideramos óptimos, para la disección del tejido presente en el 

espacio interdigital en los embriones de pollo, son: 

• Estadio 29HH, corresponde a los 6 días posincubación (PI), es anterior al 

inicio de la muerte en la zona del interdígito. 

• Estadio 32HH, corresponde a los 7,5 días PI, coincide con el momento en 

el que se produce la muerte celular en la zona del interdígito. 

Los estadios seleccionados, en los embriones de pato, son:  

• 7,5-8d PI que, según nuestras observaciones, coincide con el momento 

previo al inicio de la muerte celular en el tejido interdigital.  

• 10,5/10,75d PI que corresponde con el momento de la muerte celular en el 

tejido del espacio interdigital.  

• 11/11,5d PI, fin del remodelado tisular (no se observa muerte celular tras 

teñir con rojo neutro). 

Una vez alcanzado el estadio deseado (en ambas especies), los huevos se retiran de 

la incubadora y se dejan reposar una hora a temperatura ambiente. 

Antes de iniciar las correspondientes manipulaciones, se pulveriza sobre ellos 

alcohol etílico al 70% de concentración para su desinfección y se recolectan, los 

embriones, en una placa de Petri con PBS estéril.  

https://www.google.es/search?sa=X&biw=1225&bih=898&q=%C3%81nade+real&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LQz9U3sExJqVDiBLEMM7KyDLV0spOt9JMy83Py0yv184vSE_Myi3Pjk3MSi4sz0zKTE0sy8_OscjLTUosLEvMAMomXXUUAAAA&ved=0ahUKEwjuzp_00sHSAhVKDxoKHYSBCOgQmxMIigEoATAT
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Las patas del embrión se diseccionan y transfieren a otra placa de Petri con PBS 

estéril. En esta segunda placa, se fija la pata con unas pinzas de relojero en posición 

dorsal y empleando un iridiotomo, se realizan dos incisiones, entre el cuarto y tercer 

dedo, para extraer el tejido.  

Los interdígitos se introducen en un eppendorf de 1,5ml a -78,5ºC (hielo seco), para 

evitar el deterioro del RNA.  

El RNA se extrae con TRIzol, técnica que se explicará más adelante. 

 

3. IDENTIFICACIÓN DE MICRORNA 

 

3.1. Secuenciación masiva microRNA 

Se ha realizado una secuenciación masiva de microRNA, a partir de muestras 

formadas por doce interdígitos extraídos de las patas de los embriones de pollo, en 

los estadios 29HH y 32HH. 

Para la extracción de microRNA de los interdígitos, utilizamos el kit de extracción 

“mirPremier miRNA isolation kit” (Sigma). Las concentraciones y calidad del RNA 

han sido determinadas por el bioanalizador “Agilent 2100 (Agilent Technologies)” 

con el nanochip “RNA6000 Nano chip”. Seguidamente, se han preparado las 

librerías de DNA complementario (cDNA) para la generación de clusters, 

utilizando “Iluminia TreSeq small RNA sample Preparation protocol”. Las 

secuencias de cDNA se han analizado con el bioanalizador “Pippin Sage system 

(Sage Science)” después de su purificación.  

Las librerías resultantes han sido analizadas mediante cuantificación absoluta por 

qPCR para determinar el número total de copias de cada microRNA y se han 

secuenciado en el “Beijing Genomics Institute”.  

Para la identificación de los microRNA, sus secuencias se han comparado con las 

secuencias de referencia de la base de datos de microRNA de la base “Ensembl v. 

74 genome assembly Galgal4”. 
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4. CULTIVOS CELULARES 

En los cultivos celulares utilizados en esta tesis se han empleado células 

mesodérmicas indiferenciadas, obtenidas de la zona de progreso (PZ) de los 

autopodios en desarrollo de las extremidades superiores e inferiores de los pollos 

de estadio 25 HH, que corresponde a los 4,5 días PI.  

Para la obtención de las células, los embriones se recolectan en placas de Petri que 

contienen PBS estéril y se transfieren a medio de cultivo L-15 (Leibovitz Medium; 

Lonza) 1% penicilina/estreptomicina. Una vez inmersos en este medio, se 

disecciona el tejido del autopodio, a partir del cual se obtendrán las células.  

El tejido se disgrega mediante digestión enzimática incubando, en primer lugar, 

durante 6 minutos a 37ºC y 5%CO2 con tripsina al 0,25% de concentración, y en 

segundo lugar, con colagenasa al 0,25% de concentración durante 12 minutos, en 

las mismas condiciones. Pasado este tiempo, el medio se extrae y se añade 1ml de 

DMEM (Dublecco’s Modified Eagle Medium; Lonza) 1% 

penicilina/estreptomicina, suplementado con suero bovino fetal al 10% (Foetal 

Bovine Serum, FBS), para parar la digestión enzimática. Se pipetea 

cuidadosamente, terminando de disgregar el tejido, y se filtra por una red de 

muselina de nylon que separa las células de restos de agregados. El medio junto con 

las células, se centrifugan a 150rpm durante 10 minutos.  

En este momento las células pueden electroporarse, con el fin de sobreexpresar 

algún gen, microRNA, etc. Técnica que será explicada más adelante y/o ser 

cultivadas a diferentes densidades añadiendo, si el experimento lo requiere, algún 

factor al medio. 

 

4.1. Cultivos de alta densidad o micromasas 

En el presente estudio se han utilizado cultivos celulares en alta densidad (también 

conocidos como micromasas), de células mesenquimáticas procedentes del 

autopodio del embrión de pollo. 
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Una vez centrifugadas las células, se resuspenden en DMEM 10%FBS 

1%penicilina/estreptomicina, en un volumen que de una concentración de 3x105 

células/10μL, entonces, se disponen en placas de cultivo “Nunclon” de 48 pocillos 

(Nunc), dejando los pocillos exteriores con PBS estéril. 

Las placas se incuban con DMEM 10%FBS 1%penicilina/estreptomicina durante 

una hora y media en la estufa a 37ºC y 5%CO2. Posteriormente, se añaden 200μL 

de medio DMEM 1%penicilina/estreptomicina a cada pocillo y se incuban, el 

tiempo requerido para cada experimento. 

 

4.2. Cultivos de baja densidad o monocapa 

Para estudiar el efecto de las sobreexpresiones o inhibiciones de la expresión de los 

microRNA, una vez electroporadas las células con los diferentes pre-miR o anti-

miR, se han mantenido en un cultivo de baja densidad.  

Para nuestros cultivos de células mesenquimáticas del autopodio del embrión de 

pollo, hemos sembrado 15x105células por pocillo en placas de 12 pocillos 

“TPP® tissue culture plates”. 

Las células se incuban con 200μL DMEM 10%FBS 1%penicilina/estreptomicina 

durante una hora y media en la estufa a 37ºC y 5%CO2. Transcurrido el tiempo de 

incubación, se añaden 800μL de medio DMEM 1%penicilina/estreptomicina sin 

FBS a cada celda y se vuelven a incubar el tiempo requerido para cada experimento. 

 

5. TINCIONES  

 

5.1. Azul Alcian  

Eventualmente hemos valorado la formación de nódulos de cartílago en cultivos de 

micromasas para ello se han realizado tinciones de Azul Alcian. 

Las micromasas de 2, 4 y 6 días de cultivo se fijan en Fijador de Khale’s durante 

15 min. Posteriormente, se lavan 3 veces durante 5 minutos con PBS y se añade la 
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solución colorante Azul Alcian al 0,5% en alcohol ácido (24h). Transcurrido este 

tiempo, se lavan 2 veces con HCl 0,1N durante 5 minutos y se dejan en PBS para 

observar y fotografiar la formación de nódulos de cartílago en una lupa Nikon 

SMZ1500 provista de cámara digital Nikon DXM1200C con software de 

fotografiado Nikon ACT-1C. 

 

5.2. Rojo Neutro 

Es un colorante vital para la valoración ácido-base que se ha utilizado, en esta tesis, 

para poner de manifiesto el patrón de muerte celular que se produce durante el 

desarrollo embrionario. Para ello, se han extraído las patas, tanto de pato como de 

pollo, en los estadios deseados y  tras añadir una disolución de 100µl de rojo neutro 

0,2N/1ml PBS, se dejan incubar, aproximadamente, 10 minutos a 37ºC. Cuando las 

patas adquieren la tonalidad deseada, se lavan en PBS y se fijan en formol cálcico 

a 4ºC. Transcurridas 12 horas, las muestras se deshidratan, efectuando 2 pases de 

una hora a 4ºC en 2-Propanol y se transparentan utilizando Xilol a 4ºC.  

 

6. TRATAMIENTOS DE CULTIVOS DE MICROMASAS 

 

6.1. Factores de crecimiento 

Para algunos experimentos, las micromasas fueron incubadas añadiendo al medio 

de cultivo distintas concentraciones de proteínas recombinantes. Los morfógenos 

utilizados fueron BMP2 a una concentración de 200ng/ml, Noggin a 200ng/ml, 

IGF1 a 100ng/ml y TGFβ3 a 0,01ng/ml. 

 

6.2. Reguladores de los factores de crecimiento 

En este caso se ha utilizado SIS3 a una concentración 10mM 
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6.3. Estrés oxidativo  

Para comprobar como afectaba el estrés oxidativo en la regulación de los diferentes 

microRNA descritos en esta tesis, las micromasas se incubaron añadiendo, al medio 

de cultivo, un agente oxidante, el peróxido de hidrógeno, a una concentración de 

0,4mM. 

 

7. ELECTROPORACIÓN DEL PRE-MIR/ANTI-MIR 

Como hemos mencionado anteriormente, las células obtenidas para realizar los 

diferentes tipos de cultivos pueden electroporarse con el fin de sobreexpresar algún 

gen o microRNA. Para ello, una vez recolectadas las células tras su centrifugación, 

se diluyen en un volumen suficiente de L-15 que permita separar 15x105células 

(número de células por electroporación) y se centrifugan a 1500rpm durante 10 

minutos. A continuación, se diluyen, las células, en 400μL (volumen por cubeta de 

electroporación) de buffer isoosmolar de electroporación con el pre-miR o Anti-

miR de interés. 

Los pre-miR y anti-miR utilizados en esta tesis son los que se encuentran 

representados en la tabla 3. 

 

MicroRNA Pre-mir /Anti-mir Identificación Marca 

hsa-mir-21 Anti-mir miRNA inhibitor ID:AM10206 Ambion 

hsa-mir-21-5P Pre-mir miRNA precurssor ID:PM10206 Ambion 

hsa-mir-144 Pre-mir miRNA precurssor ID:PM12631 Ambion 

gga-mir-451 Pre-mir miRNA precurssor ID:PM10789 Ambion 

 

Tabla 3: pre-miR y anti-miR utilizados en la sobreexpresión/inhibición de los 
correspondientes microRNA. 
 

La mezcla se añade en una cubeta de electroporación (Sigma-

Aldrich® electroporation cuvettes) y se introduce en el electroporador (eppendorf 

Multiporator) a 260v 150μs 4 pulsos. Una vez electroporadas las células, el 

contenido de la cubeta se traspasa a un eppendorf de 1,5ml con 400 μL de DMEM 
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10%FBS 1%penicilina/estreptomicina y se centrifuga a 1500rpm durante 10 

minutos. Posteriormente, se cambia el medio por 200 μL de DMEM 10%FBS 

1%penicilina/estreptomicina para sembrar las células en un pocillo de una placa 

“TPP® tissue culture plates”, durante 1h 30min. 

Transcurrido este tiempo se añaden 800 μL de DMEM 1%penicilina/estreptomicina 

a cada pocillo y se deja incubando el tiempo requerido para el experimento. 

Como control negativo, en nuestros experimentos, las células se electroporaron con 

el “negative control # Sigma-Aldrich® ”. 

 

8. EXTRACCIÓN DEL RNA TOTAL 

La extracción de RNA total de esta tesis, tanto de tejidos como de células, se ha 

efectuado con trizol (TRIzol® Reagent de Ambion, life technologies). 

El trizol es una solución monofásica de fenol, guanidina isothiocyanato y otros 

componentes, que facilitan la extracción de moléculas de RNA de diferentes 

tamaños, manteniendo su integridad e inhibiendo la actividad RNasa; al mismo 

tiempo, desestructura las células y disuelve los componentes celulares durante la 

homogenización de la muestra. 

• Para la extracción de RNA con trizol es necesario, además del trizol: 

1. Cloroformo. 

2. Alcohol isopropílico. 

3. Alcohol 75% disuelto en agua DEPC. 

4. Agua libre de RNasas. 

5. Centrifuga con potencia suficiente para 12.000rpm. 

6. Tubos de polipropileno para microcentrífuga. 

• Para extraer el RNA de la muestra de interés, el primer paso es homogenizar 

la muestra; para ello es necesario: 

1. Incluir nuestra muestra en un tubo Eppendorf de 1,5mL y añadir 0,5ml 

de TRIzol. 

2.  Mezclar suavemente con la pipeta. 

• Posteriormente, para separar los diferentes componentes celulares, se 

requiere: 
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1. Incubar la muestra homogeneizada durante 5 minutos a temperatura 

ambiente, permitiendo así la completa disociación de los complejos de 

nucleoproteínas. 

2. Centrifugar la muestra a 12000rpm durante 10 minutos a 4ºC.  

3. Recoger el sobrenadante y traspasarlo a un nuevo eppendorf. 

4. Añadir 100ul de cloroformo, tapar perfectamente el tubo. 

5. Agitar fuertemente durante 15    segundos en el agitador vórtex. Incubar 

3 minutos a temperatura ambiente y en 

posición vertical. 

6. Centrifugar las muestras a 12000rpm por 

10 minutos a 4ºC. Después de 

centrifugar, la mezcla se separa en 3 

fases: una fase inferior roja de fenol 

cloroformo; una interfase blanquecina, 

que contiene las proteínas y una fase 

incolora superior, la cual contiene 

exclusivamente el RNA (figura 13). 

• Para precipitar el RNA: 

1. Transferir la fase acuosa cuidadosamente a un nuevo eppendorf.   

2.  Añadir 0,25 mL de isopropanol para precipitar el RNA de la fase 

acuosa. 

3.  Agitar fuertemente durante 15 segundos en vortex.  

4.  Incubar la mezcla 30 minutos en hielo y en posición vertical. 

5.  Centrifugar a 12000rpm 15 minutos a 4ºC 

6.  El RNA queda en el fondo del eppendorf formando un pellet. 

• Para la fase de lavado del pellet de RNA: 

1. Retirar el sobrenadante cuidadosamente. 

2. Añadir 1 mL de etanol al 75% al pellet para lavarlo. 

3. Centrifugar a 6000rpm por 5 minutos a 4ºC. 

4. Eliminar cuidadosamente el sobrenadante. 

• Para diluir el RNA: 

1. Secar el pellet a temperatura ambiente. 

Figura 13: separación de 
las diferentes fases. 
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2. Añadir 30ul de agua libre de RNasas (agua DEPC).  

• Resuspender. 

 

9. TRANSCRIPCIÓN REVERSA (RT) 

Se ha realizado con el fin de obtener el cDNA correspondiente a partir del RNA 

purificado de las muestras.  

