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1. RESUMEN

La génesis del musculo esquelético durante el desarrollo embrionario y la vida
postnatal es un proceso controlado por una red reguladora extremadamente
elaborada que combina la interaccibn de agentes extrinsecos (por ejemplo,
morfogenos, eje neurohormonal, dafio muscular, etc.) y elementos intrinsecos
(elementos reguladores de genes). Los elementos intrinsecos forman interacciones
jerarquicas entre reguladores transcripcionales, ARN reguladores y factores de
remodelado de la cromatina. En este sentido, durante la embriogénesis, los
progenitores musculares se especifican mediante la expresion secuencial de una red
de factores de transcripcion compuestos de Pax3 Y Pax7, y los factores reguladores
miogénicos (MRFs) MyoD, Myf5, Myf6 (también denominado MRF4) y Miogenina.
Durante las dos Ultimas décadas el factor de transcripcion “homeobox” Pitx2 ha
surgido como un elemento clave dentro de los elaborados mecanismos que regulan
el desarrollo del musculo esquelético. En este trabajo hemos usado los mutantes
condicionales para dilucidar la funcion de Pitx2 en la especificacion vs.

determinacion durante la miogénesis del tronco y de las extremidades.

Summary

The genesis of skeletal muscle during embryonic development and postnatal life is a
process controlled by an extremely elaborate regulatory network that combines the
interplay of extrinsic (e.g., morphogens, neurohormonal input, muscle damage, etc.)
and intrinsic elements (gene regulatory elements). The intrinsic elements
formhierarchical interactions between transcriptional regulators, regulatory RNAs,
and chromatin-remodeling factors. In this sense, during embryogenesis,muscle
progenitors are specified by the sequential expression of a network of transcription
factors composed of Pax3 and Pax7, and the basic helix-loop-helix (bHLH) myogenic
regulatory factors (MRFs) MyoD, Myf5, Myf6 (also called MRF4), and Myogenin.
During the last two decades the homeobox transcription factor Pitx2 has emerged as
a key element in the finetuning mechanism that regulates skeletal-muscle

development. In the present work we have used the conditonal mutant mice

Myf5Cre+/'/Pitx2 LoxP-LoxP o elucidate the function of Pitx2 in specification vs.

determination during trunk and limb myogenesis.



2. INTRODUCCION

2.1. Miogénesis: formacion y mantenimiento del musculo esquelético

El musculo esquelético es un tejido de gran complejidad y heterogéneo el cual
presenta capacidad regenerativa. El proceso de generacion muscular (miogénesis)
comienza originalmente en el embrién y es rememorado en el musculo esquelético

maduro para su mantenimiento y reparacion.

Durante la miogénesis embrionaria, las estructuras derivadas del mesodermo
generan las primeras fibras musculares del cuerpo, y posteriormente otras fibras
adicionales son generadas a lo largo de estas primeras fibras (Parker et al., 2003).
En la fase perinatal que es poco conocida, los precursores miogénicos presentes en
el muasculo inicialmente proliferan extensivamente, y posteriormente con la
disminucidon de los mionlcleos se alcanza un estado estacionario y también se

alcanza un pico en la sintesis de miofibrillas proteicas (Schultz, 1996).

En el tejido muscular sus progenitores entran en quiescencia y residen bajo la
lamina basal como células satélite. EI muisculo esquelético depende de un
mecanismo que compensa la proliferacion/diferenciacion de las células
terminalmente diferenciadas para el mantenimiento de la homeostasis del tejido
(Schmalbruch and Lewis, 2000). Este tipo de miogénesis depende de la activacion
de las células satélite que tienen el potencial para diferenciarse en nuevas fibras
musculares (Charge and Rudnicki 2004). La forma estudiada mas comprensible de
miogénesis toma lugar en donde el masculo esquelético es dafiado y la multitud de
células satélite se expanden mitéticamente y se diferencian para reparar el tejido y

restablecer la homeostasis (Rudnicki et al., 2004).

Muchas similaridades, como factores de transcripcion comunes y sefalizacion de
moléculas, entre la miogénesis embrionaria y la regeneracion del musculo
esquelético han sido descubiertas en diferentes estudios (Tajbakhsh, 2009). Como el
caracter pluripotente de las células fundadoras embrionarias estd retenido en las
células satélite, su investigacion es de gran importancia para la aplicacion de su

potencialidad en otras ramas o finalidades.



2.2. Miogénesis embrionaria
2.2.1. Somitogénesis

La posicién e identidad de las células que formaran las tres capas germinales estan
determinadas tempranamente en la gestaciéon (Arnold and Robenson, 2009). El
embrién desarrolla dichas capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo.
El mesodermo esta anatdbmicamente dividido en mesodermo paraxial, mesodermo
intermedio y mesodermo lateral, con respecto a la posicién de la linea media. En el
transcurso del desarrollo, las variaciones locales de la expresion génica y gradientes
de morfégenos inducen a condensaciones en parejas del mesodermo paraxial
formando los somitos, los cuales se desarrolla progresivamente de la cabeza a la
cola (Aulehla and Pourquie, 2006). Después de que las células abandonen la regién
caudal, la expresion ciclica de los genes se detiene, y se incrementa los niveles de
acido retinoico estableciendo polaridad en el somito, el cual a continuacion
desarrolla unos compartimentos dorso-ventrales bien definidos (Figura 1)
(Takahashi, 2001; Parker et al., 2003).

La parte mas ventral forma el esclerotoma mesenquimal, el cual contiene los
precursores de cartilagos y huesos, mientras que la parte mas dorsal del somito se
mantiene epitelial y se convierte en dermomiotomo. Los musculos esqueléticos del
cuerpo, a excepcion de algunos musculos de la cabeza, son derivados de las células

de esta Ultima estructura.

Las células del dermomiotomo estan marcadas por la expresion de los factores de
transcripcion “Paired-box’ Pax3 y Pax7 y también estdn marcadas en menor medida
por la expresion del factor de transcripcion Myf5 “helix-loop-helix’. (Jostes et al.,
1990; Goulding et al., 1991; Kiefer and Hauschka, 2001).
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Figura 1: Representacién esquematica de los somitos, primery segundo arco branquial y mesodermo precordal

gue son el origen del musculo esquelético. Tomada de M. Buckingham, Cell DevelopmentReview, 2013.

Los labios del dermomiotomo maduraran en hacia miotomo, una estructura muscular
primitiva que contienen células musculares que expresan altos niveles de MyoD, otro
miembro basico de los factores de transcripcion “helix-loop-helix’, y Myf5 (Sassoon
et al. 1989; Cinnamon et al. 2001; Kiefer and Hauschka 2001; Ordahl et al. 2001).
MyoD y Myf5 son considerados como los marcadores de especificacion terminal de
la linea muscular (Pownall et al, 2002). En la mayor parte de los musculos
progenitores, MyoD funciona aguas abajo desde Pax3 y Pax7 en la jerarquia
genética de reguladores miogénicos (Figura 2), mientras que Myf5, dependiendo del
contexto, puede también actuar en paralelo con los factores de transcripcién Pax
(Bryson-Richardson and Currie 2008; Punch et al. 2009; Bismuth and Relaix 2010).
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Figura 2: Regulacion genética de la miogénesis en el tronco y los miembros. Diferentes jerarquias genéticas
regulan elinicio de la miogénesis enlos dominios epiaxial, central o hipoaxial del somito o miembro. Lasflechas

indican la regulacion genética establecida, mientras que las flechas punteadas indican interacciones o

regulaciones sugeridas en una breve ventana de tiempo. Figura tomada de Buckingham y Mayeuf, 2012.

