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Prélogo

La investigacién que se realiza actualmente en las dreas de Biologia Molecular y
Celular estd orientada hacia la lucha contra los principales problemas sanitarios
de nuestra sociedad y hacia la obtencién de nuevas herramientas tecnoldgicas
con proyeccién en el dmbito farmacéutico-sanitario, agricola, ganadero, indus-
trial y ambiental. Esto ha dado lugar al nacimiento y desarrollo de la Biomedi-
cina y de la Biotecnologia. El objetivo de esta obra es doble, en primer lugar,
difundir la investigacién que se realiza en estos campos en nuestra universidad y
entidades colaboradoras y, en segundo lugar, escribir un texto que pueda servir
como referencia para los alumnos del Méster Universitario en Biotecnologia y
Biomedicina por la Universidad de Jaén.

Este volumen estd dedicado a la Biomedicina y en €l se tratan temas de mucho
interés relacionados con la patologfa cardiovascular, envejecimiento, enfermeda-
des infecciosas, neuroendocrinologia, cdncer colorrectal y la insuficiencia placen-
taria, haciéndose hincapié en la contribucién particular realizada en cada campo
por investigadores de los grupos implicados en nuestro mdster.

En el primer capitulo de este volumen se resume el desarrollo y regeneracién
del musculo estriado y la contribucién del grupo de la Dra. Amelia E. Ardnega
Jiménez al conocimiento de la funcién del factor de transcripcién Pitx2 en este
proceso y su relacién con patologfas cardiacas como la fibrilacién auricular.

El segundo capitulo estd dedicado a las bases bioldgicas del envejecimiento y
su relacién con la aparicién de enfermedades y su prevencién. Se explica lo que
se conoce sobre las bases moleculares implicadas y la contribucién del grupo de
la Dra. M.* Angeles Peinado Herreros relativa a la funcién de la produccién de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en este proceso.

En el tercer capitulo, el grupo del Dr. Antonio Caruz Arcos resume la rela-
cién entre la genética y la predisposicién a enfermedades infecciosas. Se muestran
las diferentes estrategias experimentales para identificar polimorfismos genéticos
asociados a enfermedades virales, bacterianas o parasitarias, y su aplicacién en el
tratamiento, diagndstico y prevencién de estas enfermedades.

En el cuarto capitulo, el grupo del Dr. Manuel Ramirez Sdnchez se centra en
las bases de la neuroendocrinologfa clinica y su implicacién en las enfermedades
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neurodegenerativas, cardiovasculares y obesidad, enfatizando en la funcién de las
enzimas proteoliticas y en su papel en la regulacién de la actividad de neuropép-
tidos y neurohormonas.

A continuacién, en el quinto capitulo, el Dr. Antonio Ferndndez Sudrez aborda
los procedimientos de diagndstico y seguimiento clinico del cdncer colorrectal,
haciendo hincapié en los métodos no invasivos, en concreto en la descripcién de
los principales marcadores tumorales, estudios genéticos y las nuevas metodolo-
gias utilizadas.

Por Gltimo, en el sexto capitulo, el Dr. Daniel Fatela Cantillo y colaborado-
res describen los factores que predisponen a la preeclampsia y diabetes mellitus
gestacional en el primer trimestre del embarazo poniendo especial interés en su
manejo clinico y en la aplicacién de las herramientas diagndsticas basadas en la
Biologia Molecular.

Como editores de esta obra esperamos que sea ttil a los objetivos propuestos,
subrayando muy especialmente la contribucién de los Grupos de Investigacién de
la Universidad de Jaén al conocimiento y difusién de la ciencia en un campo de
tanto interés y actualidad como es el de la Biomedicina.