 

9.1. Transcripción reversa de microRNA (miRT) 

La concentración de RNA se ha cuantificado utilizando un espectrofotómetro 

NanoDrop. Las muestras se han diluido en H2O DEPC, hasta alcanzar una 

concentración de 20ng/µl 

Se ha utilizado el kit “TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit”, el cual ha 

sido optimizado para producir cDNA para ensayos con “TaqMan®”. Los reactivos 

incluidos en este kit transforman, mediante retrotranscripción, el RNA en cDNA. 

Cada RT, de forma independiente, contiene un volumen total de 15 µL que consiste 

en: 

• 7 µL master mix (tabla 4). 

• 3 µL de prímeros específicos para cada microRNA para cada RT específica 

(tabla 5, 6a y 6b). 

• 5 µL de muestra de RNA. 
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Reactivos 

 

Volumen necesario de cada reactivo  

100mM dNTP (con dTTP) 0,15 µL 

Enzima transciptasa inversa 

MultiScribe™, 50 U/µL 

1,00 µL 

10x Buffer RT 1,50 µL 

Inhibidor de RNasa, 20 U/µL 0,19 µL 

Agua libre de RNasa 4,16 µL 

Volumen total 7,00 µL 

 

Tabla 4: componentes del kit de RT para el análisis de microRNA. 

 

RNA Secuencia  

gga-18S Fw: ccatggtgaccacgggtaac 
Rv: ggatgtggtacgcgtttctca 

 

Tabla 5: los prímeros utilizados, a modo de control endógeno, han sido los 
correspondientes para el RNA ribosomal 18s de pollo. 

 

MicroRNA Secuencia 5p 

hsa-miR-451 aaaccguuaccauuacugaguuu 
hsa-miR-181a aacauucaacgcugucggugagu 
gga-miR-146c ugagaacugaauuccauggacug 
hsa-miR-144* ggauaucaucauauacuguaag 
oan-miR-92a-2* agguugggaucaguugcaaugcu 
hsa-miR-30a-5p uguaaacauccucgacuggaag 
hsa-miR-21-5p uagcuuaucagacugauguuga 

 

Tabla 6a: secuencias 5p de los prímeros de microRNA utilizados en las miRT. 
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MicroRNA Secuencia 3p 

hsa-miR-213 (*) accaucgaccguugauuguacc 
gga-miR-146c* aguccaugguauucaguucucu 
hsa-miR-144 uacaguauagaugauguacu 
hsa-miR-92 uauugcacuugucccggccug 
hsa-miR-30a-3p cuuucagucggauguuugcagc 
hsa-miR-21-3p caacaacagucgguaggcuguc 

 

• (*) La secuencia 3p del microRNA hsa-miR-181a, también recibe el nombre 
de hsa-miR-213. 

• No hay prímero compatible para la secuencia 3p del microRNA miR-451 de 
pollo. 
 

Tabla 6b: secuencias 3p de los prímeros de microRNA utilizados en las miRT. 

 

La  RT se incuba en un termociclador “Gradient Palm-CyclerTM de Corbett”, con 

el programa correspondiente al kit “TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription 

Kit”, que consta de diferentes pasos, que varían en su duración y temperatura, tal y 

como muestra la tabla 7. 

La RT se almacena a -20ºC una vez finalizado su uso. 

 

Paso Tiempo Temperatura 

1 30 minutos 16 °C 

2 30 minutos 42 °C 

3 5 minutos 85 °C 

4 ∞ 4 °C 

 

Tabla 7: descripción de la duración y temperatura que alcanza el termociclador 
durante los diferentes pasos en la incubación de la RT. 
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9.2. Transcripción reversa de RNA 

Se ha utilizado el kit “Invitrogen™ SuperScript™ VILO™”, cuya master mix 

incluye: enzima SuperScript™ III RT, RNaseOUT™, inhibidor de ribonucleasas 

recombinante, “random primers”, MgCl2, y dNTPs en una fórmula buffer 

optimizada para realizar qRT–PCR con SYBR-GREEN. 

Tal como muestra la tabla 8, cada RT, de forma independiente, contiene un volumen 

total de 20 µL, que consiste en: 

 

Componentes Volumen 

Master mix “™ SuperScript™ VILO™ 4 µl 

RNA 5 µl 

H2O DEPC 11 µl 

 

Tabla 8: componentes del kit de RT para el análisis génico. 

 

La  RT se incuba en un termociclador “Gradient Palm-CyclerTM de Corbett”, con 

el programa correspondiente al kit “TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription 

Kit”, que consta de diferentes pasos, que varían en su duración y temperatura: 

• 25ºC durante 10 minutos. 

• 42ºC durante 60 minutos. 

• 85ºC durante 5 minutos.  

En el caso de las muestras de extremidades y micromasas, utilizadas en esta tesis 

para el análisis de la expresión génica mediante qPCR, se miden las concentraciones 

de cDNA mediante el uso de un espectrofotómetro (Nanodrop Technologies ND-

1000), y se diluyen con agua estéril Milli-Q hasta su concentración de uso en este 

tipo de experimentos (0,5ng/ml). 

 



 

69 
 

 MATERIAL Y MÉTODOS 
       

10. qPCR-RT 

La técnica de PCR cuantitativa (qPCR) se usa para cuantificar cambios en la 

expresión de genes o microRNA, en muestras experimentales de esta tesis, con 

respecto a sus muestras control. 

 

10.1. TaqMan qPCR-RT 

El tipo de qPCR-RT escogida para medir diferencias en los niveles de expresión de 

los diferentes microRNA tanto, en el momento de la muerte celular programada en 

el tejido del interdígito como en cultivos celulares, fue TaqMan. Este tipo de qPCR-

RT está basada en el uso de sondas específicas marcadas fluorescentemente. 

Las sondas TaqMan suelen tener unos 20 pares de bases de longitud y se conocen 

también como sondas 5’ nucleasas (ya que utilizan la actividad 5’ exonucleasa de 

la DNA polimerasa).  

Estas sondas, están marcadas con un 

fluoróforo en el extremo 5’ que emite 

fluorescencia al ser excitado por la luz 

polarizada que proyecta el sistema de 

detección del termociclador, y un 

bloqueador de señal (quencher) en el 

extremo 3’ que, debido a la proximidad 

con el fluoróforo, absorbe su 

fluorescencia e hibrida en la zona 

intermedia entre el prímero directo 

(forward) y el inverso (reverse).  

La actividad 5’ exonucleasa de la DNA 

polimerasa corta los nucleótidos de la sonda durante la amplificación, el fluoróforo 

se separa del quencher observándose la señal de fluorescencia, es decir, la hidrólisis 

Figura 14: esquema de la actividad 
de la sonda TaqMan. Extraído de 
Tyagi y Kramer 1996  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kramer%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9630890
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de la sonda da lugar al incremento en la señal del fluoróforo y ésta aumenta 

proporcionalmente al incrementarse el número de amplicones (figura 14). 

A cada tubo de reacción inicial se le añaden, 1 μl de cDNA, 9 μl de stock (formado 

por 8,5 μl de agua DEPC y 0,5 μl de sonda específica para cada microRNA de 

interés) y 10 μl de TaqMan Master Mix (applied biosysems). Estos 20 μl se dividen 

entre dos tubos, obteniéndose para cada muestra 10 μl de mezcla de reacción. 

Las condiciones de qPCR acotadas en el termociclador de “StepOnePlus™ Real-

Time PCR System”, tal como podemos observar en la figura 15, son:  

• Paso 1: Holding Stage, que consta de: un segmento de un ciclo de 50ºC 

durante 2 minutos; seguido de un segmento 95ºC 10 minutos. 

• Paso 2: Cycling Stage compuesto por: 40 ciclos de 95 ºC 15 segundos y 

60ºC 1 minuto. 

Debido a la poca variabilidad mostrada en los experimentos, para normalizar los 

datos, se ha utilizado como control interno el RNA ribosomal de pollo gga-18S y 

los valores de cada muestra se han medido por duplicado en cada experimento. 

El umbral de cada ciclo (Ct) de qPCR se define como el número de ciclos 

fraccionarios en los que la fluorescencia alcanza una línea de umbral fija. El nivel 

de expresión relativo se calcula usando la ecuación 2 -∆∆Ct (Livak and Schmittgen, 

2001), que hace referencia a: 

 

∆Ct = Ct gen diana – Ct Control endógeno 

∆∆Ct = ∆Ct experimental – ∆Ct control 

2 -∆∆Ct = Incremento de expresión del gen diana sobre el control 

 

Los niveles de expresión representan la media de 3 muestras duplicadas medidas 

de forma independiente bajo las mismas condiciones. Los resultados se han testado 

mediante los análisis estadísticos t-Student y ANOVA considerando el resultado 
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estadísticamente significativo cuando p<0,05. En las gáficas, el nivle de 

significación se representa de la siguiente manera: * o # para p≤0,005; ** o ## para 

p≤0,01 y ***o ### para p≤0,001. 

 

 

 

Figura 15: condiciones del ciclo térmico de la qPCR TaqMan. Imagen capturada 
del software step one V2.3 de qPCR  en la que se muestra el perfil de temperaturas 
usado en los experimentos de qPCR TaqMan en esta tesis. 

 

Las secuencias de los prímeros utilizados para las qPCR TaqMan son las mismas 
que las de miRT. 
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10.2. SYBR Green qPCR 

El tipo de qPCR-RT escogida para medir los cambios en la expresión génica de las 

muestras control y experimental de esta tesis fue SYBR Green. 

 

10.2B. Diseño de oligonucleótidos para qPCR-RT con SYBR Green 

El diseño de oligonucleótidos prímeros utilizados para cuantificar los niveles de 

expresión génica mediante qPCR-RT con SYBR Green, de las zonas de DNA de 

interés, se ha realizado mediante el programa informático “Sequence Analysis.exe” 

y la página web “the sequence manipulation suite”.  

Se han escogido, de entre las opciones que oferta el programa, las parejas de 

prímeros “forward/reverse” cuya longitud está en torno a las 20 bases, su porcentaje 

G-C es de aproximadamente el 50%, su Tm es de unos 60ºC y, finalmente, que su 

composición no favorezca la aparición de bucles.  

Una vez obtenidos los oligonucleótidos, se ha comprobado mediante “blastn suite” 

(nucleotide Basic Local Alignement Search Tool), que amplifican, únicamente, 

nuestro gen de interés. 

Los prímeros que se han utilizado para analizar los niveles de expresión génica por 

qPCR con SYBRGreen, se especifican en la tabla 9. 
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Nombre 

Prímero 
Sentido (Fw)/Contrasentido (Rv) 

ACVR2B Fw: ggagcaatcaacttccaacg 
Rv: ccactggaccatcaactgc 

Aggrecan Fw: aggagagacatcaggcatgg 
Rv: atctccagcactccagaagc 

Bak Fw: ctacgtcaccgaattcatgc 
Rv: aacattgtccagatcgagtgc 

Bcl2 Fw: ttgtacggcaacagtatgagg 
Rv: ataagcgccaagagtgatgc 

BMP2 Fw: tggaatgactggattgttgc  
Rv: tggaattcaccgaattgacc 

BMP7 Fw: aagcacgagctctatgtcagc 
Rv: cacagtaatacgcagcatagcc 

BTG1 Fw: gattggattgagcagtcagg 
Rv: gagccatcctctccaatacg 

BTG2 Fw: gaggtctcataccgcattgg 
Rw: tgcgacctatcatcatctgg 

Col2a1 Fw: cagcatccagatgaccttcc 
Rv: gtctcctcgtccatgtaggc 

FGF10 Fw: atcgagaagaacggcaagg 
Rv: ggacttaactgccacaactcc 

GDF5 Fw: acctgaagccaaggtgtagc 
Rv: agaccttcgcagtgatacgc 

IGF1 Fw: ccagcagtagacgcttacacc 
Rv: ctcctcaggtcacaactctgg 

RPL13 Fw: aactcaagatggcaactcagc 
Rv: aaggccttgaagttcttctcc 

Scleraxis Fw: caccaacagcgtcaacacc 
Rv: caccaacagcgtcaacacc 

SMAD7 Fw: ggctgtactctgtccaagagc 
Rv: cagctggcttctgttgtcc 

SOX9 Fw: gaggaagtcggtgaagaacg 
Rv: gatgctggaggatgactgc 

TGFβ2 Fw: tgcactgctatctcctgagc 
Rv: gcatgaactgatccatgtcg 

TGFβR2 Fw: accgcactcacaagaagagg 
Rv: gttgatgttgttggcacagg 

 

Tabla 9: prímeros empleados en qPCR. 
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10.2C. qPCR-RT con SYBR Green 

El SYBR Green se caracteriza por ser un fluoróforo con afinidad por el DNA, que 

al ser excitado, emite fluorescencia cuando está unido al DNA bicatenario. La 

intensidad de la fluorescencia se incrementa proporcionalmente a la concentración 

del DNA de doble cadena. El complejo DNA-SYBR Green presenta un pico de 

excitación en λexc=497nm y un pico de emisión en λem=520nm.  

La qPCR se realiza en un termociclador “StepOnePlus™ Real-Time PCR System” 

y se analiza con el software de análisis “software step one V2.3”. 

A cada tubo de reacción inicial se le añaden, 1 μl de cDNA a 0,5 μg/μl, 9 μl de 

stock, compuesto de: 8,2 μl de agua Milli-Q, y 0,4 μl de cada prímero, sentido (Fw) 

y contrasentido (Rv), correspondientes al gen de interés, y 10 μl de SYBR Green 

Mix (Takara). Los 20 μl totales, se dividen entre dos tubos, obteniéndose para cada 

muestra 10 μl de mezcla de reacción.  

Las condiciones de qPCR que hemos usado son: 

• Paso 1: Holding Stage, que consta de un segmento de un ciclo de 95 ºC 

durante10 minutos. 

• Paso 2: Cycling Stage, integrado por un segmento de 40 ciclos de 95 ºC 30 

segundos, 60 ºC 1 minuto para anillamiento y 72ºC 30 segundos para 

elongación. 

• Paso 3: Melt Curve, compuesta por un ciclo a 95 ºC 1 minuto y 30 segundos 

a 55ºC y 30 segundos 95ºC.  

Las medidas de fluorescencia se toman al final de cada paso de anillamiento en el 

paso 2 y durante toda la subida de temperatura desde 55 ºC hasta 95 ºC en el paso 

3 para realizar la curva de disociación, tal como muestra la figura 16. 

Debido a la poca variabilidad mostrada en los experimentos se ha utilizado, para 

normalizar los datos, como control interno el gen RPL13, y los valores de cada gen 

se han medido por duplicado.  
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El umbral de cada ciclo (Ct) de qPCR, se define como el número de ciclos 

fraccionarios en los que la fluorescencia alcanza una línea de umbral fija. El nivel 

de expresión relativo se calcula usando la ecuación 2 -∆∆Ct (explicada 

anteriormente; Livak and Schmittgen, 2001).  

Cada valor representa la media de 3 muestras duplicadas cada una de ellas, medidas 

de forma independiente bajo las mismas condiciones. 

Los resultados se han testado mediante los análisis estadísticos t-Student y 

ANOVA, se ha considerado el resultado estadísticamente significativo cuando 

p<0,05. 