Mientras que el embrion se desarrolla, la parte central del dermomiotomo se
desintegra, y los progenitores musculares se intercalan en el miotomo primario (Ben-
Yair and Kalcheim 2005; Gros et al. 2005; Manceau et al. 2008). Esta poblacion de
progenitores da lugar a una fraccion de las células satélite que residen en el musculo
esquelético postnatal (Gros et al., 2005; Kassar-Duchossoy et al. 2005; Relaix et al.
2005; Schienda et al. 2006). Los musculos dorsales son generados desde la parte
epiaxial del dermomiotomo y miotomo, mientras que los musculos del tronco lateral y
extremidades son derivados desde el dominio hipoaxial (Parker et al., 2003). Los
musculos hipoaxiales del cuerpo son generados por una elongacién ventral del
dermomiotomo y miotomo (Figura 3) (Cinammon et al., 1999). Los musculos de las
extremidades y el diafragma son derivados de las células miogénicas con una
capacidad migratoria extensa, los cuales delaminan del labio ventrolateral del

dermomiotomo al nivel de las extremidades (Vasyutina and Birchmeier, 2006).
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Figura 3: Representacion del destino celular del miotomo, formando los musculos epiaxiales hacia la parte dorsal
del miotomo, y los musculos hipoaxiales hacia la parte ventral del miotomo. Figura tomada de Embriology, 2017.

Los musculos de la cabeza son creados por células en el mesodermo precordal y
mesodermo faringeal de la cabeza. La generacion de estos grupos de musculos esta
controlada diferencialmente desde el tronco y extremidades y ha sido extensamente
discutido en otras partes (Shih et al., 2008).



Las células comprometidas en el somito son altamente dependientes de los factores
extrinsecos. Las células epiteliales en el somito nuevamente formado tiene el
potencial de adoptar un destino esclerotomal o dermomiotomal. Segun experimentos
de trasplantes clasicos de somitos inmaduros, los cuales fueron injertados con una
rotacion de 180°, revelaron que los patrones de destino celular en el esclerotomo y
dermomiotomo no fueron alterados (Aoyama and Asamoto, 1988), sugiriendo asi la
existencia de gradiente de morfogenos que controlan el desarrollo de estas

estructuras.
2.2.1.1. Factores de transcripcion “Paired-Homeobox” Pax3 y Pax7

La jerarquia genética utiliza los factores de transcripcion “Paired-Homeobox” Pax3 vy
Pax7 controlar la miogénesis embrionaria. Las células del dermomiotomo de ratdn
expresan tanto Pax3 como Pax7, con altos niveles de Pax7 en el dominio central y
una expresion preferente de Pax3 en los labios dorsales y ventrales (Kassar-
Duchossoy et al., 2005). Sin embargo, solo Pax3 es expresado en las células
migratorias de largo alcance, las cuales forman la musculatura inicial de la
extremidad. Embriones de ratdbn homocigoticos mutantes por pérdida de funcion de
Pax3 no desarrollan el domino hipoaxial del somito y por consiguiente no desarrolla
la extremidad o los musculos del diafragma, aunque los musculos derivados del
dominio epiaxial son menos afectados (Bober et al, 1994; Daston et al., 1996;
Tremblay et al., 1998).

Por otro lado, Pax7 parece ser dispensable para el desarrollo embrionario muscular
(Seale et al, 2000). Sugiriendo que Pax3 y Pax7 son capaces de al menos
compensarse parcialmente durante la miogénesis embrionaria, la formacion del
musculo es mas deficiente en los embriones doble knockout de Pax3-Pax7 cuando
se compara con los mutantes sélo Splotch, y solamente el miotomo temprano se
desarrolla (Relaix et al., 2005). Ademas, cuando Pax7 es llamado en el locus de

Pax3, la mayoria de las funciones de Pax3 son restauradas (Relaix et al., 2004).

Hutcheson y colaboradores vieron en 2009 que la pérdida del linaje Pax3 es letal en
el embridén y previene la aparicion de células Pax7 positivas, mientras que la pérdida

de células que expresen Pax7 sbélo conlleva a defectos en los estadios tardios del
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desarrollo, causando musculos de un tamafio menor y con menos miofibrillas en las
extremidades del nacimiento (Seale et al., 2000). Todo ello lleva a la hipotesis de
gue las células positivas para Pax3 son las células fundadoras que forman una
determinada plantilla de fibras iniciales en las extremidades, en done las células
Pax7 positivas contribuyen posteriormente a la formacion de fibras secundarias y al
establecimiento de un reservorio de células en el musculo adulto (Magbool and
Jagla, 2007).

2.2.1.2. Factores reguladores de la miogénesis embrionaria

Primeros estudios de hibridacién usando librerias de ADNc de mioblastos en 1987
identificaron al factor MyoD (“basic helix-loop-helix) (Davis et al., 1987). Después, se
descubrieron otros 3 tipos de factores miogénicos “basic helix-loop-helix’, los cuales
son Myf5, miogenina y MRF4, capaces de transformar mioblastos en células
musculares. Los genes MyoD, Myf5, miogenina y MRF4 son conjuntamente
expresados en el linaje del musculo esquelético y se les denominan desde su
descubrimiento como los Factores Reguladores Miogénicos (MRFs) (Rudniki and
Jaenisch, 1995).

Myf5 es el primer MRF expresado durante el desarrollo embrionario, siendo
sobreexpresado de manera transitoria en el mesodermo paraxial y mas tarde en
conjunto con el resto de MRFs durante la formacién del miotomo (Ott et al., 1991,
Buckingham, 1992).

Los factores Myf5 y MyoD actian principalmente en la miogénesis temprana. Ambos
estan implicados en la determinacion celular hacia el linaje muscular esquelético y
en la regulaciéon del balance entre la proliferacion y la diferenciaciéon en los
mioblastos. Ademas, numerosos andlisis de los transcritos revelaron que MyoD
regula directamente multiples pasos del proceso de miogénesis (determinacidn, ciclo

celular, salida del ciclo celular, ...) (Chanoine et al,. 2004).

Los factores de transcripcion Miogenina y MRF4 actdan principalmente en la
miogénesis tardia, expresandose por tanto mas tarde que MyoD y Myf5. Miogenina y
MRF4 estan implicados en el mantenimiento del linaje miogénico y en el control de la
fase inicial de la diferenciacion en los miotubos mediante la activacion de los genes

/-

especificos del muasculo esquelético. En los ratones nulos Miogenina™ los



mioblastos se forman pero no se unen para formar los miotubos. Esto sugiere que
este gen es requerido para el paso que se da en la fusion de los mioblastos a
miotubos durante la miogénesis. No obstante, la sobreexpresion de MRF4 en los

/-

ratones Miogenina™  propicia la fusion de los miotubos y el desarrollo de la

musculatura completamente diferenciada, indicando el papel redundante entre

ambos factores de transcripcion (Sumariwalla and Klein, 2001).

2.3. Miogénesis adultay regeneracién muscular

A diferencia de la formacion del masculo en el embrién, la regeneracion muscular en
los vertebrados superiores depende del tejido lesionado y de la presencia del
andamiaje de la matriz extracelular, la cual sirve como molde para la formacion de
fibras musculares (Ciciliot and Schiaffino, 2010). La regeneracién muscular requiere
de la intervencion de progenitores indiferenciados hacia el sitio dafiado. En el
musculo esquelético maduro, dicha funcién lo realizan las denominadas células
satélite (Rudnicki et al. 2008).

2.3.1. Células satélite
Las células satélite son células madre especificas del musculo esquelético que
residen entre la lamina basal y sarcolema de las fibras musculares (Figura 4)
(Mauro, 1961; Sacco et al., 2008). Sus funciones criticas de crecimiento,
mantenimiento y reparaciéon del musculo esquelético estan bien establecidos
(Zammit et al., 2006). La transplantacion de una fibra muscular, con la presencia de
células satélite intacta, es suficiente no sélo para mantener una regeneracion
significativa en el miembro muscular hospedador, sino también para la reposicion del

nicho de células satélite (Collins et al., 2005).

Un nicho de células madre es un compartimento de un 6rgano que presenta auto-
renovacion de células madre mientras que previene sus formas diferenciadas
(Scadden, 2006). EI microambiente del nicho también ordena el compromiso de las

células madre en los respectivos linajes celulares especificos de 6rganos.

La eliminacién de las células madre somaticas de su nicho esta por consiguiente

acomparfiado por una pérdida de las propiedades de células pluripotentes a través



del tiempo. En su nicho, estas células satélite se disponen muy cerca de la miofibra

y estan cubiertas por matriz extracelular de la membrana basal (Mauro, 1961).

