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Los ultimos 3 afos pueden considerarse criticos en el
area de la cardiologia en cuanto a la comprensién de la
relevancia que tienen los genes del desarrollo en la fisiolo-
gia cardiaca del adulto. Ademas, se ha demostrado por
primera vez que el control endégeno de la muerte celular
programada determina la transicién entre la respuesta
adaptativa normal y la hipertrofia cardiaca. La mayor parte
de este trabajo se ha basado en analisis previos que han
usado marcadores moleculares de la determinacion y dife-
renciacion cardiacas, un trabajo que ha tenido un doble
objetivo: en primer lugar, la determinacién de los procesos
celulares que contribuyen a la especificacion del corazén
funcionante y, en segundo lugar, la caracterizacién de los
factores reguladores clave en la cardiogénesis. Estos es-
tudios, junto con la disponibilidad de técnicas nuevas,
como la mutacién de un Unico gen en ratones transgéni-
cos, han dado lugar a una perspectiva nueva sobre la na-
turaleza de los defectos cardiacos, tanto de forma como
de funcién. En esta revision analizamos algunos de los
factores clave en la morfogénesis cardiaca desde la pers-
pectiva del andlisis de la mutacién génica.

Palabras clave: Morfogénesis cardiaca. Genética. Car-
diopatia. Mutacion génica. Genes.
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Developmental Genes and Heart Disease

The past three years can be considered in cardiology
as critical for understanding the relevance of develop-
mental genes in the adult cardiac physiology. Also, for the
first time, endogenous control of programmed cell death
has been demonstrated to mark the transition between
normal adaptation and cardiac hypertrophy. Most of this
work has been based on previous analysis using molecu-
lar markers of cardiac determination and differentiation,
work that has served a double aim: First, the determi-
nation of the cellular process that contribute to the specifi-
cation of the working heart and secondly, the characteri-
zation of key regulatory factors in cardiogenesis. These
studies in conjunction with the recent availability of single
gene mutation in transgenic mice have furnished a new
perspective in the nature of cardiac defects either in sha-
pe or function. Here we review some of the key factors in
cardiac morphogenesis from the perspective of the analy-
sis of gene mutation.

Key words: Cardiac morphogenesis. Genetics. Heart
disease. Gene mutation. Genes.

(Rev Esp Cardiol 2001; 54: 1439-1445)

MORFOGENES CARDIACOS:
EFECTO DE LA VITAMINA A

Desde hace tiempo se sabe que las anormalidades
dietéticas (ya sea exceso o deficiencia) en la ingesta de
vitamina A producen malformaciones embrionarias,
que incluyen defectos en la morfogénesis del cora-
z6n'2. La accién de los derivados de la vitamina A (re-
tinoides) estd mediada por receptores nucleares que se
unen al ADN y controlan directamente la transcripcion
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de genes diana. Se han caracterizado dos familias de
receptores nucleares para el 4cido retinoico: RAR y
RXR. Los miembros de la familia RAR se activan por
la mayor parte de retinoides que se producen fisioldgi-
camente (todo-trans RA, 9-cis RA, 4oxo RA y 3,4
dihidro RA). Por el contrario, los miembros de la fa-
milia RXR sdlo se activan por el 9-cis RA®.

Ademads de la multiplicidad de receptores, la com-
plejidad de la sefial de retinoides estd aumentada por
el hecho de que, al menos in vitro, los RAR se unen a
sus elementos de respuesta afines como heterodimeros
con los RXR. Ademads, los RXR también se pueden
unir, in vitro, a algunos elementos del ADN como ho-
modimeros, y son parejas heterodiméricas para otros
receptores nucleares, como el receptor de la hormona
tiroidea, el receptor de la vitamina D, los receptores de
peroxisomas activados por la proliferaciéon (PPAR) y
un gran ndmero de receptores nucleares huérfanos®?.
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Los experimentos con animales knockout han propor-
cionado una informacién importante acerca del papel fi-
siolégico de los receptores retinoides. Las mutaciones
en los diversos RAR dan lugar a distintos tipos de defi-
ciencias de vitamina A, como letalidad posnatal, escasa
ganancia de peso corporal, esterilidad masculina y de-
fectos oculares®. La tdnica mutacién de un tnico gen en
un receptor retinoide que produce defectos cardiacos es
la RXR-alfa. Los fetos que carecen del gen RXR-alfa
presentan una pared ventricular delgada, defectos en el
mesénquima de las almohadillas cardiacas, funcién ven-
tricular deprimida y mueren en el ttero por insuficien-
cia cardfaca’®. También se ha observado una hipoplasia
miocdrdica en algunos mutantes del componente RAR,
asf como en fetos deficientes en vitamina A*S.