 

 

 

Figura 16: condiciones del ciclo térmico de la qPCR SYBR Green. Imagen 
capturada del software step one V2.3 de qPCR en la que se muestra el perfil de 
temperaturas usado en los experimentos de qPCR SYBR Green en esta tesis. 
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11. CITOMETRÍA DE FLUJO 

Para valorar los cambios tanto, en el ciclo celular como, en los procesos de muerte 

que han supuesto las electroporaciones de los diferentes pre-miR de interés, en las 

células electroporadas, se ha utilizado en este trabajo, la técnica de citometría de 

flujo.  

La citometría de flujo, es una técnica que permite obtener información sobre 

poblaciones celulares a partir de un estudio individualizado de un gran número de 

células (1.500.000 células en nuestro caso). La información analítica de esta técnica 

abarca desde el análisis de la respuesta celular a determinados eventos, como el 

aislamiento de poblaciones celulares que expresan genes insertados artificialmente, 

al estado del ciclo celular, y prácticamente cualquier análisis que implique la 

distinción de determinadas células dentro de una población.  

Para realizar las diferentes citometrías, se han mantenido los cultivos durante 48 

horas. Posteriormente, las células se disocian con tripsina-EDTA (Lonza), se 

recolectan en un tubo de citometría y se centrifugan a 1500 rpm. 3 minutos a 4ºC. 

A continuación, las células se lavan con PBS y se vuelven a centrifugar para formar 

el pellet, que se resuspende y se fija en alcohol al 90%. 

Una vez decidido el momento de ir al citómetro, para analizar nuestra muestra 

celular, centrifugamos las células a 1500rpm 3 minutos a 4ºC y se añaden 250µl de 

una solución de citrato/BSA que contiene Ioduro de propidio (IP; 1mg/ml) y DNasa 

(1U/ml) para marcar las células. Se deja incubar unos minutos a temperatura 

ambiente protegido de la luz, y se analiza (previa filtración para evitar aglomerados 

celulares que puedan atascar el citómetro) en un “Becton Dickinson FacsCanto II” 

y utilizando el software “Cell Quest”. 
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1. PLANTEAMIENTO 

Esta Tesis está enfocada a la búsqueda e identificación de microRNA implicados 

en los procesos que conducen a la muerte celular programada. Se ha seleccionado, 

para ello, un ejemplo concreto, donde la muerte celular desempeña un papel 

esencial en el remodelado anatómico. Este proceso morfogenético se produce 

durante el desarrollo embrionario, en el tejido presente en el interdígito, de especies 

con dedos libres. 

La gran ventaja que nos ofrece, el uso de este modelo, es que conocemos con 

exactitud el dónde, el cuándo, y el cómo se produce la muerte celular.  

 

2. SECUENCIACIÓN DE MICRORNA 

La primera aproximación, en la caracterización de la expresión de los microRNA 

durante el proceso de regresión tisular, se ha realizado a partir de un análisis por 

secuenciación masiva de los RNA de pequeño tamaño —previa obtención de las 

muestras a partir de la disección del tejido presente en el interdígito—, en los 

estadios 29HH y 32HH. Estos estadios corresponden, respectivamente, al momento 

previo del inicio y al pico álgido de muerte celular que se produce en el tejido del 

interdígito de embriones de pollo (Figura 17 A y B). El objetivo de este estudio por 

secuenciación ha sido obtener el perfil de microRNA expresados durante la 

regresión del tejido presente en el espacio interdigital y la identificación de 

“posibles” nuevos microRNA implicados, también, en procesos de muerte celular. 

Gracias a ello se han detectado un total de 612 secuencias de microRNA de pollo 

(gga-microRNA) ya conocidos y 401 secuencias no clasificadas. Una vez obtenidos 

estos datos —para los siguientes análisis realizados en este trabajo—, hemos 

considerado solamente aquellos microRNA que superaban un umbral establecido 

de, al menos, 750 RPM (por sus siglas en inglés “reads per million”, lecturas por 

millón) detectadas a partir de la secuenciación, en alguno de los dos estadios 

seleccionados, para asegurar una expresión significativa de cada microRNA en las 

muestras de tejido. Basándonos en este corte, ha surgido una nueva lista integrada 

por 71 de los microRNA ya conocidos y 9 de las secuencias no identificadas. 
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En la figura 18, podemos observar un diagrama de expresión tipo “heatmap” donde 

hemos conjugado el nivel de expresión con el ratio de regulación de los microRNA 

seleccionados estableciendo 10 “cluster” (grupos) jerárquicos. Estos cluster, se han 

simplificado en base a su nivel de expresión y según su regulación (positiva o 

negativa), tal y como representan las tablas 10 y 11. 

 

Figura 17: ilustra los autopodios, de la pata del embrión de pollo, correspondientes 
a los estadios 29HH (A) y 32HH (B), teñidos con rojo neutro.  

Esta tinción vital pone de manifiesto la muerte celular que se produce en el tejido 
durante el proceso de desarrollo embrionario. Al comparar ambas imágenes y 
observar los espacios interdigitales podemos apreciar una coloración uniforme 
correspondiente a la ausencia de muerte celular en “A”, al contrario que en la 
extremidad en “B”, donde se aprecia un marcaje rojo intenso granulado, propio 
de este tipo de tinción, de las células apoptóticas. Las líneas negras muestran el 
tejido seleccionado para la disección y análisis en nuestro estudio, que 
corresponden al tercer interdígito. 
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Figura 18: el dendrograma en el eje de la “Y” agrupa jerárquicamente los 
microRNA según su nivel de expresión y ratio de regulación entre los estadios 
29HH y 32HH. La paleta de color refiere los niveles de regulación entre estadios 
de un microRNA concreto en una escala entre -6 (verde oscuro) y 6 (rojo oscuro).  
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2.1. MicroRNA altamente expresados en el interdígito 

En las tablas 10 y 11 mostramos los microRNA con expresión elevada en el tejido 

del espacio interdigital, ordenados de acuerdo a su nivel de expresión en cada 

estadio. Los valores correspondientes al estadio 29HH se ilustran en la tabla 10 y 

los correspondientes al estadio 32HH en la tabla 11.  

Los 71 microRNA presentes en las tablas —como se ha mencionado 

anteriormente— poseen valores ≥ 750 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 en al menos uno de los dos estadios 

seleccionados.  

Los valores referentes a las RPM reflejados en la tabla 10, corresponden al resultado 

de dos análisis independientes. Podemos apreciar un porcentaje de variación 

mínimo entre ambas muestras, en 35 de los microRNA no llega al 5%, mientras que 

otros 27 no alcanzan el 10%; la tasa de variación más elevada la presenta miR-144 

con un rango de oscilación del 13,5%. Estos datos suponen un importante apoyo a 

la hora de validar el proceso de obtención y análisis de las muestras, ya que poseen 

un rango de variación asumible. 

Los 10 primeros microRNA —como podemos ver indicado en las tablas 10 y 11—

representan más del 50% del total del número de transcritos presentes en el 

mesodermo del espacio interdigital. Dos familias de microRNA, que se encuentran 

presentes entre estos 10 primeros microRNA, miR-181 y miR-30, muestran 

excepcionales niveles de expresión.  

La familia de miR-181 está representada por sus formas maduras miR-181a y miR-

181b abarcando más del 10% del total de las RPM de microRNA en el estadio 

29HH y el 30% en el estadio 32HH. Las formas maduras miR-30a, miR-30b, miR-

30c, miR-30d, y miR-30e de la familia miR-30 suponen más de un 10% del total de 

RPM en el estadio 32HH.  

miR-92 es el microRNA con mayor número de RPM en el estadio 29HH 

sobrepasando el 10% del conjunto total; este microRNA pertenece al cluster miR-

17-92 dentro del cual están incluidos miR-17, miR-18a, miR-18b, miR19a y 

miR19b (Du et al., 2015), expresados en el interdígito aunque a menor nivel. Dicho 

cluster puede no mostrar cambios al comparar estadios, como es el caso de miR-17, 
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miR-18a, miR19a, miR19b, o bien disminuir sus niveles de expresión, como en el 

caso de  miR-92 y miR-18b. 

Otros microRNA que exhiben elevados niveles de expresión en el interdígito son 

miR-454, miR-10b/miR-10a, miR-22a y miR-205a/miR205b.  

 

2.1A. MicroRNA que aumentan su nivel de expresión durante el proceso de 

remodelación tisular 

36 de los 71 microRNA conocidos que poseen más de 750 RPM, mostraron una 

expresión significativamente diferente entre los estadios 29 y 32HH.  

20 microRNA incrementaron su expresión al menos 1,5 veces en el transcurso de 

la regresión del interdígito —como muestra la tabla 12—, incluyendo las familias 

de microRNA anteriormente mencionadas miR-181, miR-30 y miR-10 además de 

otros 16 microRNA. 

Utilizando el programa bioinformático de predicción de rutas de interacción 

DIANA-miRPath v3.0 se hallaron seis rutas KEGG que podían ser potenciales 

dianas de los citados microRNA, como reflejan las tablas 13 y 14. 

El incremento del índice de expresión más acusado lo muestra miR-451. Este 

microRNA ostenta bajos niveles de expresión en el estadio 29HH intensificándose 

25.07 veces al alcanzar el estadio 32HH. Es interesante mencionar que miR-451 

forma cluster y comparte propiedades funcionales con miR-144 (Pan et al., 2013), 

también sobre-expresado durante la muerte interdigital (5,12 veces), aunque en 

menor proporción. 

miR-21 y miR-146c a pesar de poseer elevados niveles de expresión en el 

interdígito en estadios previos a la muerte, se incrementan de manera notable en el 

curso de la remodelación. miR-99a multiplica sus niveles de expresión 2,75 veces. 

miR-148a aumenta poco (1,56 veces) aunque su nivel de expresión en el tejido es 

elevado (más de 30.000 copias por millón). 

miR-2188, con tan solo 47 copias por millón en el estadio 29HH, multiplica su 

expresión 18 veces alcanzando las 851 RPM en el estadio 32HH.  
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Existe otro bloque de microRNA que también incrementa su nivel de expresión 

durante la muerte aunque presenta bajo número de RPM en ambos estadios. Estos 

microRNA son: miR-9, miR-203, miR-140, miR-153, miR-301b, miR-107, miR-

2964, miR-101 y miR-221. Es probable que este patrón de expresión esté producido 

por una minoría de linajes celulares presentes en los interdígitos. 

 

2.1B. MicroRNA que disminuyen su expresión durante el proceso de 

remodelación tisular 

Tal como muestra la tabla 15, 16 microRNA disminuyen su expresión durante el 

proceso de regresión del interdígito como mínimo 0,5 veces. Utilizando el programa 

bioinformático de predicción de rutas de interacción “DIANA-miRPath v3.0” se 

han hallado seis rutas KEGG que podían ser dianas potenciales de los citados 

microRNA (tablas accesorias 13 y 14). 

Independientemente del análisis bioinformático anterior, la mitad de los microRNA 

que reducen su expresión, incluyendo miR-460a, miR-1456, miR-128, miR-18b, 

miR-let 7j y miR-15c muestran una mínima expresión en el tejido, por lo tanto es 

poco probable que funcionalmente desempeñen papeles relevantes durante la 

remodelación tisular. 

Otros microRNA que disminuyen el nivel de expresión durante este proceso, 

aunque mantienen niveles notables de RPM, son: miR-222a, miR-205, miR-92, 

miR-454 y miR-30c; todos ellos son factores que —como clarificaremos en el 

apartado de discusión—, han sido relacionados en otros modelos con la muerte 

celular. Existe, también, un descenso notable en los niveles de expresión de miR-

2954, miR-456, miR-429 y miR-106 entre los estadios 29HH y 32HH. Los niveles 

de expresión de estos microRNA se encuentran en rangos de entre 2000 y 6000 

copias por millón, no obstante, su asociación con la muerte celular programada es 

en este caso difícil de determinar.  
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Orden Nombre RPM % cambio 35 gga-mir-138 2563 8,5 
29HH microARN 29HH muestras 36 gga-mir-130a 2450,4 2,5 
    37 gga-mir-429 2390,1 6,5 
1 gga-mir-92 127453,8 9 38 gga-mir-17 2317,5 9,4 
2 gga-mir-454 97778,6 2,2 39 gga-mir-1456 2297,3 5,8 
3 gga-mir-181a 79730,6 1,2 40 gga-mir-214 2106,7 8,6 
4 gga-mir-181b 46060,8 3 41 gga-mir-20b 1817,3 6,6 
5 gga-mir-10b 44018,7 9,2 42 gga-mir-101 1808,7 9,6 
6 gga-mir-30e 39253,1 3,2 43 gga-let-7c 1780,8 12,3 
7 gga-mir-30d 32357,5 4,5 44 gga-mir-200a 1697,3 6,8 
8 gga-mir-222a 28509 2 45 gga-mir-20a 1690,7 3,2 
9 gga-mir-205a 27106,6 4,2 46 gga-mir-16 1587 7,2 
10 gga-mir-30c 25854,5 1,4 47 gga-mir-19b 1545,2 12,5 
11 gga-mir-199 23550,9 0,6 48 gga-mir-18b 1446,4 1,3 
12 gga-mir-148a 22097,3 7,1 49 gga-mir-140 1431,9 9,2 
13 gga-mir-30a 16980,6 4,4 50 gga-mir-221 1356,3 8,9 
14 gga-mir-26a 15983 10,7 51 gga-mir-130c 1277,9 5,8 
15 gga-mir-205b 11626,6 0,8 52 gga-mir-455 1253,9 1,7 
16 gga-mir-301a 10853 2,1 53 gga-let-7i 1253,4 4,1 
17 gga-mir-196 10624,5 5,8 54 gga-mir-19a 1116,1 1,6 
18 gga-mir-146c 8536,9 8,2 55 gga-mir-2964 1017,6 2,5 
19 gga-mir-456 6659,1 7,6 56 gga-mir-99a 960,4 12,5 
20 gga-mir-22 6446,2 1,6 57 gga-let-7j 909 12,8 
21 gga-mir-21 6183,1 12,2 58 gga-mir-27b 897,2 2,9 
22 gga-mir-103 6031,7 1,1 59 gga-mir-218 860,9 2,3 
23 gga-mir-2954 5706,8 2,1 60 gga-mir-460a 854,1 7 
24 gga-mir-10a 5608,1 11,4 61 gga-mir-107 821,5 0,8 
25 gga-mir-130b 5211,5 1,2 62 gga-mir-30b 795,2 5,5 
26 gga-mir-106 4572,3 0,4 63 gga-mir-18a 775,2 1,5 
27 gga-let-7f 4042,7 5,9 64 gga-mir-16c 675,7 1,9 
28 gga-mir-100 3816,8 6,6 65 gga-let-7g 616,7 1,1 
29 gga-mir-125b 3508,6 3,7 66 gga-mir-153 420,4 3,1 
30 gga-mir-126 3461,8 5,9 67 gga-mir-451 245,9 6,8 
31 gga-mir-128 3432,4 9,1 68 gga-mir-203 210,7 0,2 
32 gga-mir-301b 3386,3 0,1 69 gga-mir-144 175,8 13,5 
33 gga-let-7a 3293,2 10,7 70 gga-mir-9 111,7 9,6 
34 gga-mir-15c 3177,3 2,7 71 gga-mir-2188 47,1 5,2 

 

Tabla 10: muestra los 71 microRNA obtenidos, a partir de la secuenciación de los 
RNA de pequeño tamaño del tejido del interdígito, ordenados en relación a su nivel 
de expresión (RPM), en el estadio 29HH de desarrollo (día 6 posincubación).  