A Figura 4: Esquema de tejido
L muscular y nicho de células
satélite. A): Las células
satélites residen a lo largo de
la fibra del misculo huésped y
estdn  marcadas por la
expresion de Pax7 (rojo);
Nlcleos (azul); Citoplasma

(verde). B): Representacion

de tejido muscular esquelético

y célula satélite. Las sefiales
moleculares dentro del nicho

B
I/’/’— »' Myonucleus

gobiernan la respuesta de

comportamiento de las células

satélite en el mantenimiento
de la quiescencia o la
activacion durante la lesion.
Dibujo y fotografia tomada de

Bentzinger, Wang y Rudnicki
(2012).

Blood vessel

Ademas, estan situados muy proximos a los capilares, los cuales aportan a ellos los
componentes esenciales (Christov et al.,, 2007). Si las células satélite adultas no
estan activadas por dafio muscular o por otro estimulo, el nicho permite que éstas se
mantengan quiescentes, en un estado no proliferativo, lo cual es muy importante

para el mantenimiento a largo plazo (Shea et al. 2010).

El musculo esquelético tiene una importante capacidad regenerativa, e incluso
sufriendo multiples procesos de dafio el grupo de células satélite se mantiene en
tamafio constante. Esto sugiere la existencia de una reposicién en la poblacion de
estas células o bien un proceso de auto-renovacion en dichas células satélite. La

auto-renovacion requiere bien de una diferenciacion estocastica o bien una division



asimétrica. En la diferenciacion estocastica, una célula madre se divide para dar
lugar a dos células hijas comprometidas, mientras que otra célula madre da lugar a
dos células madre hijas idénticas para mantener el nicho progenitor. Por el contrario,
las divisiones asimétricas dan lugar a una célula paterna que es idéntica a la célula

madre y a una célula hija comprometida (Shinin et al. 2006; Conboy et al. 2007).

2.3.2. Origen de las células satélite

Varios estudios han demostrado por medios directos o indirectos que las células
satélites adultas se originan por células multipotentes de los somitos. Cuando la
muerte celular mediada por la toxina Difteria es inducida en células que expresan
Pax3 y Pax7 en el desarrollo del somito de ratdn, no se encontraron progenitores
musculares en las extremidades (Hutcheson et al, 2009). Experimentos de
seguimiento de linajes demostraron que el origen de las células satélite se encuentra
en las células que expresan Pax3 y Pax7 dentro del dermomiotomo (Hutcheson et
al., 2009; Lepper and fan, 2010). Sin embargo, cuando las células satélite de
musculo adulto que expresan Pax7 son suprimidas por la toxina Difteria, ningun otro
tipo de célula aparece para reponer el grupo de células satélites o reparar el tejido
después de la lesion (Lepper et al., 2011). Ello demuestra que las células satélite
gue expresan Pax7 son los principales o unicos mediadores para la regeneracion de
las miofibras en adulto. Todas las células satélite, sin importar su origen, expresan
Pax7, y en algunos musculos también expresan Pax3 a lo largo de la vida del
organismo (Kuang and Rudnicki, 2008). Ratones knockout para Pax7 presentan una
pérdida de células satélite, manifestdndose después de su nacimiento (Seale et al.,
2000). Pax7 es requerido hasta la tercera semana después del nacimiento, una fase
de intensa proliferacion de precursores miogénicos en la posicion de las células
satélite, aunque su funcién tras dicho temprano crecimiento queda aun por conocer
(Lepper et al., 2009).

2.4. Pitx2 en la miogénesis

El gen Pitx2 (“Pituitary homeobox gene 2”) codifica una proteina la cual pertenece a
la familia de factores de transcripcion tipo bicoid, conteniendo una secuencia
denominada Homeodominio que permite su interaccion con el ADN para poder llevar

a cabo su funcion (Gage and Camper, 1997).
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Pitx2 es expresado en gran cantidad en tejidos durante el desarrollo, incluyendo la
placa lateral derecha del mesodermo, derivados del primer arco branquial, el ojo, el
cerebro, la glandula pituitaria, mandibula, corazon, extremidades y mausculo
(Martinez Fernandez et al., 2006).

Como factor de transcripcion, Pitx2 se une a lugares de unidn consenso y no
consenso para factores de transcripcion de tipo bicoid, activando o reprimiendo la
transcripcion de estos genes diana para llevar a cabo funciones celulares

especificas.

Los ratones deficientes de Pitx2 se caracterizan por fallos en el cierre de las paredes
corporales, defectos oculares, isomerismo pulmonar derecho, defectos cardiacos, en

dientes y en el desarrollo de la pituitaria (Martinez Fernandez et al., 2006).

2.4.1. Estructura gendémica

En ratdén, el gen Pitx2 esta localizado en el cromosoma 3 (3G3; 3 57.84 cM) (Gage
and Camper, 1997) y esta transcrito en tres isoformas distintas: Pitx2a, Pitx2b y
Pitx2c. Pitx2a y Pitx2b comparten el mismo promotor mientras que Pitx2c utiliza una
alternativa “aguas arriba” del exon 4 (Schweickert et al., 2000). En humanos, Pitx2
se localiza en el cromosoma 4 (4925) y presenta una estructura genética similar al
del ratén, pero ademas presenta una cuarta isoforma (Pitx2d). Dicha isoforma es
generada por el promotor alternativo de Pitx2c y por un empalme diferencial, siendo
capaz de suprimir la actividad transcripcional de las otras isoformas de Pitx2 (Cox et
al., 2002). Todas las isoformas comparten homeodominio de union al ADN 50K, el

cual se une con la secuencia de consenso TAATCC (Figura 5) (Chaney et al., 2005).
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Figura 5: Diagrama esquemadtico de las isoformas de Pitx2 a, b, c y d. La organizaciéon genémica de este gen se describe en
la parte superior (1). Los exones estan numerados, y las UTR’s 5’y 3’ de los posibles diferentes transcritos estdn indicados en
las cajas rayadas. El homeodominio estdn indicados de color gris o scuro. Imagen obtenida de Muncke et al., 2005.

Aunque la mayor parte de las investigaciones se centraban en el rol de este gen en
el desarrollo de las estructuras cerebrales, los autores sefialan la expresion de Pitx2
en la mesénquima ocular, en el primer y segundo arco branquial y las extremidades
anteriores y posteriores, asi como en el dermomiotomo en el estadio de lo somitos
E8,5 y E10,5 en ratdén, siendo esto ultimo similar en pollo. Poco después, una
funcion de Pitx2 también fue descrita en la asimetria izquierda-derecha, siendo
propuesto como el transductor molecular de la sefializacion embrionaria izquierda-
derecha durante las primeras etapas del desarrollo a nivel de 6rganos como el

corazon, el intestino y/o el estomago (Yoshioka et al., 1998, Campione et al., 1999).

2.4.2. Pitx2c en el tejido muscular esquelético

Pitx2c ha sido detectado en mioblastos del brote de las extremidades durante la
miogénesis de embriones de ratdn, los cuales también expresan Pax3 y MyoD,
sugiriendo que Pitx2 juega un papel importante durante los procesos de

diferenciacion de la musculatura esquelética (Lozano-Velasco, 2011).

El gen Pitx2c se ha mostrado previamente como aquel que es expresado durante la
miogénesis embrionaria (L’Honoré et al., 2007; Shih et al., 2007b) de diferentes tipos
musculares, incluyendo los musculos extraoculares, branquiomeéricos, tronco y
extremidades. Mientras que Pitx2 regula la transcripcion de MRF en los musculos
extraoculares y branquioméricos también esta implicado en la proliferacion y
supervivencia de las células precursoras musculares en los musculos
branquioméricos (Dong et al, 2006). Durante el desarrollo de la musculatura
corporal, Pitx2 se expresa en las células progenitoras musculares y en células
tempranamente diferenciadas, y su expresion disminuye en la diferenciacion terminal
(L’'Honoré et al., 2007). Ademas, existe una cascada molecular Pitx2-miRNAs que
controla la proliferacion en mioblastos y células satélite. La cascada molecular Pitx2
- miR-106b controla la expresion de Myf5 en las células satélite aumentando la

poblacién celular comprometida a linaje miogénico.

