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El corazén es un érgano con una especial significacién
en medicina, en biologia del desarrollo y desde el punto
de vista evolutivo. La formacién del corazén y sus vasos
durante la embriogénesis es el resultado de numerosos y
complicados procesos. Nuestro conocimiento actual de
como estos procesos se llevan a cabo esta basado en
décadas de minuciosos estudios anatémicos. Sin embar-
go, el espectacular avance de la biologia molecular del
desarrollo ha marcado el inicio de una nueva era en la
embriologia, y las bases moleculares de la cardiogénesis
estan comenzando a emerger. En los Ultimos afos se
han identificado varias familias de genes con un patron
especifico de expresién en el corazén. Entre ellos se en-
globan proteinas contractiles, canales idnicos y factores
de transcripcion que dictan la expresion de genes especi-
ficos de tejido. Asi mismo, el analisis de elementos regu-
ladores de la expresién génica constituye, en la actuali-
dad, la clave para la futura aplicacion de la terapia
génica. Este articulo recoge los ultimos datos de patro-
nes de expresion de genes especificos de miocardio du-
rante el desarrollo cardiaco, y también datos recientes
derivados del analisis funcional de zonas de regulacion
génica (transgénicos). Los distintos patrones de expre-
sién revelan una amplia heterogeneidad molecular en el
miocardio, y su conocimiento abre las puertas a impor-
tantes aplicaciones clinicas en el futuro.

Palabras clave: Expresion génica. Cardiogénesis. Re-
gulacion transcripcional.

Regulation of Myocardial Gene Expression during
Heart Development

The heart is an organ with special significance in medi-
cine and developmental biology. The development of the
heart and its vessels during embryogenesis is the result
of numerous and complex processes. At present, our un-
derstanding is based on decades of meticulous anatomi-
cal studies. However, the spectacular progress of modern
molecular biology and developmental biology has marked
the beginning of a new era in embryology. The molecular
bases for cardiogenesis are just emerging. Several fami-
lies of genes with restricted expression to the heart have
been identified in the last years, including genes encoding
for contractile proteins, ion channels as well as transcrip-
tion factors involved in tissue specific gene expression.
Likewise, the analyses of regulatory elements have incre-
ased our understanding of the molecular mechanisms di-
recting gene expression. In this review, we illustrate the
different patterns of gene and transgene expression in the
developing myocardium. These data demonstrate that the
wide molecular heterogeneity observed in the developing
myocardium is not restricted to embryogenesis but it also
remains in the adulthood. Therefore, such molecular di-
versity should be taken into account on the design of futu-
re gene therapy approaches, having thus direct clinical
implications.
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INTRODUCCION

Durante los dltimos afios se ha producido un avance
importante en el conocimiento de la expresion especi-
fica de tejido y de los mecanismos moleculares de su
regulacion. Se ha puesto de manifiesto reiteradamente
que distintos genes (y sus productos proteicos) experi-
mentan cambios en su distribucion espaciotemporal y
en el nivel de expresion durante la ontogénesis; estos
cambios son especialmente dindmicos durante el desa-
rrollo cardiaco. La formacion del corazén en vertebra-
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Fig. 1. Representacion esquematica de
los procesos de regulacion génica y de
las metodologfas de andlisis transgéni-
co. EI genoma se transcribe en zonas
discretas (genes) dando lugar a ARN
mensajeros (transcritos), que sufren dis-
tintos procesos de maduracion y final-
mente se traducen a protefna. El estudio
de la expresion génica se realiza me-
diante varias técnicas (PCR, RPA, Nort-
hern blot, etc.), entre las cuales la hibri-
dacion in situ permite visualizar la
distribucion local de transcritos dentro
del contexto morfoldgico. De modo se-
mejante las diferentes técnicas inmu-
nohistoquimicas permiten localizar la
distribucion de las proteinas. Sin em-
bargo, ni la presencia de ARN mensaje-
ro ni de proteina nativa asegura que esta
proteina sea funcional, dado que hay di-
Versos mecanismos de control post-
transcripcional, como la escisién de una
region de la preproteina (7), la glucosi-
lacion (2) o la fosforilacién (3). EI meca-
nismo de regulacion de la expresion gé-
nica estd controlado por elementos
discretos de ADN gendmico, localizados
principalmente en regiones anteriores al
inicio de la transcripcion. La identifica-
cion de estas regiones permite realizar
una construccion génica (a) donde se
insertan los elementos reguladores y un
gen marcador. Este gen produce una
proteina que es facilmente detectable
usando métodos histognzimaticos. Di-
cha construccion se inserta en el geno-
ma del raton (b) y de este modo se pue-
de analizar la distribucion del gen
marcador (c), lo que constituye un indi-
cador de potencial de transcripcion que

Genoma

(ADN)

ARNm

ARNm
maduro

Proteina

Proteina
funcional

dos requiere la coordinacién de varios procesos com-
plejos que abarcan desde la diferenciacién de las cres-
tas precardiacas hasta la formacién de un corazén
adulto con cuatro cdmaras y sus correspondientes vdl-
vulas. En este articulo nos proponemos dar una visioén
actualizada de la embriologia cardiaca, incluyendo los
recientes avances de la biologia molecular sobre la
complejidad de los procesos moleculares que contro-
lan la expresion especifica de tejido.

MECANISMOS MOLECULARES
DE LA EXPRESION GENICA

Los mecanismos que controlan la expresion génica
vienen determinados principalmente por la transcrip-
cion de ARN mensajero (ARNm) a partir de ADN ge-
némico (fig. 1). El conocimiento detallado de las re-
giones promotoras de los genes, esenciales para la
transcripcion, y de los diferentes factores de transcrip-
cion implicados en la activacion del promotor consti-
tuye, en la actualidad, un prerrequisito para conocer
los mecanismos de regulacién génica. Sin embargo,
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tienen estos elementos reguladores.

éste es solo el primer acontecimiento que se produce
antes de que dicho gen dé origen a una proteina fun-
cional. La transcripcién de ADN en ARNm mediante
la ARN polimerasa II comporta la generacion de un
ARNm primario (regulacion transcripcional) que pos-
teriormente da lugar a un ARNm maduro mediante
un proceso de corte y empalme de exones e intrones
(fig. 1). E1 ARN maduro es traducido a proteina por
los ribosomas, y en determinados casos dicha proteina
ha de ser modificada con posterioridad (regulacién
postranscripcional) para que sea funcional; por ejem-
plo, por procesamiento catalitico (paso de preproteina
a proteina), por fosforilacion (unién de grupos fosfato)
o por glicosilacién (unién de complejos de azicares).
En la mayoria de los casos, el mecanismo principal de
control es el transcripcional, lo que permite asumir
que la presencia de ARNm codificante es un buen in-
dicador de la presencia de dicha proteina en un deter-
minado tejido. Sin embargo, este paradigma, aunque
generalmente cierto, no implica que la proteina sea
funcional. Por ejemplo, factores de crecimiento tales
como los TGF (transforming growth factor) requieren
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Fig. 2. Representacion esquematica de
los diversos patrones de expresion géni-
ca en los estadios de crestas cardiacas
(A-D), tubo cardiaco lineal (E-H) y asa
cardiaca (I-M). En todos los estadios se
observan genes distribuidos homogénea-
mente (p. ej., Nkx2.5) (paneles A, E e 1),
en gradientes anteroposterior o postero-
anterior (p. ej., MHC) (paneles B, C, F,
G, K'y L) y diferencialmente entre dere-
cha e izquierda (p. €j., Pitx2) (paneles D
y H). Con la torsion cardiaca, existe una
remodelacion de la expresion derecha/
izquierda (Pitx2; paneles H y M) y se
originan nuevos patrones que demarcan
las diferencias dorsoventrales (p. €j.,
ANF; panel J). TE: tracto de entrada; TS:
tracto de salida; a: primordio auricular;

B

V: primordio ventricular.

ser activados mediante catdlisis de la preproteina para
poder desempeiar su funcién'. Asi pues, la presencia
de ARNm ha de tomarse con cautela a la hora de hacer
extrapolaciones funcionales. En esta revisiéon nos he-
mos centrado principalmente en el estudio de la regu-
lacién transcripcional y hemos resaltado s6lo aquellos
casos en los que existen evidencias de control pos-
transcripcional.

El objetivo de esta revision es ilustrar los distintos
patrones de expresién de las principales familias géni-
cas que presentan expresion especifica de miocardio,
tales como proteinas estructurales (proteinas contracti-
les; miosinas, actinas y el complejo de la troponina),
canales i6nicos (canales de sodio y de potasio) y de
factores de transcripcidn, en las distintas fases de la
cardiogénesis (figs. 2-4). Estas observaciones se en-
marcan en el contexto del andlisis funcional de deter-
minadas zonas reguladoras del ADN (modelos anima-
les de transgénesis) (fig. 1). Los datos reflejados
corresponden en su mayoria al ratén, pues actualmente
es uno de los modelos animales mds utilizados en bio-
logia molecular y constituye, a su vez, una base sélida
para la extrapolacién al contexto humano. A continua-
cién se hace una breve introduccién a la embriologia
cardiaca y posteriormente detallamos los patrones de
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expresion de genes enddgenos y transgenes.