Los valores de las RPM son el resultado de dos análisis independientes. 

Los 71 microRNA presentes en la tabla, como se menciona en el texto, ostentan 
valores ≥750 RPM en al menos uno de los dos estadios seleccionados (ver también 
tabla 2).  
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Orden Nombre RPM % cambio 35 gga-mir-221 2376 1,75 
32HH microARN 32HH 32HHvs29HH 36 gga-mir-16 2277 1,43 
    37 gga-mir-17 2258 0,97 
1 gga-mir-181a 254280 3,19 38 gga-mir-106 2216 0,48 
2 gga-mir-10b 84990 1,93 39 gga-mir-19b 2146 1,39 
3 gga-mir-181b 58616 1,27 40 gga-mir-130a 1974 0.81 
4 gga-mir-30e 53041 1,35 41 gga-let-7c 1804 1,01 
5 gga-mir-30d 47993 1,48 42 gga-mir-214 1792 0,85 
6 gga-mir-454 47705 0,49 43 gga-let-20a 1779 1,05 
7 gga-mir-30a 37389 2,2 44 gga-mir-2964 1750 1,72 
8 gga-mir-148a 34377 1,56 45 gga-mir-9 1727 15,46 
9 gga-mir-199 27641 1,17 46 gga-mir-2954 1720 0,3 
10 gga-mir-146c 21193 2,48 47 gga-mir-138 1691 0,66 
11 gga-mir-92 20633 0,16 48 gga-mir-20b 1574 0,87 
12 gga-mir26a 18478 1,1 49 gga-mir-107 1519 1,85 
13 gga-mir-21 17356 2,81 50 gga-mir-455 1452 1,16 
14 gga-mir-205a 11792 0,44 51 gga-mir-130c 1412 1,11 
15 gga-mir-301a 11765 1,08 52 gga-let-7i 1234 0,98 
16 gga-mir-10a 9965 1,78 53 gga-mir-200a 1220 0,72 
17 gga-mir-103 8820 1,46 54 gga-mir-19a 1183 1,06 
18 gga-mir-30c 8360 0,32 55 gga-mir-429 1078 0,45 
19 gga-mir-22 8130 1,26 56 gga-mir-15c 1033 0,33 
20 gga-mir-301b 6882 2,03 57 gga-mir-218 988 1,15 
21 gga-mir-451 6164 25,07 58 gga-mir-203 971 4,61 
22 gga-mir-196 5431 0,51 59 gga-mir-144 900 5,12 
23 gga-mir-222a 5165 0,18 60 gga-mir-16c 879 1,3 
24 gga-mir-100 5056 1,32 61 gga-mir-2188 851 18,09 
25 gga-mir-205b 4680 0,40 62 gga-mir-153 832 1,98 
26 gga-mir-130b 4465 0,86 63 gga-let-7g 755 1,22 
27 gga-mir-126 3590 1,04 64 gga-mir-128 722 0,21 
28 gga-let-7f 3465 0,86 65 gga-mir-18a 651 0,84 
29 gga-mir-140 3304 2,31 66 gga-mir-27b 491 0,55 
30 gga-mir-125b 2895 0,83 67 gga-mir-30b 407 0,51 
31 gga-mir-101 2736 1,51 68 gga-mir-1456 353 0,15 
32 gga-mir-456 2725 0,41 69 gga-mir-18b 347 0,24 
33 gga-mir-99a 2638 2,75 70 gga-let-7j 236 0,26 
34 gga-let-7a 2473 0,75 71 gga-mir-460a 137 0,16 

 

Tabla 11: muestra los 71 microRNA obtenidos, a partir de la secuenciación de los 
RNA de pequeño tamaño del tejido del interdígito, ordenados en relación a su nivel 
de expresión (copias por millón, RPM), en el estadio 32HH de desarrollo (día 7,5 
posincubación). 
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Nombre 
microRNA 

 
RPM 29HH 

 
RPM 32HH 

 
% cambio 

Incremento 
expresión 

     
gga-mir-451 245,87 6164,04 2406,98 25,07 
gga-mir-2188 47,05 851,27 1709,2 18,09 
gga-mir-9 111,66 1726,60 1446,35 15,46 
gga-mir-144 175,82 900,43 412,12 5,12 
gga-mir-203 210,66 971,45 361,14 4,61 
gga-mir-181a 79730,62 254280,30 218,92 3,19 
gga-mir-21 6183,10 17355,59 180,69 2,81 
gga-mir-99a 960,39 2637,85 174,66 2,75 
gga-mir-146c 8536,91 21193,16 148,25 2,48 
gga-mir-140 1431,88 3303,67 130,72 2,31 
gga-mir-30a 16980,62 37389,09 120,19 2,2 
gga-mir-301b 3386,31 6881,89 103,23 2,03 
gga-mir-153 420,35 831,93 97,91 1,98 
gga-mir-10b 44018,66 84989,75 93,08 1,93 
gga-mir-107 821,45 1518,71 84,88 1,85 
gga-mir-10a 5608,09 9965,12 77,69 1,78 
gga-mir-221 1356,32 2375,5 75,14 1,75 
gga-mir-2964 1017,59 1750,2 71,99 1,72 
gga-mir-148a 22097,28 34376,77 55,57 1,56 
gga-mir-101 1808,72 2735,93 51,26 1,51 

 

Tabla 12: muestra los 20 microRNA que incrementan sus niveles de expresión 
durante la regresión del interdígito, ordenados según su índice de regulación.  

En la tabla podemos observar las copias (RPM) de cada microRNA según los 
estadios estudiados (29HH y 32HH), además del incremento del nivel de expresión 
descrito tanto en porcentaje como en múltiplo. 
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 Ruta KEGG Valor p Genes diana MicroRNA 
1 Biosíntesis de O-glicano tipo 

Mucina (gga00512) 
2,98 𝑒𝑒−0,8 Galnt7; Galnt3; 

C1galt1; Galnt1; 
Galnt12 

gga-miR-9;  
gga-miR-30a; 
gga-miR-181a; 
gga-miR-146c; 
gga-miR-148a; 
gga-miR-153; 

2 Uniones adherentes 
(gga04520) 

0,000904 Csnk2a2; Actn1; 
Snai1; Ctnna1; Nlk; 
Tcf712; Ssx2ip; Actn2; 
Mllt4; Chalk5; 
Map3k7; Iqgap1; 
Wasl; C-Met; Snai2 

gga-miR-181a; 
gga-miR-30a; 
gga-miR-153; 
gga-miR-10b; 
gga-miR-10a; 
gga-miR-203a; 
gga-miR-107; 
gga-miR-9-5p; 
gga-miR-2964 

3 Transporte de ARN (gga 
03013) 

0,015105 Elac2; Sumo2; 
Gemin2; Ube2i; 
Upf3b; Eif4e; Nup210-
201; Ncbp1; Ran; 
Xpo1; Fxr1; Nmd3; 
Nup153; Rpp40; 
Nup37; Strap; 
Ranbp2; Nupl1 

gga-miR-30a; 
gga-miR-10b; 
gga-miR-10a; 
gga-miR-148a; 
gga-miR-181a; 
gga-miR-153; 
gga-miR-451; 
gga-miR-9;  
gga-miR-144;  
gga-miR-2964; 
gga-miR-203a;  
gga-miR-107; 
gga-miR-2188 

4 Metabolismo de la cafeína 
(gga00232) 

0,048757 Xdh gga-miR-203a 

5 Metabolismo de los ácidos 
grasos (gga01212) 

0,048757 Cpt1a; Ptplb; Oxsm; 
Elovl5; Hadhb 

gga-miR-301b; 
gga-miR-181a; 
gga-miR-203a; 
gga-miR-30a; 
gga-miR-153 

6 Proteolisis mediada por 
ubiquitina (gga04120) 

0,048757 Ube2i; Iap3; Cul4b; 
Fbxw7; Herc3; Itch; 
Ube2d3; Nedd4I; 
Trim37; Skp1; Cul3; 
Cul2; Nedd4; Bric6; 
Ube2j1; Ube2n; 
Ube2w; Ube3a; Cul5 

gga-miR-30a; 
gga-miR-10b; 
gga-miR-10a; 
gga-miR-148a; 
gga-miR-2964; 
gga-miR-181a; 
gga-miR-203a; 
gga-miR-107; 
gga-miR-153; 
gga-miR-21; 
gga-miR-101; 
gga-miR-140 

 

Tabla 13. ruta KEGG. 
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 Ruta KEGG Valor p Genes diana MicroRNA 
1 Biosíntesis de O-glicano tipo 

Mucina (gga00512) 
2,27 𝑒𝑒−14 Thbs1; Col4a5; 

Col4a6; Col5a2; 
Col4a3; Tnr; Col1a2; 
Itga9; Lama3; Col4a1 

gga-let-7j;  
gga-miR-205a; 
gga-miR-106; 
gga-miR-15c; 
gga-miR-18b; 
gga-miR-205b; 
gga-miR-1456 

2 Uniones adherentes 
(gga04520) 

0,001093 Man1b1; Man2a1; 
St6gal1; Man1a2; 
Mgat4a; St6gal2 

gga-miR-106; 
gga-miR-30c; 
gga-miR-18b; 
gga-miR-92; 
gga-miR-2954;  

3 Transporte de ARN (gga 
03013) 

0,002942 Galnt7; Galnt3; 
Galnt1 

gga-miR-30c 

4 Metabolismo de la cafeína 
(gga00232) 

0,002942 Ctk-1; Csnk2a2; 
Snai1; Nlk; Cdc42; 
Ssx2ip; Ctnnb1; 
Chalk5; Wasf1; 
Map3k7; Ptprm; 
Iqgap1; Wasl 

gga-miR-18b; 
gga-miR-30c; 
gga-miR-15c; 
gga-miR-106;  
gga-miR-92; 
gga-let-7j; 
gga-miR-222a; 
gga-miR-205a; 
gga-miR-1456 

5 Metabolismo de los ácidos 
grasos (gga01212) 

0,013576 Smaurf2; Wwp2; 
Ube2i; Cul4b; Fbxw7; 
Itch; Ube2g1; Nedd4l; 
Trim37; Fbxo4; Cul2; 
Nedd4; Bric6; 
Ube2e1; Ube2j1; 
Ube2n; Ube2w; 
Tceb1; Herc2; Cul5 

gga-miR-460a; 
gga-miR-92; 
gga-miR-106; 
gga-miR-30c; 
gga-miR-1456; 
gga-miR-15c; 
gga-miR-456; 
gga-miR-454; 
gga-miR-205b; 
gga-miR-205a 

6 Proteolisis mediada por 
ubiquitina (gga04120) 

0,016154 Smurf2; Thbs1; 
Smad7a; BmpR-II; 
Fst; Bambi; Zfyve9; 
Chalk5; Smad6; Ifn-
Gamma; E2f5; Tfdp1  

gga-miR-15c; 
gga-miR-205a; 
gga-miR-106; 
gga-miR-30c; 
gga-miR-1456; 
gga-miR-92; 
gga-miR-18b; 
gga-let-7j 

 

Tabla 14. ruta KEGG. 
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Nombre 
microRNA 

 
RPM 29HH 

 
RPM 32HH 

 
% cambio 

Incremento 
expresión 

     
gga-mir-1456 2297,34 352,83 -84,64 0,15 
gga-mir-460a 854,05 137,33 -83,92 0,16 
gga-mir-92 127453,83 20633,25 -83,81 0,16 
gga-mir-222a 28508,99 5164,61 -81,88 0,18 
gga-mir-128 3432,42 722,34 -78,96 0,21 
gga-mir-18b 1446,38 347,19 -76 0,24 
gga-let-7j 909,01 235,98 -74,04 0,26 
gga-mir-2954 5706,82 1720,16 -69,86 0,3 
gga-mir-30c 25854,48 8360,42 -67,66 0,32 
gga-mir-15c 3177,28 1032,92 -67,49 0,33 
gga-mir-205b 11626,6 4680,44 -59,74 0,4 
gga-mir-456 6659,1 2724,88 -59,08 0,41 
gga-mir-205a 27106,55 11792,22 -56,5 0,44 
gga-mir-429 2390,11 1078,05 -54,9 0,45 
gga-mir-106 4572,27 2216,42 -51,52 0,48 
gga-mir-454 97778,63 47705,19 -51,21 0,49 

 

Tabla 15: muestra los 16 microRNA que reducen sus niveles de expresión durante 
la regresión del interdígito, ordenados según su índice de regulación. 

En la tabla podemos observar las copias (RPM) de cada microRNA según los 
estadios estudiados (29HH, 32HH) además del descenso en los niveles de 
expresión, expresados tanto en porcentaje como en múltiplo. 

 

2.2. Análisis de las secuencias no caracterizadas 

9 secuencias no caracterizadas de posibles microRNA (tabla 16), previamente 

incluídas en la base de datos ENSEMBL v. 74 genome assembly Galgal 4, 

muestran, en el interdígito, más de 750 copias por millón. Dos de estas secuencias 

(ENSGALG00000028371 y ENSGALG00000026492) no tienen relación con los 

microRNA conocidos. Las otras 7, aunque aún no han sido clasificadas, están 

secuencial y estructuralmente relacionadas con miR-143 

(ENSGALG00000028070), miR182 (ENSGALG00000027474), miR-19 

(ENSGALG00000028596); miR-363 (ENSGALG00000028707), miR-26 

(ENSGALG00000028051), mir-10 (ENSGALG00000027422), y miR-25 

(ENSGALG00000025998). Merece la pena destacar, que la expresión de la 

secuencia homóloga a miR-143 aumenta su nivel de expresión durante el curso de 

la regresión de manera notable. Este microRNA, en otras líneas celulares, tiene 

como diana génica Bcl2, implicado en la apoptosis (Liu Et al., 2012). 
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De forma similar, la expresión de la secuencia homóloga de miR-25 disminuye 

drásticamente durante el curso de la regresión. miR-25 en otros sistemas celulares 

protege frente al estrés oxidativo e inhibe la apoptosis (Li et al., 2014; Pan et al., 

2015). 

Secuencia 
ENSEMBL 

 
RPM 29HH 

 
% cambio 

 
RPM 32HH 

 
I.E. 

Posible 
microARN 

      
ENSGAL00000028070 2684 -1,4 9648 3,59 mir-143 
ENSGAL00000028371 1135,1 -23,3 2141 1,89 xxx 
ENSGAL00000027474 6184 1,2 10759 1,74 mir-182 
ENSGAL00000026592 2434,2 -26,3 2460 1,01 xxx 
ENSGAL00000028707 14070,3 4,1 10228 0,73 mir-363 
ENSGAL00000028051 49509,3 0,3 32094 0,65 mir-26 
ENSGAL00000028596 1166,5 -17,8 744 0,64 mir-19 
ENSGAL00000027422 5991,9 14,1 3779 0,63 mir-10 
ENSGAL00000025998 124907,8 6,8 28898 0,23 mir-25 

 

Tabla 16: muestra las secuencias de microRNA no identificadas que se expresan 
por encima de 750 RPM.  