Estudios recientes han propuesto que Pitx2 puede actuar como un activador del
proceso de miogénesis y de cooperar con la via Myf5/Myf4 para controlar el proceso

de la miogénesis (L'Honoré et al., 2010). MyoD forma parte de la red béasica de
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regulacion que rige el proceso de miogénesis de la musculatura esquelética,
actuando como determinante esencial del destino celular miogénico. Algunos
autores indican que Pitx2 es requerido para la activacion inicial de MyoD en los
precursores miogénicos mediante la unidn directa de Pitx2 a la region potenciadora
de MyoD. Myf5 y Mrf4 son prescindibles para determinar el destino de las células
progenitoras del musculo, sin embargo su inactivacion traen como consecuencia una
drastica disminucién de la expresion de MyoD en la extremidad. Por tanto, Pitx2 y
Myf5 contribuyen de manera paralela en el establecimiento de las vias genéticas de

la miogénesis de extremidades (Lozano-Velasco, 2011).

Ademas, hay que destacar que los ratones mutantes Splotch de la investigacién de
L’Honoré et al. (2010) mostraron un déficit en la expresion de Pitx2, cuya expresion
solamente aparece en el miotomo. Dicho déficit no se observa en las células de la
mesénquima, indicando que Pitx2 esta “aguas abajo” de Pax3 durante la miogénesis
del miotomo. No obstante, y a pesar de dichos trabajos, no todas las células que
expresan Pitx2 fueron positivas para Pax3, mientras que en las extremidades
precede la expresion de Pitx2 antes que la de Myf5. Por ello, estudios adicionales
usando la inactivacion condicional de Pitx2 en poblaciones de células miogénicas
especfificas podria ayudar a aclarar la funcién de Pitx2 en la miogénesis embrionaria

(Francisco Hernandez-Torres etal., 2017).

En este trabajo queremos analizar los efectos de la pérdida de funcion de Pitx2.
Para ello hemos generado una linea de ratones mutantes que tienen deleccionado el

homeodominio Pitx2 solo en las células precursoras del tejido muscular esquelético.
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3. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es investigar en profundidad el papel que tiene el
factor de transcripcion Pitx2 en la miogénesis embrionaria y adulta, en
concreto en los progenitores celulares que ya han adquirido compromiso

miogénico (células que expresan Myf5) mediante el uso de los mutantes

condicionales Myf5Cre */*/ Pitx2 LoxP-LoxP.
Los objetivos especfficos son:

a) Caracterizar la supervivencia de los ratones mutantes para Myf5Cre 1 pitx2

LoxP-LoxP.
b) Analizar el efecto de la deleccion del gen Pitx2 en las cascadas moleculares

gue conducen a la miogénesis.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencidon de los ratones mutantes condicionales

El modelo animal con el que se realiz6 este trabajo es el ratdbn “Mus musculus”. Para

el analisis del papel de Pitx2 en el desarrollo del musculo esquelético hemos
utilizado fundamentalmente dos lineas de ratones: B195AP-Cre (Myf5 Cre+/') y

C57B6/J (Pitx2 LoxP-LoxP). Los ratones adultos utilizados procedieron del Centro de

Produccion y Experimentacion Animal de la Universidad de Jaén. En este trabajo

compararemos los siguientes genotipos: Myf5 cre” | Pitx2 LoxP-LoxP; Myf5 cret’J

Pitx2 wi-wt; Myf5 Cre*’" / Pitx2 LoxP-wt y Myf5 Cre*’" / Pitx2 LoxP-LoxP.

Los ratones estuvieron sometidos a un fotoperiodo dia/noche de 12 horas. La
temperatura ambiente de las instalaciones se mantuvo entre 20-25°C. Los animales

siempre tuvieron a su disposicion comida y agua ad libitum.

4.1.1. Descripcion de los ratones Control B195AP-Cre (Myf5 Cre+/')

La linea Myf5 cre*”” fue obtenida por el Centro Andaluz de Biologia de Desarrollo,

Sevilla y fue cedida por el investigador Jaime Carvajal. La creacion de dicha linea se
realizo usando el clon BAC B195APZ, el cual fue modificado por recombinacion y

transferido a células DY380, en donde fue sustituido el gen niacZ por el gen Cre.

4.1.2. Descripcion de los ratones Salvaje C57B6/J (Pitx2 LoxP-LoxP)

Esta cepa fue obtenida mediante ingenieria genética en el Departamento de
Genética Humana y Programa de Neurociencia dentro de University of Michigan
Medical School, y fue cedido por la doctora Mariana Campione de la Universidad de
Padua. Para ello partieron de la cepa C57B6/J a la cual le fue flanqueado con dos

secuencias LoxP el exon 5 del gen Pitx2 que codifica para el homeodominio.

4.2. Sistema de recombinacion Cre-LoxP

Actualmente, los sistemas de knockout condicionales estan basados en la
recombinacion especifica de un sitio concreto, y el sistema de recombinacién mas

empleado es el llamado Cre/LoxP (Figura 6, A).
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La Cre recombinasa reconoce los denominados sitios LoxP, que son dos secuencias

cortas iguales de 34 pb que delimitan el fragmento genético a recombinar.

La estrategia llevada a cabo es doble, por un lado se sitia al gen de la Cre
recombinasa bajo el control de un promotor especifico del tejido mediante técnicas
de biologia molecular, generando asi un raton transgénico. En nuestro caso, el gen
gue actia como promotor especfifico de tejido es Myf5, de manera que el raton

transgénico obtenido sera denominado como Myf5Cre (B195-AP).

Por otro lado, se genera una copia exacta del gen a recombinar la cual se encuentra
flanqueada por las secuencias LoxP. En nuestro caso, las secuencias LoxP se
encuentran flanqueando al exdn 5 de Pitx2, responsable de codificar para el

homeodominio.

4.2.1. Obtencién de los ratones Heterocigoto (Myf5 Cre+/'; Pitx2 LoxP-wt)

Al cruzar las dos lineas de ratones transgénicos (Myf5 cre'’" ; Pitx2 LoxP-LoxP),

obtenemos un doble transgénico que lleva ambas modificaciones en su genoma
(figura 6, B). De este modo, en el tejido en el cual se expresa la Cre recombinasa,
dicha enzima es capaz de reconocer las secuencias LoxP que flanquean el gen a
inhibir, producir la recombinacion en dicho tejido, y de esta manera eliminar dicho

geny evitar su expresion.

La obtencién de ratones heterocigoto implicaria por tanto que en uno de sus alelos
(marcados por las bandas de LoxP) se inhibiria la expresion del exon 5 por parte de
Cre. Sin embargo, el otro alelo no marcado por LoxP si presenta expresion del exdn

5, por lo que los ratones Heterocigoto son viables para su desarrollo y reproduccion.
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Figura 6: A) Representacion grafica de los alelos utlizados para la obtencion de ratones Knock -out
condicionales. B) Representacion grafica de la obtencion de Heterocigoto a partir de distintas cepas mutantes

(Salvaje y Control).

4.2.2. Obtencién de los ratones Nulo (Myf5 Cre+/'; Pitx2 LoxP-LoxP)

Una vez que se han generado y desarrollado los ratones heterocigoto,

procederemos al cruce de los mismos con la linea Pitx2 LoxP-LoxP (Figura 7). De
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esta manera, se obtendra ratones tanto con el gen Cre como con los dos alelos
marcados por las secuencias LoxP, de tal manera que la expresion del exdn 5 de

cada alelo sera inhibida por la accion de la enzima Cre recombinasa (procedente de

Cre). Con ello, a esta nueva cepa se la denominara Nulo (Myf5 cre*" ; Pitx2 LoxP-

LoxP).

Por el momento no se han mostrado signos aparentes de variacion fenotipica,
debido a que los ratones de esta cepa se desarrollan y alcanzan la madurez sin

ningun problema.

