
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE MEDICINA 

 
 

 
 
 

TESIS DOCTORAL 
 

El factor de transcripción Zfhx3 regula la expresión del gen 
SCN5A y la densidad de la corriente de sodio (INa) en el 

miocardio 
 
 

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
 

PRESENTADA POR 
 

Marcos Rubio Alarcón 
 
 

Directores 
 

Eva Delpón Mosquera 
Ricardo Caballero Collado 

 
 

Madrid 
 
 
 

© Marcos Rubio Alarcón, 2023 



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE MEDICINA 

 

 

 

 

 

 

 

TESIS DOCTORAL 
 

El factor de transcripción Zfhx3 regula la expresión del gen SCN5A y la densidad de la 
corriente de sodio (INa) en el miocardio. 

 

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 

PRESENTADA POR 

 

Marcos Rubio Alarcón 

 

DIRECTORES 
 

Dra. Eva Delpón Mosquera 
Dr. Ricardo Caballero Collado 



 



UNIVERSDIAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA

DIRECTORES
Dra. Eva Delpón Mosquera
Dr. Ricardo Caballero Collado

TESIS DOCTORAL
Marcos Rubio Alarcón

Madrid, 2022



 



 



 

 

 

 

 

 

A Golfo 

 



 



 

 

AGRADECIMIENTOS 

“El más dulce e inofensivo camino de la vida conduce  

a través de las avenidas de la ciencia y del saber.” 

― David Hume 

En primer lugar, como no podía ser de otra manera, he de agradecer a mis directores de 

tesis, Eva y Ricardo, el haber llegado hasta aquí. Ellos me dieron la oportunidad de embarcarme 

en este viaje, confiaron en mi y me enseñaron todo lo que ahora sé de electrofisiología. Han 

sido unos años inolvidables, de aprendizaje, trabajo en equipo y de COVID-19, que se cobró 

nuestros tan preciados desayunos en “Biolomolo”. Gracias por estar ahí cuando lo he 

necesitado y haberme enseñado tanto, de verdad, gracias. También he de agradecerle a Juan lo 

mucho que he aprendido de él, cada charla con él era como una clase magistral en la que podías 

quedarte escuchando durante horas. Gracias de nuevo a los tres, por haber podido formar parte 

del laboratorio de la familia que habéis creado. 

Por otro lado, nunca podré olvidarme de aquellas personas con las que he vivido el día 

a día desde que empecé aquel viernes 15 de marzo de los “Viernes y Helado”. Gracias por 

haber hecho tan especiales estos años, sin vosotros no habría sido lo mismo, y por ello quiero 

agradecéroslo individualmente. En primer lugar, los veteranos: Utrilla, qué puedo decir, gracias 

por ser tan auténtica y por tener un humor tan parecido al mío, coincidimos poco tiempo, pero 

lo suficiente para conocerte y crear tantos momentos. ¡Siempre nos quedará Sevilla!, uy, 

Zaragoza, ¡qué pavo! David, nunca olvidaré los quebraderos de cabeza con las coinmunos y 

los WB, menos mal que sabías que la cerveza, ¡bien fría! Paloma (Nieto), mi vecina de patch, 

políglota, organizada y adicta también a Idealista (y similares…), cómo olvidar las tardes 

pinchando y aquella maravillosa celebración de tesis. Sandriiis, mi partner in crime, la dueña 

y señora de las células que me abandonó, gracias por esos macas, risas y “vicios” compartidos, 

que sigan así! Paloma (Vaquero), una de las mejores personas que he conocido, siempre ahí 

con una sonrisa reconfortante, ¡gracias por todo! 

Ahora les toca a los más nuevos y al dream team de predocs: Teresa, compañera de 

alegrías, tragedias y dramas, la menos… del departamento. Muchas gracias por acompañarme 

en la locura y los bailes al acabar la curva de Cantú, Oh, que extraño estar aquí, sin… Anabel, 

quién nos diría tras nuestro comienzo, que nos llevaríamos tan bien al final. Gracias a Anabel 



 

 

y a la Dra. Checa, dos personalidades que fluctúan a lo largo del día y con la ingesta de café, 

por todos los momentos. Dago, una cosita… ¿Qué te puedo decir que no sepas ya? ¿Puede 

haber mejor compañía para esas tardes de pinchar? Muchas gracias por estar ahí siempre, por 

ser como eres. ¡Mi dream team, os quiero! Jorge, el postdoc de los manolitos y el hipo cuanto 

menos curioso. Gracias por estar siempre ahí para ayudar y soportarnos cuando invadíamos tus 

dominios. María Marín, te conocí 2 veces, con y sin mascarilla, en cualquier caso, una gran 

persona con la que estoy agradecido de haber podido conocer. Por último, Josu, la última 

incorporación, aunque ha sido poco tiempo gracias por compartir con nosotros tu afición a BL.  

No sólo han sido las personas del laboratorio, gracias a todas las personas del 

departamento con las que he vivido tantos y tan buenos momentos, que han estado ahí para 

todo. Mar, Fer, todos los PPVs, Colados, Nachos, Lezas… Aunque no os enumere aquí por 

miedo a dejarme a alguien y por no extender infinitamente los agradecimientos, ¡GRACIAS A 

TODOS! En especial a Enrique por ser un soporte fundamental estos años. 

Y, ahora, es el momento para agradecer a aquellas personas que siendo ajenas a todo 

esto, han estado ahí apoyándome y acompañándome durante estos años. Gracias a Jenny, 

Sandra, mis Bioquímicos (Mari, Laura, Jani, Andrés…), mis psicólogas (Sandra y Clara), Jesús, 

Santi, Sergio, Adrián etc. Y, por último, pero no por ello menos importante, tengo que 

agradecerles todo a mi familia. Desde mi prima Sonia que fue ejemplo y aliciente para 

dedicarme a la ciencia, hasta mis abuelos, que aún sin entender muy bien lo que hago se sienten 

orgullosos, aunque no todos hayan podido llegar a verlo.  

Para concluir este apartado quiero expresar mi mayor y más sincera gratitud a mi 

hermana Andrea, mi madre, mi padre y Golfo, sin ellos realmente no estaría hoy aquí. Han 

estado ahí en los buenos y los malos momentos, siempre ayudándome en todo y 

acompañándome a lo largo del camino.  

 

GRACIAS 

 

 



 



 



 

ÍNDICE 

  RESUMEN/SUMMARY ................................................................................................................................. 1 

RESUMEN ............................................................................................................................................................ 3 

SUMMARY ........................................................................................................................................................... 7 

  INTRODUCCIÓN ........................................................................................................................................ 11 

1. ELECTROFISIOLOGÍA CARDÍACA ........................................................................................................ 13 

1.1 Excitabilidad ......................................................................................................................................... 14 

1.1.1 Transporte de iones a través de la membrana celular .................................................................... 16 

1.1.2 El potencial de reposo ................................................................................................................... 17 

1.1.3 El potencial de acción .................................................................................................................... 18 

1.1.3.a PA rápidos o dependientes de Na+ ......................................................................................... 20 

1.1.3.b PA lentos o dependientes de Ca2+ .......................................................................................... 22 

1.2 Automatismo.......................................................................................................................................... 22 

1.3 Refractariedad ...................................................................................................................................... 22 

1.4 Propagación del impulso cardíaco ....................................................................................................... 24 

2. CANALES IÓNICOS IMPLICADOS EN EL POTENCIAL DE ACCIÓN CARDÍACO ........................... 26 

2.1 Canales de Na+ ..................................................................................................................................... 26 

2.1.1 Estructura de los canales de Na+ .................................................................................................... 26 

2.1.1.a Subunidad  ........................................................................................................................... 26 

2.1.1.b Subunidades auxiliares .......................................................................................................... 28 

2.1.2 Características de la INa ................................................................................................................. 29 

2.1.3 Proteínas que interaccionan con NaV1.5 ........................................................................................ 32 

2.1.4 Patologías asociadas a los canales de Na+ cardíacos ..................................................................... 40 

2.2 Canales de Ca2+ .................................................................................................................................... 42 

2.2.1 Estructura de los canales de Ca2+ .................................................................................................. 43 

2.2.2 Características de la ICa,L ............................................................................................................... 45 

2.3 Canales de K+ ....................................................................................................................................... 46 

2.3.1 Canales 2TM/1P ............................................................................................................................ 47 

2.3.1.a Mecanismo de rectificación interna en los canales Kir .......................................................... 48 

2.3.1.b Estructura de los canales Kir ................................................................................................. 50 

2.3.1.c Principales corrientes cardíacas generadas a través de los canales Kir .................................. 51 

2.3.2 Canales 6TM/1P ............................................................................................................................ 52 

2.3.2.a Estructura de los canales Kv .................................................................................................. 53 

2.3.2.b Principales corrientes cardíacas generadas a través de los canales Kv .................................. 54 

 



Índice 

 

ii 

3. SÍNDROMES ARRITMOGÉNICOS HEREDITARIOS ............................................................................ 55 

3.1 Fibrilación Auricular (FA) ................................................................................................................... 57 

3.1.1 Características principales y manifestaciones clínicas de la FA .................................................... 57 

3.1.2 Génesis de la FA............................................................................................................................ 58 

3.1.3 Causas y condiciones asociadas a la FA ........................................................................................ 61 

3.1.4 Características genotípicas de la FA familiar ................................................................................ 62 

3.1.5 Remodelado en la FA .................................................................................................................... 65 

3.1.5.a Remodelado eléctrico............................................................................................................. 65 

3.1.5.b Remodelado estructural y contráctil ...................................................................................... 68 

3.1.6 Tratamiento de la FA ..................................................................................................................... 70 

3.2 Síndrome de Brugada (SBr) .................................................................................................................. 72 

3.2.1 Características principales y manifestaciones clínicas del SBr ..................................................... 72 

3.2.2 Características genotípicas del SBr ............................................................................................... 76 

3.2.3 Tratamiento del SBr ...................................................................................................................... 78 

3.2.4 Pronóstico del SBr ......................................................................................................................... 78 

4. EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN ZFHX3 ............................................................................................ 79 

4.1 La familia de proteínas “ZiNc Finger Proteins (ZNF)” ....................................................................... 79 

4.1.1 Estructura y clasificación de las ZNF ............................................................................................ 79 

4.1.2 Función de las ZNF ....................................................................................................................... 82 

4.1.2.a Regulación Transcripcional: ZNF-ADN ................................................................................ 82 

4.1.2.b Interacciones ZNF-Proteína y ZNF-Lípido ........................................................................... 82 

4.1.2.c Regulación Post-Transcripcional: ZNF-ARN ........................................................................ 82 

4.2 Características principales de Zfhx3 .................................................................................................... 83 

4.2.1 Expresión y localización subcelular de Zfhx3 ............................................................................... 84 

4.3 Interacciones y funciones principales de Zfhx3 .................................................................................... 84 

4.4 Cardiopatías congénitas asociadas a Zfhx3 ......................................................................................... 86 

 HIPÓTESIS DE TRABAJO ....................................................................................................................... 89 

 MATERIAL Y MÉTODOS ......................................................................................................................... 93 

1. EVALUACIÓN CLÍNICA DE LOS PACIENTES ...................................................................................... 95 

1.1 Preparación de las muestras ................................................................................................................. 95 

1.2 Secuenciación de exoma completo ........................................................................................................ 95 

1.3 Análisis bioinformático de las variantes identificadas en el gen ZFHX3 ........................................... 100 

1.4 Secuenciación mediante el método de Sanger .................................................................................... 100 

2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE ARNM EN MIOCARDIO HUMANO: GTEX ................................ 101 

2.1 Acceso a los datos públicos de transcriptoma en tejido cardíaco humano ......................................... 101 



Índice 

iii 

3. OBTENCIÓN DE VECTORES Y MUTAGÉNESIS DIRIGIDA .............................................................. 101 

4. REGISTRO DE LA INA EN CÉLULAS HL-1 ............................................................................................ 103 

4.1 Cultivo y transfección de las células HL-1 ......................................................................................... 103 

4.2 Silenciamiento de Zfhx3 en células HL-1 ............................................................................................ 104 

5. TÉCNICA DE FIJACIÓN DE VOLTAJE EN PARCHE DE MEMBRANA (PATCH-CLAMP). ............. 105 

5.1 Técnicas de registro en células HL-1 .................................................................................................. 108 

5.2 Registro de INa en células HL-1: Soluciones y protocolos .................................................................. 109 

6. EXPERIMENTOS DE WESTERN BLOT (WB) ...................................................................................... 111 

6.1 Extracción de proteínas en células HL-1 transfectadas ...................................................................... 111 

6.2 Cuantificación de proteínas ................................................................................................................ 112 

6.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida, transferencia de proteínas a membrana e 

inmunodetección. ... .................................................................................................................................. 112 

6.4 Anticuerpos empleados ....................................................................................................................... 113 

7. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE ARNM ............................................................................................ 113 

7.1 Extracción de ARNm ........................................................................................................................... 113 

7.2 PCR a tiempo real con retrotranscripción. (Reverse Transcription Quantitative PCR, RT-qPCR) ... 113 

8. ENSAYO DE DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD LUCIFERASA ......................................................... 114 

8.1 Detección de la actividad luciferasa en células HL-1 ......................................................................... 114 

9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS .............................................................................. 115 

 RESULTADOS ............................................................................................................................................ 117 

1. ZFHX3 SE EXPRESA EN MIOCARDIO HUMANO ................................................................................ 119 

2. ANÁLISIS FUNCIONAL DEL EFECTO DE ZFHX3 SOBRE LA INA CARDÍACA ................................. 120 

2.1 Efecto de Zfhx3 sobre la INa generada en células HL-1: Estudio electrofisiológico ........................... 121 

2.2 Efecto del silenciamiento de Zfhx3 sobre la INa generada en células HL-1 ........................................ 126 

3. MECANISMO DE ACCIÓN DE ZFH3 EN LA REGULACIÓN DE LA INA CARDÍACA ........................ 132 

3.1 Efecto de Zfhx3 en los promotores humanos de los genes SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 y PITX2 en 

células HL-1. Ensayo de detección de la actividad luciferasa .................................................................. 135 

3.2 Efecto de Zfhx3 en la expresión de los genes SCN5A, TBX5 y NKX2.5 en células HL-1. Ensayo de RT-

qPCR  .......................................................................................................................................….136 

3.3 Efecto de Zfhx3 sobre los niveles de expresión proteica de Nav1.5 y Tbx5 en células HL-1. Ensayo de 

WB   .......................................................................................................................................….137 

3.4 Efecto de Zfhx3 sobre la proteína ubiquitina ligasa Nedd4-2 ............................................................. 139 



Índice 

 

iv 

4. ANTECEDENTES CLÍNICOS ................................................................................................................. 140 

4.1 Familia I  ........................................................................................................................................... 140 

4.2 Familia II  ........................................................................................................................................... 141 

4.3 Familia III  ........................................................................................................................................... 141 

5. IDENTIFICACIÓN Y ANÁLISIS GENÉTICO DE LAS VARIANTES EN ZFHX3 ................................. 142 

5.1 Identificación de las variantes ............................................................................................................ 143 

5.1.1 Familia I: Mutación p.V949I ....................................................................................................... 143 

5.1.2 Familia II: Mutación p.M1260T .................................................................................................. 144 

5.1.3 Familia III: Mutación p.Q2564R ................................................................................................. 145 

5.2 Análisis genético de las variantes en Zfhx3 ........................................................................................ 147 

6. ANÁLISIS FUNCIONAL DEL EFECTO DE LAS VARIANTES P.V949I, P.M1260T, Y P.Q2564R ...... 150 

6.1 Efecto de las variantes p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R sobre la INa generada en células HL-1: 

Estudio electrofisiológico.......................................................................................................................... 151 

6.2 Ensayo de detección de la actividad luciferasa de las variantes p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R sobre 

los promotores de los genes humanos SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 y PITX2 en células HL-1. ......... 156 

 DISCUSIÓN................................................................................................................................................ 159 

1. EFECTO DE ZFHX3 SOBRE LA INA.......................................................................................................... 161 

2. MECANISMO POR EL CUAL ZFHX3 DISMINUYE LA INA ................................................................... 163 

3. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LAS VARIANTES P.V949I, P.M1260T Y P.Q2564R ............................... 166 

4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO ............................................................................................................. 168 

 CONCLUSIONES .................................................................................................................................... 171 

 ABREVIATURAS ................................................................................................................................... 175 

 BIBLIOGRAFÍA ........................................................................................................................................ 179 

 PUBLICACIONES ...................................................................................................................................... 227 

 

 

 



 





 

 

 

 

 

 Resumen/Summary 

 

 

 

 

 

 

 





Resumen/Summary 

3 

RESUMEN 

EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN Zfhx3 REGULA LA EXPRESIÓN DEL GEN 

SCN5A Y LA DENSIDAD DE LA CORRIENTE DE SODIO (INa) EN EL MIOCARDIO. 

INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

Los síndromes arritmogénicos hereditarios (SAH) son enfermedades raras muy 

complejas genética y fenotípicamente que alteran las propiedades eléctricas del corazón 

favoreciendo la aparición de arritmias en sujetos con corazones estructuralmente normales. 

La fibrilación auricular (FA) es una taquiarritmia caracterizada por una activación 

descoordinada y muy rápida de las aurículas. Es la arritmia cardíaca de mayor prevalencia en 

la población general (1-2%). El riesgo de sufrir FA aumenta marcadamente con la edad y es 

más frecuente en sujetos con hipertensión y diversas cardiopatías, así como en sujetos 

portadores de polimorfismos de un único nucelótido (SNPs) en genes identificados en estudios 

poblacionales. Entre los genes cuyos SNPs confieren un mayor riesgo de sufrir FA se 

encuentran los que codifican varios factores de transcripción (FT) incluyendo: Pitx2c, Tbx5, y 

Zfhx3, entre otros. Existen también formas familiares de FA en las que la arritmia se manifiesta 

en ausencia de factores de riesgo a edades tempranas y siguiendo una herencia mendeliana. El 

Síndrome de Brugada (SBr) es un SAH que se caracteriza por una elevación del segmento ST 

en las derivaciones precordiales derechas del electrocardiograma (ECG) y que se asocia a un 

aumento del riesgo de fibrilación ventricular y muerte súbita cardíaca (MSC).  

La subunidad α del canal de Na+ cardíaco humano (Nav1.5) codificada por el gen 

SCN5A, genera la corriente rápida de entrada Na+ (INa) que despolariza el potencial de 

membrana durante la fase 0 del potencial de acción auricular y ventricular. Por lo tanto, la INa 

juega un papel crítico en la excitabilidad y la velocidad de conducción intracardíaca. El gen 

SCN1B codifica la isoforma predominante en corazón de la subunidad auxiliar-β, Navβ1.1, que 

se asocia a los canales Nav1.5 y regula el gating, la expresión de la membrana y la interacción 

con otras proteínas del canal. La presencia de mutaciones en los genes SCN5A y SCN1B se han 

asociado a diversos tipos de SAH incluyendo tanto la FA familiar como el SBr.  

El gen ZFHX3 codifica el FT denominado Zfhx3 o factor de unión a dominios AT 

(ATBF1), un FT con múltiples homeodominios y dominios dedos de zinc. Durante la etapa 

embrionaria Zfhx3 se expresa en la mayoría de los tejidos. En la etapa adulta Zfhx3 participa 
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en la regulación de la miogénesis y la diferenciación neuronal y se ha demostrado que Zfhx3 

inhibe la proliferación celular, actuando como gen supresor de tumores en varios tipos de 

cáncer. En modelos de ratones genéticamente modificados se ha demostrado que Zfhx3 

participa en redes de regulación transcripcional con otros FT específicos cardiacos como Tbx5, 

Nkx2.5 y Pitx2c. Estudios de asociación de genoma completo (GWAS) han asociado dos SNPs 

en el gen ZFHX3 (rs7193343 y rs2106261) con la FA no familar.  

En colaboración con las Unidades de Arritmias de los Hospitales la Paz, 12 de Octubre, 

y Puerta de Hierro de Madrid, y en el contexto del consorcio ITACA (Investigación 

Traslacional de Arritmias Cardiacas hereditArias) identificamos tres variantes diferentes en el 

gen ZFHX3. Dos de ellas, p.V949I y p.Q2564R, en pacientes con SBr, y otra, p.M1260T, en 

dos hermanos con FA familiar. Aunque se han descrito los efectos de Zfhx3 sobre las corrientes 

de K+ y el manejo del Ca2+ intracelular en sistemas heterólogos de expresion, se desconoce el 

efecto de Zfhx3 sobre la INa cardíaca. Considerando los antecedentes expuestos, el OBJETIVO 

GENERAL de la presente TESIS DOCTORAL fue analizar funcionalmente si el factor de 

transcripción Zfhx3 regula la expresión y/o función de los canales humanos Nav1.5 y, por tanto, 

la INa cardiaca. Más aún, si las variantes identificadas en pacientes con SAH podrían ser 

responsables, en alguna medida, del fenotipo de los portadores. 

RESULTADOS 

El análisis de los datos de RNA-seq de ZFHX3 de muestras humanas almacenadas en 

repositorios públicos (GTEx), demostró que Zfhx3 se expresa en el miocardio adulto. El 

análisis electrofisiológico de la INa en células HL-1 transfectadas o no, con la forma nativa del 

FT Zfhx3 humano demostró que éste era capaz de reducir significativamente la densidad de 

corriente sin alterar sus propiedades cinéticas, las características que dependen del voltaje, o la 

densidad de la corriente de sodio tardía (INa,L). A su vez, el silenciamiento de la expresión de 

Zfhx3 en células HL-1, aumentó de manera significativa la densidad de la INa sin alterar sus 

propiedades cinéticas y las características que dependen del voltaje, o la densidad de la INa,L.  

El efecto de Zfhx3 sobre la expresión de los diferentes genes que codifican los canales 

de Na+ cardiacos, SCN5A y SCN1B, y los FTs Tbx5, Nkx2.5 y Pitx2c (TBX5, NKX2.5 y PITX2) 

fue analizado mediante los correspondientes experimentos de detección de actividad luciferasa, 

expresión génica (RT-qPCR), y expresión proteica (western blot, WB). Los resultados 

obtenidos de los ensayos de actividad luciferasa demostraron que Zfhx3 ejerce un efector 



Resumen/Summary 

5 

represor de la transcripción sobre los promotores mínimos humanos de los genes SCN5A, 

SCN1B, TBX5, NKX2.5 y PITX2. El análisis de los niveles de ARN mensajero (ARNm) en 

células HL-1 transfectadas o no, con la forma nativa del FT Zfhx3 mostró una reducción 

significativa, en concordancia con los efectos sobre sus promotores, en la expresión de SCN5A 

y TBX5. Por otro lado, se observó un aumento significativo en los niveles de SCN1B y no se 

encontraron variaciones en los niveles de NKX2.5. Por último, los resultados del análisis de la 

expresión proteica mostraron una reducción significativa en la cantidad de proteína de los 

canales Nav1.5 y el FT Tbx5. También se estudiaron los posibles efectos de Zfhx3 sobre la 

degradación por el proteasoma de los canales Nav1.5. Para ello se analizaron los niveles de 

expresión génica y proteica de la enzima ubiquitina-ligasa Nedd4-2, responsable de la unión 

de moléculas de ubiquitina al canal para su posterior degradación. Estos resultados mostraron 

un aumento significativo en los niveles de ARNm y proteína. 

Para analizar funcionalmente los efectos de las variantes de ZFHX3 identificadas 

mediante secuenciación de exoma completo sobre la INa, transfectamos, o no, células HL-1 con 

el ADNc que codifica p.V949I, p.M1260T, o p.Q2564R Zfhx3. Comprobamos que las tres 

variantes reducían significativamente la densidad de la corriente de forma similar a como lo 

hacía la forma nativa. Además, ninguna de las variantes modificó significativamente las 

propiedades cinéticas y las características que dependen del voltaje de la INa, o la densidad de 

la INa,L. p.V949I y p.M1260T Zfhx3 reprimieron significativamente la expresión del promotor 

mínimo humano SCN5A, mientras que p.Q2564R carecía del efecto represor. En cambio, las 

tres variantes reprimieron significativamente la expresión del promotor SCN1B. Analizamos 

también los efectos de las tres variantes sobre los promotores mínimos humanos de TBX5, 

PITX2 y NKX25. Las tres variantes, incluyendo p.Q2564R, reprimieron significativamente la 

expresión del promotor de TBX5. p.V949I y p.M1260T también reprimieron significativamente 

la expresión de los promotores mínimos de PITX2 y NKX25. Por el contrario, p.Q2564R Zfhx3 

no fue capaz reprimir la expresión de los promotores de PITX2 y NKX25. 

CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en la presente TESIS DOCTORAL nos permiten concluir: 

1. El factor de transcripción Zfhx3 se expresa en el miocardio adulto humano.
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2. La expresión de la forma nativa Zfhx3 en células HL-1 disminuye de manera significativa 

la densidad de la INa sin alterar las propiedades cinéticas y las características que dependen 

del voltaje de la INa, o la densidad de la INa,L.  

 

3. El silenciamiento de Zfhx3 en células HL-1 aumenta de manera significativa la densidad 

de la INa cardíaca sin alterar las propiedades cinéticas, las características que dependen del 

voltaje, o la densidad de la INa,L.  

 

4. Zfhx3 en su forma nativa ejerce un efecto represor sobre los promotores mínimos de los 

genes humanos SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 y PITX2, que codifican el canal de sodio 

Nav1.5, la subunidad auxiliar Navβ1 y los FTs Tbx5, Nkx2.5 y Pitx2, respectivamente. 

 

5. El factor de transcripción Zfhx3 regula la expresión de canales Nav1.5 mediante un 

complejo mecanismo: reprimiendo la expresión de los genes SCN5A y TBX5 y aumentando 

la expresión de la ubiquitina ligasa Nedd4-2, que promueve la degradación de los canales 

por el proteasoma.  

 

6. Por tanto, es probable que, en el miocardio adulto humano, Zfhx3 participe en la regulación 

de la excitabilidad controlando la densidad de la INa, no sólo de forma directa, sino a través 

de su participación en redes transcripcionales junto con otros FT que también controlan la 

expresión de canales Nav1.5. 

 

7. Las variantes p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R Zfhx3 identificadas en probandos afectados 

por SAH, regulan la INa de manera similar a como lo hace Zfhx3 en su forma nativa. Por 

tanto, por lo menos en lo que respecta a los canales Nav1.5, concluimos que probablemente 

dichas variantes no son las responsables de los SAH de los portadores. 

 

8. La variante p.Q2564R tiene un perfil transcripcional diferente al de la forma nativa y al del 

resto de variantes analizadas, ya que no reprime la transcripción de los promotores de los 

genes SCN5A y PITX2. 
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SUMMARY 

Zfhx3 TRANSCRIPTION FACTOR REGULATES SCN5A GENE EXPRESSION AND 

SODIUM CURRENT DENSITY (INa) IN THE MYOCARDIUM. 

INTRODUCTION AND OBJECTIVES 

Inherited arrhythmogenic syndromes (IAS) are rare diseases genetically and 

phenotypically complex that alter the electrical properties enhancing the arrhythmogenic risk 

in subjects with structurally normal hearts. Atrial fibrillation (AF) is a tachyarrhythmia 

characterized by an uncoordinated and very rapid activation of the atria. It is the most prevalent 

cardiac arrhythmia in the general population (1-2%). The risk of AF increases markedly with 

age and is more frequent in subjects with hypertension and various cardiovascular diseases, as 

well as in subjects with single nucelotide polymorphisms (SNPs) identified in population 

studies. Among the genes whose SNPs confer an increased risk of AF are those that encode 

several transcription factors (TF) including: Pitx2c, Tbx5, and Zfhx3. There are also inherited 

or familial forms of AF in which lone AF appears in young subjects following a mendelian 

hereditary pattern. Brugada syndrome (BrS) is a IAS characterized by a ST-segment elevation 

in the right precordial leads of the ECG and associated with an increased risk of ventricular 

fibrillation and sudden cardiac death (SCD).  

The SCN5A gene encodes the human cardiac Na+ channel α subunit (Nav1.5) which 

generates the fast Na+ current (INa) responsible for the upstroke of atrial and ventricular action 

potentials. Thus, INa plays a critical role in the control of excitability and intracardiac 

conduction velocity. SCN1B gene encodes the predominant isoform in the heart of the β-

subunit associated with nav1.5 channels. Navβ1.1 regulates the gating, membrane expression 

and interaction of Nav1.5 with other proteins. Several SCN5A and SCN1B variants have been 

reported to associate with IAS including familial AF and BrS. 

The ZFHX3 gene encodes the TF Zfhx3 or AT motif binding factor (ATBF1), that 

exhibits multiple homeodomains and zinc finger motifs. During the foetal period, Zfhx3 is 

widely expressed in many tissues and participates in the regulation of myogenic and neuronal 

differentiation. In the adulthood, Zfhx3 has been reported to inhibit cell proliferation acting as 

a tumour suppressor in several cancers. Additionally, in genetically modified mice, it has been 

demonstrated that Zfhx3 participates in some TF networks in the heart with other TFs such as 
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Nkx2.5, Tbx5, and Pitx2c. Genome-wide association studies (GWAS) significantly associated 

two variants (rs7193343 and rs2106261) of the ZFHX3 with the AF risk in the general 

population. 

In collaboration with the Arrhythmia Units from the Hospitals La Paz, 12 de Octubre, 

and Puerta de Hierro, and in the context of the ITACA consortium (Translational Research of 

Hereditary Cardiac Arrhythmias) we identified three different variants of the ZFHX3 gene. 

Two of them, p.V949I and p.Q2564R, appeared in patients with BrS, and another, p.M1260T, 

in two siblings with familial AF. Although some of the effects of Zfhx3 on K+ currents and 

intracellular Ca2+ management have been described in heterologous expression systems, the 

possible effects on INa are currently unknown. Therefore, the GENERAL OBJECTIVE of 

this PhD THESIS was to functionally analyse whether the Zfhx3 regulates the expression 

and/or function of Nav1.5 channels and, thus, INa. Moreover, whether the variants identified in 

patients with IAS could be responsible, for the phenotype of the carriers. 

RESULTS 

Analysis of ZFHX3 RNA-seq data from human samples stored in public repository 

(GTEx) demonstrated that Zfhx3 is expressed in the human adult myocardium. The 

electrophysiological analysis of INa in HL-1 cells transfected or not, with the native form of the 

human Zfhx3 TF showed that it significantly decreased the current density without 

significantly modifying any time- or voltage-dependent characteristics of the INa and the INa,L. 

Conversely, INa density was significantly increased in HL-1 cells in which expression of Zfhx3 

was silenced.  

The effect of Zfhx3 on the expression of SCN5A and SCN1B genes and those encoding 

the Tbx5, Nkx2.5 and Pitx2c TFs (TBX5, NKX2.5 and PITX2) was tested with luciferase, RT-

qPCR (mRNA levels), and western blot (protein levels, WB) assays. The results of the 

luciferase assays demonstrated that Zfhx3 represses the expression of the minimal human 

SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 and PITX2 promoters. Analysis of mRNA levels in HL-1 cells 

transfected or not, with the native form of FT Zfhx3 showed a significant reduction in the 

expression of SCN5A and TBX5 genes. On the other hand, a significant increase in SCN1B and 

no variations in NKX2.5 mRNA levels were found. Finally, the results of the protein expression 

analysis showed a significant reduction in the le levels of Nav1.5 and Tbx5 proteins. Since 

expression of Zfhx3 markedly reduces INa, we questioned whether Zfhx3 promotes in some 
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way, the degradation of Nav1.5 channels by the proteasome. To test this, the levels of gene and 

protein expression of the ubiquitin-ligase enzyme Nedd4-2 were analysed. These results 

demonstrated that Zfhx3 a significantly reduces the mRNA and protein levels of Nedd4-2. 

By whole exome sequencing of the probands, we identified three variants in the ZFHX3 

gene. Two of them, p.V949I and p.Q2564R, in patients with BrS, and another, p.M1260T, in 

two siblings with familial AF. To functionally test the effects of these variants on INa, we 

transfected or not HL-1 cells with p.V949I, p.M1260T or p.Q2564R Zfhx3. We found that all 

three variants significantly reduced INa density similar to the native form. In addition, none of 

the variants significantly modified any time- or voltage-dependent characteristics of the INa and 

the INa,L. p.V949I and p.M1260T Zfhx3 significantly repressed the SCN5A promoter expression, 

whereas p.Q2564R produced no such effect at all. Conversely, all three variants significantly 

repressed the expression of the SCN1B promoter. We analyzed the effects of the three variants 

on the expression of the minimal human promoters of TBX5, PITX2 and NKX25. All three 

variants, including p.Q2564R, significantly repressed the expression of the TBX5 promoter. 

p.V949I and p.M1260T also significantly repressed the expression of the minimal PITX2 and 

NKX25 promoters. Conversly, p.Q2564R Zfhx3 failed to repress the expression of both PITX2 

and NKX25 promoters.  

CONCLUSIONS 

The results obtained in this PhD THESIS lead to the following conclusions: 

1. The transcription factor Zfhx3 is expressed in the human adult myocardium. 

 

2. In HL-1 cells, the native form of Zfhx3 significantly decreases the INa density without 

altering the kinetic properties and voltage-dependent characteristics of the INa, or the INa,L 

density. 

 

3. In HL-1 cells in which the Zfhx3 expression is silenced the INa density significantly 

decreases. However, the kinetic and voltage-dependent characteristics of the INa or the INa,L 

are not modified by Zfhx3. 

 

4. Zfhx3 in its native form, represses the expression of the minimal promoters of the human 

SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5, and PITX2 genes, which encode the Nav1.5 and the 
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Navβ1 auxiliary subunit of the Na+ channel and the Tbx5, Nkx2.5 and Pitx2 TFs, 

respectively. 

 

5. Zfhx3 regulates the expression of Nav1.5 channels through a complex mechanism: 

repressing the expression of the SCN5A and TBX5 genes and increasing the expression of 

the ubiquitin ligase Nedd4-2, which promotes the degradation of the channels by the 

proteasome.  

 

6. Therefore, it is likely that in the human adult myocardium, Zfhx3 participates in the 

regulation of excitability by controlling the density of INa, both directly and through its 

participation in transcriptional networks together with other TFs that also control the 

expression of Nav1.5 channels. 

 

7. The p.V949I, p.M1260T, and p.Q2564R Zfhx3 variants identified in IAS-affected patients 

regulate INa similarly to how native Zfhx3 does.  Therefore, at least as far as Nav1.5 

channels are concerned, we conclude that these variants are probably not responsible for 

the IASs of the carriers. 

 

8. The p.Q2564R variant has a transcriptional profile different from the native form and the 

rest of the variants analyzed since it does not repress the transcription of the promoters of 

the SCN5A and PITX2 genes. 
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1. ELECTROFISIOLOGÍA CARDÍACA 

El corazón es un órgano que actúa a modo de bomba, enviando sangre a los distintos 

tejidos del organismo. Para llevar a cabo su función presenta tejidos especializados en los que 

se generan automáticamente impulsos que se conducen de forma organizada y provocan la 

contracción rítmica del miocardio. El corazón está formado por tres tipos de tejido: los 

músculos auriculares y ventriculares, de los que depende su capacidad contráctil, y las fibras 

del tejido especializado de conducción, encargadas de la transmisión de los impulsos a través 

del corazón. 

 

Figura II.1. Representación esquemática de la actividad eléctrica en el miocardio. Se muestran los 

potenciales de acción registrados en diversas zonas del tejido cardiaco y su correlación con el electrocardiograma 

de superficie. ECG: Electrocardiograma. 

En condiciones fisiológicas, el impulso cardiaco nace en el nodo sinoauricular (SA), 

estructura que se localiza en la confluencia de la vena cava superior con la orejuela derecha y 

la pared lateral de la aurícula derecha (Figura II.1). El nodo SA genera unos 60-90 potenciales 

de acción (PA) por minuto que se propagan sin disminución de amplitud hasta que todas las 

células cardiacas son excitadas. Desde el nodo SA, el impulso se propaga por todo el tejido 

auricular a una velocidad de 0.3 m/s para, a continuación, llegar al nodo aurículo-ventricular 

(AV), único punto que permite la comunicación eléctrica entre aurículas y ventrículos en 
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condiciones fisiológicas. En el nodo AV, el estímulo se ralentiza antes de pasar al ventrículo 

(0.01-0.05 m/s). El impulso pasa después a las fibras de transición y al sistema de His-Purkinje, 

a través del cual se conduce muy rápidamente (2-4 m/s). El haz de His se bifurca en una rama 

derecha y varias izquierdas, que acaban ramificándose profusamente en fibras de Purkinje, 

desde donde la activación se extiende por el músculo ventricular, empezando por el septo 

medio izquierdo y la base de los músculos papilares y, de ahí, al resto de los ventrículos. La 

rápida velocidad de conducción intraventricular (0.3-4 m/s) tiene como misión permitir que 

ambos ventrículos se contraigan de forma sincrónica en un corto espacio de tiempo, algo 

esencial para que se realice de forma eficaz la función de bomba (Hoffman y Cranefield, 1960; 

Delpón y Tamargo, 2005). 

Para comprender este complejo mecanismo, que se repite con cada latido, es necesario 

conocer algunas propiedades de las células cardiacas tales como la excitabilidad, el 

automatismo, la refractariedad y la conducción del impulso cardiaco. 

1.1 Excitabilidad 

La membrana citoplásmica es una barrera que separa dos medios acuosos de diferente 

composición. Esta diferencia en la composición de ambos medios origina un gradiente de 

concentración que induce la difusión de moléculas desde el medio donde están más 

concentradas hacia el medio en el que lo están menos (Tabla II.1). Termodinámicamente, la 

difusión es un proceso que disminuye el orden del sistema (es decir, que aumenta su entropía), 

lo que implica que la difusión libera energía. Nernst cuantificó esta energía como una variación 

de potencial eléctrico: 

G = –R·T·ln([ion]e/[ion]i) (II.1) 

donde ∆G es la energía de Gibbs liberada en el proceso de difusión, R es la constante 

universal de los gases (8.31 J/mol·K), T es la temperatura absoluta y [ion]e e [ion]i son las 

concentraciones extra e intracelulares del ion que difunde. En el caso de una membrana 

únicamente permeable al K+, éste difundirá desde el interior (donde está más concentrado) 

hacia el exterior de la célula (donde está menos concentrado), por lo que en el interior se 

acumularán más cargas negativas, con lo que volverá a atraer iones K+ hacia el interior de la 

célula. La energía de atracción también puede cuantificarse: 
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DG = –E·z·F (II.2) 

donde E es el potencial transmembrana, z es el número de oxidación del ion en cuestión 

y F es la constante de Faraday (9.65·104 C/mol). A medida que el K+ va saliendo de la célula, 

el gradiente eléctrico se iguala al gradiente químico (de concentración) que causa la difusión: 

E·z·F = R·T·ln([ion]e/[ion]i) (II.3) 

Reordenando los términos de la igualdad, se obtiene la “ecuación de Nernst” (Nernst, 1888): 

E = (R·T/z·F)·ln([ion]e/[ion]i) (II.4) 

El potencial al cual el flujo neto a través de la membrana de un ion es nulo recibe el 

nombre de “potencial de equilibrio” (Tabla II.1) y su valor viene dado por la ecuación de 

Nernst. 

Tabla II.1. Concentraciones extra(e) e intracelulares(i) de los principales iones en condiciones fisiológicas. 

Los potenciales de equilibrio para cada ion se han obtenido mediante la ecuación de Nernst para una temperatura 

de 37ºC. 

Ion [Ion]e (mM) [Ion]i (mM) Potencial de equilibrio 

Na+ 135-145 12 +67 

K+ 3.5-5 155 -96 

Cl- 123 4.2 -90 

Ca2+ 1.5 10-4 +129 

La diferencia de potencial que existe a ambos lados de la membrana se denomina 

potencial de membrana (Em) y viene determinado por la concentración de iones a uno y a otro 

lado de la misma, así como por la permeabilidad de la membrana a cada ion (Hoffman y 

Cranefield, 1960). Pero, además, algunas células como las nerviosas y las musculares son 

excitables: son capaces de variar esta diferencia de potencial generando impulsos eléctricos (o 

PA) en respuesta a un estímulo mediante el intercambio de iones entre los medios intra y 

extracelular. En el miocardio, estos impulsos se propagan para convertirse en el factor 

determinante de la contracción rítmica del corazón. El control del intercambio iónico resulta 

además esencial para evitar una excesiva presión osmótica debida a los cambios en la 

osmolaridad de ambos medios. 
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1.1.1 Transporte de iones a través de la membrana celular 

En condiciones de reposo, el Na+ y el Ca2+ están más concentrados en el medio 

extracelular, mientras que el K+ y los aniones orgánicos (proteínas, ATP…) son los que 

predominan en el medio intracelular. El transporte de iones a través de la membrana se produce 

a favor de gradiente de concentración (sin gasto de energía) o en contra de gradiente (y, por lo 

tanto, con gasto energético) y requiere de sistemas especializados de transporte como los 

canales iónicos o las proteínas transportadoras. 

Los canales iónicos son proteínas transmembrana (TM) cuyas principales funciones 

son: 

• Formar poros hidrófilos a través de los cuales los iones atraviesan la membrana a favor 

de gradiente de concentración y de potencial eléctrico (gradiente electroquímico), 

permitiendo el paso de iones masivamente (hasta 108 iones/s) y generando una corriente 

iónica. 

 

• Discriminar los iones que pasan a su través, gracias a un filtro de selectividad. El 

mecanismo de selectividad se basa tanto en el tamaño del ion como en su carga, de modo 

que ciertos residuos del canal se alinean en el poro e interaccionan con los iones formando 

barreras termodinámicas que favorecen el paso de unos iones frente a otros. 

 

• Controlar la permeabilidad de la membrana a cada ion mediante la transición entre los 

diferentes estados del canal. Entre los diferentes estados del canal se encuentran, al menos, 

un estado abierto y uno o más no conductores (estados cerrado e inactivo). Los cambios 

conformacionales de la proteína entre los distintos estados son lo que se denomina el 

gating del canal y se producen de forma muy rápida (<10 µs). Según el estímulo que 

origine estos cambios conformacionales, los canales se clasifican en canales dependientes 

de voltaje (dependen del Em), canales activados por ligando (el proceso de apertura y 

cierre depende de la unión de factores externos como hormonas o neurotransmisores) y 

canales operados por segundos mensajeros (el gating está regulado por factores 

intracelulares como el Ca2+ o subunidades de proteínas G). En el caso de los canales 

dependientes de voltaje, la proteína presenta una serie de aminoácidos que se encuentran 

cargados a pH fisiológico y que se mueven en un campo eléctrico muy limitado y 
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confinado en la bicapa lipídica de la membrana celular, originando unas corrientes que se 

denominan corrientes de gating (Armstrong y Bezanilla, 1973; Armstrong, 1974). 

Las proteínas transportadoras facilitan el movimiento de pequeñas moléculas a través 

de la membrana, pero a una velocidad más lenta que la de los canales iónicos (102-104 

moléculas/s). Dentro de este grupo se encuentran proteínas como las bombas iónicas o los 

cotransportadores. 

1.1.2 El potencial de reposo 

En condiciones normales, las células musculares auriculares y ventriculares y del sistema 

especializado de conducción presentan un Em de aproximadamente -85 mV, mientras que en 

las células de los nodos SA y AV el Em es de entre -45 y -65 mV. Las células de los nodos SA 

y AV y del tejido especializado de conducción presentan una propiedad conocida como 

“automatismo intrínseco”: son capaces de generar PAs en ausencia de estímulos externos. Por 

el contrario, en las células musculares auriculares y ventriculares el valor del Em se mantiene 

constante si la célula no es estimulada. A esta diferencia de potencial se le denomina potencial 

de reposo y está determinado por el equilibrio entre la capacidad de los distintos iones para 

atravesar la membrana a favor de su gradiente de concentración y el transporte activo de dichos 

iones en contra de su gradiente. 

Si la membrana de las células cardiacas sólo fuera permeable al K+, el Em debería 

alcanzar un valor similar al del potencial de equilibrio para el K+ (EK). Sin embargo, el valor 

del Em es menos negativo que el del EK debido a que la membrana es permeable además a otros 

iones. Cuando una membrana es permeable a varios iones, el Em depende de tres factores: la 

polaridad de la carga eléctrica de cada ion, la permeabilidad de la membrana (P) a cada ion y 

la concentración de estos iones a ambos lados de la membrana. Por tanto, la ecuación que define 

el Em en las células permeables al Na+, al Cl- y al K+, denominada “ecuación de campo 

constante” o “ecuación de Goldman-Hodgkin-Katz”(Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949), 

es: 
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donde PK, PNa y PCl representan la permeabilidad de la membrana al K+, al Na+ y al Cl-, 

respectivamente. En esta ecuación queda representado el equilibrio entre la difusión por 

gradiente de concentración y la atracción eléctrica de los elementos con carga, estando la 

contribución de cada ion ponderada en función de su permeabilidad, de modo que si una célula 

es muy permeable al K+, el término PK dominará el valor del Em. 

1.1.3 El potencial de acción 

Hasta este momento se ha tratado la permeabilidad relativa de cada especie iónica como 

una constante. Sin embargo, no es así realmente. Un aumento rápido y transitorio de la 

permeabilidad al Na+ provocaría que el potencial de la membrana se hiciese más positivo (el 

Em se acercaría al valor del ENa, que es de aproximadamente +65 mV). Si a continuación 

aumentase de forma rápida y transitoria la permeabilidad al K+, el potencial de membrana 

tendería al EK (aproximadamente -96 mV), tal y como especifica la ecuación de Goldman. 

Estamos en condiciones de entender por qué las células cardíacas son excitables, es decir, por 

qué estas células, cuando reciben un estímulo de intensidad suficiente para superar el potencial 

umbral, generan una respuesta eléctrica o PA al que se acopla la contracción cardíaca. Por el 

contrario, cuando no se alcanza el potencial umbral, sólo se genera una respuesta local que no 

se propaga a las células colindantes: es un estímulo “todo o nada”. El PA es un cambio 

transitorio en la polaridad de la membrana resultante de múltiples cambios secuenciales en la 

permeabilidad de esta a los diferentes iones y originado por un estímulo externo (la 

despolarización de células colindantes, neurotransmisores, la “distensión” celular [strech], etc). 

La entrada de cargas positivas en la célula produce la despolarización, con lo que el interior de 

la célula va haciéndose más positivo (en su valor máximo, el potencial puede alcanzar valores 

cercanos a +30 mV), mientras que la salida de cargas positivas es responsable de la 

repolarización. 

En el corazón se registran PA de diversas morfologías (Figura II.1). En las células 

musculares auriculares y ventriculares y en las células del sistema de His-Purkinje la 

despolarización es debida a la rápida entrada de iones de Na+, mientras que en las células de 

los nodos SA y AV la despolarización es debida a la lenta entrada de iones de Ca2+. Por lo tanto, 

en el corazón existen células que generan PA rápidos o “dependientes de Na+” y células que 

generan PA lentos o “dependientes de Ca2+” (Tabla II.2)(Coraboeuf y Otsuka, 1956; Beeler y 

Reuter, 1977; Carmeliet y Vereecke, 1979).  



Introducción 

19 

Tabla II.2. Características de los PAs rápidos y lentos. TTX: Tetrodotoxina. DHP: Dihidropiridinas. 

Parámetro PA rápido PA lento 

Corriente despolarizante en fase 0 INa ICa 

Potencial de reposo (mV) -90 a -85 -65 a -45 

Velocidad de conducción (m/s) 0.5 - 4 0.01 – 0.1 

Amplitud del PA (mV) 100 - 300 40 - 85 

Velocidad máxima de despolarización (mV/s) 200 - 1000 2 - 15 

Factor de seguridad Alto Bajo 

Inhibido por 

TTX, analgésicos 

locales, antiarrítmicos 

grupo I 

Verapamilo, diltiazem, 

DHP, Ni2+, Co2+, Mn2+, 

La3+ 

Por otro lado, las diferentes fases del PA cardiaco se corresponden con las fases del 

electrocardiograma (ECG). Así, la despolarización del PA auricular se corresponde con la onda 

P. El intervalo PR refleja la velocidad de conducción a través del nodo AV, el complejo QRS, 

la despolarización y velocidad de conducción intraventriculares y el intervalo QT, la duración 

de la repolarización ventricular (Figura II.1).  

La duración del potencial de acción (DPA) es menor en las células auriculares que en las 

ventriculares, lo que constituye un mecanismo de protección que evita que los ventrículos 

puedan responder a frecuencias auriculares muy altas o a una estimulación prematura del 

corazón. Además, también existen diferencias en la morfología y duración de los PA de 

diferentes zonas del tejido auricular y ventricular, lo que ha sido atribuido tanto a la expresión 

de distintos tipos de canales iónicos en dichas zonas como a la distribución heterogénea de la 

expresión de ciertos canales (Figura II.1). 
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1.1.3.a PA rápidos o dependientes de Na+ 

Los PA rápidos o dependientes de Na+ presentan 5 fases (Figura II.2) (Hoffman y 

Cranefield, 1960; Nattel, 2002; Delpón y Tamargo, 2005). 

 

Figura II.2. PA rápido o “dependiente de Na+”. Representación esquemática de las distintas fases del PA, con 

las corrientes iónicas de entrada y salida implicadas en el mismo, así como las correspondientes subunidades 

(formadoras del poro o α y auxiliares o β) que forman los canales que generan dichas corrientes. 

La fase 0 de rápida despolarización de las células miocárdicas se debe a la apertura de los 

canales de Na+ dependientes de voltaje y, por lo tanto, a la activación de la corriente rápida de 

entrada de Na+ (INa), que desplaza el potencial de membrana desde sus valores en reposo (-85 

mV) hasta valores positivos (+30 mV). La activación de la INa es un proceso muy rápido (0.5-

2 ms) y su inactivación sigue una cinética biexponencial, con un componente lento (corriente 

tardía de Na+ o INa,L) que se prolonga durante varios cientos de ms y que contribuye al 

mantenimiento de la fase 2 del PA. La magnitud de la INa determina la amplitud, la velocidad 

máxima de despolarización del PA y, por lo tanto, la velocidad de conducción intracardiaca 

(Hondeghem, 1978; Walton y Fozzard, 1979; Hille, 2001). A continuación, comienza la 

repolarización celular, en la que se distinguen 3 fases: 

La fase 1 de rápida repolarización es consecuencia de la inactivación de la INa (paso del 

canal a una conformación no conductora ) y de la activación de dos corrientes de salida de K+ 

dependientes de voltaje: la corriente transitoria (Ito1), que se activa e inactiva rápidamente y 
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que juega un papel fundamental en el control de la DPA sobre todo a nivel auricular y del 

epicardio ventricular (Boyett, 1981; Josephson y cols., 1984; Giles y Imaizumi, 1988; Shibata 

y cols., 1989) y el componente ultrarrápido de la corriente rectificadora tardía, de rápida 

activación y lenta inactivación (IKur), que es específicamente auricular (Fedida y cols., 1993; 

Snyders y cols., 1993; Wang y cols., 1993). 

La fase 2 (o fase de meseta) representa el fino equilibrio entre dos corrientes de entrada, 

la INa (Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols., 1984; Gintant y cols., 1984; 

Patlak y Ortiz, 1985) y la corriente de entrada de Ca2+ tipo L (ICa,L) (Nilius y cols., 1985; Bean, 

1989; Bers y Perez-Reyes, 1999), y tres corrientes rectificadoras tardías de salida de K+ 

dependientes de voltaje de activación ultrarrápida (IKur), rápida (IKr), y lenta (IKs) 

respectivamente (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990, 1991; Wang y cols., 1993, 1994). 

Durante la fase 3, la inactivación de las corrientes de entrada provoca el predominio de 

las corrientes repolarizantes de K+ activadas durante la fase 2 y, como consecuencia, el Em 

alcanza de nuevo el valor del potencial de reposo. Además, durante la fase final de la 

repolarización se produce la salida de K+ a través de canales que presentan rectificación interna 

(IK1) (Carmeliet, 1993; Lopatin y Nichols, 2001). En las células auriculares, el sistema His-

Purkinje y en los nodos SA y AV, la acetilcolina (ACh) y la adenosina se unen a sus respectivos 

receptores (muscarínico M2 y de adenosina A1, ambos acoplados a proteínas G inhibitorias) 

activando otra corriente que presenta rectificación interna, la corriente de K+ activada por 

acetilcolina (IK,ACh) (Sakmann y cols., 1983). La activación de la IK,ACh hiperpolariza el Em y 

acorta marcadamente la DPA (Pelleg y Belardinelli, 1993; Shen y Kurachi, 1995). 

La fase 4 del PA se inicia una vez que el potencial de la célula alcanza de nuevo su valor 

de reposo y finaliza al comienzo del siguiente PA. En las células musculares auriculares y 

ventriculares que no son automáticas esta fase es isoeléctrica y, por lo tanto, el Em se mantiene 

constante durante el periodo comprendido entre el final de un PA y el comienzo del siguiente. 