A pesar de la amplia caracterizacién del mutante
RXR-alfa, la principal causa de su cardiopatia sigue
siendo desconocida, pero presumiblemente incluye se-
fales paracrinas que estdn moduladas por retinoides y
que residen fuera del musculo ventricular cardiaco. La
mutacién del RXR restringida al ventriculo no tiene
fenotipo’, lo que sugiere que las funciones de un com-
partimento vecino del corazén en desarrollo generan
una sefial que es necesaria para el desarrollo del mio-
cito cardiaco ventricular y la maduracion de la camara.

Conviene mencionar el hecho de que el miocardio
delgado también aparece en una gran variedad de mu-
taciones génicas, que incluyen genes que no se expre-
san en el corazén, como el PPAR-gamma. Curiosa-
mente, durante el desarrollo, el gen PPAR-gamma se
expresa solamente en la placenta y en el tejido adiposo
pardo y la mutacién de este gen produce una pared
miocdrdica delgada. La aparicién de miocardio delga-
do no tiene lugar en embriones tetraploides con pla-
centa normal, lo que sugiere que la proliferacién de
los miocitos cardiacos estd regulada por factores tréfi-
cos'’. Ademds, la busqueda de la expresion de genes
diferenciales en el mutante RXR-alfa permitié encon-
trar un grupo de genes metabdlicos que estaban mal
expresados en los embriones mutantes, lo que confir-
ma la existencia de una influencia metabdlica sobre el
miocardio en desarrollo!!. Todavia estdn pendientes de
ser caracterizados los genes regulados por los deriva-
dos de la vitamina A que son responsables de la for-
macién del mesénquima de las almohadillas cardiacas
y del tracto de salida.

SENALES PARACRINAS QUE REGULAN LA
FORMACION MIOCARDICA

Un ndmero creciente de mediadores biolégicos que
actian localmente han sido implicados en la regula-
cion del desarrollo miocardico, asi como en la subsi-
guiente respuesta adaptativa de crecimiento del mus-
culo cardiaco posnatal al estrés fisioldgico.

Ademds de la acetilcolina y de las aminas bidgenas,
la mayor parte de estos mediadores son factores de
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crecimiento peptidicos que actdan localmente y que
estan sintetizados por las células musculares cardiacas
o por otras células parenquimatosas del corazén, como
las células endoteliales de la microvasculatura y el en-
docardio. Las endotelinas y angiotensinas, por ejem-
plo, que han demostrado inducir un crecimiento hiper-
tréfico en los miocitos cardiacos!?!3, son sintetizadas y
liberadas por las células endoteliales de la microvascu-
latura coronaria.

Otro sistema de sefializacién de factores de creci-
miento que ha sido implicado recientemente en el de-
sarrollo cardiaco es el de las «neuregulinas», una fami-
lia de péptidos autacoides de accién local conocida por
su importancia en el desarrollo del sistema nervioso
central y periférico. La interrupcion dirigida del gen
de la neuregulina-1 (NRG1) o de cualquiera de los 2
receptores de neuregulina (ErbB2 o ErbB4) conduce a
la muerte durante la embriogénesis media a partir del
desarrollo abortado de la trabeculacién en el musculo
ventricular del miocardio fetal'*'®, Estos trabajos indi-
can que las neuregulinas, liberadas por el endotelio en-
docdrdico, son esenciales para el crecimiento y la
adaptacidn fenotipica de los miocitos cardiacos subya-
centes durante el desarrollo.