Juan Peragin Sdnchez, Maria Angeles Peinado (Eds)
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Contribucién del factor de transcripcién Pitx2
durante el desarrollo y la regeneracién del
musculo estriado

Amelia E. Ardnega, Estefania Lozano-Velasco, Francisco Hernandez-Torres, Houria
Daimi, Daniel Vallejo-Pulido, Jorge N Dominguez Macias, Diego Franco®

Grupo de Estudios Cardiovasculares, Departamento de Biologia Experimental,
Universidad de Jaén. Jaén

? dfranco@ujaen.es

Resumen

El desarrollo del sistema cardiovascular es un proceso complejo, en el
cual distintas poblaciones celulares convergen en la linea media del
embridn desarrollando un tubo cardiaco lineal que rdpidamente sufre
una torsién hacia la derecha y va configurando las cdmaras auriculares y
ventriculares a la vez que se tabica en regiones sistémicas y venosas. El
musculo estriado esquelético del tronco y las extremidades deriva del
miotomo, migrando hacia distintas partes del embrién para finalmente
configurar los distintos musculos estriados mientras que el musculo es-
quelético craneal se origina a partir del mesodermo anterior. Las células
musculares estriadas esqueléticas y cardiacas muestras grandes simili-
tudes morfoldgicas y estructurales, si bien los procesos genético-mole-
culares que determinar la formacién del musculo cardiaco y esquelético
divergen bastante.

El factor de transcripcién Pitx2 estd codificado por un gen homeobox que
interviene en el desarrollo tanto del musculo cardiaco como del musculo
esquelético. En los dltimos afios nuestro grupo de investigacién ha disec-
cionado el papel funcional de Pitx2 tanto en el desarrollo cardiaco como
en la musculatura esquelética. Pitx2 juega un papel esencial regulando
multiples canales i6nicos y su falta de funcién provoca procesos arritmo-
génicos. En el musculo esquelético Pitx2 juega un papel controlando la
proliferacién y la diferenciacién en células madre adultas del masculo es-
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triado. En este capitulo abordamos el papel funcional del factor de trans-
cripci6én Pitx2 en el desarrollo y patologia del musculo estriado.

Palabras clave: Pitx2, regulacion transcripcional, desarrollo cardiovas-
cular, arritmogenesis, mictoRNAs.

Abstract

Cardiovascular develompent is a tightly regulated morphogenetic process involving
distinct cell subpopulations that converge into the embryonic midline forming a
linear straight cardiac tube that subsequently bends rightwardly as the atri-
al and ventricular chambers are formed and separated into systemic and venous
components. Limb and body trunk skeletal striated muscles ave derived from the
myotome, migrating towards distinct embryonic regions and configuring different
muscle packages whereas the cranial striated muscle are derived from the anterior
mesoderm. Striated cavdiac and skeletal muscle cells display a large array of mor-
phological and structural similaties, yer the molecular mechanisms determing the
Jormation of the skeletal and cardiac muscle is highly divergent.

The homebox transcription factor Pitx2 is involved in both cardiogenesis and
myogenesis. Quer the last years, we have dissected the functional role of Pitx2
both in cardiac and skeletal muscle development. Pitx2 plays a fundamental role
controlling the expression of multiple ion channels and its loss-of-function vesults
in cardiac arvhthymogenic events. In skeletal muscles, Pitx2 plays a key role
regulating cell proliferation and myogenic differentiation in adult skeletal muscle
satellite cells. In this chapter we will summarise our curvent understanding of the
Junctional role of the homeobox transcription factor Pitx2 during striated muscle
development and disease.

Key words: Pitx2, transcriptional regulation, cardiovascular development,
arrhythmogenesis, microRNASs.

Introduccidén

El desarrollo del corazén es un proceso morfogenético complejo. Las primeras
fases de desarrollo se inician mediante la formacién de dos subpoblaciones ce-
lulares a cada lado del embrién en desarrollo (Garcia-Martinez y Shoenwolf,
1992, 1993). Estas dos subpoblaciones se unen en la linea media para formar
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un tubo cardfaco primitivo, el cual sufre invariablemente una torsién a la dere-
cha, configurando as{ el corazén embrionario (de Jong ez 2/., 1992, 1993). Pos-
teriormente, el corazén embrionario desarrolla dos cdmaras auriculares y dos
ventriculares, y se produce a su vez la septacién de ambas cdmaras (Moorman y
Christoffels, 2003). El corazén adulto muestra finalmente dos cdmaras auricu-
lares y dos cdmaras ventriculares, derecha e izquierda, respectivamente (Franco
et al., 2000), teniendo cada una de ellas un tracto de entrada y un tracto de
salida independientes (Anderson e /., 2003ab; Moorman et «/., 2003). A su
vez, el corazén en desarrollo se dota de un sistema especializado de conduccién,
el sistema de conduccién cardiaco, que le permite sincronizar los procesos de
contraccién y dilatacién de las cdmaras cardiacas (Moorman y Lamers, 1994;
Moorman et al., 1998). A nivel histolégico, el corazén estd compuesto de tres
capas celulares: una capa interna, el endocardio; una capa media, el miocardio,
y una capa externa, el epicardio (Moorman y Christoffels, 2003).