EMBRIOLOGIA CARDIACA

Durante el desarrollo embrionario, el corazén pasa
de ser una estructura tubular sencilla a convertirse en
un 6rgano multicameral con un alto grado de com-
plejidad. Este proceso requiere la diferenciacion y el
crecimiento de distintas estructuras embrionarias. Du-
rante la cardiogénesis podemos distinguir 6 fases pro-
totipicas. Las células destinadas a la formacién del
tubo cardiaco se disponen simétricamente en dos cres-
tas, las crestas precardiacas (primer estadio), donde re-
ciben sefiales del ectodermo y del endodermo para
configurarse en futuros miocardiocitos?? (fig. 2); pos-
teriormente las crestas cardiacas se unen en la linea
media embrionaria dando lugar al tubo cardiaco inicial
(segundo estadio) (fig. 2). En este estadio, el corazén
estd formado tinicamente por dos capas celulares, mio-
cardio y endocardio, separadas por una matriz acelular
llamada gelatina cardiaca*. A continuacién, el tubo
cardiaco sufre una torsion hacia la derecha constitu-
yendo asi el primer signo morfolégico de asimetria
corporal durante el desarrollo embrionario (tercer esta-
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Fig. 3. Representacion esquematica de
los diversos patrones de expresion géni-
ca (A-K) y de transgenes (L-0) en el es-
tadio embrionario. Aparte de los patro-
nes observados en estadios anteriores
(A-C), en este estadio se genera una
amplia gama de nuevos patrones de ex-
presion (D-K). Entre ellos cabe destacar
los que delimitan 5 dominios de expre-
sion (p. ej., SERCA2a, PLB; paneles Dy
E), diferencias sistémica y pulmonar
(dHAND y eHAND; paneles F y G), gra-
dientes anteroposterior constitutivo (tro-
ponina cardfaca |; panel H), diferencias
derecha e izquierda (Pitx2, panel ), dife-
renciacion del sistema de conduccion
(Irx1 € Irx2; panel J) o el miocardio fra-
beculado (ANF; panel K). Los paneles L-
0 ilustran los distintos patrones de ex-
presion  observados con  diversos
elementos reguladores en ratones trans-
génicos. AD: atrio derecho; Al: atrio iz-
quierdo; VD: ventriculo derecho; VI
ventriculo izquierdo; SIV: septo inter-
ventricular; TS: fracto de salida. CAV:
canal antrioventricular.

dio)’ (fig. 2). Dicha torsién culmina con la formacién
de un corazén embrionario en el cual se comienzan a
distinguir diferentes regiones miocdrdicas. Se puede
decir que el corazén embrionario estd formado por el
tracto de entrada, el atrio embrionario, el canal atrio-
ventricular, el ventriculo embrionario y el tracto de sa-
lida (cuarto estadio) (fig. 3)°. Cada una de estas regio-
nes miocdrdiacas presenta un patrén de expresion
diferencial, asi como unas caracteristicas funcionales
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distintas®’. El tracto de entrada, el canal atrioventricu-
lar y el tracto de salida presentan en su superficie inte-
rior cojines endocardicos, mientras que las camaras
atriales y ventriculares estdn trabeculadas y carecen de
estructuras mesenquimaticas®.

Durante el estadio fetal estas 5 estructuras han de ser
tabicadas para obtener de esa forma un corazén con do-
ble circuito, sistémico (sangre oxigenada) y pulmonar
(sangre venosa) (fig. 4). La septacion de ventriculo pri-
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Fig. 4. Representacion esquematica
de los patrones de expresion génica en
el estadio fetal. La expresion de distin-
tos genes permite establecer que las
auriculas con muasculos pectingos pre-
sentan un patrén de expresion exclusi-
vo como, por ejemplo, ANF (panel A).
La expresion de MLC3F permite dis-
cernir que la musculatura de las venas
cavas es distinta de las de las venas
pulmonares (incluyendo el septo inte-
ratrial) (panel B), mientras que MLC2v
establece que las venas cavas son dis-
tintas del resto del miocardio auricular
(panel C). ADP: atrio derecho con mus-
culos pectineos; AIP: atrio izquierdo
con misculos pectineos; VD: ventriculo
derecho; VI: ventriculo izquierdo; CV:
venas cavas; PV: venas pulmonares;
SIA: septo interatrial.

mitivo genera los ventriculos derecho e izquierdo me-
diante el crecimiento del septo interventricular. El atrio
primitivo se divide en derecho e izquierdo mediante la
formacién del complejo de los septos interatriales pri-
mario y secundario (quinto estadio). Es interesante des-
tacar que la separacion de los tractos de entrada y de
salida, asi como del canal atrioventricular, se produce
por la fusién de los cojines endocérdicos y su posterior
reemplazamiento por miocardiocitos mediante un pro-
ceso denominado «miocardializacion»®. A su vez, se
produce una reestructuracién de las distintas regiones
embrionarias para dar lugar, en el corazén adulto, a dos
cdmaras atriales y dos ventriculares, todas con un tracto
de entrada y de salida propios'’. Bdsicamente ésta es la
misma configuracion del corazén adulto, y tnicamente

destaca que las separacién de las cuatro cdmaras se
completa (sexto estadio)'!.

PATRONES DE EXPRESION GENICA
EN LA CRESTA CARDIACA (E7.5 RATON)

La cresta cardiaca se configura durante la gastrula-
cién como una region mesodérmica derivada de la li-
nea primitiva'?. Esta porcién anterior del mesodermo
responde a un juego de sefales del ectodermo y del
endodermo adyacente provocando la expresion de dis-
tintos genes especificos de los futuros miocardioci-
tos??. Con la posible excepcién de los ARNm que co-
difican para proteinas del metabolismo del calcio
(SERCA2 y PLB)'*!%, se ha observado sélo expresion

TABLA 1. Patrones de expresion en estadios iniciales del desarrollo cardiaco

Homogénea Eje D/l Eje A/P Eje dorso/ventral
Cresta cardiaca Genes estructurales SERCA2 (A), PLB (P)
(estadio ) Factores de transcripcion ~ Nkx, GATA4-6, MEF2C, Pitx2 (1) HTR1 (P), HTR2 (A)

Tubo cardiaco
(estadio Il)

Asa cardiaca
(estadio 1)

Genes estructurales

Factores de transcripcion

Genes estructurales

Factores de transcripcion

HANDs SRF, CARP,
pCMF1, Midori cCLP-1,
Mesp1, Thx5
MLC, troponina C/T,
tropomiosina, tropomodulina

Irx4 (A)

aMHC, MLC2a, actina-c,
BMHC (A), SERCA2 (P),

PLB (A)
Nkx, GATA4-6, MEF2C, Pitx2 (1) Irx4 (A) eHAND (V)
HTR3 SRF,CARP, pCMF1, HTR1 (P), HTR2 (A)
Midori dAHAND
MLC, troponina G/T, aMHC,MLCa, actina-c,
tropomiosina, BMHC (A), SERCA2 (P),
tropomodulina PLB (A)
Nkx, GATA4, MEF2, HTR3 Pitx2 (1) HTR1 (P), HTR2 (A) Irx4, eHAND (V)

SRF,CARP, pCMF1, Midori

GATA5, GATAG6

(1): izquierda; (A): anterior; (P): posterior; actina-c: actina cardiaca.
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de distintos factores de transcripcién en este estadio'
(tabla 1).

Genes que codifican para proteinas
del metabolismo del calcio

La expresion de SERCA2 (bomba de calcio del reti-
culo endoplasmico) y PLB (fosfolamban) en estadios
tan tempranos es interesante pues, aunque la contrac-
cién miocdrdica adn no se ha iniciado, ya existe una
polaridad en la expresiéon génica. SERCA2 es mads
abundante en la region anterior de las crestas cardiacas
y disminuye hacia las regiones posteriores, mientras
que PLB presenta una distribucién complementaria'>!4,

Factores de transcripcion

Existen varias familias de factores de transcripcién
que presentan expresion de alguno de sus miembros en
estadios tan tempranos como en el promiocardio. Las
principales familias son genes homedticos, GATA,
bHLH y MEF2, como se detalla a continuacion.

Dentro de los genes homedticos, la expresion de
Nkx2.5 es homogénea a lo largo de las crestas precardi-
acas'®. Es interesante resaltar que en Xenopus, la expre-
sion de Nkx2.5 parece estar restringida a la banda late-
ral interna de las crestas precardiacas (region medial)!”.
Esto podria interpretarse como el primer signo de dife-
renciacion dorsoventral, si bien dicha regionalizacion
no se ha descrito en otros modelos. El factor de trans-
cripcién Pitx2 evidencia ya en estos estadios una clara
regionalizacién en su patrén de expresion'®2, Pirx2 se
expresa en la cresta precardiaca izquierda, pero no en
la derecha, configurandose asi como el primer signo de
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Fig. 5. Hibridacion /n sifu en corazones
embrionarios de pollo (estadio HH 20;
panel A) y de ratén (E10.5; panel B) con
sondas contra el factor de transcripcion
Irx4 (A) y SCN5A (B). /x4 se expresa
tanto en el ventriculo como en el tracto
de salida, pero no en los atrios. SCN5A
se distribuye homogéneamente a lo lar-
go de todo el corazon. A: atrios; V: ven-
triculos; TS: tracto de salida.

asimetria molecular durante el desarrollo cardiaco. Re-
cientemente se ha descrito un nuevo factor homeoético,
Irx4, que tiene una expresion restringida a la region an-
terior de las crestas®'. Estos autores han postulado que
las células que expresan Irx4 constituyen, a esta tem-
prana edad, el primordio del miocardio ventricular.

