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Es un principio basico de la medicina clinica y molecu-
lar que la funcién de las células y los érganos se basa en
elementos proteicos especificos. Puesto que la funcién
de las células y en ultimo término de los érganos depen-
de de los polipéptidos que se encuentran presentes, no
es sorprendente que cuando se altera la funcion se pro-
duzcan cambios en el contenido de proteinas. En el co-
razén existen numerosos ejemplos en los que cambios
en las proteinas contractiles se correlacionan con altera-
ciones funcionales, tanto durante el desarrollo normal
como durante el desarrollo de numerosas patologias. De
la misma manera, diversas enfermedades cardiacas
congeénitas se caracterizan por determinados cambios en
las proteinas motoras. Para comprender esta relacion, y
para establecer modelos en los que los procesos pato-
génicos puedan ser estudiados longitudinalmente, es ne-
cesario dirigir el corazén para que sintetice de manera
estable la proteina candidata, en ausencia de otros cam-
bios pleiotropicos. Posteriormente, se puede determinar
si la presencia de la proteina causa directa o indirecta-
mente los efectos con el objetivo de definir potenciales
dianas terapéuticas. Mediante la manipulacion controla-
da de la dotacion proteica del corazén, se puede esta-
blecer el mecanismo y la funcion de diferentes proteinas
mutadas o isoformas proteicas. La reconstruccién génica
y la transgénesis en el ratdn proporcionan herramientas
para modificar el genoma de los mamiferos y la dotacién
proteica motora del corazén. Dirigiendo la expresion de
una proteina modificada por ingenieria genética directa-
mente al corazén, es posible remodelar de manera efec-
tiva el perfil proteico cardiaco y estudiar las consecuen-
cias de una Unica manipulacion genética a nivel
molecular, bioquimico, citolégico y fisiolégico, tanto en
condiciones normales como bajo estimulos de estrés.

Palabras clave: Modelos genéticos. Reconstruccion gé-
nica. Transgénesis. Proteinas. Hipertrofia. Miocardiopa-
tia. Investigacion basica.
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Genetically Modified Animal Models
in Cardiovascular Research

It is a basic tenet of molecular and clinical medicine that
specific protein complements underlie cell and organ
function. Since cellular and ultimately organ function de-
pend upon the polypeptides that are present, it is not sur-
prising that when function is altered changes in the pro-
tein pools occur. In the heart, numerous examples of
contractile protein changes correlate with functional alte-
rations, both during normal development and during the
development of numerous pathologies. Similarly, different
congenital heart diseases are characterized by certain
shifts in the motor proteins. To understand these rela-
tionships, and to establish models in which the pathoge-
nic processes can be studied longitudinally, it is neces-
sary to direct the heart to stably synthesize, in the
absence of other peliotropic changes, the candidate pro-
tein. Subsequently, one can determine if the protein’s pre-
sence causes the effects directly or indirectly with the
goal being to define potential therapeutic targets. By af-
fecting the heart’s protein complement in a defined man-
ner, one has the means to establish both mechanism and
the function of the different mutated proteins of protein
isoforms. Gene targeting and transgenesis in the mouse
provides a means to modify the mammalian genome and
the cardiac motor protein complement. By directing ex-
pression of an engineered protein to the heart, one is now
able to effectively remodel the cardiac protein profile and
study the consequences of a single genetic manipulation
at the molecular, biochemical, cytological and physiologic
levels, both under normal and stress stimuli.

Key words: Genetic models. Gene targeting. Transge-
nesis. Proteins. Hypertrophy. Cardiomyopathy. Basic re-
search.
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INTRODUCCION

A pesar de los grandes avances que se han hecho en
cardiologia, las enfermedades cardiovasculares siguen
siendo la principal causa de muerte y morbilidad en