En la segunda y cuarta columna se indican los valores de las RPM en los estadios 
29HH (media de las dos muestras secuenciadas en este estadio) y 32HH. La tercera 
muestra la diferencia en porcentaje que existe entre las dos muestras secuenciadas 
en el mismo estadio 29HH. La quinta, el cambio de expresión que se produce en el 
estadio 32HH con respecto al 29HH (momento de la muerte y antes de ella) 
expresados en múltiplo. La sexta, microRNA al que posiblemente pertenezca la 
secuencia sin identificar. 

 

2.3. Validación de la secuenciación de RNA 

Los datos obtenidos a partir de la secuenciación masiva de RNA se han corroborado 

mediante análisis complementarios por qPCR de 7 microRNA. Estos microRNA 

han sido seleccionados entre los que incrementan y los que disminuyen su nivel de 

expresión —según los datos de la secuenciación masiva—, validando tanto las 

cadenas -3p (3’) como las -5p (5’).  

La figura 19 muestra las medidas adquiridas por qPCR que confirman tanto el 

aumento de los niveles de expresión durante la remodelación del interdígito  de 

miR-451-5p (figura 19A), miR-144-5p (figura 19B), miR-21-5p (figura 19C), mir-

30a-5p (figura 19D), miR-146c-5p (figura 19E) y mir-181a-5p (figura 19G), como   

la disminución de la expresión de miR-92-3p (figura 19F). 
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En el caso de miR-181a, hay que resaltar el hecho de que tanto miR-181a-5p (figura 

19G), como miR181a-3p (figura 19H), mostraron un aumento de su expresión 

durante el proceso de muerte celular. Al comparar los niveles de expresión de la 

cadena -3p de miR-181a con respecto a la cadena -5p de miR-181a (figura 19I), 

encontramos que los niveles de miR-181a-5p eran mayores. Puestos en conjunto, 

estos datos confirman los resultados anteriores. Podemos observar también, de 

forma consecuente a lo observado en otros modelos tisulares, que las cadenas 3’ de 

estos microRNA son casi indetectables, excepto en los casos de miR-181a y miR-

92, sugiriendo una rápida degradación. 

Hemos podido comprobar, en el caso de miR-92, que la expresión de su cadena 5’ 

en el interdígito, de forma contraria a lo ocurrido con los otros microRNA, es 10−3 

veces más baja que la de su cadena 3’. 

La cadena 3’ de miR-181a (también conocida como miR-213) se encuentra 

fuertemente expresada en el interdígito (Figura 18 y tablas 10 y 11) y sus RPM 

aumentan durante el transcurso de la regresión tisular. Este microRNA pertenece a 

un grupo de microRNA que coordina mecanismos moleculares como respuesta al 

estrés ambiental, conocido con el nombre de miRStress (Jacobs et al., 2013). 

Otros microRNA presentes en la base de datos de miRStress que se expresan 

durante esta fase son: miR-181b, miR-21 y miR-106 (Jacobs et al., 2013); sin 

embargo, excepto miR-21, los otros microRNA o disminuyen su nivel de expresión 

o su incremento no es muy notable (miR-181b y miR-106), en comparación con 

otros microRNA 
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Figura 19: (A-I) muestra el análisis del nivel de expresión por qPCR de miR-451, 
miR-144, miR-21, miR-30a, miR146c, miR-92 y miR-181a.  

(A-E) Los datos confirman el aumento de la expresión de miR-451 (A), miR-144 
(B), miR-21(C), miR-30a (D), miR-146c ( E) y miR-181a (G-H) en el estadio 32HH 
(columnas rojas de la derecha), al compararlo con los niveles de expresión del 
estadio 29HH (columnas verdes de la izquierda).  

En el caso de miR-181a, ambas cadenas (miR-181a-5p y miR-181a-3p) exhiben 
una expresión elevada en el tejido del interdígito además de aumentar sus niveles 
de expresión durante el transcurso de la regresión tisular. En la gráfica (I) se 
muestra la comparación de los niveles de expresión de ambas cadenas de miR-181a 
en el estadio 32HH. (F) Los resultados obtenidos mediante qPCR, confirman la 
disminución de la expresión de miR-92 en el estadio 32HH (columna roja de la 
derecha) con respecto al estadio 29HH (columna verde de la izquierda). 
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2.3A. Diferencias dígito-interdígito en la regulación de la expresión de 

microRNA 

Para descartar que las diferencias en los niveles de expresión,  de los microRNA 

seleccionados, que aumentan su nivel de expresión en el transcurso de la 

remodelación tisular, son debidas a la maduración del tejido y no a consecuencia 

del proceso degenerativo, se han analizado por qPCR posibles cambios de 

expresión en los radios digitales (figura 20). 

De esta forma hemos podido observar que, al comparar los niveles de expresión en 

los dedos del estadio 32HH con el estadio 29HH, no se producen cambios 

significativos en ninguno de los microRNA seleccionados (figura 20). No obstante, 

sí pudimos apreciar un ligero aumento de la expresión en miR-181a, miR-451 y 

miR-144. A pesar de ello, no debe descartarse su implicación en el proceso de 

regresión tisular, ya que, del mismo modo que sucede en los otros microRNA, sus 

niveles de expresión en los radios digitales son más bajos que en los interdígitos 

(figura 20). Únicamente como excepción, respecto a los demás microRNA 

analizados por qPCR, mencionar que miR-146c muestra un nivel de expresión 

similar tanto en los radios digitales, como en el tejido del espacio interdigital en el 

estadio 32HH. Por lo tanto, en este caso, no puede descartarse que la función de 

este microRNA responda a funciones diferentes de la regresión interdigital. 

El análisis de miR-92-3p, en los radios digitales, no aportó datos concluyentes sobre 

su potencial implicación en el proceso regresivo, ya que, aunque su expresión en el 

radio digital en el estadio 32HH es superior a la del interdígito, se expresa a niveles 

bajos en los radios digitales, tanto en el estadio 32HH, como en el 29HH (figura 20 

y 21). 
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Figura 20: muestra los 
cambios de expresión, de 
los microRNA, al comparar 
los dedos del estadio 29HH 
con los del 32HH. Como 
podemos observar, no se 
producen cambios 
significativos. La línea de 
puntos muestra el nivel de 
expresión del microRNA 
corresondiente en el 
estadio 29HH, mientras 
que las barras lo hacen 
para el estadio 32HH. 

 

 

Figura 21: muestra los 
cambios de expresión al 
comparar los niveles de 
los microRNA, 
seleccionados para 
validar la secuenciación, 
en dedos e interdígitos en 
el estadio 32HH. 

 Así pues, podemos 
observar que miR-21, 
miR-451, miR-144, mir-
30a disminuyen de forma 
muy significativa 
(p≤0,01), siendo miR-
181a el que disminuye de 
forma más acusada 
(p≤0,001). De forma contraria a lo que ocurre con todos estos microRNA, que 
aumentan su expresión en el interdígito, miR-146c no muestra cambios 
significativos. Podemos ver también que miR-92, seleccionado por disminuir su 
expresión durante el proceso de regresión tisular, aumenta ligeramente su 
expresión. La línea de puntos muestra el nivel de expresión del microRNA 
corresondiente en el estadio 29HH, mientras que las barras lo hacen para el 
estadio 32HH 
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2.3B. Regulación de la expresión de microRNA en las membranas 
interdigitales del pato  

Con el fin de establecer una relación más estrecha entre la regulación de la 

expresión de microRNA y la degeneración del tejido interdigital, hemos analizado 

por qPCR la evolución de la expresión de los microRNA seleccionados que 

aumentan su nivel de expresión en el transcurso de la remodelación tisular en el 

pollo, en el tercer interdígito de la pata de embriones de pato. 

Como paso previo, se ha tratado de caracterizar el proceso degenerativo presente 

en el tejido del tercer espacio interdigital del pato. Tal como podemos observar en 

la figura 22, entre los días 7,5 y 8 PI, el autopodio de pato muestra los radios 

digitales de todos los dedos separados por los espacios interdigitales 

correspondientes. Estos últimos, carecen de células degeneradas, detectables 

mediante tinción vital con rojo neutro (periodo pre-apoptótico; figura 22A). Entre 

los días 10 ½ y 10 ¾ la muerte interdigital adquiere máxima intensidad en la tercera 

membrana interdigital (periodo apoptótico; figura 22B y 22C). En ella se distingue 

una región distal, en la que la muerte es masiva, y una región proximal, donde la 

muerte es abundante aunque no tan intensa como ocurre en el embrión de pollo. 

Esta zona, donde podemos apreciar muerte masiva (figura 22B*), esculpe la punta 

de los dedos, eliminando el tejido interdigital situado entre las falanges distales de 

los dedos 3 y 4. A partir del día 11 de desarrollo, la membrana interdigital adquiere 

su morfología final y carece de células muertas (periodo posapoptótico; figura 

22D). 

En base a la secuencia degenerativa descrita, en nuestro estudio seleccionamos la 

membrana interdigital presente en los días 7,5 y 8 para establecer el patrón de 

expresión de microRNA antes del proceso degenerativo. La membrana interdigital 

de patos comprendidos entre los estadios de 10 ½ y 10 ¾ se seleccionó como 

periodo de máxima muerte interdigital. Finalmente, la membrana interdigital de 

embriones de pato, comprendidos entre los días 11 y 11, ½ de incubación se eligió 

para establecer el patrón de expresión una vez pasado el periodo degenerativo. 
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Tal como representan las gráficas de la figura 23, los niveles de expresión de miR-

21, miR-181a, y miR-30a durante el transcurso de los estadios, muestran una 

secuencia en su regulación consistente con una implicación positiva de estos 

microRNA en el proceso degenerativo. miR-451 incrementa significativamente 

(p≤0,05) su expresión en el periodo de degeneración, y transcurrido este, sus 

niveles de expresión caen, aunque estos se mantienen relativamente altos. La 

expresión de miR-144 disminuye significativamente (p≤0,05) una vez pasado el 

proceso degenerativo, pero su expresión no se incrementa en el periodo de máxima 

degeneración. 

De la misma forma que ocurre con la ausencia de regulación diferencial entre dedos 

e interdígitos apreciado en las patas de pollo los niveles de expresión de miR-146c 

no parecen correlacionarse con el proceso degenerativo, ya que, aunque su 

expresión se incrementa de forma muy significativa (p≤0,001) en el periodo 

apoptótico, en la fase posapoptótica no se aprecia la disminución de su nivel de 

expresión. 

La expresión de miR-92 sufre una disminución muy significativa (p≤0,01) en sus 

niveles de expresión durante el proceso de remodelación tisular, y sus niveles de 

expresión siguen disminuyendo de la misma manera una vez concluido el proceso 

degenerativo. 
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Figura 22: muestra autopodios de embriones de pato (Anas platyrhynchos) a 
diferentes días PI, teñidos con rojo neutro. 

A. Estadio pre-apoptótico (7,5-8días PI) del autopodio de embrión de pato. No 
se observa tinción positiva (muerte celular) en el interdígito (área 
comprendida entre las líneas negras). 

B. Estadio apoptótico (10’5 10’75 días PI) del autopodio de embrión de pato. 
Se puede apreciar un marcaje rojo intenso granulado, propio de la tinción 
positiva, de las células apoptóticas, dentro del área delimitada. 
(*) Aumento de la zona positiva a la tinción de la imagen B para poder 
apreciar con más detalle el área donde se produce la muerte celular. 

C. Final del estadio apoptótico (11 días PI) del autopodio de embrión de pato. 
Aún podemos observar, dentro del área delimitada, marcaje positivo, 
además de ser evidente el efecto modelador que ha producido la muerte 
celular. 

D. Estadio posapoptótico (11,5 días PI) del autopodio de embrión de pato. El 
autopodio ha finalizado su proceso de remodelación. 
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Figura 23: muestra los niveles de expresión, de los microRNA seleccionados, en el 
pato (Anas platyrhynchos) en los estadíos pre-apoptótico, apoptótico  y 
posapoptótico. 

Como podemos apreciar, miR-21 aumenta muy significativamente (p≤0,01) al 
comparar el estadio apoptótico en relación al pre-apoptótico (*), y cae de la misma 
manera al comparar el estadio posapoptótico con el apoptótico (#). 

miR-451 aumenta significativamente (p≤0,05) al comparar el estadio apoptótico 
en relación al pre-apoptótico (*), y cae de la misma manera al comparar el estadio 
pos-apoptótico con el apoptótico (#). 

miR-144 no muestra cambios significativos al comparar el estadio apoptótico en 
relación al pre-apoptótico (*), y cae significativamente (p≤0,05) al comparar el 
estadio posapoptótico con el apoptótico (#). 

miR-30a aumenta muy significativamente (p≤0,001) al comparar el estadio 
apoptótico en relación al pre-apoptótico (*), y cae muy significativamente (p≤0,01) 
al comparar el estadio posapoptótico con el apoptótico (#). 

miR-181a aumenta significativamente (p≤0,05) al comparar el estadio apoptótico 
en relación al pre-apoptótico (*), y cae muy significativamente (p≤0,01) al 
comparar el estadio posapoptótico con el apoptótico (#). 

miR-146c aumenta muy significativamente (p≤0,001) al comparar el estadio 
apoptótico en relación al pre-apoptótico (*), aunque no muestra cambios 
significativos al comparar el estadio posapoptótico con el apoptótico (#). 

miR-92 cae muy significativamente (p≤0,01) en ambas comparaciones(*)(#). 
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3. ANÁLISIS FUNCIONAL DE miR-451 Y DE miR-21 

Se han seleccionado dos microRNA, miR-451 y miR-21, con elevada expresión en 

el tejido y regulados positivamente en el transcurso de la remodelación tisular, con 

el objetivo de dar soporte funcional a nuestras observaciones.  

Este apartado del estudio se ha abordado desde tres enfoques diferentes: en primer 

lugar, se ha realizado un análisis por citometría de flujo para determinar —a partir 

de la electroporación de las células con los pre-miR de ambos microRNA—, el 

patrón de ciclo celular y la intensidad de la muerte celular en células interdigitales 

disociadas en cultivos de 24 y 48 horas en condiciones de baja densidad (monocapa; 

figura 24).  

En segundo lugar, a las 48 horas de cultivo, se ha determinado, en cultivos 

realizados según la misma técnica, el patrón de regulación de un panel de genes 

(figuras 25 y 26) involucrados en las siguientes funciones: diferenciación de los 

progenitores esqueléticos (Sox9, Col2a, y Scleraxis); regulación de la muerte 

celular (Bcl-2 y Bak); elementos del SASP (del inglés senescence-associated 

secretory phenotype) incluyendo, factores de crecimiento con un papel funcional 

en el destino de los progenitores del esbozo de extremidad (IGF-1; TGFβ2; GDF5; 

FGF10; BMP2; BMP7; Lorda-Diez et al., 2015a) y genes supresores tumorales 

involucrados en la regresión del interdígito (Btg1 y Btg2; Lorda-Diez et al., 2016).  