El musculo esquelético del tronco y de las extremidades se desarrolla mayo-
ritariamente a partir de un conjunto de células derivadas de los somitos. Estas
células se configuran en el miotomo y adquieren en este contexto las sefiales
de especificacién hacia el linaje muscular esquelético (Buckingham y Rigby,
2014). Posteriormente van a iniciar un proceso de migracién celular, para si-
tuarse, de este modo, en sus correspondientes destinos finales (Buckingham y
Rigby, 2014). En contraposicién a los muasculos esqueléticos troncales, los mus-
culos craneales no derivan de los somitos, sino que se originan a partir del mes-
odermo anterior (Michailovici ez /., 2015), adquiriendo finalmente un proceso
de especificacién y diferenciacién semejante, aunque no exactamente igual que
el acontecido en los musculos derivados de los somitos.

Regulacién transcripcional del desarrollo
cardiovascular

En los Gltimos afios, nuestro conocimiento sobre los mecanismos molecula-
res que controlan el desarrollo del corazén y del masculo esquelético se han
incrementado de forma exponencial. En el contexto cardiaco, los mecanismos
de especificacién del mesodermo lateral hacia precursores cardiacos vienen
determinados por factores de crecimiento de la familia de los Bmps y Fgfs,
actuando sefales del tipo Wnt como represoras en este contexto (Lépez-Sin-
chez et al., 2002, 2009; Lépez-Sianchez y Garcia-Martinez, 2011). El inicio
del linaje celular cardiomiogénico se produce con la expresién de factores de
transcripcién tales como Nkx2.5, Mef2c y Gata4 (Srivastava, 2006; Cordes y
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Srivastava, 2009). Una vez iniciado este proceso de determinacién celular, el
corazén tiene que ir adquiriendo una morfologia distinta en cada una de las
regiones cardiacas. En este contexto, distintos miembros de la familia Tbox
de factores de transcripcidn, tales como Tbx1 (region arterial), Tbx2 y Tbx3
(futuro sistema de conduccién), Tbx5 (formacién del septo interventricular),
Tbx18 (epicardio) y Tbx20, juegan un papel esencial (Greulich et /., 2011).

El factor de transcripcién Picx2 es bastante llamativo, pues su expresién
embrionaria se inicia antes de la formacién del corazén, se mantiene en el
corazén embrionario primitivo e incluso posteriormente, durante el periodo
fetal, neonatal y adulto (Campione ez 2/., 1999, 2002; Herndndez-Torres e a/.,
2016). Otra de las peculiaridades de este factor de transcripcién es su perfil
dindmico de expresion a lo largo del desarrollo y en concreto la adquisicién de
una expresién diferencial derecha-izquierda, como veremos en los préximos
subcapitulos (Logan ¢t /., 1998; Campione et /., 1999). A continuacién des-
cribiremos el papel del factor de transcripcién Pitx2 durante la cardiogénesis
y su implicacién en procesos fisiopatolégicos, asi como en la regeneracién car-
diaca.

Mecanismos moleculares del desarrollo
muscular esquelético

El desarrollo de la musculatura esquelética del tronco y de las extremidades se
produce a partir de los somitos, que son estructuras transitorias del mesodermo
paraxial que se configuran por pares a lo largo del tubo neural y que siguen un
proceso antero-posterior de formacién y maduracién. Inicialmente el somito
es una unidad esférica de células epiteliales, que rdpidamente se subdivide en
dos porciones, una ventral que adquiere caracteristicas mesenquimales, el es-
clerotomo, y una dorsal epitelial que se denomina dermomiotomo. A partir del
dermomiotomo se inicia una delaminacién por ambos extremos, dando lugar
as{ a los precursores miogénicos de la musculatura hipoaxial (dorsal) y epaxial
(ventral). Estos procesos conllevan procesos de transicién epitelio-mesenquima
(EMT) (Buckingham y Relais, 2015).