El mantenimiento del Em en niveles constantes durante la fase 4 se debe principalmente a la 

IK1 (Carmeliet, 1993; Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010), aunque también 

están implicadas la actividad de la ATPasa dependiente de Na+ y K+ y la del intercambiador 

Na+/Ca2+ los cuales realizan intercambios electrogénicos y contribuyen a restaurar la 

homeostasis intracelular tras el PA.  
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1.1.3.b PA lentos o dependientes de Ca2+ 

Los PA dependientes de Ca2+ se generan principalmente en las células de los nodos SA y 

AV, aunque también en las células de los anillos de las válvulas mitral y tricúspide y en células 

anormalmente despolarizadas (potencial de reposo de  -45 mV) (Reuter, 1973; Cranefield y 

Aronson, 1975). A este potencial, la INa está totalmente inactivada, por lo que la fase 0 de los 

PA generados en estas células se debe a la lenta entrada de Ca2+ al interior celular a través de 

la ICa,L. 

1.2 Automatismo 

Aunque todas las células cardiacas son excitables y responden a los estímulos eléctricos 

generando PAs, algunas además presentan actividad automática, es decir, son capaces de 

autoexcitarse y generar de forma espontánea PA. En condiciones fisiológicas, las células de los 

nodos SA y AV, de los tractos internodales auriculares y del sistema especializado de 

conducción His-Purkinje presentan actividad automática, careciendo de ella las fibras 

musculares auriculares y ventriculares (Hoffman y Cranefield, 1960). Los PAs generados en 

estas estructuras presentan una fase 4 de lenta despolarización diastólica que desplaza el nivel 

del Em hasta el nivel de potencial umbral y, cuando éste se alcanza, se genera un nuevo PA 

propagado. La frecuencia de disparo de una célula automática depende del potencial diastólico 

máximo, del nivel de potencial umbral y de la pendiente de la fase 4 de lenta despolarización 

diastólica. 

En condiciones fisiológicas, las células del nodo SA generan PAs a mayor frecuencia que 

las restantes células automáticas (60-80 latidos/min frente a 15 latidos/min), por lo que actúan 

como marcapasos dominante y determinan la frecuencia cardiaca, mientras que las demás 

células automáticas actúan como “marcapasos latentes o subsidiarios”. 

1.3 Refractariedad 

Desde hace más de 150 años se sabe que el corazón requiere cierto tiempo para recuperar 

la excitabilidad tras un primer estímulo, tiempo que se conoce como “periodo refractario” 

(Bowditch, 1871). 

En las células que generan PAs dependientes de Na+, este periodo refractario viene 

determinado por la cinética de reactivación de la INa. Los canales de Na+ permanecen en estado 
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de reposo durante la diástole (fase 4), se abren durante la fase 0 del PA y, a continuación, pasan 

a un estado inactivo no conductor (que no permite la entrada de Na+) en el que permanecen 

hasta que la repolarización alcanza valores más negativos de -50 mV. Dado que el estado 

inactivo no permite la entrada de Na+, la aplicación de un estímulo durante las fases 1 y 2 y al 

comienzo de la fase 3 es incapaz de generar una respuesta propagada. Al periodo de tiempo 

durante el que la célula cardíaca es incapaz de generar un PA y permanece inexcitable se le 

denomina “periodo refractario absoluto” (Weidmann, 1955; Hoffman y Cranefield, 1960; 

Hondeghem y Katzung, 1977). Conforme el potencial de membrana de la célula se repolariza 

entre -50 y -90 mV, cierta proporción de los canales de Na+ pasan del estado inactivo al estado 

de reposo y, por lo tanto, la aplicación de un estímulo eléctrico es capaz de generar una 

respuesta. Esta respuesta tendrá menor amplitud y se conducirá tanto más lentamente cuanto 

menor sea el tiempo transcurrido entre la aplicación del estímulo y el comienzo de la fase 0 del 

PA previo. En este periodo, llamado “periodo refractario efectivo”, un estímulo supraumbral 

puede producir una respuesta local, pero no un PA propagado (Hoffman y Cranefield, 1960). 

Al periodo refractario efectivo, le sigue otro periodo de tiempo durante el cual un estímulo es 

capaz de inducir la génesis de un PA propagado, denominado “periodo refractario relativo”. A 

este nivel, la INa todavía no se ha reactivado por completo, por lo que, si se genera un PA 

prematuro, tendrá menor amplitud y menor duración que un PA generado cuando la célula se 

ha repolarizado y recuperado por completo su excitabilidad. Estos PA prematuros se propagan 

más lentamente, es decir, presentan un bajo factor de seguridad de la conducción, y el bloqueo 

de esta propicia la aparición de arritmias por reentrada (Holt y Oram, 1960). La duración del 

periodo refractario cardiaco determina la máxima frecuencia de estimulación cardiaca y varía 

con la DPA. Las células auriculares presentan una menor duración del PA y del periodo 

refractario que las ventriculares (200 ms en las primeras frente a los 300 ms de las segundas), 

y éstas, a su vez, presentan una menor DPA que las células de Purkinje, lo que explica por qué 

la frecuencia de las arritmias producidas a nivel supraventricular es mayor que las producidas 

a nivel ventricular. El periodo refractario, además, protege al corazón de aquellas situaciones 

en las que la frecuencia es muy rápida, y en las que, por tanto, se impide la relajación completa 

del músculo cardiaco y disminuyen su función de bomba. 

En los nodos SA y AV, la fase 0 del PA es debida a la activación de la ICa,L, corriente 

que presenta una constante de tiempo de reactivación de entre 100 y 300 ms (Gettes y Reuter, 

1974; Bers y Perez-Reyes, 1999). Por ello, no es posible generar un nuevo PA propagado 

incluso hasta después de que la célula se haya repolarizado por completo, es decir, que el 
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periodo refractario efectivo se prolonga más allá de la DPA. A este fenómeno se le denomina 

“refractariedad posrepolarización” (Trautwein y Uchizono, 1963). 

1.4 Propagación del impulso cardíaco 

La propagación del impuso cardiaco es un fenómeno complejo que depende no sólo del 

tipo, tamaño, orientación y geometría de las células cardiacas, sino también de las propiedades 

activas y pasivas de la membrana. Las propiedades activas están determinadas por los 

mecanismos iónicos dependientes de voltaje y de tiempo responsables de la génesis del PA. 

Por otro lado, la conducción del impulso cardiaco dependerá también de los factores que 

determinan el potencial de reposo, el acoplamiento intercelular y las propiedades de cable de 

la membrana (resistencia y capacitancia), esto es, de las propiedades pasivas de la membrana. 

Biofísicamente, la membrana es un elemento dieléctrico que aísla dos medios 

conductores. Sin embargo, este aislamiento no es perfecto, ya que existen mecanismos de 

transporte de iones, por lo que la resistencia al paso de cargas que ofrece la membrana ante una 

diferencia de potencial es finita y mesurable. Además, el dieléctrico (en este caso, los 

fosfolípidos de la membrana) que aísla los medios extra e intracelular está sometido a una 

diferencia de potencial en la membrana, por lo que atrae cargas a las proximidades de la 

membrana (los aniones del citosol serán atraídos por el exterior positivo y los cationes del 

medio extracelular son atraídos por el interior negativo). En estas condiciones, la membrana 

está acumulando carga según la ecuación: 

Q = Em · Cm (II.6) 

donde Q es la carga acumulada y Cm la capacitancia de la membrana, que depende de 

las propiedades dieléctricas de la bicapa lipídica y de la geometría de la membrana. La Cm 

impone un retraso en la variación del voltaje y en la propagación del estímulo, ya que cualquier 

variación en el Em debe vencer primero la carga acumulada en la membrana. 

Los miocitos cardiacos están unidos entre sí por los discos intercalares (DI), que permiten 

el acoplamiento eléctrico, y por los desmosomas, uniones especializadas que facilitan el 

acoplamiento contráctil. Estas uniones permiten que el miocardio funcione como un sincitio 

funcional. Este acoplamiento se realiza a través de uniones de baja resistencia (1-3 Ω·cm2, unas 

700 veces menor que la de la resistencia externa de la membrana), a las que se denomina 
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“uniones estrechas” (gap junctions). En condiciones fisiológicas, la resistencia intracelular es 

mínima para un acoplamiento célula-célula que facilite la propagación sincrónica. 

El impulso cardiaco se genera en el nodo SA y se propaga de forma electrotónica a las 

células excitables vecinas, desplazando su nivel de Em hasta el nivel de potencial de membrana 

de la célula vecina ya excitada. Cuando esto sucede, se genera un nuevo PA, que a su vez 

despolarizará electrotónicamente las células vecinas y así sucesivamente (Figura II.3). Cuanto 

mayor sea la amplitud de la INa que genera el PA, mayor será la velocidad de conducción con 

la que éste se conducirá por el miocardio y, por lo tanto, mayor será el margen de seguridad de 

propagación del impulso cardiaco. Por el contrario, en todas aquellas situaciones en las que la 

INa esté parcialmente inhibida o en aquellas células que generen PA dependientes de Ca2+, el 

margen de seguridad de propagación del impulso será menor (Delpón y Tamargo, 2005). 

 

Figura II.3. Representación esquemática de la propagación del impulso cardíaco. 

Una vez que los impulsos salen del nodo SA, se propagan con rapidez a toda la aurícula, 

produciendo la sístole auricular. A su paso a través del nodo AV, la propagación se ralentiza, 

lo que permite que la contracción auricular impulse la sangre hacia los ventrículos, optimizando 

el gasto cardiaco y reduciendo la posibilidad de que queden remanentes sanguíneos en la 

aurícula. Una vez atravesado el nodo AV los impulsos entran en el sistema de conducción, 

donde la propagación es más rápida, permitiendo finalmente la contracción ventricular 

coordinada. 
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2. CANALES IÓNICOS IMPLICADOS EN EL POTENCIAL DE ACCIÓN 

CARDÍACO 

2.1 Canales de Na+ 

Los canales de Na+ dependientes de voltaje son proteínas TM fundamentales en la 

génesis y propagación de la señal eléctrica en tejidos excitables como el corazón, el músculo 

esquelético o el sistema nervioso (Hodgkin y Huxley, 1952a, 1952b; Catterall, 2000; Yu y 

Catterall, 2003; George, 2005a). Como se ha mencionado, la INa cardiaca es responsable de la 

despolarización (fase 0) de los PAs –dependientes de Na+ y, por tanto, de la excitabilidad y la 

velocidad de conducción cardiacas. Además, participa en el control de la fase de meseta (fase 

2) y, por tanto, también es responsable de la DPA y de la refractariedad cardiacas (Brown y 

cols., 1981; Fozzard y cols., 1985). 

2.1.1 Estructura de los canales de Na+ 

Los canales de Na+ dependientes de voltaje están compuestos por una subunidad 

formadora del poro α (de la que se han caracterizado hasta 9 isoformas) y una o varias 

subunidades accesorias β (β1 a β4) (Figura II.4 y Tabla II.3) (Catterall, 2000; Goldin, 2002; 

Catterall y cols., 2005a; George, 2005b; Abriel, 2010). 

2.1.1.a Subunidad  

Las subunidades  de los canales de Na+ pertenecen a una pequeña familia de proteínas 

con una secuencia de aminoácidos altamente conservada que se expresan en diferentes tejidos 

y cuyas propiedades no son idénticas (Goldin, 2002; Ghovanloo y cols., 2016). 

El gen SCN5A localizado en el cromosoma 3p21 codifica la subunidad  Nav1.5, 

responsable de la INa cardiaca. Esta subunidad, de 2016 aminoácidos y unos 227 kDa de peso 

molecular, está formada por 4 dominios homólogos (DI a DIV), conectados entre sí mediante 

tres secuencias hidrofílicas no conservadas, denominadas “interdomain linker loops”. Cada 

dominio está formado por 6 segmentos TM dispuestos en α-hélice cada uno (S1 a S6). Los 

segmentos S4 presentan un residuo cargado (arginina o lisina) cada tres aminoácidos, formando 

una hélice de cargas positivas en la membrana que actúan como “sensor de voltaje”. La teoría 

más aceptada acerca del movimiento del sensor de voltaje es que los S4 se mueven a través de 

la membrana desde el interior hacia el exterior en respuesta a la despolarización, exponiendo 



Introducción 

27 

al exterior dos cargas positivas que se encontraban previamente “enterradas” en el interior de 

la membrana (Jiang y cols., 2020; Jiang y cols., 2021). 

Tabla II.3. Subunidades que forman el canal de Na+ dependiente de voltaje en el humano. *Subunidades que 

se expresan en el corazón, siendo Nav1.5 la isoforma predominante en éste. MC: Músculo cardiaco. ME: Músculo 

esquelético. SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico. T: Tiroides. [Adaptada de 

Nerbonne y Kass, 2005] 

Subunidad α Subunidad β 

Gen Proteína Cromosoma Tejido Gen Proteína Cromosoma Tejido 

SCN1A Nav 1.1*(α1) 2q24 SNC SCN1B Navβ 1.1*(β1) 19q11 SNC 

SCN2A Nav 1.2 (α2) 2q23 SNC SCN2B Navβ 2.1*(β2) 11q24 SNC 

SCN3A Nav 1.3*(α3) 2q24 SNC SCN3B Navβ 3.1*(β3) 11q26 SNC 

SCN4A Nav 1.4*(α4) 17q21 ME SCN4B Navβ 4.1(β4) 11q24 SNC 

SCN5A Nav 1.5*(α5) 9p21 MC     

SCN6A Nav2.1* (a6) 2q21-23 Útero     

SCN7A a7 2q36-37 SNC     

SCN8A Nav 1.6*(α8) 2q13 SNC     

SCN9A Nav 1.7 2q24 T     

SCN10A Nav 1.8* 3p22 SNC     

SCN11A Nav 1.9 3p21 SNC     

SCN12A  3p23-21.3 SNC     

Por otro lado, el lazo que une los segmentos S5 y S6, denominado “lazo P”, es extracelular, 

forma parte del poro y determina la selectividad iónica (Figura II.4)(Poët y cols., 2001; 

Payandeh y cols., 2011; Catterall, 2014). Cuatro de los residuos presentes en los lazos P forman 

un anillo que se denomina “locus DEKA”: ácido aspártico en DI, ácido glutámico en DII, lisina 

en DIII y alanina en DIV. Esta estructura determina la conductancia y la selectividad iónica del 

canal al Na+, así como la unión de toxinas (Noda y cols., 1989; Terlau y cols., 1991; Catterall, 

2000; Goldschen-Ohm y cols., 2013). La sustitución de estos cuatro aminoácidos por residuos 

de ácido glutámico (que son los aminoácidos presentes en las posiciones análogas en el canal 

de Ca2+) convierte los canales de Na+ en selectivos para el Ca2+ (Heinemann y cols., 1992). 

Los extremos amino- y carboxilo-terminal (N- y C-terminal, respectivamente) y los lazos 

de unión entre los diferentes dominios son intracelulares (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Yu y 

Catterall, 2003; George, 2005a; Jiang y cols., 2020) (Figura II.4). La región C-terminal del 

canal Nav1.5 (los 243 últimos aminoácidos) contiene varios dominios importantes de 

interacción con proteínas, de los cuales los mejor caracterizados son el dominio IQ de unión a 

calmodulina (CaM), un dominio PY y un dominio de unión a PDZ (Shy y cols., 2013).  

Se ha descrito que la subunidad Nav1.5 no es la única isoforma cuyo ARNm se expresa 

en el corazón (Nerbonne y Kass, 2005). De esta manera, subunidades que típicamente se 
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expresan a nivel neuronal como Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3, Nav1.4, Nav1.6 y Nav1.8, han sido 

también detectadas en cardiomiocitos (Maier y cols., 2004; Westenbroek y cols., 2013) e 

incluso algunas de ellas, como Nav1.4 y Nav1.8, parecen estar implicadas en la regulación de 

la INa cardiaca (Hu y cols., 2014; Bissay y cols., 2016).  

 

Figura II.4. Estructura del canal de NaV1.5. Esquema de las subunidades α y β del canal de NaV1.5. En la 

subunidad α, se indica el sensor de voltaje, el filtro de selectividad y los diferentes dominios (DI a DIV).  

2.1.1.b Subunidades auxiliares 

A pesar de que el canal se compone de las subunidades  y β, la subunidad  puede 

generar una corriente de sodio per se. La estequiometría y tipo de subunidades que forman los 

canales cardíacos de Na+ in vivo se conocen parcialmente. En mamíferos se han identificado 4 

isoformas (β1 a β4) de las subunidades reguladoras del canal de Na+ (Tabla II.3) (Malhotra y 

cols., 2000; Morgan y cols., 2000; Goldin, 2002; Yu y Catterall, 2003; Edokobi y Isom, 2018). 

Dichas subunidades β son proteínas con un único dominio TM (un extremo N-terminal 

extracelular y un extremo C-terminal intracelular) que presentan una secuencia tipo 

inmunoglobulina (Ig) que las diferencia del resto de subunidades accesorias (Isom y Catterall, 

1996). Estas subunidades no forman parte del poro conductor del canal.  

Todas las isoformas identificadas se encuentran en el SNC, pero sólo algunas de ellas 

se han encontrado en el corazón (Tabla II.3). Se ha propuesto que el motivo Ig puede participar 

en la modulación del gating del canal (Chen y Cannon, 1995; Makita y cols., 1996; McCormick 

y cols., 1998; McCormick y cols., 1999). Además, las subunidades β1 regulan la expresión en 

la membrana, la localización y la unión con otras moléculas de la matriz extracelular y del 

citoesqueleto de la subunidad  (Isom y Catterall, 1996; Dulsat y cols., 2017). Más aún, la 

subunidad Navβ1.1 disminuye la afinidad de anestésicos locales y fármacos antiarrítmicos del 
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grupo I por la subunidad  Nav1.5 (Balser y cols., 1996; Makielski y cols., 1996; Balser, 2001). 

Sea como sea, la importancia de estas subunidades queda de manifiesto por el hecho de que 

mutaciones en estas proteínas auxiliares se han asociado con diversas patologías relacionadas 

con alteraciones en la INa (Amin y cols., 2010a). Por ejemplo, hay mutaciones en las 

subunidades β1, β2 y β3 asociadas a síndromes arritmogénicos como el síndrome de Brugada 

(SBr) (Watanabe y cols., 2008; Hu y cols., 2009; Riuró y cols., 2013) y mutaciones en la 

subunidad β4 asociadas a síndrome de QT largo (SQTL) tipo 10 (Medeiros-Domingo y cols., 

2007). Por último, la subunidad β1 parece jugar un papel fundamental en las interacciones entre 

subunidades  al ser totalmente necesaria para producir el efecto dominante negativo (EDN) 

de un mutante del canal Nav1.5 asociado a SBr (Mercier y cols., 2012). 

2.1.2 Características de la INa 

La INa es la responsable de la fase 0 de los PA generados en las células musculares 

auriculares y ventriculares y en el sistema de His-Purkinje (Brown y cols., 1981; Fozzard y 

cols., 1985).  

El canal de Na+ presenta, al menos, tres estados conformacionales: reposo, activo e 

inactivo (Figura II.5). Durante la diástole, cuando el potencial eléctrico TM está alrededor de 

los -85 mV, el canal se encuentra en estado de reposo y la probabilidad de que se abra es 

extremadamente baja. La despolarización de la membrana produce un cambio conformacional 

en la estructura del canal que causa su apertura durante 1-2 ms, generándose una corriente 

rápida de entrada de Na+ (Hirschberg y cols., 1995; Yang y Horn, 1995). El umbral de 

activación de la corriente se encuentra en -60 mV y alcanza su valor máximo entre -30 y -20 

mV (Hodgkin y Huxley, 1952a, 1952b; Armstrong, 1981). A continuación, el canal se inactiva 

rápidamente, lo que produce el cese de la entrada de Na+ (Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003; 

Nakajima y cols., 2019) (Figura II.5 y II.6). La inactivación no sólo cierra el canal, sino que 

impide la reapertura del mismo hasta que haya pasado el tiempo suficiente para su recuperación, 

determinando así la frecuencia máxima de excitación celular y preservando el gradiente iónico 

intracelular, lo que impide la muerte celular. El paso desde el estado inactivo hasta el estado 

de reposo se denomina “recuperación del canal” y es un proceso necesario para que el canal 

pueda volver a abrirse. En situaciones fisiológicas, esta transición tiene lugar durante los 

primeros 50-100 ms de la diástole por lo que, considerando que, en ritmo sinusal, el intervalo 

diastólico es de entre 500 y 700 ms, cuando llega el siguiente latido la mayoría de los canales 
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ya están en fase de reposo y, por lo tanto, preparados para volver a abrirse (Catterall, 2000; Yu 

y Catterall, 2003).  

 

Figura II.5. Modelo cinético del gating del canal de Na+. Modelo cinético sencillo donde únicamente aparecen 

tres estados para el canal de Na+: abierto, inactivo y reposo o cerrado. 

La inactivación de la INa cardíaca sigue un proceso biexponencial, presentando un 

componente rápido y uno lento (Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols., 

1984; Patlak y Ortiz, 1985; Balser, 2001). La rapidez de la activación y la inactivación sugiere 

que ambos procesos podrían estar acoplados (Aldrich y cols., 1983; Catterall, 2000; Balser, 

2001; Ulbricht, 2005). En ocasiones, los canales de Na+ pueden transitar directamente desde el 

estado abierto al estado cerrado; a este proceso se le denomina “deactivación del canal” (Figura 

II.5) (Horn y cols., 1981). 

 

Figura II.6. Características de la INa cardíaca humana. (A) Trazos de INa registrados en nuestro laboratorio de 

miocitos auriculares humanos tras la aplicación de pulsos de 50 ms a potenciales entre -100 y +30 mV desde un 

potencial de fijación de -120 mV con una concentración de Na+ en la solución externa de 5 mM. (B) INa registrada 

en nuestro laboratorio en células CHO transfectadas con las subunidades  Nav1.5 y β1 humanas tras la aplicación 

de pulsos de 50 ms a potenciales entre -80 y +50 mV desde un potencial de fijación de -120 mV con una 

concentración de Na+ en la solución externa de 136 mM.  
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Se ha propuesto que la inactivación rápida del canal de Na+ se produce por el 

mecanismo denominado de “bola y cadena” según el cual la compuerta de activación del canal 

se abre y la “bola” inicia un movimiento que permite su unión con la boca citoplasmática del 

canal a la que ocluye, impidiendo la entrada de Na+ (Armstrong y Bezanilla, 1977; Nakajima 

y cols., 2019). Se ha demostrado que la “bola” que se balancea y ocluye la boca citoplasmática 

del canal está formada por tres residuos hidrofóbicos presentes en el lazo DIII-DIV, la 

“secuencia IFM”, muy conservada entre especies y entre subtipos del canal (Ile1488, Phe1489 

y Met1490) (Eaholtz y cols., 1994; Mangold y cols., 2017; Nakajima y cols., 2019). De hecho, 

la deleción de dichos residuos suprime la inactivación rápida del canal (Bennett y cols., 1995; 

Kellenberger y cols., 1996). También se han identificado los residuos del segmento S6 y del 

lazo S4-S5 del DIV de la boca citoplasmática que actúan de receptor de la “bola”. Además, el 

extremo C-terminal participa en la estabilización de la inactivación rápida, disminuyendo la 

probabilidad de reapertura (Mantegazza y cols., 2001; Cormier y cols., 2002; Motoike y cols., 

2004; Gamal El-Din y cols., 2019). Durante la fase de inactivación lenta, responsable de la 

entrada de Na+ en la fase de meseta del PA, una mínima fracción de canales de sodio puede 

permanecer abierta y no inactivarse completamente. Esta fracción de corriente de sodio ha sido 

denominada y estudiada como INa,L (corriente tardía de sodio, persistente o late) y se ha 

demostrado que un incremento de esta corriente es arritmogénica, pues lleva a la prolongación 

de la fase 2 del PA (Makielski y Farley, 2006; Makielski, 2009; Dover y cols., 2010; Chadda 

y cols., 2017) (Figura II.7B).  

 

Figura II.7. El canal Nav1.5 genera la INa durante el PA cardíaco. (A) PA ventricular y (B) la INa 

correspondiente en función del tiempo. La “window current” está señalada en verde. (C) Porcentaje de canales 

disponibles (azul) y activados (rojo) en función del potencial de membrana. La “window current” (indicada en 

verde) se genera a potenciales en los cuales la activación e inactivación se solapan. [Adaptada de (Veerman y 

cols., 2015)] 
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Además, algunos canales pueden reactivarse durante la fase de repolarización del PA 

en un rango de potenciales en el que la inactivación no es completa y se solapa con la activación. 

Se denomina window current por ese rango (“window”) de potenciales en el que se produce el 

pequeño grado de solapamiento entre las curvas de activación y de inactivación. Por lo tanto, 

en dicho rango de potenciales hay una fracción de canales de sodio que están activos y no 

inactivos, donde los parámetros de la activación en el estado estacionario y la inactivación no 

llegan a ser cero (Attwell y cols., 1979; Chadda y cols., 2017) (Figura II.7). 

2.1.3 Proteínas que interaccionan con NaV1.5 

Los canales iónicos no son proteínas aisladas que simplemente forman un poro 

selectivo en la membrana, sino que forman parte de complejos multiproteicos diversos y 

dinámicos denominados canalosomas, y la regulación de los canales de Na+ dependientes de 

voltaje por estas proteínas accesorias que conforman el canalosoma es crítica (Figura II.8) 

(Rook y cols., 2012; Abriel y cols., 2015). Estos complejos macromoleculares están 

involucrados en procesos como la transcripción, la traducción, la oligomerización, el tráfico, 

la glicosilación, la localización celular, las modificaciones post-traduccionales, la actividad y 

la degradación de los canales iónicos (Abriel y cols., 2015). El correcto funcionamiento y 

acoplamiento las proteínas del canalosoma que regulan la actividad del canal resulta 

fundamental para una función eléctrica cardíaca normal. De hecho, cuando alguna de esas 

proteínas se encuentra mutada, se desarrollan arritmias (Abriel y cols., 2015).  

Estas proteínas se encuentran en distintas regiones de la célula como puede ser la 

membrana lateral o los DI, dando lugar a diferentes grupos o pools de canales Nav1.5 que 

coexisten en los cardiomiocitos (Shy y cols., 2013). A día de hoy, se han descrito más de 20 

proteínas que interaccionan directamente con el canal Nav1.5 desde que se sintetiza hasta que 

se degrada. En la Figura II.8 se muestran las más importantes y a continuación se detalla la 

implicación de algunas de estas proteínas en la regulación de los canales Nav1.5 y por lo tanto 

de la INa. 
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Figura II.8. Topografía del canal Nav1.5 y proteínas que interaccionan con él. Los puntos negros indican el 

sitio de unión al canal NaV1.5. SIV (amarillo) representa el dominio de unión a PDZ.  

Proteínas con dominio PDZ 

Los dominios PDZ son secuencias de aproximadamente 80-90 aminoácidos que se 

encuentran en determinadas proteínas de anclaje que permiten interacciones proteína-proteína, 

jugando un papel fundamental en la organización de complejos proteicos y en la señalización 

celular (Lee y Zheng, 2010; Ivarsson, 2012). El reconocimiento y unión a dominios de unión a 

PDZ situados en los extremos C-terminales de proteínas es la función típica de los dominios 

PDZ, pero el repertorio funcional de estos módulos es más versátil ya que también incluye 

reconocimiento de secuencias internas, dimerización y unión a fosfolípidos (Ponting, 1997; 

Ivarsson, 2012). En el dominio C-terminal de Nav1.5 se encuentra un dominio SIV de unión a 

PDZ (Figura II.8) a través del cual el canal interacciona con proteínas que poseen un dominio 

PDZ como SAP97 y las sintrofinas. Nuestro grupo ha demostrado que, además del dominio 

canónico de unión a PDZ en el extremo C-terminal, existe otro dominio de unión a secuencias 

PDZ en la región “interna” del dominio N-terminal gracias al cual los canales Nav1.5 pueden 

unirse a la proteína de anclaje α1-sintrofina. Esta característica hace que el dominio N-terminal 

de dichos canales per se sea capaz de ejercer un “efecto chaperona”, modulando positivamente 

la expresión en la membrana celular de otros canales que también se unan a la α1-sintrofina, 

como son los canales de K+ con rectificación interna Kir2.1/Kir2.2 (Matamoros y cols., 2016b).  

SAP97 (synapse-associated protein 97) es una proteína de aproximadamente 97 kDa 

que pertenece a la familia MAGUK (membrane-associated guanilate kinase) por presentar un 

dominio análogo a la guanilato kinasa (GUK) inactivo. Esta proteína se expresa de forma 



Introducción 

34 

abundante en el miocardio, en especial a nivel de los DI y de los túbulos T donde interacciona 

con Nav1.5 (Petitprez y cols., 2011; Abriel y cols., 2015). Además, contiene 3 dominios PDZ 

que le permiten interaccionar con los canales iónicos y receptores, jugando un papel importante 

en el tráfico y anclaje de los mismos, y participar en la regulación de corrientes iónicas. De 

hecho, la trans-expresión de SAP97 en el miocardio de ratón produce un incremento en la INa, 

sin que se vea alterada la cantidad de canales Nav1.5 totales (Tinaquero y cols., 2020).  

Las sintrofinas son una familia de proteínas citoplasmáticas adaptadoras. Es un grupo 

de proteínas heterogéneo caracterizado por tener, además de un dominio PDZ, un “dominio 

único o específico de sintrofinas” en su C-terminal que les permite dimerizarse (Peters y cols., 

1997; Newey y cols., 2000) y dos dominios homólogos a plecstrina. La presencia de varios 

dominios de unión permite que las sintrofinas interaccionen simultáneamente con distintas 

proteínas, participando en muchos procesos celulares (Bhat y cols., 2013). Entre otros, la 

sintrofina ancla canales iónicos al complejo asociado a distrofina, con la cual interacciona 

directamente, y también sirve de unión entre la matriz extracelular y las proteínas intracelulares 

y el citoesqueleto mediante su interacción con la actina. De hecho, es la responsable de la unión 

de los canales Nav1.5 a la membrana lateral de los cardiomiocitos. 

Canales Kir2.1/2.2 

Los canales Kir2.1 y Kir2.2, pero no los Kir2.3, que generan la corriente de K+ con 

rectificación interna IK1 (ver apartado 2.3.1) se asocian con los canales Nav1.5 formando 

complejos macromoleculares para el tráfico hacia la membrana (Milstein y cols., 2012). 

Aunque en un principio se pensó que SAP97 era suficiente para la interacción entre ambos 

canales (Milstein y cols., 2012), un estudio posterior de nuestro laboratorio comprobó que 

SAP97 no es suficiente para dicha interacción y que sin embargo sí lo son el extremo N-

terminal de Nav1.5 y la unión a α-sintrofina (Matamoros y cols., 2016b). La interacción entre 

ambos canales da lugar a una modulación recíproca positiva a través de la cual un incremento 

de Nav1.5 tiene como efecto un aumento en la IK1 y en los canales Kir2.1 en membrana y un 

aumento de Kir2.1 produce un aumento en la INa y en los canales Nav1.5 en membrana 

(Milstein y cols., 2012; Matamoros y cols., 2016b; Utrilla y cols., 2017; Pérez-Hernández y 

cols., 2018; Ponce-Balbuena y cols., 2018). La modulación recíproca positiva entre ambos 

canales resulta por lo tanto crucial para el control de la excitabilidad cardíaca y de la DPA. De 

esta manera, la alteración del tráfico de Nav1.5 puede afectar a la IK1 (Pérez-Hernández y cols., 

2018) y la alteración del tráfico de Kir2.1 puede afectar a la INa (Ponce-Balbuena y cols., 2018), 
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dando lugar a la aparición de arritmias. Por otro lado, se sabe que la formación de estos 

complejos tiene lugar al inicio de la ruta de transporte de los canales (Ponce-Balbuena y cols., 

2018) y que existe una vía alternativa de tráfico hacia la membrana, mediada por proteínas 

GRASP, a través de la cual los complejos Nav1.5-Kir2.1, o al menos parte de ellos, se 

desplazan a la membrana desde el RE, sin pasar por el Golgi (Pérez-Hernández y cols., 2018). 

Finalmente, estos complejos Nav1.5-Kir2.1 se comportan de manera diferente a cuando los 

canales Nav1.5 o Kir2.1 están solos, aunque muchas de sus propiedades son compartidas con 

las de los canales Nav1.5 en solitario (Utrilla y cols., 2017). De hecho, los complejos Nav1.5-

Kir2.1 pueden ser fosforilados por la CaMKII, su tráfico hacia el sarcolema parece estar 

facilitado por la unión a dineína-dinactina y la ubiquitinación por Nedd4-2 facilita la 

degradación del complejo, todas ellas propiedades de los canales Nav1.5 solos (Utrilla y cols., 

2017). Por otro lado, la inhibición de 14-3-3 no modificó la INa en ausencia de Kir2.1 (ni la IK1 

en ausencia de Nav1.5) pero sí produjo la disminución de ambas corrientes cuando se 

cotransfectaron ambos canales juntos (Utrilla y cols., 2017). 

Anquirinas 

Las anquirinas son una familia de proteínas adaptadoras intracelulares que organizan, 

transportan y anclan proteínas de membrana al citoesqueleto de actina/espectrina, creando de 

esta manera microdominios dentro de las membranas con distintas propiedades funcionales 

(Mohler y cols., 2004; Cunha y Mohler, 2006). 

Proteínas desmosomales 

La placofilina-2 (PKP2) es un componente esencial de los desmosomas cardíacos y se 

encuentra asociada a Nav1.5 en los DI, en un complejo junto a anquirina G y conexina 43 

(Cx43) (Sato y cols., 2011).  

Caveolina-3  

La caveolina-3 (Cav3) es la isoforma predominante en el corazón y sirve tanto de 

proteína de anclaje a las caveolas como de regulación para señalización. Varios estudios han 

demostrado la asociación de Cav3 y Nav1.5 (Vatta y cols., 2006; Cronk y cols., 2007; Cheng 

y cols., 2013). NaV1.5 se localiza en dominios de membrana ricos en caveolina, demostrado 

por coinmunoprecipitación en células HEK293, así como en tejido ventricular de rata 

(Yarbrough y cols., 2002; Vatta y cols., 2006). No está claro si la interacción de Cav3 con 
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Nav1.5 es directa o indirecta. Sin embargo, en miocitos ventriculares de rata, estas proteínas 

parecen ser parte de un complejo macromolecular compuesto por sintrofina alfa-1, óxido 

nítrico sintasa neuronal (nNOS), Cav3 y Nav1.5 (Cheng y cols., 2013). 

Calmodulina  

La CaM es una proteína acídica intracelular que posee cuatro sitios de unión de alta 

afinidad al Ca2+. Se ha demostrado que interacciona directamente y de manera Ca2+-

dependiente con el dominio IQ, que contiene la secuencia consenso IQxxxRxxxx, presente en 

el dominio C-terminal del canal Nav1.5. Esta interacción da lugar a una disminución en la 

velocidad de inactivación del canal (Tan y cols., 2002)). También existe un dominio de 

interacción con la CaM en el lazo citoplasmático entre DIII y DIV de Nav1.5. Esta interacción 

parece promover la recuperación de la inactivación posiblemente desestabilizando el estado 

inactivo de canal (Johnson y cols., 2018).  

Proteínas quinasas y fosfatasas 

El canal Nav1.5 posee secuencias consenso de unión a la proteína quinasa A (PKA), a 

la proteína quinasa C (PKC) y a la Ca2+/Calmodulina quinasa II (CaMKII). 

Los efectos de la PKA sobre la INa son objeto de debate quizás debido a diferencias 

metodológicas, algunos estudios describen una inhibición mientras que en otros el aumento de 

la corriente (Sunami y cols., 1991; Zhou y cols., 2002), respectivamente. Parece ser que la PKA 

fosforila las serinas S525 y S528 del canal Nav1.5 (Zhou y cols., 2002). El lazo citoplasmático 

entre los dominios DI y DII del canal contiene varias señales de retención en el retículo 

endoplásmico (RE) del tipo RXR (donde un residuo cualquiera X está flanqueado por dos 

argininas R) (479RKR481, 533RRR535 y 659RQR661), siendo el dominio más importante 

para la retención el 533RRR535. Al fosforilar los residuos S525 y S528, la PKA enmascara 

este dominio de retención, permitiendo el aumento en la salida del RE hacia la membrana de 

canales, produciendo así el incremento de la INa (Zhou y cols., 2002). 

La PKC produce una inhibición de la INa fosforilando la S1503 de Nav1.5, lo que 

estabiliza el canal en su estado inactivo y disminuye por lo tanto la probabilidad de apertura 

del mismo (Tateyama y cols., 2003; Scheuer, 2011). 
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Existen pocos estudios respecto a los efectos de la fosforilación de tirosinas en Nav1.5. 

Dos proteínas de la familia Src, la cinasa Fyn y la fosfatasa PTPH1, fosforilan y desfosforilan 

respectivamente a Nav1.5 modulando principalmente las características de la inactivación del 

canal. La tirosina fosforilada por Fyn es la Y1495 (situada en el lazo citoplasmático entre DIII 

y DIV) y la diana de la PTPH1 parece ser el dominio de unión a PDZ (extremo C-terminal) 

(Rook y cols., 2012). 

La CaMKII es una serina/treonina quinasa que presenta 4 isoformas (, β, δ y γ), con 

distinta expresión en los tejidos del organismo. Se ha demostrado que la CaMKIIδ 

coinmunoprecipita con Nav1.5 y fosforila dichos canales (Wagner y cols., 2006). Además, se 

han identificado varios posibles residuos de fosforilación por la CaMKIIδ en Nav1.5, 

principalmente situados en el extremo N-terminal, en el primer lazo intracelular (DI-DII) y en 

el extremo C-terminal (Ashpole y cols., 2012; Marionneau y cols., 2012; Herren y cols., 2015). 

La fosforilación de S571 por la CaMKII produce un aumento en la INa,L (Glynn y cols., 2015). 

Sin embargo, se han descrito otros efectos de la CaMKIIδ sobre la INa como el desplazamiento 

de la dependencia de voltaje de la inactivación hacia potenciales más negativos, la disminución 

en el componente rápido de la cinética de inactivación (τf) o una recuperación más lenta de la 

inactivación (Deschênes y Tomaselli, 2002; Wagner y cols., 2006; Hund y cols., 2010). 

Ubiquitinación 

La ubiquitinación es una modificación post-traduccional relacionada con la 

internalización de proteínas de membrana para su posterior degradación o reciclaje. Las 

enzimas de la familia Nedd4 son las encargadas de incorporar una o más moléculas de 

ubiquitina a las proteínas a las que se unen. En concreto es el dominio PY del canal Nav1.5 en 

el C-terminal el que interacciona con el cuarto dominio rico en triptófanos (WW) de la enzima 

Nedd4-2 (Figura II.8) (Henry y cols., 2003; van Bemmelen y cols., 2004; Rougier y cols., 

2005). El dominio PY se encuentra en casi todos los canales de Na+ dependientes de voltaje, 

menos en Nav1.4, Nav1.9 y NaX (Shy y cols., 2013). Estudios utilizando brefeldina A (BFA), 

un inhibidor del tráfico del RE al Golgi, y coexpresando Nedd4-2 demostraron una disminución 

de la INa debido a un aumento en la internalización del canal (Rougier y cols., 2005). La proteína 

chaperona B-Cristalina también está implicada en la ubiquitinación e internalización del canal 

Nav1.5, mediante interacción directa tanto con el canal como con la enzima Nedd4-2 

funcionalmente activa (Huang y cols., 2016). La vía de degradación de las proteínas 

ubiquitinadas es el proteosoma y su inhibición mediante MG132 en sistemas de expresión 
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heterólogos aumenta la densidad de la INa (Utrilla y cols., 2017). Además, en miocitos de 

ratones deficientes en distrofina, el uso de MG132 recupera el contenido de proteína Nav1.5 y 

la amplitud de la INa mientras que no las modifica en los ratones WT, lo que sugiere que el 

proteosoma contribuye específicamente a la degradación de canales Nav1.5 en ausencia de 

distrofina (Rougier y cols., 2013). 

Glicosilación 

Aunque la isoforma cardíaca se encuentra mucho menos glicosilada que las neuronales 

(13 kDa y 50-60 kDa en la Nav1.5 y en las isoformas neuronales, respectivamente) (Cohen y 

Levitt, 1993), parece que el canal en las aurículas está más glicosilado que en los ventrículos, 

lo que sugiere que hay un proceso de maduración cámara-específico (Arakel y cols., 2014). 

Además, un estudio del 2015 sugiere que los canales Nav1.5 se expresan en la membrana 

plasmática de los miocitos cardíacos en dos formas maduras distintas, una forma totalmente 

glicosilada y funcional que llega a la membrana por la ruta de maduración tradicional (RE-

Golgi-membrana) y otra parcialmente glicosilada (probablemente funcional) que alcanzaría la 

membrana mediante una ruta no convencional independiente de Golgi (Mercier y cols., 2015; 

Pérez-Hernández y cols., 2018). 

Proteínas 14-3-3 

Los miembros de la familia 14-3-3 son proteínas adaptadoras citosólicas diméricas 

(Morrison, 2009) que, entre otras muchas funciones, unen y regulan el tráfico de varias 

proteínas de membrana (Mrowiec y Schwappach, 2006; Obsil y Obsilova, 2011). Mediante 

experimentos de co-inmunoprecipitación se demostró que 14-3-3 interacciona con la parte N-

terminal del lazo citoplasmático entre los dominios DI y DII del canal de Nav1.5 (Allouis y 

cols., 2006), lo que sugería que esta proteína podría enmascarar las secuencias de retención en 

el retículo RXR presentes en dicho lazo (ver proteínas cinasas y fosfatasas de este mismo 

apartado) y permitir su tráfico hacia la membrana. Sin embargo, al coexpresar Nav1.5 y 14-3-

3 en células COS no se observó ninguna influencia de la proteína adaptadora en la densidad 

de la INa, lo que implicaría que esta proteína no estaría modificando el tráfico del canal. Sin 

embargo, la coexpresión con 14-3-3 desplazaba la curva de inactivación de Nav1.5 hacia 

potenciales más negativos y retrasaba la reactivación, poniendo de manifiesto que las 14-3-3 

son capaces de modificar las propiedades biofísicas del canal (Allouis y cols., 2006). Además, 
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se vio que 14-3-3 y Nav1.5 colocalizaban específicamente en los DI de los cardiomiocitos 

(Allouis y cols., 2006).  

Factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) 

Algunos factores de crecimiento de fibroblastos como el FGF12, FGF13 o FGF14 se 

unen al C-terminal de Nav1.5 modulando las propiedades del canal. Por ejemplo, la 

coexpresión de FGF12 (también denominado FHF1B) con el canal Nav1.5 en células HEK293 

produce un desplazamiento significativo hacia potenciales más negativos de la curva de 

inactivación del canal (Liu y cols., 2003). Se ha descubierto que determinados pacientes con 

SBr presentan la mutación p.Q7R que produce la pérdida de función del FGF12 (). La proteína 

mutada reduce el pico de INa lo que podría explicar el SBr en los portadores de dicha mutación, 

y añadiría un gen más a la lista de genes susceptibles de generar SBr (Hennessey y cols., 2013). 

Por otro lado, la coexpresión de FGF14 con Nav1.5 en células HEK293 produce una 

disminución del pico de INa y un desplazamiento de la curva de inactivación (Lou y cols., 2005). 

Además, se ha demostrado que el silenciamiento de FGF13 en miocitos ventriculares de ratón 

produce una disminución en la densidad de la INa y una menor velocidad de conducción en 

monocapas de miocitos (Wang y cols., 2011).  

MOG1 (Multicopy suppresor of gsp-1) 

MOG1 regula el tráfico nuclear proteico (Baker y cols., 2001). MOG1 y Nav1.5 

coinmunoprecipitan y colocalizan en los DI, produciéndose la unión de ambas proteínas a 

través del lazo intracelular entre los dominios DII y DIII del canal Nav1.5 (Wu y cols., 2008). 

Se conocen mutaciones en RANGRF, gen que codifica MOG1, asociadas al SBr, como la 

p.E83D, que produce una inhibición de la INa debido al tráfico deficiente del canal hacia la 

membrana plasmática (Kattygnarath y cols., 2011). Se ha demostrado que la inhibición de 

MOG1 reduce la expresión en la membrana de Nav1.5, reduciendo la INa. Por el contrario, la 

sobreexpresión de esta proteína es capaz de “rescatar” el tráfico deficiente de varios mutantes 

de Nav1.5 asociados al SBr (Kattygnarath y cols., 2011; Chakrabarti y cols., 2013; Pérez-

Hernández y cols., 2018), lo cual posiciona a esta proteína como posible diana para el 

tratamiento de determinados pacientes con SBr. 
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Proteína similar a la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPD1-L) 

La GPD1-L interacciona con el canal Nav1.5 aunque se desconocen los determinantes 

moleculares de tal interacción (Valdivia y cols., 2009). Diversas mutaciones de pérdida de 

función en el gen que codifica esta proteína se han asociado al SBr y a muerte súbita del recién 

nacido, pues producen una disminución significativa de la INa (London y cols., 2007; Van 

Norstrand y cols., 2007). Se ha propuesto que dicha disminución podría deberse a que la 

pérdida de función de la GPD1-L llevaría a un aumento de la fosforilación de Nav1.5 

dependiente de PKC (en particular del residuo S1503) (Valdivia y cols., 2009). 

Regulación por micro ARNs 

Los micro ARNs (miRNAs) son pequeñas moléculas de ARN de unos 22 nucleótidos 

de longitud que regulan la expresión del ARNm complementario (Ambros, 2004; Bartel, 2004). 

Estudios electrofisiológicos en células HL-1 demuestran la regulación del canal de Na+ 

cardíaco por diversos miRNAs a nivel post transcripcional; en concreto miR-219 aumenta la 

expresión de Nav1.5 lo que da lugar a un aumento de la INa (Daimi y cols., 2015). 

2.1.4 Patologías asociadas a los canales de Na+ cardíacos 

La importancia de los canales de Na+ se pone de manifiesto por la existencia de 

diferentes enfermedades causadas por mutaciones en los genes que los codifican, y que afectan 

a la función nerviosa o a la del músculo esquelético y/o cardíaco (Cannon y cols., 1991; 

Wallace y cols., 1998; George, 2005b; Zimmer y Surber, 2008; Abriel, 2010). A nivel cardíaco, 

las mutaciones en el gen SCN5A se han relacionado con la aparición de arritmias ventriculares 

(SQTL, SBr), fibrilación auricular (FA), con defectos en la conducción intracardíaca y/o 

muerte súbita en recién nacidos (Darbar y cols., 2008; Ruan y cols., 2009; Amin y cols., 2010a; 

Wilde y Brugada, 2011; Núñez y cols., 2013; Remme, 2013; Savio-Galimberti y Darbar, 2014; 

Savio-Galimberti y cols., 2018; Wilde y Amin, 2018). También se han identificado mutaciones 

en los genes que codifican las subunidades auxiliares que dan lugar a SQTL, SBr y FA (Ricci 

y cols., 2014; Riuró y cols., 2014; Dulsat y cols., 2017; Gray y cols., 2018). 

Las patologías asociadas a alteraciones, tanto de estructura como de función, de canales 

iónicos se denominan canalopatías. La prevalencia de canalopatías cardiacas en la población 

es difícil de evaluar, pero se estima que son responsables de aproximadamente la mitad de las 

muertes súbitas cardiacas (Behr y cols., 2008). 
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Parte de la variabilidad clínica observada es el resultado directo de los efectos de las 

mutaciones en las propiedades biofísicas y tráfico del canal Nav1.5. Estos efectos se suelen 

dividir en ganancia o pérdida de función del canal (es decir, aumento o disminución de la INa, 

respectivamente) (Figura II.9).  

 

Figura II.9. Mecanismos que llevan a la reducción del pico de INa (A) o al aumento de la INa,L (D). Hay dos 

mecanismos que conducen a la disminución del pico de INa: (B) el desplazamiento de la dependencia de voltaje 

de la activación hacia potenciales de membrana más despolarizados o, (C) un desplazamiento hacia potenciales 

más negativos de la dependencia de voltaje de la curva de inactivación. La disminución del pico de corriente a un 

potencial de membrana dado se debe a que hay menos canales de sodio disponibles. Ambos mecanismos han sido 

descritos para mutaciones de SCN5A asociadas a SBr. Hay dos mecanismos que conducen al incremento de la 

INa,L: un fallo en la inactivación (por ejemplo, los canales no se inactivan completamente) (D) o un incremento en 

la “window current” (E) debido a un desplazamiento de la inactivación hacia potenciales más despolarizados, 

incrementando dicha “window current”. [Adaptada de (Wilde y Brugada, 2011)]. 
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La ganancia de función se puede deber a un aumento en la INa,L, a la inactivación 

incompleta, o a un aumento de la corriente window por un desplazamiento de la curva de 

inactivación a potenciales más despolarizados (Figura II.9 D y E). El aumento de Na
+ 

produce 

un aumento de la DPA y por tanto una prolongación del intervalo QT, dando lugar a la 

aparición de SQTL tipo 3. Por el contrario, las mutaciones que producen una pérdida de función 

del canal Nav1.5 disminuyen el pico de la INa, desplazan la curva de activación a potenciales 

de membrana más despolarizados, o producen una inactivación más rápida del canal a 

potenciales más hiperpolarizados (Figura II.9 A, B y C). Estas mutaciones son responsables 

del SBr, el SSE, y el DCCP. Algunas mutaciones de SCN5A se asocian a la fibrilación 

auricular familiar o generan fenotipos mixtos (síndromes solapados) (Porretta y cols., 2022). 

Estas últimas pueden producir simultáneamente un aumento en la INa,L y una reducción del 

pico de la INa, siendo por tanto ganancia y pérdida de función a la vez (Bezzina y cols., 1999). 

Los pacientes portadores de mutaciones que dan lugar a síndromes solapados pueden 

presentar características electrocardiográficas tanto de SQTL tipo 3 con una prolongación 

del intervalo QT como de SBr con elevación del segmento ST en las derivaciones V1 a V3 

simultáneamente. En otros casos lo que ocurre es que diferentes miembros de la familia 

portadores de la mutación presentan fenotipos distintos. Este es el caso de la mutación 

p.D1816VfsX7 identificada en una amplia familia española en la que los diversos portadores 

presentaban fenotipos que iban desde la fibrilación ventricular idiopática, hasta la FA, los 

defectos de conducción o el SBr (Dolz-Gaitón y cols., 2013). 

2.2 Canales de Ca2+ 

Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje permiten la entrada de Ca2+ en respuesta a la 

despolarización de la membrana y son esenciales para acoplar las señales eléctricas en la 

superficie celular con la respuesta fisiológica a nivel celular (Nilius y cols., 1985; Bean, 1989). 

Inicialmente, los canales de Ca2+ dependientes de voltaje se clasificaron según la magnitud de 

la despolarización requerida para su activación: los que requerían una fuerte despolarización 

(HVA, High Voltage Activated o Long-lasting) y los que requerían una despolarización menor 

(LVA, Low Voltage Activated). Los canales LVA son los que hoy en día se conocen como 

canales de Ca2+ tipo T, que se activan rápidamente a Em -50 mV y se inactivan también 

rápidamente (Catterall y cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005). Los canales HVA se abren 

cuando se despolariza la membrana hasta -30 mV y su inactivación puede prolongarse hasta 

100 milisegundos. Hasta el momento, se han identificado 5 subtipos de canales HVA (L, N, P, 
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Q y R) que presentan diferentes propiedades cinéticas, biofísicas y farmacológicas. En el 

miocardio humano sólo se ha demostrado la presencia de los canales de Ca2+ tipo L y tipo T. 

Los canales tipo L presentes en los miocitos cardiacos determinan la fase de meseta del 

PA. Se localizan principalmente en los túbulos T, desde donde promueven la apertura de los 

receptores de rianodina del retículo sarcoplásmico (RyR2), con la consiguiente salida de Ca2+ 

desde el mismo (lo que se denomina “liberación de Ca2+ inducida por Ca2+”). Por su parte, los 

canales tipo T se localizan principalmente en las células auriculares y en las células automáticas 

del nodo SA y de las fibras de Purkinje, mientras que su presencia en las células ventriculares 

es mínima (Mitra y Morad, 1986; Hagiwara y cols., 1988; Bean, 1989; Yuan y cols., 1996). 

Debido a este patrón de expresión, se ha propuesto que los canales tipo T pueden participar en 

la regulación del automatismo cardiaco (Hagiwara y cols., 1988; Bean, 1989; Wu y Lipsius, 

1990). 

2.2.1 Estructura de los canales de Ca2+ 

Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje son heterotetrámeros compuestos por las 

subunidades α1, β y α2/δ, y, en algunos tejidos, la subunidad γ (Bodi y cols., 2005; Catterall y 

cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005; Rougier y Abriel, 2016). Hasta ahora, se han identificado 

los genes que codifican la expresión de 10 subunidades α1 (Tabla II.4), 4 subunidades β, 4 

complejos α2/δ y 8 subunidades γ, aunque a nivel cardiaco sólo se ha demostrado la existencia 

de las subunidades reguladoras β y α2/δ. Los diferentes tipos de corriente de entrada de Ca2+ 

(ICa) se definen en función de la subunidad α1 que forma el canal, mientras que las subunidades 

reguladoras modulan su tráfico a membrana y/o las propiedades biofísicas de la corriente 

(Figura II.6) (Bodi y cols., 2005; Catterall y cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005; Rougier y 

Abriel, 2016). 

