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INTRODUCCION

Anterior Posterior Anterior 0\ El corazdn es el primer 6rgano en formarse durante el desarrollo

FHF

embrionario en vertebrados. En raton, cerca del dia embrionario (E) 6.5,
los progenitores situados en el mesodermo cardiaco ingresan por la linea
primitiva y conforman un organo contractil primitivo llamado cresta
cardiaca' (Fig. 1). La cresta cardiaca sufre un intenso proceso de
morfogénesis, durante el cual, otra poblacion de progenitores cardiacos,
denominada segundo campo cardiogénico (second heart field, SHF),
participa en el alargamiento del corazon en desarrollo'?. Los progenitores
del SHF se diferencian y migran al tubo cardiaco, dando lugar al tracto de
salida (outflow tract, OFT), ventriculo derecho (VD) y parte de las
auriculas'~.
Figura 1. Esquematizacion del proceso de cardiogénesis en ratén. En torno al dia de desarrollo 6,5 (E 6.5), los precursores situados en el mesodermo cardiaco (MC) comienzan su ingreso L.a correcta ml gracién de lOS precursores del SHF es Vital para el
por la linea primitiva (primitive streak, PS). Aproximadamente 12 horas después (E7.0), se puede observar los precursores del primer campo cadiogénico (first heart field, FHF) situados en una d 11 d f 11 d l d ,
forma de medialuna en la parte anterior del embrion. El segundo campo cardiogénico (second heart field, SHF) se sitlia contiguo y medial al FHF. Los precursores del SHF comienzan su ingreso €Sarrollo cardiaco y allos en este p roceso pue en resultar en car lopatlas
al tubo cardiaco, favoreciendo su alargamiento. A estadio E9.5, el corazén comienza el proceso de “looping” cardiaco que dard lugar a la conformacion del corazéon maduro. En azul y verde COngénitaS3. POI‘ este mOtiVO, cn IOS ﬁltlmos aﬁos Se han I‘ealizado ensayos
estan representadas las estructuras del corazon procedentes del FHF y SHF, respectivamente. El ventriculo izquierdo (VI) deriva del FHF, mientras que el ventriculo derecho (VD) deriva del ey . .
SHF. La auricula derecha (AD) y auricula izquierda (Al) se forman a partir del SHF y FHF. de secuenciacion de RNA’ con el ﬁn de ldentlﬁcar lOS genes que
participan en la migracion de las células del SHF. A partir de estas bases
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Actina 4 . eqe . . .
\ de datos*, un ensayo in silico previamente realizado en el laboratorio
‘ \\ @Cirdin reveld una lista de genes de expresion en el SHF potencialmente
@ Girdin fosforilado implicados en la migracidn de las células de esta region. Uno de los genes
seleccionados in silico fue Girdin. Girdin se une a los filamentos de actina
\ + y los estabiliza, favoreciendo la migracion celular. Por este motivo, se
) plante6 a dicho gen como un posible responsable de la migracion de las
Fi 2. Papel de Girdi 1 i i0 lular. Girdi \ ’ . . .
e células del SHF. Para evaluar la funcion de Girdin en el desarrollo
os filamentos de actina tanto en células quiescentes como en \0 ) ) ) )
células en migracion. En estas altimas, la proteina de Girdin cardiaco, se generaron embriones deficientes en este gen mediante el
fosforilada se sita en las protrusiones que son emitidas durante la Q \

S e @) W sistema de edicion genctica CRISPR/Cas. Mediante una aproximacion
migracion celular, permitiendo el avance. Este esquema / N & \ o . i .
representa el modélo hipotético, por el cual puede actuar Girdin / \ basada en el uso de modelos trldlmenSIOnaleS, se cuantifico el efecto que
en el segundo campo cardiogenico. Célula quiescente Célula en migracion la falta de Girdin causé en el tracto de salida del corazén embrionario.

METODOLOGIA RESULTADOS
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Figura 3. Esquema de la aproximacion experimental . (A) Estrategia de generacion de eliminacion del gen Girdin por el sistema CRISPR/Cas. Zigotos de raton Figura 4. Analisis del OFT de embriones Girdin-/-. (A, A’) Proyeccion méaxima del tracto de salida (OFT) de un embrion WT inmunotefiido contra MF20 y

se microinyectaron con cuatro RNAs guia dirigidos contra los exones 1 y 2 de Girdin, junto con la enzima Cas9. Los embriones de 2 células supervivientes se tratado con faloidina y DAPI. (B) Modelo tridimensional generado a partir de la imagen confocal mostrada en (A’). (C) Diametro maximo del ventriculo
implantaron en madres de acogida. Los embriones se desarrollaron con normalidad hasta el estadio E9.5, donde fueron recolectados para su genotipado y analisis. izquierdo (VI) de embriones WT y mutantes nulos de Girdin (-/-). No se encontraron diferencias significativas (ns) con una prueba t (P>0,05). (D, E) Ratio
(B) Estrategia de analisis del tracto de salida (OFT) de los embriones tratados con CRISPR. Los embriones se inmunotifieron contra MF20, un marcador de entre el area del OFT (D) o el volumen del OFT (E) y el diametro maximo del VI. Las barras negras indican la media de la muestra y las barras de error
cardiomiocitos. A continuacion se adquirieron imagenes confocales del corazon de los embriones, las cuales se utilizaron para segmentar el OFT y generar un representan el error estandar de la muestra (SEM). Existen diferencias significativas entre la media del area del OFT y VD de embriones Girdin-/- y embriones

modelo 3D de esta estructura. Los modelos 3D se cuantificaron con el software Meshlab, obteniendo el area y volumen del OFT. WT (*P<0,05), asi como respecto al volumen (**P<0,005). Todos los datos siguen una distribucion normal segun el test de Shaphiro-Wilk.
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