A nivel molecular, los factores de transcripcién Pax3 y Myf5 juegan un pa-
pel esencial en la determinacion del linaje miogénico. Pax3 se expresa en el
mesodermo presomitico y, al configurarse los somitos, queda progresivamente
restringido al dermomiotomo (Schubert ¢z /., 2001; Goulding ¢t /., 1991) y
mantiene su expresién incluso cuando los precursores miogénicos se delami-
nan del dermomiotomo para migrar hacia su destino final. La activacién del
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programa de diferenciacién miogénica se produce con la expresién de genes de
determinacién tales como Myf5/Myf6 y MyoD.

La activacién en las regiones epaxial difiere respecto a las regiones hipoaxia-
les. En la region epaxial, la activacion de Myf5 es dependiente de la sefializacién
de Wnt y Shh, pero independiente de Pax3 o Pax7 (Buckingham y Relaix,
2015). Estas células no activan MyoD, sino MyoG, y entonces inician su di-
ferenciacién. Por el contrario, la activacién de Myf5 en la regién hipoaxial es
dependiente de Pax3 (Bajard ¢z /., 2006; Buckingham y Relaix, 2015). MyoD
se activa con posterioridad a Myf5 y es requerido para diferenciacién terminal y
fusién de los miotubos (Hu ez @/., 2008).

Si bien los somitos dan lugar a toda la musculatura troncal, la musculatura
craneal deriva del mesodermo anterior y los precursores musculares son poco
evidentes hasta que se empiezan a configurar las distintas poblaciones muscu-
lares: a) extra-oculares, b) branquiales, ¢) laringoglosales y d) axiales y nucales
(Tzahor, 2015). La determinacién genético-molecular de la musculatura cra-
neal difiere sustancialmente de la acontecida en el tronco. La activacién de la
cascada de determinacién miogénica estd controlada por distintos factores, que
responden de forma diferencial segin la regién embrionaria en la que acontezca.
En el caso de los misculos branquiales, por ejemplo, la activacién miogénica
depende de Myf5/Myf6/MyoD, mientras que en los musculos oculares se inicia
con Myf5/Myf6, pero no puede ser re-emplazada por MyoD (Tajbakhsh y Buc-
kingham, 2000).

El factor de transcripcién Pitx2

El factor de transcripcién Pitx2 pertenece a la familia de factores homedticos.
En ratones, Pitx2 presenta tres isoformas que se generan por corte y empal-
me alternativo (Pitx2a y Pitx2b, respectivamente), as{ como por el uso de un
promotor alternativo (Pitx2c) (Schweickert ez /., 2000, 2001) (Figura 1). En
humanos, se ha descrito una cuarta isoforma (Pitx2D) que carece del dominio de
unién a ADN vy, por tanto, funciona como una isoforma con efecto dominante
negativo (Cox ef al., 2002). Cada una de estas isoformas presenta un papel regu-
lador transcripcional diferente (Toro ef /., 2003; Ganga et al., 2003).

La expresién de Pitx2 durante el desarrollo embrionario es muy dindmica
(Piedra er al., 1998; Campione e al., 1999; Furtado et #/., 2011). La primera
expresion se observa poco después de iniciarse el proceso de gastrulacién me-
diante la activacién del eje derecha-izquierda y, como consecuencia de ello,
Pitx2 empieza a expresarse en el mesodermo lateral izquierdo.
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Figura 1. A. Esquema representativo de las tres isoformas de Pitx2. Las isoformas Pitx2a y
Pitx2b se transcriben a partir de un promotor aguas arriba del exén 1 y comparten todos los
exones excepto el exén E3, que es especifico de la isoforma Pitx2b. La isoforma Pitx2c¢ tiene un
promotor alternativo aguas arriba del ex6n 4 y solo comparte los exones E5 y E6 con las otras dos
isoformas de Pitx2. B. Esquema representativo del papel de Pitx2 durante el desarrollo cardiaco
y su relacién con distintas cardiopatfas congénitas. La expresién de Pitx2 se encuentra enmarcada
en tres tipos celulares distintos: la cresta neural cardiaca (CNC), el mesodermo faringeo (Non-
CNC) y el miocardio. En este tltimo tejido podemos distinguir dos acciones temporales distintas,
es decir, en precursores cardiacos y en los cardiomiocitos adultos. La falta de funcién de Pitx2