las sociedades industriales. El siglose ha caracteri-
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zado por el rapido desarrollo de la tecnologia médicasubyacen a la funcion de las células y de los 6rganos.
por la rapida expansién de la informacién relacionada su vez, la produccién proteica esta controlada por
con la investigacion y el desarrollo ideoldgico, y por lapatrones de transcripcién especificos para cada tipo
relativamente rapida incorporacion de informaciéncelular y definidos por un conjunto comdn de genes.
nueva a la practica. Los avances en los métodos deuesto que la célula y, en dltimo término, la funcién
diagnéstico y terapia en la cardiologia clinica han conde un 6rgano depende de los polipéptidos que estan
ducido a un progreso real en el tratamiento y, en algupresentes, no es sorprendente que cuando la funcién
nos casos, a una mejoria o incluso prevencion de lassta alterada, por ejemplo durante el desarrollo de una
enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, a pesanfermedad, se produzcan también cambios en el con-
de la progresiva sofisticacion de las técnicas, nuestrenido proteico. En el corazén existen numerosos
capacidad para tratar las causas de las enfermedadgemplos de cambios en las proteinas contractiles que
cardiovasculares sigue siendo limitada. En otras palase correlacionan con alteraciones funcionales, tanto
bras, podemos tratar muchos de los sintomas, pero ddurante el desarrollo normal como durante el proceso
bido a la limitacion en la comprensién de la etiologiade desarrollo de numerosas patologias. De igual mane-
primaria que subyace al comienzo o desarrollo de una, varias enfermedades congénitas cardiacas se carac-
proceso patoldgico, las causas desencadenantes siguenizan por determinados cambios en las proteinas mo-
sin poderse modificar por la practica clinica. toras. Asi por ejemplo, en la insuficiencia cardiaca se
Hasta muy recientemente, los enfoques que se hamn documentado cambios en la cascada de regulacion
utilizado para estudiar las enfermedades se han basade diversos (hipotéticos) efectores/moduladores. Para
en herramientas farmacologicas, quirdrgicas, bioquientender todas estas relaciones y poder establecer mo-
micas o fisiologicas. Constituye una leccion de humil-delos en los cuales los procesos patogénicos puedan
dad el darnos cuenta de que estamos tratando de deer estudiados de forma longitudinal, es necesario diri-
cribir sistemas fisiolégicos complejos sin tener unagir el corazén para que sintetice de forma estable, en
comprensién o una apreciacion completa de las identausencia de otros cambios pleiotrépicos, la proteina
dades de las partes integrantes. Las estimaciones solm@ndidata. De esta forma es posible determinar si la
el nimero de genes en el genoma de los mamiferos varesencia de una proteina es responsable directa o in-
rian desde 50.000 a 100.000, pero hasta el momenttirectamente de los efectos estudiados, con el objetivo
so6lo el 10% parecen tener algun tipo de utilidad. Aside definir las potenciales dianas terapéuticas. Al mani-
pues, es posible que estemos perdiendo aproximadpaular el contenido proteico del corazén de una deter-
mente un 90% de la informaciéon mas basica necesariminada manera, se dispone de un medio adecuado
para entender el rendimiento genético —una informapara establecer tanto el mecanismo como la funcion de
cion que casi con seguridad esta en la base de muchdiferentes proteinas mutadas o isoformas proteicas. La
de las enfermedades cardiovasculares, de manera diansgénesis y la reconstruccion génica, y la subsi-
recta o indirecta, al determinar la respuesta del coraguiente creacion de modelos animales estables, pro-
z6n a los estimulos ambientales. Mientras se escribgorcionan herramientas para modificar el genoma de
este trabajo de revision, diversos comunicados han iles mamiferos y estudiar las consecuencias que esto
formado sobre la finalizacién del proyecto genoma hupueda tener en el sistema cardiovascular. Utilizando la
mano. Durante los proximos 1-3 afios podremos comexpresion dirigida al corazén de una determinada pro-
parar esta informaciéon con la obtenida sobre eteina modificada por ingenieria genética, se puede re-
genoma de otros mamiferos, tales como la rata y el ranodelar de manera efectiva el perfil de proteinas car-
ton. Aunque estos datos aportan las bases estructuraldscas y también estudiar las consecuencias de una
para una comprension profunda de la fisiologia de losnanipulacion genética aislada a nivel molecular, bio-
mamiferos, tomados tal y como se obtienen pueden sguimico, citolégico vy fisioldgico, tanto en condiciones
de muy poca ayuda para el clinico. Su valor va a derormales como bajo estimulos de estrés.
pender en gran medida de la eficiencia con la que los Nuestra discusion se centrara en las miocardiopa-
cientificos bésicos sean capaces de extraer informdfas, y en como los modelos obtenidos por ingenieria
cion de estas bases de datos. La utilizacion de los dgenética han sido utilizados de manera eficaz para
tos que se obtienen en su contexto biolégico puedeonfirmar la etiologia primaria y para explorar los pro-
conducir a un nuevo concepto de medicina. En su coreesos patogénicos que finalmente conducen a una in-
junto, todos estos datos pueden, por una parte, reveladficiencia cardiaca. Se analizaran las ventajas y los
la etiologia genética primaria responsable del desarr@auntos débiles de la tecnologia que se encuentra ac-
llo de las enfermedades vy, por otra, proporcionar nuetualmente disponible, asi como la que esta en proceso
vas estrategias de manejo en el tratamiento de las ede desarrollo, y que tiene un futuro prometedor en este
fermedades cardiovasculares. campo. En lugar de ser una revision de tipo enciclopé-
Si en los Ultimos 25 afios la biologia molecular nosdico, este trabajo se centrara en la manera en como los
ha ensefiado algo acerca de la biologia clinica es, preenceptos actuales se estan aplicando a su objetivo,
cisamente, que los elementos proteicos especificasara que el desarrollo de futuras tecnologias, que in-
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evitablemente nos van a sorprender, puedan ser aprios animales, la investigacion basica se ha limitado
ciadas en su contexto. fundamentalmente al ratén y, en casos excepcionales,
al conejé®. El desarrollo de esta técnica, que consiste
CREACION DE MODELOS ANIMALES en _I:_:l inyeccién de ADN directamente,en. el embri(_')n
ESTABLES fertilizado, procede del desarrollo_ de te_qnlcas re_IaC|o_-
nadas con los campos de la manipulacion embrionaria
Existen varias técnicas disponibles hoy dia que pery el ADN recombinante La insercion de ADN exdge-
miten alterar el aparato contractil del corazon de un&o es un proceso que se produce al azar y numerosas
manera determinada: nos vamos a centrar en aquell@spias se insertan dentro del genoma, normalmente en
enfoques que resultan en una transmision por la lineana disposiciéon paralela o antiparalela. El investigador
germinal de los eventos de remodelado. De esta manae puede controlar el punto de insercion, ni tampoco
ra, las modificaciones deseadas pueden ser propagada®determinar el nUmero de copias que se colocan en
a través de sucesivas generaciones y pueden resullrgenoma receptor. Las diversas fases de este proceso
en la creacion de modelos animales nuevos y establese describen en la tabla 1. Asi, a diferencia de la re-
Necesariamente estos cambios estables tienen que reanstruccion génica, en la cual la recombinacion ho-
lizarse a nivel genético y con este objetivo se han demdloga puede ser seleccionada (ver mas adelante, en
sarrollado 2 aproximaciones distintas pero compleda siguiente seccién), la transgénesis es un fenébmeno
mentarias: la transgénesis y la reconstruccion génicajue se produce al azar, y el ADN se sitia en lugares
Cada una de ellas sirve para modificar el genoma ddistintos a los que se encuentran las secuencias homo-
los mamiferos pero son muy diferentes entre si, tanttbgas. Esto conlleva que la expresién de los transgenes
en los aspectos técnicos como en su rendimiento genge superimponga a la expresion de los genes endédge-
tico. Mediante la transgénesis, el aparato contractil dahos. Asi, para que se manifieste un fenotipo, el trans-
corazon puede ser remodelado de manera significativgén tiene que producir un efecto dominante. La activi-
pero los resultados del método residen exclusivamentgad transcripcional final del ADN transgénico puede
en la capacidad de los transgenes para producir un feer dependiente o independiente del nimero de copias,
notipo que se contraponga al contexto enddgeno, yg a menudo se encuentra influenciada por la localiza-
gue los transgenes no afectan el rendimiento genétiatién cromosdmica particular en la cual esta insertado
enddgeno. De igual manera que la transgénesis, la ré«efecto posicional»), haciendo que sea mas o menos
construccién génica (a menudo referida como ablaciéactivo desde el punto de vista transcripcional. Ademas,
génica o eliminacién génica) cambia de forma directda insercion del ADN no es un proceso benigno y pue-
la estructura genética, y el aparato contractil del corade producir una importante disrupcion, reorganizacion
z6n puede ser alterado drasticamente con esta técniaapérdida del ADN que lo flanquea, lo que da lugar a
La eliminacion de un gen puede conducir a la pérdid&fectos mutagénicos por inserdidAfortunadamente
de una funcion, lo que permite establecer una secuemstos efectos son mayoritariamente recesivos y, dado
cia posible responsable de esta funcion. La reconstrugiue los andlisis de los animales transgénicos suelen es-
cion génica también puede usarse para producir cantar restringidos a los heterocigotos, esto no representa
bios en las secuencias que codifican un dominiain problema. Los efectos debidos al nimero de copias
funcional de una proteina contractil, 0 cambios a nively a la posicion requieren el analisis de mudltiples li-
de un Unico aminoacido, lo que permite establecer reaeas, lo que constituye un proceso costoso e intensivo.
laciones precisas entre estructura y funcion. Todas edo obstante, se pueden generar multiples mutaciones
tas aproximaciones experimentales, que se encuentrgnconstructos quimeéricos y se han conseguido numero-
comparadas y contrastadas en la tabla 1, estan dandas lineas de ratones de forma relativamente rapida si
lugar a un grupo de animales en los que las alteraciGee compara con la técnica de reconstruccién génica.
nes en los elementos proteicos contractiles conducenRor todos estos aspectos se recomienda una considera-
una comprension profunda de las relaciones entre esién cuidadosa sobre el tipo de enfoque transgénico
tructura y funcion que subyacen a la funcion cardiacgara los estudios de remodelado cardiaco.
a nivel molecular, bioquimico, organico y también a La expresion sistémica de un transgén puede com-
nivel del animal entero. plicar seriamente cualquier fenotipo cardiaco resultan-
te. El desarrollo de promotores o secuencias que con-
trolan y dirigen la expresion de los genes, y cuya
expresion esta fundamentalmente restringida al cora-
La transgénesis permite alterar de manera estable 2bn, ha mejorado la utilidad del enfoque transgénico
genoma de los mamiferos de tal manera que las modpara el estudio de las enfermedades cardiovasculares
ficaciones puedan ser transmitidas a través de la linesen ausencia de efectos en otros 6rganos o tejidos
germinal. Aunque el procedimiento es técnicamentanusculares que puedan inducir a la confusién. No es
posible en los animales granfedebido al coste eco- sorprendente que las propias secuencias transcripcio-
némico, al tiempo y a consideraciones en el manejo daeales de los genes del aparato contractil cardiaco ha-