Tabla II.4. Clasificación de las diferentes subunidades que forman el poro de los canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje. 

Nomenclatura Canales HVA Canales LVA 

(Tsien y cols., 1988) Tipo L 
Neuronales: Tipo 

Tipo T 
P/Q N R 

(Snutch y cols., 

1990; Birnbaumer y 

cols., 1994) 

α1S α1C α1D α1F α1A α1B α1E α1G α1H α1I 

(Ertel y cols., 2000) Cav1.1 Cav1.2 Cav1.3 Cav1.4 Cav2.1 Cav2.2 Cav2.3 Cav3.1 Cav3.2 Cav3.3 
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Dentro de las subunidades α1 que forman los canales de Ca2+ tipo L, la subunidad Cav1.2 

(α1C) es la que se expresa predominantemente en el corazón (Bodi y cols., 2005; Zamponi y 

cols., 2015; Rougier y Abriel, 2016). Se han identificado tres variantes de la isoforma Cav1.2 

(Cav1.2a-c), de las que la Cav1.2a es la isoforma específicamente cardiaca. Por su parte, la 

familia Cav3 codifica las subunidades α1 de los canales tipo T (Tabla II.4) (Perez-Reyes, 2003).  

Los canales de Ca2+ presentan una gran homología estructural con los canales de Na+ 

dependientes de voltaje. Las subunidades α1 presentan 4 dominios homólogos (DI a DIV), cada 

uno compuesto por 6 segmentos TM en hélice-α (S1 a S6) (Figura II.10). El canal de Ca2+ 

presenta 4 cargas positivas en los S4 de cada dominio, dando lugar al sensor de voltaje. Estos 

residuos cargados están altamente conservados en todas las familias de canales de Ca2+. 

También, como en los canales de Na+, el lazo P que une los S5 y S6 de los cuatro dominios se 

hunde en la membrana y contribuye a formar el poro del canal. Cada uno de los lazos P del 

canal de Ca2+ contiene un residuo de glutámico (“locus EEEE”). Estos residuos forman una 

zona de alta afinidad por el Ca2+ (similar al locus DEKA de los canales de Na+) y forman el 

filtro de selectividad del canal (Mikala y cols., 1993; Klöckner y cols., 1996; Koch y cols., 

2000). 

 

Figura II.10. Estructura del canal de Ca2+ tipo L. 

Dentro de las subunidades reguladoras, las subunidades β son proteínas citosólicas que 

se ensamblan con las subunidades α1 mediante un dominio de interacción β (DIB) que se une 

al dominio de interacción α (DIA) de la subunidad α1 (Figura II.10) (De Waard y cols., 1994; 

Pragnell y cols., 1994). La subunidad β predominante en el miocardio humano es la Cav2b 

codificada por el gen CACNB2b (Buraei y Yang, 2010). Por su parte, el complejo α2/δ está 
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formado por la unión mediante un puente disulfuro de la subunidad extracelular α2 y la 

subunidad TM δ (Figura II.10). De todas las isoformas, la que se considera predominante en 

el miocardio humano es la 21 codificada por el gen CACNA2D1 (Burashnikov y cols., 2010). 

2.2.2 Características de la ICa,L 

La ICa,L registrada en miocitos cardiacos presenta un potencial umbral de activación de 

alrededor de -30 mV y alcanza su máxima amplitud entre 0 y +10 mV. La activación y la 

inactivación son relativamente lentas, alcanzándose el pico máximo al cabo de 1-5 

milisegundos (Figura II.11A). La inactivación de la corriente es un proceso dependiente del 

voltaje y de la [Ca2+]i (Kass y Sanguinetti, 1984; Lee y cols., 1985; Zhang y cols., 1994). En la 

inactivación dependiente de voltaje, el lazo DI-DII actúa como partícula bloqueante del canal 

(Kim y cols., 2004). La inactivación debida a altas [Ca2+]i representa un mecanismo de 

retroalimentación negativo de gran importancia (Brehm y Eckert, 1978) en el que están 

implicados un motivo de unión a calmodulina (CaM) (el “motivo IQ”), un motivo en “mano 

EF” y los péptidos A y C que se encuentran en el extremo C-terminal del canal (Figura II.10) 

(Zühlke y cols., 1999; Peterson y cols., 2000). Así, tras la despolarización y la entrada de Ca2+, 

la [Ca2+]i aumenta hasta el rango micromolar, lo que hace que el Ca2+ se una a la CaM asociada 

al canal y se promueva la inactivación y por tanto el cese de la entrada de Ca2+ al miocito 

cardiaco. Los canales de Ca2+ tipo L son también permeables al Ba2+, de tal forma que cuando 

éste se utiliza como ión conductor en lugar de Ca2+, se suprime la inactivación dependiente del 

aumento en la [Ca2+]i y por tanto la disminución de la corriente es menor y con una cinética 

más lenta (Figura II.11B).  

 

Figura II.11. Características de la corriente generada por los canales de Ca2+ tipo L. (A) ICa,L registrada en 

nuestro laboratorio en miocitos auriculares humanos tras la aplicación del protocolo que se muestra en la parte 

superior. [Adaptada de (Pérez-Hernández y cols., 2016)]. (B) Corriente de Ba2+ generada por los canales de Calcio 

tipo L registrada en nuestro laboratorio en células HL-1 tras la aplicación del protocolo que se muestra en la parte 

superior. [Adaptada de (Barana y cols., 2014)]  
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2.3 Canales de K+ 

Los canales de K+ constituyen el grupo más heterogéneo de proteínas de membrana. 

Se distribuyen ubicuamente a lo largo de toda la escala filogenética y están presentes 

prácticamente en todas las células, donde juegan un importante papel, por ejemplo, en el 

mantenimiento del potencial de reposo celular, la frecuencia de disparo de las células 

automáticas, la liberación de neurotransmisores, la secreción de insulina, la excitabilidad 

celular, el transporte de electrolitos por las células epiteliales o la regulación de la contracción 

del músculo liso esquelético y cardíaco. 

A nivel cardíaco, los canales de K+ juegan un papel fundamental en el PA, ya que 

permiten la salida de K+ de la célula, lo que conduce a la repolarización celular. Las cinéticas 

de activación e inactivación de cada canal determinan su participación en el control de la 

excitabilidad celular: los canales que se activan rápidamente intervienen en la repolarización 

durante las primeras fases del PA, mientras que los canales que generan corrientes 

rectificadoras tardías que se activan lentamente participan fundamentalmente en la 

repolarización durante la fase 3. Los canales de K+ presentan una distribución heterogénea en 

función del tejido (aurícula frente a ventrículo) e incluso dentro de un mismo tejido 

(endocardio frente a epicardio). La heterogeneidad en los tipos y en la distribución de los 

canales de K+ determina la diferencia en la morfología de los PA de las distintas regiones del 

corazón (Figura II.1). Además, la expresión y las propiedades de los canales de K+ también 

pueden verse modificadas por fármacos, hormonas y diferentes enfermedades o patologías. 

Los canales de K+ se clasifican de acuerdo al número de segmentos TM y de poros que 

presentan (Figura II.12): 

❖ Canales formados por 6 segmentos TM y 1 poro (6TM/1P). Incluye también a los canales 

de K+ activados por Ca2+, que presentan un segmento TM adicional (S0) en el extremo N-

terminal. 

❖ Canales formados por 4 segmentos TM y 2 poros (4TM/2P). 

❖ Canales formados por 8 segmentos TM y 2 poros (8TM/2P), sólo encontrados en levaduras. 

❖ Canales formados por 2 segmentos TM y 1 poro (2TM/1P). 
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Figura II.12. Topología de la subunidad α de los cuatro grandes grupos de canales de K+. (A) Canales 

6TM/1P. (B) Canales 4TM/2P. (C) Canales 8TM/2P. (D) Canales 2TM/1P. 

2.3.1 Canales 2TM/1P 

Los canales 2TM/1P (Figura II.11D), también denominados canales de K+ rectificadores 

internos (Kir), desempeñan varias funciones importantes como el control de la señalización 

neuronal, la frecuencia cardíaca o la liberación de insulina. Desde un punto de vista evolutivo, 

los canales 2TM/1P son los más antiguos.  

Actualmente, la familia de canales Kir se compone de 7 subfamilias (Kir1 a Kir7) (Tabla 

II.5), con distintas propiedades, diferente distribución y más o menos bien definidas funciones 

fisiológicas para cada una de ellas (Kubo y cols., 2005). Dentro de éstas, los canales Kir se 

pueden dividir en 4 grupos: los canales que participan en el mantenimiento del potencial de 

reposo (Kir2), los canales acoplados a proteínas G (Kir3), los canales sensibles a ATP (Kir6) 

y los canales transportadores de K+ (Kir1, Kir4 y Kir7). 
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Tabla II.5. Familias de canales de K+ 2TM/1P en mamíferos. ME: Músculo esquelético. ML: Músculo liso. 

SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico. 

Familia Corriente Proteína Gen Cromosoma Localización 

Kir1 (ROMK)  Kir1.1-1.3 KCNJ1 17q25 Riñón, corazón, páncreas 

Kir2 (IRK) 

IK1 Kir2.1 KCNJ2 17q23.1-24.2 Corazón, SNC, ME, ML, pulmón, placenta, riñón 

IK1 Kir2.2 KCNJ12 17p11.1 Corazón 

IK1 Kir2.3 KCNJ4 22q13.10 Corazón, SNC, ME 

 Kir2.4 KCNJ14 19q13.1-13.3 Corazón, SNC, retina 

 Kir2.5   Corazón (Carassius carassius) 

 Kir2.6 KCNJ18 17p11.2 ME 

Kir3 (GIRK) 

IK,ACh Kir3.1 KCNJ3 2q24.1 Corazón, cerebelo 

 Kir3.2 KCNJ6 21q22.13-22.2 Corazón, páncreas 

 Kir3.3 KCNJ9 1q21-23 SNC 

IK,ACh Kir3.4 KCNJ5 11q24 Corazón, páncreas 

Kir4 (BIR10) 
 Kir4.1 KCNJ10 1q22-q2 Glía 

 Kir4.2 KCNJ15 21q22.2 Riñón Pulmón, SNC 

Kir5  Kir5.1 KCNJ16 17q23.1-24.2 SNC, SNP 

Kir6 
IK,ATP Kir6.1 KCNJ8 12p11.23 Heterogénea 

IK,ATP Kir6.2 KCNJ11 11p15.1 Heterogénea 

Kir7  Kir7.1 KCNJ13 2q37 SNC, riñón, tiroides 

Las proteínas Kir presentan entre 327 y 501 aminoácidos y una homología estructural de 

entre un 30 y un 40%, mientras que dentro de cada subfamilia el grado de homología llega a 

alcanzar el 60%. 

Todos los canales Kir presentan una relación densidad de corriente-voltaje con 

rectificación interna a pesar de que existen grandes diferencias en su grado de rectificación. 

Las subfamilias Kir2 y Kir3 son las que presentan una rectificación interna más marcada (los 

canales que se han denominado como “muy rectificadores”), mientras que algunas de ellas, 

como la subfamilia Kir6, presentan una rectificación interna mucho más débil (Lopatin y 

Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010). 

2.3.1.a Mecanismo de rectificación interna en los canales Kir 

Los canales iónicos se pueden considerar como resistencias eléctricas situadas en la 

membrana plasmática que pasan cargas en forma de iones entre dos compartimentos (los 

medios intra y extracelular). Dada una resistencia la relación entre la intensidad de la corriente 

y el voltaje es lineal y se describe mediante la ley de Ohm (conductancia óhmica): 

Intensidad = Voltaje / Resistencia (II.7) 
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Las corrientes que presentan rectificación interna no tienen una relación densidad de 

corriente-voltaje lineal puesto que en un rango de voltaje de entre -60 y -20 mV (dependiendo 

del canal y las concentraciones de K+ intra y extracelulares) se produce una reducción muy 

marcada de la amplitud de la corriente (“pendiente negativa”). A potenciales más positivos de 

-20 mV la amplitud de la corriente se mantiene en valores mínimos. Como resultado los canales 

de K+ que presentan rectificación interna generan una corriente de entrada de gran amplitud a 

potenciales más negativos del EK, mientras que a potenciales más positivos generan una 

corriente de salida de amplitud mucho menor (Figura II.13). 

A finales de los años 80, se demostró que el Mg2+ intracelular podía ocasionar la 

rectificación interna de la IK1 en miocitos ventriculares a través del bloqueo del poro del canal 

(Matsuda y cols., 1987; Vandenberg, 1987), aunque el bloqueo voltaje-dependiente producido 

por el Mg2+ no era suficiente como para explicar la rectificación interna (Oliva y cols., 1990; 

Martin y cols., 1995). A partir de entonces, diversos trabajos han demostrado que la 

rectificación interna de los canales Kir se debe al potente bloqueo dependiente de voltaje 

producido por una familia de cationes orgánicos intracelulares denominados poliaminas 

(espermina, espermidina y putrescina) (Fakler y cols., 1994; Ficker y cols., 1994; Lopatin y 

cols., 1994; Fakler y cols., 1995).  

Las poliaminas están presentes en todos los tipos celulares y sus concentraciones 

intracelulares alcanzan el rango milimolar bajo (Cohen, 1998). Sin embargo, sólo las 

poliaminas libres originan la rectificación de los canales Kir (Yan y Ishihara, 2005) y la 

mayoría de las poliaminas se encuentran unidas a diferentes moléculas intracelulares como el 

ADN, el ARN o el ATP (Watanabe y cols., 1991). Entre las poliaminas, la espermina 

(tetravalente) es la más potente a la hora de ocasionar rectificación interna, seguida de la 

espermidina (trivalente) y la putrescina (divalente) y la cadaverina (divalente) (Lopatin y cols., 

1994; Baronas y Kurata, 2014).  
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Figura II.13. Características de la rectificación interna en la IK1. Relación I-V de la corriente IK1. Se muestra 

el EK y la corriente esperada si el comportamiento del canal fuese lineal y siguiese la ley de Ohm (línea 

discontinua). 

De acuerdo por tanto con el conocimiento actual, la rectificación interna es consecuencia 

de la entrada de poliaminas y Mg2+ en el interior del poro iónico cuando éstas son repelidas 

desde el interior celular por la despolarización. Por el contrario, la hiperpolarización del interior 

celular atrae a las poliaminas y el Mg2+ hacia la cara citoplásmica de la membrana, lo que 

produce su disociación de sus sitios de unión en el poro del canal. 

2.3.1.b Estructura de los canales Kir 

En 1998 se describió por primera vez la estructura cristalográfica mediante difracción 

con rayos X de un canal de K+, el canal bacteriano KcsA (Doyle y cols., 1998). Gracias a este 

estudio y a las cristalizaciones posteriores de otros canales 2TM/1P tanto bacterianos, MthK 

(Jiang y cols., 2002; Jiang y cols., 2003) y KirBac (Kuo y cols., 2003), como de mamíferos, 

Kir3.1 (Nishida y MacKinnon, 2002) y Kir2.2 (Tao y cols., 2009), se ha podido avanzar en el 

conocimiento de los aspectos fundamentales de la estructura y del funcionamiento de estos 

canales de K+. 

Los canales Kir están formados por cuatro subunidades 2TM/1P que se disponen 

simétricamente alrededor de un poro central (Figura II.10). Cada subunidad consta de dos 

hélices α (M1 y M2) conectadas por una secuencia de 30 aminoácidos (lazo P) en la que se 

encuentra el filtro de selectividad del canal (Doyle y cols., 1998). Esta región está formada por 
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una secuencia de aminoácidos (T-X-G-Y(F)-G) muy conservada en todos los canales de K+ 

(K+ channel signature). 

Cabe destacar que estos canales carecen del aparato sensor del voltaje que sí poseen los 

canales de Na+, Ca2+ y K+ sensibles a voltaje. El dominio N-terminal y el voluminoso dominio 

C-terminal son citoplasmáticos. En el extremo amino terminal aparece una estructura de α-

hélice (slide helix) que se dispone paralela a la membrana plasmática y que controla el 

movimiento de apertura del canal (Doyle y cols., 1998; Kuo y cols., 2003; Hibino y cols., 2010; 

Baronas y Kurata, 2014). La longitud del dominio citoplasmático de los canales Kir es, al 

menos, la misma que la de la porción transmembrana (Figura II.10), lo que hace que estos 

canales presenten un poro iónico con una longitud total (poro citoplasmático + poro 

transmembrana) que es aproximadamente el doble de la de otros canales de K+ (≈60 Å) 

(Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005; Hibino y cols., 2010). Además, este dominio 

citoplasmático se encuentra formando un tetrámero relativamente polar y con una carga neta 

negativa que explicaría ciertas características de la rectificación interna de estos canales. 

2.3.1.c Principales corrientes cardíacas generadas a través de los canales Kir 

Actualmente, la familia de canales Kir se compone de 7 subfamilias (Kir1 a Kir7), con 

distintas propiedades, diferente distribución y funciones fisiológicas más o menos bien 

definidas para cada una de ellas (Kubo y cols., 2005). Dentro de éstas, los canales Kir se pueden 

dividir en 4 grupos: los canales que participan en el mantenimiento del potencial de reposo 

(Kir2), los canales acoplados a proteínas G (Kir3), los canales sensibles a ATP (Kir6) y los 

canales transportadores de K+ (Kir1, Kir4 y Kir7). 

Las subfamilias Kir2, Kir3 y Kir6 son las que se expresan en el tejido cardíaco (Tabla 

II.5). Las subunidades Kir2 participan en la formación de los canales que generan la corriente 

rectificadora interna IK1 (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010), responsable 

de la fase final de la repolarización y del PR del PA auricular y ventricular (Figura II.2) 

(Nichols y cols., 1996; Lopatin y Nichols, 2001). Las subunidades Kir3.1 y Kir3.4 

(pertenecientes al grupo de canales acoplados a proteínas G) forman el canal que genera la 

corriente activada por acetilcolina (IK,ACh), responsable de los efectos cronotrópicos e 

inotrópicos negativos observados tras la estimulación vagal (Yamada y cols., 1998; Stanfield 

y cols., 2002), y las subunidades Kir6 se asocian con el receptor de sulfonilureas (SUR) para 

formar los canales que generan la corriente sensible a ATP (IK,ATP), responsable del 
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acortamiento de la DPA que aparece durante la isquemia cardíaca (Nichols y cols., 1996; Seino 

y Miki, 2003). 

2.3.2 Canales 6TM/1P 

Como se ha mencionado, los canales 6TM/1P (Figura II.12A) agrupan a los canales 

de K+ activados por voltaje (canales Kv) y a los canales de K+ activados por Ca2+ (canales 

KCa). Tras el clonaje del canal Shaker (Jan y cols., 1983) se identificaron otras tres familias de 

genes que codifican la expresión de un gran número de canales Kv a las que se denominó Shab, 

Shaw y Shal. En mamíferos, estas cuatro familias se corresponden con las subfamilias Kv1 

(Shaker), Kv2 (Shab), Kv3 (Shaw) y Kv4 (Shal). Hasta la fecha, se han descrito doce 

subfamilias de subunidades α Kv (Kv1 a Kv12), con una homología aminoacídica de ≈70% 

dentro de una misma familia y de ≈40% entre diferentes familias (Gutman y cols., 2005). 

Además, la diversidad funcional de los canales Kv se ve aumentada por factores como: a) la 

formación de heterotetrámeros (Christie y cols., 1990; Ruppersberg y cols., 1990; Covarrubias 

y cols., 1991; MacKinnon, 1991); b) la presencia de miembros de las familias Kv5, Kv6, Kv8 

y Kv9, que no forman canales funcionales por sí solos sino que son subunidades moduladoras 

que se ensamblan con subunidades Kv2 formando heterotetrámeros (Gutman y cols., 2005); c) 

la presencia de proteínas auxiliares, que modifican la función y/o la expresión en la membrana 

de los canales Kv (Gutman y cols., 2005); d) modificaciones postranscripcionales (splicing 

alternativo), que dan lugar a diferentes isoformas de los canales a partir de la expresión de un 

mismo gen (London y cols., 1997); y e) modificaciones postraduccionales, que regulan la 

función de muchos canales Kv mediante fosforilación, ubiquitinización, palmitoilización, 

nitrosilación, etc (Chiamvimonvat y cols., 2017; Grandi y cols., 2017). 
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2.3.2.a Estructura de los canales Kv 

Los canales Kv están formados por cuatro subunidades  y un número variable de 

subunidades auxiliares (Tabla II.6). 

Tabla II.6. Canales de K+ 6TM/1P identificados en el corazón humano.  

Corriente Proteína Gen Cromosoma Subunidades auxiliares 

Ito1 Kv4.3 KCND3 1p13.2 KChIP2, MiRP1, MiRP2, DPP6 

IKur Kv1.5 KCNA5 12p13.32 Kvβ1 

IKr hERG (Kv11.1) KCNH2 7q36.1 MinK, MiRP1 

IKs Kv7.1 KCNQ1 11p15.5-p15.4 MinK 

Subunidad  

En los canales Kv, cada subunidad α consta de 6 segmentos TM (S1 a S6) con estructura 

de hélice  y conectados entre sí por secuencias hidrofílicas no conservadas. La secuencia que 

conecta el S5 y el S6 se denomina región P, está formada por 20 aminoácidos, y se introduce 

en la membrana (1 nm) tapizando la boca extracelular del poro iónico (Liman y cols., 1991; 

MacKinnon, 1991; Yellen y cols., 1991; Yool y Schwarz, 1991; Whicher y MacKinnon, 2016). 

El poro iónico es el sitio de unión de muchas toxinas (Doyle y cols., 1998; Morais-Cabral y 

cols., 2001; Zhou y cols., 2001; Jiang y cols., 2002), del tetraetilamonio (TEA) (Yellen y cols., 

1991; Choi y cols., 1993) y de diferentes fármacos antiarrítmicos (Yeola y cols., 1996) y 

anestésicos locales (Valenzuela y cols., 1995; Franqueza y cols., 1997; Caballero y cols., 2002). 

Los canales Kv son capaces de detectar los cambios de voltaje producidos en la 

membrana y acoplar esta señal a su funcionamiento (Armstrong, 1974; Armstrong y Bezanilla, 

1977; Sigworth, 1994; Bezanilla, 2000, 2002). Esta dependencia del Em se debe a la presencia 

en su estructura de un “sensor de voltaje” formado por los segmentos S1 a S4 del canal. En 

concreto, la secuencia de cada S4 contiene cuatro o más residuos cargados positivamente 

(argininas y lisinas) que se recolocan en la membrana cuando el Em varía (Liman y cols., 1991; 

Papazian y cols., 1991), produciendo un movimiento de cargas a través del campo eléctrico 

TM que se puede medir experimentalmente (≈12-13 eo) (Schoppa y cols., 1992; Hirschberg y 

cols., 1995) y que se denomina “corriente de gating” (Armstrong y Bezanilla, 1973; Armstrong, 

1974). 
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Subunidades auxiliares 

El ensamblaje de 4 subunidades  es suficiente para formar un canal funcional que 

genere una corriente iónica. Sin embargo, la presencia de subunidades auxiliares aumenta la 

diversidad funcional de los canales Kv y regula funciones como el gating y la expresión y/o el 

transporte a la membrana celular de los canales. Además, estas subunidades pueden servir 

como sitio de unión de moléculas adaptadoras o de ligandos exógenos/endógenos. Las 

subunidades auxiliares conocidas hasta la fecha son las subunidades Kvβ, MinK y MiRP 

(codificadas por genes de la familia KCNE), KChAP, KChIP y las proteínas 

dipeptidilpeptidasas (McCrossan y Abbott, 2004). 

2.3.2.b Principales corrientes cardíacas generadas a través de los canales Kv 

Gracias a estudios realizados con la técnica de patch-clamp en miocitos auriculares y 

ventriculares, se han podido identificar las corrientes de K+ generadas a través de canales Kv 

implicadas en el PA cardíaco humano, que son: la Ito1, la IKur, la IKr y la IKs. 

El componente rápido de la corriente transitoria o Ito1 es responsable de la rápida 

repolarización del PA durante la fase 1, por lo que determina la altura y la duración de la fase 

de mesta (Nerbonne, 2000; Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004b; Niwa y Nerbonne, 

2010). Su activación, inactivación y reactivación son muy rápidas (Litovsky y Antzelevitch, 

1988; Fermini y cols., 1992) y su amplitud es dependiente de la frecuencia cardíaca, por lo que 

su papel en la DPA es más importante a frecuencias lentas. 

La IKur está presente en aurícula, pero no en ventrículo (Wang y cols., 1993; Li y cols., 

1996) y se activa en el rango de potenciales de la fase de meseta del PA (Snyders y cols., 1993; 

Wang y cols., 1993; Amos y cols., 1996; Feng y cols., 1998a). Su exclusiva presencia auricular 

contribuye a que la DPA en este tejido sea más breve que en el ventricular (Feng y cols., 1998b; 

Tamargo y cols., 2009), habiendo sido cosniderada una potencial diana terapéutica para tratar 

arritmias auriculares (Brendel y Peukert, 2002; Nattel, 2002; Tamargo y cols., 2009). 

La IKr es responsable del componente rápido de la corriente de salida de K+ con 

rectificación tardía y contribuye a la fase 3 de la repolarización, jugando un importante papel 

en el control de la DPA y del periodo refractario (Hancox y cols., 1998; Zhou y cols., 1998; 

Tseng, 2001; Tamargo y cols., 2004b). Finalmente, el componente lento de la corriente de 

salida de K+ con rectificación tardía o IKs participa fundamentalmente en la fase 3 de los PA 
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auriculares y ventriculares (Delpón y cols., 1995; Tamargo y cols., 2004b; Jespersen y cols., 

2005; Caballero y cols., 2010). Se trata de la principal responsable del control de la DPA 

ventricular a frecuencias rápidas ya que, al aumentar la frecuencia cardíaca, los canales que 

generan la IKs tienen menos tiempo para deactivarse y se acumulan en el estado abierto, 

propiciando una repolarazión más rápida y el acortamiento de la DPA (Jurkiewicz y Sanguinetti, 

1993; Delpón y cols., 1995). 

3. SÍNDROMES ARRITMOGÉNICOS HEREDITARIOS 

Los síndromes arritmogénicos hereditarios (SAH) son enfermedades genéticamente 

determinadas que alteran las propiedades eléctricas del corazón sin ser secundarias a una 

enfermedad cardíaca estructural subyacente (Amin y cols., 2010b; Spears y Gollob, 2015; 

McKenna y cols., 2017; Garcia-Elias y Benito, 2018). Los SAH pueden dar lugar a una 

afectación del miocardio auricular, nodo SA, AV, alteraciones en el sistema de conducción 

intracardíaco, etc (George, 2005a; Remme y Wilde, 2008). Sin embargo, resultan más graves 

los que se asocian con la aparición de taquicardia o fibrilación ventricular ya que, pueden 

desencadenar la muerte súbita cardiaca (MSC) en pacientes generalmente jóvenes y sanos (El-

Sherif y Boutjdir, 2015). En este último grupo, los principales síndromes son: SQTL, SBr, 

Síndrome de QT corto (SQTC), Taquicardia Ventricular Polimórfica Catecolaminérgica 

(TVPC) y el de Repolarización Temprana o precoz (SRT) (Abriel y Zaklyazminskaya, 2013; 

El-Sherif y Boutjdir, 2015; Wilde y Amin, 2017; Asatryan y Medeiros-Domingo, 2019; 

Skinner y cols., 2019; Krahn y cols., 2022c). De hecho, en los países occidentales, se estima 

que los SAH son responsables del 1-2% de todas las MSC (Hayashi y cols., 2015). En 

individuos jóvenes, pueden llegar a suponer hasta el 30% de las MSC totales En su conjunto, 

los SAH se consideran enfermedades raras ya que su prevalencia es inferior al 1% de la 

población general. Se estima, por ejemplo, que la prevalencia del SQTL es de 1:2000 (Schwartz 

y cols., 2009; Krahn y cols., 2022b) y que la del SBr está en torno a 1:2000, con una elevada 

variabilidad entre zonas geográficas (Benito y cols., 2009; Campuzano y cols., 2010; Garcia-

Elias y Benito, 2018; Krahn y cols., 2022a). Sin embargo, la expresividad electrocardiográfica 

del SBr no es constante en el tiempo, o ésta sólo se desenmascara durante tests de inducción, 

por lo que la prevalencia de síndromes como el SBr podría estar muy subestimada (Benito y 

cols., 2009). 

En general los SAH se desarrollan en pacientes con mutaciones en los genes que 

codifican las subunidades α y β de los canales iónicos o en genes que codifican proteínas que 
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forman parte del canalosoma de los mismos (Benito, 2013; Martínez-Barrios y cols., 2022). 

Estas mutaciones modifican, a veces de forma a veces sutil, el funcionamiento, tráfico y/o 

expresión de los canales iónicos provocando una alteración de las propiedades eléctricas de los 

cardiomiocitos lo que modifica las características del PA cardíaco y/o el manejo del calcio 

intracelular (Benito, 2013; Martínez-Barrios y cols., 2022). Cada SAH presenta un patrón 

electrocardiográfico característico (Skinner y cols., 2019) y se dividen a su vez en varios 

subtipos según las alteraciones genéticas responsables de los mismos.  

Las manifestaciones clínicas de los SAH suelen aparecer a una edad relativamente 

temprana. De hecho, se consideran como una de las posibles causas de la aparición del 

síndrome de la muerte súbita del lactante (SIDS, por sus siglas en inglés Sudden Infant Death 

Syndrome) (Wilders, 2012; Baruteau y cols., 2017). Por desgracia, en muchos casos, la primera 

manifestación clínica de la enfermedad es la MSC por lo que el estudio genético de familiares 

de pacientes afectados es una herramienta importante para el diganóstico y prevención. Sin 

embargo, muchos pacientes afectados por SAH carecen de diagnóstico genético, dado que no 

se conocen todos los genes responsables de todos los SAH (Garcia-Elias y Benito, 2018; 

Asatryan y Medeiros-Domingo, 2019). Los SAH presentan una gran variabilidad en su 

expresividad, es decir, para un mismo genotipo, distintos individuos pueden presentar fenotipos 

patológicos con diversos grados de gravedad. Esto puede explicarse, entre otras muchas 

razones, por la existencia de posibles combinaciones entre mutaciones en diferentes genes 

(heterocigosis digénica), o en alelos de un mismo gen (heterocigosis compuesta) (Wilde, 2010; 

Refaat y cols., 2015). La presencia de variantes polimórficas, también conocidas como 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs, del inglés Single Polymorphism Nucleotide), no 

consideradas como mutaciones ya que se encuentran en al menos un 1% de la población, 

también puede condicionar las manifestaciones fenotípicas al expresarse conjuntamente con la 

mutación patogénica (Kääb y Schulze-Bahr, 2005; Earle y cols., 2014; Refaat y cols., 2015; 

Lippi y cols., 2022). Los SNPs también pueden contribuir al desarrollo de síndromes solapados, 

en los cuales una misma mutación puede producir distintos SAH en una misma familia o 

incluso en un mismo paciente, aunque en estos casos, la edad y el sexo suelen jugar un papel 

más importante (Dolz-Gaiton y cols., 2013; Porretta y cols., 2022). Por último, todas las 

variables mencionadas también contribuyen a la variabilidad en la penetrancia (proporción de 

individuos con manifestaciones clínicas entre los portadores) de los SAH, por la cual, aunque 

un individuo sea portador de la mutación patológica, puede no presentar el fenotipo patológico 

(Giudicessi y Ackerman, 2013; Fernández-Falgueras y cols., 2017). 
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3.1 Fibrilación Auricular (FA) 

3.1.1 Características principales y manifestaciones clínicas de la FA 

La FA es una taquiarritmia supraventricular caracterizada por una activación auricular 

descoordinada y, en consecuencia, una contracción auricular ineficaz. Las características 

electrocardiográficas de la FA incluyen: Intervalos R-R irregulares (cuando la conducción 

auriculoventricular no está alterada), ausencia de ondas P repetitivas, y activaciones auriculares 

irregulares (Hindricks y cols., 2021; Brundel y cols., 2022).  

La FA, tal como establece la European Society of Cardiology (ESC), se clasifica en: a) 

FA de primer diagnóstico, cuando el paciente presenta FA por primera vez, sin tener en cuenta 

la duración de la arritmia ni la persistencia y severidad de los síntomas; b) FA paroxística, 

caracterizada por la aparición de episodios que duran menos de 7 días, con carácter 

autolimitante y que no requiere medicación; c) FA persistente, en la que la arritmia se mantiene 

continuadamente durante más de 7 días, incluidos los episodios terminados por cardioversión 

(medicamentos o cardioversión eléctrica), d) FA persistente de larga duración, la arritmia se 

mantiene durante más de 12 meses y se mantienen acciones para el control del RS e) FA 

permanente, la arritmia se mantiene durante más de 12 meses y tanto el paciente come el 

médico deciden no tomar acciones para restaurar o mantener el RS (Hindricks y cols., 2021). 

En la actualidad, la FA representa un importante problema sanitario por varios motivos. 

Es la arritmia cardíaca de mayor prevalencia en la población general y la que más 

hospitalizaciones y gastos sanitarios origina (Benjamin y cols., 2019). La prevalencia 

actualmente estimada de FA en adultos está entre el 2 % y el 4% (Benjamin y cols., 2019), y 

se espera un aumento de 2.3 veces (Colilla y cols., 2013; Krijthe y cols., 2013) debido a la 

mayor longevidad en la población general y a los adelantos en el diagnóstico de la FA (Staerk 

y cols., 2017). El envejecimiento es un importante factor de riesgo de sufrir FA, pero cada vez 

es mayor la probabilidad de encontrar otras comorbilidades, como hipertensión arterial (HTA), 

diabetes mellitus, insuficiencia cardíaca, enfermedad coronaria, enfermedad renal crónica, 

obesidad o apnea del sueño.(Boriani y cols., 2015; Cadby y cols., 2015; Hobbelt y cols., 2017; 

Lip y cols., 2017; Aune y cols., 2018; Nalliah y cols., 2018). La incidencia, la prevalencia y el 

riesgo de sufrir FA ajustados por edad son menores en las mujeres que en los hombres y en los 

cohortes no caucásicos frente a las caucásicos (Dewland y cols., 2013; Benjamin y cols., 2019). 

El impacto observado de los factores de riesgo clínicos/comorbilidad múltiple sobre el riesgo 
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de sufrir FA, sugiere que una intervención temprana y el control de los factores de riesgo 

modificables podrían reducir la incidencia de FA, la cual actualmente se estima en 1 cada 3 

individuos europeos a la edad de 55 años (Magnussen y cols., 2017). Además, la FA: 

i. Se diagnostica en un 15- 35% de los pacientes con insuficiencia cardiaca  y entre un 14.5% 

(<65años) y un 33% (>75 años) de los sometidos a hemodiálisis. Es la complicación 

postoperatoria más común tras cirugía cardiaca, llegando a diagnosticarse en un 30% de 

los pacientes sometidos a bypass coronario y en un 40% de las intervenciones de 

reemplazo valvular (Hindricks y cols., 2021). 

 

ii. Duplica la mortalidad del paciente independientemente de otros factores de riesgo 

diagnosticados (Hindricks y cols., 2021). 

 

iii. Desorganiza completamente la contractilidad auricular provocando la aparición de zonas 

de flujo turbulento y otras donde se produce remansamiento sanguíneo, favoreciendo la 

aparición de trombos intra-auriculares hasta en un 26% de los pacientes, lo que explica, 

parcialmente, que aumento la incidencia de eventos tromboembólicos e ictus (5.3% vs. 

0.8% en pacientes tratados con antiagregantes y anticoagulantes) (Hindricks y cols., 2021). 

3.1.2 Génesis de la FA 

A pesar del esfuerzo dedicado al estudio de la FA, no se ha identificado un factor único 

que pueda considerarse per se la causa responsable de la génesis y/o mantenimiento de la FA. 

Los datos disponibles hasta el momento sugieren que la patogénesis de la FA es multifactorial. 

Se puede deber bien a la aparición de un foco ectópico con actividad eléctrica automática 

(localizado generalmente en las venas pulmonares) que produce frentes de onda a elevadas 

frecuencias que se conducen al resto de la aurícula de forma fibrilatoria, o bien, a la invasión 

de las aurículas por múltiples fuentes de reentrada de forma simultánea y desorganizada 

(reentrada por múltiples ondas). Ambos mecanismos no son excluyentes entre sí y de hecho es 

probable que puedan coexistir siendo los causantes de la aparición y del mantenimiento de la 

FA (Kourliouros y cols., 2009; Lau y cols., 2019; Wijesurendra y Casadei, 2019). 

 

 



Introducción 

59 

Estos dos mecanismos electrofisiológicos consisten en: 

A) Reentrada por múltiples ondas. En esta hipótesis, todo el miocardio auricular participa 

en el mantenimiento de frentes simultáneos de activación que continuamente giran, se 

dividen, se fusionan o se extinguen. Este mecanismo de reentrada implica el 

fraccionamiento de los frentes de onda que se propagarían por las aurículas y se 

autoperpetuarían como “ondas hijas” (Moe y Abildskov, 1959; Moe y cols., 1964). 

Aunque esta hipótesis se postuló en los años 60, el soporte experimental de esta teoría 

no llegó hasta los años 80, gracias a los experimentos de Allesie y colaboradores que 

demostraron que eran necesarios entre 4 y 6 frentes de onda para que la FA se pueda 

mantener (Lee y cols., 2020). Según este modelo, el número de ondas presentes para el 

mantenimiento de la FA depende del periodo refractario, de la masa de la aurícula y de 

la velocidad de conducción en diferentes partes de la misma (Rensma y cols., 1988). Es 

decir, todo el miocardio auricular participa en el mantenimiento de frentes simultáneos 

que invaden las aurículas de forma caótica sin seguir un patrón. Además, los registros 

simultáneos mediante múltiples electrodos apoyaron la hipótesis de los múltiples frentes 

de onda en pacientes con FA (Cox y cols., 1991). Sin embargo, estudios cartográficos 

experimentales y clínicos pusieron en duda este mecanismo como única causa de FA 

(Mandapati y cols., 2000; Sanders y cols., 2005). 

 

B) Origen focal de la FA. El origen focal de la FA estaba basado en modelos 

experimentales en los que se demostraba que la arritmia persiste en regiones aisladas en 

el miocardio auricular. Ya a principios del siglo XX, Winterberg y cols. postularon que 

la FA se producía por un foco ectópico cuya actividad se conducía al resto de la aurícula 

(Winterberg, 1907). Cincuenta años después, Scherf recuperó la teoría de la existencia 

de un foco automático para explicar la génesis de la FA (Scherf y cols., 1958). Sin 

embargo, en los años 60 la teoría dominante era la de la reentrada por múltiples ondas 

y, por ello, no se prestó más atención a la teoría focal hasta los trabajos del Dr. 

Haïssaguerre. En ellos se describían casos de FA paroxística debidos a descargas focales 

repetitivas desde las venas pulmonares, que podían ser suprimidas mediante la ablación 

del foco de origen (Haïssaguerre y cols., 1998). Estudios cartográficos de la FA en 

corazones de oveja apuntaban a un generador primario local, que consistía en un 

pequeño circuito de reentrada, o bien un foco activo ectópico (Morillo y cols., 1995; 

Mansour y cols., 2001). El foco de la FA se puede deber a la actividad automática que 
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presentan algunas células musculares auriculares presentes en las venas pulmonares, 

especialmente en su porción más distal, tal y como habían demostrado Cheung (1981) 

en estudios electrofisiológicos en cobayos y Chen en perros anestesiados (Chen y cols., 

2000). Aunque se sabe que las venas pulmonares son la fuente más frecuente de 

impulsos auriculares rápidos, también éstos se pueden generar en otras localizaciones 

como la vena cava superior, el ligamento de Marshall, la pared libre posterior izquierda, 

la cresta terminal y el seno coronario (Haïssaguerre y cols., 1998). 

Otra teoría sobre el origen focal de la FA a nivel de las venas pulmonares, consiste en 

la existencia de un único, o un pequeño número, de circuitos de microreentrada o “rotores”. 

Winfree definió como rotor a la rotación estable de reacción y difusión que rodea a un pivote 

(Winfree, 1978). Estos pivotes o singularidades de fase se crean tras la rotura de un frente de 

onda al encontrarse en su propagación con tejido refractario o con un obstáculo anatómico. En 

ese punto de ruptura, el frente de propagación se curva y enlentece hasta llegar a converger con 

su propia cola de refractariedad, creándose un rotor de activación. Hocini y cols., concluyeron 

que el tejido miocárdico de las venas pulmonares se caracteriza por una anisotropía mucho 

mayor que la del resto del miocardio condicionada por la compleja disposición de los haces de 

fibras miocárdicos que cambian de dirección en muchos puntos. Esta característica determina 

las grandes diferencias en la velocidad de conducción del impulso en las porciones de epicardio 

y endocardio que rodean las venas pulmonares. Además, en el tejido conviven PAs 

extraordinariamente breves con otros normales y prolongados. La marcada anisotropía y la 

heterogeneidad en la repolarización (Hocini y cols., 2002) son el sustrato perfecto para que 

cualquier extrasístole (generada en las células automáticas de la zona) desencadene un rotor. 

Aunque no universalmente aceptada, la teoría de los rotores se ha convertido en una importante 

explicación mecanística de la FA (Voigt y cols., 2010; Jalife, 2011; Narayan y cols., 2012). 

El análisis de la dinámica de los rotores ha demostrado que el aumento de la IK1 acelera 

y estabiliza los rotores en modelos de FAC, mientras que el bloqueo individual de la IKur y de 

la Ito, pero no de la IKr ni de la IKs, produce la terminación de los rotores debido a la prolongación 

en la fase de meseta en lugar de la fase terminal del PA (Pandit y cols., 2005). 

Mediante análisis espectral de alta resolución es posible identificar las regiones de 

actividad periódica. En la mayoría de los casos, la pared posterior de la aurícula izquierda es la 

que alberga las fuentes con la actividad espacio-temporal organizada más rápida (Mandapati y 

cols., 2000; Kalifa y cols., 2006). Los frentes de onda generados por estas fuentes adquieren 
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patrones de conducción espacialmente complejos a medida que se acercan a la AD, y en 

conjunto, se manifiestan como un patrón de conducción fibrilatoria (Berenfeld y cols., 2002). 

La evidencia experimental de que la mayoría de las fuentes de FA se localizan en la AI procede 

de los estudios realizados en pacientes que demuestran que el aislamiento quirúrgico de la vena 

pulmonar es una estrategia efectiva para parar la FA paroxística (Medi y cols., 2011). 

3.1.3 Causas y condiciones asociadas a la FA 

En los últimos años se han demostrado diversas causas y condiciones asociadas a la 

FA: 

❖ Causas reversibles. La FA puede ser un proceso agudo asociado a la ingesta de alcohol, 

cirugía cardiaca/coronaria, infarto de miocardio, pericarditis, miocarditis, embolismo 

pulmonar y otras enfermedades pulmonares, hipertiroidismo y otras alteraciones 

metabólicas. Por lo general, en estos casos, el tratamiento de la causa termina con el 

episodio de FA (Fuster y cols., 2006; Hindricks y cols., 2021). 

 

❖ FA sin enfermedad cardiaca asociada (idiopática). El 30-45% de los casos de FA 

paroxística y el 20-25% de los casos de FA permanente se produce en pacientes jóvenes 

sin ninguna enfermedad cardiovascular previa (Lévy y cols., 1999). Por otra parte, la edad 

aumenta el riesgo de desarrollar FA, posiblemente debido a un progresivo incremento de 

la fibrosis del tejido miocárdico y a trastornos en la conducción derivados del mismo 

(Hindricks y cols., 2021). 

 

❖ FA asociada a enfermedad cardiaca. Las enfermedades cardiacas más comunes que se 

asocian a la FA son las valvulopatías, la insuficiencia cardíaca, la cardiopatía isquémica 

y la HTA en particular cuando hay hipertrofia del ventrículo izquierdo. Además, la FA 

también puede estar asociada a miocardiopatía hipertrófica, miocardiopatía dilatada y 

cardiopatías congénitas (Fuster y cols., 2006; Hindricks y cols., 2021). 

 

❖ La obesidad. Es un importante factor de riesgo independiente para desarrollar FA, ya que 

en los pacientes obesos se produce una dilatación de la AI, lo que crea un sustrato idóneo 

para el mantenimiento de la arritmia (Frost y cols., 2005). En el estudio Europace, un 25% 

de los sujetos con FA, tenían un IMC >27.5 (indicador de obesidad moderada) (Nabauer 

y cols., 2009). 
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❖ FA familiar o genética. La FA familiar es más frecuente de lo que se había pensado 

previamente, pero debe diferenciarse de la FA secundaria a otras cardiomiopatías 

familiares. Esta forma de FA está asociada a mutaciones en distintos genes que codifican 

proteínas involucradas en la generación y propagación del impulso cardíaco. 

 

❖ Influencia del sistema nervioso autónomo. Un desequilibrio entre las influencias 

simpáticas y vagales es un importante predictor de FA. Descargas simultáneas simpático-

vagales contribuyen al desarrollo y mantenimiento de arritmias auriculares ya que 

aumentan tanto la entrada de calcio como su liberación espontánea desde el retículo 

sarcoplásmico y acortan la DPA. Esto no sólo puede desencadenar la FA paroxísitica, sino 

que también puede facilitar el desarrollo de FA persistente (Shen y cols., 2011). Por lo 

general, la FA por activación vagal se presenta por la noche o después de las comidas, 

mientras que la FA de tipo adrenérgico ocurre típicamente durante el día (Maisel y 

Stevenson, 2003). 

3.1.4 Características genotípicas de la FA familiar 

 La FA es la arritmia auricular más común y se subcategoriza en numerosos fenotipos 

clínicos. Dada su heterogeneidad, en las últimas décadas se han llevado a cabo investigaciones 

sobre los mecanismos genéticos subyacentes a la FA, y los análisis predominantes se centran 

en la FA de aparición temprana o aislada (Pensa y cols., 2022). La FA familiar, descrita por 

primera vez en la década de 1940 (Wolff, 1943), se ha considerado durante muchos años como 

una enfermedad rara. Sin embargo, en las dos últimas décadas la cantidad de casos de FA sin 

patología cardíaca previa junto con los estudios de mapeo genético que han identificado 

mutaciones raras y variantes comunes asociadas con la FA han supuesto un punto de inflexión 

en el estudio de la FA familiar (Campuzano y Brugada, 2009).  

El primer locus genético fue descrito en 1997 por Brugada y cols., quienes identificaron 

una región del cromosoma 10, q22–q24, asociada a la forma familiar de FA (Brugada y cols., 

1997). A partir de ahí se describieron otros loci y se ampliaron los estudios secuenciando genes 

relacionados principalmente con los canales implicados en la generación el impulso cardíaco. 

En un principio se describieron específicamente mutaciones de ganancia de función en los 

genes que codifican la subunidad α del canal de potasio Kv7.1 (KCNQ1), la subunidad β de los 

canales Kir2.1 (KCNJ2) o en el gen que codifica para la subunidad accesoria MiRP1 (KCNE2) 
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(Chen y cols., 2003b; Yang y cols., 2004; Xia y cols., 2005) o la de los canales Kv1.5 (KCNA5) 

(Olson y cols., 2006) e incluso mutaciones en el gen que codifica el péptido natriurético 

auricular (NPPA) (Hodgson-Zingman y cols., 2008).  

Diversas mutaciones de pérdida de función en los genes SCN5A (p. ej. p.D1275N y 

p.N1986K) (Ellinor y cols., 2008; Vanninen y cols., 2017), SCN1B (p. ej. p.R85H y p.D153N), 

y SCN2B (p. ej. p.R28Q) (Watanabe y cols., 2009) se han relacionado con la aparición de FA 

familiar. Pero, sorprendentemente, en algunas familias la FA parece ser consecuencia de la 

presencia de mutaciones en el gen SCN5A (p. ej. p.M1875T) que producen ganancia de función 

en los canales Nav1.5 (Li y cols., 2009). Estos datos sugieren que tanto la disminución como 

el aumento de la INa podrían aumentar la susceptibilidad a la FA. Un aumento de la INa podría 

estabilizar los rotores auriculares de alta frecuencia (Kneller y cols., 2005), mientras que la 

inhibición de la INa acortaría la DPA y reduciría la velocidad de conducción y la excitabilidad 

auriculares, lo que acortaría la longitud de onda del circuito de reentrada (Kneller y cols., 2005). 

La asociación de estas variantes con la FA se ha realizado generalmente a partir de 

familias con varios individuos afectados y que presentaban un patrón hereditario claro. Este 

enfoque analítico aprovecha la tendencia de que un marcador genético cercano a un gen 

causante de una enfermedad se herede de forma conjunta. Sin embargo, las mutaciones 

identificadas de esta manera suelen ser raras y, por lo tanto, tienen un impacto menor en la 

descripción de la base genética de la FA (Roselli y cols., 2020). Gracias al desarrollo de nuevas 

herramientas incluidas las bioinformáticas, se han asociado múltiples genes a la aparición de 

FA, la mayor parte de los cuales no codifican canales iónicos lo que ha permitido revelar 

nuevos mecanismos implicados en la aparición de la FA familiar (Tabla II.7) (Lubitz y Ellinor, 

2018). Pero no son sólo genes, sino que se han descrito variantes, comunes y raras, en regiones 

no codificantes que podrían alterar la actividad de un elemento regulador de la transcripción 

de un gen específico (Andersen y cols., 2021). Por ejemplo, un SNP (rs2200733) que se 

encuentra en una región no codificante del cromosoma 4q25, ~150 000 pares de bases en 

driección 5’del gen que codifica el FT Pitx2 (Olesen y cols., 2014), o dos SNP (rs6495063 y 

rs6495062) en el cromosoma 15q24.1 que provocan la pérdida de un elemento regulador en la 

expresión del gen HCN4 reduciendo su expresión (van Ouwerkerk y cols., 2020a). 
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Tabla II.7. Genes asociados a la FA familiar. [Adaptada de Lubitz y Ellinor, 2018] 

En resumen, dada la heterogeneidad de genes y regiones no codificantes en las que se 

han hallado variantes comunes y raras asociadas a la FA podemos destacar la complejidad de 

la base genética que subyace al desarrollo de esta enfermedad. Además, existe un solapamiento 

en pacientes con FA que sufren otros SAH y cardiomiopatías (Andersen y cols., 2021). Por lo 

tanto, los estudios genéticos son una opción razonable para pacientes con FA de inicio 

GEN PROTEÍNA MECANISMO 

Canales de Potasio  

KCNH2 Subunidad-α de Kv11.1 (HERG) Modulación de la IKr 

KCNQ1 Subunidad-α de Kv7.1  Incremento de la IKs 

KCNE1 Subunidad-β de Kv7.1 (minK) Incremento de la IKs 

KCNE2 Subunidad-β de Kv7.1 (MiRP1) Incremento de la IKs 

KCNE5 Subunidad-β de Kv7.1  Incremento de la IKs 

KCNJ2 Subunidad-β de Kir2.1  Incremento de la IK1 

KCNA5 Subunidad-α de Kv1.5  Modulación de la IKur 

KCNJ8 Subunidad-α de Kir6.1 Incremento de la IK,ATP 

KCND3 Subunidad-α de Kv4.3  Incremento de la Ito  

ABCC9 Subunidad SUR2A de canales KATP  Disminuye la IK,ATP 

KCNN3 Canal activado por Ca2+ KCa2.3 Modulación de la corriente SKCa  

Canales de Sodio  

SCN5A Subunidad-α de Nav1.5 Modulación de la INa 

SCN10A Subunidad-α de Nav1.5 Modulación de Nav1.5 

SCN1B Subunidad-β de Nav1.5 Disminución de la INa 

SCN2B Subunidad-β de Nav1.5 Disminución de la INa 

SCN3B Subunidad-β de Nav1.5 Disminución de la INa 

SCN4B Subunidad-β de Nav1.5 Desconocido 

Otros canales o proteínas relacionadas  

HCN4 Canal HCN4 Modulación de la If  

CAV1 Caveolina 1  

Proteínas de unión GAP   

GJA1 Conexina 43 (Cx43) Afecta al acoplado eléctrico intercelular 

GJA5 Conexina 40 (Cx40) Afecta al acoplado eléctrico intercelular 

Factores de Transcripción  

GATA4 GATA4 Pérdida de función 

GATA5 GATA5 Pérdida de función 

GATA6 GATA6 Pérdida de función 

NKX2-5 NKD2.5 Pérdida de función 

PITX2 PITX2 Pérdida de función 

ZFHX3 ATBF-1 Altera su afinidad de unión 

Otros genes  

C9orf3 Aminopeptidasa-O Desconocido 

JPH2 Junctophilin-2: modulation of RyR activity Disminuye la estabilidad de RyR  

NPPA Péptido Precursor Natriurético A Altera la señalización del péptido ANP 

NUP155 Nucleoporina Disminuye la permeabilidad de la membrana 

RYR2 Receptor de rianodina Ganancia de función 

SYNE2 Neseprin-2 Desconocido 
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temprano y en aquellos con antecedentes familiares. Si bien queda mucho aún por descubrir, 

los datos obtenidos hasta la fecha respaldan la genotipificación para la selección de 

tratamientos personalizados para la FA.  