en la CNC puede dar lugar a cardiopatias congénitas como alteracién en los derivados de los
arcos aérticos (AAA) o tronco arterioso permanente (PTA). Estas alteraciones pueden estar, a

su vez, condicionadas por la funcién de Pitx2 en las células del mesodermo faringeo, dando

lugar igualmente a AAA. En el caso del miocardio, el papel de Pitx2 ha sido mds profusamente
establecido en los cardiomiocitos adultos, dando lugar a un amplio rango de cardiopatias
congénitas tales como doble salida de ventriculo derecho (DORV), doble entrada de ventriculo
izquierdo (DILV), transposicién de grandes vasos (TGA), defectos del septo interatrial (ASD) o
interventricular (VSD), respectivamente. Tales cardiopatias congénitas se achacan principalmente
a una falta de funcién de Pitx2 en distintas regiones cardiacas, tales como el tracto de salida
(OFT), el canal atrioventricular (AVC), las cimaras auriculares (AA) o el tracto de entrada (IFT).
En estas tltimas dos regiones, la falta de funcién de Pitx2 aparentemente no origina ningin tipo
de cardiopatia congénita (no CP). En los precursores cardiomiogénicos, el papel de Pitx2 no estd
tan claramente establecido. En el campo cardiaco primario (FHF) no se han descrito cardiopatias
congénitas, que si estdn presentes cuando se elimina la funcién de Pitx2 en el campo cardiaco
secundario (SHF), recapitulando los efectos fenotipicos del mutante sistémico Pitx2 (Pitx2c-/-).
Finalmente, la funcién de Pitx2 en el tercer campo cardiaco aun no esté esclarecida.

Existen multiples estudios sobre el papel esencial del factor de transcrip-
cién Pitx2 en el eje derecha-izquierda en distintas especies (Bisgrove et /.,
2000, 2001; Chazzaud et «/., 1999; Chen et 4l., 2004; Gaio et /., 1999; Gor-
mley et 2/, 2003; Hachisuga ez a/. 2015; Ji et al., 2016; Kathuriya e /.,
2000; Meno ¢t al., 1998; Meyers et al., 1999; Patet ez 2/., 1999) y en distintos
primordios embrionarios, como el sistema digestivo (Dagle ¢# /., 2003; Davis
et al., 2008; Essner er «/., 2000) o el sistema nervioso central (Essner et /.,
2000). En este capitulo centraremos nuestra atencién en el papel de Pitx2
en el eje derecha-izquierda durante el desarrollo cardiovascular y su relacion
con cardiopatias congénitas (Bamford ez 2/., 2000, 2004; Franco e /., 2003).
Poco después, la expresién de Pitx2 también se observa en el mesodermo an-
terior, si bien en esta regién no muestra diferencias significativas de expresién
entre las porciones derecha e izquierda.

Posteriormente y segtin avanza el desarrollo embrionario, Pitx2 se expresa
en distintos tejidos, tales como en el sistema gastrointestinal, la gldindula pitui-
taria, el ojo embrionario, asi{ como en el corazén y masculo esquelético (Franco
y Aranea, 2017).
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La generacién de mutantes sistémicos deficientes en el factor de transcrip-
cién Pitx2 ha demostrado el papel esencial de este factor en distintos procesos
morfogenéticos. Los ratones deficientes en Pitx2 muestran alteraciones cardio-
vasculares, deficiencias en la formacién del ojo e incapacidad de cierre abdo-
minal, entre otras alteraciones del desarrollo. Recientemente se han realizado
ensayos con ratones mutantes condicionales para analizar con precision el papel
funcional de Pitx2 en distintos tipos celulares. Estos ensayos han permitido de-
terminar el papel primordial de Pitx2 en la formacién y desarrollo de distintos
tipos neuronales, de la cérnea y cristalino en el ojo (Reis e7 2/., 2012; Bohnsack
et al., 2012; Branford et /., 2000; Guioli et «l., 2007; Martin et /., 2004). En
este capitulo nos centramos en analizar el papel funcional de Pitx2 durante el
desarrollo cardiovascular.