Ratén doble transgénico (Heterocigoto)

Myfs Cre+/'; Pitx2 LoxP-wt Raton Transgénico (Salvaje) Pitx2 LoxP- LoxP

Myf5 Pitx2 Myf5 Pitx2
A A A A

I
[ 1 1 1 [ = z | ]
Cre 4 4 X
[ 1 1 [ = 7 | 1
— —
LoxP
LoxP
Myf5 Pitx2
Il 1
( Y \
L 'c—' 1 ] Raton doble transgénico (Nulo)
re -
I — = | 1 Myf5 Cre*/" ; Pitx2 LoxP-LoxP

LoxP

Figura 7: Representacién gréafica de la obtencidon de Nulo a partir de distintas cepas mutantes (Heterocigoto y

Salvaje).

4.3. Determinacién de genotipos

En este trabajo es importante identificar los genotipos de los ratones que utilicemos
en nuestro estudio, bien para saber cuales de ellos tendremos que cruzar con otros

y también para escoger aquellos que nos interesen para continuar con el trabajo.

Para la extracciéon de ADN gendmico se procede a realizar dos pasos: Extraccién de

ADN e Ildentificacion de ratones por Electroforesis en gel de Agarosa
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4.3.1. Extraccion de ADN

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

9)

Se incuba el tejido del ratén (seccion de oreja) durante una noche con una
solucién compuesta por 495 pl de tampdn de Lisisy 5 pl de Proteinasa K.

Al dia siguiente, se realiza vortex al Eppendorf con la muestra.

Se centrifuga durante 15 minutos a 1400 RPM, a 4°C.

Después, se extrae 350 pl de sobrenadante (retirando cuidadosamente el
ADN con la punta de la micropipeta en las paredes del Eppendorf).

En un nuevo Eppendorf, se afiade la cantidad de ADN extraido y otros 350
ul de Isopropanol frio.

Se mezcla manualmente mediante volteo.

Se procede a una centrifugacion durante 15 minutos a 1400 RPM, a 4°C.
Retirar el sobrenadante obtenido (el ADN precipita por centrifugacién, por lo
que el precipitado contiene el material genético que nos interesa).

Lavar con 200 pl de Etanol 70°.

10) Centrifugar durante 5 minutos a 1400 RPM, a 4°C.

11) Eliminar el sobrenadante y se secar el Eppendorf.

12) Resuspender el ADN obtenido con 100 pl de agua MilliQ (Agua ultrapura).

4.3.2. Identificacion de ratones por Electroforesis en gel de Agarosa.

4.3.2.1. ldentificacion de los ratones Myf5Cre

Para la hallar la presencia de la recombinasa Cre se ha seguido el protocolo

recomendado por la casa comercial SIGMA. Este protocolo se basa en el uso de una

pareja de cebadores diferentes, diseflados para detectar el alelo mutado en donde

se expresa la Cre recombinasa:

AF-Crel CGG TCG ATG CAACGA GTG ATG AGG

AF-Cre2 CCAGAG ACG GAA ATC CAT CGC TCG
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Componentes de la reaccion

Polymerase Chain Reaction

Dream GreenTaq™
Cebador 10 ul
H20

ADN

Total

Etapa Temperatura Tiempo
1 94°C 5 minutos
5l 2 94°C 30 minutos
1l » 3 59°C 45 minutos
3ul 4 72°C 45 minutos
_ iy 5 72°C 7 minutos
10 ul 6 4°C

38
ciclos

Una vez realizada la PCR, el producto del mismo se someterd a una electroforesis

en gel de Agarosa al 1,5% (0,75 gr Agarosa, 50ml TAE 0,5x), durante 30 minutos y a

100 Voltios.

En los ratones los cuales expresan la Cre recombinasa, se puede ver una banda de

190pb correspondiente a dicha enzima. En aquellos casos en los que el raton no

presente la Cre recombinasa, no se observa ninguna banda (Figura 8, A).

4.3.2.2. ldentificacion de los ratones Pitx2LoxP

Para determinar la presencia de las secuencias LoxP delimitando al gen Pitx2 se ha

utilizado un protocolo basado en el uso de una sola pareja de cebadores disefiados

para diferenciar entre el alelo salvaje y el alelo mutado.

_ GGT GGG GGT GTC TGT _
Pitx2In4_f01 Salvaje
AAAAC
, CAAGCCTIG CGT GTT
Pitx2In5_f01 Mutante
TCT G
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Polymerase Chain Reaction

Componentes de la reaccién Etapa Temperatura  Tiempo

1 94°C 3 minutos
Dream GreenTag™ 10 pl 2 94°C 30 segundos
Cebador 10 pl 2 ul 3 65°C 1 minuto 35
H20 6 pl 4 72°C 1 minuto ciclos
ADN 2 5 72°C 2 minutos
Total 20 pl 6 4°C

Posteriormente el producto de la PCR realizada se somete a una electroforesis en
gel de Agarosa al 2% (1 gr de Agarosa, 50ml de TAE 0,5x), durante 45 minutos, un
poco mas que para la deteccion de Cre, debido a que Pitx2 tiene un peso molecular

mas grande, y a 100 Voltios.

En el caso de Pitx2, si el ratdn es heterocigoto presentara una doble banda en el gel,
si es homocigoto para LoxP se observara una Unica banda de 1065pb, mientras que

si se trata de un salvaje aparecera una sola banda de 997pb (Figura 8, B).

A

21



Figura 8: A) banda Izquierda correspondiente a muestra de ratdn Sin Cre recombinasa, y banda derecha
correspondiente a muestra de raton con Cre recombinasa. Ambas muestras de ADN fueron corridas en gel de
Agarosa 1,5% (30 minutos). B) 3 muestras de ADN de ratdn corridas en gel de Agarosa 1,5% (45 minutos).
La banda izquierda corresponde a un homocigoto Pitx2 wild type, la banda central corresponde a ratdén
homocigoto para Pitx2 LoxP-LoxP, mientras que la banda derecha corresponde a un heterocigoto Pitx2 LoxP-

Una vez que finaliza la electroforesis para ambos casos, se procede a revelar los
geles. Para ello, se incuban los mismos en una solucion de bromuro de etidio diluido
durante 25-30 minutos para posteriormente ser fotografiado.

4.4, PCRatiempo real (QRT-PCR)

Una vez ya identificados los genotipos de cada uno de los ratones utilizados, y de
escoger los genotipos que nos interesa para seguir con la experimentacion,
procederemos a la obtencion de los tibiales anteriores de los ratones mutantes

condicionales (con previo sacrificio correcto y ético de los ratones).

El uso y manipulacién de muestras con ARN implica que se debe de trabajar en
condiciones de limpieza y esterilidad Optimas (para evitar la degradacion del ARN
por las RNAsas), por lo que siempre es necesario limpiar tanto la poyata como los
instrumentos a utilizar con lejia y alcohol.

4.4.1. Extraccion de ARN total

1) Coger la muestra de raton (tibial, previamente almacenada a -80° C, e
introducir en un Eppendorf 2 ml con 2 bolitas de metal (desinfectadas) y 1 mi
de Trizol (Invitrogen).

2) Introducir el Eppendorf en N2 liquido y realizar disgregacién mecanica
mediante un homogeneizador de tejido automéatico TissueLyser (Roche).

3) Descongelar con las manos antes de introducir en el disgregador (en caso de
n" impar, equilibrar con otro relleno de agua y dos bolitas de metal).

4) En el disgregador, agitar 3 veces, 30 segundos cada vez (sumergir el
Eppendorf en N2 liquido entre una otra durante apenas 2 segundos).

5) Centrifugar el Eppendorf a 10.000 RPM durante 10 minutos a 4° C.
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6) Tomamos 750 pl aproximadamente de sobrenadante y lo introducimos en un
Eppendorf limpio junto a 750 pl de Etanol a -95° C.

7) En una columna ya preparada (Figura 9), Introducimos 750 pl de muestra y
centrifugamos a 10300 RPM durante 1 minuto a 4° C. Repetimos la accion
hasta  completar el volumen. Los restos del tubo
colector se desechan a un vaso con lejia.