Varios miembros de la familia GATA de factores de
transcripcion se expresan ya en las crestas percardia-
cas y desempefian un papel primordial en la especifi-
cacion miocardiaca®>?*. La expresion de GATA4,
GATAS5 y GATAG6 se produce desde los estadios mds
tempranos de la formacién miocérdica®?’, y al menos
GATA4 es imprescindible en los primeros estadios de
gestacion® dado que su ausencia revierte en la forma-
cion de cardia bifida. La expresion de GATA4, GATAS
y GATAG6 es homogénea a lo largo de las crestas pre-
cardfacas. Esta distribucién induce a pensar que los
factores GATA actian como cofactores en la especifi-
cacion miocardiaca pero no en la adquisicién de hete-
rogeneidad celular?,

En los primeros estadios del desarrollo cardiaco,
uno de los componentes de la familia de factores de
transcripcion MEF (myocyte enhancer factor), MEF2C,
se expresa en la cresta precardiaca de forma homogé-
nea®. Estudios de supresion génica en ratones han de-
mostrado que la carencia de este factor genera cardia
bifida, asi como la supresion de distintos marcadores
moleculares cardiacos. Al igual que GATA4, MEF2
parece ser un cofactor esencial, si bien el mecanismo
molecular de actuacién sigue sin conocerse®.

La familia de factores de transcripcién bHLH (basic
helix-loop-helix) incluye, por ejemplo, a numerosos fac-
tores de transcripcion especificos de musculatura estria-
da. MyoD, Myf5 y Mrf-4 cumplen un papel importante
en la regulacién de la expresion en la musculatura esque-
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TABLA 2. Patrones de expresion en el corazén embrionario y fetal

Tracto de entrada Atrios Canal AV Ventriculos Tracto de salida
Proteinas oy BMHC, MLC1a/v, oMHC, MLC1a, oy BMHC, MLC1a/v BMHC, MLC1v oy BMHC,
contrdctiles MLC2a/v. Troponina MLC2a/v MLC2v MLG2a/v MLC1a/v
MLC2a. Troponina |
Metabolismo SERCA2 SERCA2 PLB PLB PLB
del calcio
Corazon embrionario Discos intercalares Cx45 Cx40, Cx45 Cx45 (x40, Cx43, Cx45  Cx45

(estadio 1V) SCN5A, KCNH2,

KCNQ1, KCNE2/E3

Canales i6nicos

Factores de

SCN5A, KCNH2,
KCNQ1, KCNE2/E3 KCNQ1, KCNE3

Pitx2 (1), Thx5, Tbx2, eHAND, Pitx2 (1),

SCN5A, KCNH2, SCN5A, KCNH2 SCN5A, KCNH2
KCNQ1, KCNE1/E3  KCNQ1,
KCNE1/E3

Pitx2 (1), Thx5 Thx2 Tbx5 (1), Pitx2 (V), Pitx2 (1), HTR2,

transcripcion HRTT, Thx5, HTR1, Irx3  e/dHAND Irx1,2, 3,4, HTR2  Irx4
dHAND
Proteinas oMHC, MLC1a, aMHC, MLC1a, BMHC, MLC1v BMHC,MLC1v BMHC, MLC1v
contractiles MLC2a. MLC2a. MLC2v MLC2v MLC2v
Troponina | Troponina |
Corazon fetal Metabolismo SERCA2 PLB
(estadio V) del calcio
Discos intercalares Cx40 Cx43
Canales idnicos ~ SCN5A, KCNH2, SCN5A, KCNH2,  KCNH2, KCNQ1 KCNH2 KCNQ1, KCNH2 KCNQ1,
KCNQT1, KCNQ1, KCNE2/E3 KCNET1 KCNE1
KCNE2/E3

Los datos del tracto de entrada y salida, y del canal atrioventricular del corazén fetal se refieren a la expresion que se observan en los derivados miocérdicos

correspondientes. (1): izquierda; (V): ventral.

1ética®!, pero ninguno de ellos se expresa en el miocardio
en condiciones normales®?. En los tltimos afios, se han
descubierto dos nuevos miembros de la familia bHLH
(dHAND y eHAND) que se expresan en el corazén em-
brionario*™* y desempefian un papel importante en la
morfogénesis cardiaca®-®. En los primeros estadios del
desarrollo dHAND y eHAND se expresan de forma ho-
mogénea, aunque posteriormente se expresan de forma
asimétrica en las cdmaras ventriculares.

Recientemente se ha descrito que distintos miem-
bros de la familia de los factores de transcripcidn rela-
cionados con el gen hairy (hairy-related transcription
factors; HRT) presentan una regionalizacién en el eje
anteroposterior incluso en estadios tan tempranos
como en las crestas precardiacas’’. HRT1 se expresa
en la regién mds posterior, mientras que HRT?2 lo hace
en la regiéon mas anterior. Dado que el sistema Notch-
Delta regula la expresién de hairy y desempeiia un pa-
pel fundamental en el establecimiento de barreras ce-
lulares y tisulares en la mosca del vinagre (Drosophila
melanogaster’®), Nakagawa et al*’ han postulado que
los HRT pueden tener una funcién semejante en el co-
razén, por ejemplo, delimitando las regiones atriales y
ventriculares, aunque actualmente no existen datos ex-
perimentales que refuercen dicha hipdtesis.

Otros factores de transcripcion que se expresan ho-
mogéneamente en las crestas precardiacas son Tbx-5,
SRF (serum response factor), CARP (cardiac ankyrin
repeat protein), pCMF1, Midori, c-CLP-1 y Mesp13°4,
La funcién precisa de estas proteinas es desconocida,
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con la excepcion de SRF y Thx5, que parecen actuar
como cofactores junto con otros factores de transcrip-
cién (GATA4 y Nkx2.5)84647,

En resumen, durante la formacién de las crestas pre-
cardiacas existe ya una regionalizacion de la expresion
génica que aporta nuevas evidencias sobre la compleji-
dad de la cardiogénesis. Es importante resaltar que hay
genes que se expresan diferencialmente en el eje ante-
roposterior, ya sea bien en gradientes de expresion
(SERCA y PLB) o en regiones discretas (Irx4; HRT),
y hay genes que se expresan diferencialmente en eje
derecha e izquierda (Pitx2). Con estas premisas se han
elaborado varios modelos de transcripcién génica’*
que explican la obtencién de gradientes y su posterior
desarrollo, pero se carece de explicaciones para las di-
ferencias derecha/izquierda.

Transgénesis

El andlisis de los elementos reguladores de distintos
genes especificos cardiacos ha sido impresionante du-
rante la dltima década®. El conocimiento de los meca-
nismos moleculares que controlan la expresion especi-
fica de tejido, es decir, los factores reguladores y sus
interacciones, por un lado, y de los elementos esencia-
les que permiten la expresion dirigida a un determina-
do compartimiento tisular, por otro, constituye la base
para futuras aplicaciones clinicas en el marco de la te-
rapia génica.

Los patrones de expresion de transgenes que se han
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observado actualmente se pueden clasificar en dos ti-
pos en este estadio. Algunos autores sefialan que el
transgén presenta una expresion restringida a una por-
cion de la cresta cardiaca, que posteriormente se confi-
guraria en una camara cardiaca®>>'. Sin embargo, otros
transgénicos presentan un patron de expresion seme-
jante en ambas crestas cardfacas*-2. La interpretacion
de estas observaciones es divergente. Por un lado, la
regionalizacién temprana de los transgénicos apunta
hacia el hecho de que la especificacion de las cimaras
cardiacas (auricular/ventricular) acontece en el pro-
miocardio. Esta hipétesis es dificil de conciliar con los
datos de marcaje celular que demuestran la contribu-
cion de la cresta cardiaca en pollo tan sélo al ventricu-
lo derecho®> en pollo y al ventriculo izquierdo en
ratones®. Por otro lado, la interpretacion de un pro-
miocardio no especificado contrasta con la observa-
cién de genes enddgenos regionalizados®’, si bien es-
tos miocardiocitos poseen una amplia plasticidad en su
fenotipo®®’. Ambas hipétesis dejan abiertas futuras
experimentaciones que demuestren o refuten una de
las teorfas, aunque desde nuestro punto de vista parece
mas plausible apoyar la segunda hipétesis’.

PATRONES DE EXPRESION GENICA )
EN EL TUBO CARDIACO INICIAL (E8 RATON)

El tubo cardiaco inicial estd compuesto por dos ca-
pas celulares, miocardio y endocardio, separadas por
una matriz acelular denominada gelatina cardiaca®. El
miocardio que compone el tubo cardiaco es morfologi-
camente homogéneo. En este estadio se mantienen ba-
sicamente los tres tipos de patrones de expresion que
se observan en el estadio anterior, expresion homogé-
nea y regionalizacion en los ejes anteroposterior y de-
recha-izquierda. A continuacién tan sélo se presentan
los genes que poseen una heterogeneidad en su patrén
de expresion, ya sea porque cambian su patrén origi-
nal o bien porque su expresion se inicia a partir de este
estadio (tabla 1).