Transgénesis

766 146



Documento descargado de http://www.revespcardiol.org el 20/05/2019. Copia para uso personal, se prohibe la transmisién de este documento por cualquier medio o formato.

Rev Esp Cardiol Vol. 54, Nim. 6, Junio 2001; 764-789
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Transgénesis

Reconstruccion génica

Preparacion del transgén

— Clonacion del ADN de interés seleccionado: cADN o ADN
genémico

— El vector contiene el constructo a insertar en el genoma
huésped, compuesto de un promotor con especificidad celular
o de tejido + ADN de interés + secuencia de poliadenilacion

— Antes de la microinyeccion el vector es liberado y sdlo se
inyecta el constructo

— Purificacion del ADN para microinyeccion

Microinyeccion
— Cruzar las donantes de 6vulos con los machos
— Recolectar los 6vulos fertilizados
— Microinyectar el constructo en los huevos fertilizados
— Transferir los dvulos a hembras seudoembarazadas
— Hacer el genotipo de las crias para identificar los progenitores

Reproduccion y andlisis
— Cruzar los progenitores transgénicos
— Hacer el genotipo de la generacion de crias F1
—La madurez de la F1 se alcanza a los 6 meses

Principio
Preparacion del transgén
— Clonacion del ADN seleccionado de interés: ADN genémico con
intrones y exones y extensas regiones de homologia con el gen
enddgeno de interés
— La preparacion del vector puede ser de dos maneras:

vector de reemplazamiento = vector + ADN genoémico de interés
cuya identidad ha sido destruida mediante insercion de un
marcador seleccionable en un exon critico + marcadores de
seleccion o

vector de insercion = vector + segmento del ADN gendémico
de interés + marcadores de seleccion

— Linealizar el vector, antes de su utilizacion

—Fuera de la secuencia homéloga seleccionada para el
reemplazamiento del vector

— Dentro de la secuencia homdloga para el vector de insercion

— Purificacién del constructo para electroporacion

Electroporacion de células madre embrionarias (ESC) y seleccion
— Preparar ESC en cultivo
— Electroporar ESC con el vector de seleccion
— Retener los clones de ESC resistentes a las drogas
— |dentificar mediante Southern o PCR un hecho que permita
la seleccion