Si las sefiales procedentes del endocardio son nece-
sarias para el desarrollo del musculo trabecular cardia-
co, trabajos recientes sefialan la importancia del tejido
epicardico en la proliferacién de la zona compacta car-
diaca. Se han descrito defectos cardiacos en varios
modelos de ratones mutantes en los cuales estaban
afectados el desarrollo o la funcién del epicardio'”. La
alfa-4-integrina es una subunidad del receptor de
membrana celular que actia como mediador entre la
matriz extracelular y la célula e interviene en la adhe-
sién célula a célula interaccionando con la fibronectina
y la molécula de adhesion vascular celular (VCAM-1).
La alfa-4-integrina estd producida en el epicardio
mientras que la VCAM-1 es segregada por el miocar-
dio. Otras evidencias del papel putativo del epicardio
en la formacién del miocardio proceden de la muta-
cién de la eritropoyetina y su receptor. La mutacién di-
rigida de la eritropoyetina (EPO) y de su receptor
(EPOR)'® da lugar a letalidad embrionaria con hipo-
plasia ventricular acoplada a defectos en el septo ven-
tricular. Estas anomalias cardiacas parecen estar liga-
das a una disminucién en la proliferacién celular, que
parece ser especifica del corazon.

CONTRIBUCION DE LAS CELULAS DE LA
CRESTA NEURAL AL DESARROLLO
CARDIACO

Las células que se encuentran en la cresta dorsal del
tubo neural en desarrollo sufren una transicion epite-
lial-a-mesenquimal y migran al resto del organismo,
donde se diferencian en diversas formas celulares. Es-
tas células se denominan células de la cresta neural y
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TABLA 1. Mutaciones de un unico gen que causan fenotipos relacionados con la cresta neural

Defectos del

Defectos Defectos

Genes mutados  Expresion arco adrtico PTA TGA DORV o TOF deltimo  craneofaciales Otros Referencias
Pax3 NC + + - + + Letal antes de e13 (54)
Tubo neural
ETAo ETA: NC + + + (s6lo + + (55)
en ETA-/-)
ET-10 ET-1:
ECE-1 endotelio
ECE-1:
mesénquima,
células
endocérdicas
Sox4 Endocardio Raro + + - - Letal en e14 (56-58)
del tracto de Ventriculo izquierdo
salida, hipoplésico
almohadilla
AV
RxRa NC, - + - - - Letalenel4 (59)
miocardio, Miocardio delgado,
endocardio, defectos oculares
epicardio
Cx43 NC, miocardio - - - + - Estenosis pulmonar (60)
NT-3 0 NC, miocardio, - + - - - Estenosis pulmonar, (61)
TrkC musculo liso ASD, VSD
NF-1 NC - - - - - Hiperplasia en OT, (62)
miocardio delgado
NMHC-B NC, - - - - - Estenosis pulmonar,
miocardio hipertrofia ventricular
TGF-b2 Miocito, Adelgazamiento — - - + (64)
mesénquima pared adrtica
de las
almohadillas
DHAND NC + - - - + Letal en e11 (65)
Miocardio Pérdida de RV
MFH-1 NC + - - - + VSD (66)
Mesénquima
Rae28 NC? - - - + + Estenosis pulmonar, (67)
VSD
Sindrome Thx-1 + + Raro + + (20-22)
DiGeorge (Cromosoma
22q11)