Genes que codifican para proteinas
contractiles

La contraccién cardiaca estd mediada por el desliza-
miento de los filamentos de miosina sobre los filamen-
tos de actina. L.a modulacién de la contraccion se rea-
liza por la unién, y posterior liberacion, de iones de
calcio en el complejo de la troponina-tropomiosina.
Existe una gran variedad de isoformas que codifican
para distintos componentes del sarcémero®®. La mayo-
ria de los genes que codifican para proteinas contracti-
les, como la miosina de cadena pesada (MHC), la mio-
sina de cadena ligera (MLC), la actina y el complejo
troponina-tropomiosina, presenta un patron de expre-
sién caracteristico en este estadio del desarrollo’. Por
ejemplo, tMHC, MLC2a, la actina cardiaca y la tro-
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ponina I cardiaca tienen una expresiéon mas alta en la
regién caudal que en la craneal, mientras que BMHC
presenta el patron complementario. Curiosamente, la
expresion de las isoformas MHC homologas en el po-
llo poseen una mayor variabilidad en cuanto a la regio-
nalizacion de la expresion. Asi, en el embrién de pollo,
Yutzey et al’®$® demostraron que la expresién de
AMHCT esta restringida al polo venoso en el tubo car-
diaco, mientras que VMHCI1 est4 principalmente en el
polo arterial y s6lo de forma basal en el polo venoso.
Las restantes isoformas de MLC, actina y troponina,
asi como de tropomiosina y tropomodulina, presentan
por el contrario una distribucién homogénea a lo largo
del miocardio en este estadio.

Genes que codifican para proteinas
del metabolismo del calcio

La contraccién cardiaca estd regulada por cambios
en la concentracion intracelular de iones de calcio. La
célula miocdrdica tiene, por tanto, un mecanismo ex-
haustivo de control de la homeostasis de calcio en el
cual intervienen distintas proteinas de membrana. La
bomba SERCA secuestra Ca** desde el citosol al inte-
rior del reticulo endopldsmico (RE). SERCA es con-
trolado por fosfolamban (PLB). La salida de Ca** al
citosol desde el RE estd mediada por el receptor de
rianodina (RyR), mientras que el balance idnico entre
el medio extracelular y el citosol estd regulado por las
bombas de sodio-potasio (NaK-ATPasa) y el intercam-
biador de sodio-calcio (NCX). Existen varias isofor-
mas especificas de tejido para varios de estos compo-
nentes. En el corazéon embrionario, la isoforma
SERCAZ2a es la més representada y posee un gradiente
de expresion en el eje anteroposterior, siendo mas
abundante en la regién caudal que en la craneal. La ex-
presion de PLB, regulador de SERCA?2a, es opuesta a
la que se observa para SERCAZ2a, es decir, presenta un
gradiente de expresion con mayor expresion en la zona
craneal y decrece hacia la zona caudal. Curiosamente,
la expresion de la isoforma RyR2, el NCX y las distin-
tas isoformas del NaK-ATPasa cardiacas se distribu-
yen de forma homogénea en el tubo cardiaco y perma-
necen asi durante el posterior desarrollo embrionario
del corazén'®. Asi pues, el mecanismo de control de la
homeostasis del calcio viene determinado por el siste-
ma SERCA-PLB, mientras que los otros translocado-
res parecen no influir de forma decisiva.

Factores de transcripcion

El factor de transcripcién Pitx2 mantiene en este es-
tadio la regionalizacién en su patrén de expresion.
Pitx2 tan so6lo evidencia expresion en el margen iz-
quierdo del tubo cardiaco'®2. Por otro lado, el factor
homedtico Irx4 presenta un patréon de expresion res-
tringido al futuro miocardio ventricular?'!. La primera
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evidencia de regionalizacién en el eje dorsoventral se
origina con la expresién del factor de transcripcién
eHAND en el tubo cardiaco inicial*®%2. eHAND mues-
tra una mayor expresion en la regién ventral del tubo
cardiaco que en la dorsal*®. Christoffels et al postulan
que dicha expresion constituye la primera evidencia
molecular del miocardio ventricular trabeculado. Esto
implica, por tanto, que el ventriculo se especifica a lo
largo del eje dorsoventral y no como cldsicamente se
ha establecido® en el eje anteroposterior.

Los genes HRT mantienen la regionalizacién ante-
roposterior (craneocaudal) en el tubo cardiaco inicial
que ya presentaban en estadios anteriores; HRT1 se
expresa en la region caudal mientras que HRT2 lo
hace en la region cefdlica®.

Transgénesis

La expresion de los distintos transgénicos en el esta-
dio de tubo cardfaco varia de forma similar al estadio
anterior. Determinadas zonas reguladoras, tanto de ge-
nes estructurales como de factores de transcripcion,
presentan una expresion del gen marcador a lo largo
de todo el tubo cardiaco’*®+%’, Por otra parte, determi-
nados transgénicos tienen una expresion restringida a
la region caudal o a la craneal®-3%, En ningun caso se
ha observado actualmente la existencia de gradientes
de expresion del transgén a lo largo del miocardio del
tubo cardiaco, de modo semejante a lo que se observa
para genes como SERCA, PLB o aMHC. Esto puede
deberse a que dicho gradientes se establece por otras
secuencias reguladoras que no estdn contenidas en la
region estudiada, o bien a la saturacién del gen marca-
dor (p. €j., P-galactosidasa y GFP [green fluorescent
protein] son muy estables, por lo que quiza no permite
distinguir pequefios cambios de expresion). El uso de
genes marcadores con sefiales que permiten la rdpida
degradacién de la proteina (p. ej., GFP desestabiliza-
do) permitira, en el futuro, avanzar en este sentido.

PATRONES DE EXPRESION EN EL ASA
CARDIACA (E8.5 RATON)

El primer signo de asimetria morfol6gica que se ma-
nifiesta en el embridn es la torsién hacia la derecha del
tubo cardiaco inicial. El embrion obtiene asi identidad
derecha-izquierda, y presenta siempre la misma pauta,
condicion denominada situs solitus (véase, por ejem-
plo, la invariable torsién del corazon hacia la derecha).
En determinados casos patoldgicos se produce una
alteracion en el control del eje derecho-izquierdo que
resulta en una inversion total de dicho eje (situs inver-
sus), o en otros casos se produce una aleatoriedad en
la distribucion a lo largo del eje derecho-izquierdo (si-
tus ambiguus). Actualmente existen algunas pistas so-
bre los mecanismos moleculares que controlan la tor-
sion del tubo cardiaco, aunque atn se desconocen sus
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principales protagonistas®.

Sin embargo, este proceso es de vital importancia
para el futuro desarrollo cardiaco, pues fallos en la co-
rrecta torsion del tubo cardiaco subyacen a distintos ti-
pos de cardiopatias congénitas®. La mayoria de los
genes no sufren cambios significativos en su patrén de
expresion con la torsién cardiaca, excepto determina-
dos factores de transcripcion cuya expresion es impor-
tante destacar (tabla 1).

Factores de transcripcion

El factor de transcripcién Pitx2, dltimo eslabdén co-
nocido actualmente de la via de sefializacién del eje
derecho-izquierdo, presenta un patrén de expresion
muy interesante durante la torsion cardiaca. El movi-
miento hacia la derecha del futuro ventriculo embrio-
nario comporta el desplazamiento del patrén de expre-
sién de Pitx2 desde una posicidn izquierda hasta una
posicién ventral en esta regién cardiaca®. Sin embar-
go, la expresion de Pitx2 se mantiene exclusivamente
en las regiones izquierdas de los extremos del tubo
cardiaco. De modo semejante, el factor de transcrip-
cion eHAND, que en el estadio de tubo cardiaco ini-
cial se localiza principalmente en la regién ventral,
muestra un desplazamiento de su expresion hacia la
zona prospectiva de diferenciacion del ventriculo em-
brionario con la torsion.

Otros factores de transcripcién, como GATAS vy
GATAG, presentan expresion preferencial en los extre-
mos del tubo cardiaco. GATAS y GATAG6 desaparecen
gradualmente de las regiones mas mediales y su expre-
sién queda localizada esencialmente en los polos arte-
rial y venoso®*?’. Este patrén de expresién permite
postular que estos factores cumplen un papel primor-
dial en la especificacién miocardiaca, pero no son ne-
cesarios para el mantenimiento del fenotipo muscular
cardiaco.