8) Realizar el tratamiento con DNAsas.

9) Afadir 400 pl de Direct-zo™ RNA PreWash en la
columna y centrifugar 1 minuto a 10300 RPM, a 4° C.

Eliminar el resto del tubo colector y repetir el paso.

10) Afadir 700 pl de RNA Wash Buffer a la columna y ;'qu“urgmé:éaHeprgZe”‘achgg

centrifugar 1 minuto a 10300 RPM, a 4°C. Eliminar los columnacolectora.

restos del tubo colector.

11) Volver a centrifugar a 2 minutos a 10300 RPM, a 4° C. Este paso se realiza
para secar el filtro.

12) Introducir la columna en un tubo colector nuevo y afiadir 50 pl de

DNAsa/RNAsa free Water directamente sobre la columna. Centrifugar a

maxima potencia (14000 RPM), durante 1 minuto a4 C.
13) Pasar lo obtenido en el tubo colector a un Eppendorf de 0,2 ml para

almacenarlo a aproximadamente -80 C.

44.1.1. Tratamiento con DNAsas

Para eliminar la contaminaciéon con ADN gendémico se realiza, entre los pasos 7y 9
de la extraccion de ARN, el tratamiento con DNAsa libre de RNAsa que incluye el

propio kit comercial dentro de su protocolo. El protocolo es el siguiente:

a) Lavar con 400 pl de RNA Wash Buffer y centrifugar a 10000 RPM durante 1
minuto.

b) Afadir 80 pl de la mezcla de tratamiento con DNAsas e incubar 15 minutos a
temperatura ambiente.

c) Centrifugar durante 30 segundos a 10000 RPM .

La mezcla que se utiliza en el paso b) es la siguiente:
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DNAsal (5U por reaccién) 5l
10x DNAsa | Reaction Buffer 8 ul

DNAsa/RNAsa Free Water 3ul
RNA Wash Buffer 64 pl
Total 80 ul

4.4.2. Cuantificacion y cualificacion de ARN

La cuantificacion del ARN se realiza para saber si la extraccion del ARN se ha
realizado de manera correcta y, por tanto, se utiliza para realizar la qRT-PCR. La
muestra de ARN en cuestion se mide por espectrofotometria con el equipo
Nanodrop, colocando con una cantidad de 2 pl de la muestra, anotando el valor
obtenido en ng/ul. También se anotaba la relacion 260/280 y 230/260, puesto que si
estos datos oscilan entre el 1,8 y 2, quiere decirla pureza de la muestra es correcta y

no presenta contaminacion.

Como apoyo a la cuantificacion se puede también cualificar la muestra de ARN

mediante electroforesis y revelado del gel utilizado.

Para ello, buscamos cargar 500 ng de ARN en el gel de Agarosa, y debido a que las
concentraciones de los volimenes de ARN son distintos, los volimenes a cargar
también seran distintos. Asi pues, se debe de realizar calculos para saber cual
volumen utilizar de la muestra con ARN para obtener 500 ng. Una vez sabido, se

realiza la mezcla en una tira de Parafilm con los siguientes componentes:

Tampdn de carga I

3
(Loading Buffer) H
Volumen RNA

X Ml
(500ng/ul)
H20 MilliQ 10-(3+x) ul
Total 10 ul

La mezcla se carga en un gel de Agarosa libre de RNAsas, compuesto por 0,4 gr de
Agarosa y 50ml de TAE 0,5x a 100 Vatios durante 25 minutos (es recomendable
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limpiar cada pieza para realizar la electroforesis con jabon y agua destilada para

eliminar RNAsas).

Posteriormente se procede a revelar el gel incubandolo en Bromuro de Etidio
durante 25 minutos aproximadamente y realizando después las correspondientes

fotografias (Figura 10).

Figura 10: Fotografia obtenida en un gel donde se corrié una muestra de ARN. A laizquierda se
observaelmarcadormolecular,y a la derecha se presentala muestrade ARN corridaen el gel. Si
se ha realizado correctamente la extraccion, se observaran dos bandas correspondientes al

ARNmM ribosémico 28sy 18s.

4.4.3. Cuantificacion de ARN en qRT-PCR
4.4.3.1. Retrotranscripcion

La retrotranscripcién se realiza sobre aquellas muestras que tienen una calidad
Optima para trabajar sobre ellas. Dicha retrotranscripcion se lleva a cabo siguiendo
las instrucciones de la casa comercial Thermo Scientific (Maxima First Strand cDNA
Synthesis for RT-gPCR).

Se debe de calcular el volumen de cada muestra para llevar a cabo la

retrotranscripcién con 1000 ng de ARN en todas las muestras.
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EvaGreen qPCR Master

5ul Etapa Temperatura Tiempo
Mix ™ o _
1 25°C 10 minutos
Cebadores 2,5 yM 1ul
" ! |:> 2 50°C 15 segundos
H20 Mill 3ul _
i 0 H 3 85°C 5 minuto
ADNCc 1l
4 4°C
Total 10 ul

El control negativo que se realiza presenta todos los componentes citados menos la
enzima, la cual es sustituida por 2 pl de agua MIIQ. Esto se realiza para
asegurarnos luego en la qRT-PCR que no ha habido ninguna contaminacion por
algunos de estos componentes en el caso de los controles negativos. Los productos
de la retrotranscripcion se deben de resuspender en 80 pl de agua MillQ hasta ser

utilizados de nuevo.

4.4.3.2. PCR cuantitativa en tiempo real

La PCR en tiempo real se realiza usando la enzima EvaGreen gPCR Master Mix™,

Los componentes de la reaccion de PCR son los siguientes:

Componentes de la reaccion

5x Reaction Mix 4 pl
Enzima 2 pl
Volumen de ARN
x Ml
(2000ng/ul)
H20 MillQ 20-(4+2+x)
Total 20 pl

El control negativo de la PCR estd compuesto por todos los componentes
anteriormente nombrados a excepcion del ADNc, el cual es sustituido por agua
MillQ. Ademas, los controles negativos de la retrotranscripcion eran incluidos como

una muestra mas, no produciéndose por tanto amplificacion de los mismaos.
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Todas las muestras que se prepararon para este ensayo se encontraban por
triplicado, partiendo de la mezcla comun con el fin de disminuir el error de pipeteo y
obtener una medida representativa de cada muestra. El normalizador usado en este
caso es el gen GusB. EIl programa utilizado para la cuantificacion de los niveles de

expresion de los diferentes genes en este trabajo es el siguiente:

Etapa Temperatura Tiempo
1 95°C 30 segundos
2 95°C 5 segundos Repetir 40 ciclos
3 60°C 10 segundos
4 80°C 7 segundos i;j; Medida de fluorescencia
5 95°C 1 minuto
6 65°C 15 segundos 3% Medida de fluorescencia
7 95°C 15 segundos

El kit utilizado contiene SYBR Green, un fluoréforo altamente sensible con capacidad
para unirse al ADN. Este fluoréforo se dispone entre las moléculas de ADN y tiene la
propiedad de emitir fluorescencia Unicamente cuando se encuentra unido a una
molécula de ADN bicatenario. Asi, este compuesto se insertara en la doble cadena
del producto de PCR que se formar4 de manera sucesiva, emitiendo fluorescencia

en cada nuevo ciclo de reaccion.

4.5. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica utilizada sobre los cortes transversales de los tibiales
anteriores de los distintos genotipos de raton nos permitira tanto observar como el

recuento de aquellas células en donde se halla la expresion de Pax7.

45.1. Obtencidn de cortes transversales

La muestra a manipular, como hemos nombrado ya anteriormente, son los tibiales
anteriores de los distintos genotipos de raton. Se cortan secciones de 15um de
espesor en el Criostato Leica CM1050 situado en el Centro de Instrumentacion

Cientifico-Técnica de la Universidad de Jaén. Las muestras cortadas son
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traspasadas a portaobjetos (6 cortes por cada portaobjeto), debidamente

identificadas segun el genotipo que corresponde y fecha, y almacenadas a -20° C

hasta ser utilizadas de nuevo.