llegan a ser nervios periféricos, células pigmentarias
de la piel, células musculares lisas, y contribuyen tam-
bién al timo o a la gldndula paratiroidea. La contribu-
cion de las células de la cresta neural al desarrollo car-
diaco fue reconocida por primera vez por los
experimentos de Kirby et al, en 1983, que demostraron
que la ablacidn segmentaria de la cresta neural en em-
briones de pollo causa defectos conotruncales tales
como el truncus arteriosus persistente, doble salida
del ventriculo derecho y defectos en el arco adrtico.
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Como estos defectos se presentan junto con defectos
faciales y del timo, los fenotipos en conjunto tienen un
gran parecido a una enfermedad congénita humana, el
sindrome cardiofacial de DiGeorge, que esta causado
por una delecién homozigética del cromosoma 22q11.
Un estudio de linaje con marcadores'® también ha re-
velado que una gran poblacién de células de las almo-
hadillas del tracto de salida se deriva de la cresta neu-
ral. La almohadilla del tracto de salida es un tejido
extracelular rico en matriz, que se convierte en septo
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entre la aorta y la arteria pulmonar y que es responsa-
ble de la correcta orientacién y conexién de estas gran-
des arterias con los ventriculos. Aunque las células de-
rivadas del endocardio (endotelio) y las células
derivadas de los miocitos cardiacos también contribu-
yen a la formacién de los tejidos de las almohadillas,
no sélo el sindrome DiGeorge, sino también la mayor
parte de las anomalias del tracto de salida son conside-
radas como «enfermedades de la cresta neural». Hasta
el momento se han identificado muchos genes respon-
sables de la correcta alineacion del tracto de salida y
del desarrollo del arco adrtico, principalmente por téc-
nicas de modificacién génica en ratones. De estos ge-
nes, los que son expresados por las células de la cresta
neural, o por los tejidos que rodean e interaccionan
con las células de la cresta neural, pueden ser conside-
rados como verdaderos genes relacionados con la cres-
ta neural (tabla 1). Muy recientemente se ha descu-
bierto que el Tbxl es el gen responsable de la
anomalia vascular en el sindrome de DiGeorge??.
Datos experimentales recientes sugieren que el Tbx1
no se expresa en las células de la cresta neural, pero es
necesario para mantener la funcién de estas célu-
las?!224 Todavia no se ha esclarecido el mecanismo
por el que el Tbx1 y otros genes que se relacionan en
la tabla 1 actiian sobre la migracion y/o diferenciacion
de las células de la cresta neural.

LATERALIDAD CARDIACA

El plano corporal de los vertebrados exhibe simetria
bilateral, mientras que los érganos internos se encuen-
tran localizados asimétricamente en relacién con los
lados izquierdo y derecho de la linea media. El cora-
z6n es el primer érgano que presenta una asimetria iz-
quierda-derecha, ya que gira hacia la derecha de ma-
nera temprana durante la embriogénesis. Las
anormalidades en la disposicién de los érganos inter-
nos a menudo estdn asociadas a malformaciones cardi-
acas congénitas®?’. Excepto en el caso de la inversi6n
especular del corazén, la mayor parte de los casos de
lateralidad incorrecta dan lugar a disfunciones cardia-
cas severas?® debidas a la inversion del asa normal (ha-
cia la derecha) del tubo cardiaco inicial o a la indefini-
cién del asa. La discordancia entre el situs visceral
observado en individuos con heterotaxia sugiere que
las vias que determinan el situs en los 6rganos indivi-
duales son separables. Sin embargo, algunos defectos
de lateralidad en diversos 6rganos parecen estar aso-
ciados, lo que sugiere una especificacion coincidente
de sus primordia. Por ejemplo, el isomerismo auricu-
lar izquierdo estd asociado al isomerismo bronquial iz-
quierdo, venas cavas anteriores bilaterales y unién au-
riculoventricular ambigua, pero presenta una unién
ventriculoarterial relativamente normal®.