PATRONES DE EXPRESION EN EL CORAZON
EMBRIONARIO (E10.5 RATON)

El corazén embrionario estd formado por 5 regiones
distintas, tres de las cuales (tracto de entrada, canal
atrioventricular y tracto de salida) son continuas a lo
largo de la curvatura interna (fig. 3)*. Desde el polo
venoso al arterial se distinguen las siguientes regiones:
tracto de entrada, atrio comun (con regiones derecha e
izquierda), canal atrioventricular, ventriculo (con re-
giones derecha e izquierda) y tracto de salida. El tracto
de entrada, el canal atrioventricular y el tracto de sali-
da presentan en su superficie interior cojines endocér-
dicos, mientras que las cimaras atriales y ventriculares
carecen de estructuras mesenquimaticas. La formacién
de dichas regiones genera una compartimentaliza-
cién de la expresion para muchos de los genes espe-
cificos cardiacos, como se verd a continuacidén, mos-
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trando evidencias de la heterogeneidad funcional del
miocardio en estos estadios del desarrollo (tabla 2). En
este contexto, Christoffels et al*® han elaborado recien-
temente un modelo de desarrollo cardiaco que integra
los datos moleculares actuales con las bases morfol6-
gicas de la cardiogénesis.

Genes que codifican para proteinas
contractiles

Con la formacion del corazén embrionario, las distin-
tas isoformas de MHC y MLC presentan un patrén re-
gionalizado de expresion. «MHC, MLCla y MLC2a
presentan una expresion restringida principalmente al
polo venoso, incluyendo aqui el tracto de entrada, el
atrio y el canal atrioventricular. BMHC, MLClv y
MLC2yv, por el contrario, evidencian una expresion
principalmente restringida al polo arterial, es decir, al
canal atrioventricular, el ventriculo y el tracto de sali-
da®’%7! Curiosamente, tanto oMHC como MLC2a
muestran una expresion residual en el tracto de salida
segtin se va produciendo su regresion hacia el polo auri-
cular, mientras que MHC y MLC2v tienen una expre-
sién residual en el tracto de entrada’’. Esta dindmica en
la expresion de MHC y MLC obedece a la existencia de
factores inhibidores especificos de expresion auricular y
ventricular como plantean Franco et al’. De hecho, re-
cientemente se ha descrito que el factor de transcripcién
cIrx4 cumple esta funcién en embriones de pollo®, aun-
que parece no estar conservada en ratones?.

Es importante resaltar que el patrén de expresion de
la isoforma MLC3F es similar al de aquellas isoformas
netamente atriales. Sin embargo, s6lo se ha podido
constatar claramente la presencia de ARNm codifican-
te, pero no de proteina MLC3F, en el corazon embrio-
nario de ratén’. En la actualidad carecemos de expli-
caciones funcionales para este comportamiento, y tan
sélo se plantean conjeturas en términos evolutivos’,

Las distintas isoformas del complejo de la troponi-
na-tropomiosina que se expresan en el corazon presen-
tan un patrén de expresion homogéneo en el corazén
embrionario’, con la excepcién de la isoforma cardiaca
de la troponina I (cTnl), que posee un gradiente de ex-
presion anteroposterior’’*. La ¢Tnl muestra mayor ex-
presion en el tracto de entrada y atrio comun, disminu-
ye en el canal atrioventricular y es mds baja en el
ventriculo y el tracto de salida, teniendo este dltimo
una expresion basal en su region mas craneal.

Genes que codifican para proteinas
del metabolismo del calcio

En el corazén embrionario, la isoforma SERCA2a
es la mds abundante y presenta una regionalizacion de
la expresion reminiscente de su gradiente anteroposte-
rior en el tubo cardiaco inicial. SERCA2a es mas
abundante en el tracto de entrada y el atrio que en el
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ventriculo y el tracto de salida. Curiosamente, la ex-
presion de SERCA2a en el canal atrioventricular es
mds baja que en el miocardio auricular y ventricu-
lar'*!4, Por el contrario, la expresién de PLB es opues-
ta a la que se observa para SERCA?2a, es decir, presen-
ta una expresion mayor en el canal atrioventricular, el
ventriculo y el tracto de salida, y menor en el tracto de
entrada y el atrio'*'*. Es interesante mencionar que, en
ambos casos, la expresion en regiones intermedias, es
decir, el tracto de salida, el canal atrioventricular y el
tracto de entrada, es siempre mas baja que las cimaras
cardiacas (atrio y ventriculo). Este patrén de expresion
refuerza el modelo de cardiogénesis planteado por De
Jong et al®, mds recientemente apoyado con otras evi-
dencias moleculares®.

Genes que codifican para componentes
de los discos intercalares

La propagacién del impulso cardiaco estd determi-
nada principalmente por la capacidad de transmitir ra-
pidamente cambios en el potencial de membrana. Las
uniones intercelulares (gap junctions) que median la
propagacion del impulso cardiaco estdn formadas por
proteinas de membrana denominadas conexinas”. En
el corazén de los mamiferos, la principal conexina es
la 43 (Cx43), que se localiza principalmente en el mio-
cardio ventricular y en menor medida en el auricular.
La Cx43 se detecta por primera vez en el estadio em-
brionario’. La Cx40 posee un patrén de expresion se-
mejante al de la Cx43 en este estadio, aunque su ex-
presion es mas reducida’’s. Recientemente, se ha
descrito una tercera conexina en el corazén embriona-
rio (Cx45). La Cx45 posee un patrén de expresion ho-
mogéneo en el corazén embrionario, aunque sus valo-
res de expresién son muy bajos, llegando incluso a
plantear controversias™3!. Las diferencias de expre-
sién de las conexinas estdn en consonancia con un mo-
delo embrionario funcional en el cual el miocardio de
trabajo (auricular y ventricular) tiene la capacidad
de transmitir el impulso cardiaco mds rdpidamente que
el miocardio adyacente, tracto de entrada, canal atrio-
ventricular y tracto de salida. De este modo se garanti-
za una contraccién sincrénica sin la necesidad de un
sistema especializado de conduccién®.

Genes que codifican para canales idonicos

La regulacion del potencial de accidn estd determina-
da por una amplia variedad de corrientes idnicas. La
despolarizacién de la célula miocardica se produce por
la entrada masiva de iones de sodio en el citoplasma,
mientras que la repolarizacién de la célula miocdrdica
estd determinada por un fino balance de distintas co-
rrientes i6nicas de entrada y de salida, entre las cuales
las corrientes de potasio cumplen un papel primordial®?.

El principal poro que regula el paso de sodio a tra-
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vés de la membrana miocardiaca estd codificado por el
gen SCN5A®, La permeabilidad de este canal estd
modulada por una subunidad auxiliar, SCN1B. El pa-
pel modulador de la subunidad SNC1B estd bien esta-
blecido en células neuronales, pero existe cierta con-
troversia en su funcién en el musculo cardiaco®. En
cambio, existe gran variedad de corrientes inicas de
potasio, entre las cuales sélo se ha estudiado la distri-
bucién de los componentes de las corrientes I e I..
La corriente I (rectificadora de entrada lenta) estd
mediada por el poro de membrana KCNQ1 (KvLQT1)
y modulada por la subunidad auxiliar, KCNEI]
(minK/IsK)*%. La corriente I, (rectificadora de entra-
da rdpida) estd mediada por el poro de membrana
KCNH2 (HERG) y modulada por las subunidades
KCNE1 y KCNE2 (MiRP1)%#%, Recientemente se ha
descubierto una nueva isoforma, KCNE3 (MiRP2),
cuya funciéon moduladora en el miocardio no estd es-
clarecida®®®.

La distribucién de los distintos componentes de los
canales de sodio en estadios embrionarios no se ha
estudiado hasta la actualidad. Los tnicos datos exis-
tentes corresponden a datos preliminares en nuestro
laboratorio que indican que SCN5A se distribuye ho-
mogéneamente a lo largo del corazén embrionario
(Franco y Bezzina, datos no publicados; fig. 5). Por
otro lado, la expresiéon de los canales de potasio
KCNQ1, KCNH2 y KCNE3 es homogénea en el mio-
cardio embrionario. Es interesante resaltar, sin embar-
go, que KCNEI presenta un gradiente anteroposterior,
es decir, mayor expresion en la region arterial que en
la venosa, mientras que KCNE2 presenta ya en estos
estadios una clara regionalizacién en su expresion, es-
tando confinada al miocardio atrial®.

Factores de transcripcion

El factor de transcripcidn Pitx2 acentiia en este esta-
dio el patrén de expresion que se intuia de forma ini-
cial en el estadio de asa cardiaca. Pitx2 se expresa en
la regién ventral del ventriculo, pero no en la dorsal,
mientras que su expresion en el tracto de entrada, el
atrio, el canal atrioventricular y el tracto de salida esta
restringida a la porcion izquierda®. Estas observacio-
nes apuntan a que los primordios ventriculares ob-
tienen una contribucidon semejante de las crestas car-
diacas derecha e izquierda. La peculiaridad de este
hallazgo es que las células derivadas de la cresta iz-
quierda se sitdan en la regioén ventral y las derivadas
de la cresta derecha en posicion dorsal. Es decir, existe
una relocalizacién de las contribuciones derecha e iz-
quierda respecto al eje embrionario derecha/izquierda
que afecta solamente a los ventriculos.