La sobre-expresión del microRNA —de todas las muestras analizadas—, se ha 

confirmado por qPCR y los valores se han comparado con las células electroporadas 

con el control negativo (HMC0002; Sigma). Seleccionamos, únicamente, las 

muestras en las que la sobre-expresión del microRNA ha sido ≥100 veces. El 

propósito de esta selección ha sido la de determinar los patrones de regulación 

génica de ambos microRNA (figuras 25 y 26). En el caso de miR-21 estos 

experimentos se han complementado con una aproximación de perdida de función 

transfectando LNA-anti-miR-21 (figura 27).  

Finalmente, en un intento por averiguar las rutas moleculares a las que podrían estar 

asociados funcionalmente los microRNA elegidos, realizamos un análisis 

transcriptómico de los cultivos tras diferentes tratamientos con factores de los que 

conocemos su implicación en la remodelación del interdígito. Los factores incluidos 
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son: H2O2 para incrementar el estrés oxidativo; BMP2 y Noggina como reguladores 

de la muerte y diferenciación a cartílago; TGFβ3 como modulador de la señal de 

BMP (Montero et al., 2008) y FGF2, como señal característica y necesaria para 

mantener a las células indiferenciadas y proliferantes (figura 28 y 29). 

 

3.1. Análisis por citometría de flujo 

Se ha observado —al realizar varios análisis por citometría de flujo—, que no 

existen cambios significativos en el patrón del ciclo celular tras la electroporación 

de pre-miR-451 ni pre-miR-21, mientras que la intensidad de muerte celular, 

detectada mediante este procedimiento, muestra un incremento medio del 275% 48 

horas después de la electroporación de pre-miR-451 y un incremento medio del 

163%  48 horas tras la electroporación de pre-miR-21 (Figura 24).  

 

 

Figura 24: ilustra el incremento de muerte en 
las células mesenquimales de la extremidad 
del embrión de pollo en cultivos de 48h. 

Los resultados se han obtenido a través de 
análisis por citometría de flujo de las células 
electroporadas con un control negativo 
(columna verde de la izquierda), premiR-451 
(columna roja central) y premiR-21 (columna 
azul de la derecha).  
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3.2. Patrón de regulación génica de los microRNA seleccionados 

En el caso de la sobre-expresión de miR-451 —como se observa en la figura 25—, 

cabe destacar una caída moderada de Sox9, un factor de transcripción fundamental 

en la condrogénesis y cuyo silenciamiento promueve la apoptosis en los 

progenitores esqueléticos (Akiyama et al., 2002). Igualmente destaca el incremento 

de IGF1 que es un marcador tentativo del SASP (Lorda-Diez et al., 2015a; Lorda-

Diez et al., 2015b). Otras regulaciones parecen menos relevantes, como por ejemplo 

Col2a1, que aparece regulado negativamente, hecho que concuerda con la caída de 

Sox9. Otro factor regulado negativamente fue Tgfβ2. 

El análisis transcriptómico tras sobre-expresar miR-21 —como se ve reflejado en 

la figura 26—, muestra una caída significativa de Bcl2, un gen inhibidor de la 

apoptosis que se regula negativamente durante la regresión del tejido en el espacio 

interdigital presente en la etapa embrionaria (Novack and Korsmeyer, 1994), 

igualmente, Sox9 y TGFβ2 aparecen regulados negativamente. Como se ha 

especificado anteriormente, Sox9 es imprescindible para la supervivencia de los 

progenitores esqueléticos (Akiyama et al., 2002), mientras que TGFβ2 juega un 

papel importante en el desarrollo de los dedos y su aplicación en el interdígito inhibe 

inicialmente la muerte celular promoviendo —en periodos más largos—, la 

formación de un dedo ectópico (Ganan et al., 1996),. Al igual que con miR-451, 

IGF-1 apareció intensamente sobre-expresado. 

El efecto negativo sobre los genes a consecuencia de la sobre-expresión de miR-21, 

en relación con la expresión de Bcl2,  Sox9 y Tgfβ2 ha tratado de confirmarse a 

partir de experimentos de perdida de función. Con este propósito, se han 

electroporado los progenitores con LNA-anti-miR-21, obteniendo una reducción de 

0.3x en la expresión de miR-21 respecto a los controles electroporados con la 

construcción control “mismatch-inhibitor”. En los cuatro experimentos realizados, 

Bcl2 aparece moderadamente elevado, alcanzando una media de 1,37x. De igual 

modo, Sox9 alcanza niveles medios de 2,29x y Tgfβ2 que alcanza niveles medios 

de expresión de 2,51x, tal como ilustra la figura 27. 
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Figura 25: muestra el comportamiento mostrado por los diferentes genes testados 
al sobre-expresar miR-451 a partir de la electroporación, en las células 
mesenquimales del autopodio del embrión de pollo, de Pre-miR-451. 

En color rojo podemos observar las regulaciones génicas más significativas 
producidas al sobre-expresar miR-451. Podemos comprobar, como aumenta 
significativamente la expresión de IGF1 (p< 0,05) y disminuye de forma muy 
significativa Col2a (p<0,001) en relación con los cultivos control (línea 
discontinua). 

En color verde están representadas las regulaciones que no obtuvieron 
significación estadística al sobre-expresar miR-451, en relación con los cultivos 
control.  

El nivel de expresión de cada gen en los cultivos electroporados con el control 
negativo, se ha utilizado como calibrador (línea discontinua). 
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Figura 26: muestra el comportamiento mostrado por los diferentes genes testados 
al sobre-expresar miR-21 a partir de la electroporación, en las células 
mesenquimales del autopodio del embrión de pollo, de Pre-miR-21. 

En color rojo podemos observar las regulaciones génicas más significativas 
producidas al sobre-expresar miR-21. Podemos comprobar, como aumenta, de 
forma significativa, la expresión de IGF1 (p<0,05) y disminuye de forma muy 
significativa la expresión de TGFβ2 (p<0,01), significativa Sox9 (p<0,05) y muy 
significativa Bcl2 (p<0,01), en relación con los cultivos control (línea discontinua). 

En color verde están representadas las regulaciones que no obtuvieron 
significación estadística al sobre-expresar miR-451, en relación con los cultivos 
control.  

El nivel de expresión de cada gen en los cultivos electroporados con el control 
negativo, se ha utilizado como calibrador (línea discontinua). 
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Figura 27: muestra la confirmación del efecto negativo, que ha producido la sobre-
expresión de miR-21, en los genes Bcl2, Sox9 y Tgfβ2. Dicha confirmación se ha 
obtenido a partir de experimentos de pérdida de función realizados con 
progenitores celulares electroporados con LNA-anti-miR-21. 

La gráfica A muestra los cambios en la expresión génica de Bcl2, comparando los 
resultados de ganancia de función de miR-21 (explicados anteriormente) con los 
de pérdida de función de este mismo microRNA. Las células electroporadas con el 
anti-miR LNA-anti-miR-21(barra azul), que han reducido la expresión de miR-21, 
muestran un aumento significativo (p<0,05) del nivel de expresión del gen Bcl2 
respecto al cultivo control (barra verde, utilizado como calibrador) y un aumento 
muy significativo (p<0,001) respecto a las células que han sobre-expresado miR-
21. 

La gráfica B muestra los cambios en la expresión génica del gen Sox9, comparando 
los resultados de ganancia de función de miR-21 (explicados anteriormente) con 
los de pérdida de función de este mismo microRNA. Las células electroporadas con 
el anti-miR LNA-anti-miR-21(barra azul), que han reducido la expresión de miR-
21, muestran un aumento significativo (p<0,05) del nivel de expresión del gen Sox9 
respecto al cultivo control (barra verde, utilizado como calibrador) y un aumento 
muy significativo (p<0,01) respecto a las células que han sobre-expresado miR-21. 

La gráfica C muestra los cambios en la expresión génica del gen TGFβ2, 
comparando los resultados de ganancia de función de miR-21 (explicados 
anteriormente) con los de pérdida de función de este mismo microRNA. Las células 
electroporadas con el anti-miR LNA-anti-miR-21(barra azul), que han reducido la 
expresión de miR-21, muestran aumentos significativos (p<0,05) del nivel de 
expresión del gen TGFβ2 respecto al cultivo control (barra verde, utilizado como 
calibrador) y a las células que han sobre-expresado miR-21. 

 

A) B) 

 

C) 
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3.3. Regulación de miR-21 y miR-451 en los cultivos celulares tras diferentes 

tratamientos  

Como mostramos en las figuras 28 y 29, en lo referente a la regulación de la 

expresión de miR-451 y de miR-21 tras diferentes tratamientos en cultivos 

celulares, hemos podido observar que ambos aumentan su expresión en cultivos 

tratados con H2O2 a una concentración de 0.4 µM. Este resultado concuerda con la 

implicación de miR-21 en procesos de inflamación y estrés oxidativo. 

Los tratamientos con BMP2 no han modificado significativamente ninguno de los 

dos microRNA; sin embargo Noggina muestra un efecto positivo sobre la expresión 

de miR-451, lo que podría sugerir que otro de los BMPs expresados en el interdígito 

fuese más eficiente estimulando la señalización por Smad1/5/8.  

Los tratamientos con TGFβ3 causaron una intensa regulación de miR-21 y 

moderada de miR-451. 

Finalmente FGF2 dio lugar a la regulación positiva de miR-21 pero no de miR-451 

y de forma similar sucedió con SIS3, aunque la regulación positiva de miR-21 no 

resultó ser significativa estadísticamente. 
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Figura 28: muestra la regulación de miR-451 a consecuencia de los diferentes 
tratamientos realizados, en los cultivos de micromasas.  

Tal como podemos observar, H202, Noggina y TGFβ3 han producido regulaciones 
significativas (p<0,05) sobre miR-451, mientras que los tratamientos con BMP2, 
SIS3, IGF1 y FGF2 no han producido cambios significativos en los niveles de 
expresión de miR-451 (barras verdes). 

El nivel de expresión de cada gen, en los cultivos sin tratar (cultivos control), se ha 
utilizado como calibrador (línea discontinua). 
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Figura 29: muestra la regulación de miR-21-5p a consecuencia de los diferentes 
tratamientos realizados, en los cultivos de micromasas.  

Tal como podemos observar, H202, TGFβ3 y FGF2 han producido regulaciones 
significativas (p<0,05) sobre miR-21, mientras que los tratamientos con BMP2, 
Noggin, SIS3 y IGF1 no han producido cambios significativos en los niveles de 
expresión de miR-21 (barras verdes). 

El nivel de expresión de cada gen en los cultivos sin tratar (cultivos control), se ha 
utilizado como calibrador (línea discontinua). 
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Los microRNA constituyen un importante mecanismo epigenético de gran 

eficiencia en el control de numerosos procesos biológicos. Algunos microRNA 

están involucrados en el desarrollo de la extremidad (Carraco et al., 2014; Celli et 

al., 2003; Darnell et al., 2006; de Pontual et al., 2011; Hornstein et al., 2005; Huang 

et al., 2015; Kim et al., 2010; Lancman et al., 2005; Penzkofer et al., 2014; 

Penzkofer et al., 2014; Song et al., 2011; Song et al., 2013; Zhang et al., 2011), 

aunque actualmente, el conocimiento sobre el papel que desempeñan en su 

morfogénesis es limitado.  

En la presente Tesis hemos tratado de encontrar evidencias sobre la implicación, de 

los microRNA, en los eventos que conducen a eliminación del tejido presente en el 

espacio interdigital durante la morfogénesis de los dedos. Numerosos trabajos, 

realizados en modelos tumorales, han demostrado la participación de estas 

moléculas en la regulación de la muerte celular (Chen et al., 2014)  

La regresión del tejido del espacio interdigital durante la etapa embrionaria, es uno 

de los ejemplos más característicos de muerte celular programada. Participa en el 

esculpido de la forma de los dedos, además, la intensidad de este proceso, es 

responsable de la existencia de una amplia diversidad en la morfología de los dedos. 

Ejemplos de esta diversidad morfogenética son: el desarrollo de las extremidades 

anteriores en los murciélagos (Weatherbee et al., 2006), la conservación de 

membranas interdigitales más o menos amplias en aves acuáticas (Hurle y Climent, 

1987;Hurle et al., 1996), en mamíferos nadadores (Bejder y Hall, 2002) y también 

la extraordinaria variedad de morfologías del autopodio que caracterizan a algunos 

reptiles (tortuga o el camaleón; Diaz y Trainor, 2015) y anfibios (Shimizu-

Nishikawa et al., 2012).  

En contra de las interpretaciones más simples, que consideran la eliminación del 

tejido del interdígito como un proceso de apoptosis en masa, desde el punto de vista 

estructural, esta incluye: la eliminación de las células progenitoras esqueléticas 

situadas en los interdígitos, la degradación de la matriz extracelular (Debeer et al., 

2002; McCulloch et al., 2009) y la eliminación de los vasos sanguíneos y del 

epitelio ectodérmico que recubre la extremidad (Hurle et al., 1985; Hurle y Ganan, 

1986).  
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En lo que concierne al mecanismo por el cual se eliminan las células, éste no solo 

incluye lo que podíamos denominar “apoptosis canónica”, regulada por la vía 

intrínseca de muerte celular y ejecutada por caspasas (vía mitocondrial; Zuzarte-

Luis y Hurle, 2005; Zuzarte-Luis et al., 2006), en el proceso también participan una 

multitud de rutas degradativas moleculares, incluyendo: daño precoz del DNA 

(Montero et al., 2016), activación lisosomal (Montero et al., 2010; Zuzarte-Luis et 

al., 2007; Zuzarte-Luis et al., 2007), autofagia (Montero et al., 2010), inhibición de 

la proliferación celular (Becic et al., 2016; Kawakami et al., 2003; Montero et al., 

2001; Toné et al., 1988), senescencia celular (Lorda-Diez et al., 2015a; Lorda-Diez 

et al., 2015b), eliminación por fagocitosis de las células muertas (Wood et al., 2000) 

y muy posiblemente otros procesos como la necrosis o la activación de la ruta 

extrínseca de muerte celular (Svandova et al., 2016).  

Estos aspectos apuntan a que la participación de los microARN es compleja, 

pudiendo ser total o parcialmente responsables de alguno o todos los fenómenos 

degenerativos descritos anteriormente. Esta hipótesis, concuerda con el gran 

número de microRNA regulados durante la desaparición del tejido del interdígito 

observado en este estudio.  

El análisis comparativo de los microRNA expresados en el interdígito del embrión 

de pollo al inicio y en el punto de máxima degradación, mediante secuenciación 

masiva, nos ha permitido identificar cientos de microRNA expresados 

diferencialmente en ambos periodos. Sin embargo, la complejidad derivada del 

enorme número de microRNA y, dado que en la regresión participan el mesénquima 

indiferenciado de los interdígitos junto a otros componentes tisulares 

cuantitativamente minoritarios, como los vasos sanguíneos y el ectodermo, se ha 

restringido el análisis a los más abundantes. Por ello, se ha establecido un corte que 

elimine los microRNA en los que el número de transcritos no exceda de 750 por 

millón, asumiendo el riesgo de que este hecho, podría hacer que se pierda la 

identificación de algún microRNA del mesénquima interdigital en el proceso. No 

obstante, se ha considerado, que la población mayoritaria de células son los 

progenitores interdigitales, que por otro lado, son los que se desean analizar en este 

trabajo.  
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El primer aspecto que resalta de los resultados es el gran número de microRNA 

expresados en el tejido, a pesar de que en el estadio 32 HH presenta elevados niveles 

de degradación, incluyendo acidificación del pH extracelular (Montero et al., 2010). 