Pitx2 en el desarrollo y la homeostasis
cardiovascular

El papel de Pitx2 es determinante en multiples etapas del desarrollo del cora-
z6n. En los ratones sistémicos deficientes para Pitx2 se observan distintos tipos
de cardiopatias congénitas, como doble salida de ventriculo derecho (DORV),
defectos de septacién ventricular (VSD), isomeria atrial derecha (RAI) y alte-
raciones en el retorno venoso y transposicién de grandes vasos (TGA) (Ryan ez
al., 1998; Yoshioka et al., 1998; Lin et al., 1999; Gage et al., 1999; Lu e al.,
1999). Dado que estos mutantes carecen de las tres isoformas, recientemente
se han realizado mutantes condicionales especificos para las isoformas Pitx2ab
y Pitx2c, respectivamente. El andlisis de estos mutantes demostré que la prin-
cipal isoforma responsable de las cardiopatias congénitas es la isoforma Pitx2c,
dado que los mutantes Pitx2ab no muestran alteraciones cardiacas significativas
(Liu ez al., 2001, 2002). Dada la complejidad en el fenotipo cardiaco observado
en los mutantes sistémicos para Pitx2, se han desarrollado distintas estrategias
para deleccionar de forma tejido especifico la expresion de este factor de trans-
cripcién. Pitx2 es esencial para el correcto desarrollo de los arcos faringeos,
controlando la carga hemodindmica diferencial entre las regiones derecha e iz-
quierda (Yashiro ez a/., 2007). El papel de Pitx2 en el campo cardiaco secundario
(Kelly ez al., 2003) ha sido demostrado por distintos autores (Ai ez al., 2006;
Galli ez a/., 2008), particularmente en el tracto de salida (Kioussi e /., 2002),
proceso dependiente de la interaccién Tbx1-Pitx2 (Nowotschin ¢t al., 2006).
Tessari ez 2/. (2006) demostraron, usando la tecnologia de escisién génica con-
dicional Cre/LoxP, que la falta de funcién de Pitx2 en el miocardio temprano
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(aMCHCre) condicionaba la mioarquitectura de un conjunto de cardiomioci-
tos ventriculares, si bien no generaba alteraciones considerables en las cimaras
auriculares ni en sus respectivas vias de entrada venosas. As{ pues, la falta de
funcién temprana en el miocardio no condicionaba su desarrollo morfogenético,
si bien s presentaba distintos grados de disfuncién eléctrica. Posteriormente,
se generaron mutantes condicionales en las distintas cimaras cardiacas, atriales
y ventriculares (Chinchilla ez @/., 2011), respectivamente. La falta de funcién
en el miocardio atrial no condicionaba el desarrollo morfogenético del polo ve-
noso, aunque si existia una dilatacién significativa de las cdmaras auriculares
embrionarias (Chinchilla ez /., 2011). De modo semejante, la falta de funcién
en las cdmaras ventriculares provoca un incremento significativo en el grosor del
septo interventricular, pero sin defectos morfogenéticos mds severos. Estos datos
revelan el papel esencial y diferencial de Pitx2 en los distintos tipos de cardio-
miocitos y ponen de manifiesto que las alteraciones en el eje derecha-izquierda
acontecen en estadios de desarrollo atin mds tempranos. En ese contexto, el
trabajo de Ammirabile er #/. (2012) demuestra que la perdida de expresién de
Pitx2 en los precursores cardiacos (cTnTCre; es decir, en los cardiomioblastos)
es suficiente para provocar defectos morfogenéticos tan severos como la isomeria
atrial derecha. Mommersteeg et /. (2007) demostraron, ademds, el papel esen-
cial de Pitx2 en la formacién de las venas pulmonares y del nédulo sinoatrial.
Dado el papel esencial que Pitx2 muestra durante la cardiogénesis murina,
se ha explorado si mutaciones en este factor de transcripcidn estdn asociadas con
distintas cardiopatias congénitas. Los primeros ensayos en pacientes con trans-
posicién de grandes vasos no revelaron mutaciones causativas en Pitx2 (Muncke
et al., 2005). Sin embargo, la presencia de variantes raras en el nimero de copias
si identific6 a Pitx2 como posible causante de distintas cardiopatias congénitas
(Fakhro ez 2/.,2011). M4s recientemente se han identificado mutaciones en Pitx2
asociadas a defectos en la septacién auricular (Yuan ¢t #/., 2013), formacién de
los cojines endocdrdicos (Zhao et a/., 2015), asi como en distintas cardiopatias
congénitas complejas (Wei er al., 2014; Wang et /., 2013), como la Tetralogia
de Fallot (Sun e /., 2016). Estos datos refuerzan, por tanto, el papel funcional
de Pitx2 durante la cardiogénesis humana, si bien los mecanismos moleculares
subyacentes a estas alteraciones congénitas siguen sin estar esclarecidos.