En el estadio embrionario, tres nuevos miembros de
la familia Iroquois se expresan en el miocardio, Irx/ e
Irx2, cuyo patrén de expresidon es netamente similar;
se expresan exclusivamente en la cresta del septo in-
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terventricular desde el inicio de su formacién®!. Esta
distribucién relaciona estos factores de transcripcion
con la formacién y/o especificaciéon del sistema de
conduccién ventricular, aunque no existen evidencias
directas. El tercer factor Iroquois, Irx3, posee una ex-
presion restringida al miocardio de trabajo (auricular y
ventricular)®'. El factor homeético, Irx4, mantiene su
expresion principalmente restringida al miocardio ven-
tricular?'; sin embargo, trasciende en forma decrecien-
te hacia el tracto de salida y el canal atrioventricular
(D. Franco, datos no publicados; fig. 5).

Thx5 tiene un patrén de expresion restringido al
ventriculo izquierdo, el canal atrioventricular, el atrio
(derecho e izquierdo) y el tracto de entrada del cora-
z6n embrionario®”. Curiosamente, la expresién de
Thx5 en el septo interventricular estd localizada prin-
cipalmente en la regién izquierda, lo que permite ase-
verar que el septo interventricular tiene componentes
derecho e izquierdo distintos. Thx2, otro miembro de
la familia T-box, inicia su expresién de forma clara en
el canal atrioventricular y tracto de entrada en este es-
tadio (D. Franco y M. Campione, datos no publica-
dos). Thx2 ejerce una funcién inhibidora de la expre-
sién en otros tejidos, y parece ser que su funcién
durante la cardiogénesis estd relacionada con la inhi-
bicion del programa de expresion génica caracteristi-
ca del miocardio de trabajo (auricular y ventricular)
en aquellas zonas donde se expresa (canal atrioventri-
cular y tracto de salida). Esta hipétesis estd de acuer-
do con las evidencias moleculares y actualmente se
estd investigando.

Miembros de la familia bHLH adquieren en este es-
tadio una regionalizacién singular en su patrén de ex-
presion. eHAND muestra una restriccién en su expre-
sion al ventriculo izquierdo, tracto de salida y atrio
comtn, mientras que dHAND presenta un patrén de
expresion principalmente restringido al ventriculo de-
recho y tracto de salida®>*. Es interesante destacar que
la expresion asimétrica se observa en roedores pero no
en otros modelos experimentales como el pollo.

Los miembros de la familia HRT mantienen en el
corazén embrionario la misma regionalizacién en su
expresion que en estadios anteriores: HRT1 se expresa
en el tracto de entrada y en el miocardio auricular,
mientras que HRT?2 lo hace en el miocardio ventricular
y en el tracto de salida®’.

Miscelanea

La expresion de ANF (factor natriurético auricular)
estd restringida en este estadio al componente trabecu-
lado del ventriculo y al atrio comun. Es importante
resaltar que no hay expresion de ANF en el tracto de
entrada en este estadio, si bien el componente miocar-
dico de las futuras venas cavas ya estd diferenciado.
Asi pues, la expresion de ANF permite distinguir mo-
lecularmente el componente auricular del componente
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venoso del atrio embrionario, es decir, el miocardio de
las venas cavas®™.

Transgénesis

En el estadio embrionario, la expresion de los dis-
tintos transgénicos es muy diversa. Se han documenta-
do hasta la actualidad transgénicos que se expresan en
todo el corazén (cTnl), en el tracto de salida y ventri-
culo derecho (MLC2v; SM22w), en el ventriculo iz-
quierdo y atrio derecho (MLC3F), en el ventriculo de-
recho (GATA), en el canal atrioventricular (cTnl,
cGATA), en ambos ventriculos (MLC2v) y en ambos
ventriculos y atrios, excluyendo el tracto de entrada y
tracto de salida (MLC3F)"%%!, La heterogeneidad en
los patrones de transgénicos en el estadio embrionario
pone de manifiesto el alto grado de complejidad tanto
de la regulacion de la expresion génica especifica del
miocardio como de la diversidad estructural y morfo-
l6gica del musculo cardiaco.

Es interesante destacar la asociacién entre expre-
sién en el ventriculo izquierdo y atrio derecho que se
observa en varios modelos de transgénicos (MLC3F
y ¢Tnl)®>%, En otros modelos la expresién es com-
plementaria (MLC2v)® o englobadora (oMHC vy
BMHC)*". Estas observaciones hacen pensar que el
patrén «ventriculo izquierdo-atrio derecho» representa
el «corazoén unicameral» primitivo de los peces y que,
en el curso de la evolucion, se han ido afladiendo nue-
vos compartimientos (atrio izquierdo y ventriculo
derecho) con la finalidad de adecuar el corazén a una
circulacién doble. Esta hipdtesis hace pensar que la ad-
quisicion de nuevas camaras cardiacas necesitaria tam-
bién de la adicién de nuevos «elementos reguladores».
Esta idea estd en consonancia con el modelo planteado
por Franco et al*® y Olson y Srivastava®, en el que la re-
gulacién de la expresion cardiaca es de tipo modular;
elementos discretos de ADN dirigen la expresion a de-
terminados compartimientos cardiacos.

Recientemente se han descrito dos modelos transgéni-
cos (ambos resultan de la insercién espontdnea en un lo-
cus desconocido a priori; gene-trap/enhancer trap) que
divergen de esta pauta general. Renstchler et al® han
descrito un transgénico cuyo patrdén esta principalmente
localizado en las regiones prospectivas del sistema de
conduccién. La expresion del transgén En2-lacZ estd lo-
calizada en el miocardio trabeculado (sistema de Purkin-
je y ramas derecha e izquierda), el anillo atrioventricular
(nédulo atrioventricular), septo interventricular (fascicu-
lo de His) y uni6n sinoatrial de la vena cava derecha (no-
dulo sinoatrial). Estudios del mapeo de actividad eléctri-
ca demuestran que las células ventriculares que expresan
el transgén también transmiten el impulso cardiaco de
forma mads rapida que las células que no lo expresan. Ac-
tualmente no conocemos cudles son los elementos regu-
ladores que promueven la expresion de este transgén.

Kelly et al'® han presentado un modelo transgénico
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cuyo patrén es dindmico durante el desarrollo cardia-
co. La expresion inicial se localiza en células externas
al tubo cardiaco que expresan FGF10 vy, progresiva-
mente con el desarrollo, la region arterial del tubo car-
diaco adquiere expresion del transgén, lo que apunta a
que esta regién miocdrdica no estd presente en el tubo
cardfaco inicial. Experimentos de marcaje celular han
demostrado esta hipétesis!'®.

PATRONES DE EXPRESION EN EL CORAZON
FETAL (E16.5 RATON)

El corazén fetal presenta una arquitectura morfolo-
gica semejante al corazén adulto. Las cdmaras cardia-
cas atriales y ventriculares se encuentran claramente
divididas en derecha e izquierda, y la tabicacién del
tubo cardiaco inicial en dos circuitos es casi completa.
De este modo al atrio derecho llega sangre procedente
de las venas cavas, mientras que al atrio izquierdo le
llega sangre procedente de las venas pulmonares. Am-
bas estructuras, venas cavas y venas pulmonares, pre-
sentan un recubrimiento de musculatura cardiaca, que
varia segun las distintas especies, y por tanto se consi-
deran parte integra del corazén fetal'®!. Cada atrio co-
necta con su correspondiente ventriculo por una unién
atrioventricular'®. Dentro del miocardio ventricular
podemos distinguir en este estadio dos componentes
claramente delimitados, tanto en el d&mbito morfologi-
co como molecular, es decir, la capa compacta y la
capa trabeculada’. Finalmente cada ventriculo adquie-
re una salida independiente debido a la tabicacién del
tracto de salida en el tracto adrtico y tracto pul-
monar'®. Obtenida esta configuracién, el miocardio
muestra una heterogeneidad en la expresiéon génica
que es reminiscente de los patrones de expresion del
estadio embrionario, lo cual ha permitido dilucidar la
contribuciéon de determinadas regiones miocardicas
embrionarias en el corazén adulto (tabla 2)773.

La generacién de distintas cdmaras atriales y ventri-
culares con circuitos independientes requiere, a su vez,
de la adquisicién de un sistema especializado de con-
duccién del impulso cardiaco para asegurar la contrac-
cion sincrénica del miocardio fetal y, sobre todo, del
establecimiento de una pauta de contraccién desde el
4pex a la base del corazén. El sistema de conduccién
cardiaco estd formado por el nédulo sinoatrial, el né-
dulo atrioventricular (AVN), el fasciculo de His (o
atrioventricular), las ramas derecha e izquierda, y el
sistema periférico de células de Purkinje. Cada uno de
estos componentes tiene una fisiologia distinta y, en
consonancia con ello, posee un patrén de expresion di-
ferencial. En esta revision queremos tratar de modo
sucinto el patrén de expresion diferencial de los com-
ponentes del sistema de conduccidn, pues existen ex-
celentes revisiones al respecto en la bibliografia
actua]'04-106,
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Genes que codifican para proteinas
contractiles

Las distintas isoformas de MHC y MLC mantienen
un patrén regionalizado de expresion en el estadio fe-
tal, presentando una tendencia a la adquisicién de di-
cha regionalizacién. Las isoformas «MHC, MLCla y
MLC2a progresivamente manifiestan una expresion
restringida al miocardio auricular, incluyendo las ve-
nas cavas y pulmonares, y las zonas derivadas del ca-
nal atrioventricular. De modo peculiar las isoformas
«atriales» presentan una expresion diferencial transito-
ria entre las distintas capas del miocardio ventricular.
La capa trabeculada mantiene niveles de expresion
mas altos que la capa compacta’. A su vez, la desapari-
cién de la expresion de estas isoformas del miocardio
ventricular provoca que el ventriculo derecho y el iz-
quierdo evidencien diferencias transitorias en su ex-
presion®, lo que indica la existencia de distintos pro-
gramas transcripcionales entre los ventriculos derecho
e izquierdo. Por el contrario, las isoformas «ventricu-
lares» BMHC, MLClv y MLC2v mantienen una ex-
presion principalmente restringida al polo arterial, es
decir, al canal atrioventricular, el ventriculo y el tracto
de salida, si bien no manifiestan diferencias sustancia-
les entre las capas trabeculadas y compacta del mio-
cardio ventricular, como tampoco en las cdmaras dere-
cha e izquierda. Al igual que ocurria en el estadio
anterior (embrionario), curiosamente la isoforma
MLC2a presenta una expresion residual en el tracto de
salida a medida que se produce su regresion hacia el
polo auricular, mientras que MLC2v mantiene su ex-
presion diferencial en el tracto de entrada.