3.1.5 Remodelado en la FA 

Conceptualmente, el inicio y el mantenimiento de la FA pueden vincularse a la 

interacción entre un disparador (trigger) y el sustrato. Un 'disparador' es un foco de disparo 

rápido que puede actuar como un iniciador de la arritmia, y el mantenimiento requiere un 

“sustrato”, es decir, una serie de características electrofisiológicas, mecánicas y anatómicas de 

las aurículas que mantengan la FA. El desarrollo de este “sustrato” por lo general incluye tanto 

remodelación eléctrica como estructural de la aurícula. El remodelado eléctrico abarca cambios 

en las propiedades de canales iónicos que afectan la activación y conducción del miocardio 

auricular, mientras que la remodelación estructural se refiere a alteraciones en la arquitectura 

tisular tanto a nivel microscópico (p. ej., fibrosis) como macroscópico (p. ej., dilatación 

auricular). Este marco conceptual es clave para entender los procesos que subyacen a la 

inducción y el mantenimiento de la FA. Se piensa que hay una progresión en el tiempo, desde 

que se desencadena o “dispara” la enfermedad en un sustrato auricular funcional, el 

consecuente remodelado auricular. Esta correspondería a la observación clínica de la FA 

inicialmente suele ser paroxística, antes de progresar a una forma persistente y en última 

instancia permanente (Wijesurendra y Casadei, 2019).  

3.1.5.a Remodelado eléctrico 

El remodelado eléctrico consiste, fundamentalmente, en el acortamiento de la DPA y 

del periodo refractario auricular a todas las frecuencias de estimulación, (Figura I.13) (Wijffels 

y cols., 1995; Allessie y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004a; Schotten y cols., 2011; Wakili y 

cols., 2011; González de la Fuente y cols., 2013). Sin embargo, la aparición del remodelado 

eléctrico, que es un proceso rápido y progresivo, puede diferir según el contexto patológico 

que acompaña a la FA del paciente, tal y como se ha demostrado en los múltiples y diversos 

tipos de modelos de FA que se han estudiado en animales de experimentación. Así, en algunas 

ocasiones el remodelado se asocia a la prolongación de la DPA. En condiciones fisiológicas la 

DPA, de la cual depende el periodo refractario auricular, disminuye a medida que aumenta la 

frecuencia cardíaca. Esta adaptación de la DPA a la frecuencia es un mecanismo de protección 

frente al desarrollo de arritmias y suele desaparecer en el proceso de remodelado eléctrico 
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(Wijffels y cols., 1995). En algunos modelos, se observa también una disminución de la 

densidad de la INa (Allessie y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004a). 

El acortamiento de la DPA y la pérdida de la adaptación a la frecuencia son detectables 

tanto en tejido auricular como en miocitos auriculares de pacientes con fibrilación auricular 

persistente y permanente (Figura I.13) (Boutjdir y cols., 1986; González de la Fuente y cols., 

2013). Este acortamiento es debido a cambios en la expresión y en las propiedades de los 

canales iónicos responsables de las corrientes que generan el PA auricular (Van Wagoner y 

cols., 1999; Michael y cols., 2009; Caballero y cols., 2010; Schotten y cols., 2011; Wakili y 

cols., 2011; González de la Fuente y cols., 2013). De hecho, se ha descrito que el remodelado 

eléctrico puede ocurrir tanto a nivel de la expresión de los canales iónicos como por la 

alteración de las propiedades de estos (Van Wagoner y cols., 1999; Caballero y cols., 2010). 

Así, la amplitud de la principal corriente de entrada de la fase de meseta, la ICa,L, se reduce un 

70% en pacientes con FA (Van Wagoner y cols., 1999; González de la Fuente y cols., 2013) 

como consecuencia de una disminución en la expresión del ARNm y de la proteína Cav1.2 

que forma el canal (Brundel y cols., 1999; Brundel y cols., 2001). La disminución en la 

ICa,L es un mecanismo compensatorio para evitar la sobrecarga en la concentración de 

Ca
2+ 

que se produce por la elevada frecuencia de estimulación propia de la FA (Figura 

I.13). Se ha descrito que este aumento en la concentración de Ca
2+ 

además activa y aumenta 

la expresión de la calpaína, enzima proteolítica que probablemente sea la responsable de la 

disminución de los niveles de los canales de Ca
2+ 

tipo L (Brundel y cols., 2002). En cuanto 

a la INa, se ha descrito que permanece inalterada y que la expresión de la subunidad α de 

los canales de Na
+ 

no se ve modificada por la presencia de FA (Brundel y cols., 2001; 

Matamoros y cols., 2016a), por tanto, se cree que en el hombre las alteraciones en la INa no 

contribuyen al remodelado eléctrico que produce la FA.  
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Figura I.13. Remodelado eléctrico en la FA. (A) PAs registrados en nuestro laboratorio en miocitos auriculares 

procedentes de un paciente en RS (negro) y de un paciente con FA crónica (gris). (B) Hipótesis de la sobrecarga 

de Ca2+. Los miocitos se adaptan a la taquicardia auricular disminuyendo la carga de Ca2+ mediante la reducción 

de la ICa,L y la posterior modificación de las corrientes de potasio pero a expensas del acortamiento de la duración 

del potencial de acción (DPA). PREA: Periodo refractario efectivo auricular. [Adaptada de (Dobrev, 2006)]. 

En lo que respecta a las corrientes de K
+ 

voltaje-dependientes, la FA produce una 

marcada disminución de la Ito, atribuida a una disminución del nivel de ARNm y de la proteína 

Kv4.3. En cuanto a la IKur, se ha descrito que, aunque los niveles de ARNm de Kv1.5 no 

se modifican, la cantidad de proteína se reduce en pacientes con FA persitente/permanente 

debido a un proceso proteolítico, lo que explica que la IKur también se vea disminuida (Van 

Wagoner y cols., 1999; Brundel y cols., 2001; Caballero y cols., 2010). Esta reducción de la 

IKur y de la Ito prolonga la DPA y el periodo refractario y, sin embargo, en la FA lo que se 

observa es un acortamiento muy marcado de la DPA (Figura I.13A). Por ello, se ha 

propuesto que la disminución de estas corrientes podría ser un mecanismo de defensa 

celular en un intento de contrarrestar el acortamiento de la DPA provocado por la 

disminución de la ICa,L. 
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La FA no modifica la IKr auricular (Caballero y cols., 2010). En cuanto a la IKs, 

nuestro grupo describió en primicia que la FA produce un marcado aumento de esta corriente 

(Caballero y cols., 2010). La IKs se acumula a frecuencias elevadas debido a su lenta cinética 

de deactivación, es decir, cuanto más rápida sea la frecuencia cardiaca, mayor será la salida 

de K
+

, y por tanto, más corta la DPA, favoreciendo el mantenimiento de la conducción 

fibrilatoria (Muñoz y cols., 2007). El aumento de la IKs parece ser debido a un aumento 

de la expresión de la subunidad minK (Caballero y cols., 2010). 

Se ha demostrado que la FA produce alteraciones en las corrientes de K
+ 

con 

rectificación interna. La IK1 aumenta marcadamente en los miocitos auriculares d e pacientes 

con FA, debido a un aumento en la expresión de los canales Kir2.1 (responsables de la 

generación de esta corriente) y d e  s u  probabilidad de apertura del canal (Workman y cols., 

2001; Voigt y cols., 2010). Por otra parte, se ha descrito que existe una activación constitutiva 

de la IKAch en pacientes con FA en comparación con los sujetos que están en ritmo sinusal 

(RS). Esta activación constitutiva es debida a una fosforilación anormal del canal mediada 

por la PKC (Schotten y cols., 2011). El aumento de estas corrientes con rectificación interna 

puede contribuir al acortamiento de la DPA y por tanto a la perpetuación de la arritmia. 

Todas estas modificaciones favorecerían la coexistencia de múltiples frentes de onda 

invadiendo desordenadamente la aurícula pero en igual medida permitirían la aparición de 

microcircuitos de reentrada (rotores) (Mandapati y cols., 2000). 

Además, se ha observado un aumento en el ARNm del canal que genera la If (Lai y 

cols., 1999). En miocitos aislados de venas pulmonares de perros a los que se había estimulado 

la aurícula a frecuencias de 780 latidos por minuto durante 6-8 semanas, se observaba 

un marcado incremento en la densidad de la If (Chen y cols., 2001). Sin embargo, por el 

momento, no existen datos electrofisiológicos sobre la modificación de esta corriente en 

pacientes con FA, pero su aumento podría contribuir al la génesis de actividad ectópica 

auricular (Dobrev y Ravens, 2003).  

3.1.5.b Remodelado estructural y contráctil 

La FA se acompaña de alteraciones estructurales progresivas del tejido auricular, como 

la dilatación y la fibrosis, que crean un sustrato perfecto para el mantenimiento de la 

FA, aumentando el tamaño de la aurícula y disminuyendo la velocidad de conducción del 
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impulso eléctrico, respectivamente (Ausma y cols., 1997; Allessie y cols., 2001). A nivel 

celular, los cambios fundamentales en los miocitos auriculares son: a) aumento del tamaño, 

b) aumento del glucógeno perinuclear, c) pérdida central de los sarcómeros (miolisis), d) 

alteración en la expresión de conexinas (Takeuchi y cols., 2006), e) cambios en la forma de 

las mitocondrias, f) distribución homogénea de la cromatina nuclear y g) cambios en la 

calidad y la localización de las proteínas estructurales celulares (Aldhoon y cols., 2010). 

Obviamente, las alteraciones en la estructura de la aurícula no están exclusivamente 

relacionadas con la FA, y hay que tener en cuenta que la mayoría de los pacientes con 

FA son personas de edad avanzada y/o padecen otras enfermedades cardiovasculares que 

afectan a la estructura cardiaca. Sin embargo, se ha descrito que en pacientes con FA 

aislada existe una patología auricular que conlleva necrosis de los miocitos, miocarditis y 

fibrosis (Frustaci y cols., 1991; Frustaci y cols., 1997). Dentro de todos los factores que 

afectan a la estructura del miocardio auricular, los que han sido estudiados más 

extensivamente son la fibrosis y la alteración en la expresión de conexinas. Se cree que 

el primero es uno de los factores más importantes en la formación del sustrato para la FA 

(Nattel, 2004). 

Por otra parte, se ha comprobado el papel de la inflamación y de las especies reactivas 

de oxígeno en la FA. Se ha descrito que se produce un aumento muy marcado en las 

concentraciones de la proteína C reactiva, un marcador de inflamación, coincidiendo 

con las recurrencias de FA en el segundo o tercer día post-operatorio (Bruins y cols., 1997), 

tanto en pacientes con FA persistente como paroxística (Aviles y cols., 2003). Los 

principales efectores del daño oxidativo auricular parecen ser la NADPH-oxidasa 

miocárdica y la NO sintasa endotelial. Un análisis del perfil de transcripción genética del 

tejido auricular de pacientes con FA mostraba una tendencia a la exprexión de genes pro-

oxidativos (Kim y cols., 2003). Además, se ha demostrado que el daño oxidativo en el 

miocardio auricular de pacientes con FA se debe principalmente a la acción local de 

radicales hidroxilo y peroxinitrito (Mihm y cols., 2001). 

Todas estas alteraciones conducen además a un remodelado mecánico caracterizado 

por la pérdida de la contractilidad auricular lo cual provoca el estasis sanguíneo en la cavidad, 

lo que contribuye significativamente al riesgo de tromboembolismo asociado a FA (Berger y 

Schweitzer, 1998). La pérdida de contractilidad auricular también potencia la dilatación 

auricular progresiva y podría contribuir a la posterior estabilización de la arritmia (Schotten 

y cols., 2004). 
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3.1.6 Tratamiento de la FA  

La falta de tratamiento y/o episodios previos no detectados de FA inducen cambios 

electrofisiológicos y estructurales en el miocardio, haciendo que la restauración del RS sea 

cada vez más difícil. En estudios de seguimiento a largo plazo se ha descrito que una 

proporción significativa de pacientes con FA paroxística progresa a FA persistente (Kato y 

cols., 2004; de Vos y cols., 2010). El remodelado eléctrico producido por la FA puede ser 

revertido en algunos pacientes si se mantiene el RS desde etapas tempranas, lo que 

sugiere que un diagnóstico precoz y un tratamiento adecuado de la FA son críticos (Aliot 

y cols., 2011). 

Actualmente el tratamiento de pacientes con FA consiste en una aproximación holística 

denominada Atrial fibrillation Better Care (ABC), ('A' Anticoagulación/Evitar infarto; 'B' 

Mejor control de los síntomas; 'C' Optimización cardiovascular y de comorbilidad. 

Tratamiento de factores de riesgo) (Lip, 2017) que integra la atención de los pacientes con 

FA a todos los niveles entre diferentes especialidades. En comparación con la atención 

habitual, la implementación de la vía ABC se ha asociado significativamente con un menor 

riesgo de muerte como resultado de accidente cerebrovascular/hemorragia mayor/ muerte 

cardiovascular y primera hospitalización, tasas más bajas de eventos cardiovasculares, y una 

disminución de los costes derivados de su tratamiento (Hindricks y cols., 2021).  

Aunque se han desarrollado varias aproximaciones terapéuticas no farmacológicas (por 

ejemplo: cirugía, ablación con catéter, cardioversión eléctrica), la terapia con fármacos 

antiarrítmicos es el soporte principal del tratamiento de la FA (Tamargo y cols., 2009). 

Dentro de la vía ABC, el primer paso A, es la prevención de los eventos tromboembólicos, 

para ello se analizan los factores de riesgo presentes en el paciente (HTA, disfunción 

renal/hepática, anemia, abuso de drogas, etc.) y se les asigna un tratamiento anticoagulante. 

En pacientes de alto riesgo, con estenosis mitral o válvulas protésicas, se tratan con fármacos 

antagonistas de la vitamina K (VKA) (Warfarina) rango de tiempo terapéutico alto. Para 

aquellos pacientes con un riesgo bajo-moderado, el tratamiento de primera línea es el uso de 

anticoagulantes orales, excepto en presencia de hemorragias, seguido del uso de 

anticoagulantes orales no VKA (Dabigatran, Rivaroxaban, Apixaban, etc.) y en última línea 

el uso de VKAs. La decisión de qué estrategia seguir depende de varios factores, incluyendo 

el patrón de presentación y la presencia o ausencia de otras condiciones previas, así como el 

seguimiento continuado del paciente. 
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El siguiente paso, B, mejor control de los síntomas se basa en dos estrategias 

farmacológicas principales: a) la restauración y mantenimiento del RS, mediante el uso de 

antiarrítmicos de clase I ( Propafenona,  Flecainida o Vernakalant), y II (Amiodarona e 

Ibutilido) o b) permitir el desarrollo de la FA pero controlar el ritmo ventricular, mediante 

el uso de fármacos bloqueantes del nodo AV (bloqueantes del canal de Ca
+2

: diltiazem 

y verapamilo, beta-bloqueantes y amiodarona) (Figura I.14) (Fuster y cols., 2006; Tamargo 

y cols., 2009; Camm y cols., 2010; Aliot y cols., 2011; Lip y cols., 2016; Hindricks y cols., 

2021). 

En el tercer paso, C, tiene como objetivo gestionar los factores de riesgo (obesidad, 

abuso de alcohol o cafeína, abaja actividad física, etc.) y enfermedades concomitantes 

enfocándose en intervenciones sobre los hábitos de los pacientes principalmente. 

 

Figura I.14. Elección de fármacos para el control de la frecuencia. Algoritmos de los tratamientos para el 

control de la frecuencia ventricular en FA. EPOC = enfermedad pulmonar obstructiva crónica. HTA: Hipertensión 

arterial, ICFEp: Insuficiencia cardíaca confracción de eyección preservada, ICFEr: Insuficiencia cardíaca 

confracción de eyección reducida, ACCNH: Antagonistas de canales de calcio no derivados de hidropiridinas, 

ppm: pulsaciones por minuto. [Adaptada de (Hindricks y cols., 2021)]. 
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En general, los fármacos antiarrítmicos utilizados actualmente para el tratamiento de la 

FA son útiles, pero su efecto es limitado, debido, principalmente al remodelado auricular 

causado por la FA (Cosío y Delpón, 2002; Tamargo y cols., 2004a). Es necesario que se sigan 

buscando nuevas estrategias que mejoren la eficacia del tratamiento (cardioversión 

farmacológica rápida a RS, acortamiento de la duración de los episodios y prevención de las 

recurrencias) y que los posibles nuevos fármacos disminuyan los efectos adversos 

ventriculares graves y potencialmente mortales de los fármacos antiarrítmicos clásicos 

(fibrilación ventricular e insuficiencia cardíaca congestiva). Sin embargo, el avance en el 

conocimiento de los mecanismos fisiopatológicos implicados en la génesis y mantenimiento 

de la FA es la herramienta indispensable para la búsqueda de nuevos fármacos antiarrítmicos 

con un perfil de efecto y seguridad adecuados. 

3.2 Síndrome de Brugada (SBr) 

3.2.1 Características principales y manifestaciones clínicas del SBr 

El SBr, que fue descrito en 1992 por los hermanos Brugada (Brugada y Brugada, 1992), 

es un SAH caracterizado por una elevación del segmento ST en las derivaciones precordiales 

derechas del ECG y MSC. Se trata del SAH más prevalente (de 5 a 10 casos por cada 10.000 

habitantes en los países occidentales) (Krahn y cols., 2022a; Marsman y cols., 2022), siendo la 

prevalencia entre 8 y 10 veces mayor en hombres que en mujeres. Sin embargo, los patrones 

electrocardiográficos típicos del SBr, que se describirán más adelante, sólo aparecen entre el 

0.12 y el 0.8% de los sujetos (Brugada y cols., 2018). La prevalencia en el sudeste asiático es 

mucho mayor, siendo la principal causa de muerte en hombres menores de 50 años, 

(Nademanee y cols., 1997; Benito y cols., 2009). El riesgo de MSC de los pacientes con SBr 

tipo I (ver más adelante) es elevado. De hecho, el SBr sería responsable de hasta el 20% de las 

MSC en pacientes sin cardiopatía estructural (Antzelevitch y cols., 2005; Sieira y cols., 2016; 

Coppola y cols., 2019). Las arritmias en estos pacientes suelen producirse cuando predomina 

el estímulo vagal, es decir, tras una comida copiosa, durante el reposo o durante el sueño (Berne 

y Brugada, 2012) y los primeros síntomas aparecen por lo general alrededor de los 40 años de 

edad, a pesar de que se han descrito casos desde los 2 hasta los 84 años (Antzelevitch y cols., 

2005). Aunque hasta un 42% de los pacientes experimenta síncopes o MSC como consecuencia 

de arritmias ventriculares (TVP o fibrilación ventricular) en algún momento de su vida, la 

mayoría de ellos permanecen asintomáticos, por lo que resulta difícil determinar la verdadera 

prevalencia e incidencia del SBr (Brugada y cols., 2018; Mascia y cols., 2021).  
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Existen dos principales hipótesis mecanísticas para explicar la elevación del segmento 

ST del ECG y que no tienen por qué ser excluyentes: la de alteraciones en la repolarización y 

la de retraso en la despolarización (Bayés de Luna y cols., 2012; Sieira y cols., 2016; Blok y 

Boukens, 2020). Como se ha mencionado, en condiciones normales existe un gradiente 

transmural en la duración de los PAs al final de la repolarización, de forma que el primer tejido 

en repolarizarse es el epicárdico (el último en excitarse), seguido del endocárdico (primero en 

excitarse), y entre ambas capas se encuentran las células M, que, dado que presentan una 

duración de los PAs muy prolongada, es la última en repolarizarse. Esta heterogeneidad 

transmural es responsable de la morfología de la onda T del ECG. Sin embargo, durante la fase 

2 los PAs de los tres tejidos son isoeléctricos (presentan un mismo valor de Em) (Figura II.15) 

(Delpón y cols., 2008; Cerrone y cols., 2022). En ese momento de la repolarización no existe 

gradiente transmural. La hipótesis de las alteraciones en la repolarización propone que en los 

pacientes con SBr, la morfología de los PAs epicárdicos es tal, que el inicio de la fase 2 se 

produce a un Em mucho más hiperpolarizado, con lo que la “cúpula” de los potenciales 

epicárdicos (la altura de la fase de meseta) no alcanza el Em de la los PAs endocárdicos (Figura 

II.15). Esa marcada diferencia de Em entre el epicardio y el endocardio durante la fase 2 del 

PA genera un gradiente de voltaje que se traduce en la elevación del segmento ST con la 

aparición de la onda J (Figura II.15). En los pacientes con un patrón II de SBr (en “silla de 

montar”) se mantiene la heterogeneidad transmural, de modo que el tejido epicárdico se 

repolariza antes que el endocárdico. Por el contrario, en los pacientes con patrón tipo I (“aleta 

de tiburón”) se produce, además, una inversión en la secuencia de repolarización entre endo- y 

epicardio, lo que da lugar a la inversión de la onda T. La hipótesis de la repolarización propone, 

por lo tanto, que cuando el gradiente de voltaje transmural en los pacientes con SBr es lo 

suficientemente grande, se puede generar un impulso despolarizante que excita al tejido 

circundante dando lugar a la reentrada transmural (phase 2 reentry), lo que genera taquicardia 

que puede degenerar en fibrilación ventricular (Antzelevitch, 2005; Antzelevitch y Viskin, 

2013). ¿A qué pueden deberse las alteraciones en la morfología de los potenciales epicárdicos? 

El Em durante la fase 2 (la altura de la meseta del PA) depende del equilibrio entre las corrientes 

despolarizantes INa e ICa,L y la corriente repolarizante Ito1 (Figura II.15) (Delpón y cols., 2008; 

Cerrone y cols., 2022). 
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Figura II.15. Mecanismo propuesto para explicar la elevación del segmento ST en el SBr según la hipótesis 

de la repolarización. El desequilibrio entre las corrientes positivas de entrada y de salida al final del a fase 1 del 

PA que es muy marcada en el epicardio, da lugar a un gradiente de voltaje transmural que se traduce en la elevación 

del segmento ST del ECG. Endo: endocardio; M: miocardio medio; Epi: epicardio. [Adaptada de (Benito y cols., 

2009)] 

La hipótesis de las alteraciones en la repolarización propone que en los pacientes con 

SBr o bien aumenta la densidad de la Ito1 o bien disminuye la de la INa o ICa,L. Hay que recordar 

que en condiciones fisiológicas la morfología de los PAs endo- y epicárdicos y de las células 

M no es igual. La densidad de la Ito1 es mucho mayor en el tejido epicárdico que en el 

endocárdico y mayor aún en el ventrículo derecho que en el izquierdo (Antzelevitch, 2007b), 

por lo que las arritmias del SBr suelen aparecer en el ventrículo derecho. En la mayor parte de 

los pacientes con SBr genotipados positivamente se identifican mutaciones en el gen SCN5A 

que producen la pérdida de función de los canales Nav1.5 (Tabla II.8) (Campuzano y cols., 

2019). La disminución de la INa permite que la salida de K+ producida por la Ito1 lleve el Em 

epicárdico hacia potenciales más negativos (Figura II.15). Por otro lado el Em durante la fase 

2 depende de la densidad de la ICa,L. Una proporción menor de pacientes con SBr genotipados 

positivamente presenta mutaciones en los genes que codifican las subunidades que forman el 

canal de Ca2+ (CACNA1C, CACNB2, CACNA2D1) que producen una pérdida de función que 

disminuye la densidad de la ICa,L (Tabla II.8) (Antzelevitch, 2007a; Antzelevitch y cols., 2007; 

Burashnikov y cols., 2010). En la mayoría de pacientes con SBr causado por una disminución 

en la ICa,L, ésta provoca un acortamiento de la DPA y por lo tanto del intervalo QT (Antzelevitch 

y cols., 2005). En algunas familias con SBr se han identificado mutaciones en los genes que 

codifican las subunidades que forman el canal que genera la Ito1 (KCNE3, KCND3) y producen 

la ganancia de función (Delpón y cols., 2008) (Tabla II.8). Dado que la densidad de la Ito1 es 
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mayor en el epicardio y en las células M que en el endocardio (Litovsky y Antzelevitch, 1988; 

Fedida y Giles, 1991; Wettwer y cols., 1994), la muesca en el PA epicárdico resulta muy 

marcada por lo que durante la fase 2 el Em no logra alcanzar el valor del Em endocárdico, 

perdiéndose la meseta y dando lugar a la elevación del segmento ST del ECG. En definitiva, el 

aumento de la Ito1, ya sea relativo o absoluto, es responsable de la modificación de la morfología 

de los PAs epicárdicos que da lugar al gradiente de voltaje transmural que causa la elevación 

del segmento ST (Sieira y cols., 2016).  

Para explicar la mayor expresividad del SBr en varones que en mujeres hay que 

recordar que fisiológicamente la duración de la repolarización es mayor en mujeres que en 

hombres. Estas diferencias son consecuencia, a su vez, de diferencias en la expresión de canales 

iónicos en los miocitos cardíacos de ambos sexos. Así, los varones, presentan una mayor 

densidad de canales que generan la Ito1, por lo que están más predispuestos a la aparición del 

gradiente de voltaje transmural (Cerrone y cols., 2022). Por otro lado, la diferencia fenotípica 

podría ser por causa hormonal. No sólo la concentración de testosterona en varones con SBr es 

elevada respecto a varones sanos (Shimizu y cols., 2007) sino que además no se han observado 

diferencias fenotípicas por sexo en niños menores de 16 años en los cuales los niveles de 

testosterona son menores y similares entre niños y niñas (Probst y cols., 2007). Además, en 

hombres con cáncer de próstata la inhibición de la síntesis de hormonas masculinas anula las 

diferencias en los patrones electrocardiográficos (Matsuo y cols., 2003). 

La hipótesis de la despolarización postula que la elevación del segmento ST en 

pacientes con SBr está causada por un retraso en la conducción a través del tracto de salida del 

ventrículo derecho (TSVD) (Figura II.16) (Postema y cols., 2010). La disminución en la 

velocidad de conducción sería consecuencia de una disminución en la densidad de la INa como 

consecuencia de mutaciones que producen la pérdida de función de los canales Nav1.5. El 

retraso local en la despolarización ventricular favorece la aparición de arritmias ventriculares 

por latidos prematuros y reentrada transmural (Antzelevitch y Viskin, 2013). De hecho, en 

ciertos casos de isquemia del TSVD se registran ECGs con elevación del segmento ST 

similares a los típicos de SBr, que se consideran como fenocopias del SBr (Nakamura y cols., 

2017). 
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Figura II.16. Mecanismo propuesto para explicar la elevación del segmento ST en el SBr según la hipótesis 

de la despolarización. El retraso en la conducción a través del TSVD respecto al resto del tejido ventricular 

derecho da lugar a la elevación del segmento ST. AD: aurícula derecha; VD: ventrículo derecho; TSVD: tracto de 

salida del ventrículo derecho. [Adaptada de (Meregalli y cols., 2005)] 

Se ha propuesto que el SBr también afecta al acoplamiento excitación-contracción de 

los miocitos, especialmente en las células epicárdicas del TSVD. Así, las alteraciones que 

originan la elevación del segmento ST, conllevan alteraciones a su vez en el manejo del calcio 

intracelular, alterando dicho acoplamiento, por lo que los pacientes con SBr presentan un 

mayor riesgo de sufrir disfunción contráctil (Monasky y cols., 2018). Por ejemplo, la pérdida 

de función del canal Nav1.5 afecta al funcionamiento del intercambiador Na2+/Ca2+, dando 

lugar a una reducción en la contractilidad (Monasky y cols., 2018).  

3.2.2 Características genotípicas del SBr 

El SBr exhibe un patrón autosómico de transmisión con penetrancia incompleta cuando 

se detecta una variación genética asociada. Sin embargo, dado que actualmente solo el 35% de 

los pacientes tienen una variante genética identificada, el patrón de herencia es muy debatido 

y recientemente han surgido nuevas teorías que cuestionan su definición como enfermedad 

monogénica (Cerrone y cols., 2022). Hasta la fecha, variantes en regiones reguladoras, 

combinaciones de variantes comunes y otras alteraciones genéticas también se han propuesto 

como causas del SBr, lo que sugiere un patrón de herencia poligénico u oligogénico 

(Campuzano y cols., 2020). Se han identificado más de 500 variantes en hasta 43 genes que se 

han asociado estrechamente con el SBr y siguen principalmente un patrón de herencia 

autosómico dominante (Tabla II.8) (Campuzano y cols., 2019). En aproximadamente un 25-

30% de los pacientes genéticamente diagnosticados aparecen mutaciones en el gen SCN5A que 

producen una disminución en la densidad de la INa (pérdida de función) (Coppola y cols., 2019). 

Mutaciones en genes como GPD1-L, SCN1B o RANGRF también resultan en una disminución 

de la INa (Tabla II.8).  
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Tabla II.8. Genes asociados al SBr. [Adaptada de (Campuzano y cols., 2019)] 

Genes Locus Proteína  (%) 

ABCC9 12p12.1 Adenosine triphosphate (ATP)‐sensitive <1 

AKAP9 7q21.2 A‐kinase anchoring protein 9 <1 

ANK2 4q25‐q26 Ankyrin 2 <1 

CACNA1C 2p13.3 Calcium voltage‐gated channel subunit α1 C or Cav1.2 <5 

CACNA2D1 7q21‐q22 Calcium channel, voltage‐dependent α2/δ1 <1 

CACNB2 10p12.33 Calcium channel, voltage‐dependent β‐2 <2 

CASQ2 1p13.1 Calsequestrin 2 <1 

DSG2 18q12.1 Desmoglein 2 <1 

DSP 6p24.3 Desmoplakin <1 

FGF12 3q28 Fibroblast growth factor 12 <1 

GPD1L 3p22.3 Glycerol‐3‐P‐DH‐1 <1 

HCN4 15q24.1 Hyperpolarization cyclic nucleotide‐gated 4 <1 

HEY2 6q21 Hes‐related family BHLH transcription factor YRPW motif 2 <1 

KCNAB2 1p36.31 
Potassium voltage‐gated channel subfamily A regulatory β subunit 2 or 

Kvβ2 
<1 

KCNB2 8q21.11 Potassium voltage‐gated channel subfamily B member 2 or Kv2.2 <1 

KCND2 7q31.31 Potassium voltage‐gated channel subfamily D member 2 or Kv4.2 <1 

KCND3 1p13.2 
Potassium voltage‐gated channel subfamily D member 3 or Kv4.3 or 

Kir4.3 
<1 

KCNE3 11q13‐q14 
Potassium voltage‐gated channel subfamily E regulatory subunit 3 or 

MiRP2 
<1 

KCNE5 Xq22.3 
Potassium voltage‐gated channel subfamily E regulatory subunit 5 or 

KCNE1L 
<1 

KCNH2 7q36.1 
Potassium voltage‐gated channel subfamily H member 2 or HERG or 

Kv11.1 
<1 

KCNJ8 12p12.1 
Potassium voltage‐gated channel subfamily J member 8 or Kv6.1 or 

Kir6.1 
<1 

KCNJ16 17q24.3 Potassium voltage‐gated channel subfamily J member 16 or kir5.1 <1 

KCNT1 9q34.3 Potassium sodium‐activated channel subfamily T member 1 <1 

LRRC10 12q15 Leucine‐rich repeat‐containing protein 10 <1 

PLN 6q22.31 Phospholamban <1 

PKP2 12p11.21 Plakophilin‐2 <1 

RANGRF 17p13.1 RAN‐G‐release factor (MOG1) <1 

RyR2 1q43 Ryanodine receptor 2 <1 

SCN10A 3p22.2 Sodium voltage‐gated channel α subunit 10 or Nav1.8 <5 

SCN1B 19q13.1 Sodium voltage‐gated channel β subunit 1 or Navβ1 <1 

SCN2B 11q23.3 Sodium voltage‐gated channel β subunit 2 or Navβ2 <1 

SCN3B 11q24.1 Sodium voltage‐gated channel β subunit 3 or Navβ3 <1 

SCN4A 17q23.3 Sodium voltage‐gated channel α subunit 4 or Nav1.4 <1 

SCN5A 3p22.2 Sodium voltage‐gated channel α subunit 5 or Nav1.5 25/30 

SCNN1A 12p13.31 Sodium channel epithelial 1 α subunit <1 

SEMA3A 7p12.1 Semaphorin 3A <1 

SLMAP 3p14.3 Sarcolemma associated protein <1 

TBX5 12q24.21 T‐box 5 <1 

TKT 3p21.1 Transketolase <1 

TRPM4 19q13.33 Transient receptor potential cation channel subfamily M member 4 <1 

TTN 2q31.2 Titin <1 

XIRP1 3p22.2 Xin actin‐binding repeat‐containing 1 <1 

XIRP2 2q24.3 Xin actin‐binding repeat‐containing 2 <1 
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Esta reducción puede deberse a una disminución en el tráfico y en la expresión de los 

canales en la membrana y/o a alteraciones en el comportamiento de los canales Nav1.5 en 

función del voltaje y el tiempo (Juang y Horie, 2016). Sin embargo, se sigue cuestionando la 

causalidad de la mayoría de estas variantes, de hecho, las únicas variantes patogénicas siendo 

causa única establecida del SBr se han encontrado en el gen SCN5A. Por tanto, las bases 

genéticas del SBr siguen siendo muy desconocidas. 

3.2.3 Tratamiento del SBr 

Hoy en día, la terapia más aceptada es el DAI. Las guías clínicas recomiendan su 

implantación en aquellos pacientes que hayan sufrido MSC resucitada, en los que hayan sufrido 

síncope y presenten espontáneamente un ECG de tipo I y en aquellos que presentan arritmias 

inducibles (Priori y cols., 2015). Además, se ha demostrado que el tratamiento con quinidina, 

un antiarrítmico del grupo I que inhibe la Ito1 (Tamargo y Delpón, 2018) reduce la incidencia 

de arritmias en pacientes con SBr (Márquez y cols., 2012). Se aconseja su uso para el 

tratamiento de tormentas arrítmicas, como coadyuvante al DAI en pacientes con descargas 

frecuentes del dispositivo o en pacientes en los cuales la implantación del DAI está 

contraindicada (Priori y cols., 2015). Finalmente, se ha propuesto la ablación de sustrato 

epicárdico de la parte anterior del TSVD como tratamiento para el SBr (Nademanee y cols., 

2011). Sin embargo, los resultados son escasos y la eficacia y seguridad de este tratamiento 

deben estudiarse más ampliamente. 

Por otro lado, se recomiendan una serie de medidas a los pacientes con SBr (Sieira y 

cols., 2016) como evitar episodios de fiebre alta con tratamientos agresivos para su control, 

situaciones de desequilibrio electrolítico y fármacos que bloqueen los canales de sodio, 

incluyendo los antiarrítmicos del grupo I. Aunque los síntomas suelen desencadenarse durante 

el reposo, se aconseja precaución en la práctica del ejercicio físico ya que estos pacientes 

pueden desarrollar arritmias inmediatamente tras el ejercicio por aumento del tono vagal e 

hipertermia. 

3.2.4 Pronóstico del SBr 

El SBr es poco predecible por lo que la evolución de los pacientes es muy variable y 

todavía resulta difícil estratificar el riesgo de estos pacientes (Coppola y cols., 2019). Los 

pacientes asintomáticos presentan un riesgo bajo de desarrollar arritmias ya que la tasa de 

eventos anual es aproximadamente del 0.5% (Probst y cols., 2010). Por otro lado, la presencia 
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de síntomas o un ECG tipo I espontáneo predisponen a la aparición de arritmias. Sin embargo, 

el sexo, el historial familiar de MSC, la inducción de eventos cardíacos durante el estudio 

electrofisiológico o la presencia de mutaciones en SCN5A parecen carecer de valor predictivo 

(Probst y cols., 2010). 

4. EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN ZFHX3 

4.1 La familia de proteínas “ZiNc Finger Proteins (ZNF)” 

La familia de proteínas ZNF constituye la familia de factores de transcripción con 

dominios de unión al ADN más grande descrita hasta la fecha (Li y cols., 2022b). Los dominios 

dedos de zinc (Zinc-Finger, ZF) se estima que se pueden encontrar en el 3% de los genes (Klug, 

2010). Estas proteínas llevan a cabo su función principalmente a través de su unión al ADN, 

pero también son capaces de unirse al ARN y de interaccionar con lípidos y proteínas. Debido 

a esta versatilidad las ZNF las podemos encontrar en diferentes compartimentos celulares y 

dónde participan en un gran número de procesos como la regulación transcripcional, el 

empaquetamiento de ARN, reparación del ADN, plegamiento de proteínas, regulación de la 

apoptosis, migración celular etc. (Laity y cols., 2001; Cassandri y cols., 2017). 

4.1.1 Estructura y clasificación de las ZNF 

En 1985 se describió por primera vez en el factor de transcripción IIIA (TFIIIA) de 

Xenopus laevis la repetición de nueve dominios de unión a zinc en el que se conservan los 

aminoácidos cisteína e histidina o dominio ZF (Miller y cols., 1985; Layat y cols., 2013). Más 

tarde, con el estudio de la presencia de estas estructuras en el genoma, se estableció la secuencia 

del dominio ZF en la que encontramos dos cisteínas y dos histidinas (C2H2), en diferentes 

combinaciones, responsables de la unión al ion de zinc que estabiliza la estructura 

tridimensional (Malgieri y cols., 2015). Los estudios cristalográficos revelaron que los 

dominios de dedos de zinc clásicos tienen dos laminas β, y una hélice α que interacciona 

directamente con el ADN (Figura II.17) (Zhang y cols., 2011; Eom y cols., 2016). 



Introducción 

80 

 
Figura II.17. Estructura clásica C2H2 del dominio ZF. Cuatro residuos, Cys137, Cys140, His153 e His157, se 

coordinan con el ion Zn2+, estabilizando la estructura de α-hélice (Amarillo) y dos β-plegadas (Naranja) para su 

unión al ADN de doble cadena. (PDB:4X9J). 

Las estructuras cristalizadas de este dominio han mostrado un patrón semiconservado 

en el que un triplete de aminoácidos de la α-hélice en diferentes posiciones (desde su extremo 

N-Terminal) interaccionan directamente con tres bases del ADN de manera 1-1 (Tabla II.9) 

(Klug, 1999, 2010).  

Tabla II.9. Código consenso de reconocimiento de bases del dominio ZF. La posición del triplete de ADN A, 

B o C (3’-5’) se indica en la parte superior de la tabla y la base, a la izquierda. En la tabla aparecen los aminoácidos 

que pueden reconocer una base particular en una posición particular, con la posición que ocupan en la α-hélice 

entre paréntesis. * Indica que el residuo se encuentra en un dominio ZF adyacente. [Adaptada de Klug, 1999] 

  Posición de la base  

 3’- A B C -5’ 

Base 

Guanina Arg(-1)/Asp(2) His(3) 

Arg(6) 

Ser(6)/Asp(2*) 

Thr(6)/Asp(2*) 

 

Adenina Gln(-1)/Ala(2) Asn(3)   

Timina 
Asn(-1) 

Gln(-1)/Ser(2) 

Ala(3) 

Ser(3) 

Val(3) 

Ser(6)/Asp(2*) 

Thr(6)/Asp(2*) 

 

Citosina Asp(-1) 

Asp(3) 

Leu(3) 

Thr(3) 

Val(3) 

 

 

Aunque la estructura clásica C2H2 del dominio ZF es la más estudiada y principal 

responsable de la unión de estas proteínas al ADN, existen otras estructuras que difieren en la 

combinación de los residuos de cisteína e histidina de este dominio. Actualmente, las ZNF se 



Introducción 

81 

pueden clasificar según la configuración del dominio ZF y se han aceptado la existencia de 30 

tipos distintos según el comité de nomenclatura de genes HUGO (Tabla II.10) (Gray y cols., 

2015; Cassandri y cols., 2017).  

Tabla II.10. Tipos de ZNF según su estructura. Tipo de secuencia, secuencia del dominio ZF (C,cisteína; H, 

histidina; x, aminoácido), número de genes incluidos, número de proteínas que son factores de transcripción (FT) 

y genes representativos. [Adaptada de Cassandri y cols., 2017] 

Tipo Secuencia Nº genes Nº FT Genes Representativos 

Zinc fingers C2H2-type (ZNF) C-x-C-x-H-x-H 720 372 KLF4, KLF5, EGR3, 
ZFP637, SLUG 

Ring finger proteins (RNF) C-x-C-x-C-x-H-xxx-C-x-C-x-C-x-C 275 12 MDM2, BRCA1, ZNF179 

PHD finger proteins (PHF) C-x-C-x-C-x-C-xxx-H-x-C-x-C-x-C 90 0 KDM2A, PHF1, ING1 
LIM domain containing C-x-C-x-H-x-C-x-C-x-C-x-C-x-(C,H,D) 53 1 ZNF185, LIMK1, PXN 

Nuclear hormone receptors (NR) C-x-C-x-C-x-C-xxx-C-x-C-x-C-x-C 50 47 VDR, ESR1, NR4A1 

Zinc fingers CCCH-type (ZC3H) C-x-C-x-C-x-H 35 2 RC3H1, HELZ, MBNL1, 
ZFP36 

Zinc fingers FYVE-type (ZFYVE) C-x-C-x-C-x-C-xxx-C-x-C-x-C-x-C 31 0 EEA1, HGS, PIKFYVE 

Zinc fingers CCHC-type (ZCCHC) C-x-C-x-H-x-C 25 2 CNBP, SF1, LIN28A 
Zinc fingers DHHC-type (ZDHHC) C-x-C-x-H-x-C-xxx-C-x-C-x-H-x-C 24 0 ZDHHC2, ZDHHC8, 

ZDHHC9 

Zinc fingers MYND-type (ZMYND) C-x-C-x-C-x-C-xxx-C-x-C-x-H-x-C 21 4 PDCD2, RUNX1T1, SMYD2 
Zinc fingers RANBP2-type 

(ZRANB) 

C-x-C-x-C-x-C 21 3 YAF2, SHARPIN, EWSR1 

Zinc fingers ZZ-type (ZZZ) C-x-C-x-C-x-C 18 3 HERC2, NBR1, CREBBP 
Zinc fingers C2HC-type (ZC2HC) C-x-C-x-H-x-C 16 2 IKBKG, L3MBTL1, ZNF746 

GATA zinc-finger domain 

containing (GATAD) 

C-x-C-x-C-x-C 15 15 GATA4, GATA6, MTA1 

ZF class homeoboxes and 

pseudogenes 

C-x-C-x-H-x-H 15 10 ZFHX3, ADNP, ZEB1, ZHX1 

THAP domain containing (THAP) C-x-C-x-C-x-H 12 3 THAP1, THAP4, THAP11 
Zinc fingers CXXC-type (CXXC) C-x-C-x-C-x-C-xxx-C-x-C-x-C-x-C 12 2 CXXC1, CXXC5, 

MBD1,DNMT1 

Zinc fingers SWIM-type (ZSWIM) C-x-C-x-C-x-H 9 0 MAP3K1, ZSWIM5, ZSWIM6 
Zinc fingers AN1-type (ZFAND) C-x-C-x-C-x-C-xxx-C-x-H-x-H-x-C 8 0 ZFAND3, ZFAND6, 

IGHMBP2 

Zinc fingers 3CxxC-type (Z3CXXC) C-x-C-x-H-x-C 8 0 ZAR1, RTP1,RTP4 
Zinc fingers CW-type (ZCW) C-x-C-x-C-x-C 7 0 MORC1, ZCWPW1,KDM1B 

Zinc fingers GRF-type (ZGRF) C-x-C-x-C-x-C 7 0 TTF2, NEIL3, TOP3A 

Zinc fingers MIZ-type (ZMIZ) C-x-C-x-H-x-C 7 1 PIAS1, PIAS3, PIAS4 
Zinc fingers BED-type (ZBED) C-x-C-x-H-x-H 6 2 ZBED1, ZBED4, ZBED6 

Zinc fingers HIT-type (ZNHIT) C-x-C-x-C-x-C-xxx-C-x-C-x-H-x-C 6 0 ZNHIT3, DDX59, INO80B 

Zinc fingers MYM-type (ZMYM) C-x-C-x-C-x-C 6 6 ZMYM2, ZMYM3, ZMYM4 
Zinc fingers matrin-type (ZMAT) C-x-C-x-H-x-H 5 0 ZNF638, ZMAT1, ZMAT3 

Zinc fingers C2H2C-type C-x-C-x-H-x-H 3 3 MYT1, MYT1L, ST18 

Zinc fingers DBF-type (ZDBF) C-x-C-x-H-x-H 3 0 DBF4, DBF4B, ZDBF2 
Zinc fingers PARP-type C-x-C-x-H-x-C 2 1 LIG3, PARP1 

Existe también otra clasificación atendiendo al plegamiento de su estructura terciaria, 

en la que se han dividido en 8 grupos: C2H2, Gag knuckle, Treble clef, Zinc ribbon, Zn2Cys6, 

TAZ2-domainlike, Zinc-binding loops y Metallothionein (Krishna y cols., 2003). Dicha 

clasificación guarda una mayor relación con las distintas funciones que ejercen estas proteínas. 

Dentro de esta gran familia de proteínas, no sólo encontramos el dominio ZF 

característico, sino que poseen distintos dominios efectores como BTB (Broad-Complex, 

Tramtrack, and Bric-a-brac), KRAB (Krüppel-Associated Box), SET y SCAN (SRE-ZBP, 

CTfin51, AW-1 and Number 18 cDNA) (Schmitges y cols., 2016). Estos dominios participan 

en interacciones proteína-proteína, oligomerización de las ZNF, secuestro de efectores, 
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modificaciones en la unión específica al ADN, etc (Li y cols., 2022a). Todo ello amplía la gran 

diversidad de esta familia de proteínas y genera nuevos criterios de clasificación que permiten 

agrupar estas proteínas en multitud de grupos reducidos con perfiles únicos (Schmitges y cols., 

2016). 

4.1.2 Función de las ZNF 

La presencia de Zinc en la estructura tridimensional de las proteínas puede jugar un 

papel como cofactor para la catálisis de reacciones dentro de la célula o estructural, 

estabilizando la estructura de la proteína como en el caso de las ZNF (Matthews, 2013). Las 

ZNF participan en multitud de procesos celulares en todo el organismo a través de los 

siguientes mecanismos. 

4.1.2.a Regulación Transcripcional: ZNF-ADN 

La regulación de la transcripción es la principal función que desempeña esta familia de 

proteínas, tanto la inducción como la represión de ésta. Se produce gracias a la afinidad y 

especificidad de estas proteínas en la unión a ADN y está relacionada con el tipo de 

plegamiento que se produce en los dominios ZF. Según la clasificación de Krishna 2003, los 

grupos C2H2, treble clef y Zn2/Cys6 son los responsables de esta unión (Krishna y cols., 2003). 

4.1.2.b Interacciones ZNF-Proteína y ZNF-Lípido 

Las ZNF pueden inducir la interacción con lípidos, otras proteínas e incluso 

interaccionar con otras ZNF formando dímeros u oligómeros. Estas interacciones están 

mediadas en mayor medida por dominios efectores (Schmitges y cols., 2016) y los mismos ZF, 

como el grupo zinc ribbon en la dimerización de ZNF o el grupo treble clef en la unión a la 

enzima conjugadora de ubiquitina E2L3 o a fosfolípidos de membrana como el 

fosfatidilinositol-3-fosfato (Sankaran y cols., 2001; Krishna y cols., 2003).  

4.1.2.c Regulación Post-Transcripcional: ZNF-ARN 

La regulación post-transcripcional que llevan a cabo las ZNF se produce a través de la 

interacción directa con el ARN de los dominios ZF pertenecientes a los grupos Gag knuckle, 

treble claf y zinc ribbon. Esta interacción se produce de manera similar a la unión al ADN, 

pero es el plegamiento y secuencia de las proteínas lo que determina su especificidad hacia 

ARN. Parecen estar implicadas en procesos de maduración, splicing y degradación del ARNm 
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(Garzia y cols., 2017). Un claro ejemplo es la presencia de dominios ZF con diferentes 

plegamientos en proteínas ribosomales (Krishna y cols., 2003). 

4.2 Características principales de Zfhx3 

El factor de transcripción Zfhx3 [conocido como: zinc finger homeobox 3 (ZFHX3), 

AT motif-binding factor 1(ATBF1), Alpha-fetoprotein enhancer binding protein (AFPebp), 

chromosome 16 open Reading frame 47 (C16orf47) o zinc finger protein 927 (ZNF927)], 

pertenece a la familia de proteínas ZNF del tipo “ZF class homeoboxes and pseudogenes” y es 

codificado por el gen ZFHX3 (≈500kb) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 16 

entre las posiciones 22.2 y 22.3 (16q22.2-q22.3). Zfhx3 se describió por primera vez en 1991 

por Morinaga y cols. por su capacidad de unión al dominio rico en AT del promotor del gen de 

la α-fetoproteína humana, activando su expresión (Morinaga y cols., 1991). En aquel momento, 

era la proteína más grande descrita, con capacidad de unirse al ADN  

Actualmente, se han caracterizado dos posibles isoformas de Zfhx3 generadas por 

reordenamiento (splicing) alternativo y controladas por distintos promotores: Zfhx3-A y 

Zfhx3-B. La primera isoforma Zfhx3-A, y forma canónica del FT, tiene 3707 aminoácidos y 

un peso molecular de 406 kDa; posee 4 homeodominios, 23 dominios ZF del tipo C2H2, un 

dominio de unión a ATP y dos dominios DEAH/DEAD-like, respectivamente. La isoforma 

Zfhx3-B, difiere de la primera en dominio N-Terminal en que carece de los primeros 914 

aminoácidos, dando lugar a una proteína de 2789 aminoácidos, un peso molecular de 306 kDa 

con 4 homeodominios, 17 dominios ZF C2H2 y un dominio de unión a ATP (Figura II.18) 

(Miura y cols., 1995; Berry y cols., 2001; Martin y cols., 2014). 

 

Figura II.18. Dominios de las isoformas del factor de transcripción Zfhx3.  
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4.2.1 Expresión y localización subcelular de Zfhx3 

Zfhx3 se expresa en la mayoría de los tejidos del organismo humano, incluyendo el 

corazón, siendo máxima su expresión en el cerebro. En valores absolutos los niveles de ARNm 

y proteína son bajos en todos los tejidos. A nivel celular podemos encontrar la proteína en el 

citosol pero principalmente en el núcleo (Uhlén y cols., 2015; Thul y cols., 2017). 

En cuanto a la expresión de las dos isoformas de Zfhx3, en las líneas celulares humanas 

M426, HuH-7, huH-1 y P19 se ha descrito que la expresión de ARNm de Zfhx3-A es mayor 

que la de Zfhx3-B (Miura y cols., 1995). También se observó que la inducción de 

diferenciación neuronal con ácido retinoico aumentaba los niveles de ARNm de ZFHX3, 

principalmente de la isoforma Zfhx3-A. La relación, observada en líneas celulares, entre los 

niveles de expresión de las isoformas Zfhx3-A y Zfhx3-B fue de 5:1 en células no diferenciadas 

y de 50:1 tras la diferenciación. Por tanto, se puede concluir que la diferenciación neuronal se 

acompaña de una síntesis preferencial de la isoforma Zfhx3-A (Miura y cols., 1995; Ishii y 

cols., 2003). Por otro lado, los estudios in vivo en ratones han demostrado que los niveles más 

altos de Zfhx3 se encuentran durante el periodo embrionario (13-15 días) y que varias semanas 

después del nacimiento, los niveles disminuyen considerablemente (Berry y cols., 2001; Ishii 

y cols., 2003). 

4.3 Interacciones y funciones principales de Zfhx3 

Las principales funciones estudiadas hasta la fecha, asociadas a Zfhx3, están 

relacionadas con su capacidad de unirse al ADN. Zfhx3 se une a los promotores y regiones 

activadoras (enhancers) de los genes diana pudiendo ejercer acciones trans-activadoras o 

represoras sobre dichos genes. A lo largo de su estructura, como ya se ha comentado en el 

apartado 4.2, aparecen multitud de dominios ZF y homeodominios responsables de la unión a 

secuencias específicas de ADN, así como los dominios DEAH/DEAD-like presentes en 

helicasas e involucrados en procesos relacionados con el ARN, metabolismo, splicing, 

transporte núcleo-citoplásmatico, etc (Fuller-Pace, 2006; Schütz y cols., 2010). Además, 

encontramos un dominio de unión a ATP que podría acoplar la actividad del factor de 

transcripción al metabolismo celular. Todo ello sumado a su gran ubiquidad y los distintos 

patrones de expresión en función del tejido hacen de Zfhx3 un FT versátil, que puede llegar a 

tener funciones antagónicas como veremos a continuación. 
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Por un lado, Zfhx3 se ha propuesto como proteína supresora de tumores y así lo avalan 

diversos estudios en:  

• Tejido prostático: ZFHX3 es el segundo gen más mutado en casos cáncer de próstata, y 

ejerce un efecto antitumoral; su delección específica en la próstata de ratón da lugar a 

lesiones y alteraciones similares a las encontradas en esta patología (Sun y cols., 2014a).  

 

• Tejido pulmonar: se realizó un estudio en pacientes de cáncer de pulmón no microcítico 

en el que se observó una marcada reducción en la expresión de Zfhx3 (Minamiya y cols., 

2012).  