Microinyeccion
— Cruzar las donantes de 6vulos con los machos
— Recolectar los blastocitos
— Microinyectar las ESC seleccionadas en los blastocitos
— Transferir el blastocito a una hembra seudoembarazada
— Hacer genotipo de las crias quiméricas

Reproduccion y andlisis
— Cruzar los ratones quiméricos
—Hacer el genotipo de los heterocigotos «knockout» (KO)
— Maduracion a los 6 meses

— Cruzar entre si los heterocigotos para obtener KO homocigotos
— Hacer el genotipo de los KO homocigotos

Analizar la expresion Analizar la expresion

Caracteristicas
El producto génico estd ausente 0 mutado

El producto génico se sobreexpresa

yan sido usadas para dirigir de manera efectiva la eXerentes experimentos transgénicos, dependiendo de la
presion transgénica cardiaca. Entre estas secuenciaspeteina que se intenta crear. Asi por ejemplo, tal
encuentran los promotores de la actina, de la cadena ltomo veremos mas adelante, muchas de las miocar-
gera de la miosina 2v, y de las cadenas pesadas dedepatias hipertréficas estan causadas por mutaciones
miosinaa y B, entre otras Se han expresado un gran en las proteinas contractiteSe ha llevado a cabo un
numero de transgenes (cientos de ellos) que afectan estudio detallado del paradigma transgénico utilizando
corazon utilizando los promotores cardiacos especifimuchas de las otras proteinas contractiles. Estos estu-
cos y se han creado modelos en los que se produceéibs muestran que, a pesar de haber una sobreexpre-
eventos de remodelado general, tales como la hipertrgion importante a nivel del ARN, los niveles proteicos
fia, o enfermedades cardiacas concfetas interesan- permanecen inalterados. Puesto que el ARN transgéni-
te sefalar que los resultados, en términos de niveleo se produce en mucha mayor cantidad que el ARN
proteicos totales, pueden variar ampliamente en los dienddgeno, el efecto neto en el cardiomiocito es el de
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diluir la proteina enddgena con cantidades crecienteisactivacion (o mutacion) del gen de interés, y genera
del polipéptido transgénico. El resultado final es queanimales deficientes (0 que tienen una mutaciéon) en
se produce un reemplazo de la proteina enddgena pese producto génico concreto. Esta tecnologia se usa
la que es codificada de manera transgénica tipicamente para inactivar o conseguir genes «knock-
Es importante entender las limitaciones que tiene lauts» en el genoma y de ahi que reciba el nombre de
aproximacion experimental transgénica, muchas de lasxperimento de «pérdida de funcién». Desde el punto
cuales ya han sido mencionadas anteriormente. En prile vista técnico es un procedimiento muy diferente a
mer lugar, conviene insistir en ello, esta técnica sda transgénesis y mucho mas largo. Los enfoques con-
basa en el hecho de que cualquier transgén que se axencionales de reconstruccidon génica se basan en la
prese tiene que «dominar» el producto génico enddégeecombinacion homoéloga de ADN electroporado den-
no. En segundo lugar, hay que tener presente la posibico de células madre embrionarias totipotéftes|
lidad de una potencial mutagénesis por insercionADN electroporado contiene normalmente un marca-
incluso en el estado heterocig6tico. En tercer lugar, ndor que sirve para identificarlo, de manera que des-
hay que olvidar la cuestion de la sobreexpresionpués de los correspondientes procedimientos de selec-
Como se ha dicho anteriormente, en el caso de las praion, aquellas células en las que ha tenido lugar una
teinas contractiles este aspecto no parece ser un pn@combinacion homologa pueden ser identificadas me-
blema. Ademés, como grupo control, la proteina origi-diante procedimientos de cribaje molecular, tales
nal puede ser expresada a un nivel similar par@omo el analisis por Southern o PEREXxisten mu-
asegurarnos de que el fenotipo no esta presente. Sitas variaciones sobre este procedimiento basico, pero
embargo, los promotores que se utilizan normalmentés aspectos principales permanecen mas o menos in-
en estos experimentos proceden de las proteinas covariables. EI ADN que se inserta consiste en regiones
tractiles. Estos polipéptidos constituyen la mayor partextensas de homologia, que flanquean el lugar de inte-
de la masa proteica de los cardiomiocitos y se expra€s y que contienen al menos un marcador, y a veces
san en gran cantidad, con un estado de equilibrio en elos marcadores. El proceso de reconstruccion se plani-
namero de transcriptos de ARN que varia de diez dica para que se produzca una eliminacion de las se-
miles. Asi pues, un promotor muy activo es parte detuencias enddégenas con elementos de ADN criticos
constructo transgénico. En muchos experimentos eque hacen que la transcripcién/traduccion del gen pue-
los que se expresan transgénicamente sustancias ma ser controlada y reemplazada por un marcador se-
tencialmente toéxicas, potentes moléculas de sefalizdeccionado o por una secuencia inocua no codificado-
cion bioldgica o moléculas amplificadoras, los resulta-ra. Esto da lugar a un «alelo nulo», es decilogns
dos son muy dificiles de interpretar. Por ejemplo, ergénico que no puede producir un producto de trans-
una publicacién reciente se expresé el gen marcadaripcion que pueda ser traducido y/o un polipéptido
Green Fluorescent ProteifGFP) usando un promotor funcional. La ablacion génica o reconstruccion permi-
especifico cardiaé®d La hipertrofia resultante fue in- te estudiar las consecuencias de las alteraciones recesi-
terpretada como que la sobreexpresion de cualquieras si los animales resultantes son cruzados hasta con-
molécula puede resultar en hipertrofia. Si examinamoseguir homocigotos.
la bibliografia general, veremos claramente que esto Esta estrategia es utilizada fundamentalmente para
no es cierto. Otra explicacion posible es que la expredeterminar si un gen concreto tiene una funcién criti-
sion de GFP en el contexto del corazon comprometi@a, o para explorar la potencia del efecto del gen de-
la funcion y dio lugar a la hipertrofia resultante. Es de-pendiente del nimero de copias mediante la elimi-
cir, la GFP no es una proteina dafiina, sino que es caacién de uno de los alelos. Si el proceso de recons-
paz de producir una respuesta hipertrofica. Asi, en utruccion da lugar a un transcripto alterado pero que
experimento en el que se investiga la ganancia de urauede ser traducido, se puede formar un «péptido toxi-
funcién, y en el que no hay un grupo control que ex-€co» que interfiere con la funcion de la proteina endo-
prese la proteina original de forma paralela a la proteigena, lo que se conoce como una reconstruccion de
na mutante que se esta estudiando, la interpretacion dipo «negativo dominante». Ademas, la recombinacién
los resultados puede ser dificil o imposible. homologa en células madre embrionarias se puede
usar para insertar, en un punto definido, un gran frag-
mento de ADN que lleve incorporado un transgén en-
tero Unicé® de tal manera que su actividad y funcion
La reconstruccion génica (en inglgsne targeting (o funciones) puedan ser estudiadas sin que haya inter-
a diferencia de la transgénesis, reemplaza la secuendirencias con los efectos debidos al nimero de copias
de ADN enddgeno, en un punto previamente seleccioe a los diferentes contextos cromosémicos.
nado, con ADN preparado exdgenamente (y, es de su- En la bibliografia existen numerosos ejemplos de
poner, que alterado). La reconstruccion génica utilizayenes que han sufrido una ablacién y que son impor-
la recombinacion homéloga para insertar el ADN entantes para el desarrollo general y la funcién del cora-
lugares especificos de los genes, lo que produce urmdn. A menudo, estos genes remodelados codifican po-