En las aves, las primeras sefiales de asimetria iz-
quierda-derecha son la expresion del gen nodal (rela-
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cionado con el TGF-alfa) en el lado izquierdo del or-
ganizador en fases del desarrollo previas a la forma-
cién del 6rgano primordial. La expresion asimétrica
del gen nodal activa una cascada de «genes de expre-
sién izquierda» que se encuentra bien conservada en
los vertebrados®. El mecanismo que inicia la asimetria
izquierda/derecha en los mamiferos ha permanecido
sin aclararse hasta muy recientemente, ya que no hay
una expresion asimétrica del gen nodal en el nédulo de
los mamiferos. Sin embargo, si que existe en los ma-
miferos una expresion asimétrica del gen nodal en la
hoja lateral izquierda del mesodermo. Las mutaciones
en los genes necesarios para la integridad de los cilios
han abierto un nuevo campo de investigacién en esta
area. Las mutaciones producidas en ratones que afec-
tan a los cilios en las células nodales, incluidas las mu-
taciones de los componentes del complejo de kinesina-
II, KIF3A3! o KIF3B*, no sobreviven mds alld de la
mitad de la gestacion, y exhiben asa cardiaca de senti-
do aleatorio y giro embrionario. La pérdida de los ci-
lios nodales es, por tanto, la anormalidad més precoz-
mente detectable en estos embriones y esta seguida
por una expresion errénea de los genes especificos del
lado izquierdo®'. La existencia de un flujo extraem-
bridnico que es regulado por los cilios nodales se pos-
tula como la sefial que rompe la simetria bilateral en
los mamiferos®. Estos datos estdn de acuerdo con el
hallazgo en determinados sindromes congénitos (sin-
drome de Kartagener) de anomalias en el situs visceral
que estan asociadas a defectos en el desarrollo de los
cilios**, como las disfunciones respiratorias y de la fer-
tilidad.

Las asimetrias moleculares mas precoces en el ratén
ocurren después del establecimiento del flujo nodal
con la aparicién de los miembros nodales de la super-
familia del TGF-alfa y Lefty-1 en el lado izquierdo ad-
yacente al nédulo®>., Los patrones aberrantes de la
expresion nodal se correlacionan con anormalidades
del situs y la expresion errénea del gen nodal en el
lado derecho del embrién produce un situs aleato-
rio®>3740, Ademds, la expresion nodal responde al 4ci-
do retinoico®®*! y, una vez activada, sufre un proceso
de autorregulacion.

Por debajo del gen nodal existe una «barrera de la
linea media» para prevenir la activaciéon de los genes
especificos del lado izquierdo en el lado derecho del
embrion. En el ratén, el Lefty-1 se expresa en el lado
izquiedo de la placa basal. La mutacion del locus del
Lefty-1 produce una expresion ectopica de los genes
especificos del lado izquierdo en el lado derecho del
embrién®?, lo que sugiere que la actividad del Lefty-1
es necesaria para la funcién de la barrera de la linea
media.

La informacion posicional proporcionada por la cas-
cada de sefalizacion nodal tiene que ser transmitida al
6rgano primordial. Por debajo del gen nodal, el factor
de transcripcién Pitx2 (izquierdo, caja homedtica rela-
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cionada con el bicoide) es un buen candidato para pro-
porcionar lateralidad izquierda a los 6rganos en desa-
rrollo. El Pitx2 ectdpico causa defectos de lateralidad
en una gran variedad de vertebrados. Ademas, los rato-
nes deficientes en Pitx2 presentan un asa cardiaca nor-
mal pero especificacion anormal de los ventriculos iz-
quierdo y derecho, yuxtaposicién de las auriculas,
malposicién de las grandes arterias en el corazén® e
isomerismo pulmonar derecho®*, que es consistente
con el papel del Pitx2 como determinante de laterali-
dad izquierda en 6rganos especificos.

GENES DEL DESARROLLO E INSUFICIENCIA
CARDIACA

Trabajos recientes han demostrado que muchos ge-
nes del desarrollo se siguen expresando en el adulto,
donde desempeiian papeles especificos y esenciales en
el mantenimiento de la funcién cardiovascular. Estas
funciones son, por lo general, desveladas s6lo después
de que se hayan fenotipificado cuidadosamente los
alelos mas débiles. Por ejemplo, el producto del gen
de la caja homedtica NKX2.5 es necesario para la for-
macion del asa cardiaca, y la mutacién nula del gen
NKX2.5 produce letalidad embrionaria***®. Reciente-
mente se ha descubierto un grupo de alelos mutantes
del NKX2.5 que causan formas no sindromicas de en-
fermedad cardiaca congénita humana, lo que indica
que el NKX2.5 es importante para la regulacién de la
septacion durante la morfogénesis cardiaca y para el
mantenimiento de la funcién del nodo auriculoventri-
cular a lo largo de la vida*. Otros factores de trans-
cripcién se han relacionado recientemente con el co-
rrecto desarrollo del sistema de conduccién cardiaco.
En particular, el gen Sp4/HF1B regula la formacion de
las fibras ventriculares de Purkinje y la expresion erré-
nea de este gen produce muerte cardiaca subita®.

Mediante la técnica de knockout génico se ha conse-
guido una serie de modelos animales para la insuficien-
cia cardiaca que incluyen mutaciones en moléculas de
sefalizacion, factores de transcripcion y proteinas con-
tractiles. Por ejemplo, el gen MLP es una proteina que
se expresa sdlo en LIM en musculos estriados terminal-
mente diferenciados, donde se acumula en estructuras
formadas por actina que forman parte de la arquitectura
celular. La interrupcién del gen MLP en ratones da lu-
gar a una miocardiopatia dilatada con hipertrofia e in-
suficiencia cardiaca poco después del nacimiento®. Los
animales mutantes mueren de insuficiencia cardiaca en
2 grupos de edades, alrededor de la segunda semana
posnatal (45-65% de penetrancia) y en la edad adulta
(100% de penetrancia), con signos manifiestos de
agrandamiento cardiaco asociados a la expresion de ge-
nes marcadores de miocardiopatia. El fenotipo cardiaco
del ratén adulto deficiente en MLP reproduce la clinica
de la miocardiopatia e insuficiencia cardiaca, como se
demuestra por la expresion génica (aumento del ANF,
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alfaactina esquelética y beta-MHC), los estudios eco-
cardiogréficos (aumento de la pared ventricular iz-
quierda, adelgazamiento de la pared, disminucién de la
funcién ventricular izquierda) y aumento del peso pul-
monar (indicativo de acumulacién de fluidos) y dismi-
nucién de la sensibilidad de la contractilidad y relaja-
cién a la estimulacién betaadrenérgica. Es importante
sefialar que la mutacién doble de MLP y del inhibidor
de la Ca*-ATPasa del reticulo sarcopldsmico especifica
de miusculo (SERCA2a), el fosfolambano, previene el
fenotipo de insuficiencia cardiaca encontrado en el ra-
ton MLP-KO’!, lo que sugiere que la regulacién de la
contractilidad constituye una posible estrategia terapéu-
tica. En este sentido, la proteina LIM asociada a la alfa-
actinina (ALP) ejerce un papel esencial en el desarrollo
embrionario del ventriculo derecho. La interrupcién del
gen de ALP se acompaiia de una dilatacién ventricular
derecha y de disfuncién, posiblemente como conse-
cuencia de la ausencia de anclaje a la actina en el mus-
culo cardiaco®.

Un hallazgo notable que permite explicar la transi-
cion entre los miocitos normales y la insuficiencia car-
diaca fue obtenido mediante el estudio de la mutacién
especifica ventricular del gp130°3. Los ratones mutantes
para este gen presentan una estructura y funcién cardia-
cas normales, pero durante la sobrecarga de presion aor-
tica desarrollan un comienzo rdpido de miocardiopatia
dilatada y una induccién masiva de apoptosis miocitaria
frente a la respuesta hipertréfica compensatoria obser-
vada en los animales del grupo control.

CONCLUSION

La identificacién de las vias moleculares responsa-
bles de la especificacion cardiaca y de la morfogénesis
ha proporcionado un conocimiento preliminar sélido
para comprender la enfermedad cardiaca congénita.
Ademads, el andlisis de las diversas cascadas de sefiali-
zacidn a partir de precursores cardiacos no musculares
estd arrojando luz sobre los mecanismos de la funcién
cardiovascular y su mantenimiento. La posibilidad de
realizar un andlisis genético de los fenotipos cardio-
vasculares complejos se estd haciendo realidad.
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