Sería razonable, asumir que, al igual que ocurre en los microRNA presentes en 

líquidos circulantes, los microRNA en el interdígito estén de alguna manera 

protegidos para evitar su degradación, como por ejemplo, mediante la liberación de 

exosomas por las células en curso de degradación, que a su vez, podría ser un 

mecanismo de distribución de microRNA hacia las células vecinas, ya que de otra 

manera no tendría sentido una transcripción tan amplia y variada. En el proceso de 

maduración de los folículos ováricos, se ha visto que así se regulan genes como 

ACR1 e ID2, que además, participan en la diferenciación de los tejidos del 

autopodio (da Silveira et al., 2012; da Silveira et al., 2014).  

Una interpretación adecuada de nuestros datos implica descartar que su regulación 

no esté asociada a la regresión del interdígito, sino a la maduración del tejido. Una 

vez clarificado este aspecto, es necesario considerar en primer lugar, la gran 

variedad de procesos celulares que ocurren durante la degradación del interdígito 

(descritos anteriormente) y, en segundo lugar, que la participación puede ser tanto 

directa —inhibiendo la acción de los RNA mensajeros—, como de forma indirecta 

—haciendo que a través de la inducción y/o inhibición de la diferenciación y/o 

proliferación celular, puedan hacer a las células más o menos sensibles a señales 

directas de muerte celular, senescencia o fagocitosis—. 

La confirmación de las regulaciones, previamente detectadas por secuenciación, se 

ha corroborado por q-PCR. Se ha observado, que estos microRNA se expresan 

preferentemente en el interdígito, ya que su nivel de expresión en los radios 

digitales es menor.  

Finalmente, los datos obtenidos a partir del análisis de la regulación de microRNA 

observada en las muestras de interdígito de pato (Anas platyrhynchos), durante los 

periodos pre-apoptótico, apoptótico y posapoptótico, apoyan la implicación de los 

microRNA regulados en el proceso de remodelación del tejido presente en el 

interdígito. 
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1. MICRORNA REGULADOS POSITIVAMENTE DURANTE LA 

REGRESIÓN DEL TEJIDO 

Mediante el análisis bioinformático empleando el programa DIANA-miRPath v3.0 

(Vlachos et al., 2015; Vlachos y Hatzigeorgiou, 2017), destaca la posible 

convergencia funcional de los microRNA regulados positivamente en la adhesión 

celular, incluyendo los microRNA, miR-181a, miR-30a, miR-153, miR-10b, miR-

10a, miR-203a, miR-107, miR-9, y el miR-2964. Merece la pena destacar que uno 

de los mecanismos de muerte propuestos para la regresión interdigital es la anoikis 

(Diaz-Mendoza et al., 2013), un proceso degradativo producto de la pérdida de 

anclaje de la célula a la matriz extracelular (Frisch y Ruoslahti, 1997;Frisch and 

Screaton, 2001). El papel de los microRNA modulando las propiedades adhesivas 

y por lo tanto invasivas en modelos tumorales está sobradamente reportado (Cao et 

al., 2016; McCubrey et al., 2016).  

Otra de las rutas identificadas mediante DIANA-miRPath v3.0 es la proteólisis 

mediada por ubiquitinación, incluyendo en esta ruta: miR-181a, miR-30a, miR-153, 

miR-10b, miR-10a, miR-148a, miR-203a, miR-107, miR-21, miR-101, miR-140, y 

el miR-2964. Esta ruta es responsable de la degradación selectiva de proteínas de 

vida corta necesarias para mantener algunas funciones celulares. Se activa para 

inhibir la apoptosis debida a la acumulación de proteínas anormales o innecesarias 

para la célula. En algunos sistemas está funcionalmente asociada con la autofagia 

(Guo et al., 2017), aunque su participación directa en la muerte celular embrionaria 

aún requiere ser mejor caracterizada, la ruta de ubiquitinación podría activarse en 

asociación a un proceso precoz de daño y reparación del DNA que precede a la 

apoptosis (Montero et al., 2016).  

Otras posibles rutas identificadas por el programa DIANA-miRPath v3.0 son el 

metabolismo de ácidos grasos, el transporte de RNA y la síntesis de proteoglicanos. 

La implicación de estas rutas como iniciadoras de la muerte celular, han sido 

mencionadas en estudios de la regulación de la muerte por secuenciación (Wan et 

al., 2016), pero su papel en los procesos degenerativos requiere ser confirmado.  

Desde el punto vista bibliográfico, algunos de los microRNA regulados 

positivamente durante la regresión, merecen una discusión más detallada en 

relación a diversas publicaciones recientes. Varios microRNA, que presentan una 
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expresión elevada en el tejido del interdígito, se han relacionado con procesos 

apoptóticos tanto, en modelos de células tumorales como, en células diferenciadas, 

actuando sobre miembros antiapoptóticos de la familia Bcl2 (Huang et al., 2015; Li 

et al., 2016a; Ouyang et al., 2012). Destacan en este sentido, miR-181 y miR-30, 

que, además son los microRNA con expresión más abundante en el interdígito. 

Se ha comprobado también que TGFβ promueve la expresión de miR-181a en 

células tumorales de mama, favoreciendo el crecimiento en forma de microesferas 

no adherentes (Wang et al., 2011). Estos mismos autores han observado que una 

diana directa de miR-181a es la serina/treonina kinasa ATM (siglas del inglés 

Atasia Telangilectasia Mutated), un conocido agente antitumorígeno involucrado 

en la reparación del daño en el DNA (Kastan y Lim, 2000). Curiosamente en 

nuestro modelo, las células interdigitales son eliminadas incluso por procesos 

independientes de caspasas tras el fracaso en la reparación del daño del DNA en 

procesos dependientes de ATM (Montero et al., 2016). En células de cáncer 

colorectal, mir-148a promueve apoptosis silenciando postranscripcionalmente Bcl2 

y generando la activación de la vía intrínseca de muerte celular (Zhang et al., 2011). 

No obstante, miR-148a, que también está expresado y regulado positivamente a 

niveles altos en el modelo utilizado, tiene como dianas, en otros tejidos, genes 

implicados tanto de la vía intrínseca como la extrínseca (Joshi et al., 2015; Liu et 

al., 2015). En este estudio se ha detectado —tal como se discute más adelante—, la 

regulación negativa de Bcl2 al sobre-expresar miR-21 que se correlaciona con la 

regulación positiva al electroporar anti-miR-21. 

Las características de la secuencia ENSGALG0000002870 —que está regulada casi 

4 veces durante la regresión—, nos permite asumir que se trata del miR-143 

(identificado en otras especies) un microRNA con importante función 

proapoptótica, en diversos tumores (Ma et al., 2017).   

miR-451 y miR-144, de este mismo modo, actúan conjuntamente promoviendo 

apoptosis en células tumorales (Pan et al., 2013). El papel de miR-451, no obstante, 

será discutido más adelante, ya que es uno de los microRNA elegidos en esta Tesis 

para realizar una aproximación funcional.  

Dentro de los microRNA regulados positivamente, hay que resaltar algunos de ellos 

cuya función, en otros sistemas, se ha asociado a la inflamación y senescencia 
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celular, como por ejemplo, miR-21 y miR-146c (Olivieri et al., 2015). No obstante, 

este último no muestra diferencias dígito-interdígito que sustenten su implicación 

en la diferenciación. 

Varios grupos investigadores —incluido el nuestro—, han demostrado, que la 

senescencia celular ocupa un lugar importante en la regresión de los interdigitos 

(Lorda-Diez et al., 2015a; Lorda-Diez et al., 2015b). Durante este proceso se 

detiene la proliferación y las células elaboran una serie de productos conocidos 

como el secretoma asociado a senescencia (SAS) que refuerza las señales 

responsables de la regresión del tejido. 

miRNA-99a, otro de los microRNA regulado positivamente durante la regresión, 

pero expresado a niveles bajos en el tejido interdigital, participa en modelos 

tumorales como un factor antiproliferante presentando como diana ILGFR1, mTOR 

o Akt (Li et al., 2016b; Xia et al., 2016); además, también regula factores 

involucrados en la vía extrínseca de muerte, la respuesta inflamatoria y la respuesta 

ante el estrés oxidativo (Sun et al., 2016a; Xing y Ren, 2016). Podría por tanto 

considerarse a este grupo de microRNA como componentes del SAS. 

Algunos de los microRNA regulados positivamente podrían estar involucrados en 

fenómenos asociados a la regresión, aunque no directamente implicados en el 

proceso degenerativo. Así, miR-2188, aparece extraordinariamente regulado en el 

curso de la degeneración, pero el número de transcritos presentes es mínimo. Por 

ello, puede suponerse que, atendiendo a su función angiogénica en otros sistemas 

(Soares et al., 2012), en el interdígito pueda estar implicado en la diferenciación y/o 

degeneración de los vasos. 

 

2. MICRORNA REGULADOS NEGATIVAMENTE DURANTE LA 

REGRESIÓN DEL TEJIDO 

El análisis bioinformático empleando el programa DIANA-miRPath v3.0 (Vlachos 

et al., 2015; Vlachos y Hatzigeorgiou, 2017), sugiere que la funcionalidad de los 

miRNA regulados negativamente, podrían incidir en las mismas rutas que los 

regulados positivamente —aunque sus dianas sean diferentes (ver tablas 13 y 14) 

—, como por ejemplo, la identificación de factores implicados en las interacciones 

entre células y matriz extracelular de posible participación en procesos de anoikis. 
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Es reseñable, en este sentido, que miR-30c, a diferencia de otros microARN de la 

familia miR-30, promueve la proliferación celular (Sun et al., 2016b) e inhibe la 

anoikis (Moreno-Mateos et al., 2013). 

Por otro lado, varios de los miRNAs regulados negativamente parecen afectar la 

señalización mediada por la superfamília TGFβ —este último aspecto se discutirá 

más adelante—.  

Muchos de los microRNA regulados negativamente, se expresan a niveles 

relativamente bajos. Sin embargo, dentro de este grupo de microRNA algunos 

como, miR-222a, miR-205, miR-92, miR-454 y miR-30c, destacan por su alto nivel 

de expresión. De todos ellos, es especialmente significativa la presencia de miR-

92. Este es uno de los pocos, cuya pérdida de función genera un fenotipo en las 

extremidades (Penzkofer et al., 2014), tanto en ratón como en humanos, que es 

causante del síndrome de Feingold. Los individuos con pérdida de función de miR-

92, poseen extremidades de reducido tamaño, con alteraciones importantes en los 

dedos incluyendo, acortamiento de las falanges intermedias, clinodactilia y, de 

especial interés para nosotros, niveles variables de sindactilia (de Pontual et al., 

2011; Penzkofer et al., 2014; Celli et al., 2003). 

miRNA-222a, miR-205, y miR-454, han sido relacionados en otros sistemas como 

factores antiapoptóticos y promotores de la proliferación celular (Brognara et al., 

2016; Lorda-Diez et al., 2015a; Zhang et al., 2015), por tanto, la regulación negativa 

en el interdígito podría facilitar la regresión del mismo.  

La participación de otros microRNA regulados negativamente en el proceso de 

regresión, tales como, miR-2954, miR-456, miR-429 o miR-106 resulta más difícil 

de explicar. Sus niveles de expresión son relativamente bajos y no hay datos que 

apoyen una participación en otros procesos regresivos. 

 miR-2954 es un microRNA característico de las aves con una expresión en 

regiones del sistema nervioso que muestran dimorfismo sexual relacionado con el 

canto (Lin et al., 2014). 

 miR-456 se ha asociado al mantenimiento de las células de blastodermo en un 

estado indiferenciado (Lee et al., 2011). 

 Finalmente miR-429 y miR-106 son “oncomiR” relacionados con migración 

celular y metástasis (Machackova et al., 2016; Zhang et al., 2015). 
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3. MICRORNA MODULADORES DE LA SEÑALIZACIÓN TGFβ 

La vía de señalización TGFβ juega un papel esencial tanto a la hora de establecer 

el destino condrogénico y fibrogénico de las células progenitoras del esqueleto del 

autopodio, como para determinar la población celular que es eliminada por 

apoptosis (Lorda-Diez et al., 2009; Macias et al., 1999; Merino et al., 1998; Merino 

et al., 1999a; Merino et al., 1999c; Montero et al., 2008; Pryce et al., 2009). Estas 

tres respuestas de las células no están reguladas de forma específica, sino que 

dependen de balances en la señalización de los miembros de la familia de los 

TGFβs. 

Experimentos de ganancia y de perdida de función en las extremidades del pollo 

(Macias et al., 1997; Zou y Niswander, 1996; Zuzarte-Luis et al., 2004), sumados 

a experimentos de perdida de función en ratones (Bandyopadhyay et al., 2006;  

Norrie et al., 2014), han reportado que muchos miembros de la familia de BMP son 

causantes tanto de la muerte de las células interdigitales (Kaltcheva et al., 2016; 

Montero et al., 2001; Pajni-Underwood et al., 2007), de la inducción de senescencia 

(Lorda-Diez et al., 2015a) y de roturas del DNA que preceden a la apoptosis 

(Garcia-Martinez et al., 1993; Montero et al., 2016; Salas-Vidal et al., 1998). 

Además, 4 miembros de la familia, el BMP2, el BMP4, BMP5 y BMP7 muestran 

dominios de expresión en el interdigito que se correlacionan con los patrones de 

muerte celular (Macias et al., 1997; Montero et al., 2001; Montero y Hurle, 2007; 

Zuzarte-Luis et al., 2004). Sin embargo, también se ha demostrado que los mismos 

BMP aplicados en la punta de los dedos en periodos de crecimiento, no solo no 

inducen muerte, sino que causan un crecimiento dramático del cartílago (Ganan et 

al., 1998; Macias et al., 1997; Merino et al., 1998; Merino et al., 1999b; Montero et 

al., 2008). Igualmente, la administración de antagonistas de BMP en la punta de los 

dedos de los embriones de pollo (Merino et al., 1998; Merino et al., 1999d) y 

experimentos de silenciamiento de los receptores de los BMP en ratón (Baur et al., 

2000; Yi et al., 2000), causan la truncación de los dedos. Por tanto los BMP —que 

pertenecen a una de las familias de la superfamilia de factores transformantes beta 

(TGFβ) —, son factores capaces de inducir dos efectos antagónicos, muerte y 

crecimiento, dependiendo de sus dianas celulares.  
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Nuestro grupo ha observado que otros miembros de la misma superfamilia, las 

Activinas y los TGFβ —en los que la señalización intracelular está mediada por 

Smad2 y Smad3, a diferencia de los BMP que señalizan por Smad 1, Smad 5 y 

Smad 8—, son los responsables de modular la respuesta a los BMP.   

Estos miembros se expresan preferentemente en la punta de los dedos y su 

aplicación local en el interdígito, en estadios previos a la muerte celular, cambia 

por completo el destino de los progenitores interdigitales, de modo que, en lugar de 

morirse, forman un dedo ectópico (Ganan et al., 1996). En base a estos datos, es 

difícil predecir, sin realizar experimentos funcionales muy específicos, cuál será el 

efecto final de los incrementos o pérdidas de función de microRNA moduladores 

de la señalización por esta vía.  

Dentro del panel de microRNAs regulados, existen varios capaces de modular la 

señalización de los miembros de la superfamilia TGFβ.  

El análisis bioinformático empleando el programa DIANA-miRPath v3.0 identificó 

8 microRNA (miR-15c, miR-205a, miR-106, miR-30c, miR-1456, miR-92, miR-

18b, y miR-let-7j) que se regulan negativamente en el curso de la regresión y 

modifican diferentes miembros incluidos dentro de la cascada de señalización 

TGFβ, entre los que podemos destacar: Smad7 y Smad6, represores de la 

señalización; Bambi, expresado en el interdígito y antagonista de la señal TGFβ 

actuando como un receptor sin dominio intracelular; y también el receptor tipo II 

de BMP (BMPR-II). Otros microRNA regulados positivamente durante la 

regresión, como miR-10b (Han et al., 2014) y miR-99a (Zhou et al., 2016) se han 

descrito, también, como moduladores de la señalización de TGFβ y BMP.  

En el estudio funcional —que será discutido más adelante—, se ha observado que 

la sobreexpresión de miR-21 está acompañada de una regulación negativa de Tgfβ2 

y, que este factor de crecimiento promueve la expresión de miR-21, lo que podría 

sugerir la existencia de un bucle de retroalimentación negativa que contribuyese a 

establecer la posición de los dedos y los interdígitos. No obstante, con los datos de 

nuestro estudio, no podemos descartar que se trate de un efecto indirecto. 
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4. MICRORNA IMPLICADOS EN LA MADURACIÓN DE MACRÓFAGOS 

Y FAGOCITOSIS 

Durante mucho tiempo, la fagocitosis de las células muertas, ha sido considerada 

como un fenómeno de limpieza de tejido degenerado que contribuía a evitar o 

acompañaba las reacciones inflamatorias en diversos modelos que requieren la 

eliminación de células apoptóticas (Elliott y Ravichandran, 2010; Elliott y 

Ravichandran, 2016). Existen abundantes datos que muestran que, la fagocitosis, 

juega un papel activo en diversos procesos de muerte celular programada y se ha 

propuesto para este papel funcional el término de “suicidio asistido” (Johnsen y 

Horvitz, 2016).    

En ratones mutantes deficientes en macrófagos —debido al silenciamiento de factor 

de transcripción PU.1 requerido para su desarrollo—, sufren un retraso en la 

regresión de los interdígitos (Wood et al., 2000). En estos ratones, la actividad de 

fagocitosis es suplida por los progenitores de las extremidades. Algunos datos del 

presente estudio, sugieren la inclusión de los microRNA regulados en el interdígito 

en la maduración de macrófagos y en la activación de la actividad fagocítica local. 

De hecho, la función de PU.1 en la maduración y mantenimiento de la identidad de 

los macrófagos incluye la regulación negativa de algunos microRNA, como el 

cluster miR17-92 (Lawrence and Natoli, 2011; Roy, 2016).  

Nuestros datos muestran que el miembro de este cluster, miR-92, está expresado a 

niveles altos en el interdígito y su expresión durante la remodelación del interdígito 

disminuye casi 10 veces. 

Otro miembro del cluster, el miR-18b, también se regula negativamente durante el 

curso de la regresión, pero sus niveles de expresión son mucho más bajos que los 

de miR-92. De igual modo, de forma compatible con un papel del perfil de 

microRNA del interdígito con la maduración de los macrófagos a nivel local, miR-

21 que es un promotor de la diferenciación de macrófagos (Roy, 2016; Velu et al., 

2009), se expresa a nivel elevado en el interdígito y se regula muy positivamente 

en el curso de la regresión. 
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5. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS MICRORNA INTERDIGITALES 

Los datos funcionales —obtenidos en nuestro estudio en los experimentos de 

ganancia de función — son necesariamente limitados, debido a la imposibilidad de 

abordar, en una sola Tesis Doctoral, todos los aspectos de este problema. Un estudio 

completo, requeriría analizar todos los microRNA regulados en el curso de la 

regresión interdigital, la realización de aproximaciones tanto de ganancia como de 

perdida de función, así como una exploración masiva de posibles dianas. En nuestro 

estudio hemos realizado diversos análisis con el fin de averiguar más sobre las 

funciones desempeñadas por dos de los microRNA regulados en el interdígito, miR-

21 y miR-451. Mediante citometría de flujo, hemos analizado posibles cambios en 

el ciclo e intensidad de muerte celular. La regulación de un panel potencial de genes 

diana se ha analizado por qPCR, estos incluyen factores reguladores de la muerte 

celular y de diferenciación en los destinos característicos de los progenitores 

situados en el interdígito. Los datos obtenidos sugieren una participación directa o 

indirecta tanto de miR-451 y de miR-21 en el proceso de remodelación interdigital. 

El estudio por qPCR de las células transfectadas con los dos miRNA seleccionados 

ha confirmado que la técnica empleada es seguida de un incremento de más de 100 

veces en la expresión del microRNA.  

Ninguno de los dos microRNAs seleccionados indujo cambios significativos en el 

ciclo celular, y ambos causaron un incremento de muerte de intensidad variable. La 

valoración del incremento de muerte en células sometidas a tratamientos 

experimentales es siempre un aspecto complicado, ya que cualquier manipulación 

experimental puede dar lugar a la muerte de las células de forma nada o poco 

específica. Después de este punto, hay que especificar, que en nuestros 

experimentos, la intensidad de muerte inducida ha sido diferente y característica 

para cada microRNA, con diferencias significativas respecto a las células controles 

transfectadas con el control negativo. 

De los dos microRNAs analizados, miR-451 ha resultado ser el inductor de muerte 

más potente, alcanzando niveles de incremento próximos al 300% en comparación 

a las células controles. Éste, está fisiológicamente implicado en la eritropoyesis en 

un amplio número de especies incluyendo el humano, el ratón, y el pez cebra (Pase 

et al., 2009; Zhan et al., 2007), y su silenciamiento en el ratón no produce fenotipos 
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en la extremidad (Patrick et al., 2010), sugiriendo una redundancia funcional con 

otros mecanismos regulatorios. Tal como ha sido discutido anteriormente (apartado 

microRNA regulados positivamente), miR-451 aparece regulado negativamente en 

un amplio número de cánceres, dando lugar a la inhibición de la apoptosis y al 

aumento de la proliferación (Pan et al., 2013). Aunque se desconocen, en gran 

medida, tanto las causas de su regulación en las células cancerosas como las dianas 

sobre las que actúa (Pan et al., 2013), se ha sugerido que su regulación, en tumores, 

es un mecanismo epigenético asociado a hipermetilación del DNA, que puede ser 

secundario a cambios en la metilación y/o acetilación de histonas (Pan et al., 2013). 

miR-451 — en nuestro estudio —, fue inducido tras tratamientos con agua 

oxigenada para incrementar el estrés oxidativo y con TGFβ. El estrés oxidativo 

acompaña al proceso de remodelación del interdígito (Montero et al., 2016) y se ha 

comprobado que juega un papel importante en la apoptosis interdigital (Eshkar-

Oren et al., 2015). Por su parte, tal como se ha indicado anteriormente, la 

señalización por la superfamilia de los factores transformantes beta, juega un papel 

central en la determinación de los destinos dígito/interdígito de los progenitores del 

autopodio. En contraste con el papel de estos factores en el control de la muerte 

interdigital, miR-451 se regula positivamente por los miembros de la familia que 

señalizan a través de Smad 2/3 y también, al inhibir la señalización por la vía 

dependiente de Smad1/5/8 a través de NOGGIN. Dado que los tratamientos con 

BMP2 no causaron una regulación negativa significativa, la importancia fisiológica 

de la regulación en cultivos de alta densidad requiere ser confirmada en modelos in 

vivo. 

Respecto a las dianas de miR-451, los datos obtenidos en diferentes modelos de 

células tumorales humanas, sugieren un efecto sobre la señalización por AKT (Bian 

et al., 2011; Nan et al., 2010; Tian et al., 2012), que posee un papel fundamental en 

la supervivencia del tejido mesenquimático de la extremidad en desarrollo 

(Kawakami et al., 2003). Nuestro análisis transcriptómico en las células 

interdigitales solamente ha aportado datos indirectos, que incluyen la regulación 

negativa de los marcadores de diferenciación condrogénica Sox9 y Col2a, 

acompañados de una regulación positiva de IGF1,  —un elemento característico de 

secretoma asociado a senescencia celular presente en el interdígito en regresión 
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(Lorda-Diez et al., 2015a) —y también un aumento moderado de Bak, un elemento 

central pro-apoptótico responsable del incremento de la permeabilidad 

mitocondrial (Lorda-Diez et al., 2015b; Montero and Hurle, 2010). 

La sobre-expresión del otro microRNA seleccionado para los estudios funcionales, 

miR-21, ha causado un incremento significativo de la muerte celular de intensidad 

moderada (150%), menor que la inducida por miR-451, sin producirse cambios 

significativos en el ciclo celular, de las células transfectadas. El análisis del 

transcriptómico de las células interdigitales transfectadas, muestra una caída de la 

expresión de Bcl2, de Sox9 y de Tgfβ2, mientras que, en los experimentos de 

pérdida de función, transfectando anti-miR-21, hemos obtenido un incremento 

moderado, aunque significativo, de la expresión estos genes. Tanto Sox9 como 

Tgfβ2 podría explicar la muerte inducida por miR-21 ya que Sox9 es necesario para 

la supervivencia de los progenitores esqueléticos y Tgfβ2 al estar aplicado en el 

interdígito inhibe la muerte e induce la formación de un dedo ectópico (Akiyama et 

al., 2002; Chimal-Monroy et al., 2003; Ganan et al., 1996). Bcl2, es un factor 

antiapoptotico diana de muchos miRNAs que se regula negativamente en los 

interdigitos en regresión (Novack y Korsmeyer, 1994). La regulación negativa de 

Bcl2 por miR-21 ha sido previamente observada en células cancerosas de la vejiga 

urinaria (Zhou et al., 2014) y podría explicar el efecto pro-apoptótico de miR-21 en 

nuestro modelo, sin descartar la posible participación de miR-21 en otras rutas 

degenerativas.  

Tal como hemos mencionado anteriormente, miR-21 se ha relacionado con la 

maduración de los macrófagos y, en sistemas no embrionarios, con la activación de 

proteólisis mediada por ubiquitinación (Yang et al., 2015) y la inducción de 

senescencia y con la inflamación (Olivieri et al., 2015). Es posible por tanto, que 

este factor pueda formar parte del secretoma asociado a senescncia (SAS), lo que 

estaría de acuerdo con la regulación positiva de IGF-1 (uno de los miembros del 

SAS) en las células transfectadas con el pre-miR-21.  

En resumen, nuestro estudio identifica y caracteriza funcionalmente de forma 

parcial, el perfil de microRNA en un ejemplo concreto, donde la muerte celular 

desempeña un papel esencial en el remodelado anatómico. En conjunto, los datos 

obtenidos apoyan la participación activa y redundante de estas moléculas en el 
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proceso muerte celular programada y en senescencia celular asociada al esculpido 

de los dedos, de modo similar a las observaciones realizadas en estudios de tejidos 

cancerosos en el humano. 
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De nuestro estudio de Tesis Doctoral, derivan las siguientes conclusiones: 

1. El elevado número de microRNA identificados, mediante secuenciación masiva 

del tejido presente en el espacio interdigital, abre un amplio campo de estudio 

ante las inmensas posibilidades que ofrecen en lo referente a mecanismos de 

regulación génica. 

2. El patrón de expresión diferencial de microRNA, obtenido a partir de los 

análisis de secuenciación masiva de las células interdigitales en el estadio 29HH 

que precede a la muerte programada y en el 32HH que corresponde al momento 

de máxima muerte interdigital, nos ha permitido detectar un total de  71 

microRNA con expresiones superiores a 750 lecturas por millón, alguno de los 

cuales aparecen regulados en el proceso de remodelación del tejido interdigital. 

3. La validez de los datos obtenidos por secuenciación masiva se confirmó por 

qPCR a partir de una selección de 7 microRNA identificados, incluyendo: miR-

21 (cadena 3p y 5p), miR-451 (cadena 5p), miR-144 (cadena 3p y 5p), miR-

181a (cadena 3p también conocida como miR-213  y 5p), miR-146c (cadena 3p 

y 5p), miR-92 (cadena 3p y 5p), miR-30a (cadena 3p y 5p). 

4. Un total de 20 microRNA aparecían regulados positivamente en el proceso de 

muerte. Dentro de este grupo destacan por su elevado nivel de expresión y/o 

regulación miR-181a, miR-451, miR-21, miR-146c, miR-140, miR-30a, miR-

10b y miR-148a. A este grupo habría que añadir miR-143, aunque la secuencia 

que hemos detectado aún no está reconocida como tal en el pollo. 

5. Un total de 16 microRNA aparecían regulados negativamente en el proceso de 

remodelación del interdígito. Dentro de este grupo de microRNA destacan por 

su elevado nivel de expresión y/o regulación miR-92, miR-222a, miR-30c, miR-

205a, y miR-454. En este grupo habría que añadir miR-25, aunque la secuencia 

que hemos detectado aún no está reconocida como tal en el pollo. 

6. El análisis comparativo por qPCR de los niveles de expresión en el interdígito 

y en los radios digitales de 5 microRNA seleccionados, incluyendo miR-21, 

miR-451, miR-144, miR-30a, y miR-181a, descarta que las diferencias de 

expresión entre los estadios 29HH y 32HH, sean debidos a la maduración del 

tejido y no consecuencia del proceso degenerativo.  
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7. La correlación entre el proceso degenerativo y la regulación de microRNA ha 

sido confirmado por qPCR en embriones de pato empleando una selección de  

7 miRNAs regulados en el pollo. 

8. El análisis por citometría de flujo de los progenitores esqueléticos cultivados 

después de ser transfectados con miR-21 y miR-451, confirmó de forma directa 

la implicación de ambos microRNA en la muerte celular. 

9. Tanto la inhibición de mir-21 en las células mesenquimales como su sobre-

expresión, conducen a la regulación negativa de los genes: Tgfβ2, Sox9 y Bcl2, 

situándolos como potenciales dianas genéticas en el interdígito de este 

microRNA. 

10. En la sobre-expresión de miR-451, destaca la caída significativa del gen Tgfβ2, 

relacionado con la proliferación y diferenciación celular, y muy significativa de 

de Col2a,  gen que codifica la proteína de mayor abundancia de la matriz 

extracelular, el colágeno T-II (COL2A1). 

11. Tanto miR-21 como miR-451, se regulan positivamente en cultivos tratados con 

H2O2. Este resultado está en consonancia con la implicación del estrés 

oxidativo en la remodelación del interdígito, propuesto en algunos estudios 

anteriores. 

12. En resumen, los datos obtenidos en el presente estudio apoyan la participación 

activa y redundante de los microRNA en el proceso muerte celular programada 

y en senescencia celular asociada al esculpido de los dedos. 
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