La isoforma cardiaca de la troponina I (cTnl) con-
serva un gradiente anteroposterior de expresiéon’’, La
c¢Tnl muestra mayor expresioén en el tracto de entrada
y atrio comun, disminuye en el canal atrioventricular y
es mds baja en el ventriculo y el tracto de salida, te-
niendo este ultimo una expresion basal en su regioén
mas craneal. La presencia de ARNm que codifica para
la cTnl se detecta en todo el corazén embrionario; sin
embargo, la proteina de cTnl s6lo se detecta en el atrio
comin y en el tracto de entrada en estadios fetales
avanzados (E18.5)7*. Las consecuencias funcionales de
este control postranscripcional no se conocen actual-
mente.

La expresion de las distintas isoformas de MHC y
MLC también varia dentro de las distintas estructuras
que componen el sistema de conduccién cardiaco. El
nédulo sinoatrial, al ser eminentemente una regién
auricular, muestra expresion de las isoformas «atria-
les», pero no de las «ventriculares», con la posible
excepcién de MHC!". Las isoformas del complejo
de la troponina-tropomiosina, por su lado, presentan
una expresion similar en el nédulo sinoatrial que en
el resto de miocardio auricular. El nédulo atrioventri-
cular, por su parte, posee un patrén de expresion am-
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biguo debido, posiblemente, tanto a su localizacién
morfolégica como a su origen embrionario. El AVN
muestra coexpresion de las isoformas atriales y ven-
triculares, siendo de especial importancia el hecho de
que la expresion de isoformas ventriculares sea mas
reducida si se compara con la expresién de dichas
isoformas en el miocardio ventricular de trabajo!%.
Respecto a la expresion de las otras isoformas del
complejo sarcomérico, es importante destacar que la
expresion de la isoforma de musculatura esquelética
lenta de la troponina I (ssTnl) es sustancialmente me-
nor en todo el sistema ventricular de conduccién
(AVN, His y ramas derecha e izquierda) que en el
miocardio ventricular de trabajo. El fasciculo de His
(fasciculo atrioventricular) presenta una expresion de
transicion entre el nddulo atrioventricular y las ramas
derecha e izquierda. El fasciculo de His evidencia
una expresion mds tenue de las isoformas ventricula-
res mientras que, por otro lado, no muestra expresion
de las isoformas atriales. Las ramas derecha e iz-
quierda presentan un patron de expresion semejante
al acaecido en el fasciculo de His. No se conocen,
por el contrario, marcadores génicos especificos que
delimiten el sistema periferico de Purkinje en roedo-
res, aunque si existen en otras especies'%.

Genes que codifican para proteinas
del metabolismo del calcio

En el corazén fetal, SERCA2a muestra mayor ex-
presién en el miocardio auricular que en el ventricu-
lar. La expresion de PLB es por el contrario la com-
plementaria, mayor expresion en el miocardio
ventricular que en el auricular. De forma similar al
patrén que se observa para las isoformas de MHC y
MLC, tanto SERCA2a como PLB presentan una ex-
presién homogénea en los distintos componentes ve-
nosos, es decir, en las auriculas y en el miocardio de
las venas cavas y pulmonares. A su vez, tanto SER-
CA2a como PLB presentan una expresion diferencial
entre las capas trabeculada y compacta del miocardio
ventricular”'*. Por el contrario, la expresién de SER-
CA2ay PLB es muy tenue en distintos componentes
del sistema cardiaco de conduccidon, nddulo atrioven-
tricular y fasciculo de His, en consonancia con el ori-
gen morfoldgico de estas estructuras a partir del mio-
cardio del canal atrioventricular®!”’. La expresion de
SERCA2a y PLB en las ramas derecha e izquierda
del sistema cardiaco de conduccidn es similar al mio-
cardio ventricular.

La expresion de las principales isoformas cardiacas
de los demds componentes del metabolismo del calcio,
es decir, la isoforma RyR2, la del NCX y las distintas
isoformas del NaK-ATPasa que se expresan en el cora-
z6n, se distribuyen de forma homogénea en las distin-
tas regiones del corazén fetal, incluyendo el sistema
de conduccién.
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Genes que codifican para componentes
de los discos intercalares

El patrén de expresion de la principal conexina del
corazén en los mamiferos, la conexina 43 (Cx43), se
restringe al miocardio ventricular y s6lo se aprecia de
forma basal en el miocardio auricular. Es interesante
resaltar que no se ha detectado expresion de Cx43 en
determinados componentes del sistema de conduccién
ventricular, es decir, el ndédulo atrioventricular y el fas-
ciculo de His, lo que apoya la hipétesis de que dichas
estructuras vienen derivadas del canal atrioventricular
embrionario®!'®®, Por otro lado, la expresién de los
transcritos de Cx43 es distinta en la capa trabeculada
(mds baja) que en la capa compacta (mds elevada). Sin
embargo, la expresion proteica es mas elevada en la
capa trabeculada que en la compacta, y se aduce que
existe un mecanismo de control postranscripcional’®.
Estas observaciones inducen a pensar que la transmi-
sién del impulso cardiaco se produce preferentemente
a través de las trabéculas en este estadio'®.

La expresion de la Cx40 en este estadio presenta
un patrén méas o menos complementario al de la
Cx43. La Cx40 se expresa principalmente en las ca-
maras atriales y muestra una expresion diferencial
transitoria entre derecha e izquierda en los ventricu-
los”. A su vez, la expresion de la Cx40 es sustancial-
mente mayor en las ramas derecha e izquierda, si
bien su expresion en el nddulo atrioventricular y en
el fasciculo de His es semejante a la del miocardio
ventricular de trabajo’. La tercera conexina descrita
en el corazén de los mamiferos (Cx45) presenta un
patron homogéneo de expresion, si bien existen in-
vestigadores que aducen la presencia de una expre-
sion diferencial entre el sistema de conduccién cardi-
aco y el miocardio de trabajo™-3!.

Genes que codifican para canales idnicos

SCNSA se expresa principalmente en el tracto de
entrada, es decir, en el miocardio de las venas cavas,
mientras que la expresion en el ventriculo es mas basal
(Franco y Bezzina, datos no publicados). Actualmente,
no existen datos sobre la distribuciéon de SCN1B en el
corazodn fetal, y tampoco sobre la distribucién de estos
canales en el sistema de conduccién cardiaco.

La expresion de KCNQI1, KCNH2 y KCNE3 es ho-
mogénea en el miocardio fetal. Sin embargo, las sub-
unidades auxiliares presentan un patrén de expresion
dindmico. KCNE1 se queda restringido al miocardio
ventricular, mientras que KCNE2 y KCNE3 estan con-
finados al miocardio atrial®®. La expresion de ciertas
subunidades en el sistema de conduccién cardiaco es
interesante. Los transcritos de KCNQI presentan nive-
les de expresion semejantes en el sistema de conduc-
cion cardiaco y en el miocardio de trabajo, pero existe
un claro incremento en la cantidad de proteina de
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KCNQI en el sistema de conduccion (nédulo AV, fas-
ciculo de His y ramas derecha e izquierda)®®. Dichas
diferencias permiten postular que existe un mecanismo
de control postranscripcional especifico de tejido en el
sistema de conduccién. La expresion de KCNH2 es
semajante tanto en el ARNm como en la proteina en el
miocardio®.

Factores de transcripcion

Recientemente se ha documentado que mutaciones
puntuales en el factor de transcripciéon Nkx2.5 estan
asociadas con malformaciones congénitas del septo in-
teratrial y también con disfunciones del sistema de
conduccién'® !, El estudio detallado del patrén
de expresion de Nkx2.5 en las citadas regiones ha de-
mostrado que no existen diferencias de expresion en el
septo interatrial durante su formacién. Sin embargo,
el nédulo atrioventricular y el fasciculo de His presen-
tan una menor expresion de ARNm codificante para el
Nkx2.5"2 en comparacién con el miocardio de trabajo.
Curiosamente existe un incremento diferencial de
expresion de la proteina Nkx2.5 en estas mismas es-
tructuras, y debido a un mecanismo de control pos-
transcipcional especifico del sistema de conduccién
(D. Franco, datos no publicados). En conjunto, estas
observaciones permiten postular que el factor de trans-
cripcion Nkx2.5 cumple un papel importante en la di-
ferenciacion funcional del sistema de conduccion.