 

• Tejido hepático: se ha descrito una reducción en los niveles de ARNm de ambas 

isoformas de Zfhx3 en pacientes con carcinoma hepatocelular sin mutaciones ni 

modificaciones epigenéticas (Kim y cols., 2008). 

 

• Tejido mamario: la progesterona induce la expresión de Zfhx3 en las glándulas 

mamarias donde promueve la proliferación y diferenciación celular (Li y cols., 2013). 

En cambio, a diferencia de lo que ocurre en otros tejidos, Zfhx3 promueve la 

tumorigénesis induciendo la expresión de los genes MYC y TBX3 (Dong y cols., 2020). 

 

• Tejido gástrico: se ha detectado la expresión de la α-fetoproteína en cánceres de 

estómago, de la cual Zfhx3 es represor. En estos casos, se han identificado mutaciones 

en el gen ZFHX3 que podrían alterar su función y ser responsables de la patología. 

Zfhx3 regula la diferenciación del tejido nervioso (Miura y cols., 1995) y muscular 

participa, además, en la regulación del patrón circadiano de expresión de genes, uniéndose a 

aquellos que presentan el dominio AT en su promotor [ATTAA(T)TA(T)ATTA(T)] (Parsons 

y cols., 2015). Además, Zfhx3 sufre modificaciones postraduccionales como la sumolización 

en el aminoácido Lys 2806 lo que evita que sea ubiquitinado por EFP y, por tanto, su 

degradación vía proteasoma (Wu y cols., 2020) o la polifosforilación lo que le portege de su 

digestión por la calpaína-1 (Zhang y cols., 2012). 

En resumen, el factor de transcripción Zfhx3 participa principalmente en procesos de 

proliferación y diferenciación celular durante el periodo embrionario en los tejidos en los que 

se expresa. En la edad adulta su expresión tisular disminuye, pero sigue siendo un factor clave 
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en el mantenimiento de la homeostasis celular y, su desregulación o mutación parecen estar 

relacionadas con la tumorigénesis, patologías neurológicas y cardíacas. 

4.4 Cardiopatías congénitas asociadas a Zfhx3 

Zfhx3 se expresa de forma constitutiva en el miocardio humano durante el periodo fetal, 

participando en la cardiogénesis. Es posible que se exprese en el miocardio adulto y que en ese 

periodo participe en el control de la homeostasis y de la actividad eléctrica miocárdica (Mao y 

cols., 2018). Diversos estudios de secuenciación de exoma en poblaciones amplias (GWAS) 

han asociado la presencia de polimorfismos y mutaciones en el gen ZFHX3 con la aparición de 

FA. Inicialmente se demostró la asociación entre los polimorfismos rs7193343 y rs2106261 y 

la aparición de FA en la población europea, y la del polimorfismo rs2106261 y la aparición de 

FA en la población china de etnia Han (Benjamin y cols., 2009; Gudbjartsson y cols., 2009; Li 

y cols., 2011). Posteriormente se demostró que este último polimorfismo se asociaba a un 

mayor riesgo de sufrir FA en una cohorte de pacientes con insuficiencia cardiaca (Smith y cols., 

2013) y la existencia de nuevos polimorfismos (rs6499600) también asociados a un mayor 

riesgo de sufrir FA (Liu y cols., 2014). En líneas celulares inmortales de origen auricular y de 

estirpe murina (HL-1) se demostró que la estimulación eléctrica disminuía la expresión de 

Zfhx3, lo cual podía promover la inflamación tisular regulando la vía STAT3 (Jiang y cols., 

2014). Más recientemente, en este mismo modelo se ha demostrado que el silenciamiento de 

ZFHX3 produce una alteración en la homeostasis del Ca2+ intracelular (Kao y cols., 2016). El 

año 2015 en un estudio de GWAS en el que se secuenciaba el exoma de sujetos con FA familiar 

y de sus parientes sanos se describió la presencia de dos nuevas mutaciones exónicas en ZFHX3 

que producían alteraciones estructurales en Zfhx3 (Tsai y cols., 2015). Estudios recientes 

demostraron que los polimorfismos rs2200733 en la proximidad del gen PITX2C y rs2106261 

en ZFHX3 interaccionan entre sí, dando lugar a un efecto sinérgico que aumenta marcadamente 

el riesgo de sufrir FA. Los autores propusieron que PITX2C and ZFHX3 regulan de forma 

recíproca positiva su expresión, así como la de sus genes diana, en particular la de NPPA (que 

codifica el factor natriurético auricular), en lo que sería la demostración de que la interacción 

gen-gen regula la expresividad de esta enfermedad compleja desde el punto de vista genético. 

También se ha puesto de manifiesto que las alteraciones en el balance de expresión dinámico 

entre ciertos factores de transcripción (Zfhx3 entre ellos) y sus correspondientes ARN no 

codificantes podrían favorecer la aparición o la perpetuación de FA (Huang y cols., 2015). 
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Como se ha mencionado el SBr se asocia fundamentalmente a mutaciones de pérdida 

de función del gen SCN5A (Nav1.5) (Martin y cols., 2012). Éstas disminuyen la magnitud de 

la INa, ya sea, disminuyendo el tráfico de los canales Nav1.5 a la membrana y/o modificando 

el gating del canal. Como se muestra en la Figura II.19 las variantes en los genes SCN5A y 

SCN1B se han asociado tanto con el SBr como con la FA (Garg y cols., 2018). Como se ha 

mencionado, las variantes en ZFHX3 sí se han relacionado con la FA pero de momento, no con 

el SBr. 

 

Figura II.19. Diagrama que muestra la superposición entre los genes asociados con el síndrome de Brugada (BrS), 

el síndrome de QT corto (SQTS), el síndrome de QT largo (LQTS), la taquicardia ventricular polimórfica 

catecolaminérgica (CPVT) y la fibrilación auricular (AFib).[Adaptada de (Garg y cols., 2018)] 

Hasta la fecha, no hay datos que demuestren un papel regulador de Zfhx3 sobre los 

canales Nav1.5. Por el contrario, estudios previos demuestran efectos de Zfhx3 sobre la 

expresión y función de los canales de K+ cardíacos (Huang y cols., 2015; Kao y cols., 2016; 

Lkhagva y cols., 2021). Se ha demostrado que el silenciamiento de Zfhx3 en células HL-1 

aumenta la expresión de los canales Kv1.4, Kv1.5 y Kir3.4, lo que, en consecuencia, aumenta 

la IKur, la corriente Ito y la IKAch y, por ende, produce el acortamiento de la DPA (Kao y cols., 

2016). Más recientemente, Lkhagva y cols. vieron que el silenciamiento de Zfhx3 en células 

HL-1 condujo a un aumento significativo en la IKATP (Lkhagva y cols., 2021). También hay 

datos que sugieren que Zfhx3 regula el manejo del Ca2+ intracelular, ya que la disminución de 

la expresión de Zfhx3 en células HL-1 aumentó la expresión del ARNm del receptor de 

rianodina RyR2 (RYR2) y del de la SERCA2a (ATP2A2) (Kao y cols., 2016). 
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Tal y como se ha mencionado, los SAH son enfermedades raras y muy complejas 

genética y fenotípicamente. La FA es una arritmia caracterizada por una activación 

descoordinada y muy rápida de las aurículas. Es la arritmia cardíaca de mayor prevalencia en 

la población general (1-2%). El riesgo de sufrir FA aumenta marcadamente con la edad y es 

más frecuente en sujetos con hipertensión y diversas cardiopatías, así como en sujetos 

portadores de polimorfismos de un único nucelótido (SNPs) en genes identificados en estudios 

poblacionales. Entre los genes cuyos SNPs confieren un mayor riesgo de sufrir FA se 

encuentran los que codifican varios factores de transcripción incluyendo: Pitx2c, Tbx5, y Zfhx3, 

entre otros. La FA familiar es una forma hereditaria y muy poco frecuente de la arritmia. En 

este caso la FA aparece en sujetos sin cardiopatía aparente y frecuentemente en edades 

tempranas. A diferencia de lo que ocurre con la FA adquirida, suele asociarse a la presencia de 

una variante rara (frecuencia alélica<0.01%) que produce una alteración eléctrica marcada en 

las propiedades eléctricas del miocardio auricular y que presenta un patrón de herencia 

mendeliano. El SBr es un síndrome arritmogénico primario que se caracteriza por una 

elevación característica del segmento ST en las derivaciones precordiales derechas del ECG y 

que se asocia a un aumento del riesgo de fibrilación ventricular y MSC. El SBr se asocia a 

mutaciones en el gen SCN5A que producen la pérdida de función de los canales Nav1.5. Otros 

muchos genes (alrededor de 20) se han relacionado con la aparición de SBr en algunas familias. 

Sin embargo, en la mayor parte de las familias con SBr no se puede identificar el gen causal. 

En colaboración con las Unidades de Arritmias de los Hospitales la Paz, 12 de Octubre, 

y Puerta de Hierro de Madrid, y en el contexto del consorcio ITACA (Investigación 

Traslacional de Arritmias Cardiacas hereditArias) se identificaron tres variantes diferentes en 

el gen ZFHX3. Dos de ellas, p.V949I y p.Q2564R, en pacientes con SBr, y otra, p.M1260T, en 

unos hermanos con FA familiar. Es importante destacar que en ninguno de estos pacientes se 

identificaron mutaciones calificadas como patogénicas en los genes asociados hasta la fecha 

con el SBr o FA. Más aún, ninguno de ellos presentaba alteraciones estructurales cardiacas ni 

cardiopatías adquiridas. 

El gen ZFHX3, codifica el factor de transcripción Zfhx3, cuyos SNPs se han 

relacionado con el riesgo de aparición de FA pero, hasta la fecha, no se han relacionado con el 

SBr ni con la FA familiar. Nuestro grupo ha identificado recientemente el papel que 

desempeñan ciertos factores específicos cardiacos como Tbx20 y Tbx5 en el control de la 

actividad eléctrica del miocardio adulto humano, regulando la expresión de los genes que 
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codifican canales iónicos como hERG y Nav1.5. Estudios previos han demostrado que Zfhx3 

forma parte de las redes que regulan la transcripción y cuyas alteraciones pueden dar lugar a 

FA. Por lo tanto, planteamos la hipótesis de que Zfhx3 también regule la expresión de canales 

iónicos y que las variantes identificadas en los pacientes con SBr o FA fueran incapaces de 

regular la transcripción de forma fisiológica. Los efectos de Zfhx3 sobre las corrientes 

cardíacas es un campo aún por investigar. Aunque se han descrito alguno de sus efectos sobre 

las corrientes de K+ y el manejo del Ca2+ intracelular, la regulación de forma recíproca positiva 

de su expresión junto a PITX2C y el nexo entre la FA y el SBr en los genes SCN5A y SCN1B, 

plantean la hipótesis de que Zfhx3 podría modular la expresión de estos genes y tener un efecto 

directo sobre la INa cardíaca. De ser así, las mutaciones en este gen podrían alterar su función 

y ser causa de la FA o el SBr hallados en los pacientes. 

Por tanto, considerando los antecedentes expuestos, el OBJETIVO GENERAL de la 

presente TESIS DOCTORAL es analizar funcionalmente si el factor de transcripción Zfhx3 

regula la expresión de los canales Nav1.5 y, por tanto, la INa. Más aun, si las variantes 

identificadas en pacientes con SAH podrían ser responsables, en alguna medida, del fenotipo 

de los portadores. 

Los OBJETIVOS ESPECÍFICOS de la presente TESIS DOCTORAL son: 

1. Genotipar mediante métodos de secuenciación masiva a pacientes afectados por SAH 

para identificar variantes genéticas en el gen ZFHX3, que pudieran ser responsables 

estos. 

2. Analizar funcionalmente los efectos del factor de transcripción Zfhx3 sobre la INa 

cardíaca a través de experimentos de patch-clamp en células HL-1. 

3. Determinar el mecanismo molecular por el cuál Zfhx3 ejerce su efecto sobre la INa 

cardíaca. 

4. Analizar funcionalmente los efectos de las mutaciones p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R 

Zfhx3 sobre la INa cardíaca. 

5. Determinar si las variantes p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R Zfhx3 podrían estar 

relacionadas o ser responsables de la aparición de los SAH que presentan los pacientes 

portadores de las mismas. 
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1. EVALUACIÓN CLÍNICA DE LOS PACIENTES 

Los probandos y sus familiares fueron evaluados en las Unidades de Arritmias de los 

Hospitales Universitarios La Paz, 12 de Octubre y Puerta de Hierro de Madrid en el contexto 

del Consorcio ITACA. A todos ellos se les realizó un examen clínico completo que incluía ECG, 

ecocardiograma transtorácico y prueba de esfuerzo. El estudio fue aprobado por los Comités de 

Investigación de los mencionados Hospitales y se desarrolló atendiendo a los principios 

descritos en la Declaración de Helsinki. Asimismo, y previo al estudio, cada participante firmó 

un consentimiento informado donde se detallaron los fines de todas las pruebas realizadas y/o 

muestras de sangre extraídas. 

1.1 Preparación de las muestras 

El ADN genómico fue extraído de las muestras de sangre total utilizando el Kit DNeasy 

Blood & Tissue (Qiagen) siguiendo las indicaciones del fabricante. El ADN fue analizado 

cualitativa- y cuantitativamente mediante un espectrofotómetro NanoDrop2000 y un fluorómetro 

Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Posteriormente, se utilizó el panel AmpliSeq™ Exome 

(Thermo Fisher Scientific Inc.) para la preparación de las bibliotecas. Esta técnica abarca más 

del 97% de las secuencias codificantes (>19.000 genes, >198.000 exones, >85% de las 

alteraciones responsables de enfermedades genéticas) y regiones de empalme o splicing 

adyacentes (5 pb). El panel tiene un tamaño aproximado de 33 Mb y comprende un total de 

293.903 amplicones. Las bibliotecas se cuantificaron mediante qPCR y posteriormente se 

prepararon y enriquecieron utilizando el sistema Ion Chef™ que proporciona una cobertura 

uniforme de las muestras.  

1.2 Secuenciación de exoma completo 

La secuenciación de exoma completo de las muestras lo llevó a cabo la empresa 

NIMgenetics (Madrid, España). La secuenciación de las librerías de ADN se realizó utilizando 

la plataforma de secuenciación Ion Proton (Thermo Fisher Scientific Inc.), a una profundidad 

media de cobertura de >100X, que cubre más del 92% de los amplicones con al menos 20X. 

Todas las secuencias leídas fueron alineadas frente a la versión del genoma de referencia 

humano (hg19 GRCh37) empleando el software TMAP-Ion-Alignment (Torrent Mapping 

Alignment Program, GitHUB Inc., San Francisco, CA, USA). Las secuencias, alineadas y 

filtradas según criterios de calidad específicos, fueron analizadas con la herramienta Torrent 

Variant Caller para identificar variaciones de nucleótidos frente al genoma de referencia. La 
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anotación de las variantes se realizó utilizando la última versión disponible del Ion Reporter™ 

(Thermo Fisher Scientific Inc.). El análisis tuvo como objetivo identificar variantes raras, 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) e inserciones o delecciones (excluyendo variantes 

sinónimas) ubicadas en los exones y regiones de splicing de los genes, que se detectaron en más 

del 40% de las lecturas. De todo el exoma, analizamos las regiones codificantes y de splicing 

de los 182 genes mostrados en la Tabla IV.1. Además de los genes que ya habían sido asociados 

con SAH, también se incluyeron otros que codificaban (i) proteínas constitutivas de canales 

iónicos cardiacos, (ii) proteínas que participan en la formación de canalosomas en la membrana 

de células cardiacas, y (iii) proteínas cuya relación en la modulación de la actividad de canales 

iónicos ha sido demostrada, mediante estudios funcionales, o sugerida, mediante estudios de 

asociación del genoma completo (en inglés GWAS o Genome-Wide Association Study). Se 

excluyeron los genes asociados con cardiomiopatías estructurales hereditarias y los relacionados 

con la aparición de taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica puesto que no se 

incluyeron en el estudio pacientes con esta enfermedad.  

Tabla IV.1. Listado de los 182 genes incluidos en el panel de secuenciación masiva personalizado HaloPlex.  

No. Gen Proteína Localización 

1 ABCC9 
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9 

(SUR2) 12p12.1 

2 ACTN2 Actinin Alpha 2 1q43 

3 AGXT2 Alanine--Glyoxylate Aminotransferase 2 5p13.2 

4 AKAP5 A-Kinase Anchoring Protein 5 14q23.3 

5 AKAP9 A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9 7q21-q22 

6 ALPK3 Alpha Kinase 3 15q25.3 

7 ANK2 Ankyrin 2  4q25-q27 

8 ANK3 Ankyrin 3 10q21.2 

9 ANKRD1 Ankyrin Repeat Domain 1 10q23.31 

10 ATF4 Activating Transcription Factor 4 22q13.1 

11 ATP1B1 ATPase Na+/K+ Transporting Subunit Beta 1 1q24.2 

12 B3GNT7 UDP-GlcNAc:BetaGal Beta-1,3-N-Acetylglucosaminyltransferase 

7 2q37.1 

13 BIN1 Bridging Integrator 1 2q14.3 

14 C9ORF3 Chromosome 9 open reading frame 3 (aminopeptidase O) 9q22.32 

15 CACNA1C Calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit 12p13.3 

16 CACNA1D Calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1D subunit 3p14.3 

17 CACNA1G Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1G subunit 17q22 

18 CACNA1H Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H subunit 16p13.3 

19 CACNA1I Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1I subunit 22q13.1 

20 CACNA2D1 Calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1 7q21-q22 

21 CACNA2D2 Calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 2 3p21.31 

22 CACNB2 Calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit 10p12 

23 CALM1 Calmodulin 1 14q32.11 

24 CALM2 Calmodulin 2 2p21 

25 CALM3 Calmodulin 3 19q13.32 

26 CAMK2D Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase II Delta 4q26 

27 CAND2 Cullin Associated And Neddylation Dissociated 2 3p25.2 

28 CASP3 Caspase 3 4q35.1 

29 CASQ2 Calsequestrin 2 (cardiac muscle) 1p13.3-p11 
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30 CAV1 Caveolin 1 7q31.2 

31 CAV2 Caveolin 2 7q31.2 

32 CAV3 Caveolin 3 3p25 

33 CDH2 Cadherin 2 18q12.1 

34 CREB1 cAMP Responsive Element Binding Protein 1 2q33.3 

35 CREB5 cAMP Responsive Element Binding Protein 5 7p15.1-p14.3 

36 CREM cAMP Responsive Element Modulator 10p11.21 

37 CTNNA3 Catenin Alpha 3 10q21.3 

38 CUX2 Cut Like Homeobox 2 
12q24.11-

q24.12 

39 DES Desmin 2q35 

40 DLG1 Discs, large homolog 1 (SAP97) 3q29 

41 DPP6 Dipeptidyl-peptidase 6 7q36.2 

42 DTNA Dystrobrevin Alpha 18q12.1 

43 ECRG4 Esophageal Cancer Related Gene 4 Protein Augurin Precursor 2q12.2 

44 EMD Emerin Xq28 

45 ENPP4 Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 4 6p21.1 

46 EPAS1 Endothelial PAS Domain Protein 1 2p21 

47 ETV1 ETS Variant Transcription Factor 1 7p21.2 

48 FBN1 Fibrillin 1 15q21.1 

49 FBN2 Fibrillin 2 5q23.3 

50 FBXO32 F-Box Protein 32 8q24.13 

51 FGF12 Fibroblast growth factor 12 3q28-q29 

52 FGF13 Fibroblast growth factor 13 Xq26.3 

53 FLNA Filamin A Xq28 

54 FLNB Filamin B 3p14.3 

55 FLNC Filamin C 7q32.1 

56 GALNT1 Polypeptide N-Acetylgalactosaminyltransferase 1 18q12.2 

57 GATA4 GATA binding protein 4 8p23.1-p22 

58 GATA5 GATA binding protein 5 20q13.33 

59 GATA6 GATA binding protein 6 18q11.2 

60 GJA1 Gap junction protein, alpha 1, 43kDa (Cx43) 6q22-q23 

61 GJA5 Gap junction protein, alpha 5, 40kDa (Cx40) 1q21.1 

62 GPC5 Glypican 5 13q32 

63 GPD1L Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like 3p22.3 

64 HAND2 Heart And Neural Crest Derivatives Expressed 2 4q34.1 

65 HCN1 
Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium 

channel 1 5p12 

66 HCN2 
Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium 

channel 2 19p13 

67 HCN3 
Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium 

channel 3 1q21.2 

68 HCN4 
Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium 

channel 4 15q24.1 

69 HEY2 
Hes Related Family BHLH Transcription Factor With YRPW Motif 

2 6q22.31 

70 IRX5 Iroquois homeobox 5 16q12.2 

71 ISL1 ISL LIM Homeobox 1 5q11.1 

72 JPH2 Junctophilin 2 20q13.12 

73 KCNA4 
Potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 

4 11p14 

74 KCNA5 
Potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 

5 12p13 

75 KCNA7 
Potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 

7 19q13.3 

76 KCNAB1 
Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily A Member 

Regulatory Beta Subunit 1 3q25.31 

77 KCNB1 
Potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily, member 

1 20q13.2 
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78 KCNB2 
Potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily, member 

2 8q13.2 

79 KCND2 Potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 2 7q31 

80 KCND3 Potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 3 1p13.2 

81 KCNE1 Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 1 
21q22.1-

q22.2 

82 KCNE1L Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 1-like Xq22.3 

83 KCNE2 Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 2 21q22.1 

84 KCNE3 Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 3 11q13.4 

85 KCNE4 Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 4 2q36.1 

86 KCNH2 
Potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), 

member 2 7q36.1 

87 KCNIP2 Kv channel interacting protein 2 10q24.32 

88 KCNJ11  
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 11 

(Kir6.2) 11p15.1 

89 KCNJ12 
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 12 

(Kir2.2) 17p11.1 

90 KCNJ2 
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2 

(Kir2.1) 17q24.3 

91 KCNJ3 
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 3 

(Kir3.1) 2q24.1 

92 KCNJ4 
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 4 

(Kir2.3) 22q13.1 

93 KCNJ5 
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 5 

(Kir3.4) 11q24 

94 KCNJ8 
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 8 

(Kir6.1) 12p12.1 

95 KCNK2 Potassium Two Pore Domain Channel Subfamily K Member 2 1q41 

96 KCNK3 Potassium Two Pore Domain Channel Subfamily K Member 3 2p23.3 

97 KCNK17 Potassium Two Pore Domain Channel Subfamily K Member 17 6p21.2 

98 KCNN3 
Potassium intermediate/small conductance calcium-activated 

channel, subfamily N, member 3 1q21.3 

99 KCNQ1 Potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1 11p15.5 

100 KCNV1 Potassium channel, subfamily V, member 1 8q23.2 

101 KLF10 Kruppel Like Factor 10 8q22.3 

102 KLF12 Kruppel Like Factor 12 13q22.1 

103 LDB3 LIM Domain Binding 3 10q23.2 

104 LGALS3 Galectin 3 14q22.3 

105 LRIT3 Leucine Rich Repeat, Ig-Like And Transmembrane Domains 3 4q25 

106 MEF2D Myocyte Enhancer Factor 2D 1q22 

107 MEIS1 Meis Homeobox 1 2p14 

108 MYH6 Myosin Heavy Chain 6 14q11.2 

109 MYOCD Myocardin 17p12 

110 NCS1 Neuronal calcium sensor 1 9q34.11 

111 NDRG4 NDRG Family Member 4 16q21 

112 NEBL Nebulette 10p12.31 

113 NEDD4 NEDD4 E3 Ubiquitin Protein Ligase 15q21.3 

114 NEURL1 Neuralized E3 Ubiquitin Protein Ligase 1 10q24.33 

115 NFIA Nuclear Factor I A 1p31.3 

116 NKX2-5 NK2 Homeobox 5 5q34 

117 NKX2-6 NK2 Homeobox 6 8p21.2 

118 NOS1AP Nitric Oxide Synthase 1 Adaptor Protein 1q23.3 

119 NODAL Nodal Growth Differentiation Factor 10q22.1 

120 NOTCH1 Notch Receptor 1 9q34.3 

121 NPR1 NPPA receptor A 1q21.3 

122 PBX1 PBX Homeobox 1 1q23.3 

123 PITX2 Paired-like homeodomain 2 4q25 

124 PKP1 Plakophilin 1 1q32.1 

125 PKP2 Plakophilin 2 12p11.21 

126 PKP3 Plakophilin 3 11p15.5 
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127 PKP4 Plakophilin 4 2q24.1 

128 PLN Phospholamban 6q22.1 

129 PPFIA4 PTPRF Interacting Protein Alpha 4 1q32.1 

130 PRMT3 Protein arginine methyltransferase 3 11p15.1 

131 PRMT5 Protein arginine methyltransferase 5 14q11.2 

132 PRRX1 Paired Related Homeobox 1 1q24.2 

133 RANGRF RAN guanine nucleotide release factor (MOG1) 17p13 

134 RBM20 RNA Binding Motif Protein 20 10q25.2 

135 REM2 RRAD And GEM Like GTPase 2 14q11.2 

136 RFX4 Regulatory Factor X4 12q23.3 

137 RHOA Ras Homolog Family Member A 3p21.31 

138 RNF207 Ring Finger Protein 207 1p36.31 

139 ROCK1 Rho-Associated, Coiled-Coil-Containing Protein Kinase 1 18q11.1 

140 ROCK2 Rho-Associated, Coiled-Coil-Containing Protein Kinase 2 2p25.1 

141 RRAD Ras Related Glycolysis Inhibitor And Calcium Channel Regulator 16q22.1 

142 SCN10A Sodium channel, voltage-gated, type X, alpha subunit 3p22.2 

143 SCN1B Sodium channel, voltage-gated, type I, beta subunit 19q13.12 

144 SCN2B Sodium channel, voltage-gated, type II, beta subunit 11q22-qter 

145 SCN3B Sodium channel, voltage-gated, type III, beta subunit 11q24.1 

146 SCN4B Sodium channel, voltage-gated, type IV, beta subunit 11q23.3 

147 SCN5A Sodium channel, voltage-gated, type V, alpha subunit 3p21 

148 SCN8A Sodium channel, voltage gated, type VIII, alpha subunit 12q13.1 

149 SEMA3A Semaphorin 3ª 7q21.11 

150 SGK1 Serum/Glucocorticoid Regulated Kinase 1 6q23.2 

151 SHOX2 Short Stature Homeobox 2 3q25.32 

152 SLC6A4 Solute Carrier Family 6 Member 4 17q11.2 

153 SLC8A1 Solute Carrier Family 8 Member A1 2p22.1 

154 SLC28A1 Solute Carrier Family 28 Member 1 15q25.3 

155 SLC35F1 Solute Carrier Family 35 Member F1 
6q22.2-

q22.31 

156 SLMAP Sarcolemma associated protein 3p21.2-p14.3 

157 SNTA1 
Syntrophin, alpha 1 (dystrophin-associated protein A1, 59kDa, 

acidic component) 20q11.2 

158 SOX5 SRY-Box Transcription Factor 5 12p12.1 

159 SOX8 SRY-Box Transcription Factor 8 16p13.3 

160 SPHK1 Sphingosine Kinase 1 17q25.1 

161 SPON1 Spondin 1 11p15.2 

162 SPTBN2 Spectrin Beta, Non-Erythrocytic 2 11q13.2 

163 SPTBN4 Spectrin Beta, Non-Erythrocytic 4 19q13.2 

164 SSBP3 Single Stranded DNA Binding Protein 3 1p32.3 

165 STRN Striatin, calmodulin binding protein 2p22.2 

166 SYNE2 Spectrin Repeat Containing Nuclear Envelope Protein 2 14q23.2 

167 SYNPO2L Synaptopodin 2 Like 10q22.2 

168 TBX20 T-box 20 7p14.3 

169 TBX3 T-box 3 12q24.1 

170 TBX5 T-box 5 12q24.1 

171 TBX18 T-box 18 6q14.3 

172 TCAP Titin-Cap 17q12 

173 TMEM43 Transmembrane Protein 43 3p25.1 

174 TRDN Triadin TRDN 

175 TRPC3 
Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily C Member 

3 4q27 

176 TRPM4 Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 4 19q13.3 

177 VCL Vinculin 10q22.2 

178 WNT4 Wnt Family Member 4 1p36.12 

179 WNT8A Wnt Family Member 8A 5q31.2 

180 ZBTB17 Zinc Finger And BTB Domain Containing 17 1p36.13 

181 ZFHX3 Zinc Finger Homeobox 3 
16q22.2-

q22.3 

182 ZNFX1 Zinc Finger NFX1-Type Containing 1  20q13.13 
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1.3 Análisis bioinformático de las variantes identificadas en el gen ZFHX3 

Una vez realizada la secuenciación de todas las muestras, la empresa NIMGenetics se 

encargó de analizar las lecturas obtenidas mediante el sistema integrado Torrent Suite v3.6.2. 

Posteriormente, identificó y anotó todas las variantes encontradas utilizando el algoritmo 

Variant Caller y el programa bioinformático PROVEAN 

(http://provean.jcvi.org/genome_submit.php), respectivamente. Por último, se estimó el 

efecto funcional de aquellas variaciones clasificadas como patogénicas y que aparecían una 

sola vez en el set de muestras analizadas, utilizando los sistemas de predicción SIFT y 

MutationTaster, ambos incluidos dentro del paquete de análisis bioinformático ALAMUT 

(http://www.interactive-biosoftware.com/). Todos estos resultados fueron trasladados a 

nuestro laboratorio donde procedimos a una segunda valoración de las variantes patogénicas 

de interés atendiendo a diferentes parámetros como la frecuencia alélica (se descartaron todas 

aquellas variantes con una frecuencia en la población mayor al 1%). Además, se tuvieron en 

consideración otras variables como la presencia en genes ya asociados con la enfermedad, los 

resultados de la predicción de patogenicidad utilizando programas informáticos , (Polyphen2, 

SIFT, PROVEAN, Mutation Taster, Mutation Assessor y Likelihood Ratio Test-LRT), el grado 

de conservación del residuo afectado medido mediante el software Alamut 

(http://www.interactive-biosoftware.com) y su presencia en bases de datos públicas como 

dbSNP, genome aggregation (https://gnomad.broadinstitute.org/) y 1000 genomes. En la Tabla 

IV.2 se recogen aquellas variantes del gen ZFHX3 (NM_006885.3) identificadas en los 

probandos. 

Tabla IV.2. Variantes genéticas en el gen ZFHX3 identificadas en los probandos. 

Referencia 

Paciente 
Coordenada genómica 

Cambio 

nucleótido 

Cambio 

aminoácido 
Diagnóstico 

UCM13011 16,72845561,A,G c.3779T>C p.Met1260Thr FA familiar 

(Hermanos) UCM13012 16,72845561,A,G c.3779T>C p.Met1260Thr 

UCM15005 16,72984739,C,T c.2845G>A p.Val949Ile S. Brugada 

UCM16032 16,72828890,T,C c.7691A>G p.Gln2564Arg S. Brugada 

1.4 Secuenciación mediante el método de Sanger 

Las variantes identificadas en el gen ZFHX3 fue confirmada mediante secuenciación 

por el método de Sanger (Núñez y cols., 2013; Caballero y cols., 2017; Tinaquero y cols., 2020; 

Nieto-Marín y cols., 2022). Para ello, procedimos a la purificación del ADN genómico del 

probando y sus familiares a partir de las muestras de sangre total empleando el Kit descrito en 

http://provean.jcvi.org/genome_submit.php
http://www.interactive-biosoftware.com/
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el apartado 1.1, así como la respectiva amplificación por PCR de aquellas regiones incluyendo 

las mutaciones de cada uno de los genes. Los oligonucleótidos cebadores utilizados en cada 

caso se describen en la Tabla IV.3. Los productos amplificados fueron posteriormente 

purificados utilizando el sistema Illustra ExoProStar 1-Step (GE Healthcare Life Sciences, NJ, 

USA) y sometidos a secuenciación directa empleando el secuenciador Applied Biosystems ABI 

Prism 3730 DNA (Secugen S.L. CIB-CSIC y NIMgenetics, Spain). Los resultados fueron 

comparados con la secuencia de referencia del genoma humano (hg19 GRCh37) utilizando el 

software Chromas Lite (http://technelysium.com.au). 

Tabla IV.3. Oligonucleótidos cebadores utilizados. En la tabla se detallan las diferentes mutaciones encontradas 

en ZFHX3, así como los oligonucleótidos cebadores directos (forward) utilizados para la amplificación de las 

regiones de interés que incluían cada una de las mutaciones. *Por simplicidad sólo se muestra la secuencia 

Forward. La secuencia Reverse utilizada para la mutagénesis era complementaria a la secuencia Forward. 

Cambio 

nucleótido 
Cambio aminoácido Secuencia Forward (5’-3’) 

c.3779T>C p.Met1260Thr 
GATCAAACCGGAGCAGATGT 

c.3779T>C p.Met1260Thr 

c.2845G>A p.Val949Ile TGGTGTCAGAGGAGCTGATG 

c.7691A>G p.Gln2564Arg CCCCTACCAGTGTGACCAGT 

2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE ARNm EN MIOCARDIO HUMANO: GTEx 

2.1 Acceso a los datos públicos de transcriptoma en tejido cardíaco humano 

El proyecto Genotype-Tissue Expression (GTEx) recopila y analiza muestras post 

mortem de 54 tejidos obtenidos a partir de 1000 sujetos sanos. Dichas muestras se han utilizado 

en ensayos moleculares, incluidos secuenciación del genoma y del exoma completo, y 

secuenciación del transcriptoma (RNA-Seq) (GTEx, 2013; Melé y cols., 2015). A través de la 

base de datos GTEx (https://gtexportal.org/) [RSEMv1.3.0 (v8)], se accedió a los datos de 

RNA-Seq de aurículas humanas (n = 429) y ventrículos (n=432) lo que permitió obtener los 

valores de tránscritos por millón (TPM) resultantes para los genes ZFHX3, TBX5, PITX2, y 

NKX25. 

3. OBTENCIÓN DE VECTORES Y MUTAGÉNESIS DIRIGIDA 

El vector de expresión (pCMV6-AC-GFP) con el ADNc del factor de transcripción 

humano Zfhx3 (Cat#: RG223762) que permite su expresión en líneas celulares de mamífero 

fue adquirido en la empresa OriGene (EEUU) (Figura IV.1). 

http://technelysium.com.au/
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Figura IV.1. Esquema del vector pCMV6-AC-GFP. El vector pCMV6-AC-GFP utilizado en esta Tesis 

Doctoral estaba compuesto por un fragmento de ADNc de ZFHX3, fusionado con la proteína fluorescente GFP, 

insertado cuya expresión está regulada por el promotor de citomegalovirus (CMV), por el gen que confiere 

resistencia a la Neomicina en eucariotas cuya expresión se encuentra regulada por el promotor constitutivo SV40 

y el gen que confiere resistencia a Ampicilina (Amp) en procariotas cuya expresión está regulada por el promotor 

CoIE1. 

 

Las mutaciones en el gen ZFHX3 fueron introducidas en el vector original (nativo o 

WT) por PCR empleando el Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New England Biolabs) en el 

caso de la mutación p.Q2564R o el Platinum SuperFi II DNA Polymerase (ThermoFisher) en 

el caso de las mutaciones p.V949I y p.M1260T. Posteriormente, su correcta infusión fue 

confirmada mediante secuenciación por el método Sanger en la empresa Secugen (Dolz-Gaitón 

y cols., 2013; Matamoros y cols., 2016b; Utrilla y cols., 2017; Tinaquero y cols., 2020; Nieto-

Marín y cols., 2022). Los oligonucleótidos cebadores utilizados para la introducción de las 

mutaciones por PCR y para la posterior confirmación por secuenciación Sanger, se describen 

en la Tabla IV.4. 
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Tabla IV.4. Oligonucleótidos cebadores utilizados para la introducción de las mutaciones del gen ZFHX3. 

En la tabla se detallan las diferentes mutaciones encontradas en el gen ZFHX3, así como los oligonucleótidos 

cebadores directos (forward). La letra minúcula marcada en amarillo representa el cambio de base correspondiente 

para cada mutación. *Por simplicidad sólo se muestra la secuencia Forward. La secuencia Reverse utilizada para 

la mutagénesis era complementaria a la secuencia Forward. 

4. REGISTRO DE LA INa EN CÉLULAS HL-1 

Las células HL-1 derivan de un linaje tumoral de cardiomiocitos auriculares de ratón 

(AT-1) que, a diferencia de éstos, tienen la capacidad de mantenerse en cultivo de manera 

indefinida y recuperarse tras el proceso de congelación/descongelación, todo ello manteniendo 

el fenotipo cardiaco adulto y la actividad contráctil (Claycomb y cols., 1998). Debido a estas 

propiedades, y a la expresión endógena de los canales de Na voltaje dependientes cardiacos 

(Nav1.5), dichas células son un modelo idóneo para el estudio electrofisiológico de la INa. 

4.1 Cultivo y transfección de las células HL-1 

Las células HL-1 fueron cultivadas en placas de 60 mm de diámetro cubiertas con una 

solución de gelatina/fibronectina al 0.1% y medio Claycomb suplementado con suero fetal 

bovino al 10%, una mezcla de antibióticos (100 U/mL de penicilina y 100 μg/mL de 

estreptomicina), L-glutamina 4 mM y noradrenalina 100 μM (diluida en ácido ascórbico). Las 

células fueron incubadas a 37 °C en una atmósfera de CO2 al 5% y se pasaron cada 4-5 días 

mediante un breve tratamiento con tripsina (0.5 mg/ml) (Barana y cols., 2014; Pérez-Hernández 

y cols., 2016; Caballero y cols., 2017; Utrilla y cols., 2017; Nieto-Marín y cols., 2022).  

Para el estudio electrofisiológico, las células HL-1 se transfectaron de forma transitoria 

con 2 μg de los vectores que contienen el ADNc que codifica Zfhx3 (WT o mutante) empleando 

lipofectamina (LipofectAMINE 2000, Invitrogen, USA) (Barana y cols., 2014; Pérez-

Hernández y cols., 2016; Caballero y cols., 2017; Utrilla y cols., 2017; Nieto-Marín y cols., 

2022). Este método de transfección consiste en la incubación de una mezcla de lipofectamina 

junto con el vector de expresión que incluye el ADNc que codifica el factor de transcripción 

en presencia de medio Opti-MEM sin suero. Tanto la cantidad de reactivo como la de medio 

Mutación 

ADNc 
Mutación proteína Cebadores mutagénesis (5´-3´)* 

c.2845G>A p.Val949Ile GAAGCTCTTCCAGTGCGCCaTCTGCAACAAGTTC 

c.3779T>C p.Met1260Thr CTGTGCCAGGACAcGCTCAACAACAAGATCCAC 

c.7691A>G p.Gln2564Arg ATCCACCCCCgGTTTTTGGAC 
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son calculadas en función del tamaño de la placa de cultivo. La lipofectamina está compuesta 

por una mezcla de lípidos que propicia que el ADNc se incorpore a las células. Tras añadir la 

mezcla a las células, éstas se incubaban de 4 a 6 horas a 37 °C y posteriormente se cambiaba 

el medio a Claycomb suplementado. Transcurridas 48 horas, las células eran sometidas a un 

tratamiento con tripsina al 1% (a 37 °C durante 5 minutos) con el fin de desprender las células 

de las placas y, tras centrifugar y resuspender éstas en medio nuevo, se procedía a realizar los 

experimentos electrofisiológicos durante las 12 horas siguientes. El vector de expresión 

utilizado (pCMV6-AC-GFP) codificaba, además de nuestras proteínas de interés, proteína 

verde fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP), por lo que la selección de aquellas células 

que habían sido transfectadas con las formas nativa o mutada de Zfhx3 se realizó mediante la 

visualización de la fluorescencia emitida por dicha proteína utilizando un microscopio de 

fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000S, Nikon). 

4.2 Silenciamiento de Zfhx3 en células HL-1 

El ARN de interferencia (ARNi) es un mecanismo biológico conservado en la 

evolución que inhibe específicamente la expresión de genes a nivel post-transcripcional, en 

respuesta a la presencia de secuencias de ARN de doble hebra conocidas como dsRNAs 

(double stranded RNA).  

EL ARNi fue caracterizado por primera vez en 1998, cuando Fire y cols, demostraron 

que la introducción de dsRNA en el nematodo Caenorhabditis elegans indujo la degradación 

del ARN mensajero (ARNm) que presentaba una secuencia complementaria a una de las hebras 

de dicho dsRNA, resultando en el silenciamiento del gen correspondiente (Fire y cols., 1998). 

Estudios posteriores demostraron que este fenómeno de silenciamiento tenía como primer paso 

la entrada del dsRNA en el interior de la célula y su posterior escisión a siRNAs (small 

interfering RNAs), que son ARNs pequeños de doble cadena de 22-25 nucleótidos de longitud 

encargados de silenciar la expresión génica (Hamilton y Baulcombe, 1999; Zamore y cols., 

2000). Dos años más tarde, y usando la información acerca del ARNi en mamíferos, se 

desarrollaron dos métodos principales para el silenciamiento de genes: por un lado, se usaron 

siRNAs sintéticos de unos 20-21 nucleótidos que se introducían directamente a la célula 

mediante la transfección con agentes lipídicos (Elbashir y cols., 2001) y, por otro, shRNAs 

(short hairpin RNAs), que son siRNAs provenientes de la escisión de una sola hebra de ARN 

con estructura de horquilla (Yu y cols., 2002). Los shRNAs son transcritos a partir de ADNc 
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que se introduce a la célula mediante infección con partículas virales las cuales contienen dicho 

ADN insertado en un vector de expresión de tipo plasmídico.  

El silenciamiento de Zfhx3 se realizó utilizando ARN de interferencia (ARNi On-

Targetplus siRNA, Cat#:042881-01-0005, Horizon). El ARNi utilizado (SMARTPool) 

consiste en una mezcla de cuatro ARNi diferentes encargados de silenciar cuatro regiones 

diferentes del ARN mensajero de ZFHX3. Los cultivos celulares se transfectaron con el ARNi 

a una concentración final de 30 nM. Como control negativo de silenciamiento se utilizó un 

ARNi que no presentaba una secuencia complementaria a ningún ARNm endógeno celular 

(scrambled). La eficacia del silenciamiento se determinó con experimentos de Western Blot a 

las 24 horas de la transfección. Por tanto, los experimentos electrofisiológicos se llevaron a 

cabo transcurrido ese mismo tiempo tras la transfección con el ARNi. 

5. TÉCNICA DE FIJACIÓN DE VOLTAJE EN PARCHE DE MEMBRANA 

(PATCH-CLAMP) 

La técnica de fijación de voltaje comenzó a utilizarse en los años 80 para el registro de 

corrientes iónicas en células aisladas y permite controlar el potencial de parte o de toda la 

membrana de la célula (Em) y registrar la corriente generada a través de los canales iónicos 

localizados en la membrana al modificar el potencial de la membrana aplicando, p. ej. pulsos 

hiper o despolarizantes o bien cambios progresivos en el potencial (rampas) (Hamill y cols., 

1981). Esta técnica se basa en la formación de un sello de alta resistencia (un “gigasello” de ≈ 

2 GΩ) entre la luz de una micropipeta de vidrio y la membrana de una célula (Figura IV.2). 

La micropipeta se llena con una solución iónica (“solución interna”) cuya composición varía 

en función de la corriente objeto de estudio. A través de la micropipeta, se inyecta la corriente 

necesaria para fijar el Em al valor deseado y, al mismo tiempo, se registra la corriente generada 

tras la aplicación de pulsos hiper o despolarizantes (Hamill y cols., 1981). La técnica de fijación 

de voltaje presenta diferentes configuraciones (Figura IV.3): 

a) Configuración de parche sobre célula entera, cell-attached u on-cell patch. 

b) Configuración de célula entera o whole-cell patch. 

c) Configuración de parche interior-fuera o inside-out patch. 

d) Configuración de parche exterior-fuera o outside-out patch. 



Material y Métodos 

106 

 

Figura IV.2. Formación de un sello de alta resistencia. Se muestran una micropipeta de vidrio y una célula 

CHO en el transcurso de la formación de un sello de alta resistencia o “gigasello”.  

Una vez que se ha puesto en contacto la micropipeta con la superficie de la membrana 

celular, se aplica una ligera succión, con lo que la porción de la membrana incluida en la luz 

de la micropipeta se invagina y se forma el sello de alta resistencia. Ésta es la configuración de 

“parche de membrana sobre célula entera” (cell-attached u on-cell patch) que permite el 

registro de la corriente iónica unitaria o microscópica (i), generada por la activación de un 

único canal (single channel) presente en el parche de membrana. Esta configuración presenta 

la ventaja de ser la más fisiológica de las cuatro mencionadas porque no modifica el medio 

intracelular y es la más adecuada para estudios que requieran la participación de todos los 

sistemas celulares moduladores del canal iónico. Su principal desventaja es que no permite 

determinar el potencial de reposo (un indicador de la situación fisiológica de la célula) ya que 

los valores a los que se fija son relativos al Em de la célula. Este problema se minimiza 

perfundiendo las células con una solución externa despolarizante que mantiene el Em en 0 mV. 
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Figura IV.3. Configuraciones de la técnica de patch-clamp. Diagrama que ilustra la metodología para conseguir 

las diferentes configuraciones de los sellos mediante la técnica de patch-clamp.  

A partir de la configuración de parche de membrana sobre célula entera, y aplicando 

una ligera succión adicional, se puede romper la porción de membrana invaginada en la luz de 

la micropipeta y conseguir la configuración de “célula entera” (whole-cell patch). Tras la 

ruptura del parche de membrana, la solución que rellena la micropipeta (solución interna) entra 

en contacto con el medio intracelular y, al ser mucho mayor su volumen en comparación con 

el de éste, se produce un recambio casi inmediato, es decir, se produce una diálisis intracelular. 

En estas condiciones es posible fijar el Em al valor deseado y, tras la aplicación de los 

protocolos experimentales adecuados, registrar la corriente iónica resultante de la actividad de 

todos los canales presentes en la membrana celular o corriente macroscópica (I). Esta 

configuración permite controlar y modificar a voluntad el medio intracelular, pero también 

diluye los mediadores intracelulares responsables de la regulación de los canales iónicos. Para 

minimizar este problema, la solución interna de la micropipeta se complementa con ATP y 

otros mediadores (p. ej. fosfocreatina, PIP2, etc). Otra posibilidad para minimizar la dilución 

de los mediadores celulares es utilizar la configuración de “parche de membrana perforado”. 

Para ello, se añade a la solución interna un antibiótico antifúngico (nistatina o anfotericina B) 

que, una vez que se ha formado el sello de alta resistencia, va formando pequeños poros en la 
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membrana de la célula, permitiendo así el paso de iones monovalentes. De esta forma, la 

resistencia de acceso va disminuyendo paulatinamente, mientras que la amplitud de la corriente 

registrada va aumentando, hasta que ambos parámetros alcanzan valores estables al cabo de 

≈30 minutos, momento en el que se empieza a registrar la corriente iónica objeto de estudio. 

Partiendo de la configuración de parche de membrana sobre célula entera, y elevando 

la célula del fondo del baño, se puede separar del resto de la célula el parche de membrana 

incluido en la luz de la micropipeta, quedando así la cara citosólica de la membrana expuesto 

al medio externo y la extracelular en contacto con la solución interna de la micropipeta. Ésta 

es la configuración de “parche de membrana interior-fuera” (inside-out patch). 

Por último, también existe la configuración de “parche de membrana exterior-fuera” 

(outside-out patch), la cual se obtiene a partir de la configuración de célula entera (whole-cell). 

En esta configuración, la cara extracelular de la membrana es la que queda en contacto con la 

solución externa. Estas dos últimas configuraciones son las también llamadas “de parche 

escindido” y permiten el registro de corrientes unitarias y macroscópicas en macroparches. 

Ambas son adecuadas para el estudio del mecanismo de acción de fármacos o mediadores que 

actúen selectivamente sobre las superficies extra o intracelular de la membrana. Sin embargo, 

presentan el inconveniente de que desligan los canales iónicos del contenido citosólico que 

modula su actividad. 

Todas las corrientes iónicas descritas en la presente Tesis Doctoral, fueron registradas 

utilizando la configuración de célula entera (whole-cell) de la técnica de patch-clamp. 

5.1 Técnicas de registro en células HL-1 

Para el registro de INa en células HL-1 se colocaba una alícuota de la suspensión de las 

células transfectadas en una cámara de 0.5 mL montada sobre la platina de un microscopio 

invertido (Nikon TS100; Nikon Co., Tokio, Japón). Tras asentarse en el fondo de la cámara, 

las células eran perfundidas con solución externa (ver composición más adelante) a una 

velocidad de flujo de ≈ 1 mL/minuto. Las corrientes se registraron a temperatura ambiente. 

Para la obtención de los registros se utilizó un amplificador Axopatch 200B (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, EEUU). La generación de protocolos, la adquisición de datos y el 

análisis de los mismos fueron llevados a cabo mediante el uso del software pCLAMP 10 y de 

sus aplicaciones CLAMPEX y CLAMPFIT (Molecular Devices). Las micropipetas empleadas 

en los registros fueron obtenidas a partir de capilares de borosilicato de 1.0 y 0.5 mm de 
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diámetro exterior e interior, respectivamente (GD1; Narishige Co. Ltd, Tokio, Japón), 

utilizando un estirador horizontal de micropipetas programable (P-2000; Sutter Instruments 

Co., Novato, CA, EEUU). Posteriormente, las puntas de las micropipetas fueron pulidas en una 

microforja (MF-83; Narishige) hasta alcanzar el diámetro deseado. Para asegurar la calidad de 

la fijación del voltaje, la resistencia de las micropipetas utilizadas, una vez que se rellenaban 

con la solución interna y se sumergían en la solución externa, era inferior a 1.5 MΩ para el 

registro de la INa. Los artefactos de corriente capacitativa generados al aplicar pulsos simétricos 

de 10 mV fueron registrados a 50 kHz, filtrados a 10 kHz y posteriormente utilizados para el 

cálculo de la capacitancia, la resistencia de acceso y la impedancia de entrada a la célula. 

Posteriormente se compensaron la capacitancia y las resistencias en serie mediante el módulo 

de compensación del amplificador Axopatch 200B; en la mayor parte de los casos se obtuvo 

una compensación en torno al 80%. La resistencia de acceso no compensada y la capacitancia 

celular, en HL-1 no transfectadas, fueron de 1.6 ± 0.7 MΩ y 20.9 ± 2.3 pF (n = 41), 

respectivamente. Ni la expresión de las formas nativa o mutada de Zfhx3 modificaron 

significativamente estos valores. Por otra parte, la media de la amplitud máxima de la INa en 

células no transfectadas fue de -1009.7±153.8 pA (n=26). Por ello, en nuestras condiciones 

experimentales, los errores de voltaje debido a las resistencias en serie fueron mínimos (<5 

mV). Además, la baja capacitancia permitió un rápido control en la fijación de voltaje. De todas 

formas, para minimizar el impacto del desplazamiento tiempo-dependiente de los mecanismos 

de apertura, cierre e inactivación de los canales durante los registros, en todos los experimentos 

se comenzaban los registros al mismo tiempo (5-10 minutos después de establecer la 

configuración de célula entera). En esas condiciones, la amplitude y la dependencia de voltaje 

de la activación e inactivación permanecieron estable durante todo el experimento (Matamoros 

y cols., 2016b; Caballero y cols., 2017; Utrilla y cols., 2017; Pérez-Hernández y cols., 2018; 

Tinaquero y cols., 2020; Nieto-Marín y cols., 2022). Asimismo, para minimizar la influencia 

de la variabilidad en la expresión de los canales endógenos o de los factores de transcripción 

transfectados, cada grupo experimental fue analizado en un número suficientemente grande de 

células provenientes de al menos 3 lotes distintos de células. 

5.2 Registro de INa en células HL-1: Soluciones y protocolos 

Para el registro de la INa en células HL-1 la solución externa contenía (en mM): NaCl 

100, CsCl 50, MgCl2 1.5, CaCl2 1, HEPES 5, glucosa 5 (ajustada a pH 7.35 con CsOH) 

(Matamoros y cols., 2016a; Pérez-Hernández y cols., 2016). A dicha solución se le añadía 
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nifedipino (1 µM) para inhibir la ICa,L. Las micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron 

con una solución interna cuya composición era (mM): NaF 10, CsF 110, CsCl 20, HEPES 10, 

y EGTA 10 (ajustada a pH 7.35 con CsOH).  

El protocolo para registrar la INa consistió en la aplicación de pulsos de 50 ms en 

incrementos de 5 mV entre -90 mV y +20 mV, desde un potencial de fijación de -120 mV. En 

todos los experimentos, la amplitud de la corriente (pA) se normalizó a la capacitancia de la 

membrana celular (pF) para obtener la densidad de corriente (pA/pF). Las relaciones densidad 

de corriente-voltaje se obtuvieron representando la densidad de la corriente medida como la 

diferencia de amplitud entre el pico máximo y el final de cada pulso, en función del potencial 

de membrana del pulso aplicado. Para determinar el ENa (potencial de inversión para el Na+) las 

relaciones densidad de corriente-voltaje fueron ajustadas a la ecuación: 

 INa = (Em - ENa)*Gmax*(1 + exp[Em - Vh]/k) – 1 (IV.1) 

donde INa es la amplitud de la corriente medida en el pico y generada al aplicar cada 

pulso al potencial de membrana deseado Em, Gmax la conductancia máxima, Vh es el punto medio 

de la curva y k el valor de la pendiente.  

La dependencia de voltaje de la activación de los canales Nav1.5 se analizó construyendo 

las curvas conductancia–voltaje (curvas de activación). Para cada experimento, la curva de 

activación se obtuvo representando el valor de la conductancia normalizado en función del 

potencial de membrana. La conductancia (G) fue calculada mediante la ecuación: 

G = INa/(Em - ENa) (IV.2) 

donde G es la conductancia a un Em dado, INa la amplitud de la corriente medida en el 

pico y generada al aplicar cada pulso al potencial de membrana deseado Em y ENa es el potencial 

de inversión para el Na+ calculado mediante la ecuación IV.1. 

Por otro lado, la dependencia de voltaje de la inactivación fue determinada mediante un 

protocolo de doble pulso en el que primero se aplicaba un pulso de 500 ms de duración desde -

140 mV hasta -20 mV en incrementos de 10 mV (potencial de fijación -120 mV), seguido de un 

segundo pulso test a -20 mV. Para cada experimento, la curva de inactivación se obtuvo 

representando la amplitud de corriente obtenida en el pulso test, normalizada con respecto al 

pico de corriente máxima, en función del potencial de membrana del pulso previo.  
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El ajuste de una función de Boltzmann tanto a las curvas de activación como a las de 

inactivación, permitió obtener los puntos medios (Vhact y Vhinact) y pendientes (kact y kinact) de 

cada curva, respectivamente. 

El análisis del curso temporal de la activación de los canales Nav1.5 se realizó ajustando 

una función monoexponencial a los trazos de corriente máxima obteniendo las correspondientes 

constantes de tiempo de activación (τact). 

Por su parte, para el análisis de la cinética de inactivación se ajustó una función 

biexponencial (IV.3) a los trazos de corriente máxima trazo. 

y=C+Af*exp(-t/τf)+As*exp(-t/τs) (IV.3) 

donde τf y τs son las constantes de tiempo, rápida y lenta respectivamente; Af y As las 

amplitudes de cada componente y C el valor de referencia. 

Por último, para registrar el componente persistente de la INa o corriente de Na lenta (INa,L), 

se aplicaron pulsos únicos de 500 ms de duración a -20 mV (potencial de fijación -120 mV). La 

corriente fue medida como la amplitud generada al final de los pulsos despolarizantes y 

representada como el porcentaje de la INa máxima medida al pico. 

6. EXPERIMENTOS DE WESTERN BLOT (WB) 

6.1 Extracción de proteínas en células HL-1 transfectadas 

Las células HL-1 se transfectaron de manera transitoria con el ADNc que codifica 

Zfhx3 (WT o mutantes, 4µg), o bien con el siRNA para el silenciamiento de Zfhx3 y siRNA 

scrambled control a una concentración final de 30 nM (descritos en el apartado 4.2), utilizando, 

en todos los casos, el método de transfección con lipofectamina descrito en el apartado 4.1. 

Tras 48 horas de incubación, las células se incubaron con tampón fosfato salino (Phosphate 

Buffered Saline o PBS) frío (3x) y se lisaron incubándolas con tampón 

radioimmunoprecipitation assay (tampón RIPA) frío, cuya composición era 50 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 0.5% deoxicolato y una mezcla de inhibidores 

de proteasas P2714 (Sigma), durante 30 minutos a 4 °C. Los núcleos y restos celulares se 

eliminaron mediante centrifugación a 14.000 rpm durante 20 minutos a 4 °C y el sobrenadante 

se utilizó inmediatamente para evitar ciclos de congelación/descongelación y posible 

degradación proteica. 
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6.2 Cuantificación de proteínas 

Para cuantificar la cantidad de proteínas totales extraída de cada muestra, se utilizó el 

método del ácido bicinconínico (BCA, Thermo Scientific, Pierce) siguiendo las instrucciones 

del proveedor. El BCA es un compuesto capaz de formar un complejo púrpura intenso con 

iones Cu1+ en medio alcalino. Este reactivo forma la base de un método analítico capaz de 

monitorizar el ion cuproso producido en una reacción entre las proteínas con Cu2+ en medio 

alcalino (reacción de Biuret).  

El procedimiento consistió, básicamente, en preparar distintas diluciones de las 

muestras junto con los reactivos A y B del kit y, tras 30 minutos a 37 °C, se leyó la absorbancia 

a 562 nm. Con los datos obtenidos se construyó una curva patrón con las distintas 

concentraciones conocidas de albúmina bovina (Bovine Serum Albumin o BSA) frente a los 

valores obtenidos de la absorbancia, que permitió cuantificar la cantidad de proteína presente 

en las diferentes muestras objeto de estudio mediante extrapolación. 

6.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida, transferencia de proteínas a membrana e 

inmunodetección 

Las muestras se cargaron en geles comerciales TGX Stain FreeTM (Bio-Rad, USA) del 

7.5% y se sometieron a electroforesis SDS-PAGE a voltaje de 120-150 V. Como patrón de 

pesos moleculares se utilizó el marcador HiMark™ Pre-stained Protein Standard, 31-460 kDA 

(Cat#: LC5699, ThermoFisher, USA). Una vez finalizada la electroforesis, se llevó a cabo la 

transferencia rápida (Bio-Rad, USA) durante 15 minutos a 25 V del gel a una membrana de 

nitrocelulosa.  

A continuación, para evitar la unión inespecífica de los anticuerpos primarios a la 

membrana, ésta se bloqueó durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación con PBS 

suplementado con Tween al 0.05% (PBS-T) y leche desnatada liofilizada al 5% para, 

seguidamente, incubar con el anticuerpo primario (diluido en tampón de bloqueo) a 4°C y 

agitación constante durante toda la noche. Al día siguiente, tras lavar la membrana 3 veces 

durante 7 minutos cada vez con tampón PBS-T, ésta se incubó durante una hora a temperatura 

ambiente y en agitación con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rábano (HRP) 

(diluido en tampón de bloqueo). Finalizada la incubación, se realizaron 3 lavados de 5 minutos 

cada uno en PBS-T y, posteriormente, se procedió a la detección de proteínas en la membrana 

mediante quimioluminiscencia potenciada (ECL, General Electric Healthcare, USA). Se utilizó 
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un equipo de imagen Chemidoc MP System y el software Image Lab 5.2.1 (Bio-Rad, USA) 

para el análisis densitométrico de las imágenes. Para asegurar la carga equitativa de proteína 

de las diferentes muestras, la expresión de cada proteína en la membrana de nitrocelulosa fue 

normalizada a la cantidad de proteína total presente en cada carril del gel de electroforesis, 

respectivamente. 

6.4 Anticuerpos empleados 

La detección específica de las proteínas Zfhx3, Nav1.5, Tbx5, Nedd4-2, β-Actina y 

Vinculina, se llevó a cabo usando como anticuerpos primarios: anti-Zfhx3.2 de conejo (1:1000, 

PD011, MBL Life Sciences), anti-Nav1.5 de conejo (1:1000; S0819 Sigma), anti-Tbx5 de 

conejo (1:500; 42-6500 ThermoFisher Scientific), anti-Nedd4-2 de conejo (1:2500; MA5-

32294 ThermoFisher Scientific), anti- β- Actina de ratón (1:10000, A5441 Sigma) y anti-

Vinculina de ratón (1:1000, sc73614 SantaCruz Biotechnology).  

Como anticuerpos secundarios se utilizaron en todos los ensayos, Anti-IgG de cabra 

unido a HRP (1:10,000; 111-035-144 Jackson Immunoresearch), Anti- IgG de cabra unido a 

HRP (1:10,000; 115-035-146 Jackson Immunoresearch), o Anti- IgG de conejo unido a HRP 

(1:4000; AP106P Sigma). 

7. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE ARNm  

7.1 Extracción de ARNm 

Las células HL-1 se transfectaron de manera transitoria con el ADNc que codifica 

Zfhx3 (WT o mutantes) (descritos en el apartado 4.2), utilizando, en todos los casos, el método 

de transfección con lipofectamina descrito en el apartado 4.1. Tras 48 horas de incubación, las 

células se lavaron con PBS frío (3x) y se extrajo el ARNm con el kit NucleoSpin RNA kit 

(Macherey-Nagel) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. A continuación, se cuantificó 

en el equipo Nano-Drop 2000 (ThermoFisher Scientific).  

7.2 PCR a tiempo real con retrotranscripción. (Reverse Transcription Quantitative 

PCR, RT-qPCR) 

La RT-qPCR es una técnica que nos permite cuantificar la cantidad de ARNm del gen 

elegido que hay en nuestra muestra. Es una combinación de 3 pasos, en primer lugar la 

retrotranscriptasa convierte el ARNm de nuestra muestra en ADNc, a continuación la 
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polimerasa amplifica el ADNc, y por último a través de un método de fluorescencia se detecta 

y cuantifica esta amplificación a tiempo real (Nolan y cols., 2006). 

Las muestras de ARNm se trasladaron al servicio de Genómica de la UCM 

(https://www.ucm.es/gyp/genomica-3), donde se realizó la retrotranscripción seguida de una 

PCR cuantitativa (RT-qPCR). Se cuantificaron los genes ZFHX3, SCN5A, TBX5, SCN1B, 

NKX2.5, PIAS3, STAT3, PITX2C y HPRT1 como control endógeno para la normalización. El 

método de detección utilizado en la qPCR fueron sondas fluorescentes TaqMan® (Heid y cols., 

1996) de la casa comercial Thermo Fisher (Hs00199344_m1 (hZfhx3), Mm00451979_m1 

(SCN5A), Mm00803518_m1 (TBX5), Mm00441210_m1 (SCN1B), Mm01309813_s1 

(NKX2.5), PITX2 (Mm00440826_m1 o Mm01316994_m1) y HPRT1 (Mm_03024075_m1). 

Los análisis de cada muestra se realizaron por triplicado con un control negativo de ARNm de 

células HL-1 sin transfectar. Además, se incluyeron tres controles diferentes para detectar la 

contaminación del ADN genómico en las muestras de ARNm durante las reacciones de 

retrotranscripsión (RT) o qPCR: una mezcla de RT sin transcriptasa inversa, una mezcla de RT 

que incluía la enzima, pero no el ARNm, y una mezcla negativa control, sin ARNm. 

El análisis de la expresión de los genes analizados por RT-qPCR se realizó con el 

método de comparación de los valores del ciclo límite crítico (Ct, ciclo umbral en el que la 

fluorescencia de la muestra se hace detectable por encima del fondo) y analizaron utilizando el 

software One-Step (Life Technologies). Los valores obtenidos del ciclo hasta el umbral (Ct) se 

normalizaron al ARNm de HPRT1. Los valores de Ct se basan en una escala logarítmica y se 

transformaron en valores delta Ct (ΔCt) restando el valor correspondiente al gen de interés 

HPRT1 (Caballero y cols., 2017). 

8. ENSAYO DE DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD LUCIFERASA 

8.1 Detección de la actividad luciferasa en células HL-1 

Para realizar los ensayos de luciferasa se emplearon células HL-1 sembradas en placas 

de 96 pocillos con fondo opaco y transfectadas de manera transitoria utilizando el método de 

transfección con lipofectamina descrito en el apartado 4.1. La transfección se llevó a cabo con 

el vector de expresión del enzima luciferasa pLightSwitch_Prom (Active Motif) portando los 

promotores mínimos de los genes humanos TBX5, SCN5A, PITX2C, NKX25 y SCN1B. En estos 

experimentos las células además fueron cotransfectadas con 100 ng de un vector vacío [Zfhx3 

(-)], o con los vectores que codificaban Zfhx3 WT, Zfhx3 p.V949I, p.M1260 o p.Q2564R. 
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Pasadas 48 horas tras la transfección, se procedió a la detección de la actividad luciferasa 

usando el reactivo LightSwitch Luciferase Assay Reagent (Active Motif) y un luminómetro de 

la marca Berthold (Barana y cols., 2014; Pérez-Hernández y cols., 2016; Nieto-Marín y cols., 

2022). En todos los casos, los análisis fueron llevados a cabo por triplicado y la actividad 

luciferasa fue normalizada a la actividad luciferasa basal presente en aquellas células control 

transfectadas con el vector vacío [Zfhx3 (-)]. 

9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 

En cada serie homogénea de experimentos se calculó la media, la desviación estándar 

(DE) y el error estándar de la media (EEM). Los datos que aparecen en las distintas tablas y 

representaciones gráficas de la presente Tesis Doctoral se expresan como la media±EEM para 

un determinado número (n) de experimentos. Para las comparaciones entre diferentes grupos 

experimentales, se empleó la prueba t de Student no pareada (dos grupos) o el análisis de la 

varianza (ANOVA) de una cola, seguido de un test de Tukey (en comparaciones de tres o más 

grupos). En muestras de pequeño tamaño (n<5), la significación estadística fue confirmada 

utilizando tests no paramétricos (two-sided Wilcoxon’s test). Las comparaciones entre variables 

categóricas fueron realizadas usando la prueba Z. Para tener en cuenta la evaluación de 

muestras repetidas, los datos fueron analizados con modelos multinivel de efectos mixtos. El 

análisis de normalidad de las muestras se realizó mediante el test Shapiro–Wilk. La varianza 

fue similar en todos los grupos experimentales analizados en la presente Tesis Doctoral.Se 

consideraron como significativas aquellas diferencias para las que el valor de P<0.05. Para los 

diferentes grupos experimentales, el tamaño muestral fue seleccionado en base a la experiencia 

previa en el cálculo de la variabilidad experimental. No se utilizó ningún método estadístico 

para predeterminar el tamaño muestral. Tampoco se llevó a cabo ningún procedimiento para la 

distribución aleatoria de los respectivos grupos experimentales.  

Para la realización del análisis estadístico y la composición de las figuras que ilustran 

esta Tesis Doctoral se emplearon la aplicación CLAMPFIT del paquete informático PCLAMP 

(v10) (Molecular Devices), las aplicaciones Excel y PowerPoint del paquete informático 

Microsoft Office 365 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) y el programa Prism 

(v8.0) (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EEUU). 
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Los resultados de la presente Tesis Doctoral se han dividido seis apartados. En el 

primero de ellos se demuestra la expresión de Zfhx3 en miocardio humano. En los dos 

siguientes se detalla el papel y mecanismo de Zfhx3 en la regulación de la INa cardíaca. Por 

último, en los tres restantes, se describen los antecedentes clínicos de los probandos y sus 

respectivas familias, los resultados de los estudios genéticos a los que fueron sometidos, y los 

resultados de los estudios funcionales de las variantes identificadas en Zfhx3 (p.V949I, 

p.M1260T y p.Q2564R). 

En la presente Tesis se demuestra, por primera vez, que el factor de transcripción Zfhx3 

regula la expresión de canales Nav1.5 mediante un complejo mecanismo a través del efecto 

represor sobre promotor del gen SCN5A, la regulación del aumento de la INa producido por 

Tbx5 y el aumento de expresión de la proteína ubiquitina ligasa Nedd4-2. 

1. Zfhx3 SE EXPRESA EN MIOCARDIO HUMANO 

En primer lugar, quisimos comprobar si el factor de transcripción Zfhx3 se expresaba 

en el miocardio adulto humano. Para ello accedimos al repositorio Genotype-Tissue Expression 

(GTEx), un recurso público que recoge y analiza múltiples tejidos post mortem humanos, para 

estudiar la expresión y regulación de genes específicos en diferentes tejidos (GTEx, 2013).  

Extrajimos los datos de GTEx RNA-seq de ZFHX3 de muestras humanas auriculares 

(n = 429) y ventriculares (n = 432) de las cuales obtuvimos una media de 3.2 ± 0.05 y 1.8 ± 

0.04 transcritos por millón (TPM) de ARNm (Figura V.1A), respectivamente. Estos datos 

demuestran que Zfhx3 se expresa en el miocardio adulto, a pesar de que el nivel de expresión 

de ARNm, tanto en las aurículas como en los ventrículos, es significativamente menor (p < 

0.01) que el de TBX5 (7.1 ± 1.6 y 14.9 ± 0.5 TPM en aurículas y ventrículos, respectivamente) 

y NKX25 (116.4 ± 2.6 y 109.3 ± 3.1 TPM), dos FTs específicos cardíacos (Figura V.1BC) 

(Huang y cols., 2015). Además, analizamos los niveles de expresión de ARNm de PITX2, otro 

FT expresado en el miocardio adulto humano, con un efecto protranscripcional sobre ZFHX3 

(Huang y cols., 2015; Hernandez-Torres y cols., 2017). Estos niveles fueron significativamente 

(p < 0.01) más bajos que los de ZFHX3 (0.03 ± 0.001 y 0.02 ± 0.001 TPM en aurículas y 

ventrículos, respectivamente) (Figura V.1D). Estos resultados sugieren que Pitx2c casi no se 

expresa en el tejido ventricular siendo sus niveles algo mayores a nivel auricular, dónde nuestro 

grupo ha demostrado que su expresión aumenta en pacientes con FA crónica (Pérez-Hernández 

y cols., 2016). Por tanto, concluimos Zfhx3 está presente en el tejido cardiaco adulto humano.  
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Figura V.1. Datos de GTEx RNA-seq. Datos de expresión en TPM de ARNm en muestras humanas de aurícula 

y ventrículo izquierdo de los genes (A) ZFHX3, (B) TBX5, (C) NKX2.5 y (D) PITX2. 

2. ANÁLISIS FUNCIONAL DEL EFECTO DE Zfhx3 SOBRE LA INa CARDÍACA 

Los canales iónicos responsables de generar la INa en el miocardio adulto humano están 

formados por el ensamblaje de una subunidad conductora formadora del poro (Nav1.5), 

codificada por el gen SCN5A, y una o varias subunidades accesorias siendo la principal la 

Navβ1, codificada por el gen SCN1B (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Catterall y cols., 2005b).  

Diversas mutaciones tanto en el gen SCN5A como en SCN1B, han sido asociadas con la 

aparición de SBr y FA. Las mutaciones más comunes y estudiadas que causan estos síndromes 

son aquellas de pérdida de función en los genes (Martin y cols., 2012). Éstas disminuyen la 

disponibilidad del canal, ya sea, disminuyendo su tráfico a membrana o modificando el gating 

del mismo. Por tanto, considerando la implicación de la INa en el desarrollo de SBr y FA, y las 

variantes halladas en los probandos en el gen ZFHX3 que más tarde detallaremos, llevamos a 

cabo un análisis del efecto de Zfhx3 WT sobre las características electrofisiológicas de dicha 

corriente. 
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2.1 Efecto de Zfhx3 sobre la INa generada en células HL-1: Estudio electrofisiológico 

En primer lugar, con el fin de determinar si los cambios observados en la INa se debían 

a la presencia de Zfhx3 WT, realizamos un análisis de expresión proteica mediante WB en las 

células HL-1 trasnfectadas o no con Zfhx3 WT (4 µg). Como se puede apreciar en la imagen 

mostrada en la parte izquierda de la Figura V.2, en el segundo central aparecen unas bandas 

por encima de los 250 KDa correspondientes a Zfhx3 (404 KDa) procedentes del lisado de 

células HL-1 sin transfectar. En la misma imagen se aprecia un aumento en la intensidad de 

estas bandas en la células transfectadas con Zfhx3 demostrando la eficiencia de la transfección 

y la correcta sobreexpresión del FT.  

 

Figura V.2. WB para detectar la expresión de canales Zfhx3 en células HL-1 transfectadas o no con Zfhx3 

WT. Membrana de WB. Las flechas rojas indican las bandas que corresponden a la proteína Zfhx3 404Kb 

(superior) y la proteína de control de carga Vinculina 130Kb. (-): Células HL-1 sin transfectar. Zfhx3 WT: Células 

HL-1 transfectadas con Zfhx3. 

La INa fue registrada mediante la técnica de patch-clamp en su configuración de célula 

entera, en células HL-1 transfectadas o no con Zfhx3 WT (2 µg), aplicando un protocolo de 

pulsos de 50 ms de duración en incrementos de 5 mV entre -90 y +20 mV, desde un potencial 

de fijación a -120 mV. Todos los valores de amplitud de corriente (pA) se normalizaron al valor 

de la capacitancia (pF) de cada célula para obtener la densidad de corriente (pA/pF).  

En el panel A de la Figura V.3 se muestra una familia representativa de trazos de la INa 

generada en células HL-1 transfectadas o no con el plásmido que codifica la forma nativa del 

Zfhx3 humano utilizando el protocolo antes descrito. Como se puede apreciar, la amplitud de 

la corriente sufrió una marcada disminución en aquellas células transfectadas con Zfhx3 WT. 
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De hecho, en el panel B de la misma figura se muestran las relaciones densidad de corriente-

voltaje (I-V), con la morfología de campana invertida característica de los canales Nav1.5, 

obtenidas al representar la densidad de la corriente, medida como la diferencia entre el pico 

máximo y el final de cada pulso, en función del potencial del pulso aplicado. Zfhx3 WT 

disminuyó de manera consistente y significativa densidad de la INa en comparación con las 

células no transfectadas a varios potenciales de membrana. El máximo de la INa disminuyó de 

−70.6 ± 6.8 a −27.7 ± 2.8 pA/pF (p < 0.05, n ≥ 26) (Figura V.3B). 

 

Figura V.3. Características electrofisiológicas de la INa generada en células HL-1 transfectadas o no con 

Zfhx3 WT. (A) Familias de trazos de la INa registrada en células HL-1 de cada uno de los grupos experimentales 

tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior. (B) Relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V) de la INa 

obtenidas al representar la densidad de la corriente, medida como la diferencia entre el pico máximo y el final de 

cada pulso, en función del potencial del pulso aplicado. Cada punto representa media ± EEM de los experimentos 

"n". * p < 0.05 vs (-) (ANOVA seguido de la prueba de Tukey y un modelo multinivel de efectos mixtos). 

También analizamos los posibles efectos de Zfhx3 sobre la dependencia del voltaje de 

la activación y la inactivación de la INa. Se representaron las curvas de activación e inactivación 
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de la INa en presencia o ausencia de Zfhx3 WT (Figura V.4). La curva de activación (Figura 

V.4A), representa la dependencia de voltaje de la transición del canal desde el estado cerrado 

al estado abierto. Esta curva se obtuvo al representar los valores de conductancia normalizados 

en función del potencial de membrana. La conductancia a cada potencial se calculó utilizando 

la ecuación IV.2 (ver Material y Métodos). Por su parte, la dependencia de voltaje de la 

inactivación se estudió mediante un protocolo de doble pulso en el cual se aplicaban pulsos de 

500 ms de duración desde -140 hasta -20 mV en incrementos de 10 mV (potencial de fijación 

-120 mV), seguidos de un pulso test a -20 mV. Este protocolo nos permitió obtener la curva de 

inactivación, la cual representa la dependencia de voltaje de la transición desde el estado 

cerrado al estado inactivo del canal. Dicha curva se representa a partir de la amplitud de la 

corriente obtenida en el pulso test, normalizada con respecto al pico de corriente máxima, en 

función del potencial de membrana del pulso previo (Figura V.4B). En ambos casos, el ajuste 

de una ecuación de Boltzmann a los datos permitió obtener los valores del punto medio (Vhact 

y Vhinact, respectivamente) y de la pendiente (kact y kinact, respectivamente) para cada 

experimento (Tabla V.1). 

 

Figura V.4. Curvas de dependencia de voltaje de la activación (A) e inactivación (B) de la INa generada en 

células HL-1 transfectadas o no con Zfhx3 WT. En ambos casos, el ajuste mediante una función de Boltzmann 

a los datos permitió obtener el punto medio (Vhact/Vhinact) y la pendiente (kact/ kinact) de cada una de las curvas, 

respectivamente. En A y B, cada punto representa la media±EEM de “n” experimentos de cada grupo. 

 

 

Tabla V.1. Parámetros de la dependencia de voltaje de la INa registrada en células HL-1 transfectadas o no 

con Zfhx3 WT. Vhact/kact y Vhinact/kinact, valores del punto medio y la pendiente de las curvas de activación e 

inactivación, respectivamente; Cada valor representa la media±EEM de n ≥19 experimentos/células. 

Zfhx3 
Vhact 

(mV) 
kact 

Vhinact 

(mV) 
kinact 

(-) −45.4 ± 1.9 5.1 ± 0.3 −91.8 ± 2.2 5.0 ± 0.1 

WT −42.6 ± 0.9 5.5 ± 0.2 −91.7 ± 1.8 5.2 ± 0.2 
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La expresión de Zfhx3 no modificó la dependencia de voltaje de la activación ni la 

inactivación de la INa. En consecuencia, los valores de punto medio y pendiente de las curvas 

de activación e inactivación no se modificaron (Tabla 1) (p > 0.05, n ≥ 19). 

Por otro lado, se analizó la cinética de activación de la INa que se midió ajustando a una 

función monoexponencial la fase de activación del trazo de máxima densidad de la INa en cada 

experimento (Nieto-Marín y cols., 2022). La cinética de inactivación de la INa se midió 

ajustando a una función biexponencial la fase de inactivación del trazo de máxima densidad de 

la INa (Nieto-Marín y cols., 2022). En la Figura V.4 se han representado las constantes de 

activación (τactivación) (Figura V.5A) e inactivación, tanto el componente rápido (τf) como el 

lento (τs) (Figura V5.B), obtenidas en células transfectadas o no con Zfhx3. Como se puede 

observar, la expresión de Zfhx3 no modificó la cinética de activación ni la de inactivación (p 

> 0.05) (Tabla V.2). 

 

Figura V.5. Constantes de tiempo de activación e inactivación de la INa registrada en células HL-1 

transfectadas o no con Zfhx3 WT. (A) τactivación, constante de tiempo de activación; (B) ; τfInactivación y τsinactivación, 

constantes de tiempo rápida (fast) y lenta (slow) de inactivación. Cada punto representa un experimento y la barra 

representa la media ± EEM. 

 

Tabla V.2. Parámetros de la dependencia de tiempo de la INa registrada en células HL-1 transfectadas o no 

con Zfhx3 WT. τactivación, constante de tiempo de la cinética de activación; τfInactivación y τsinactivación, constantes de 

tiempo rápida (fast) y lenta (slow) de la cinética de inactivación; Af y As porcentaje de corriente inactivada durante el 

componente rápido y lento, respectivamente. Cada valor representa la media±EEM de n ≥19 experimentos/células. 

Zfhx3 
τactivación 

(ms) 

τf inactivación(ms) 

Afinact (%) 

τsinactivación (ms) 

Asinact (%) 

(-) 0.22 ± 0.03 1.1 ± 0.05 12.4 ± 1.6 

  85.2 ± 1.8 14.8 ± 1.8 

WT 0.19 ± 0.01 1.2 ± 0.06 10.8 ± 1.1 

  83.5 ± 1.8 16.5 ± 1.8 
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Se analizó también la cinética de la transcición del canal desde el estado inactivo al 

cerrado o de reposo (reactivación), un proceso necesario para que el canal pueda volver a 

abrirse. Para ello, se aplicaron dos pulsos de 50 ms (P1 y P2) a -20 mV a intervalos de 

acoplamiento crecientes (0.05-500 ms) desde un potencial de fijación a -120 mV. En la Figura 

V.6 podemos observar los resultados en los que se ha representado la media del cociente de la 

corriente máxima medida en los pulsos P2/P1 para cada intervalo de tiempo. A medida que 

aumenta el tiempo entre P1 y P2 el cociente tiende a 1, pues en P2 los canales ya se han 

reactivado y son capaces de abrirse de nuevo. Los datos obtenidos se ajustaron a una función 

monoexponencial para obtener la constante de reactivación (τreact, ms). La τreact fue 12.9 ± 1.4 

ms (n = 24) y 14.9 ± 4, (n = 11) en células transfectadas o no con Zfhx3, respectivamente, lo 

que indica que Zfhx3 no modificó la cinética de reactivación (p > 0.05). 

 

Figura V.6. Curso temporal de la recuperación de la inactivación de la INa (reactivación) en células HL-1 

transfectadas o no con Zfhx3 WT. Relación entre el cociente de la máxima corriente del segundo y primer pulso 

(P2/P1) y el intervalo de tiempo entre ambos pulsos del del protocolo mostrado en la parte superior. Cada punto 

es la media ± EEM de los experimentos "n". 

Por último, estudiamos el componente tardío de la INa (INa,L). Aunque la amplitud de la 

INa,L es muy pequeña (≈0.5-2% respecto a la amplitud máxima de la INa) su papel es crítico en 

el control de la DPA (Bennett y cols., 1995; Tamargo, 2000). Es por ello que nos planteamos 

si Zfhx3, además de disminuir la INa, podría estar regulando la INa,L y, en consecuencia, tener 

efectos sobre la DPA. Para ello registramos la INa,L en células HL-1 transfectadas o no con 

Zfhx3 aplicando un protocolo de pulsos de 500 ms de duración a -20 mV desde un potencial 

de fijación a - 120 mV. 
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En el panel A de la Figura V.7 se muestran trazos superpuestos de la INa registrada en 

tres células HL-1 transfectadas o no con Zfhx3 WT. Se medía la densidad de corriente al final 

del pulso de 500 ms y la INa,L se cuantificaba como porcentaje de la densidad de la corriente en 

el pico (Figura V.7B). Como se puede observar, Zfhx3 WT no modificó la INa,L con respecto 

a células control sin transfectar (p>0.05). 

 

Figura V.7. Características electrofisiológicas de la INaL generada en células HL-1 transfectadas o no con 

Zfhx3 WT. (A) Familias de trazos de la INaL registrada en células HL-1 de cada uno de los grupos experimentales 

tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior. (B) Porcentaje de la densidad corriente genereda en el pico. 

Cada punto representa media ± EEM de los experimentos "n". 

En conclusión, Zfhx3 disminuyó notablemente y de manera significativa la densidad 

de corriente de la INa sin afectar sus características dependientes de voltaje y tiempo. Estos 

resultados sugieren que Zfhx3 inhibe la INa disminuyendo la cantidad de canales disponibles 

en la membrana celular.  

2.2 Efecto del silenciamiento de Zfhx3 sobre la INa generada en células HL-1 

A continuación, registramos la INa en células HL-1 en las que el factor Zfhx3 fue 

silenciado mediante la transfección de siRNAs diseñados específicamente para ello (ver 

secuencias en Material y Métodos). Como control, empleamos células HL-1 transfectadas con 

un siRNA scrambled el cuál no presentaba ninguna secuencia complementaria a ningún ARNm 

endógeno celular. Para cuantificar el grado de silenciamiento alcanzao se cuantificó la proteína 

Zfhx3 mediante experimentos de WB (Figura V.8). Como se muestra en la imagen de la 

izquierda (Figura V.8A), Zfhx3 aparece como una banda con un peso aproximado de 404 kDa 

(indicado con una flecha). Se puede observar que, en aquellas células transfectadas con los 

siRNAs (carril 3), la intensidad de la banda correspondiente al FT se redujo marcadamente en 
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comparación a la muestra de células control transfectadas con el siRNA scrambled (carril 2). 

Efectivamente, al realizar el análisis densimétrico de las bandas (Figura V.8B), normalizadas 

a la cantidad de proteína total presente en cada carril del gel de electroforesis (panel A, Gel de 

Proteína Total), observamos que a las 48 horas post-transfección, la expresión de Zfhx3 en 

presencia de los siRNAs específicos para su silenciamiento disminuyó en un 47% con respecto 

a las células transfectadas con el siRNA scrambled (p<0.01, n ≥ 5). 

 

Figura V.8. WB demostrando el silenciamiento de Zfhx3 en células HL-1. Las células fueron transfectadas 

con siRNAs específicos para silenciar Zfhx3 (carril 3) o un siRNA scrambled utilizado como control (carril 2). (A) 

Membrana de WB (arriba) y gel de electroforesis con proteína total utilizado como control de carga (abajo). La 

flecha roja indica la presencia del factor Zfhx3 (alrededor de 404 kDa). El primer carril corresponde con el patrón 

de pesos moleculares. (B) Análisis densitométrico de las bandas de Zfhx3 normalizadas a la cantidad de proteína 

total presente en cada carril del gel de electroforesis. Cada barra es la media ± EEM, cada punto representa un 

experimento/placa utilizada en cada grupo. **p<0.01 frente a células transfectadas con siRNA scrambled (Prueba 

t de Student de dos colas de muestras no emparejadas y modelo de efectos mixtos multinivel). 

 

Tras confirmar que los siRNAS silenciaban de manera específica la expresión de Zfhx3, 

se llevó a cabo el correspondiente análisis electrofisiológico. Los registros se llevaron a cabo 

siguiendo los protocolos mencionados en el apartado 2 de los resultados. En primer lugar, 

analizamos la densidad de la corriente INa. En el panel A de la Figura V.9 se muestra una 

familia representativa de trazos de la INa generada en dos células HL-1 transfectadas con el 

siRNA scrambled o los siRNAs para silenciar Zfhx3. Como se puede observar el 

silenciamiento de Zfhx3 endógeno produjo un marcado aumento en la densidad de corriente 

registrada a diversos potenciales de membrana. El pico máximo de la INa se incrementó de 

−53.0 ± 8.55 a −94.3 ± 17.8 pA/pF (p < 0.05, n ≥ 9) (Figura V.9B). 
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Figura V.9. Características electrofisiológicas de la INa generada en células HL-1 transfectadas con siRNAs 

de Zfhx3 o siRNA scrambled. (A) Familias de trazos de INa registrada en células HL-1 de cada uno de los grupos 

experimentales tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior. (B) Relaciones densidad de corriente-

voltaje (I-V) de la INa obtenidas al representar la densidad de la corriente, medida como la diferencia entre el pico 

máximo y el final de cada pulso, en función del potencial del pulso aplicado. Cada punto representa media ± EEM 

de los experimentos "n". * p < 0.05 vs (-) (ANOVA seguido de la prueba de Tukey y un modelo multinivel de 

efectos mixtos). 

 

También analizamos los posibles efectos sobre la dependencia del voltaje de la 

activación (Figura V.10A) y la inactivación (Figura V.10B) de la INa. Como se puede observar, 

el silenciamiento de Zfhx3 no modificó la dependencia de voltaje de la activación ni de la 

inactivación de la INa. En consecuencia, los valores de punto medio y pendiente de las curvas 

de activación e inactivación no se modificaron bajo ninguna condición experimental (Tabla 

V.3) (p > 0.05, n ≥ 6). 
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Figura V.10. Curvas de dependencia de voltaje de la activación (A) e inactivación (B) de la INa generada en 

células HL-1 transfectadas con siRNAs de Zfhx3 o siRNA scrambled. En ambos casos, el ajuste de una función 

de Boltzmann a los datos permitió obtener el punto medio (Vhact/Vhinact) y la pendiente (kact/ kinact) de cada una de 

las curvas, respectivamente. En A y B, cada punto representa la media±EEM de “n” experimentos de cada grupo. 

 

Tabla V.3. Parámetros de la dependencia de voltaje de la INa registrada en células HL-1 transfectadas con 

siRNAs de Zfhx3 o siRNA scrambled. Vhact/kact y Vhinact/kinact, valores del punto medio y la pendiente de las curvas 

de activación e inactivación, respectivamente; Cada valor representa la media±EEM de n ≥6 experimentos/células. 

Zfhx3 
Vhact 

(mV) 
kact 

Vhinact 

(mV) 
kinact 

Scrambled −40.4 ± 1.5 5.2 ± 0.3 −85.0 ± 2.4 5.0 ± 0.1 

siZFHX3 −40.0 ± 1.9 5.1 ± 0.3 −86.4 ± 1.9 5.1 ± 0.3 

 

Analizamos a continuación las cinéticas de activación e inactivación de la INa, medidas 

como ya hemos mencionado previamente en el apartado anterior. En la Figura V.11 se han 

representado las constantes de activación (Figura V.11A) e inactivación, tanto el componente 

rápido como el lento (Figura V11.B), obtenidas en células transfectadas con siRNAs de Zfhx3 

o siRNA scrambled. Como se puede observar, el sileciamiento de Zfhx3 no modificó la cinética 

de activación ni de inactivación (p > 0.05) (Tabla V.4). 
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Figura V.11.Constantes cinéticas de activación e inactivación de la INa registrada en células HL-1 

transfectadas con siRNAs de Zfhx3 o siRNA scrambled Zfhx3 WT. (A) τact, constante de tiempo de la cinética 

de activación; (B) τfinact y τsinact, constantes de tiempo rápida (fast) y lenta (slow). Cada punto representa “n” 

experimento y la barra representa la media ± EEM. 

 

Tabla V.4. Parámetros de la dependencia de tiempo de la INa registrada en células HL- transfectadas con 

siRNAs de Zfhx3 o siRNA scrambled Zfhx3 WT. τact, constante de tiempo de la cinética de activación; τfInactivación 

y τsinactivación, constantes de tiempo rápida (fast) y lenta (slow) de la cinética de inactivación; Afinact y Asinact 

porcentaje de corriente inactivada durante el componente rápido y lento respectivamente. Cada valor representa 

la media±EEM de n ≥9 experimentos/células. 

Zfhx3 
τact 

(ms) 

τfinactivación (ms) 

Afinact (%) 

τsinactivación (ms) 

Asinact (%) 

Scrambled 0.18 ± 0.01 1.1 ± 0.1 9.1 ± 0.8 

  85.0 ± 3.0 15.0 ± 3.0 

siZFHX3 0.18 ± 0.02 1.1 ± 0.05 9.3 ± 1.2 

  88.1 ± 0.7 11.9 ± 0.7 

 

También analizamos la cinética de reactivación, aplicando el protocolo que aparecen 

en la parte superior de la Figura V.12 y representando el cociente de los pulsos P2/P1 frente a 

los intervalos de tiempo entre ellos. Los datos obtenidos se ajustaron a una función 

monoexponencial. La τreact fue 12.4 ± 3.1 ms (n = 4) y 12.7 ± 2.9 (n = 8) en células transfectadas 

con siRNAs de Zfhx3 o siRNA scrambled, respectivamente, lo que indica que el silenciamiento 

de Zfhx3 no modificó la cinética de reactivación (p > 0.05). 
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Figura V.12. Curso temporal de la recuperación de la inactivación de la INa en células HL-1 transfectadas 

con siRNAs de Zfhx3 o siRNA scrambled Zfhx3 WT. Relación entre el cociente de la máxima corriente del 

segundo y primer pulso (P2/P1) y el intervalo de tiempo entre ambos pulsos del del protocolo mostrado en la parte 

superior. Cada punto es la media ± EEM de los experimentos "n". 

 

Por último, cuantificamos la densidad de la INa,L al final de pulsos de 500 ms y se 

expresó como porcentaje de la densidad del pico máximo de INa. En el panel A de la Figura 

V.13 se muestra el protocolo utilizado para medir la INa,L y una familia de trazos superpuestos 

de la INa registrada en tres células HL-1 transfectadas con siRNAs de Zfhx3 o siRNA scrambled. 

Como se puede observar, el silenciamiento de Zfhx3 no modificó la denisidad de la INa,L 

(p>0.05). 
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Figura V.13. Densidad de la INaL generada en células HL-1 transfectadas con siRNAs de Zfhx3 o siRNA 

scrambled Zfhx3 WT. (A) Familias de trazos de la INaL registrada en células HL-1 de cada uno de los grupos 

experimentales tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior. (B) Al final del pulso de 500 ms se medía 

la densidad de corriente y se expresaba como porcentaje de la densidad de corriente al pico máximo. Cada punto 

representa media ± EEM de los experimentos "n". 

 

De este apartado podemos concluir que en células HL-1 el silenciamiento de Zfhx3 

endógeno tuvo el efecto opuesto a la sobreexpresión de Zfhx3 humano. Tras silenciar Zfhx3, 

la densidad de corriente de la INa aumento de manera significativa mientras que las propiedades 

cinéticas y de dependencia de voltaje así como la INa,L se vieron inalteradas. 

3. MECANISMO DE ACCIÓN DE Zfh3 EN LA REGULACIÓN DE LA INa 

CARDÍACA 

Estudios previos en modelos murinos han descrito que existe una modulación recíproca 

positiva entre ZFHX3 y PITX2C. Tanto Zfhx3 como Pitx2c regulan la expresión de otros FT 

cardioespecíficos como Tbx5 o Nkx2.5, que, a su vez, regulan la densidad de la INa cardíaca 

(Huang y cols., 2015; Nieto-Marín y cols., 2022). Por lo tanto, decidimos estudiar el efecto de 

Zfhx3 sobre la expresión de estos FTs, así como sobre la expresión de la subunidad formadora 

del poro Nav1.5 y la de la principal subunidad accesoria del canal presente en el miocardio 

humano, Navβ1.  

Como ya se ha comentado en la introducción, Zfhx3 es capaz de unirse a regiones ricas 

en Adenina y Timina (AT) del ADN (Morinaga y cols., 1991; Yasuda y cols., 1994). Por ello, 

comenzamos buscando estas secuencias de reconocimiento en los promotores mínimos de los 

genes humanos SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 y PITX2. Como se puede observar en la  
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Figura V.14. Secuencia de los promotores mínimos humanos de SCN5A, SCN1B, TBX5, PITX2 y NKX2.5. 

Las secuencias de reconocimiento de Zfhx3, dominios ricos en AT, están señalados en negrita y en negro. 

A partir de aquí, nuestro siguiente objetivo fue averiguar si Zfhx3 es capaz de regular 

los niveles de expresión de los genes SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 y PITX2 no sólo en ratón, 

sino también en el miocardio humano. Para ello, llevamos a cabo un abordaje experimental en 

el que incluimos un ensayo de detección de la actividad luciferasa bajo control los promotores 

humanos de estos genes, una cuantificación de los niveles de mRNA mediante qPCR y un 

análisis de expresión proteica mediante WB. 
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3.1 Efecto de Zfhx3 en los promotores humanos de los genes SCN5A, SCN1B, TBX5, 

NKX2.5 y PITX2 en células HL-1. Ensayo de detección de la actividad luciferasa 

Con el fin de determinar si Zfhx3 regula la transcripción de los genes SCN5A, SCN1B, 

TBX5, NKX2.5 y PITX2 humanos, llevamos a cabo un ensayo de detección de la actividad 

luciferasa.  

El fundamento de este tipo de ensayo consiste en la utilización del gen de la luciferasa 

como gen reportero precedido por una región promotora de la cual se pretende describir su 

rendimiento o capacidad transcripcional de forma cuantitativa. De esa forma, el efecto 

producido por la unión del factor de trascripción al promotor regulará la transcripción del gen 

de la luciferasa y el efecto se cuantificará en función de la emisión de fotones (luz) a partir de 

la oxidación del sustrato luciferina. La cantidad de luz emitida por la reacción oxidativa será 

directamente proporcional al grado de funcionalidad del promotor de estudio (Cevenini y cols., 

2016). En nuestro caso, se procedió a realizar el ensayo en células HL-1 transfectadas 

transitoriamente con el vector de expresión de la enzima luciferasa pLightSwitch_Prom 

portando el promotor mínimo de los genes SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 o PITX2 humanos. 

Además, las células fueron transfectadas con un vector vacío [(-)] utilizado como control o con 

el vector codificando Zfhx3.  

En la Figura V.15. se muestra un gráfico de barras con los niveles de actividad 

luciferasa detectados, normalizados a la actividad luciferasa basal presente en las células 

control. Como se puede apreciar, Zfhx3, disminuyó de manera significativa los niveles de 

actividad de la enzima en relación a las células control en todos los casos [(-)] (p < 0.01). Por 

tanto, Zfhx3, es capaz de ejercer un efecto represor sobre los promotores mínimos de los genes 

SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 y PITX2 humanos. 
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Figura V.15. Efecto de Zfhx3 sobre la regulación de promotores mínimos humanos. Valores medios de 

luminiscencia registrados en células HL-1 transfectadas con los promotores mínimos humanos SCN5A, SCN1B, 

TBX5, PITX2 o NKX25 junto con el plásmido de expresión de Zfhx3. Cada barra es la media ± EEM de "n" 

experimentos y cada punto representa el valor medio de un triplicado técnico. (ANOVA seguido de una prueba 

de Tukey y modelo de efectos mixtos multinivel). 

3.2 Efecto de Zfhx3 en la expresión de los genes SCN5A, TBX5 y NKX2.5 en células HL-

1. Ensayo de RT-qPCR 

A la luz de los resultados anteriores, decidimos estudiar los efectos de Zfhx3 sobre la 

expresión de los genes SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 y PITX2 por medio de la técnica RT-

qPCR para cuantificar los niveles de ARNm. Para ello se transfectaron o no, células HL-1 con 

Zfhx3 y se extrajo el ARNm. Las muestras de ARNm se trasladaron al servicio de Genómica 

de la UCM, donde se realizó la RT-qPCR. Se cuantificó la expresión del ARNm de SCN5A, 

SCN1B, TBX5, NKX2.5, PITX2C utilizando la del de HPRT1 como control endógeno para la 

normalización. El análisis de la expresión se realizó con el método de comparación de los 

valores del ciclo límite crítico (Ct, ciclo umbral en el que la fluorescencia de la muestra se hace 

detectable por encima del fondo). Los valores obtenidos del ciclo (Ct) se normalizaron al 

ARNm de HPRT1 y se transformaron en valores delta Ct (ΔCt) restando el valor Ct 

correspondiente al gen de interés (Caballero y cols., 2017). En la Figura V.16 se muestran los 

resultados obtenidos donde podemos comprobar que Zfhx3 redujo significativamente la 

expresión del ARNm de SCN5A y TBX5 (p < 0.05, n = 6), resultados que concuerdan con los 

obtenidos en los ensayos de luciferasa. Sin embargo, Zfhx3 no modificó la expresión del 
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ARNm NKX2.5 lo que no concuerda con el efecto represor de la expresión del gen NKX25 

observado en los experimentos de luciferasa.  
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Figura V.16. Efecto de Zfhx3 en la expresión de ARNm de SCN5A, SCN1B, TBX5 y NKX25. Valores 

medios de expresión de ARNm registrados en células HL-1 transfectadas o no con Zfhx3 WT. Cada barra es la 

media ± EEM de "n" experimentos. ns: no significativo, *p<0.05, **p<0.01 vs (-) (ANOVA seguido de una prueba 

de Tukey y modelo de efectos mixtos multinivel). 

Por otro lado, también observamos un aumento significativo en la expresión e ARNm 

de SCN1B (p > 0.01, n = 6) (Figura V.16), en contraste de nuevo con los efectos represores 

producidos por Zfhx3 sobre la expresión del promotor mínimo humano descrito en la Figura 

V.15. Con respecto a PITX2, desafortunadamente la expresión del ARNm en HL-1 fue muy 

baja y; por lo tanto, no pudimos detectarlo con precisión con los cebadores utilizados en los 

experimentos de RT-qPCR (ver Material y Métodos). 

3.3 Efecto de Zfhx3 sobre los niveles de expresión proteica de Nav1.5 y Tbx5 en células 

HL-1. Ensayo de WB 

Por último, en un nuevo grupo de experimentos decidimos analizar la expresión 

proteica del canal Nav1.5 y el FT Tbx5 tras observar el efecto represor de Zfhx3 sobre sus 

respectivos promotores, así como la disminución de sus los niveles de ARNm. Para ello, las 

células fueron transfectadas, o no, con Zfhx3 WT (4 µg). En la Figura V.17 se muestra la 

imagen representativa de WB (panel A) donde se puede apreciar el canal Nav1.5 con un peso 

de 227 kDa (indicado con una flecha roja). Se puede observar que la intensidad de la bandas 



Resultados 

138 

correspondiente a Nav1.5 es menor en las células transfectadas con Zfhx3. Efectivamente, en 

el gráfico de barras (panel B) donde se representa el análisis densitométrico de los niveles de 

expresión de Nav1.5 normalizados a la cantidad de proteína total presente en cada carril del gel 

de electroforesis (panel A), se demuestra que Zfhx3, fue capaz de disminuir la expresión de 

Nav1.5 de acuerdo con los resultados previos (p < 0.05, n=7). 

 

Figura V.17. WB ara detectar los niveles de expresión de Nav1.5 en células HL-1 transfectadas o no con 

Zfhx3 W. (A) Membrana de WB (superior) y gel de electroforesis mostrando la proteína total que fue utilizado 

como control de carga (inferior). La flecha roja indica la presencia de la proteína Nav1.5 (227 kDa). (B) Análisis 

densimétrico de la banda de Nav1.5 normalizada a la cantidad de proteína total presente en cada carril del gel de 

electroforesis. Cada barra representa la media ± EEM de “n” experimentos/placas utilizados en cada grupo. 

(Prueba t de Student de dos colas de muestras no emparejadas y modelo de efectos mixtos multinivel). 

 

Asimismo, realizamos un segundo WB para detectar los niveles de expresión del FT 

Tbx5 en células transfectadas o no con Zfhx3 WT. El ensayo fue llevado a cabo de nuevo en 

células HL-1. 

En la Figura V.18 se muestra la imagen representativa de WB (panel A) en la que Tbx5 

aparece con un peso aproximado de entre 37 y 50 kDa (indicado con una flecha roja). Podemos 

observar que la banda correspondiente a dicha proteína es notablemente menos intensa en 

cálulas que expresaban Zfhx3, que en las células sin transfectar. Si observamos el panel B de 

la misma figura, en el que se representa el correspondiente análisis densimétrico de los niveles 

de expresión de Tbx5 normalizados a la cantidad de proteína total presente en cada carril del 

gel de electroforesis (panel A), se confirma que Zfhx3, disminuye significativamente la 
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expresión de dicha proteína con respecto las células sin transfectar, una disminución acorde a 

los resultados previos (p<0.05, n=12).  

 

Figura V.18. WB para detectar los niveles de expresión de Tbx5 en células HL-1 transfectadas o no con 

Zfhx3 W. (A) Membrana de WB (superior) y gel de electroforesis mostrando la proteína total que fue utilizado 

como control de carga (inferior). La flecha roja indica la presencia de la proteína Tbx5 (39 kDa). (B) Análisis 

densimétrico de la banda de Tbx5 obtenida por WB y normalizada a la cantidad de proteína total presente en cada 

carril del gel de electroforesis. Cada barra representa la media ± EEM de “n” experimentos/placas utilizados en 

cada grupo. (Prueba t de Student de dos colas de muestras no emparejadas y modelo de efectos mixtos multinivel). 

 

3.4 Efecto de Zfhx3 sobre la proteína ubiquitina ligasa Nedd4-2 

Dado que la expresión de Zfhx3 reduce notablemente la INa, nos preguntamos si el FT 

podría de alguna manera, promover la degradación de los canales Nav1.5. La ubiquitinación es 

una modificación post-traduccional relacionada con la internalización de proteínas de 

membrana para su posterior degradación o reciclaje. Las enzimas de la familia Nedd4 son las 

encargadas de incorporar una o más moléculas de ubiquitina a proteínas a las que marca para 

su posterior degradación. En concreto en el dominio C-terminal del canal Nav1.5 se localiza la 

secuencia PY que interacciona con el cuarto dominio rico en triptófanos (WW) de la enzima 

Nedd4-2 (Henry y cols., 2003; van Bemmelen y cols., 2004; Rougier y cols., 2005).  

En este grupo de experimentos analizamos los efectos de Zfhx3 sobre expresión de 

Nedd4-2. En la Figura V.19A y B se observan los resultados de WB que demuestran que Zfhx3 

aumentó significativamente la expresión proteica de Nedd4.2 en células HL-1 transfectadas (p 

< 0.05, n = 6). En concordancia, los niveles de ARNm de Nedd41 también aumentaron 

significativamente (p < 0.05, n = 7) (Figura V.19C). 
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Figura V.19. Efectos de Zfhx3 sobre la expresión de Nedd4.2. (A) Imagen representativa de WB mostrando la 

banda correspondiente a Nedd4.2 de 112kDa (flecha roja) y gel de proteína total (abajo) (B), análisis densimétrico 

de la expresión de Nedd4.2 y niveles de ARNm de Nedd4l (C) en células HL-1 transfectadas o no con Zfhx3. En 

(B y C), cada barra es la media ± SEM de "n" experimentos y cada punto representa un experimento. (Prueba t de 

Student de dos colas de muestras no emparejadas y modelo de efectos mixtos multinivel). 

 

4. ANTECEDENTES CLÍNICOS 

4.1 Familia I 

El primer probando era un paciente varón de 38 años diagnosticado con SBr (SBr-1; 

III:1) (Figura V.20 B) portador de un desfibrilador desfibrilador implantable. Su madre (II:3), 

uno de los primos de su madre (II:1), su tía (II:5, hermana de la madre) y su hermana (III:2) 

murieron repentinamente a la edad de 59, 50, 51 y 32 años, respectivamente (Figura V.20 A). 

El otro primo de su madre (II:2) sufrió un paro cardíaco repentino a los 72 años, pero fue 

reanimado.  

 

Figura V.20. Pedigrí de la familia I. (A) Los círculos y cuadrados representan a mujeres y hombres, 

respectivamente, y el símbolo relleno representa al sujeto diagnosticado con SBr. SBr: Síndrome de Brugada; MS: 

muerte súbita. (B) ECG representativo del probando BrS-1. 
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4.2 Familia II 

En la segunda familia se identificaron dos hermanos de 59 y 61 años con FA (FA-1 y 

FA-2). FA-1 presentó FA paroxística (Figura V.21 B) con episodios frecuentes que se 

suprimieron cuando el paciente se sometió a una ablación con catéter. Un año más tarde fue 

ablacionada para eliminar una taquicardia del tracto de salida del ventrículo derecho. En la 

actualidad, sufre palpitaciones esporádicas de corta duración (<1 min). FA-2 tenía FA 

persistente, que era refractaria a múltiples cardioversiones eléctricas que acabó progresando a 

FA permanente tratada con amiodarona. Además, presenta miocardiopatía hipertrófica 

demonstrada ecocardiográficamente. La madre (I:2), ya fallecida, también tenía FA 

diagnosticada cuando tenía 50 años, y sufrió dos accidentes cerebrovasculares. El padre (I:1), 

también fallecido, y la hermana (II:1) de los probandos también presentaban miocardiopatía 

hipertrófica, mientras que otra hermana (II:4) murió de cáncer cerebral cuando tenía 55 años. 

Los dos casos índices tienen hijos y sobrinos que no han presentado ninguna alteración eléctrica 

o estructural cardiacas hasta la fecha (tercera generación; Figura V.21 A).  

 

Figura V.21. Pedigrí de la familia II. (A) Los círculos y cuadrados representan a mujeres y hombres, 

respectivamente y los símbolos rellenos representan a los sujetos FA-1 y FA-2. FA: Fibrilación Auricular; HCM: 

miocardiopatía hipertrófica. (B) ECG representativo del probando FA-1. 

4.3 Familia III 

El tercer probando fue una mujer de 59 años diagnosticada con SBr (II:3, SBr-2) 

(Figura V.22A) por un ECG realizado con fines prequirúrgicos (Figura V.22B). 

Posteriormente, fue sometida a un test de inducción con flecainida que dio positivo. Era y sigue 

siendo asintomática; sin embargo, su primo (II:1) murió repentinamente mientras dormía 

cuando tenía 49 años. Su hijo (III.1) y su hija (III.2) presentan ECG normales y los resultados 

de los test de inducción con flecainida fueron negativos.  
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Figura V.22. Pedigrí de la familia III. (A) Los círculos y cuadrados representan a mujeres y hombres, 

respectivamente y el símbolo relleno representa al sujeto diagnosticados con SBr. SBr: Síndrome de Brugada; 

MS: muerte súbita. (B) ECG representativo del probando SBr-2. 

5. IDENTIFICACIÓN Y ANÁLISIS GENÉTICO DE LAS VARIANTES EN Zfhx3 

Con el fin de identificar la/s mutación/es responsables del SBr y la FA en las familias, 

se procedió a la secuenciación de exoma completo del ADN extraído a partir de las muestras 

de sangre de los probandos. Previamente a la secuenciación, se procedió al aislamiento y a la 

construcción de librerías perfectamente etiquetadas e identificadas con el ADN de los sujetos. 

La secuenciación de exoma completo fue llevada a cabo por la empresa NIMGenetics 

utilizando la plataforma de secuenciación Ion Proton. Todas las secuencias leídas fueron 

alineadas frente a la versión del genoma de referencia humano (hg19 GRCh37) empleando el 

software TMAP-Ion-Alignment y fueron analizadas con la herramienta Torrent Variant Caller. 

De todo el exoma, analizamos las regiones codificantes y de empalme de los 182 genes 

mostrados en la Tabla IV.1 (ver Material y Métodos), Además de los ya asociados con SAH, 

se incluyeron también genes que codifican FTs, otros canales iónicos, proteínas de anclaje, 

enzimas y diversas proteínas que forman parte de los canalosomas localizados en la membrana 

de miocitos cardiacos. Una vez identificadas las variantes en los probandos, se genotipó 

también al resto de familiares que dieron su consentimiento. Todos estos resultados fueron 

trasladados a nuestro laboratorio donde procedimos a una segunda valoración de las variantes 

patogénicas de interés atendiendo a diferentes parámetros como la frecuencia alélica (se 

descartaron todas aquellas variantes con una frecuencia en la población mayor al 1%) y la 

predicción de patogenicidad, utilizando seis herramientas predictoras (Ver Material y Métodos). 
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5.1 Identificación de las variantes  

5.1.1 Familia I: Mutación p.V949I 

La secuenciación identificó que la madre (II:3) portaba una variante rara, p.L839P, en 

el gen KCNH2 que codifica los canales ether-a-go-go (hERG) que, como se ha mencionado en 

la introducción, generan el componente de activación rápida de la corriente rectificadora de 

salida de K+ (IKr). La variante p.L839P hERG nunca ha sido anotada en la Genome Aggregation 

Database (gnomAD, https://gnomad.broadinstitute.org/) ni relacionada con el SBr. Por otro 

lado, la secuenciación demostró que el probando no portaba esta variante. Sin embargo, reveló 

que el probando portaba una variante rara, p.R377Q en el gen CACNA1B que codifica los 

canales Cav2.2 que fue predicha como perjudicial por dos de las seis herramientas de software 

para la predicción del impacto de las mutaciones que utilizamos (Tabla V.5). La variante 

p.R377Q Cav2.2, a su vez, no estaba presente en la madre (II:3) del probando (Figura V.23). 

No había datos genéticos disponibles de su tía (II:5) y hermana (III:2).  

El probando tiene dos primos (III:3 y III:4; hijas de su tía fallecida), que también 

portaban la variante p.R377Q Cav2.2 y dos sobrinos (IV:1 y IV:2; hijas de su hermana 

fallecida) que no portaban ninguna de las variantes en KCNH2 o CACNA1B (Figura V.23). 

Sus primos y sobrinos exhiben ECG normales y no tienen antecedentes de síncope. Además, 

sus primos y otra tía (II:4) se sometieron a una prueba de flecainida que fue negativa. La 

secuenciación genética del probando identificó la variante p.V949I Zfhx3 (rs113497421) que 

se predijo como perjudicial (Tabla V.5). El probando no porta ninguna otra variante predicha 

como patógena (según las directrices para la interpretación de variantes, ver Material y 

Métodos) (Li y cols., 2017) en genes vinculados con el SBr. Considerando los efectos de Zfhx3 

sobre INa, planteamos la hipótesis de que la variante p.V949I podría actuar como modificador 

genético y decidimos analizar su presencia en los parientes disponibles donde pudimos ver que 

ninguno de ellos es portador de dicha variante (Figura V.23). 
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Figura V.23. Mutaciones halladas en la familia I. Los círculos y cuadrados representan. Respectivamente. a 

mujeres y hombres. El probando se identifica con un cuadrado negro. 

5.1.2 Familia II: Mutación p.M1260T 

La secuenciación genética de los probandos identificó que ambos portaban la variante 

p.M1260T Zfhx3, predicha como perjudicial por dos de las seis herramientas de predicción 

(Tabla V.5). La presencia de esta variante fue analizada por secuenciación en otros miembros 

de la familia, y fue identificada en una de las hijas (III:6) del probando FA-2 (Figura V.24). 

No obstante, se encontró en el probando FA-1 una variante p.F35L en la proteína NEURL1, 

una ubiquitina ligasa expresada principalmente en cerebro y en el probando FA-2 la variante p. 

E3016K en la proteína Anquirina B, una proteína de anclaje a la membrana. A pesar de ello, 

sólo la variante p.F35L fue predicha como perjudicial por una de las seis herramientas de 

predicción. Este resultado sumado a que esas mismas variantes no se encontraron en el otro 

probando, fueron descartadas como objeto de estudio. 

 

Figura V.24. Mutaciones halladas en la familia II. Las flechas indican los probandos; los círculos y cuadrados 

representan a mujeres y hombres, respectivamente. 
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5.1.3 Familia III: Mutación p.Q2564R 

La secuenciación genética del probando identificó las variantes p.Q2564R Zfhx3 y p. 

D3126G Anquirina B (Figura V.25). Esta última fue predicho como perjudicial por todas las 

herramientas de predicción a diferencia de la variante en Zfhx3, que fue predicha como 

perjudicial por una única herramienta de predicción (Tabla V.5). Las variantes de pérdida de 

función en ANK2 se han relacionado ampliamente con arritmias cardíacas hereditarias 

(Sucharski y cols., 2020), incluso con SBr (Marketou y cols., 2021), aunque esta relación está 

actualmente en debate (Giudicessi y Ackerman, 2020). 

 

Figura V.25. Mutaciones halladas en la familia III. La flecha indica el probando; los círculos y cuadrados 

representan a mujeres y hombres, respectivamente. 
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Tabla V.5. Resumen de todas las variantes exónicas sin sentido y no sinónimas identificadas en los probandos. Sólo se incluyeron variantes exónicas sin sentido o no sinónimas con una 

cobertura >30 y con una ocurrencia en nuestra base de datos local = 1. FA = Fibrilación Auricular; SBr = Síndrome de Brugada; HET = Heterozigosis; LRT: Prueba de razón de verosimilitud; MAF 

= frecuencia media de alelos de todos los grupos étnicos en los que se identificó la variante según el repositorio https://gnomad.broadinstitute.org 

 

Probando Gen Genotipo 

Alelo 

Ancestral 

/Variante 

dbSNP_ID MAF Sustitución Transcrito 
Predicción 

Provean 

Predicción 

SIFT 

Predicción 

Polyphen 

Mutation 

Taster 

Mutation 

Assesor 
LRT 

SBr-1 CACNA1B HET G/A rs774297154 0.0000041 R377Q NM_000718.3 Deletérea Deletérea Benigna Benigna - - 

 FLNB HET G/A rs201369608 0.00007 R1009Q NM_001164317.1 Neutral Tolerada Benigna 
Deletérea 

Probable 
Bajo Neutral 

 ZFHX3 HET G/A rs113497421 0.002 V949I NM_006885.3 Neutral Tolerada 
Dañina 

Probable 

Deletérea 

Probable 
Medio Dañina 

SBr-2 ANK2 HET A/G   D3126G NM_001148.4 Deletérea Deletérea 
Dañina 

Probable 
Deletérea Medio Dañina 

 ZFHX3 HET A/G rs141564201 0.0007 Q2564R NM_006885.3 Neutral Tolerada N/S 
Deletérea 

Probable 
Neutral  

FA-1 NEURL1 HET T/C   F35L NM_004210.4 Neutral Tolerada Benigna 
Deletérea 

Probable 
Bajo Neutral 

 ZFHX3 HET A/G rs777360037 0.000004 M1260T NM_006885.3 Neutral Tolerada Benigna 
Deletérea 

Probable 
Bajo Dañina 

FA-2 ANK2 HET G/A rs149963885 0.0006 E3016K NM_001148.4 Neutral Tolerada Benigna Neutral Bajo Neutral 

 ZFHX3 HET A/G rs777360037 0.000004 M1260T NM_006885.3 Neutral Tolerada Benigna 
Deletérea 

Probable 
Bajo Dañina 
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5.2 Análisis genético de las variantes en Zfhx3 

El factor de transcripción Zfhx3 posee dos posibles isoformas generadas por splicing 

alternativo y controladas por distintos promotores: Zfhx3-A y Zfhx3-B. La primera isoforma 

Zfhx3-A, y secuencia canónica del FT, tiene 3707 aminoácidos y posee 4 homeodominios, 23 

dominios ZF del tipo C2H2, un dominio de unión a ATP y dos dominios DEAH/DEAD-like, 

respectivamente (Miura y cols., 1995; Berry y cols., 2001; Martin y cols., 2014). En su región 

terminal se han descrito diversas variantes que afectan a la SUMOilación del FT produciendo 

una pérdida de función, mayor degradación o una menor translocación al núcleo (Sun y cols., 

2014b; Wu y cols., 2020). Además, numerosos estudios han asociado variantes a un amplio 

espectro de enfermedades, cáncer endometrial, obesidad, atresia esofágica, epilepsia, accidente 

cerebrovascular isquémico o fibrilación auricular entre otros (Gudbjartsson y cols., 2009; 

Walker y cols., 2015; Zhai y cols., 2015; Zaw y cols., 2017; Fuller y cols., 2018; Turcot y cols., 

2018; Zhang y cols., 2020). 

En este trabajo hemos identificado las variantes p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R en el 

FT Zfhx3, en diferentes probandos. Estas variantes como ya hemos comentado en el apartado 

anterior han sido predichas como perjudiciales por algunas de las herramientas informáticas 

usadas. Pese a portar otras variantes en distintos genes, ya sea por la distribución de las mismas 

a lo largo de su árbol genealógico o por la predicción de su efecto, hemos considerado estas 

variantes en Zfhx3 como candidatas de estudio. 

Como se puede observar en la Figura V.26, todas las variantes se encuentran en una 

región altamente conservada en todas las especies. Otro factor de patogenicidad o alteración 

en la función del FT fue la localización de estas variantes dentro de los diferentes dominios de 

Zfhx3. Tanto pV949I como p.M1260T se encontraban dentro de un dominio ZF que, como 

hemos visto, son responsables de la unión a ADN e interacción con otras proteínas. En el caso 

de p.Q2564R, ésta se encuentra adyacente a un dominio ZF, pero lo más interesante en este 

caso es que se encuentra en la región terminal de la proteína en la que se han descrito 

previamente variantes que alteran principalmente la SUMOilación e interacción con otras 

proteínas que estabilizan y permiten la translocación de Zfhx3 al núcleo (Sun y cols., 2014b; 

Wu y cols., 2020). 
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Figura V.26. Los aminoácidos V949 (A), M1260 (B) y Q2564 (C) están altamente conservados en las 

distintas especies. Alineaciones de secuencias de aminoácidos de los homólogos de Zfhx3 en 15 especies 

diferentes. La punta de flecha roja y el rectángulo azul vertical resaltan la conservación del residuo 

correspondiente y el rectángulo rojo horizontal resalta las regiones previstas de dedos de zinc. “*” significa que 

los residuos en esa columna son idénticos en todas las secuencias incluidas en la alineación, “:” indica 

conservación entre grupos de propiedades muy similares y “.” indica conservación entre grupos de propiedades 

débilmente similares. 
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En la Tabla V.6, aparece la estructura molecular de cada aminoácido y el grupo al que 

pertenecen. Como se puede observar en el caso de la variante p.V949I, el cambio producido no 

altera la polaridad, pero sí incrementa el tamaño del residuo, pudiendo dar lugar a 

impedimentos estéricos afectando a la correcta interacción con el ADN, pues se encuentra entre 

las dos cisteínas que participan en la coordinación del ión Zinc para la estabilización de la 

estructura. 

Tabla V.6. Cambio en los aminoácidos y sus propiedades producidos por las variantes p.V949I, p.M1260T 

y p.Q2564R 

Aminoácido/Ancestral  Aminoácido/Variante 

 
 

Valina 

Neutro no polar 

p.V949I 
 

 

Isoleucina 

Neutro no polar 

 
 

Metionina 

Neutro no polar 

p.M1260T 
 

 

Treonina 

Neutro polar 

 
 

Glutamina 

Neutros polares 

p.Q2564R 

 
Arginina 

Con carga positiva 

En el caso de la variante p.M1260T el cambio conlleva una reducción en el tamaño del 

residuo, pero aparece un aminoácido polar. Si analizamos los aminoácidos vecinos 

encontramos que varios de ellos son polares y se encuentra entre las 2 cisteínas y las dos 

histidinas que coordinan el ion Zinc y estabilizan la estructura. Para la variante p.Q2564R, el 

cambio es mayor, no sólo aumenta el tamaño del residuo, sino que pasa a ser un aminoácido 
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con carga. Puesto que partimos de un aminoácido polar podemos deducir que no se encuentra 

en una zona hidrófoba, además no se encuentra en un dominio ZF. A pesar de ello, si éste se 

encuentra en una región de interacción proteína-proteína o en una de plegamiento interno de la 

proteína, este cambio podría alterar en gran medida la estabilidad o interacción 

6. ANÁLISIS FUNCIONAL DEL EFECTO DE LAS VARIANTES p.V949I, 

p.M1260T, Y p.Q2564R 

En un nuevo grupo de experimentos procedimos a evaluar funcionalmente los efectos 

de las variantes p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R de Zfhx3 sobre la INa. Para ello comenzamos 

obteniendo por mutagénesis dirigida los plásmidos portadores de estas variantes. Una vez 

confirmada por secuenciación la correcta mutación, decidimos comparar la expresión de cada 

una de las variantes con respecto a la forma WT. Para ello se transfectaron células HL-1 con la 

forma WT y las variantes de Zfhx3, se extrajo el ARNm, y se cuantificó por RT-qPCR. 

Como se muestra en la Figura V.27, la expresión de ARNm de ZFHX3 no fue diferente 

en las células trásnfectadas con la forma nativa WT o con sus variantes, como lo demuestran 

los experimentos de qPCR (Ciclo al umbral = 25.9 ± 0.3, 25.7 ± 0.3, 26.1 ± 0.2 y 25.6 ± 0.3 

para WT, p.V949I, p.M1260T, y p.Q2564R Zfhx3, n = 7, p > 0.05).  

 

 

Figura V.27. Expresión de ARNm de ZFHX3 WT y las variantes p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R tras 

48h post-transfección. Valores medios de expresión registrados en células HL-1 representado como el límite de 

ciclo ciclo. Cada barra es la media ± EEM de "n" experimentos. 
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6.1 Efecto de las variantes p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R sobre la INa generada en 

células HL-1: Estudio electrofisiológico 

Registramos la INa en células HL-1 transfectadas o no con las variantes p.V949I, 

p.M1260T y p.Q2564R de Zfhx3 WT (2 µg), aplicando todos los protocolos utilizados en los 

experimentos previos. 

En el panel A de la Figura V.28 se muestran las relaciones densidad de corriente-

voltaje (I-V) de la INa registrada en células HL-1.  

 

Figura V.28. Características electrofisiológicas de la INa generada en células HL-1 transfectadas o no con 

las variantes de Zfhx3 p.V949I, p.M1260T, p.Q2564R o WT. (A) Relaciones densidad de corriente-voltaje (I-

V) de la INa obtenidas al representar la densidad de la corriente, medida como la diferencia entre el pico máximo 

y el final de cada pulso, en función del potencial del pulso aplicado. Cada punto representa media ± EEM de los 

experimentos "n". (B) Media de la densidad máxima de la INa, cada barra representa media ± EEM y cada punto 

un experimento "n". (ANOVA seguido de la prueba de Tukey y un modelo multinivel de efectos mixtos). 
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Como se puede observar, la densidad de la INa registrada en células transfectadas con 

las diversas variantes de Zfhx3 era similar a la registrada en células transfectadas con Zfhx3 

WT (p>0.05, n ≥ 17). Es decir, que todas las variantes de Zfhx3 disminuyen la densidad de la 

INa como lo hacer la forma nativa (p<0.01, n ≥ 17). 

A continuación, analizamos las características de dependencia de voltaje y tiempo de 

la INa para comprobar si las variantes pudieran tener un efecto sobre dichas propiedades.  

En la Figura V.29 se muestran las curvas de dependencia del voltaje de la activación 

(panel A) y la inactivación (panel B) de la INa para todos los constructos.  

 

Figura V.29. Curvas de dependencia de voltaje de la activación (A) e inactivación (B) de la INa generada en 

células HL-1 transfectadas o no con las variantes de Zfhx3 p.V949I, p.M1260T, p.Q2564R o WT. En ambos 

casos, el ajuste de una función de Boltzmann a los datos permitió obtener el punto medio (Vhact/Vhinact) y la 

pendiente (kact/ kinact) de cada una de las curvas, respectivamente. En A y B, cada punto representa la media±EEM 

de “n” experimentos de cada grupo, n ≥17. 



Resultados 

153 

Como se puede observar, ninguna de las variantes modificó la dependencia de voltaje 

de la activación ni de la inactivación de la INa. En consecuencia, los valores de punto medio y 

pendiente de las curvas de activación e inactivación no se modificaron bajo ninguna condición 

experimental (Tabla V.7) (p > 0.05, n ≥ 6). 

Tabla V.7. Parámetros de la dependencia de voltaje de la INa registrada en células HL-1 transfectadas o no 

con las variantes de Zfhx3 p.V949I, p.M1260T, p.Q2564R o WT. Vhact/kact y Vhinact/kinact, valores del punto 

medio y la pendiente de las curvas de activación e inactivación, respectivamente; Cada valor representa la 

media±EEM de n ≥17 experimentos/células. 

Zfhx3 
Vhact 

(mV) 
kact 

Vhinact 

(mV) 
kinact 

(-) −45.4 ± 1.9 5.1 ± 0.3 −91.8 ± 2.2 5.0 ± 0.1 

WT −42.6 ± 0.9 5.5 ± 0.2 −91.7 ± 1.8 5.2 ± 0.2 

p.V949I −40.8 ± 2.2 5.1 ± 0.3 −90.6 ± 2.0 5.1 ± 0.2 

p.M1260T −43.6 ± 2.3 5.3 ± 0.3 −90.4 ± 3.7 5.0 ± 0.2 

p.Q2564R −44.9 ± 1.6 5.3 ± 0.2 −93.1 ± 1.8 5.2 ± 0.2 

En la Figura V.30 se han representado las constantes de activación (Figura V.30A) e 

inactivación, tanto el componente rápido como el lento (Figura V.30B), obtenidas en células 

transfectadas o no con las variantes de Zfhx3 p.V949I, p.M1260T, p.Q2564R o WT. Como se 

puede observar, ninguna de las variantes logró modificar la cinética de activación ni de 

inactivación (p > 0.05) (Tabla V.8). 

Tabla V.8. Parámetros de la dependencia de tiempo de la INa registrada en células HL- transfectadas o no 

con las variantes de Zfhx3 p.V949I, p.M1260T, p.Q2564R o WT. τact, constante de tiempo de la cinética de 

activación; ; τfInactivación y τsinactivación, constantes de tiempo rápida (fast) y lenta (slow) de la cinética de inactivación; 

Afinact y Asinact porcentaje de corriente inactivada durante el componente rápido y lento respectivamente. Cada 

valor representa la media±EEM. 

Zfhx3 
τact 

(ms) 

τfinactivación (ms) 

Afinact (%) 

τsinactivación (ms) 

Asinact (%) 

(-) 0.22 ± 0.03 1.1 ± 0.05 12.4 ± 1.6 

  85.2 ± 1.8 14.8 ± 1.8 

WT 0.19 ± 0.01 1.2 ± 0.06 10.8 ± 1.1 

  83.5 ± 1.8 16.5 ± 1.8 

p.V949I 0.20 ± 0.02 1.1 ± 0.07 11.7 ± 1.5 

  83.3 ± 1.8 16.7 ± 1.8 

p.M1260T 0.24 ± 0.04 1.1 ± 0.1 12.1 ± 1.1 

  80.9 ± 1.9 19.1 ± 1.9 

p.Q2564R 0.19 ± 0.02 1.2 ± 0.08 11.9 ± 1.3 

  85.9 ± 2.6 14.1 ± 2.6 
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Figura V.30. Constantes cinéticas de activación e inactivación de la INa registrada en células HL-1 

transfectadas o no con las variantes de Zfhx3 p.V949I, p.M1260T, p.Q2564R o WT. (A) τact, constante de 

tiempo de la cinética de activación; (B) ; τfInactivación y τsinactivación, constantes de tiempo rápida (fast) y lenta (slow). 

Cada punto representa “n” experimento y la barra representa la media ± EEM. 

 

También estudiamos la cinética de reactivación, en la Figura V.31 se han representado 

el cociente de los pulsos P2/P1 frente a los intervalos de tiempo entre ellos. Los datos obtenidos 

se ajustaron a una función monoexponencial para obtener las constantes de reactivación (τreact, 

ms) que resultaron ser: 14.9 ± 4.3 (-), 12.9 ± 1.4 ms (WT), 15.0 ± 2.2 (p.V949I), 15.7 ± 2.5 

(p.M1260T) y 12.3 ± 1.1 (p.Q2564R), lo que indica que ninguna de las variantes modificó la 

cinética de reactivación frente a las células sin transfectar ni frente a la forma WT de Zfhx3 (p 

> 0.05). 



Resultados 

155 

 

Figura V.31. Curso temporal de la recuperación de la inactivación de la INa en células HL-1 transfectadas 

o no con las variantes de Zfhx3 p.V949I, p.M1260T, p.Q2564R o WT. Relación entre el cociente de la máxima 

corriente del segundo y primer pulso (P2/P1) y el intervalo de tiempo entre ambos pulsos del protocolo mostrado 

en la parte superior. Cada punto es la media ± EEM de los experimentos "n". 

Por último, cuantificamos la INa,L al final del pulsos de 500 ms (Figura V.32). Como 

se puede observar, ninguna de las variantes modificó la INa,L frente a las células sin transfectar 

o transfectadas con Zfhx3 WT (p>0.05). 

 

 

Figura V.32. Características electrofisiológicas de la INaL generada en células HL-1 transfectadas o no con 

las variantes de Zfhx3 p.V949I, p.M1260T, p.Q2564R o WT. Densidad de la INaL al final de pulsos de 500 

ms expresada como porcentaje de la densidad de corriente al pico. Cada punto representa media ± EEM de los 

experimentos "n". 
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En resumen, al igual que pasaba con la forma nativa del FT Zfhx3, las variantes p.V949I, 

p.M1260T y p.Q2564R redujeron significativamente la densidad de la corriente INa, sin afectar 

a la dependencia de voltaje o tiempo de los canales Nav1.5. 

6.2 Ensayo de detección de la actividad luciferasa de las variantes p.V949I, p.M1260T 

y p.Q2564R sobre los promotores de los genes humanos SCN5A, SCN1B, TBX5, 

NKX2.5 y PITX2 en células HL-1. 

Teniendo en cuenta estos resultados, asumimos que las tres variantes conservaron su 

actividad represora sobre los promotores mínimos humanos de los genes SCN5A y SCN1B. La 

Figura V.33 muestra que las variantes p.V949I y p.M1260T de Zfhx3 reprimieron 

significativamente la expresión del promotor SCN5A (p < 0.01, n = 3), mientras que la variante 

p.Q2564R no produjo tal efecto. Como se muestra en el panel B de la Figura V.33 las tres 

variantes reprimieron significativamente la expresión del promotor SCN1B (p < 0.01, n = 3). 

 

Figura V.33. Efecto de las variantes de Zfhx3 p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R sobre la expresión de los 

promotores mínimos humanos de los genes (A) SCN5A y (B) SCN1B. Valores medios de luminiscencia 

registrados en células HL-1 transfectadas con los promotores mínimos humanos SCN5A y SCN1B, junto con el 

plásmido de expresión de Zfhx3 WT y sus variantes. Cada barra es la media ± EEM de "n" experimentos y cada 

punto representa el valor medio de un triplicado técnico. (ANOVA seguido de una prueba de Tukey y modelo de 

efectos mixtos multinivel). 

 

Dado que p.Q2564R Zfhx3 no reprimió la expresión del promotor SCN5A, nos 

preguntamos cómo esta variante fue capaz de reducir la densidad de INa. Por ello, realizamos 

ensayos de luciferasa con las tres variantes de Zfhx3 para probar sus efectos en la expresión de 

los promotores humanos mínimos de TBX5, PITX2 y NKX25. La Figura V.34 muestra que las 

tres variantes, incluyendo p.Q2564R, reprimieron significativamente la expresión del promotor 
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mínimo de TBX5 (p<0.01, n ≥ 3). P.V949I y p.M1260T también reprimieron 

significativamente la expresión de los promotores mínimos de PITX2 y NKX25 tal y como 

hacía la forma nativa (Figura V.34B,C) (p < 0.01, n ≥ 3), mientras que p.Q2564R no fue 

capaz de reprimir la expresión de los promotores PITX2 y NKX25 (Figura V.33B,C) (p < 0.05, 

n ≥ 3). 

 

Figura V.34. Efecto de las variantes de Zfhx3 p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R sobre la regulación de los 

promotores mínimos humanos de los genes TBX5 (A), PITX2 (B) y NKX25 (C). Valores medios de 

luminiscencia registrados en células HL-1 transfectadas con los promotores mínimos humanos TBX5, PITX2 o 

NKX25 junto con el plásmido de expresión de Zfhx3 WT y sus variantes. Cada barra es la media ± EEM de "n" 

experimentos y cada punto representa el valor medio de un triplicado técnico. (ANOVA seguido de una prueba 

de Tukey y modelo de efectos mixtos multinivel). 
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En la presente Tesis Doctoral hemos descrito en primicia que el FT Zfhx3 inhibe la INa 

como resultado de un efecto represor directo sobre el promotor del gen SCN5A, el aumento de 

la expresión de la proteína ubiquitina ligasa Nedd4-2, y la represión de la expresión del FT 

Tbx5, que aumenta la INa. Además, se ha analizado funcionalmente el efecto de tres variantes, 

p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R, identificadas en pacientes diagnosticados con SBr, FA 

familiar y SBr, respectivamente, con el fin de determinar su posible implicación en el desarrollo 

de los SAH, dada la estrecha relación que guardan las alteraciones en la INa con la fisiopatología 

de la FA y el SBr. 

1. EFECTO DE Zfhx3 SOBRE LA INa 

Zfhx3 se expresa en la mayoría de los tejidos del organismo humano, siendo máxima 

su expresión en el cerebro (Thul y cols., 2017; Uhlén y cols., 2015). Los niveles de expresión 

del este FT varían a lo largo del desarrollo, siendo superiores durante la etapa embrionaria 

durante la cual multitud de estudios han descrito su papel en procesos de diferenciación y 

proliferación celular. En la edad adulta, los niveles de expresión se ven reducidos 

considerablemente, a pesar de ello se ha descrito su participación en procesos tumorigénicos y 

patológicos asociados a una gran variedad de enfermedades, así como su papel como gen 

supresor de tumores. 

Zfhx3 se expresa de forma constitutiva en el miocardio humano durante el periodo fetal 

participando en la cardiogénesis (Mao y cols., 2018). Además, como hemos podido comprobar 

a través de los datos obtenidos del repositorio GTEx, Zfhx3 también se exprese en el corazón 

adulto humano. En la actualidad, se ha demostrado la asociación entre algunos polimorfismos 

en el gen de este FT y la aparición de FA en la población europea y china (Benjamin y cols., 

2009; Gudbjartsson y cols., 2009; Li, C. y cols., 2011). A pesar de ello son pocos los estudios 

que hayan investigado el papel de este FT en el corazón adulto y su participación en la 

regulación de la excitabilidad cardíaca. Hasta la fecha se han descrito los efectos de Zfhx3 

sobre la expresión y función de los canales de K+ cardíacos (Huang y cols., 2015; Kao y cols., 

2016; Lkhagva y cols., 2021). Se ha demostrado que el silenciamiento de Zfhx3 en células HL-

1 aumenta la expresión de los canales Kv1.4, Kv1.5 y Kir3.4, lo que produce un aumento de la 

Ito, IKur e IKACh dando lugar al acortamiento de la DPA (Kao y cols., 2016). Más recientemente, 

Lkhagva y cols. demostraron que el silenciamiento de Zfhx3 en células HL-1 produce un 

aumento significativo de la IKATP mediado por un aumento del estrés oxidativo, la sobrecarga 

de Ca2+ y el incremento en los niveles de ATP y ADP (Lkhagva y cols., 2021). También hay 
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datos que sugieren que Zfhx3 regula el manejo del Ca2+ intracelular, ya que el silenciamiento 

de Zfhx3 en las células HL-1 aumenta la expresión del ARNm del receptor de rianodina RyR2 

p2808 (RYR2) y de la SERCA2a (ATP2A2) (Kao y cols., 2016). 

La expresión del ADNc que codifica la forma nativa humana de Zfhx3 en células HL-

1 redujo significativamente la densidad de la INa, mientras que el silenciamiento de Zfhx3 

condujo al resultado opuesto, producía un marcado aumento de la misma. Tanto la expresión 

como el silenciamiento de Zfhx3 no modificaron las características de la INa que dependen del 

tiempo y el voltaje, ni la densidad de la INa,L. Estos resultados sugerían que Zfhx3 estaba 

simplemente disminuyendo la cantidad de canales Nav1.5 presentes en la membrana. Esta 

reducción podría deberse a una disminución en la transcripción del gen SCN5A, a 

modificaciones postranscripcionales y postraduccionales, a alteraciones en el proceso de 

tráfico y anclaje de los canales a la membrana o, bien de su degradación (Rook y cols., 2011) 

(Figura VI.1).  

 

 

FiguraVI.1. Esquema simplificado del ciclo de vida del canal Nav1.5. En negrita aparecen los procesos clave 

de regulación del canal Nav1.5 susceptibles de alterar la disponibilidad en membrana de este. 
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2. MECANISMO POR EL CUAL Zfhx3 DISMINUYE LA INa 

Debido a la naturaleza de Zfhx3 como FT y a los estudios previos en los que se ha 

demostrado su papel regulador en la expresión de los canales Kv1.4, Kv1.5 y Kir3.4 nuestra 

hipótesis era que probablemente Zfhx3 estaba reprimiendo la transcripción de los gen SCN5A 

y/o SCN1B. Zfhx3 regula la transcripción génica interaccionando directamente con regiones 

ricas en Adenina y Timina (AT) (Morinaga y cols., 1991; Yasuda y cols., 1994) que nuestros 

análisis nos han permitido demostrar que están en ambos genes. Nuestros experimentos con 

luciferasa demostraron que Zfhx3 disminuía significativamente la actividad transcripcional de 

los promotores mínimos humanos de los genes SCN5A y SCN1B. A su vez, los efectos sobre 

el promotor de SCN5A se correlacionaron con una reducción en los niveles de ARNm y 

expresión proteica de los canales Nav1.5. Éste es el primer mecanismo por el cual Zfhx3 

disminuye la INa cardíaca. 

En el caso de Navβ1, la represión transcripcional producida por Zfhx3 se acompaña 

inexplicablemente de un aumento del ARNm de SCN1B. Este efecto puede deberse a la 

existencia de otros reguladores transcripcionales que compitan con Zfxh3 o a la acción sobre 

otras regiones promotoras. Además, a pesar del efecto recíproco positivo entre SCN5A y 

SCN1B, Takla y cols., han observado un aumento en la expresión de SCN1B en aurícula y una 

disminución en ventrículo en su modelo murino SCN5A+/− en el que la expresión de SCN5A 

estaba reducida (Takla y cols., 2021). El papel de esta subunidad en la modulación de la 

corriente INa varía según su modelo de estudio (Edokobi y Isom, 2018). En sistemas de 

expresión heterólogos, en la mayoría de los casos, la coexpresión de SCN5A con SCN1B, ha 

provocado un aumento en la amplitud máxima de la INa (Qu y cols., 1995; Bezzina y cols., 

2003), un desplazamiento a potenciales más positivos de la curva de inactivación (Malhotra y 

cols., 2001; Valdivia y cols., 2002), y una disminución en la INa,L (Valdivia y cols., 2002; Ko 

y cols., 2005). En cambio, en miocitos ventriculares de ratones knockout para SCN1B, se 

observa un aumento en la presencia de ARNm SCN5A y de canales Nav1.5 lo que explica el 

aumento en la amplitud máxima de la INa (Lopez-Santiago y cols., 2007). Por lo tanto, el 

aumento de expresión de SCN1B observado, lejos de incrementar la INa, no parece jugar un 

papel en la disminución de la INa producida por Zfhx3. Además hay que señalar que no se 

vieron modificadas las propiedades de dependencia de voltaje ni la INa,L.  

Recientemente se han descrito redes de interacción génica, en las que se relaciona a 

Zfhx3 con otros FTs cardioespecífcios como Tbx5 y Pitx2c (van Ouwerkerk y cols., 2020b), 
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lo que sugiere que estos FTs podrían regular de forma coordinada la expresión de genes 

relevantes para el mantenimiento de una actividad eléctrica cardíaca. De hecho, Huang y cols, 

han demostrado que en células HCT116, Pitx2c regula negativamente la expresión de miR-1, 

que es un microRNA que reduce la expresión de ZFHX3. La consecuencia final es que Pitx2c 

aumenta la expresión de ZFHX3. Zfhx3, a su vez, regula positivamente la expresión de PITX2, 

lo que se traduce en una regulación recíproca positiva entre ZFHX3 y PITX2 (Huang y cols., 

2015). Zfhx3 y Pitx2c, regulan la expresión de los genes NPPA, TBX5 y NKX25 que codifican 

el péptido natriurético auricular y los FTs Tbx5 y Nkx2.5, respectivamente, FTs que han 

demostrado ser reguladores de la magnitud de la INa cardíaca (Huang y cols., 2015; Nieto-

Marín y cols., 2022) . Además, también podrían estar participando otros FTs. De hecho, en la 

aurícula izquierda humana se ha identificado una red de interacción génica formada por Nkx2.5, 

Tbx3, Zfhx3 y Synpo2l (Hall y cols., 2020). 

Nuestros ensayos de luciferasa, RT-qPCR, y experimentos WB confirmaron que Zfhx3 

reduce la actividad transcripcional del promotor mínimo humano de TBX5 y esto se tradujo en 

una disminución de los niveles de ARNm y de la expresión proteica de Tbx5. Recientemente 

hemos demostrado en nuestro laboratorio que Tbx5 aumenta la expresión de los canales Nav1.5 

y la densidad de INa en hiPSC-CM, ejerciendo un efecto pro-transcripcional sobre el promotor 

del gen (Nieto-Marín y cols., 2022). Por lo tanto, asumimos que el efecto represor sobre el gen 

TBX5 producido por Zfhx3 es el segundo mecanismo por el cual Zfhx3 inhibe la INa. 

En nuestras condiciones experimentales, Zfhx3 no aumentó como estaba descrito, sino 

que disminuyó la actividad transcripcional del promotor mínimo humano de PIT2X. En células 

HL-1, a pesar de múltiples aproximaciones y cambios metodológicos, no pudimos detectar 

niveles cuantificables de ARNm de PIT2X ni de proteína Pitx2c, para confirmar los resultados 

obtenidos en el ensayo de luciferasa. Nuestra hipótesis es que los niveles endógenos de 

expresión de Pitx2c en estas células son muy bajos. Desconocemos las razones que subyacen 

a la diferencia entre nuestros resultados y los de Huang y cols. (2015), aunque el uso de 

diferentes modelos celulares podría ser la respuesta. Huang y cols. utilizaron para sus 

experimentos células HCT116, que proceden de cáncer de colon humano. Muy probablemente, 

los niveles de expresión de Pitx2c en células HL-1, que son de origen auricular murino, y 

células HCT116 son muy diferentes. De hecho, en el repositorio GTEx pudimos comprobar 

que la expresión de Pitx2 en muestras humanas de colon es 10 veces mayor a la que presentan 

la aurícula y ventrículo. 
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Respecto al efecto de Pitx2c sobre la expresión de SCN5A, se han obtenido resultados 

totalmente contradictorios. Estudios previos han demostrado que la expresión de los canales 

Nav1.5 disminuye en aurícula izquierda de ratones a los que se les delecciona de forma 

específica el gen Pitx2 en la cámara auricular (Chinchilla y cols., 2011). Otros autores 

describen que en ratones Pitx2+/- aumenta la expresión de canales Nav1.5 en la aurícula 

izquierda (Nadadur y cols., 2016). Por lo tanto, no podemos predecir el efecto neto sobre la 

magnitud INa producido por los efectos represores producidos por Zfhx3 sobre la expresión del 

gen PITX2. 

También hemos demostrado que Zfhx3 disminuyó la actividad transcripcional del 

promotor humano de NKX25 aunque no encontramos diferencias significativas en los niveles 

de ARNm. Nuestros resultados sugieren que los FTs Zfhx3, Tbx5, Pitx2c y Nkx2-5 interactúan 

recíprocamente entre sí de una manera compleja para controlar la expresión de los canales 

Nav1.5 y, por lo tanto, la velocidad de conducción cardíaca y la excitabilidad. Además, los 

cambios en los niveles de expresión de estos FTs afectarían a la densidad de la INa. En este 

sentido, se ha propuesto que las variantes en secuencias reguladoras no codificantes afectan a 

la expresión de genes que codifican FTs y/o a la función de los elementos reguladores de dichos 

genes, alterando la expresión génica y confiriendo susceptibilidad a la enfermedad (van 

Ouwerkerk y cols., 2020b). Si esto ocurriera, los cambios en los niveles de Zfhx3 producidos 

por los SNP identificados en los estudios GWAS estarían rompiendo el equilibrio dentro de las 

redes transcripcionales, dando lugar a importantes alteraciones en la excitabilidad cardíaca. 

Por último, puesto que Zfhx3 controla el desarrollo, la tumorigénesis y otros procesos 

biológicos que requieren un recambio rápido y dinámico de proteínas (Sun y cols., 2014b), 

planteamos la hipótesis de que Zfhx3 podría estar contribuyendo a la degradación del canal 

Nav1.5. Para ello, estudiamos la vía de degradación proteasómica y demostramos que Zfhx3 

aumenta los niveles de ARNm y la expresión proteica de la enzima ubiquitina ligasa Nedd4-2. 

Esta enzima participa en procesos de internalización y recambio de canales iónicos a través de 

la unión de moléculas de ubiquitina favoreciendo así. la degradación proteasómica de estos 

(van Bemmelen y cols., 2004). De esta forma el aumento en Nedd4-2 sería el tercer mecanismo 

por el cual Zfhx3 disminuye la INa.  

En resumen, como se muestra en la Figura VI.2, Zfhx3 inhibe la INa por un mecanismo 

complejo que implica: 1) un efecto represor directo sobre el promotor mínimo del gen SCN5A. 

2) Un efecto represor directo de la expresión del gen TBX5, lo que disminuye la presencia del 
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FT Tbx5 que produce un efecto protranscripcional sobre el promotor mínimo del gen SCN5A 

aumentando la INa. 3) Incremento en la expresión de la ubiquitina ligasa Nedd4-2 que señaliza 

a los canales Nav1.5 para su degradación por el proteasoma. Por todo ello, proponemos que el 

FT Zfhx3 participa en el control de la excitabilidad cardíaca en el tejido cardíaco humano 

adulto. 

 

Figura VI.2. Esquema del mecanismo de acción de Zfhx3 sobre la INa cardíaca. Izquierda, en ausencia de 

Zfhx3, Tbx5 ejerce un papel pro-transcripcional sobre gen SCN5A aumentando la expresión de canales Nav1.5 y 

la INa. Derecha, se muestra los principales efectos reguladores de Zfhx3 sobre la INa, efecto represor directo de los 

genes SCN5A y TBX5 y aumento de en la expresión de Nedd4-2 favoreciendo la degradación proteasómica de los 

canales Nav1.5. 

 

3. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LAS VARIANTES p.V949I, p.M1260T Y p.Q2564R 

En colaboración con las Unidades de Arritmias de los Hospitales la Paz, 12 de Octubre, 

y Puerta de Hierro de Madrid, y en el contexto del consorcio ITACA (Investigación 

Traslacional de Arritmias Cardiacas hereditArias) se identificaron tres variantes diferentes en 

el gen ZFHX3. La variante p.V949I apareció en un paciente varón de 38 años diagnosticado 

con SBr (SBr-1). La variante p.M1260T se identificó en dos hermanos de 59 y 61 años 

diagnosticados con FA paroxística y FA permanente respectivamente (FA-1 y FA-2). La 

tercera variante, p.Q2564R, se genotipó en una mujer de 59 años con SBr (SBr-2). Ninguno de 
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los probandos portaba ninguna otra variante rara (frecuencia alélica <0.01%) en los genes 

asociados a SAH descrita hasta la fecha. Queremos destacar que, aunque Zfhx3 juega un papel 

crítico en el desarrollo embrionario y participa en la cardiogénesis, ninguno de los portadores 

de estas variantes presentaba alteraciones estructurales congénitas cardiacas. 

Nuestros resultados demostraron que las 3 variantes produjeron una reducción similar 

de la densidad de la INa a la producía la forma WT. Por tanto, si la forma nativa y las variantes 

se comportaban de manera similar, por lo menos en lo que respecta a los canales Nav1.5, 

nuestra propuesta es que probablemente dichas variantes no son las responsables de los SAH 

de los portadores. A pesar de ello, es posible que puedan contribuir al fenotipo de los portadores 

a través de diferentes mecanismos no explorados en este estudio. Todas ellas han sido predichas 

como perjudiciales por al menos una de las seis herramientas de software utilizadas para 

evaluar su impacto. Podrían estar afectando a las proteínas intracelulares responsables del 

manejo de Ca2+, modulando la expresión de canales de K+ (Kao y cols., 2016), alterar la 

expresión de ZFHX3 u otros genes, o actuar como moduladores genéticos de otra variante 

causal aún no identificada (Caballero y cols., 2017). Tsai y cols identificaron 4 variantes sin 

sentido (p.E460Q, p.V777A, p.M1476I y p.S3513G) en la región codificante del gen ZFHX3 

en pacientes con FA, aunque no analizaron funcionalmente los efectos de las mismas (Tsai y 

cols., 2015). Para comparar el riesgo previsto de estas variantes asociadas a la FA con las 

variantes identificadas en nuestro estudio, obtuvimos la puntuación de Agotamiento 

Dependiente de la Anotación Combinada (Combined Annotation Dependent Depletion score, 

CADD) (https://cadd.gs.washington.edu/). CADD considera una amplia gama de categorías 

funcionales, tamaños de efectos y arquitecturas genéticas y se puede usar para priorizar por su 

riesgo las variaciones causales (Rentzsch y cols., 2019). La puntuación predice que el riesgo 

de p.V949I y p.Q2564R sería ligeramente superior al p.E460Q y mucho mayor que el resto de 

las variantes (TablaVI.1). 
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Tabla VI.1. Riesgo pronosticado por la puntuación CADD de variantes de ZFHX3. Calculado según 

(https://cadd.gs.washington.edu/) cuanto mayor es la puntuación, mayor es el riesgo asociado. 

Variantes ZFHX3  Puntuación CADD  

Variantes Identificadas  

p.V949I 3.19 

p.M1260T 2.02 

p.Q2564R 2.92 

Variantes Asociadas a FA (Tsai y cols., 2015)  

p.E460Q 2.58 

p.V777A 0.87 

p.M1476I 1.47 

p.S3513G 0.51 

También analizamos el efecto de las variantes en los promotores humanos de los genes 

SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 y PITX2. Los resultados de los ensayos de luciferasa 

mostraron que la variante p.Q2564R exhibía un perfil transcripcional diferente al de la forma 

WT y al del resto de las variantes analizadas aquí. p.Q2564R no reprime la expresión de los 

promotores de SCN5A y PITX2. La razón de estas diferencias podría estar relacionada con la 

posición y el cambio aminoacídico de la variante. Tanto p.V949I como p.M1260T se 

encuentran dentro de dominios ZF, 8º y 12º, mientras que p.Q2564R es la más cercana a un 

dominio de unión al ADN del tipo homeodominio, estando en una proximidad razonable al 

tercer homeodominio de Zfhx3 (2641-2700, NP_008816.3). No sólo eso, sino que se encuentra 

adyacente a un dominio ZF y a una región en la que se han descrito previamente variantes que 

alteran principalmente la SUMOilación e interacción con otras proteínas que estabilizan y 

permiten la translocación de Zfhx3 al núcleo (Sun, Li, y cols., 2014; Wu, R. y cols., 2020). 

Además, el cambio aminoacídico, no sólo aumenta el tamaño del residuo, sino que pasa a ser 

un aminoácido con carga. Estos hechos podrían explicar el mayor impacto de esta variante en 

la unión a los promotores de SCN5A y PITX2, a pesar de haber sido la variante predicha como 

menos perjudicial. Aunque es cierto que p.Q2564R disminuye la INa de forma similar a como 

lo hace Zfhx3 WT y el resto de las variantes, nuestros datos sugieren que el mecanismo por el 

cual produce este efecto no es idéntico al resto de formas de Zfhx3 estudiadas. Seguramente 

p.Q2564R Zfhx3, que no es capaz de reprimir la expresión del gen SCN5A, reduce la INa por 

reprimir la expresión de TBX5. 

4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

En este estudio no pudimos analizar los efectos de la expresión de Zfhx3 sobre INa 

registrada en cardiomiocitos nativos. Para ello, habría sido necesario incluir el ADNc de Zfhx3 

https://cadd.gs.washington.edu/
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dentro de algún vector viral para infectar, por ejemplo, cardiomiocitos humanos derivados de 

células madre pluripotentes inducidas (hiPSC-CM). De hecho, nuestro grupo ha recurrido a 

esta estrategia para analizar los efectos de Tbx20 (Caballero-PENAS) y Tbx5 (Nieto-Marín y 

cols., 2022)sobre la IKr y la INa, respectivamente. Desafortunadamente, el tamaño de ZFHX3 

(15817 pb) impide su inclusión en la gran mayoría de los vectores virales disponibles. Ante la 

imposibilidad de utilizar cardiomiocitos nativos recurrimos a células HL-1 que son de origen 

cardíaco murino y son ampliamente utilizadas para estos fines como un modelo aceptado de 

cardiomiocitos en cultivo (Claycomb y cols., 1998). No hemos podido demostrar que Zfhx3 se 

une directamente a los promotores objetivo de este estudio ni tampoco si las variantes variaban 

la afinidad de Zfhx3 por sus sitios de unión. Para ello, hubiera sido necesario realizar un ensayo 

de electrophoretic mobility shift assay (EMSA), para lo cual, es necesario sintetizar el FT en 

su forma nativa y mutada. De nuevo, el enorme tamaño de la proteína Zfhx3 (404 kDa) dificulta 

su síntesis mediante el uso de sistemas convencionales basados en reticulocitos (Nieto-Marín 

y cols., 2022). Por el mismo motivo, no hemos podido cuantificar si la presencia de las variantes 

afecta a la “dosis” de FT sintetizado. Esto último es importante porque es sabido que 

modificaciones sutiles en los niveles de expresión de los FT pueden alterar el equilibrio de las 

redes transcripcionales y su unión a los sitios promotores y enhancers. 
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Los resultados obtenidos en la presente TESIS DOCTORAL nos permiten concluir: 

1. El factor de transcripción Zfhx3 se expresa en el miocardio adulto humano. 

 

2. La expresión de la forma nativa Zfhx3 en células HL-1 disminuye de manera significativa 

la densidad de la INa sin alterar las propiedades cinéticas, las características que dependen 

del voltaje, o la densidad de la INa,L.  

 

3. El silenciamiento de Zfhx3 en células HL-1 aumenta de manera significativa la densidad 

de la INa cardíaca sin alterar las propiedades cinéticas, las características que dependen del 

voltaje, o la densidad de la INa,L.  

 

4. Zfhx3 en su forma nativa ejerce un efecto represor sobre los promotores mínimos de los 

genes humanos SCN5A, SCN1B, TBX5, NKX2.5 y PITX2, que codifican el canal de sodio 

Nav1.5, la subunidad auxiliar Navβ1 y los FTs Tbx5, Nkx2.5 y Pitx2, respectivamente. 

 

5. El factor de transcripción Zfhx3 regula la expresión de canales Nav1.5 mediante un 

complejo mecanismo: reprimiendo la expresión de los genes SCN5A y TBX5 y 

aumentando la expresión de la ubiquitina ligasa Nedd4-2, que promueve la degradación 

de los canales por el proteasoma.  

 

6. Por tanto, es probable que, en el miocardio adulto humano, Zfhx3 participe en la 

regulación de la excitabilidad controlando la densidad de la INa, no sólo de forma directa, 

sino a través de su participación en redes transcripcionales junto con otros FT que también 

controlan la expresión de canales Nav1.5. 

 

7. Las variantes p.V949I, p.M1260T y p.Q2564R Zfhx3 identificadas en probandos 

afectados por SAH, regulan la INa de manera similar a como lo hace Zfhx3 en su forma 

nativa. Por tanto, por lo menos en lo que respecta a los canales Nav1.5, concluimos que 

probablemente dichas variantes no son las responsables de los SAH de los portadores. 