45.2. Realizacion de inmunohistoquimica

Se realizd la incubacion de los cortes con anticuerpo primario frente a Pax7 y

anticuerpo secundario fluorescente Alexa 488 anti-mouse (Tabla 1), para saber si

existe o no diferenciacion prematura. Para esta técnica se sigue el siguiente

protocolo:

Dia 1

1)
2)
3)

4)

5)

Atemperar los portaobjetos a temperatura ambiente durante 5-10 minutos.
Lavar los cortes con PBS durante 3 minutos, dos veces cada una.

Bloguear los cortes con TBSA-BSAT durante 30 minutos — 1 hora a
temperatura ambiente.

Eliminar la mayor parte del bloqueo de los portas (NO SECAR) y marcar con
el boligrafo graso el perimetro alrededor de las secciones.

Incubar los cortes con el anticuerpo primario diluido en TBSA-BSAT durante

toda la noche en camara himeda a4’ C

Dia 2

6)
7

8)
9)

Lavar los cortes con TBSA-BSAT durante 5 minutos, dos veces cada una.
Incubar con el anticuerpo secundario diluido en TBSA-BSAT 2 horas a
temperatura ambiente.

Lavar con TBSA-BSAT durante 5 minutos, dos veces cada una.

Lavar con PBS durante 5 minutos, dos veces cada una.

10) Para el revelado, incubar con DRAQS diluida en PBS 1/2000 durante 15

minutos.

11) Enjuagar con PBS durante 5 minutos, dos veces cada una.

12) Lavar con agua destilada durante 5 minutos, dos veces cada una.

13) Montar con PBS/Glicerol o Hydromount.
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Anticuerpo Primario Referencia
Anti-Pax7 DHB
Anticuerpo Secundario Referencia
Alexa 488 anti-mouse IgG Invitrogen (EEUU)

Dilucién utilizada

1:50

Dilucion utilizada

1:200

Tabla 1: Tipos de anticuerpos utilizados para la Inmunohistoquimica por fluorescencia, con la referencia y

dilucién utilizada en cada uno.
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5. RESULTADOS

5.1. Determinacién y eleccién de genotipos de raton

El interés en esta parte consiste en seleccionar 4 tipos de genotipos distintos (Myf5
Cre’; Pitx2 LoxP-LoxP, Myf5 Cre*-; Pitx2 wt-wt, Myf5 Cre*"; Pitx2 LoxP-wt y Myf5
Cre*"; Pitx2 LoxP-LoxP) para poder realizar los posteriores experimentos en referido
al ARN e inmunohistoquimica, por lo tanto debemos de escoger 4 ratones en total,

uno por cada genotipo.

Se realizd determinaciones de genotipo en distintas muestras de ratones, cuyos

resultados fueron los siguientes:

Figura 11: Determinacion de genotipos para las muestras 1733,1734, 1735,...,1743 y 1759, mediante
electroforesis en gel de Agarosa al 2%. La zona rodeada corresponde ala muestra seleccionada cuyo genotipo

es Myf5 Cre*"; Pitx2 LoxP-wt.

Figura 12: Determinacion de genotipos para las muestras 1128, 1129, 1130,..., 1137, positivo y negativo,

mediante electroforesis en gel de Agarosa al 2%. La zona rodeada corresponde a la muestra seleccionada

cuyo genotipo es Myf5 Cre+/'; Pitx2 wt-wt.
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Figura 13: Determinacion de genotipos para las muestras 1027, 1028, 1029, 1030,..., 1038 y 1039,

mediante electroforesis en gel de Agarosa al 2%. La zona rodeada corresponde a la muestra

seleccionada cuyo genotipo es Myf5 Cre'/'; Pitx2 LoxP-LoxP.

Figura 14: Determinacion de genotipos paralas muestras 314,315, 316,.. 326y 327, mediante electroforesis

en gel de Agarosa al 2%. La zona rodeada corresponde a la muestra seleccionada cuyo genotipo es Myf5

Cre+/'; Pitx2 LoxP-LoxP.

Por lo tanto, los siguientes genotipos fueron utilizados de ahora en adelante:
1736: Myf5 Cre*"; Pitx2 LoxP-wt

1129: Myf5 Cre*-

1037: Pitx2 LoxP-LoxP

322: Myf5 Cre*"; Pitx2 LoxP-LoxP
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5.2. Caracterizacion de la supervivencia en estadio adulto

Nuestro primer punto de estudio se basa en la caracterizacion de la supervivencia de

+/-

los ratones mutantes condicionales MyfCre '~ y en la comparacion de la ratio

mendeliana observada versus esperada.

Se disefid la siguiente estrategia para conseguir una linea de ratones condicionales
gue nos permitiesen conocer los efectos que desembocan de la ausencia de este
gen en los precursores musculares. De esta manera, la obtencion de los mutantes

condicionales se llevd a cabo mediante los siguientes cruces:
JPit2 LoxP-LoxP x 2 QMyf5Cre*" Pitx2 LoxP-wt

En la Tabla 2 podemos observar el ratio de genotipos obtenidos en las diferentes

camadas. Tras este tipo de cruce, la ratio mendeliana esperable es la siguiente:
Pitx2LoxP-Wt (1/4), Pitx2LoxP-LoxP (1/4), Mnyre+/' Pitx2LoxP-Wt (1/4) y Mnyre”'

Pitx2LoxP-LoxP (1/4).

Myf5Cre+/- . . .
- Myf5Cre+/- Pitx2  Pitx2 LoxP- Pitx2
Pitx2 LoxP- LoxP-Wt LoxP LoxP-wt 122
LoxP LoxF- WL LoxH LoxF- Wt

1 416 416 5/16 3/16 16
(7,]
o
]

S 2 0/5 3/5 1/5 1/5 5
S
<

3 3/16 2/16 4/16 7/16 16

Total 7/37 0/37 10/37 11/37 37

Tabla 2: Proporcion de genotipos obtenidos en las distintas camadas de ratones mutantes condicionales. Las

camadas(1,2y 3) son el resultado de un cruce entre va5Cre+/'/ Pitx2 LoxP-Wt con Pitx2 LoxP-LoxP.
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De las 3 camadas de ratones mutantes adultos obtenidas, el genotipo Myf5Cre+/'

Pitx2 LoxP-LoxP representa un 14,58% (7 individuos), el genotipo Myf5Cre+/' Pitx2

LoxP-Wt representa un 32,5% (9 individuos), el genotipo Pitx2 LoxP-LoxP
representa un 25,42% (10 individuos) y el genotipo Pitx2 LoxP-Wt representa un
27,5% (11 individuos) de la poblacién obtenida.

Las frecuencias esperadas en cada uno de los genotipos son de un 0,25 sobre 1.
Con los resultados obtenidos de las camadas, observamos que el genotipo
Myf5Cre+/' Pitx2 LoxP-LoxP tiene una frecuencia de 0’15, el genotipo MnyCre+/'
Pitx2 LoxP-Wt tiene una frecuencia de 0’33, el genotipo Pitx2 LoxP-LoxP presenta
una frecuencia de 0’25 y el genotipo Pitx2 LoxP-Wt tiene una frecuencia de 0'28. La
frecuencia obtenida en Pitx2 LoxP-LoxP coincide exactamente con la esperada, y la

obtenida en Pitx2 LoxP-Wt es ligeramente superior a la esperada. No obstante, los

genotipos Myf5Cre™ Pitx2 LoxP-LoxP y Myf5Cre™" Pitx2 LoxP-Wt tienen una

diferencia mayor de frecuencia real con respecto a la esperada.

En las tres camadas realizadas en este trabajo vemos que en todas ellas no hubo

letalidad para cada uno de los genotipos estudiados.

5.3. Caracterizacion molecular de los mutantes condicionales de Pitx2 en
estadio adulto

Para conocer si la deleccion de Pitx2 en las células progenitoras miogénicas
Myf5Cre+/' tiene algun efecto en los patrones de expresion de precursores
miogénicos en el muasculo adulto, hemos analizado la expresion de los factores

miogénicos Pax3 y Pax7. Por ello se analizaron, mediante gRT-PCR, Pax3, Pax7 y

Pitx2 en los ratones mutantes condicionales heterocigotos.