El factor de transcripcién Pitx2 presenta una varia-
cién gradual de su patrén de expresion en el estadio
fetal del desarrollo cardiaco. Pitx2 se expresa princi-
palmente en la regién ventral del ventriculo derecho,
pero no en la dorsal. Pitx2 también se expresa en la re-
2i6én ventral e izquierda del tracto de entrada, asi como
en todos los componentes del atrio izquierdo, inclu-
yendo aqui la region atrioventricular de la valvula mi-
tral, el miocardio que compone las venas pulmonares
y el complejo del septo interatrial (septos primario y
secundario)®*®*. En estadios fetales avanzados y adul-
tos no se observa expresion de Pitx2 en el tejido de
miocardio.

Miscelanea

La expresion de ANF en este estadio es de elevada
importancia para el conocimiento de la heterogeneidad
molecular en el polo venoso del corazén fetal. ANF
presenta una expresion restringida al miocardio auri-
cular y ventricular trabeculado. Es importante destacar
que la expresion en las cdmaras atriales es peculiar-
mente interesante, pues delimita la contribucién del
miocardio del canal atrioventricular (no expresa ANF)
a los atrios fetales, mientras que por otro lado demues-
tra la heterogeneidad en el miocardio que forma las
venas cavas y las venas pulmonares, respecto al mio-
cardio auricular trabeculado®.
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Curiosamente, el gen que codifica para la isoforma
muscular de la creatincinasa mitocondrial (MCK) se
detecta por primera vez en el estadio fetal (E14.5) del
desarrollo embrionario y su expresion en el miocardio
se restringe al ventriculo izquierdo. Posteriormente
durante el desarrollo, la expresion se complementa en
el ventriculo derecho y en las cdmaras atriales!!?. La
existencia de esta expresion diferencial en el miocar-
dio ventricular (derecha/izquierda) refuerza la hipdte-
sis de que existen programas de transcripcion indepen-
dientes entre los ventriculos derecho e izquierdo.

Transgénesis

Aparte de los patrones de expresion de los distintos
transgénicos que se observan en el miocardio embrio-
nario, todos los cuales se conservan en el estadio fetal,
en este periodo se establecen nuevos patrones de ex-
presion. En especial se han de destacar los transgéni-
cos que contienen elementos reguladores discretos del
locus MLCI1F/3F (3F-nlacZ’*); la combinacién de dis-
tintos elementos genera diferentes patrones.

El andlisis conjunto de patrones de expresion en
transgénicos y genes enddgenos nos ha permitido defi-
nir cuatro dominios de expresion en el polo venoso del
corazdn: canal atrioventricular embrionario, apéndices
trabeculados, miocardio de las venas cavas y miocar-
dio de las venas pulmonares (incluyendo este dltimo el
septo interatrial)®*. La ausencia de expresion ANF en
el canal atrioventricular™ y el anélisis del promotor de
la troponina cardiaca I han permitido demostrar la
contribucién de esta regién embrionaria a la base de
las auriculas. La expresion diferencial del transgénico
3F-nlacZ-9 y de ANF ha demostrado diferencias entre
el miocardio auricular y el componente del tracto de
salida (venas cavas y pulmonares). El patrén de expre-
sion de los transgénicos 3F-nlacZ-9E y MLC3F end¢-
geno demuestra que el miocardio de las venas cavas es
diferente del de las venas pulmonares®.

Por otro lado, es importante resaltar la expresion del
transgén En2-lacZ descrito por Renthsler et al”®. En el
estadio fetal, En2-lacZ estd localizado casi exclusiva-
mente en los distintos componentes del sistema de con-
duccidn, es decir, nddulo sinoatrial, nédulo atrioventri-
cular, fasciculo de His y ramas derecha e izquierda.
Ademas, se observa expresion en regiones discretas del
miocardio auricular derecho que enlaza los nédulos si-
noatrial y atrioventricular, asi como en una amplia ex-
tensién del miocardio trabeculado ventricular. Las re-
giones de miocardio auricular que presentan expresion
del transgén pueden ser vias preferenciales de conduc-
cion del impulso cardiaco entre los nédulos atrioventri-
cular y sinoatrial, pero actualmente no existen eviden-
cias electrofisioldgicas que sostengan esta hipdtesis.
Por otro lado, la expresion en el miocardio ventricular
trabeculado parece corresponder con el sistema perifé-
rico de fibras de Purkinje. Este patrén unico de expre-
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sién parece representar un fiel marcador del sistema de
conduccién durante el desarrollo cardiaco®.

PATRONES DE EXPRESION EN EL CORAZON
ADULTO

En el corazén adulto se mantienen bdsicamente los
patrones de expresion observados en el corazén fetal.
Encontramos 5 regiones claras, cuatro de las cuales estdn
comprendidas en el miocardio auricular. Estas 5 pobla-
ciones celulares son el ventriculo adulto (incluye el trac-
to de salida embrionario), el miocardio derivado del ca-
nal atrioventricular, los apéndices atriales trabeculados,
el miocardio de las venas cavas y el miocardio de las ve-
nas pulmonares, que vienen definidas por su particular
patrén de expresion génica (p. ej., ANF) y potencial
transcripcional (transgenes MLC3F)*. Curiosamente,
una de las alteraciones m4s significativas que se produ-
cen en la transicién de fetal a adulto la experimenta la
isoforma oMHC en el ratén, pero no en humanos.
oMHC pasa de tener una expresion auricular en el cora-
z6n fetal a constituir la isoforma predominante en el co-
razon adulto, tanto en el atrio como en el ventriculo, des-
plazando asf la expresién de BMHC en ventriculos!®.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Como se puede deducir de los apartados anteriores,
el musculo cardiaco es una estructura altamente dina-
mica y con un grado elevado de heterogeneidad en la
expresion génica. Dicha heterogeneidad no sélo cons-
tituye una caracteristica del miocardio en formacion,
sino que perdura en el corazén plenamente formado,
lo que tiene por tanto implicaciones clinicas.

La heterogeneidad molecular en el miocardio estd
estrechamente relacionada con la prictica quirdrgica.
Un ejemplo ilustrativo lo constituye la variabilidad en
los resultados obtenidos por ablacién puntual de deter-
minadas regiones atriales en pacientes afectados de fi-
brilacién auricular paroxistica. Quizd el motivo de la
variacién en los resultados no dependa tanto de la efi-
cacia del procedimiento (aunque si en parte) como de
la heterogeneidad del miocardio subyacente. EI mio-
cardio auricular es bastante homogéneo durante el de-
sarrollo, pero esto contrasta con la situacién en el
adulto, dado su alto grado de heterogeneidad. Ello sig-
nifica que quiza no todas las regiones son susceptibles
de ablacion, de acuerdo con las caracteristicas molecu-
lares subyacentes, y por tanto seria necesario estable-
cer una clara correlacién entre las zonas del miocardio
«auricular» con fibrilacion paroxistica, por ejemplo, y
los limites de las distintas regiones miocardiacas (a ni-
vel molecular) para interpretar adecuadamente el éxito
en este tipo de intervenciones.

Por otro lado, actualmente se estan realizando es-
fuerzos importantes con el objetivo de tratar mediante
terapia génica distintas disfunciones del miocardio. En
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modelos experimentales se han conseguido avances
importantes, pero en pacientes humanos el éxito es re-
ducido. Para ello se interponen ciertos obstaculos téc-
nicos que es importante mencionar. Por un lado, nues-
tro conocimiento del sistema de regulaciéon génica
especifico del miocardio estd atn en fase embrionaria,
pues sélo conocemos determinados elementos pero no
los pilares («elementos bdsicos») de dicha regulacion.
Por otra parte, estamos obviando la amplia heteroge-
neidad muscular del miocardio adulto, 1o cual limita
nuestras posibilidades de éxito de cara a la aplicacion
de una terapia génica dirigida al musculo cardiaco
afectado. En resumen, la composicion del corazén
adulto dista bastante de su clasificacién conceptual
clasica de miocardio auricular y ventricular. Existen
multiples dominios de expresion génica, principalmen-
te localizados en los tractos de entrada al corazén, que
permiten explorar nuevas explicaciones (moleculares)
a determinadas paradojas de la préctica clinica.

Debemos profundizar en el conocimiento de los mé-
dulos esenciales de la regulacién génica, desarrollar y
optimizar nuevas estrategias de suministro hacia el pa-
ciente afectado y tener en cuenta la heterogeneidad
molecular. Nuestros esfuerzos en la investigacion bési-
ca han de estar encaminados a conocer los mecanis-
mos moleculares que controlan dicha heterogeneidad
celular para, de este modo, aportar las bases de una fu-
tura, y no muy lejana, aplicacion clinica. La clave del
éxito de este modus operandi estard en la disponibili-
dad y voluntad de ambos especialistas (bdsica y clini-
ca) en integrar sus conocimientos y aunar esfuerzos y
perspectivas de trabajo.
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