 

8. La variante p.Q2564R tiene un perfil transcripcional diferente al de la forma nativa y al 

del resto de variantes analizadas, ya que no reprime la transcripción de los promotores de 

los genes SCN5A y PITX2. 
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ABC: Atrial fibrillation care 

ACh: Acetilcolina 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ADNc: ADN complementario  

Aminoácido 

A (Ala): Alanina 

C (Cys): Cisteína 

D (Asp): Ácido aspártico 

E (Glu): Ácido glutámico 

F (Phe): Fenilalanina 

G (Gly): Glicina 

H (His): Histidina 

I (Ile): Isoleucina 

K (Lys): Lisina 

L (Leu): Leucina 

M (Met): Metionina 

N (Asn): Asparagina 

P (Pro): Prolina 

Q (Gln): Glutamina 

R (Arg): Arginina 

S (Ser): Serina 

T (Thr): Treonina 

V (Val): Valina 

W (Trp): Triptófano 

Y (Tyr): Tirosina 

APA: Amplitud del PA 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: ARN mensajero 

ARNi: ARN de interferencia 

AT: Dominio rico en Adenina/Timina 

ATP: Adenosín trifosfato 

AV: Auriculoventricular 

BFA: Brefeldina A 

CaM: Calmodulina 

CaMKII: Ca2+ calmodulina quinasa II 

Cav1.2: subunidad  canales Ca2+ voltaje-

dependientes tipo L 

Cav3: Caveolina-3 

CHO cells: Chinese Ovary Hamster cells (células de 

ovario de hámster chino) 

Cm: Capacitancia de la membrana celular 

Ct: Ciclo umbral 

Cx40: Conexina 40 

Cx43: Conexina 43 

DAI: Desfibrilador automático implantable 

DI: Discos intercalares 

DPA: Duración del PA 

DPA50: DPA medida al 50% de la 

repolarización 

DPA90: DPA medida al 90% de la 

repolarización 

DPP: Proteínas dipeptidilpeptidasas 

ECG: Electrocardiograma 

EDN: Efecto dominante negativo  

EK: Potencial de equilibrio para el K+ 

Em: Potencial de membrana 

ESC: Sociedad Europea de farmacología 

FA: Fibrilación auricular 

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos 

FT: Factor de transcripción 

GPD1L: Proteína similar a la glicerol-3-fosfato 

deshidrogenasa 

GUK: Guanilato kinasa 

GWAS: Estudio de asociación de genoma completo 

hiPSC-CM: Human induced pluripotent stem cell-

derived cardiomyocytes (cardiomiocitos humanos 

derivados de células madre pluripotentes inducidas) 

HVA: High Voltage Activated o Long-lasting 

(canales de Ca2+ que requieren una fuerte 

despolarización para su activación) 

HTA: Hipertensión arterial 

ICa,L: Corriente de entrada de Ca2+ calcio tipo L 

IDC: Inactivación dependiente de Ca2+ 

IDV: Inactivación dependiente de voltaje 

Ig: Inmunoglobulina 

IK1: Corriente de K+ con rectificación interna 

IK,ACh: Corriente de salida de K+ activada por ACh 

IK,ATP: Corriente de K+ sensible a ATP 

IKr: Corriente rectificadora tardía de salida de K+ de 

activación rápida 
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IKs: Corriente rectificadora tardía de salida de K+ de 

activación lenta 

IKur: Corriente rectificadora tardía de salida de K+ de 

activación ultrarrápida 

INa: Corriente de entrada de Na+ 

INa,L: Corriente tardía de entrada de Na+, persistente 

o late 

ITACA: Consorcio de Investigación Traslacional 

en Arritmias Cardíacas HereditArias 

Ito1: Corriente transitoria de salida de K+ 

KChAP: K+ Channel-Associated Protein 

KChIP: Kv Channel Interacting Protein 

kDa: kiloDalton; unidad de masa atómica 

Kir: Canales de K+ rectificadores internos 

Kv: Canales de K+ dependientes de voltaje 

LVA: Low Voltage Activated (canales de Ca2+ que 

requieren una despolarización menor para su 

activación) 

MAGUK: Membrane-associated guanilate kinase 

MinK: Minimal K+ channel subunit 

miRNA: Micro ARN 

MiRP: MinK-Related Peptides 

MOG1: Multicopy suppresor of gsp-1 

MSC: Muerte súbita cardíaca 

mV: Milivoltios 

Nav1.5: Subunidad  de los canales de Na+ 

dependientes de voltaje 

P: Permeabilidad de la membrana 

PA: Potencial de acción 

pA: Picoamperios 

pF: Picofaradios 

PKA: proteína quinasa A 

PKC: proteína quinasa C 

PKP2: Placofilina-2 

PMR: Potencial de membrana en reposo 

PP2A: Serina-treonina fosfatasa 2A (Protein 

phosphatase 2A) 

PPP: Post-potenciales precoces 

PPT: Post-potenciales tardíos 

PR: Potencial de reposo 

PREA: Periodo refractario auricular 

Q: Carga acumulada  

RE: Retículo endoplásmico 

RS: Retículo sarcoplásmico 

RyR: Receptor de rianodina del RS 

SA: Senoauricular 

SAH: Síndromes arritmogénicos hereditarios 

SAP97: Synapse-associated protein 97 

SBr: Síndrome de Brugada 

SEN: Señal de exportación nuclear 

SERCA2a: Ca2+-ATPasa del retículo sarcoplásmico 

2a 

SHO: Síndrome de Holt-Oram 

SIDS: Síndrome de la muerte súbita del lactante 

SLN: Señal de localización nuclear 

SNP: Polimorfismo de un solo nucleótido 

SQTC: Síndrome de QT corto 

SQTL: Síndrome de QT largo 

SQTLa: SQTL adquirido 

SQTLc: SQTL congénito 

SUR: Receptor de sulfonilureas 

TEA: Tetraetilamonio 

TFIIIA: Factor de transcripción IIIA 

TM: Transmembrana 

TPM: Transcritos por millón 

TTX: Tetrodotoxina 

TSVD: Tracto de salida del ventrículo derecho 

TVP: Taquicardia ventricular polimórfica 

TVPC: Taquicardia ventricular polimórfica 

catecolaminérgica 

VKA: Antagonistas de la vitamina K 

WT (wild-type): Alelo normal, nativo, salvaje, de un 

gen 

ZF: Dominios dedos de zinc 

ZNF: Proteínas dedos de zinc 
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Abstract: The ZFHX3 and SCN5A genes encode the zinc finger homeobox 3 (Zfhx3) transcription
factor (TF) and the human cardiac Na+ channel (Nav1.5), respectively. The effects of Zfhx3 on the
expression of the Nav1.5 channel, and in cardiac excitability, are currently unknown. Additionally,
we identified three Zfhx3 variants in probands diagnosed with familial atrial fibrillation (p.M1260T)
and Brugada Syndrome (p.V949I and p.Q2564R). Here, we analyzed the effects of native (WT) and
mutated Zfhx3 on Na+ current (INa) recorded in HL-1 cardiomyocytes. ZFHX3 mRNA can be
detected in human atrial and ventricular samples. In HL-1 cardiomyocytes, transfection of Zfhx3
strongly reduced peak INa density, while the silencing of endogenous expression augmented it (from
−65.9 ± 8.9 to −104.6 ± 10.8 pA/pF; n ≥ 8, p < 0.05). Zfhx3 significantly reduced the transcriptional
activity of human SCN5A, PITX2, TBX5, and NKX25 minimal promoters. Consequently, the mRNA
and/or protein expression levels of Nav1.5 and Tbx5 were diminished (n ≥ 6, p < 0.05). Zfhx3
also increased the expression of Nedd4-2 ubiquitin-protein ligase, enhancing Nav1.5 proteasomal
degradation. p.V949I, p.M1260T, and p.Q2564R Zfhx3 produced similar effects on INa density and
time- and voltage-dependent properties in WT. WT Zfhx3 inhibits INa as a result of a direct repressor
effect on the SCN5A promoter, the modulation of Tbx5 increasing on the INa, and the increased
expression of Nedd4-2. We propose that this TF participates in the control of cardiac excitability in
human adult cardiac tissue.

Keywords: Zfhx3; SCN5A; Nav1.5; Tbx5; Pitx2c; cardiac; sodium current; patch-clamp

1. Introduction

ZFHX3 gene encodes Zfhx3 or the AT motif binding factor (ATBF1), a transcription
factor (TF) with multiple homeodomains and zinc finger motifs. Zfhx3 is widely expressed
in many tissues [1] and participates in the regulation of myogenic [2] and neuronal differ-
entiation. Zfhx3 was reported to inhibit cell proliferation, negatively regulate c-Myb, and
trans-activate the cell cycle and cyclin-dependent kinase inhibitor 1A, thus functioning as
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a tumor suppressor in several cancers [3]. Additionally, it was demonstrated that Zfhx3
participated in some TF networks in the heart. Indeed, Huang and coworkers showed that
Zfhx3 positively and reciprocally regulated the expression of PITX2, which encodes the
Pitx2c TF [4]. Moreover, both, Zfhx3 and Pitx2c, regulate the expressions of NPPA, TBX5
and NKX25 genes which encode the atrial natriuretic peptide, as well as Tbx5 and Nkx2.5
TFs, respectively [4].

Genome-wide association studies (GWAS) significantly associated atrial fibrillation
(AF) with two variants (rs7193343 and rs2106261) in the ZFHX3 gene that appear outside
coding regions [5,6]. The rs7193343 variant was also associated with ischemic and car-
dioembolic stroke [7]. The association of the rs2106261 variant with AF was replicated
in an Asian cohort. Moreover, rs2106261 was also associated with coronary disease in
an African American cohort [8,9]. Previous studies did not identify a clear association
between this SNP and measures of atrial structure [10]. Moreover, an update meta-analysis
demonstrated that rs7193343 and rs2106261 were not associated with AF recurrence [11].
More recently, variants in ZFHX3 were also associated with sick sinus syndrome [12].

The SCN5A gene encodes the human cardiac Na+ channel (Nav1.5), which generates
the fast Na+ current (INa). The INa is responsible for the Na+ influx that depolarizes the
membrane potential during the atrial and ventricular action potential upstroke. Thus,
it plays a critical role in excitability and intracardiac conduction velocity. Recently, it
was functionally demonstrated that Tbx5, a TF belonging to the T-box family, promotes
the expression of the SCN5A gene, and thus increased INa in human cardiomyocytes
derived from induced pluripotent stem cells (hiPSC-CM) [13]. Furthermore, the Brugada
Syndrome (BrS)-associated variant p.F206L Tbx5, lacks this pro-transcriptional effect, thus
markedly reducing INa [13]. On the other hand, Nav1.5 expression decreases in atrial
chamber-specific Pitx2 conditional mutants, suggesting that Pitx2c positively modulates
Scn5a expression [14]. However, in another report it was demonstrated that Scn5a mRNA
expression increases in the left atria of mouse after Pitx2 heterozygous deletion [15].

Here, we decided to analyze the effects of native (WT) Zfhx3 on the INa magnitude
and the expression of the human minimal SCN5A promoter. Moreover, we also tested the
effects of three different variants that we identified in unrelated probands diagnosed with
familial AF (p.M1260T) and BrS (p.V949I and p.Q2564R). Our results demonstrated that
WT Zfhx3 inhibits INa as a consequence of a direct repressor effect on the SCN5A promoter,
by the modulation of Tbx5-increasing effects on the INa, and by increasing the expression
of Nedd4.2. Additionally, we described that all three of these variants also inhibit INa
similarly to WT Zfhx3, even when p.Q2564R Zfhx3 lacks the repressor effect at the level of
the minimal SCN5A promoter.

2. Results
2.1. Zfhx3 Is Expressed in the Human Myocardium

First, we questioned whether Zfhx3 was expressed in the human adult myocardium.
To answer this question, we accessed the Genotype-Tissue Expression (GTEx) project which
collects and analyzes multiple human post mortem tissues [16]. GTEx RNA-seq data of
ZFHX3 from human atrial (n = 297) and ventricular (n = 303) samples averaged 2.2 ± 0.05
and 1.4 ± 0.04 transcripts per million (TPM), respectively. These data suggest that Zfhx3 is
indeed expressed, even though the mRNA expression level, both in the atria and ventricles,
is significantly lower (p < 0.01) than that of TBX5 (59 ± 1.5 and 12.6 ± 0.5 TPM in atria
and ventricles, respectively) and NKX25 (115 ± 3.3 and 106 ± 3.5 TPM). For comparison,
mRNA expression levels of PITX2 are significantly (p < 0.01) lower than those of ZFHX3
(0.4 ± 0.09 and 0.02 ± 0.002 TPM in atria and ventricles, respectively). Certainly, Pitx2c is
almost not expressed in human ventricles, while its low expression in the atria increases in
patients with chronic AF [17].
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2.2. Zfhx3 Markedly Reduces INa

Figure 1A shows INa traces recorded in HL-1 cells transfected/not transfected with
the plasmid encoding the native form of the human Zfhx3 using the protocol shown in
the upper part. In Figure 1B, the INa density is represented as a function of the membrane
potential of the test pulse. In cells transfected with Zfhx3, the INa density consistently and
significantly decreased compared with non-transfected cells at several membrane potentials.
In fact, maximum INa decreased from −70.6 ± 6.8 to −27.7 ± 2.8 pA/pF (p < 0.05, n ≥ 26).
The overexpression of Zfhx3 in HL-1 cells was confirmed by WB (Figure 1E).

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, x FOR PEER REVIEW 3 of 19 
 

 

2.2. Zfhx3 Markedly Reduces INa 
Figure 1A shows INa traces recorded in HL-1 cells transfected/not transfected with the 

plasmid encoding the native form of the human Zfhx3 using the protocol shown in the 
upper part. In Figure 1B, the INa density is represented as a function of the membrane 
potential of the test pulse. In cells transfected with Zfhx3, the INa density consistently and 
significantly decreased compared with non-transfected cells at several membrane poten-
tials. In fact, maximum INa decreased from −70.6 ± 6.8 to −27.7 ± 2.8 pA/pF (p < 0.05, n ≥ 26). 
The overexpression of Zfhx3 in HL-1 cells was confirmed by WB (Figure 1E). 

In another group of experiments, the expression of Zfhx3 in HL-1 cells decreased 
when using siRNAs (Figure 1F,G). The specificity of the silencing effects was confirmed 
by using a scrambled siRNA in “control” cells. Figure 1C,D shows that INa density was 
significantly increased in Zfhx3-silenced cells (p < 0.05, n ≥ 9).  

 
Figure 1. (A,C). INa traces recorded by applying the protocol shown at the top in HL-1 cells transfected/not transfected (–) 
with Zfhx3 WT, (A) or with scrambled or siRNA against Zfhx3 (siZfhx3) (C). (B,D). Mean current-density voltage curves 
for INa recorded in HL-1 cells transfected/not transfected with Zfhx3 WT (B) or with scrambled or siZfhx3 (D). (E) Repre-
sentative WB images showing the expression of Zfhx3 (top) and vinculin (bottom; loading control) in cells transfected/not 
transfected with Zfhx3 WT. (F,G). Representative WB (top) and total protein gel (bottom) images (F) and the correspond-
ing densitometric analysis (G) showing the expression of Zfhx3 (red arrow) in cells transfected with Scrambled (Scr) or 
siZfhx3. In (B,D,G) each point/bar is the mean ± SEM of “n” experiments. ** p < 0.01 vs. Scrambled. In (B,D), ANOVA 
followed by Tukey’s test and multilevel mixed-effects model; in (F) un-paired two tailed Student’s t-test and multilevel 
mixed effects model. 

Figure 1. (A,C). INa traces recorded by applying the protocol shown at the top in HL-1 cells transfected/not transfected
(–) with Zfhx3 WT, (A) or with scrambled or siRNA against Zfhx3 (siZfhx3) (C). (B,D). Mean current-density voltage
curves for INa recorded in HL-1 cells transfected/not transfected with Zfhx3 WT (B) or with scrambled or siZfhx3 (D).
(E) Representative WB images showing the expression of Zfhx3 (top) and vinculin (bottom; loading control) in cells
transfected/not transfected with Zfhx3 WT. (F,G). Representative WB (top) and total protein gel (bottom) images (F) and the
corresponding densitometric analysis (G) showing the expression of Zfhx3 (red arrow) in cells transfected with Scrambled
(Scr) or siZfhx3. In (B,D,G) each point/bar is the mean ± SEM of “n” experiments. ** p < 0.01 vs. Scrambled. In (B,D),
ANOVA followed by Tukey’s test and multilevel mixed-effects model; in (F) un-paired two tailed Student’s t-test and
multilevel mixed effects model.

In another group of experiments, the expression of Zfhx3 in HL-1 cells decreased
when using siRNAs (Figure 1F,G). The specificity of the silencing effects was confirmed
by using a scrambled siRNA in “control” cells. Figure 1C,D shows that INa density was
significantly increased in Zfhx3-silenced cells (p < 0.05, n ≥ 9).
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We also analyzed the possible effects of Zfhx3 on the voltage dependence of INa
activation (Figure 2A,B) and inactivation (Figure 2C,D). Neither transfection nor silencing
of Zfhx3 modified either the voltage dependence of activation or inactivation of the INa.
Consequently, the midpoint and slope values of the activation and inactivation curves were
not modified under any experimental condition (Table 1) (p > 0.05, n ≥ 6).
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WT (A) or with scrambled or siRNA against Zfhx3 (siZfhx3) (B). (C,D). Voltage dependence of INa inactivation in HL-1 cells
transfected/not transfected with Zfhx3 WT (C) or with scrambled or siZfhx3 (D). In (A–D) continuous lines represent the fit
of a Boltzmann equation. Each point is the mean ± SEM of “n” experiments.

Time dependence of INa activation was quantified by fitting a monoexponential func-
tion to the activation phase of the maximum INa trace of each experiment [13]. The
activation time constant (τact) averaged 0.19 ± 0.01 (n = 43) and 0.22 ± 0.03 ms (n = 19)
in cells transfected/not transfected with Zfhx3, respectively, indicating that the TF did
not modify the activation kinetics (p > 0.05) (Table 1). The inactivation kinetics of maxi-
mum INa current traces were described by a biexponential function. Figure 3A shows the
fast (τf) and slow (τs) time constants of inactivation of peak INa recorded in HL-1 cells
transfected/not transfected with Zfhx3. As can be observed, Zfhx3 expression did not
modify the inactivation kinetics of the INa (Table 1). Consistently with these findings, Zfhx3
silencing did not modify it either (Figure 3B and Table 1). The persistent component of
INa or late INa (INa,L) was quantified as the percentage of the peak INa [13] and plotted in
Figure 3C,D. These figures demonstrate that INa,L magnitude was not different in HL-1
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cells transfected/not transfected with Zfhx3 (Figure 3C) (p > 0.05, n ≥ 14) or in cells in
which Zfhx3 expression was silenced/not silenced (Figure 3D) (p > 0.05, n ≥ 7). Finally,
we also analyzed the reactivation kinetics of the INa using a double-pulse protocol (upper
panel in Figure 3E). The reactivation process was described by the fit of a monoexponential
function to the data and, as is shown in Figure 3E and Table 1, Zfhx3 did not significantly
modify this (p > 0.05, n ≥ 11). The reactivation kinetics were also identical in cells in which
the expression of Zfhx3 was silenced/not silenced by means of specific siRNAs (p > 0.05,
n ≥ 4) (Figure 3F and Table 1).

Table 1. Effects on the time- and voltage-dependent properties of INa.

Zfhx3 τact
(ms)

Vhact
(mV) kact

τfinact (ms)
Afinact (%)

τsinact (ms)
Asinact (%)

Vhinact
(mV) kinact

τreact
(ms)

(–) 0.22 ± 0.03 −45.4 ± 1.9 5.1 ± 0.3 1.1 ± 0.05
85.2 ± 1.8

12.4 ± 1.6
14.8 ± 1.8 −91.8 ± 2.2 5.0 ± 0.1 14.9 ± 4.3

WT 0.19 ± 0.01 −42.6 ± 0.9 5.5 ± 0.2 1.2 ± 0.06
83.5 ± 1.8

10.8 ± 1.1
16.5 ± 1.8 −91.7 ± 1.8 5.2 ± 0.2 12.9 ± 1.4

p.V949I 0.20 ± 0.02 −40.8 ± 2.2 5.1 ± 0.3 1.1 ± 0.07
83.3 ± 1.8

11.7 ± 1.5
16.7 ± 1.8 −90.6 ± 2.0 5.1 ± 0.2 15.0 ± 2.2

p.M1260T 0.24 ± 0.04 −43.6 ± 2.3 5.3 ± 0.3 1.1 ± 0.1
80.9 ± 1.9

12.1 ± 1.1
19.1 ± 1.9 −90.4 ± 3.7 5.0 ± 0.2 15.7 ± 2.5

p.Q2564R 0.19 ± 0.02 −44.9 ± 1.6 5.3 ± 0.2 1.2 ± 0.08
85.9 ± 2.6

11.9 ± 1.3
14.1 ± 2.6 −93.1 ± 1.8 5.2 ± 0.2 12.3 ± 1.1

Scrambled 0.18 ± 0.01 −40.4 ± 1.5 5.2 ± 0.3 1.1 ± 0.1
85.0 ± 3.0

9.1 ± 0.8
15.0 ± 3.0 −85.0 ± 2.4 5.0 ± 0.1 12.7 ± 2.9

siZfhx3 0.18 ± 0.02 −40.0 ± 1.9 5.1 ± 0.3 1.1 ± 0.05
88.1 ± 0.7

9.3 ± 1.2
11.9 ± 0.7 −86.4 ± 1.9 5.1 ± 0.3 12.4 ± 3.1

Afinact and Asinact = amplitudes of the fast and slow components of inactivation yielded by the fit of a biexponential function to the peak
maximum current decay. τact = time constant of activation yielded by the fit of a monoexponential function to the peak maximum current.
τfinact and τsinact = fast and slow time constants of inactivation yielded by the fit of a biexponential function to the peak maximum current
decay. τreact = time constant of recovery from inactivation for INa. Vhact and kact = midpoint and slope values of conductance-voltage curves;
Vhinact and kinact = midpoint and slope values of the inactivation curves. Each value represents mean ± SEM of >6 cells/experiments from
at least 3 different dishes in each group. Statistical comparisons were made by using ANOVA followed by Tukey’s test.
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Figure 3. (A,B). Fast and slow time constants of inactivation obtained by fitting a biexponential
function to the maximum INa traces in HL-1 cells transfected/not transfected with Zfhx3 WT (A),
or with scrambled or siRNA against Zfhx3 (siZfhx3) (B). (C,D). Mean INaL recorded in HL-1 cells
transfected/not transfected with Zfhx3 WT (C), or with scrambled or siZfhx3 (D). (E,F). Time course
of the recovery of INa inactivation in HL-1 cells transfected/not transfected with Zfhx3 WT (E) or
with scrambled or siZfhx3 (F). Each point/bar is the mean ± SEM of “n” experiments.
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In conclusion, Zfhx3 markedly decreased INa without modifying its voltage- and
time-dependent characteristics. These data suggested that Zfhx3 inhibited INa just by
decreasing the expression of the Nav1.5 proteins. Thus, Western blot (WB) experiments
were conducted to test this hypothesis and demonstrated that HL-1 cells transfected
with Zfhx3 significantly decreased Nav1.5 protein levels (p < 0.05, n ≥ 7) (Figure 4A,B).
Moreover, a concomitant decrease in the Scn5a mRNA expression was detected by Reverse
Transcription Quantitative PCR (RT-qPCR) experiments (p < 0.05, n ≥ 4) (Figure 4C). Finally,
we tested whether Zfhx3 directly reduced the expression of the human minimal SCN5A
promoter using luciferase assays. Indeed, Zfhx3 repressed the expression of the minimal
SCN5A promoter, as well as that of the human minimal SCN1B promoter, which encoded
the Navβ1 ancillary subunit of the cardiac Na+ channel (p < 0.05, n ≥ 3) (Figure 4D).
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Figure 4. (A,B). Representative WB (top) and total protein gel (bottom) images (A) and densitometric
analysis (B) of the expression of Nav1.5 (red arrow) in HL-1 cells transfected/not transfected with
Zfhx3 (B). (C,D). Scn5a mRNA levels (C), and relative luminescence values generated by human
SCN5A and SCN1B minimal promoters (D) measured in HL-1 cells transfected/not transfected
with Zfhx3 WT. In (B–D), each bar is the mean ± SEM of “n” experiments; each dot represents 1
experiment in (B,C) and is the mean value of a technical triplicate in (D). (B,C) Un-paired, two-tailed
Student’s t-test and multilevel mixed-effects model. (D) ANOVA followed by Tukey’s test and
multilevel mixed-effects model.
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2.3. Zfhx3, Tbx5 and Pitx2c Interplay

Previous results suggested that there is a positive reciprocal modulation between
ZFHX3 and PITX2C [4]. Additionally, both Zfhx3 and Pitx2c regulate the expression of
other cardio-specific TF such as Tbx5 and Nkx2.5 [4]. Thus, we decided to test the effect
of Zfhx3 on the expression of these TFs, which also regulated the magnitude of cardiac
INa [13]. Figure 5A,B shows that transfection with Zfhx3 significantly decreased the protein
expression of Tbx5 as demonstrated by WB experiments. Moreover, Zfhx3 significantly
decreased the TBX5 mRNA expression (Figure 5C) (p < 0.05, n = 6), an effect that we
attributed to the remarkable inhibition produced by Zfhx3 on the expression of the human
minimal TBX5 promoter as detected in luciferase assays (Figure 5D) (p < 0.01, n = 6).
Regarding Pitx2c, unfortunately the HL-1 expression of both the protein and the mRNA
was negligible; therefore, we were not able to accurately detect them with the antibodies
and primers used in WB and RT-qPCR experiments (see Methods in the Supplementary
Material). Conversely, in luciferase assays we could demonstrate that Zfhx3 significantly
repressed the expression of the human minimal PITX2 promoter (Figure 5D) (p < 0.01,
n = 4). Finally, the results of the luciferase assay demonstrated that Zfhx3 also markedly and
significantly decreased the expression of the human minimal NKX25 promoter (Figure 5D)
(p < 0.01, n = 3).
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Figure 5. (A–D). Representative WB (top) and total protein gel (bottom) images (A); densitometric analysis of Tbx5
expression (red arrow) (B); Tbx5 mRNA levels (C); and relative luminescence values generated by human TBX5, PITX2, and
NKX25 minimal promoters (D) measured in HL-1 cells transfected/not transfected with Zfhx3 WT. In (B–D), each bar is the
mean ± SEM of “n” experiments; each dot represents 1 experiment in (B,C) and is the mean value of a technical triplicate
in (D). (B,C) Un-paired two tailed Student’s t-test and multilevel mixed-effects model. (D) ANOVA followed by Tukey’s
test and multilevel mixed-effects model.
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2.4. Zfhx3 and Nedd4.2 Expression

It was extensively demonstrated that the ubiquitin protein ligase Nedd4-2 ubiquiti-
nates Nav1.5 by binding to the PY motif located at the C-terminus of the channel, and
promotes its degradation by the proteasome [18]. Since the expression of Zfhx3 markedly
reduced INa, we questioned whether it promoted in some way, the degradation of Nav1.5
channels. The WB data shown in Figure 6A,B demonstrated that the protein expression of
Nedd4.2 significantly increased in HL-1 cells transfected with Zfhx3 (p < 0.05, n = 6). In
accordance, mRNA levels of Nedd4l also significantly increased (p < 0.05, n = 7) (Figure 6C).
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Figure 6. (A–C). Representative WB (top) and total protein gel (bottom) images (A), densitometric analysis of Nedd4-2
expression (red arrow) (B), and Nedd4l mRNA levels (C) measured in HL-1 cells transfected/not transfected with Zfhx3
WT. In (B,C), each bar is the mean ± SEM of “n” experiments and each dot represents 1 experiment. Un-paired two tailed
Student’s t-test and multilevel mixed-effects model.

2.5. p.V949I, p.M1260T, and p.Q2564R Zfhx3 Variants

The first proband (BrS-1; III:1) is a 38-year-old male diagnosed with BrS (Figure 7A,B)
who carries an implantable cardioverter defibrillator. His mother (II:3), uncle (II:1), aunt
(II:5, mother’s sister), and sister (III:2) died suddenly at the ages of 59, 50, 51, and 32,
respectively (Figure 7A). Another proband’s uncle (II:2) suffered a sudden cardiac arrest at
age 72, but he was resuscitated. Gene panel sequencing identified that his mother carried
a rare variant in KCNH2 encoding p.Leu839Pro human ether-a-go-go (hERG) channels
that generate the rapid component of the delayed rectifier current (IKr). The p.L839P
hERG variant was never annotated in the Genome Aggregation Database (gnomAD,
https://gnomad.broadinstitute.org/, accession on 29 November 2021) nor related with
BrS. The gene panel sequencing demonstrated that the proband did not carry this variant
(Table 2). However, it revealed that the patient carried a rare variant in CACNA1B gene
encoding p.Arg377Gln Cav2.2 channels that was predicted as deleterious by two out six of
the software tools for prediction of the impact of amino acids substitution (Table 2). The
p.R377Q Cav2.2 variant, in turn, was not present in the patient’s mother (Figure 7A). No
genetic data were available from his aunt and sister. The proband has two cousins (III:3
and III:4; daughters of his deceased aunt), who also carry the p.R377Q Cav2.2 variant and
two nephews (IV:1 and IV:2; daughters of his deceased sister) who do not carry KCNH2 or
CACNA1B variants (Figure 7A). His cousins and nephews exhibit normal ECGs and do
not have history of syncope. Furthermore, his cousins and another aunt (II:4) underwent a
flecainide test that was negative.

Next-generation sequencing of the proband identified the p.Val949Ile Zfhx3 variant
(rs113497421) that was predicted as deleterious (Table 2). The proband does not carry
any other variant predicted as pathogenic (according to the guidelines for the interpre-

https://gnomad.broadinstitute.org/
https://gnomad.broadinstitute.org/
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tation of variants, see Supplementary Material and Methods) [19] in genes linked with
BrS. Considering the effects of Zfhx3 on INa, we hypothesized that the p.V949I variant
could act as a genetic modifier and we decided to analyze its presence in the relatives
available for a genetic test by Sanger sequencing. None of them carried the p.V949I Zfhx3
variant (Figure 7A).
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Figure 7. (A,C,E). Pedigrees of the three families of this study. The arrows indicate the probands; circles and squares
represent females and males, respectively, and filled symbols represent the subjects diagnosed with BrS (A,E) or familial AF;
(C) + or − indicate the presence or absence of the variants. AF: atrial fibrillation; BrS: Brugada Syndrome; HCM: hypertrophic
cardiomyopathy; SD: sudden death. (B,D,F). Representative ECGs of BrS-1 (B), AF-1 (D) and BrS-2 (F) probands.
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Table 2. Summary of all nonsynonymous exonic missense variants identified in the probands.

Proband Gene Genotype
Ancestral

Allele
/Variant

dbSNP_ID MAF Aminoacid
Substitution Transcript Provean

Prediction
SIFT

Prediction
Polyphen
Prediction

Mutation
Taster

Mutation
Assesor LRT

BrS-1 CACNA1B HET G/A rs774297154 0.0000041 R377Q NM_000718.3 Deleterious Damaging Benign Benign - -

FLNB HET G/A rs201369608 0.00007 R1009Q NM_001164317.1 Neutral Tolerated Benign Probably
deleterious Low Neutral

ZFHX3 HET G/A rs113497421 0.002 V949I NM_006885.3 Neutral Tolerated Probably
damaging

Probably
deleterious Medium Damaging

BrS-2 ANK2 HET A/G D3126G NM_001148.4 Deleterious Deleterious Probably
damaging Deleterious Medium Damaging

ZFHX3 HET A/G rs141564201 0.0007 Q2564R NM_006885.3 Neutral Tolerated Unknown Probably
deleterious Neutral

AF-1 NEURL1 HET T/C F35L NM_004210.4 Neutral Tolerated Benign Probably
deleterious Low Neutral

ZFHX3 HET A/G rs777360037 0.000004 M1260T NM_006885.3 Neutral Tolerated Benign Probably
deleterious Low Damaging

AF-2 ANK2 HET G/A rs149963885 0.0006 E3016K NM_001148.4 Neutral Tolerated Benign Neutral Low Neutral

ZFHX3 HET A/G rs777360037 0.000004 M1260T NM_006885.3 Neutral Tolerated Benign Probably
deleterious Low Damaging

Only non-synonymous exonic missense variants with a coverage >30 and with an ocurrence in our local database = 1 were included. AF = atrial fibrillation; BrS = Brugada Syndrome; HET = heterozygous; LRT:
likelihood ratio test; MAF = mean minor allele frequency from all ethnic groups where the variant was identified as provided in https://gnomad.broadinstitute.org/, accession on 29 November 2021.

https://gnomad.broadinstitute.org/
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We also identified two 59- and 61-year-old siblings with AF (AF-1 and AF-2) (Figure 7C).
AF-1 exhibited paroxysmal AF (Figure 7D) with frequent episodes that were suppressed
when the patient underwent catheter ablation. One year later she was ablated to eliminate
a right ventricular outflow tract tachycardia. At the present time, she suffers sporadic
palpitations of a short duration (<1 min). AF-2 had persistent AF refractory to multiple
electrical cardioversions that progressed to permanent AF treated with amiodarone. Ad-
ditionally, he had hypertrophic cardiomyopathy as demonstrated by echocardiography.
Their deceased mother (I:2) also had AF diagnosed when she was 50 years old, and suffered
two stroke episodes. The deceased father (I:1) and sister II:1 of the probands also exhibited
hypertrophic cardiomyopathy, while II:4 died of brain cancer when she was 55 years old.
The two index cases have children and nephews who have not presented with any electrical
or structural alterations to date (third generation; Figure 7C). Next-generation sequencing
of the probands identified that they shared the p.Met1260Thr Zfhx3 variant, predicted as
deleterious by two out of six prediction tools (Table 2). The presence of this variant was
analyzed by Sanger sequencing in other members of the family, and was identified in one
of the daughters (III:6) of AF-2 (Figure 7C).

The third proband (II:3, BrS-2) was a 59-year-old woman who was diagnosed with BrS
by an ECG conducted for pre-surgical purposes (Figure 7E,F). Thereafter, she underwent a
flecainide test that was positive. She was and remains asymptomatic; however, her cousin
(II:1, Figure 7E) suddenly died in his sleep when he was 49 years old. Her son (III.1) and
daughter (III.2) exhibit normal ECG and had negative flecainide tests. Next-generation
sequencing of the proband identified the p.Gln2564RArg Zfhx3 and the p. Asp3126Gly
Ankyrin B variants. The latter was predicted as deleterious (Table 2). Furthermore, ANK2
loss-of-function variants were extensively related with inherited cardiac arrhythmias [20],
even with BrS [21], although this relationship is currently under debate [22].

2.6. Effects of the p.V949I, p.M1260T, or p.Q2564R Zfhx3 on the INa

To functionally test the effects of these variants on INa we used HL-1 cells trans-
fected/not transfected with p.V949I, p.M1260T, or p.Q2564R Zfhx3. As can be observed in
Supplementary Figure S1, all these residues are very conserved in different species. The
ZFHX3 mRNA expression is not different upon the transfection of cells with the cDNA
encoding WT or mutated Zfhx3, as demonstrated by qPCR experiments (Cycle to thresh-
old = 25.9 ± 0.3, 25.7 ± 0.3, 26.1 ± 0.2, and 25.6 ± 0.3 for WT, p.V949I, p.M1260T, and
p.Q2564R Zfhx3, n = 7, p > 0.05) (Supplementary Figure S2). The INa density recorded
in cells transfected with these mutants was not statistically different than that recorded
in cells transfected with the WT form (p > 0.05, n ≥ 17) (Figure 8A). Therefore, as in the
presence of WT Zfhx3, maximum INa density was markedly and significantly decreased
in cells transfected with Zfhx3 p.V949I, p.M1260T, or p.Q2564R Zfhx3 compared with
non-transfected cells (p > 0.01, n ≥ 17) (Figure 8B). As was the case with the WT form, none
of the variants significantly modified any time- or voltage-dependent characteristics of the
INa (Table 1).

Considering these results, we assumed that all three variants retained their repressor
activity in the human minimal SCN5A and SCN1B promoters. Figure 8C shows that p.V949I
and p.M1260T Zfhx3 significantly repressed SCN5A promoter expression (p < 0.01, n = 3),
whereas p.Q2564R produced no such effect. Conversely, Figure 8D shows that all three
variants significantly repressed the expression of the SCN1B promoter (p < 0.01, n = 3).

Since p.Q2564R Zfhx3 did not repress the expression of the SCN5A promoter, the
question arose of how this variant also reduced the INa density. To answer it we conducted
luciferase assays with all three Zfhx3 variants to test their effects on the expression of
the human minimal TBX5, PITX2 and NKX25 promoters. Figure 9A shows that all three
variants, including p.Q2564R, significantly repressed the expression of the minimal TBX5
promoter (p < 0.01, n ≥ 3). p.V949I and p.M1260T also significantly repressed the expression
of the minimal PITX2 and NKX25 promoters (Figure 9B,C) (p < 0.01, n ≥ 3). Conversely,
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p.Q2564R Zfhx3 failed to repress the expressions of both PITX2 and NKX25 promoters
(Figure 9B,C) (p < 0.01, n ≥ 3).
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Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, x FOR PEER REVIEW 13 of 19 
 

 

“n” experiments; in (B), each dot represents 1 experiment and, in (C,D), is the mean value of a technical triplicate. ANOVA 
followed by Tukey’s test and multilevel mixed-effects model. 

Since p.Q2564R Zfhx3 did not repress the expression of the SCN5A promoter, the 
question arose of how this variant also reduced the INa density. To answer it we conducted 
luciferase assays with all three Zfhx3 variants to test their effects on the expression of the 
human minimal TBX5, PITX2 and NKX25 promoters. Figure 9A shows that all three var-
iants, including p.Q2564R, significantly repressed the expression of the minimal TBX5 
promoter (p < 0.01, n ≥ 3). p.V949I and p.M1260T also significantly repressed the expres-
sion of the minimal PITX2 and NKX25 promoters (Figure 9B,C) (p < 0.01, n ≥ 3). Con-
versely, p.Q2564R Zfhx3 failed to repress the expressions of both PITX2 and NKX25 pro-
moters (Figure 9B,C) (p < 0.01, n ≥ 3).  

 
Figure 9. (A-C). Mean luminescence values measured in HL-1 cells transfected with human minimal TBX5 (A), PITX2 (B) 
or NKX25 (C) promoters together with the indicated Zfhx3 constructs. Each bar is the mean ± SEM of “n” experiments and 
each dot represents the mean value of a technical triplicate. ANOVA followed by Tukey’s test and multilevel mixed-effects 
model. 

3. Discussion 
Our results demonstrate that Zfhx3 inhibits INa as a result of a direct repressor effect 

on the SCN5A promoter, as well as the increased expression of Nedd4-2, and the modu-
lation of Tbx5-increasing effects on the INa. Thus, we provide a novel and complex mech-
anism by which this TF could modulate cardiac excitability.  

The overexpression of the cDNA encoding Zfhx3 in HL-1 cells markedly reduced INa 
density, while Zfhx3 silencing led to the opposite result. Neither expression nor silencing 
modified the time- and voltage-dependent properties of the current or the INa,L, suggesting 
that the factor affected mostly the expressions of channel proteins, rather than gating. Our 
luciferase experiments demonstrated that Zfhx3 markedly decreases transcriptional activ-
ity of human SCN5A and SCN1B minimal promoters. Zfhx3 regulates transcription via 
direct interactions with predicted adenine and thymine-rich (AT) motifs [23] and these 
motifs are present in the promoter regions of both SCN5A and SCN1B genes (see Supple-
mentary Figure S3). The effects on the SCN5A promoter were correlated with a reduction 
in mRNA and the protein levels of Nav1.5 channels. With regard to Navβ1, its effects on 
INa properties depend on the expression system used [24]. Nevertheless, it is generally 
accepted that it increases the Nav1.5 cell surface expression [25]. Thus, it is possible that 
the decrease in Navβ1 levels produced by Zfhx3 contributes to INa inhibition. Zfhx3 con-
trols development, tumorigenesis and other biological processes that require a fast and 
dynamic protein turnover [26]. Therefore, we hypothesized that Zfhx3 could affect Nav1.5 

Figure 9. (A-C). Mean luminescence values measured in HL-1 cells transfected with human minimal TBX5 (A), PITX2 (B) or
NKX25 (C) promoters together with the indicated Zfhx3 constructs. Each bar is the mean ± SEM of “n” experiments and each
dot represents the mean value of a technical triplicate. ANOVA followed by Tukey’s test and multilevel mixed-effects model.



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 13031 13 of 18

3. Discussion

Our results demonstrate that Zfhx3 inhibits INa as a result of a direct repressor effect on
the SCN5A promoter, as well as the increased expression of Nedd4-2, and the modulation
of Tbx5-increasing effects on the INa. Thus, we provide a novel and complex mechanism
by which this TF could modulate cardiac excitability.

The overexpression of the cDNA encoding Zfhx3 in HL-1 cells markedly reduced INa
density, while Zfhx3 silencing led to the opposite result. Neither expression nor silencing
modified the time- and voltage-dependent properties of the current or the INa,L, suggesting
that the factor affected mostly the expressions of channel proteins, rather than gating.
Our luciferase experiments demonstrated that Zfhx3 markedly decreases transcriptional
activity of human SCN5A and SCN1B minimal promoters. Zfhx3 regulates transcription
via direct interactions with predicted adenine and thymine-rich (AT) motifs [23] and
these motifs are present in the promoter regions of both SCN5A and SCN1B genes (see
Supplementary Figure S3). The effects on the SCN5A promoter were correlated with a
reduction in mRNA and the protein levels of Nav1.5 channels. With regard to Navβ1,
its effects on INa properties depend on the expression system used [24]. Nevertheless, it
is generally accepted that it increases the Nav1.5 cell surface expression [25]. Thus, it is
possible that the decrease in Navβ1 levels produced by Zfhx3 contributes to INa inhibition.
Zfhx3 controls development, tumorigenesis and other biological processes that require a
fast and dynamic protein turnover [26]. Therefore, we hypothesized that Zfhx3 could affect
Nav1.5 channel degradation, in addition to synthesis. Indeed, we demonstrated that Zfhx3
increased the Nedd4-2 expression, an effect that favoured the proteasomal degradation of
the channels [18] and would contribute to the net Zfhx3-induced INa inhibition.

To the best of our knowledge, there are no previous data demonstrating a regulatory
role of Zfhx3 on Nav1.5 channels. Conversely, data showing its effects on the expression
and function of cardiac K+ channels are more abundant [4,27,28]. It was shown that
Zfhx3 silencing in HL-1 cells increased the expressions of Kv1.4, Kv1.5 and Kir3.4 channels,
which resulted in augmented ultra-rapid delayed rectifier (IKur), transient outward (Ito) and
acetylcholine-sensitive potassium (IKAch) currents and the shortening of the action potential
duration [27]. More recently, Lkhagva et al. described that Zfhx3 silencing in HL-1 cells
led to a significant increase in the ATP-sensitive K current (IKATP) [28]. There are also data
suggesting that Zfhx3 regulates intracellular calcium handling, since Zfhx3 knockdown in
HL-1 cells increased the ryanodine receptor (RYR2), RyR2 p2808, and SERCA2a (ATP2A2)
mRNA expression [27].

There is evidence showing that Zfhx3 establishes gene regulatory networks with other
cardio-enriched TFs such as Tbx5 and Pitx2c [29], suggesting that these TFs could regulate
the expression of genes relevant to cardiac electrical activity in a coordinated manner.
Indeed, Huang and coworkers demonstrated that, in HCT116 cells, Pitx2c negatively
regulates the expression of miR-1, which reduced the expression of ZFHX3, resulting in
a positive regulation of ZFHX3 by Pitx2c. Zfhx3, in turn, positively regulates expression
of PITX2, resulting in a cyclic loop of cross-regulation between ZFHX3 and PITX2 [4].
Both, Zfhx3 and Pitx2c, regulate the expressions of NPPA, TBX5 and NKX25 genes which
encoded the atrial natriuretic peptide, and Tbx5 and Nkx2.5 TF, respectively. Additionally,
Tbx5 may also regulate the expression of Zfhx3 [30]. Furthermore, other TFs could also
be involved. Indeed, a gene interaction network dominated by Nkx2-5, Tbx3, Zfhx3, and
Synpo2l was recently identified in the human left atria [31].

Our luciferase assays, RT-qPCR and WB experiments confirmed the results of Tbx5,
since the expression of Zfhx3 reduces the activity of the minimal promoter and the mRNA
and protein levels of Tbx5. On the other hand, we recently demonstrated that Tbx5 increases
Nav1.5 channel expression and INa density in hiPSC cardiomyocytes by means of a pro-
transcriptional effect on the gene promoter [13]. Thus, we assume that the repression of
the TBX5 gene transcription produced by Zfhx3 contributes to the INa inhibition produced
by Zfhx3.
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Conversely, under our experimental conditions, the expression of Zfhx3 did not
increase, but decreased the luminescence generated by the human PITX2 minimal promoter.
Unfortunately, in HL-1 cells, we were not able to detect measurable mRNA and protein
levels of Pitx2c to confirm these results, most likely due to a limited expression of this
factor. The reasons underlying the discrepancy between our results and those of Huang
and coworkers [4] are unknown, although the use of different cellular models could play
a role. The biology and expression levels of Zfhx3 and Pitx2c in HL-1 cells, which are of
murine cardiac origin, and HCT116 cells, which are of human colon cancer origin, are likely
very different.

Contradictory results were obtained regarding the effects of Pitx2c and the expression
of the Scn5a gene. Previous reports demonstrated that Nav1.5 expression decreased in
atrial-chamber-specific Pitx2 conditional mutants [14], while it increased in mouse left atria
after Pitx2 heterozygous deletion [15]. Thus, we cannot predict the net effect on the INa
magnitude produced by the repressor effects of Zfhx3 on the expression of the PITX2 gene.

We also showed that Zfhx3 decreased the luciferase activity generated by the human
NKX25 promoter. Our results suggest that Zfhx3, Tbx5, Pitx2c, and Nkx2-5 TFs reciprocally
interact with each other in a complex way to control the expression of Nav1.5 channels, and
thus cardiac conduction velocity and excitability. Furthermore, changes in the expression
levels of these TFs would affect the INa magnitude. In this sense, it was proposed that
noncoding variations in regulatory sequences affect the expression of genes encoding
transcriptional regulators and/or the function of regulatory elements of given target genes,
altering gene expression and conferring disease susceptibility [29]. Should this occur,
changes in Zfhx3 levels produced by the SNPs identified in GWAS studies disrupted the
equilibrium within the transcriptional networks, leading to important consequences on
cardiac excitability.

We also analyzed the consequences of three ZFHX3 variants found in probands that
did not carry any variant in the genes so far associated with inherited arrhythmogenic
syndromes. Our results show that the three variants produced a similar reduction in the
INa density as the WT form, suggesting that they do not cause familial AF or BrS through
differential effects on INa. It is possible that these variants contribute to the phenotype of
the carriers through different mechanisms not explored here, such as affecting intracellular
calcium-handling proteins [27], changing the expression of ZFHX3 or other genes, or acting
as genetic modulators of another still unidentified causative variant [32]. Moreover, as
described in Table 2, all three patients also carry other nonsynonymous exonic missense
variants predicted as potentially deleterious. It is possible, that the phenotype of the
patients is only apparent when, in addition to the variant in ZFHX3, the other variants of
which they are carriers are present. Unfortunately, our experiments in HL-1 cells cannot
rule out this hypothesis since it would be necessary to generate cardiomyocytes derived
from iPSC from each patient and to conduct the sequential correction of each variant
with CRISPR-Cas9 technology. Tsai et al. identified four missense variants (p.E460Q,
p.V777A, p.M1476I, and p.S3513G) in the coding region of the ZFHX3 gene in patients
with AF, although they did not functionally analyze the consequences of the variants [33].
To compare the predicted risk of these AF-associated variants with the variants identified
here, we obtained the Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) score (https:
//cadd.gs.washington.edu/, accession on 29 November 2021). CADD considers a wide
range of functional categories, effect sizes and genetic architectures, and can be used to
prioritize causal variations [34]. The score predicts that the risk of p.V949I and p.Q2564R is
slightly higher than p.E460Q and much higher than the rest of the variants (Supplemental
Table S1). Our luciferase assays showed that the p.Q2564R variant exhibited a different
transcriptional profile from WT and the other variants analyzed here, since it did not
reduce the luciferase activity generated by SCN5A and PITX2 promoters. The reason for
these differences could be related to the position of the variant. Both p.V949I and p.M1260T
are within the eighth and twelfth zinc finger domains, while p.Q2564R is the closest to a
DNA-binding domain, being in a reasonable proximity to the third homeodomain of Zfhx3

https://cadd.gs.washington.edu/
https://cadd.gs.washington.edu/
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(2641-2700, NP_008816.3). Although the p.Q2564R variant led to a similar reduction in INa
density than WT and the rest of the variants, our data suggest that it reduced INa density
by suppressing the Tbx5-increasing effects, without producing a direct effect on SCN5A
gene transcription.

Limitations of the Study

We did not analyze the effects of Zfhx3 expression on INa recorded in cultured native
cardiomyocytes. To this end, we would need to include the cDNA of Zfhx3 within some
viral vector. Unfortunately, the size of ZFHX3 (17,669 bp) prevents its inclusion in the
vast majority of available viral vectors. We used HL-1 cells that were of a murine cardiac
origin and were widely used for these purposes as a good model of cardiomyocytes in
culture [35]. However, since HL-1 cells are not differentiated enough and do not display
lateral membranes and intercalated disks, as is the case for adult cardiomyocytes, we were
not able to analyze the possible effects of Zfhx3 on Nav1.5 localization. We surmise that
Zfhx3 impacts the expression of the channels within the whole cardiomyocyte. However,
we cannot rule out the differential effects on Nav1.5 targeted to specific sub-domains,
since Zfhx3 may affect the expression/function of some of the multiple proteins that define
distinct pools of Nav1.5 channels in cardiomyocytes [36,37]. Furthermore, the INa inhibition
exceeds the decrease in the total expression of Nav1.5 protein produced by Zfhx3. This
would suggest that Zfhx3 ultimately decreases the presence of Nav1.5 channels in the cell
membrane (not explored here) by additional translational or post-translational mechanisms
that are currently unknown. We did not demonstrate the binding of Zfhx3 to its target
promoters by EMSA. Again, the huge size of the Zfhx3 protein (404 kDa) hampers its
synthesis via conventional systems based on reticulocytes [13].

4. Material and Methods
4.1. Study Approval

The Investigation Committees of the University Hospitals La Paz, 12 de Octubre
and Puerta de Hierro (ITACA study) approved the clinical evaluation of probands and
all family members. Studies conformed to the principles outlined in the Declaration of
Helsinki. Each patient gave written informed consent.

4.2. DNA Sequencing

DNA was extracted from whole blood, and whole-exome sequencing was performed
at NIMgenetics (Madrid, Spain) [13,32]. Supplementary Table S2 describes the genes
selected for the bioinformatics analysis performed after whole exome sequencing. The
presence of the variants was also confirmed in the probands and some family members by
Sanger sequencing.

4.3. Access to Public Human Cardiac RNA-Seq Data

GTEx RNA-seq data (RSEMv1.2.22 (v7) version) from human atria and ventricles
and the resulting TPM values for ZFHX3, TBX5, PITX2, and NKX25 were accessed
through the Human Protein Atlas database (https://www.proteinatlas.org/, accession on
29 November 2021) [13].

4.4. Cell Culture and Transfection

HL-1 cells were cultured and transiently transfected with the cDNA-encoding human
WT or mutant Zfhx3 by using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) as
previously described [13,17,32].

4.5. Patch-Clamp Recordings

INa was recorded at room temperature using the whole-cell, patch-clamp technique [13,17,32,38].
Micropipette resistance was kept below 1.5 MΩ when filled with the internal solution and
immersed in the external solution (see composition in Supplementary Methods). To mini-

https://www.proteinatlas.org/
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mize the influence of the expression variability, each construct was tested in a large number
of cells obtained from at least 3 different HL-1 batches. In all cases, the expression of WT or
mutated Zfhx3 was identified by the green fluorescent signal under fluorescent microscopy.

4.6. Analysis of the mRNA Expression (RT-qPCR)

mRNA expression of ZFHX3, SCN5A, SCN1B, NEDD4L, TBX5, PITX2, and NKX25
was measured by RT-qPCR using TaqMan Gene Expression Assays [17,32].

4.7. Western Blot Analysis and Zfhx3 Silencing

Nav1.5, Nedd4-2, and Tbx5 proteins were detected by WB in HL-1 cells transfected/not
transfected with WT or mutated Zfhx3 following procedures previously described. For
Zfhx3 silencing, HL-1 cells were transfected with ON-TARGETplus mouse Zfhx3 siRNA
SMARTpool or with siRNA Universal Negative Control (scrambled) by using Lipofec-
tamine 2000 (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions [13,17,32,36,38].

4.8. Luciferase Assays

HL-1 cells were transfected with pLightSwitch_Prom [Active Motif, Carlsbad) vectors
carrying the minimal promoters of human SCN5A, SCN1B, TBX5, PITX2, and NKX25 genes
and luminescence was measured as described [13,17,32].

4.9. Statistical Analyses

Throughout the paper results were expressed as mean ± SEM. Statistical analyses
were performed using GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). To
compare data from ≥3 experimental groups, one-way ANOVA followed by Tukey’s test
was used, while unpaired two-sided t-test was chosen when comparing data from two
experimental groups. In small size samples (n < 15), statistical significance was confirmed
by using non-parametric tests (two-sided Wilcoxon’s test). To take into account repeated
sample assessments, data were analyzed with multilevel mixed-effects models. Normality
assumption was verified using the Shapiro–Wilk test. Variance was comparable between
groups throughout the manuscript. We chose the appropriate tests according to the data
distributions. A value of p < 0.05 was considered significant. Additional methodological
details are included in Supplementary Materials.

5. Conclusions

Zfhx3 inhibits INa by a complex mechanism involving the reduction in Nav1.5 channel
expression, the modulation of the Tbx5-increasing effects, and the increase in Nav1.5
channel degradation by the proteasome. We propose that this TF could participate in the
control of cardiac excitability in human adult cardiac tissue.
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