En primer lugar, llevamos a cabo el analisis de la expresion de Pitx2 en los ratones
mutantes condicionales. Como es de esperar, se observa una disminucion
significativa de aproximadamente 50% de los niveles de expresion de Pitx2 en los
ratones Myf5 Cre*"; Pitx2 LoxP-wt frente a los Myf5 Cre*- (Figura 10, A), debido a la

deleccion parcial de Pitx2.
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Figura 15: Determinacion mediante gPCR de los niveles
de expresion de Pitx2, Pax3 y Pax7 en tibiales
anteriores de los ratones adultos. A) Niveles de
expresion de Pitx2: Se puede observaruna disminucion
significativa de dicho nivel de Pitx2 LoxP-LoxP con
respecto a Myf5 Cre+/Pitx2 LoxP-LoxP y con respecto a
Myf5 Cre+/Pitx2 LoxP-LoxP (ambos con **P<0,001),
aunque hay una menor disminucion significativa con
respecto a Myf5 Cre+ (*P<0,01). B) Niveles de
expresion de Pax3: En este caso s6lo hubo una
disminucion significativa entre Pitx2 LoxP-LoxP vy
Myf5Cre+/Pitx2 LoxP-Wt (**P<0,001), mientras que los
demas genotipos analizados no tienen diferencias
significativas entre ellos. C) Niveles de expresién de
Pax7: Solamente se sefiala un aumento significativo
entre Pitx2 LoxP-LoxP y Myf5Cre+/Pitx2 LoxP-Wt, al
igual que con Myf5 Cre+/Pitx2 LoxP-LoxP (*P<0,01), y

no guarda diferencia significativa con Myf5Cre+.
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Los andlisis en la expresion de Pax3 indican una disminucion significativa entre Myf5
Cre*- y Myf5 Cre*" ; Pitx2 LoxP-wt (Figura 10, B), sabiendo que Pax3 es un gen
importante en el desarrollo embrionario debido a que activa las células de la cresta
neural, haciendo que éstas se conviertan en células de la mesénquima, migrando

por todo el cuerpo y convirtiéndose en musculos esqueléticos (Asher, J. et al, 1996)

La disminucidon de los niveles de Pitx2 viene acompafada por el aumento de los
niveles de Pax7 (Figura 10, C). Pax7 en un marcador de células satélite en estado
guiescente. Sin embargo, cuando éstas se activan, los niveles de Pax7 disminuyen
para que sea posible la diferenciacién celular (Martinez-Fernandez, S., et al, 2006).
Por ello, en los resultados obtenidos observamos que la disminucion de los niveles

de Pitx2 ejerce un refuerzo del estado de quiescencia de las células satélite.

5.4. Cuantificacién del nUmero de células satélite

Debido a que los datos obtenidos hasta ahora indican que la disminucion “in vitro” de
Pitx2 puede tener un efecto en la activacion y diferenciacion de las células satélite
del musculo esquelético, decidimos testar si los ratones mutantes condicionales para
Pitx2 presentaban alguna alteracion en el nUmero de células satélite existente en los
diferentes genotipos, es decir, si la deleccion de Pitx2 parcial o total afecta a la

presencia de células satélite en el musculo esquelético.

La prueba que realizamos consiste en el recuento de nucleos que, en su mismo
lugar, presenta también expresion de Pax7 (Figura 16), indicando asi que se tratan

por tanto de células satélite (Figura 17: A, By C).
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Figura 16: A la izquierda, fotografia obtenida a través de microscopio confocal de corte transversal de tibial de Myf5Cre+/'/ Pitx2
LoxP-LoxP. A la derecha, zoom que se realizé sobre la zona marcada en recuadro amarillo (izquierda), observandose por ejemplo
la expresion de Pax7 en varias células del tejido (flecha).

Myf5Cre*’-

Verde: Pax7 Verde: Pax7

Rojo: ndcleos Rojo: nucleos

% Células Pax7+

Myf5Cre*’-
Pitx2 LoxP-

LoxP

Verde: Pax7

Rojo: nucleos
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Figura17: Inmunohistoquimica. A) Imagen representativa de las fibras musculares de tibial anterior de raton Pitx2

LoxP-LoxP (Control). B) Imagen representativa de las fibras musculares de tibial anterior de ratén Myf5 Cre +/'. C)

Imagen representativa de las fibras musculares de tibial anterior de raton Myf5 cre "/ Pitx2 LoxP-LoxP. D)
Porcentaje de células que expresan Pax7. Se aprecia una disminucion significativa del porcentaje de células

Pax7+ de los ratones Myf5Cre+/'/Pitx2 LoxP-LoxP (**P<0.001) frente al Control.

Los porcentajes de expresion de Pax7 se corresponde con la presencia de nacleos

con expresion de Pax7 en las fotografias obtenidas, siendo Myf5Cre+/'/Pitx2 LoxP-

Wt el genotipo que presenta una mayor cantidad de células satélite que Myf5Cre+/'

/Pitx2 LoxP-LoxP.
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos tras los analisis de la qRT-PCR realizadas en los tibiales
de cada uno de los genotipos muestran que, en el caso de Pitx2, los niveles de

expresion de la misma son practicamente inexistentes en el caso de los ratones
Myf5Cre+/' Pitx2 LoxP-LoxP, debido a que Cre Rcombinasa suprime la expresion de

Pitx2, validando este modelo como sistema para deleccionar Pitx2 en los musculos

de las extremidades del ratén adulto.

En el caso de Pax3, gen principal que desencadena la miogénesis embrionaria y que

es expresado en las células migratorias de largo alcance (Kassar-Duchossoy et al.,

2005), su expresion en los musculos de los mutantes condicionales Myf5Cre+/' Pitx2

LoxP-Wt analizados es anormalmente bajo. Estos resultados pueden estar indicando
gue la ausencia de Pitx2 conduce o bien a una pérdida de migracién de precursores
miogénicos a las extremidades o a un bloqueo de la expresion de Pax3 en ausencia
de Pitx2. Experimentos adicionales y un aumento en el tamafio de la muestra nos

ayudaran a discernir esta cuestion.

La expresion de ARNm de Pax7 es significativamente alta en los genotipos
Myf5Cre+/'/ Pitx2 LoxP-Wt y Myf5Cre+/'/ Pitx2 LoxP-LoxP cuando se compara su
expresion en los genotipos Pitx2 LoxP-LoxP, lo que podria estar indicando una
regulacion al alza de Pax7 en ausencia de Pitx2. Sin embargo, el recuento de

células que expresan Pax7 en los cortes de los musculos tibiales se observé que

existe una disminucién significativa de células que expresan Pax7 en el genotipo
Myf5Cre+/'/ Pitx2 LoxP-LoxP. Esta discrepancia podria ser debida a dos razones: o

bien la existencia de un mecanismo de regulacion post-transcripcional que impida la
traduccion del transcrito para Pax7, o de lo contrario que aunque exista un nimero

reducido de células progenitoras musculares (células satélite) en los ratones

Myf5Cre+/ "/ Pitx2 LoxP-LoxP, éstas células presenten una expresion mas elevada de

Pax7. Una vez mas un aumento del tamafio de la muestra en nuestro sistema, asi
como un analisis de posibles reguladores post-transcripcionales tales como los

mMiRNAS nos ayudaran a explicar este hallazgo.
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8. CONCLUSION

Primera conclusion:

La linea de los ratones mutantes condicionales Myf5Cre+/'/ Pitx2 LoxP-LoxP no

presenta letalidad embrionaria, con una supervivencia normal que no difiere de los

ratones control.

Sequnda conclusion:

El nimero de células madre musculares (células satélite Pax7+) en los ratones

mutantes Myf5Cre+/'/ Pitx2 LoxP-LoxP es menor, aunque los niveles de expresion

de Pax7 estan incrementados. Estudios adicionales nos permitiran dilucidar si ésta
discrepancia se debe a un aumento de expresion de Pax7 en las células satélite o la

regulacion post-transcripcional.
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