Reconstruccion génica
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lipéptidos que estan pleiotrépicamente involucrados elfrecuente que un experimento dure afios (mientras que
el desarrollo cardiaco o la estructura basica. Mientrapuede tardar meses si se utiliza el enfoque transgéni-
gue la ablacion puede tener un impacto importante sa0). Esto es especialmente cierto cuando se trata de
bre el aparato contractil, la deficiencia/remodelado n@rovocar una mutacion en el gen, y no simplemente

€s una consecuencia primaria de la mutacion nula sineliminarlo, ya que este tipo de procedimientos requiere

que refleja mas bien un déficit mas béasico que ha ten procesos de reconstruccion separ&db® obstante,

do lugar en el desarrollo cardiaco normal. Ejemplos déa reconstruccion génica sigue siendo, entre las 2 posi-
ello lo constituyen el «knockout» dex-1.5,que da bilidades, la aproximacién experimental mas elegante

lugar a la generalizacion de anormalidades cardiovas intelectualmente satisfactoria, por ser la mas precisa.

culares reminiscentes del sindrome de DiGéfrgda

ablacion de la proteina LIM e§pe9|f|ca del rpusjéulo MODELOS OBTENIDOS POR INGENIERIA
gue produce una miocardiopatia dilatada, asi como loéENETICA DE ENFERMEDADES

«k_nockputs» de endotelin&y conexina 43. La eli- CARDIOVASCULARES
minacion de estos genes, cuyas funciones son aparen-
temente necesarias para el desarrollo cardiaco normiliocardiopatia hipertrofica familiar
y para el establecimiento de la estructura inherente al
miocardio, ha tenido un gran valor informativo, pero Las miocardiopatias hipertréficas familiares (MHF)
no ha aportado una evidencia directa que mejore lacluyen un grupo de desdrdenes musculares cardiacos
comprensioén de las relaciones que existen entre estrupfimarios caracterizados por una gran morbilidad y
tura y funcion y que subyacen a la funcion cardiacanortalidad. Su clasificacion esta basada en su fisiopa-
normal y anormal en el adulto. tologia y etiologia. La miocardiopatia se defini6 origi-
Las ventajas de la reconstruccion génica sobre laariamente como una enfermedad no coronaria del
transgénesis pueden ser sustanciales. En primer luganisculo cardia¢d En 1980 la Organizacion Mundial
se conoce tanto el punto de insercion como el nimerde la Salud redefinié el término como una enfermedad
de secuencias insertadas. En segundo lugar, el ADNardiaca de etiologia indefinida. Aunque se conocen
mutado se inserta solo en un punto definido. En tercerarias miocardiopatias de diferentes categorias (dilata-
lugar, si se produce una mutacién sin que haya ablada, hipertréfica, restrictiva/obliterativa), nuestra discu-
cién, esa mutacién se expresard bajo el control ddién se centrar4 fundamentalmente en las MHF. Este
promotor enddgeno, lo que produce niveles de expretipo de miocardiopatias son heredadas, mas que adqui-
sion fisiolégicamente relevantes, que mimetizan exacridas como consecuencia de una carga cardiaca altera-
tamente los patrones de transcripcién enddgenos ddE?, son autosomicas dominantes y dan lugar a una
gen que se esta estudiando. Sin embargo, por diversasocardiopatia hipertrofica medida como un aumento
razones, los resultados relacionados directamente cate la masa. Las MHF se caracterizan por una hipertro-
el remodelado del corazon a través de la ablacion o Iéa cardiaca inexplicable sin que haya un aumento de
modificacion de genes, especialmente aquellos que cda carga cardiaca, o en ausencia de otras anormalida-
difican elementos del aparato contractil, son limitados.des sistémicas. Desde el punto de vista clinico, las en-
Es de esperar que la ablaciéon de un componente cfiermedades autosémicas dominantes tienen una pene-
tico del aparato contractil sea letal. Un corazén funciotrancia variable con ocurrencia de hipertrofia en
nal es critico para el desarrollo fetal en el dia 11-1Zualquier ventriculo; normalmente (en > 95%) tam-
del periodo embrionario del ratén. Si el corazén se enbién esta involucrado skptumintraventricula#. His-
cuentra seriamente comprometido, el feto raramentélégicamente se observa una desorganizacion caracte-
sobrevive mas alla del dia 12,5 del periodo embrionaristica de los miocitos y de las miofibrillas. A menudo
rio. Asi pues, los animales homocigotos que contengatambién se puede apreciar una morfologia nuclear ex-
una mutacién nula en los 2 alelos no llegarian a térmitrafia y cariomegalia, aunque estas caracteristicas pue-
no, moririan durante la embriogénesis y serian reabden ser dependientes de la edad y no estar presentes el
sorbidog®. Antes de entrar en las dificultades de creairos nifiog*. Los hallazgos histopatolégicos también in-
un animal genéticamente reconstruido es recomenda&iuyen a menudo una fibrosis extensiva que puede ser
ble tener la infraestructura analitica necesaria, que nfiocal o intersticia®. Como grupo de enfermedades, las
ha estado disponible durante mucho tiempo en el caddHF son bastante comunes, y hay estudios indepen-
de la evaluacién de la funcién cardiaca en el Uterodientes que estiman que uno de cada 500 individuos
Nuestra capacidad para discernir una funcion contracesta afectad®?’. Las MHF son una causa importante
til cardiaca en el embrién intacto a media gestaciénde muerte subita en adultos jovenes aparentemente
medida por el volumen de eyeccién y la frecuenciassanog®. Un estudio reciente ha calculado que entre
cardiaca, ha sido bastante limitada hasta ahora peBb adultos jovenes que presentaron muerte cardiaca
esta mejorando rapidametiteOtro aspecto critico es slbita, 12 fueron por causa de MPHANcluso dentro
que la reconstruccién génica es una técnica que rale una misma familia en la que la enfermedad es debi-
quiere mucho tiempo para llevarse a cabo, y no es irda a un Unico defecto genético, la severidad, inicio y
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penetrancia de la patologia es altamente variable (prgMyBP-C), la tropomiosinaco-Tm), la troponina T
bablemente debido a la existencial@® modificado-  cardiaca (cTnT), la troponina | (cTnl), la actina y la ti-
res, aunque esto no se ha podido demostrar todavia tiaa®®. Clinicamente la MHF induce eyeccién hiperdi-
manera concluyente). La penetrancia es dependient&émica, relajacion reducida, retraso en el llenado ini-
de la edad, con un comienzo que ocurre normalmereial, desorganizacién de los miocitos y fibrosis, y
te en la adolescenéig®>! aumento de la rigidez cameral telediastolica. El diag-

El decisivo articulo de Geisterfer-Lowrance €f al néstico normalmente se basa en el examen fisico y
fue el primero en establecer una base genética en &cocardiografico, aunque en los nifios es particular-
etiologia primaria de esta enfermedad. Mediante técnimente dificil hacer un diagnéstico correcto porque
cas de ligamiento génico acopladas con aproximaciopuede ser que no tengan hipertrofia cardiaca hasta que
nes experimentales de biologia molecular, y aprovealcanzan la edad adulta.
chando su gran experiencia, el grupo de Seidman Aunque el conocimiento de la etiologia de la enfer-
establecié que los trastornos ligados a la FHC se enmedad a nivel de su genética molecular estd muy avan-
contraban localizados en el cromosoma 14q11. Ellogado, siguen sin conocerse bien los procesos patogéni-
fueron los que demostraron que en todos los indivicos responsables de su morbilidad y mortalidad. Esto
duos afectados de la misma familia habia una mutase debe a que la descripcién de estos procesos tiene
cion puntual en el exon 13 del gen de la cadena pesadae realizarse necesariamente a lo largo de periodos
B de la miosina cardiac@-MyHC). Este gen codifica prolongados de tiempo, y en una poblacion en la que
las principales proteinas motoras responsables del comportamiento y el entorno no estan controlados.
bombeo del ventriculo adulto. La mutacion convertiaCon el fin de mitigar estas dificultades, se esta reali-
un residuo de arginina altamente conservado (Arg403zando un gran esfuerzo para generar modelos animales
en uno de glutamina (Arg403GIn). Desde esta obserelevantes en los que la progresion de la enfermedad
vacion inicial, se han mapeado mas de 50 diferentegueda ser rigurosamente estudiada en condiciones
mutaciones puntuales deflaviyHC que producen va- controladas. El desarrollo de estos modelos animales
rias sustituciones de aminodacidos: las mutaciones eha arrojado luz sobre la patogenia de la MHF, permi-
este gen son responsables de aproximadamente un 3i&ndo establecer vinculos entre las mutaciones genéti-
40% de las MHF en la poblacién general. Este gramcas y los déficit funcionales concretos. En teoria, una
ndmero de mutaciones diferentes, y su localizacion vaproteina sarcomérica mutante que presumiblemente
riable dentro de la molécula de MyHC ayuda, en partecausa el desarrollo de una enfermedad puede alterar la
a explicar la enorme variabilidad en la severidad dduncion sarcomérica al menos por 2 mecanismos dife-
esta enfermedad: mutaciones diferentes tienen efectasntes:
diferentes sobre la capacidad de la MyHC para realizar — Puede funcionar como un «péptido toxico», ejer-
su funcién. Por ejemplo, la mutacién Arg403GIn es al-ciendo un efecto negativo dominante. La proteina alte-
tamente penetrante y tiene efectos severos sobre tada es incorporada en el sarcomero, lo que conduce a
morbilidad y mortalidad de la poblacion afectada. Elcambios estructurales y al desarrollo de hipertrofia
residuo esté localizado cerca del lugar de union detompensatoria.
nucledtido, y es en este punto donde la cabeza de la— Puede actuar como un «alelo nulo», con capacidad
miosina participa en la interaccion actina-miosina. Asipotencial de producir haplo-insuficiencia. La produc-
pues, la mutacion se encuentra en y cerca del lugar créion de cantidades insuficientes de proteina normal
tico para ejercer las funciones motgtas produce un desequilibrio en la estoiquiometria del sar-

La genética de las miocardiopatias dilatadas y arrite6mero, que altera la estructura y la funcién sarcomé-
mogénicas no es tan bien conocida ni comprendidacas.
como la de las MHF, aunque se han descrito varios Ma&s adelante comentaremos brevemente ejemplos
loci génicos y se han identificado unos pocos gefelevantes que ilustran el potencial de los modelos ani-
nes*3s Igual que en el caso de la MHF, este tipo demales para descubrir los déficit de las enfermedades
desérdenes puede presentar caracteristicas clinicas hetmarias.
terogéneas y una morbilidad variable, y otros genes
mod|f|qadores ejercen, sin duda, influencia sobre Ie‘_a cadena pesada de la miosina
mortalidad.

Actualmente sabemos que la MHF es un desorden La cadena pesada de la miosina (MyHC) es, por su
genético autosdomico dominante que se deriva de mutanasa, el principal componente de los filamentos grue-
ciones en diferentes genes codificadores de proteina®s del sarcomero y proporciona la funcién motora de
sarcoméricas que constituyen los filamentos gruesosa contraccion cardiaca. La miosina es una proteina
finos y los filamentos de titina. Se han identificadohexamérica que estad formada por 2 cadenas pesadas
multiples mutaciones en los genes d@lyHC, las  (PM aproximado de 220 KDa) y 2 pares de cadenas li-
cadenas ligeras esencial y reguladora de la miosingeras no idénticas (PM aproximado de 18-27 KDa).
(ELC y RLC), la proteina C que se une a la miosinaLas cadenas pesadas estan formadas por 2 dominios
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) — Evidencia de que la mutacion Arg403GIn — Evidencia de que la proteina mutante
Mecanismo/ es la causa PRIMARIA de la enfermedad acttia mediante un efecto negativo
evolucion — Bvidencia de la base genética de la MHF dominante
— Hipertrofia desarrollada en respuesta a — Evidencia de la base genética de la MHF

un aumento de funcién debido a la mutacion

Fig. 1. Las mutaciones de la cadena pesada 3 de la miosina en la MHF. (A) Se indican las mutaciones humanas previamente descritas, el color rojo
se refiere a las mas malignas. La organizacion intron-exon del gen esté representada y los exones afectados aparecen en azul. Las mutaciones que
han sido obtenidas en modelos animales genéticamente modificados se muestran debajo del diagrama del intron-exén. (B) Representacion esque-
matica de la proteina 3-MHC codificada por el gen MYH7, con sus dominios y sus lugares de union. (C) Caracteristicas principales de los modelos
animales que reproducen algunas de las mutaciones humanas, comparacion con la enfermedad humana y la patogenia de la enfermedad. Las mu-
taciones con pérdida de sentido estan representadas por la letra que codifica el residuo de aminoacido (aa) que estd mutado seguido por el nimero
de la posicion del aa, seguido por la letra del nuevo aa. Las mutaciones por truncamiento pueden ser consecuencia de mutaciones del lugar de cor-
te y empalme (Spl,; donde x es la posicion de la mutacién del nucleétido), mutaciones por delecion (dely o A1-y; donde y es la posicion numérica
del altimo residuo de aminodcido presente en la proteina truncada), y mutaciones con desplazamiento de marco (Fram,; donde z es la posicion de
la mutacion del nucleétido). * indica una mutacion de sustitucion compleja que afecta a los genes MYH6'y MYH7. Ex: exon; In: intrdn.

separados: una cabeza globular unida a unacebk  formas, laa y la B. Las isoformasx y [3 estan codifi-
licoidal por una region bisagra. Las cabezas, localizacadas por los genéddYH6y MYH7, respectivamente,
das en el extremo aminoterminal de la molécula, cony estan organizadas en tAindem agrupadas en el cromo-
tienen la region catalitica de la ATPasa, y un lugar dessoma 14q11.2-q13, con el gbtiYH7 localizado 4 ki-
union para la actina. Ademas, las cadenas ligeras estéwbases por encima défilYH6. El gen MYH7 esta
unidas a cada cabeza por la regién de unién cabezaempuesto por 40 exones, y codifica una proteina de
cola, también llamada «cuello», «regién bisagra» adl.935 residuos de aminoacidos (fig. 1). Las isoformas
«subfragmento-1» (S1). Las cadenas pesadas de day [ estan organizadas como homodimeros V1 y V3,
miosina determinan las diferentes funciones motorasespectivamente. Bajo determinadas condiciones, pue-
de los diferentes tipos musculares y constituyen unde estar presente una forma heterodimérica interme-
familia de gen€s, y en el corazén se expresan 2 iso-diaria llamada V2, que esta constituida por los produc-
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tos génicosx y B. Los homodimeros V1 y V3 tienen evidencia definitiva de la base genética de la MHF, y
diferentes actividades ATPasa intrinsecas, siendo V1 Iaan demostrado que la disfuncion cardiaca es la res-
mas activa (alrededor de tres o cuatro veces mas). Epuesta principal a la mutacion Arg403GIn de la miosi-
tas diferentes isoformas estan presentes en cantidades. Es interesante sefialar que los heterocigotos ma-
variables, y existe una buena correlacion entre la veloehos jovenes presentaron un fenotipo mas severo que
cidad de contraccién y la relacién entre V1/V3. Asi, ellas hembras, tal como se comprob6 por la presencia de
ventriculo humano contiene fundamentalment&$3 anormalidades electrofisiolégicas que estuvieron liga-
mientras que el ventriculo de ratdén adulto, que alcanzdas al sex3*®°. Los machos se encuentran afectados a
una frecuencia de 500-800 latidos por minuto, contieuna edad mas temprana que las hembras, aunque se
ne V1. desconocen las causas de estas diferencias ligadas al
En la poblacion humana existen multiples mutacio-sexo. La capacidad para hacer ejercicio estd compro-
nes en Ig-MyHC de la MHF. Hasta la fecha se han metida en los heterocigof8sEn el futuro, este mode-
identificado méas de 63 mutaciones distintas. Estas mue de ratén para la MHF va a permitirnos continuar el
taciones se encuentran distribuidas a lo largo de la mastudio del impacto que tiene el genotipo, la dieta y la
lécula, pero la mayor parte estan localizadas en la mactividad fisica sobre el fenotipo.
tad aminoterminal, con grupos en la regidon de la Se han evaluado las consecuencias funcionales de la
cabeza globular, en el lugar de la union del ATP o denutacion Arg403GIn a nivel molecufarla actividad
la actina, en los lugares de unién de la cadena ¥igera ciclica de la actina esta acelerada, y ésta puede ser la
en la zona de union cabeza-cola, asi como en unos poausa de la mayor velocidad en el aumento de la pre-
cos lugares de la region de la cola. Se han descrito msidn observada vivo™, asi como de la mayor veloci-
taciones sin sentido y mutaciones con pérdida de sentitad en el desarrollo de fuerza en tiras muscuifares
do, y deleciones, y esta diversidad es responsable, &sta ganancia de la funcion es consistente con el feno-
menos en parte, de la gran variabilidad en la presentdipo hemodinamico observado en los humanos, y pro-
cion clinica de la MHF. De este modo, el clinico se enbablemente estimula el desarrollo de una hipertrofia
frenta a enormes diferencias en términos de grado deompensatoria que no es debida a una disminucién en
hipertrofia, inicio y evolucién de los sintomas de la en-la capacidad de generar fuerza sino que, por el contra-
fermedad, ocurrencia de muerte cardiaca subita y praio, esta relacionada con una demanda energética croé-
néstico del paciente (clasificado como benigno o manicamente aumentada en el miocardio. En este mode-
ligno). Los efectos de las diferentes mutaciones sobr®, la hipertrofia compensatoria aumentaria la masa
las funciones de la cadena pesada de la miosina $isular para reducir el estrés de pared y la utilizacion
acompafian de pronésticos distintos. Las principalesnergética por unidad de volumen del miocardio. En
mutaciones clinicas asociadas con un pronéstico maitima instancia, la validacion de este modelo de ratdon
ligno incluyen la Arg403GH#4%-42 Arg453Cy§34344 procedera de experimentos en los que se mida la fuer-
Gly716Arg3454¢ Arg719Trg>4#8y, dependiendo del zay la velocidad de deslizamiento degtvlyHC hu-
origen étnico de los pacientes, Val606i#&t**51 La  mana y de los filamentos finos reguladores del cora-
sustitucion Arg403GIn tiene consecuencias dramatizon. Las investigaciones que se realicen usando estos
cas, y el 50% de los individuos afectados mueren a lenodelos deberian ayudar a mejorar el manejo clinico
edad de 40 aftis? de la MHF en humanos, y a establecer dianas terapéu-
Con el objetivo de estudiar sus consecuencias y utticas y/o intervenciones disefladas para enlentecer o re-
lizando la técnica de la reconstruccion génica, se hsertir el desarrollo del fenotipo hipertréfico de la MHF
generado en el ratén la mutacion con pérdida de senty- otras miocardiopatias (fig. 1).
do Arg403GIn (R40303. Este ratdn ha sido analizado ¢ Hasta qué punto es valido extrapolar los resultados
extensivamente a lo largo de su vida y ha proporcionasbtenidos en ratones a los humanos? Para abordar esta
do informacion valiosa relativa a la historia natural decuestién, Roopnarine et®alcolocaron 3 mutaciones
esta enfermedad. En los humanos la mutacién s6lbumanas en la-MyHC de roedor y examinaron las
esta presente en la forma heterocigotica y, de acuerdactividades de la ATPasa. Curiosamente, el grado de
con esta observacion, el ratbn homocigético muere afeccion de la enzima de las miosinas mutantes se co-
los pocos dias de naéeios individuos heterocigotos rrelaciond con el fenotipo clinico de los pacientes que
sedentarios sobrevivieron, lo que demuestra que ltenian la correspondiente mutacion. Estos datos sugie-
presencia de la mutacién de la miosina Arg403GIn daen que, a pesar de las diferencias entre especies, los
lugar a una funcién cardiaca anémala pero compatiblenodelos animales pueden ser perfectamente predicti-
con la vida. Los heterocigotos presentaron la mismaos para los humanos. Otro enfoque para responder
histopatologia y fisiopatologfa® que se habia obser- esta pregunta es generar animales mas grandes que
vado en la forma humana de MHF. La disfuncion carcontengan dbcusde la enfermedad. Hasta el momen-
diaca precedi6 los cambios histopatolégicos, y la deso, la mutacién Arg403GIn se ha generado también en
organizacion miocitaria, hipertrofia y fibrosis aumen- el conejo que, como en humanos, y a diferencia del ra-
taron con la ed&# Estos datos han proporcionado unatén, expresa la misma isoforrfBaMlyHC cardiaca (las
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2 proteinas comparten un 98% de homologia). Los coeomo consecuencia de los numerosos resultados que
nejos transgénicos que sobreexpresaron la forma hapuntaban a que las alteraciones en otras proteinas sar-
mana mutante de B-MyHC en el corazén, y que tu- coméricas podian conducir a la enfermedad. