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RESUMEN  
 

El mantenimiento de la identidad del músculo estriado y el correcto funcionamiento del 
corazón dependen de las proteínas contráctiles que forman el sarcómero de los 
cardiomiocitos, cuya expresión está regulada por mecanismos transcripcionales y 
epigenéticos. En esta regulación interviene el complejo remodelador de la cromatina 
Chd4/NuRD, que coopera con factores de transcripción para regular la transcripción. En 
el presente trabajo de fin de máster se estudia el papel de los microRNAs en este 
proceso, analizando si la desregulación de su expresión está relacionada con la 
existencia de tránscritos expresados de forma diferencial en el corazón de ratones 
knockout para Chd4 y el factor de transcripción ThPOK que puedan explicar las arritmias, 
miocardiopatías y muerte súbita observada en los ratones mutantes. 

En el estudio se utilizaron distintas plataformas web y paquetes de R, incluyendo 
mirnaQC y sRNAbench para el análisis de calidad, filtrado, conteo y expresión diferencial 
de los miRNAs secuenciados para ratones silvestres, knockout para Chd4 y doble 
knockout para Chd4 y ThPOK. Los resultados se comparan con los genes expresados 
diferencialmente para estas condiciones, usando multiMiR y miRTarVis para la 
definición de interacciones y la visualización. Por último, mediante análisis de 
enriquecimiento usando g:Profile, DAVID y Enrichr se han definido las interacciones 
miRNA/mRNA que podrían explicar los fenotipos observados. 

Este análisis demuestra diferencias en la expresión de miRNAs entre las distintas 
condiciones, algunos con interacciones validadas con genes implicados en la contracción 
muscular, que podrían provocar los fenotipos de los ratones estudiados, como las 
parejas Atp1b4 y mmu-miR-149-5p, Ryr1 y mmu-miR-378a-3p o Kcnf1 y miR-335-3p. El 
estudio permite confirmar también que la regulación positiva de Sprr1a está relacionada 
con una downregulación de mmu-miR-150, corroborando los resultados obtenidos por 
el equipo del Dr. Gómez del Arco. 

Los resultados indican, por tanto, que Chd4 y ThPOK influyen en la expresión de 
miRNAs que regulan la expresión de genes que forman parte de rutas de interés en el 
corazón de ratón, explicando cómo una desregulación de estas rutas podría provocar 
arritmias cardiacas. 
 

Palabras clave:  Chd4, corazón, regulación génica, miRNA, miocardiopatía, ThPOK 
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ABSTRACT 
The maintenance of striated muscle identity and the correct functioning of the heart 

depend on the contractile proteins that form the sarcomere of cardiomyocytes, the 

expression of which is regulated by transcriptional and epigenetic mechanisms. This 

regulation involves the chromatin remodelling complex Chd4/NuRD, which cooperates 

with transcription factors to regulate transcription. This MSc's thesis studies the role of 

microRNAs in this process, analysing whether the deregulation of their expression is 

related to the existence of differentially expressed transcripts in the heart of knockout 

mice for Chd4 and the transcription factor ThPOK that may explain the arrhythmias, 

cardiomyopathies and sudden death observed in the mutant mice. 

The study used different web platforms and R packages, including mirnaQC and 

sRNAbench for quality analysis, filtering, counting and differential expression of miRNAs 

sequenced for wild-type, Chd4 knockout and double knockout mice for Chd4 and ThPOK. 

Results are compared with differentially expressed genes for these conditions, using 

multiMiR and miRTarVis for interaction definition and visualisation. Finally, enrichment 

analysis using g:Profile, DAVID and Enrichr defined miRNA/mRNA interactions that could 

explain the observed phenotypes. 

This analysis demonstrates differences in the expression of miRNAs between the 

different conditions, some with validated interactions with genes involved in muscle 

contraction, which could cause the phenotypes of the mice studied, such as the pairs 

Atp1b4 and mmu-miR-149-5p, Ryr1 and mmu-miR-378a-3p or Kcnf1 and miR-335-3p. 

The study also confirms that the positive regulation of Sprr1a is related to a 

downregulation of mmu-miR-150, corroborating the results obtained by Dr. Gómez del 

Arco's team. 

The results indicate, therefore, that Chd4 and ThPOK influence the expression of 

miRNAs that regulate the expression of genes that form part of pathways of interest in 

the mouse heart, explaining how deregulation of these pathways could lead to cardiac 

arrhythmias. 
 

Keywords: cardiomyopathy, Chd4, gene regulation, heart, miRNA, ThPOK 

 
 
  



Máster Universitario en Bioinformática 
Autor: Isabel Rodríguez Valle 
Tutor: Pablo Gómez del Arco 

Curso: 2022-23 

 

6 
 

1. INTRODUCCIÓN 
 

Las enfermedades cardiovasculares (CVD) representan la principal causa de mortalidad 

en todo el mundo, habiendo aumentado el número de muertes por CVDs en unos 7 

millones entre 1990 y 2019, además de contribuir de forma negativa en la economía de 

los países debido a la discapacidad que conllevan. Existen muchos factores que son 

impulsores y participan en la incidencia de estas enfermedades, incluyendo 

cardiometabólicos, conductuales, ambientales y sociales; aunque se puede estimar que 

la mitad de la incidencia puede atribuirse a factores genéticos (Roth et al., 2020; Tada 

et al., 2022). Por su complejidad, impacto y carga económica, no hay duda de que la 

investigación en CVDs es de gran importancia. 

El presente proyecto está enmarcado dentro del trabajo del grupo de investigación 

del Dr. Pablo Gómez del Arco en la Unidad de Epigenética y Regulación Génica del 

Instituto de Investigación de Enfermedades Raras del Instituto de Salud Carlos III (IIER-

ISCIII). Dicho equipo ha estudiado la relación del complejo remodelador de la cromatina 

Chd4/NuRD con la conservación (“homeostasis”) de la identidad del músculo estriado y 

la estabilidad electrofisiológica del corazón, habiendo probado que la deleción de Chd4 

en cardiomiocitos de ratón conduce al desarrollo de arritmias, miocardiopatías y muerte 

súbita, en parte debido a una expresión aberrante del programa sarcomérico 

esquelético (Gómez-del Arco et al., 2016; El Abdellaoui-Soussi et al., 2022). Sin embargo, 

el mecanismo mediante el cual este remodelador epigenético pleiotrópico interviene en 

esta regulación no está del todo claro.  

Abdellaoui-Soussi et al., 2022 estudiaron los factores de transcripción (TFs) que 

podrían interaccionar y reclutar Chd4/NuRD a los promotores de los genes de músculo 

esquelético en el miocardio para mantenerlos reprimidos. Describieron en concreto su 

relación con el TF Znf219, que interacciona física y genéticamente con Chd4. Esta 

interacción regula la diferenciación y contracción de los cardiomiocitos y, en concreto, 

el silenciamiento (knockdown) de Znf219 en ratones resultó en una expresión aberrante 

en el corazón de proteínas del sarcómero de músculo esquelético, que condujo al 

desarrollo de arritmias, como ocurría en los ratones Chd4KO.  

Otro TF de interés estudiado por el grupo es ThPOK, que se ha demostrado que 

también se asocia al complejo NuRD (Gao et al., 2022), aunque en el corazón no se ha 
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visto que ambas proteínas se asocien físicamente. En proyectos anteriores (Hidalgo 

Estévez, 2022) se estudió la expresión génica diferencial en ratones silvestres, knockout 

condicionales para Chd4 y para ThPOK, comparando los tejidos de músculos cardiaco y 

esquelético. Tras el análisis se observó un aumento de la expresión de las pequeñas 

proteínas ricas en prolinas Sprr1a y Sprr2f en los corazones de ratones modificados 

genéticamente, lo cual concuerda con la hipótesis propuesta, ya que son proteínas que 

forman parte del proceso de cornificación del epitelio y su expresión aberrante en los 

cardiomiocitos, aumentaría la rigidez de los mismos. 

Además, en pacientes con infarto de miocardio se ha visto que Sprr1a se 

sobreexpresa en los corazones y, por este motivo, los resultados obtenidos a través de 

esta investigación podrían proporcionar oportunidades para explorar nuevos caminos 

terapéuticos en el ámbito de las enfermedades cardiacas y musculoesqueléticas, 

impulsando así la investigación básica en esta área. 
 

1.1. Miocardio 
 

El corazón de los mamíferos es uno de los primeros órganos en desarrollarse debido a 

que el embrión, al crecer en tamaño, necesita aporte de oxígeno y nutrientes en los 

primeros estadios del desarrollo. Por ello, obtiene también pronto su estructura 

tetracameral mientras mantiene el flujo sanguíneo del embrión (Akerberg & Pu, 2020). 

Este tejido muscular o miocardio es el responsable de la contracción del corazón, a 

través de células llamadas cardiomiocitos.  

Los cardiomiocitos están compuestos de miofibrillas, que a su vez están formadas 

por miofilamentos, que tienen isoformas específicas de proteínas sarcoméricas que se 

diferencian de las expresadas en el músculo esquelético (Keepers et al., 2020). Esto da 

diferentes características contráctiles que, por ejemplo, diferencian fibras rápidas de 

lentas. La regulación transcripcional de estas isoformas es crucial para asegurar un 

funcionamiento correcto del corazón y esta regulación es llevada a cabo por TFs y 

modificadores epigenéticos.  
 

1.2. Chd4 y la remodelación de la cromatina 
 

Uno de estos reguladores epigenéticos es el remodelador de la cromatina Chd4 

(Chromatin Helicase DNA binding protein 4 o Mi-2β), que regula la expresión de los 

genes sarcoméricos correspondientes a los cardiomiocitos, para asegurar el correcto 
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ensamblaje de los sarcómeros. Chd4/NuRD regula la expresión de dichos genes 

mediante unión directa a sus regiones promotoras en los cardiomiocitos. Chd4 es la 

subunidad con capacidad helicasa del complejo NuRD (Nucleosome Remodeling and 

Deacetylase) (Fig. 1) que se ha visto que se une al promotor del gen que codifica para la 

cadena pesada de miosina del músculo liso (Myh11), así como en la α-actina del músculo 

esquelético rápido y en su complejo de genes de troponina, reprimiendo estos parálogos 

durante el desarrollo embrionario del corazón (Fig. 2). Si este tipo erróneo de miofibrillas 

fuera activado en los cardiomiocitos, provocaría una desorganización mortal del 

sarcómero, ya que impediría su correcta contracción (Wilczewski et al., 2018). 

Chd4/NuRD también mantiene reprimidos estos genes en el corazón adulto (Gómez-del 

Arco et al., 2016). 
 

 
Figura 1. Partes del complejo NuRD. Tomada de Wilczewski et al., 2018. 

 

Figura 2. Comparación de la regulación génica en músculo cardiaco y esquelético en presencia y 
ausencia de Chd4. Imagen tomada de Gómez-del Arco et al., 2016. 
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1.3. Factor de transcripción ThPOK 

Se ha demostrado que el complejo NuRD necesita ser reclutado por TFs para poder 

unirse al DNA. Como se ha mencionado, este reclutamiento sucede con Znf219 (El 

Abdellaoui-Soussi et al., 2022), y también con ThPOK (El Abdellaoui-Soussi et al., 

manuscrito en preparación). 

ThPOK (T helper-inducing POZ Krüeppel factor, también llamado ZBTB7B) 

interacciona con distintos remodeladores de cromatina, teniendo un papel importante 

en procesos como la activación y represión génica y el bloqueo de potenciadores 

(Srivastava & Mishra, 2020). La unión como cofactores de este TF con NuRD se ha 

demostrado por espectrometría de masas y co-inmunoprecipitación en células T, en las 

cuáles es necesario para la diferenciación de las células CD4+. De este modo, se pudieron 

identificar los aminoácidos en el dominio de dedos de zinc del factor en su dominio BTB 

requeridos para este vínculo y para llevar a cabo sus funciones (Gao et al., 2022).  

Se cree que ThPOK podría estar reclutando también al complejo para controlar la 

regulación génica cardíaca, ya que los promotores de varios de los genes regulados por 

Chd4/NuRD tienen sitios de unión al TF (GAGA binding sites). Por tanto, en el grupo se 

ha probado esta hipótesis investigando las consecuencias de una doble deleción de 

ambos cofactores.  

 

1.4. Regulación por miRNAs 

Los microRNAs (miRNA o miR) son moléculas de RNA endógeno no codificante de entre 

19 y 25 nucleótidos que regulan la expresión génica de forma postranscripcional 

mediante el silenciamiento de genes diana por inhibición de la traducción o degradación 

de sus mRNAs (Fig. 3). Se ha estudiado que tienen gran relevancia en el desarrollo del 

corazón y en diversas enfermedades cardíacas. Algunos ejemplos incluirían miR-1, miR-

208, miR-133 o miR-499, involucrados en la diferenciación celular en tejido cardíaco, 

proliferación y apoptosis. La desregulación de estos miRNAs puede resultar en 

hipertrofia, arritmias e infartos de miocardio (Siddeek et al., 2018). La sobreexpresión 

de miR-22 también provoca hipertrofia cardiaca (Huang et al., 2013), mientras que miR-

25 y miR-22 regulan la contractilidad de los cardiomiocitos, las familias miR-302–367 y 

miR-99/100 regulan la regeneración (Gurha, 2016) y miR-122 está asociado con la falta 
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de mejora en la función ventricular izquierda después de un reemplazo en la válvula 

aórtica, además de regular la viabilidad de cardiomiocitos (Hosen et al., 2022). 

En estudios previos del equipo, se ha descrito que una disminución en el miR-150-

5p tiene como consecuencia el incremento en la expresión de Sprr1a (small proline-rich 

protein 1A), una proteína expresada por los queratinocitos y que es fundamental en la 

cornificación de la piel. Esto ocurrió tanto en los ratones KO para Chd4 como dKO para 

Chd4/ThPOK (El Abdellaoui-Soussi, 2023). 

 

Figura 3. Biogénesis de los miRNAs. La RNA polimerasa II transcribe DNA a pri-miRNAs, que son 

recortadas aún en el núcleo por la enzima DROSHA, formando el pre-miRNA. Este es transportado al 

citoplasma, donde la enzima Dicer termina el procesamiento, resultando en dúplex de la longitud 

adecuada. El miRNA maduro se incorpora a RISC, que actúa de guía para la unión a mRNA permitiendo 

su regulación. Imagen tomada de Siddeek et al., 2018. 

 
 

Para continuar con el trabajo realizado en el laboratorio del Dr. Pablo Gómez del Arco, 

se planteó por tanto el análisis de la expresión diferencial de microRNAs (miRNAs) y sus 

genes diana (mRNA) en el corazón de ratones silvestres, knockout condicionales para 

Chd4 y dobles knockout (Chd4/ThPOK) para poder determinar a nivel fisiológico su 

importancia como reguladores de la diferenciación y la función cardiaca. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

Nuestra hipótesis plantea que la desregulación de ciertos miRNAs podría ser uno de los 

mecanismos moleculares responsables de que existan transcritos que se expresan de 

forma diferencial en el corazón de los ratones knockout estudiados que serían, 

asimismo, responsables de los fenotipos descritos.  

Por ello, el objetivo general de este trabajo es descifrar la relación a nivel molecular 

entre los miRNAs y mRNAs secuenciados obtenidos de las muestras en las tres 

condiciones biológicas distintas: ratones silvestres, knockout condicionales para Chd4 y 

dobles knockout para Chd4 y ThPOK (dKO).  

Los objetivos específicos son: 

▪ Analizar bioinformáticamente los datos de miRNA-seq e identificar los miRNAs 

diferencialmente expresados en los corazones de los ratones modificados 

genéticamente (mutantes) con respecto a los silvestres. 

▪ Describir e identificar los genes diana de los miRNAs diferencialmente expresados 

en los corazones de los ratones mutantes. 

▪ Realizar un análisis de enriquecimiento de las rutas de señalización identificadas en 

el análisis bioinformático. 

▪ Describir y visualizar las rutas de señalización resultantes. 

▪ Identificar los miRNA y sus genes diana responsables de los fenotipos descritos en 

los ratones mutantes. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

Para realizar el análisis deseado, se utilizaron, como se ha comentado, datos 

provenientes de tres tipos de ratones: silvestres (WT), knockout condicionales para Chd4 

(Chd4KO) y dobles knockout para Chd4 y ThPOK (dKO); con tres réplicas para cada 

condición (unos 5 corazones por condición), sumando un total de unos 45 ratones. 

Los datos de partida provienen de estudios anteriores y fueron generados en el 

laboratorio de Pablo Gómez del Arco (proyecto: PID2020-114773GB-I00). Los RNAs 

fueron obtenidos realizando un protocolo estándar de extracción y purificación en 

columna de RNA total de corazones enteros de ratón. La secuenciación fue realizada en 

la Unidad de Genómica del CNIC utilizando el Genome Analyzer IIx System de Illumina.  
 

 

3.1. Análisis bioinformático 
 

Se parte de los archivos FASTq resultantes de la secuenciación de miRNAs para cada 

condición, con tres réplicas, y se cuenta también con el archivo resultante del análisis de 

expresión génica diferencial en corazón obtenido en Hidalgo Estévez, 2022 (El 

Abdellaoui-Soussi et al., manuscrito en preparación).  
 

3.1.1. mirnaQC 

Se utiliza la herramienta mirnaQC (Aparicio-Puerta et al., 2020) para comprobar, de 

forma comparativa y visual, la calidad de las secuencias de las distintas réplicas. Se trata 

de un servidor web que facilita la realización del control de calidad calculando 34 

métricas distintas de los miRNAs introducidos, divididas en las categorías de 

rendimiento de la secuenciación, complejidad de la librería, su calidad, posible 

contaminación, distribución de la longitud de las lecturas y calidad de la secuenciación 

basada en la puntuación Phred. Los valores se comparan con los disponibles en el 

conjunto de referencia seleccionado, siendo las opciones muestras del mismo reino o 

de la misma especie, para las que se haya seguido o no el mismo protocolo. Para 

detectar la contaminación, no sólo se mapean las lecturas contra el genoma de la 

especie, sino que también se compara con una colección de virus, bacterias y datos de 

otros tipos de RNA. 
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El programa que realiza este análisis usa a su vez las herramientas de sRNAbench 

(Aparicio-Puerta et al., 2019), Bowtie (Langmead et al., 2009) y MySQL, así como Plotly 

y multiQC (Ewels et al., 2016) para la representación de los resultados. 
 

3.1.2. sRNAbench 

Para el filtrado de muestras y realización del análisis de expresión diferencial, se utiliza 

la herramienta en versión web sRNAbench (Aparicio-Puerta et al., 2019). El filtrado se 

realiza según los valores Phred calculados, y las secuencias seleccionadas son 

comparadas con la base de datos elegida por el usuario para su mapeo, conteo y 

anotación.  

Para el estudio de la expresión diferencial entre distintas condiciones, se procesan a 

la vez haciendo uso de edgeR (Robinson et al., 2010), DESeq (Anders & Huber, 2010), 

DESeq2 (Love et al., 2014), NOISeq (Tarazona et al., 2015) y la prueba de la t de Student.  
 

3.1.3. R 
 

Con el fin de manipular los datos obtenidos se utiliza el lenguaje R (versión 4.1.1) junto 

con RStudio como interfaz (V2022.07.2 + 576, R Core Team, 2021), empleando funciones 

base, así como de diversos paquetes: 

▪ dplyr (Wickham et al., 2023a) y tidyr (Wickham et al., 2023b) para la 

manipulación de los conjuntos de datos y archivos. 

▪ gplots (Warnes et al., 2022) para la creación de gráficos heatmap. 

▪ AnnotationDbi (Pagès et al., 2023) y org.Mm.eg.db (Carlson, 2019) para el 

procesado de IDs génicos de ratón. 

▪ multiMiR (Ru et al., 2014) con el objetivo de estudiar las interacciones entre 

miRNAs y genes. Este paquete permite consultar 14 bases de datos distintas, 

diferenciando además entre predicciones e interacciones validadas. 

▪ igraph (Csárdi et al., 2023) para la visualización de gráficas de interacciones. 
 

 

3.1.4. miRTarVis y miRTarVis+ 
 

La herramienta miRTarVis (Jung et al., 2015) y el formato web de la misma, miRTarVis+ 

(L’Yi et al., 2017), fueron utilizadas para descifrar más interacciones entre los miRNAs y 

los genes, sirviendo para la consulta de bases de datos de miRNAs no incluidas en los 

paquetes de datos mencionados con anterioridad.  
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3.1.5. g:Profiler, DAVID, Enrichr y miEAA 
 

La herramienta usada para el análisis de enriquecimiento funcional de los genes con los 

que interactúan con los miRNAs fue el servidor web g:Profiler (Kolberg et al., 2023). Este 

utiliza g:GOSt para, tomando una lista de genes, devolver las funciones biológicas 

consideradas como estadísticamente significativas tras consultar distintas bases de 

datos, incluyendo KEGG (Kanehisa et al., 2022) y Gene Ontology (Gene Ontology 

Consortium et al., 2023). 

También se utilizaron con este fin DAVID (Sherman et al., 2022), ya que permite el 

clustering de los términos en la anotación funcional, y una mejor representación de los 

resultados encontrados en KEGG; así como Enrichr (Xie et al., 2021) en especial por su 

función para relacionar los términos enriquecidos con enfermedades. Ambas facilitan 

una interfaz web que permiten la consulta, recopilación y visualización de información 

obtenidas de miles de datos de genes anotados. 

Por último, se prueba también la herramienta miEAA (Aparicio-Puerta et al., 2023), 

que permite realizar un Gene set Enrichment Analysis (GSEA) adaptado para su uso con 

miRNAs. 

El flujo de trabajo seguido puede verse en la Figura 4. Para la elección de 

herramientas y pasos a seguir se realizó una lectura previa de la bibliografía disponible, 

basándose las elecciones en estudios como el de Thomas et al., 2022 y Santacruz-Roco, 

2022. 
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Figura 4. Diagrama representando el flujo de trabajo seguido para el análisis de los datos de miRNA-seq. 
Realización propia en draw.io (https://app.diagrams.net). 
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4. RESULTADOS  
 

4.1. Análisis bioinformático de los datos de miRNA-seq 

Se comienza con la realización del control de calidad utilizando la herramienta mirnaQC 

para los FASTQs proporcionados para las réplicas de las tres condiciones. Esta 

herramienta muestra en qué cuartil están las distintas métricas calculadas al compararse 

con distintos conjuntos de datos, en este caso se estudian comparadas con muestras del 

mismo reino también con los adaptadores ya recortados. En la Figura 5 pueden verse las 

estadísticas básicas de los miRNAs secuenciados. 
 

 
Figura 5. Tabla obtenida de mirnaQC que recoge las características principales de los reads subidos a la 
herramienta. Las columnas incluyen las lecturas en crudo, el porcentaje usado para el análisis después 
del filtrado, el porcentaje de lecturas menores a 2 nucleótidos, los reads entre 15 y 17 nucleótidos y en 
“miRNA peak” se ven aquellos con 21, 22 o 23 nucleótidos. La última indica la puntuación Phred media. 

Los colores representan el cuartil al que perteneces los resultados al compararlo con otras muestras 
estudiadas que pertenecen también al reino animal procesadas sin adaptadores. 

 

Se comprueba así que se obtienen resultados similares para las distintas réplicas, y estas 

se distribuyen de manera correcta al realizar un análisis de componentes principales 

(Fig. 14 en Anexo I), por lo que se mantuvieron todas ellas para realizar el estudio. A 

pesar de no encontrarse en el primer cuartil al ser comparados con otros experimentos, 

y de que se pierda un 30% de las lecturas; los porcentajes y conteos son correctos para 

proceder a su uso, con más de un 80% de secuencias con la longitud indicada y una 

puntuación Phred de 34, que significa que la base secuenciada es la correcta con una 

probabilidad del 99,96%.  

En la Figura 15 del Anexo I pueden verse también el resto de gráficas obtenidas con 

mirnaQC, que confirman que las métricas de complejidad de la librería se encuentran 

en su mayoría en el primer cuartil y que no existen secuencias de menor longitud a 15 
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nucleótidos. También puede verse que tan sólo entre el 10-15% de reads no han sido 

mapeadas, y que la contaminación génica por virus y bacterias es muy baja. 

 

4.2. Expresión diferencial de miRNAs entre las distintas condiciones 

Una vez comprobada la calidad e idoneidad de los datos obtenidos de la secuenciación, 

siguiendo el flujo de trabajo, se utiliza sRNAbench para realizar un análisis de expresión 

diferencial entre las distintas condiciones.  

Como parámetros, se seleccionan los FASTQs, Mus musculus como especie e Illumina 

TrueSeq™ como protocolo. Para el filtrado por calidad, se utiliza un límite de una 

puntuación Phred de 20 filtrando por la puntuación mínima media. Se utiliza miRBase 

(Kozomara et al., 2019) como referencia y se alinea con bowtie, con un conteo mínimo 

de 2 lecturas.  

Se obtienen los resultados de las distintas herramientas usadas por sRNAbench, y se 

seleccionan los de DESeq2, ya que contienen todos los miRNAs detectados por el resto. 

Después, se guarda el archivo que indica los miRNAs anotados junto con su p-valor y fold 

change (FC). Se filtran por su significancia, siendo el p-valor de todos los seleccionados 

de <0,05. El FC indica cómo de diferente es la expresión entre las dos condiciones 

estudiadas, y para este estudio se seleccionan FC superiores a 1,1 para la comparación 

entre Chd4KO y WT y dKO y WT. Con FC negativo, indicando down-regulación, se 

seleccionan todos aquellos significativos, ya que filtrando por un FC < -1,1 se perdían 

miRNAs de interés estudiados con anterioridad. En el caso de Chd4KO contra dKO se 

seleccionan todos aquellos significativos, ya que se obtienen muchos menos antes del 

filtrado.  

En la Figura 6 puede verse el heatmap con todos los miRNAs seleccionados en 

cualquiera de las comparaciones. Puede verse que la expresión de los miRNA en los 

ratones Chd4KO y dKO son más similares, y que existen diferencias significativas.  
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Figura 6. Heatmap de la media de los conteos normalizados para las distintas condiciones para los 
miRNAs seleccionados como significativos. En azul se indica una expresión menor a la media y en rojo 

mayor, correlacionando esta medida con la intensidad del color. Elaboración propia en R con gplot. 
 

4.3. Genes diana de los miRNA expresados diferencialmente 
 

Tras seleccionar los miRNAs a estudiar para cada condición según su FC y p-valor, se 

buscan las interacciones detectadas con los genes con un valor p < 0,05 y un FC > 1,5 o 

< -1,5 en el estudio de expresión diferencial génica realizado en Hidalgo Estévez, 2022 

utilizando las herramientas mencionadas, el paquete de R multiMiR, así como miRTarVis 

y miRTarVis+.  

Se incorporan a un mismo conjunto de datos las interacciones recogidas de todos 

ellos, seleccionando en multiMiR la opción de predicción tan solo para Chd4KO vs dKO 

para poder estudiar más conexiones, aunque no estén aún validadas.  

Para poder proseguir, se obtienen en R los identificadores Entrez de todos los genes 

a estudiar con los paquetes indicados previamente. 

 

4.4. Análisis de enriquecimiento  

Con el fin de identificar las interacciones relevantes para el fenotipo en estudio, se 

continúa con un análisis de enriquecimiento. Para ello, se introducen primero en g:GOSt 

los identificadores de los genes que interaccionan con los miRNAs seleccionados.  

De los resultados detallados se seleccionan aquellos que se considera que tienen 

relación directa con el músculo cardíaco, aunque otros muchos estén involucrados en 

estos procesos, como los canales de sodio y potasio en la transmisión de impulsos 

eléctricos. En las siguientes gráficas pueden verse los términos elegidos para Chd4KO vs 

WT (Fig. 7a), dKO vs WT (Fig. 7b) y Chd4KO vs dKO (Fig. 7c); mientras que en el Anexo II 

pueden verse las listas completas de resultados también para Chd4KO vs WT (Fig. 16), 

dKO vs WT (Fig. 17) y Chd4KO vs dKO (Fig. 18). 
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Figura 7. Gráficas creadas por gProfiler representando el logaritmo del p-valor de los distintos términos 
seleccionados como enriquecidos para los genes introducidos para Chd4KO vs WT (a), dKO vs WT (b) y 

Chd4KO vs dKO (c). Los puntos seleccionados son los listados en las tablas que las acompañan, junto con 
su p-valor y la base de datos de la que proceden: GO, KEGG, Reactome (REAC), WikiPathways (WP) y 

Human Phenotype Ontology (HP). 
 

Se pueden descargar las listas de genes que apoyan cada uno de los términos 

enriquecidos, que se pasarán por R para volver a obtener el nombre de los genes para 

la representación con los miRNAs utilizando el paquete igraph (Fig. 8).  
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

c) 

a) 
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Figura 8. Redes de interacción para los miRNAs y genes significativos y enriquecidos en Chd4KO vs WT (a), 
dKO vs WT (b) y Chd4KO vs dKO (c), siendo el color de los nodos representativo del FC correspondiente, 

siendo los azules los más negativos y los rojos los más positivos.  
Elaboración propia usando el paquete igraph. 

 

 

c) 

b) 
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4.5. Rutas de señalización 

Los conjuntos de genes significativos que interaccionan con alguno de los miRNAs fueron 

también introducidos en la herramienta DAVID, que proporciona información de cuáles 

de ellos se ven alterados en las rutas detectadas como enriquecidas. 

Al realizar un clustering de la anotación funcional de los genes, se obtienen los 

siguientes resultados para Chd4KO vs WT (Fig. 9). 

Figura 9. Resultados del programa DAVID para el enriquecimiento funcional de los genes que 
interaccionan con los miRNAs significativos para Chd4KO vs WT. Se muestra el cluster número 2, con una 
puntuación de enriquecimiento de 3,87 y p-valores significativos, y debajo la ampliación de este mismo 

incluyendo todos los términos agrupados. 

 

Los resultados para esta comparación muestran ciertas rutas implicadas que tienen 

relación con el fenotipo que se desea explicar. Las dos primeras, señalización 

adrenérgica en cardiomiocitos y contracción del músculo cardíaco, con p-valor más bajo, 

pueden verse en detalle en la Figura 10, acompañadas por la tabla (Tabla 1) que indica 

los genes cuya expresión es distinta en una o ambas rutas, así como los miRNA que 

interaccionan con los mismos. 
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Figura 10. Rutas representadas en KEGG para a) la señalización adrenérgica en cardiomiocitos y b) la 

contracción del músculo cardíaco. En rojo se marcan los pasos que se están viendo alterados. 

a) 

b) 
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Gen miRNAs 

Adra1 

mmu-miR-136-3p 
mmu-miR-136-5p 
mmu-miR-182-5p 
mmu-miR-183-5p 
mmu-miR-296-3p 
mmu-miR-329-3p 
mmu-miR-329-5p 
mmu-miR-377-5p 
mmu-miR-433-3p 
mmu-miR-485-3p 
mmu-miR-485-5p 
mmu-miR-495-3p 
mmu-miR-539-5p 
mmu-miR-543-3p 

Atp1b4 

mmu-miR-139-5p 
mmu-miR-149-5p 
mmu-miR-186-5p 
mmu-miR-204-5p 
mmu-miR-25-3p 

mmu-miR-92a-3p 

Atp1a3 
mmu-miR-150-5p 
mmu-miR-204-5p 
mmu-miR-339-5p 

Atp1b2 
mmu-miR-139-5p 

mmu-miR-181a-5p 
mmu-miR-181b-5p 

Bcl2 

mmu-miR-139-5p 
mmu-miR-149-5p 

mmu-miR-181a-5p 
mmu-miR-181b-5p 
mmu-miR-186-5p 
mmu-miR-204-5p 
mmu-miR-30d-5p 
mmu-miR-30e-5p 

mmu-miR-378a-3p 
mmu-miR-503-5p 

Cacna1s 
mmu-miR-382-3p 
mmu-miR-382-5p 

Cacnb1 
mmu-miR-133a-3p 
mmu-miR-133b-3p 

Cacnb3 

mmu-miR-149-5p 
mmu-miR-150-5p 
mmu-miR-186-5p 
mmu-miR-204-5p 
mmu-miR-339-5p 

Cox6b2 mmu-miR-503-5p 

Ppp1r1a 
mmu-miR-149-5p 
mmu-miR-150-5p 
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Ppp2r2c 

mmu-miR-149-5p 
mmu-miR-181a-5p 
mmu-miR-186-5p 
mmu-miR-192-5p 
mmu-miR-93-5p 

Scn4b 

mmu-miR-149-5p 
mmu-miR-150-5p 

mmu-miR-181a-5p 
mmu-miR-181b-5p 
mmu-miR-339-5p 

Scn1b 
mmu-miR-339-5p 
mmu-miR-874-3p 

Slc8a3 mmu-miR-874-3p 

Tpm2 
mmu-miR-106b-3p 

mmu-miR-93-5p 
Tabla 1. Lista de genes que pertenecen a las rutas de señalización adrenérgica en cardiomiocitos y 

contracción del músculo cardíaco junto con los miRNAs estudiados con los que interaccionan para la 

condición de Chd4KO vs WT. Se limita el estudio a aquellas parejas con regulación en dirección opuesta, 

para la cual la expresión del gen se vea aumentada y la del miRNA disminuida o viceversa. 

 

A continuación, se comprueba esto mismo para la condición de dKO vs WT. El cluster 

seleccionado aparece en la Figura 11, pudiendo verse que también se encuentran en 

esta lista grupos de genes relacionados con la contracción muscular. El listado de genes 

que se incluyen se indica en la Tabla 2, de nuevo junto con los miRNAs relacionados. 

Figura 11. Resultados de la herramienta DAVID para el enriquecimiento funcional de la lista de genes 
que interaccionan con los miRNAs significativos en la comparación de dKO vs WT. Se selecciona el 

cluster número 6, con una puntuación de enriquecimiento de 2,79 y p-valores significativos. Después se 
amplían los términos pertenecientes a este grupo. 
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Gen miRNAs 

Adra1 

mmu-miR-136-3p 
mmu-miR-136-5p 
mmu-miR-182-5p 
mmu-miR-183-5p 
mmu-miR-296-3p 
mmu-miR-329-3p 
mmu-miR-329-5p 
mmu-miR-377-5p 
mmu-miR-431-3p 
mmu-miR-431-5p 
mmu-miR-433-3p 
mmu-miR-485-3p 
mmu-miR-485-5p 
mmu-miR-495-3p 
mmu-miR-539-5p 
mmu-miR-543-3p 

Myh8 

mmu-miR-149-5p 
mmu-miR-150-5p 
mmu-miR-186-5p 
mmu-miR-18a-5p 
mmu-miR-192-5p 
mmu-miR-194-5p 
mmu-miR-25-3p 

mmu-miR-499-5p 
mmu-miR-92a-3p 

Stac2 
mmu-miR-133a-3p 
mmu-miR-133a-5p 
mmu-miR-133b-3p 

Ryr1 

mmu-miR-130a-3p 
mmu-miR-133a-5p 
mmu-miR-194-5p 
mmu-miR-19b-3p 

mmu-miR-378a-3p 

Casq1 mmu-miR-378a-5p 

Tnnc2 mmu-miR-22-3p 

Tnnt3 mmu-miR-22-3p 

Tnni1 
mmu-miR-149-5p 
mmu-miR-22-3p 

Tabla 2. Tabla que recoge los genes que se encuentran alterados con relación a los términos de la 

regulación de la contracción muscular, la contracción muscular esquelética y el complejo de troponina 

junto con los miRNA significativos regulados en dirección opuesta con los que interaccionan en el 

estudio de dKO vs WT. 
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Por último, se estudian también con DAVID los genes con interacciones predichas para 

los miRNAs significativos en la comparación de Chd4KO vs dKO. En la Figura 12 puede 

verse el cluster que contiene términos relacionados con el músculo cardíaco que es 

además significativo.  

Figura 12. Listado de términos relacionados con el fenotipo anotados por la herramienta DAVID para el 

conjunto de genes predichos para Chd4KO vs dKO. Se muestran los significativos del cluster 9 que tiene 

una puntuación de enriquecimiento de 1,47. 

 

Los genes por los que aparece la señalización adrenérgica en cardiomiocitos y la 

contracción cardíaca son los mismos que los listados anteriormente, pero los miRNAs 

que se listaron como significativamente expresados para la condición actual que tienen 

relación con ellos difieren (Tabla 3). 

 

Gen miRNAs 

Adra1 
mmu-miR-541-5p 
mmu-miR-770-3p 

Atp1b4 mmu-miR-335-3p 

Atp1b2 
mmu-miR-101b-3p 
mmu-miR-101a-3p 
mmu-miR-199b-5p 

Bcl2 

mmu-miR-194-5p 
mmu-miR-335-3p 
mmu-miR-30a-5p 
mmu-miR-30b-5p 
mmu-miR-30c-5p  
mmu-miR-30e-5p 

Ppp1r1a mmu-miR-199b-5p 

Ppp2r2c mmu-miR-194-5p 

Tabla 3. Genes y miRNAs con los que interaccionan cuya expresión aumenta o disminuye de forma 

opuesta para la condición de Chd4KO vs dKO que pertenecen a las rutas de señalización adrenérgica en 

cardiomiocitos y contracción del músculo cardíaco. 
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De todos ellos, el único que aparece como validado en el programa multiMiR es mmu-

miR-335-3p, cuyas interacciones confirmadas son con los genes Dusp26, Tgfb2, Slc1a2, 

Mthfd2, Mgat3 y Kcnf1. Para todos ellos la validación se realizó mediante HITS-CLIP. 

 

4.6. Identificación de miRNA y genes diana de interés biológico 

Para poder concretar las parejas de posible interés relacionadas con el fenotipo 

estudiado en los ratones knockout se introducen las listas de genes creadas en Enrichr y 

las de miRNAs en miEAA. 

Para los correspondientes a Chd4KO vs WT destacan en la base de datos de ClinVar 

2019 (Landrum et al., 2020) la miopatía congénita por desproporción del tipo de fibra y 

la miopatía nemalínica como términos enriquecidos. La base de datos OMIM Disease 

(Amberger & Hamosh, 2017) lista también la miopatía y en GeDiPNet 2023 (Kundu et al., 

2022) tanto la miopatía congénita como la tubular agregada. Los genes que apoyan estos 

términos enriquecidos pueden verse en la Tabla 4 junto con los miRNAs con los que se 

han relacionado. 

En miEAA destaca de la categoría de órganos de la base de datos de miRWalk (Sticht 

et al., 2018) la relación de mmu-miR-181a-5p, mmu-miR-133a-3p y mmu-miR-133b-3p 

con los mioblastos.  
 

Gen miRNAs 

Tpm2 
mmu-miR-106b-3p 

mmu-miR-93-5p 

Neb 

mmu-miR-133a-3p 
mmu-miR-133b-3p 
mmu-miR-139-5p 

mmu-miR-181a-5p 
mmu-miR-181b-5p 
mmu-miR-30d-5p 
mmu-miR-30e-3p 
mmu-miR-30e-5p 

Ryr1 
mmu-miR-139-5p 

mmu-miR-378a-3p 

Fhl1 
mmu-miR-139-5p 
mmu-miR-186-5p 
mmu-miR-339-5p 

Myl1 mmu-miR-186-5p 

Tabla 4. Genes obtenidos de las gráficas de clusters de Enrichr para los términos enriquecidos de las 

bases de datos ClinVar, OMIM y GeDiPNet al seleccionar la pestaña de enfermedades en Chd4KO vs WT y 

miRNAs con regulación en dirección opuesta para los que se ha detectado una interacción. 
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Todos estos resultados también aparecen con el listado de genes de dKO vs WT, 

añadiendo infarto de miocardio en la base de datos dbGaP (Tryka et al., 2014) (Tabla 5). 

En miEAA no aparece ningún término enriquecido tan estrechamente relacionado, 

aunque sí es significativa la ruta en miRWalk de las uniones adherentes. 

Gen miRNAs 

Creb3l1 
mmu-miR-140-5p 
mmu-miR-18a-5p 
mmu-miR-19b-3p 

Dcst1 
mmu-miR-107-3p 
mmu-miR-192-5p 

Cdh8 

mmu-miR-101a-3p 
mmu-miR-106b-3p 
mmu-miR-106b-5p 
mmu-miR-130a-3p 
mmu-miR-140-5p 
mmu-miR-149-5p 
mmu-miR-17-5p 

mmu-miR-181a-5p 
mmu-miR-181b-5p 
mmu-miR-186-5p 
mmu-miR-192-5p 
mmu-miR-19b-3p 

mmu-miR-208a-3p 
mmu-miR-20a-5p 
mmu-miR-25-3p 

mmu-miR-30a-5p 
mmu-miR-30b-3p 
mmu-miR-30b-5p 
mmu-miR-30c-5p 
mmu-miR-30d-5p 
mmu-miR-30e-3p 
mmu-miR-30e-5p 
mmu-miR-92a-3p 

Arnt2 

mmu-miR-16-5p 
mmu-miR-181a-5p 
mmu-miR-181b-5p 
mmu-miR-19b-3p 
mmu-miR-22-3p 

mmu-miR-499-5p 

Sdk1 
mmu-miR-126a-5p 

mmu-miR-22-3p 

Cntn5 

mmu-miR-136-3p 
mmu-miR-136-5p 
mmu-miR-370-3p 
mmu-miR-381-3p 
mmu-miR-539-5p 

Grin2a 
mmu-miR-200a-3p 
mmu-miR-30b-3p 
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mmu-miR-30b-5p 
mmu-miR-30c-5p 

Trpm3 

mmu-miR-129-5p 
mmu-miR-134-5p 
mmu-miR-154-5p 
mmu-miR-182-5p 
mmu-miR-183-5p 
mmu-miR-296-3p 
mmu-miR-379-3p 
mmu-miR-379-5p 
mmu-miR-410-3p 
mmu-miR-411-3p 
mmu-miR-411-5p 
mmu-miR-431-3p 
mmu-miR-431-5p 
mmu-miR-494-3p 
mmu-miR-495-3p 
mmu-miR-543-3p 
mmu-miR-96-5p 

Tabla 5. Genes listados en la gráfica de clusters de Enrichr de los términos enriquecidos en dbGaP 

buscando en la sección de enfermedades para genes diferencialmente expresados en dKO vs WT. 
 

Para los genes que interaccionan con miR-335-3p, el único miRNA validado 

diferencialmente expresado entre Chd4KO y dKO, aparecen enriquecidos en la base de 

datos de Orphanet Augmented 2021 (Orphanet, 2021) los términos destacables de 

miopatía congénita con oftalmoplejía o con inicio de tipo miasténico, miopatía 

congénita benigna del samaritano, fibrilación auricular familiar, miocardiopatía 

hipertrófica familiar aislada y aneurisma y disección aórtica torácica familiar. 

Las interacciones de genes y miRNAs definidas como validadas por el programa 

multiMiR y seleccionadas en el análisis de enriquecimiento pueden observarse en las 

redes de interacción de la Figura 13. Sería de interés para descifrar los mecanismos 

estudiados validar estas interacciones en el laboratorio en los ratones mutados. 
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Figura 13. Gráficas de interacción que representan los miRNAs y genes significativos y enriquecidos con 
interacciones validadas en Chd4KO vs WT (a), dKO vs WT (b) y Chd4KO vs dKO (c), indicando el color de los 

nodos el FC correspondiente, representando los azules el extremo negativo de menor expresión y los 
rojos el positivo. Creado en R usando el paquete igraph. 

a) 

b) 

c) 
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5. DISCUSIÓN 

En este trabajo se han estudiado los cambios en la expresión de miRNAs cardiacos en 

modelos de ratones KO condicionales, que presentan diferentes tipos de CVDs, tales 

como arritmias, fibrilación atrial, cardiomiopatías y muerte súbita. En particular, nos 

hemos centrado en estudiar qué papel tiene el remodelador de la cromatina Chd4, en 

cooperación con el TF ThPOK en estos procesos patológicos, haciendo hincapié en los 

miRNAs regulados por estas proteínas y el impacto transcripcional de su desregulación. 

Algunas de estas rutas, de hecho, han sido previamente validadas en determinados 

estudios en los últimos años (revisado en Siddeek et al., 2018). 

Utilizando diferentes herramientas bioinformáticas se han analizado los datos de 

expresión diferencial de miRNA y mRNA y estudiado las posibles interacciones entre 

genes y miRNAs diferencialmente expresados en los corazones de los ratones Chd4 cKO 

y en Chd4 y ThPOK dKO con respecto a los ratones WT, con el objeto de poder definir 

parejas para las que la deleción de Chd4 (+/- ThPOK) haga que el miRNA se vea 

upregulado y el gen downregulado o, al contrario, indicando causalidad fenotípica. 

Las listas de interacciones resultantes son extensas, por lo que nos ceñiremos en 

esta discusión a aquellas rutas validadas por el programa multiMiR o predichas por más 

de una base datos que interaccionen con genes asociados a CVDs según alguno de los 

análisis de enriquecimiento por función llevados a cabo y, en un caso, basándonos en 

publicaciones previas. 

Dentro de este conjunto, podrían considerarse de mayor interés aquellos genes o 

miRNAs con FCs más extremos, como sería en Chd4KO vs WT la pareja de Atp1b4 y mmu-

miR-149-5p. Atp1b4 (ATPase Na+/K+ Transporting Family Member Beta) forma parte de 

la familia de las bombas de sodio-potasio y expresada en la membrana plasmática de los 

mamíferos, siendo esencial para la contracción muscular (Blake et al., 2021). Variaciones 

en la expresión de este gen ha sido previamente relacionado con el desarrollo de 

fibrilación auricular en humanos (Zhang et al., 2020), por lo que podría contribuir a 

explicar el fenotipo observado en los ratones mutados para simple y doble KO.  

Al comparar ambas condiciones mutadas con WT, también aparece upregulado el 

gen Ryr1 y downregulado el miRNA mmu-miR-378a-3p. Ryr1 (type 1 ryanodine receptor) 

es también un gen crucial para la contracción del músculo esquelético, siendo un canal 
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de liberación de calcio intracelular. Su sobreexpresión llevaría a una sobrecarga de calcio 

en el corazón, que podría también estar relacionada con arritmias y rigidez muscular 

(Lawal et al., 2020), ya que en este órgano se expresa el otro miembro Ryr2. 

El gen de interés Sprr2f (El Abdellaoui-Soussi y Gómez-del Arco, datos no 

publicados), aunque sí aparece en la predicciones del paquete multiMiR, esta no está 

validada, prediciéndose una interacción con los miRNA mmu-miR-874-3p y mmu-miR-

339-5p en la comparación de genes upregulados y miRNAs downregulados de las dos 

condiciones, pero ninguno de ellos está diferencialmente expresado al compararlas 

entre sí. 

Como miRNA destacable al comparar Chd4KO con dKO, podría seleccionarse miR-

335-3p, como único gen de la lista enriquecida con interacciones validadas. De los genes 

con los que interacciona, Dusp26 y Kcnf1 parecen los más relevantes. Dusp26 se ha visto 

relacionado con la calcificación de la válvula aórtica (Wang et al., 2021), lo que no explica 

el fenotipo per se, pero puede contribuir al mismo.  

Por otra parte, Kcnf1 (potassium voltage-gated channel, subfamily F, member 1) es, 

como su nombre indica, un canal de potasio dependiente de voltaje, que se expresa de 

forma significativa en el corazón (Blake et al., 2021). Los canales de potasio son 

esenciales para para la repolarización de los cardiomiocitos y, por lo tanto, para el 

mantenimiento de un ritmo cardíaco estable, pudiendo relacionarlos con la fibrilación 

auricular (Rahm et al., 2018). 

Respecto a los genes Sprr1a y al ya mencionado Sprr2f, la expresión aberrante de 

estas proteínas en el corazón de ratones KO probablemente sea la causante de una 

rigidez excesiva de los cardiomiocitos, ya que estas proteínas participan en el proceso 

de cornificación y rigidez de los queratinocitos de la piel. En cuanto a Sprr1a, a pesar de 

no haber sido detectada por el análisis de interacciones realizado para hallar parejas 

miRNA/mRNA, sí se ha detectado su upregulación en el KO Chd4 simple, con un logFC 

de 7,64 (200 FC). Considerando el dKO, este gen se encuentra más sobreexpresado que 

en el Chd4KO (logFC de 9,23 (603 FC)), lo cual podría explicar por qué el dKO presenta un 

fenotipo arrítmico más exacerbado que el KO simple (El Abdellaoui-Soussi et al., datos 

no publicados). Teniendo en cuenta esta falta de pareja de miRNA que explicara la 

expresión ectópica de Sprr1a en los ratones mutantes, revisando en la bibliografía, sí 
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que se ha descrito que este gen se regula por mmu-miR-150-5p (Aonuma et al., 2021). 

Del mismo modo, en nuestro caso, se registra una downregulación de mmu-miR-150-

5p, con un logFC de -0,84 para Chd4KO vs WT. Este miRNA también se encuentra 

downregulado en el dKO vs WT, pero no se detecta diferencialmente expresado entre 

ambos mutantes, lo que sugiere que hay otro nivel de regulación adicional que hace que 

Sprr1a se exprese más en el dKO. Aunque esta interacción no esté listada en las bases 

de datos consultadas ni haya sido predicha por el paquete multiMiR, el hecho de que se 

haya estudiado experimentalmente y que esta proteína también se encuentre 

sobreexpresada en pacientes con infarto de miocardio (Aonuma et al, 2021; Kawaguchi 

et al., 2023), hace que esta ruta sea considerada quizá la más importante para su estudio 

posterior. 

En definitiva, cabe destacar que, a la hora de traducir estudios sobre expresión 

génica, siempre se ha de tener en cuenta que la correlación entre la sobreexpresión de 

mRNA y la abundancia de la proteína correspondiente no siempre es total, por lo que es 

posible que no se estén detectando todas las proteínas de interés que pudieran estar 

relacionadas con los fenotipos descritos. Estos estudios, por tanto, abren nuevas vías de 

investigación en el estudios de las CVDs, no solo a nivel básico, si no con implicaciones 

futuras en el desarrollo de posibles dianas terapéuticas para su tratamiento. 

 

6. CONCLUSIONES 

El knockout de Chd4 en el corazón de ratón provoca alteraciones en la expresión génica 

del tejido, desconfigurando el patrón de expresión de las proteínas de músculo 

esquelético en el mismo. Al eliminar en conjunto la expresión de Chd4 con ThPOK se 

observa en los ratones un fenotipo de miocardiopatía, fibrosis, arritmias, así como 

muerte súbita más exacerbada que en el Chd4KO.  

En este trabajo se ha podido comprobar que existe una relación entre genes 

diferencialmente expresados entre mutantes y WT que pueden provocar estos 

fenotipos cuya regulación puede explicarse por la expresión de distintos miRNAs. 

Destacan las parejas de Atp1b4 y mmu-miR-149-5p y Ryr1 y mmu-miR-378a-3p, 

diferencialmente expresadas en ambas comparaciones con WT y relacionadas con 

arritmias. También, la interacción entre Kcnf1 y miR-335-3p, único miRNA significativo 
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validado entre ambos mutantes, que podría causar fibrilación auricular. Además, el 

tándem miR-150-5p/Sprr1a podría explicar el fenotipo más deletéreo en el caso del dKO, 

versus el Chd4ko. 

Las listas putativas obtenidas seguirán siendo estudiadas para, teniendo en cuenta 

lo descrito, realizar experimentos en el laboratorio que permitan confirmar las 

causalidades propuestas en los ratones de interés.    
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ABREVIATURAS 
 

 

 

Chd4 Chromatin Helicase DNA binding protein 4 

Chd4KO Knockout condicional, ratón con el gen para 
Chd4 eliminado solo en los cardiomiocitos. 

cKO Knockout condicional 

CVD Enfermedades cardiovasculares  

dKO Doble knockout, ratón con los genes para Chd4 
y ThPOK eliminados a la vez en los 
cardiomiocitos. 

FC Fold Change 

GSEA Gene set Enrichment Analysis  

HITS-CLIP High-throughput sequencing of RNA isolated 
by crosslinking immunoprecipitation 

Kcnf1 Potassium voltage-gated channel, subfamily F, 
member 1 

miRNA Micro-RNA 

Sprr1a Small proline-rich protein 1A 

Sprr2f Small Proline Rich Protein 2F 

TF Factor de transcripción 

ThPOK T helper-inducing POZ Krüeppel factor 

WT Wild type, silvestre 
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ANEXO I 

 

 
Figura 14. Gráfica de componentes principales para miRNAs necesarios para alcanzar un 50% de 

lecturas, agrupando las réplicas según su condición. Modificada de mirnaQC. 
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Figura 15. Gráficas de calidad obtenidas de mirnaQC al estudiar los miRNAs secuenciados, coloreadas 

según el cuartil al que pertenece la métrica al ser comparados con otras del mismo reino: a) complejidad 

de la librería, b) posible contaminación, c) calidad de la librería, d) rendimiento de la secuenciación, e) 

distribución de la longitud de las lecturas y f) calidad de la secuenciación basada en la puntuación Phred.  
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ANEXO II 
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Figura 16. Resultados de g:Profiler para el enriquecimiento funcional de los genes seleccionados para 

Chd4KO vs WT en distintas bases de datos: GO:MF (Gene Ontology: Molecular Function), BP (Biological 

Process) y CC (Cellular Component); KEGG, Reactome (REAC), WikiPathways (WP) y Human Phenotype 

Ontology (HP). Se muestra al lado el identificador del término y su p-valor, coloreado según el logaritmo 

del mismo. 
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Figura 17. Resultados de g:Profiler para el enriquecimiento funcional de los genes seleccionados para 

dKO vs WT en las distintas bases de datos usadas por la web: GO:MF (Gene Ontology: Molecular 

Function), BP (Biological Process) y CC (Cellular Component); KEGG, Reactome (REAC), WikiPathways 

(WP) y Human Phenotype Ontology (HP). Se muestra al lado el identificador del término y el p-valor que 

corresponde, coloreado según el logaritmo del mismo. 
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Figura 18. Resultados de g:Profiler para el enriquecimiento funcional de los genes seleccionados para 

Chd4KO vs dKO en distintas bases de datos: GO:MF (Gene Ontology: Molecular Function), BP (Biological 

Process) y CC (Cellular Component); KEGG y REAC (Reactome). Se muestra al lado el identificador del 

término y su p-valor, coloreado según el logaritmo del mismo. 
 

 