Pitx2 en arritmogénesis cardiovascular

Ademds de este papel morfogenético, nuevas evidencias ponen de manifiesto
que Pitx2 también tiene un papel esencial en el corazén adulto. Estudios de
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asociacién de genoma completo han identificado polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP; single nucleotide polymorphism) cercanos a Pitx2 asociados con
fibrilacién auricular en humanos (Gujbartson ¢f /., 2007). Recientemente se ha
demostrado que las regiones genémicas que contienen dichos SNPs interactan
de forma diferencial con los promotores de Pitx2ab y Pitx2c (Aguirreeral., 2015).
Anilisis genético-moleculares, en cuatro modelos distintos de falta de funcién,
han demostrado que la falta de funcién de Pitx2 provoca o favorece (segtn los
modelos) arritmias auriculares en ratones (Wang er /., 2010; Kirchhof et a/.,
2011; Chinchilla ez a/., 2011; Tao et al., 2014). Wang et al. (2010) demostré que
la falta de funcién de Pitx2 provocaba una alteracién embrionaria en la expresién
de Shox2 y Hen4, lo cual predisponfa en el adulto a una mayor predisposicién
a fibrilacién auricular inducida. Kirchoff et #/. (2011) demostré en mutantes
isoforma especifico de Pitx2c¢ unos resultados similares y ademds identificé
multiples canales i6nicos desregulados en el corazén por la haploinsuficiencia
de Pitx2c, lo que explicarfa la mayor predisposicién a la fibrilacién auricular
inducida. Por el contrario, Chinchilla ez #/. (2011) demostraron que la falta de
funcién de Pitx2 en las cdmaras auriculares era suficiente para desencadenar
procesos espontdneos de fibrilacién auricular, que eran principalmente debidos
a disfunciones electrofisiolégicas en el potencial de membrana en reposo y en
la fase de despolarizacién del potencial de accién cardiaca. Estos datos fueron
corroborados por Tao er a/. (2014) usando un modelo transgénico de falta de
funcién de Pitx2 en el corazén adulto exclusivamente.

Si bien el gen del factor de transcripcién Pitx2 fue el primer gen asocia-
do con fibrilacién auricular mediante estudios de asociacién genémica global
(genome wide association studies; GWAS), nuevos estudios en otras poblaciones
humanas han identificado nuevas variantes asociadas a fibrilacién auricular.
Durante los tltimos afios, nuestro laboratorio ha analizado en papel regulador
de Pitx2 en relacién con estos otros genes asociados a fibrilacién auricular. La
colaboracién entre Pitx2 y Tbx5 ha sido puesta de manifiesto recientemente
(Nadadur ¢# /., 2016). Nuestros andlisis han demostrado que Pitx2 regula la
expresién de Wnt8 y Wntll, los cuales ejercen un papel esencial en el control
de la regulacién de miltiples mictoRNAs involucrados en la regulacién de
distintos canales i6nicos cardiacos, asi como de los mismos canales (Lozano-Ve-
lasco et al., 2016), en consonancia con datos previos que demostraban el papel
regulador de Pitx2 sobre distintos microRNAs en el contexto de fibrilacién
auricular (Wang e a/., 2014). A su vez, hemos demostrado que Pitx2 regula
también al factor de transcripcién Zfhx3, si bien su contribucién a la arritmo-
génesis auricular parece ser minima (Lozano-Velasco ef «/., 2016). Todo estos
datos sugieren un panorama complejo mediante el cual Pitx2 regula a Wnt8/





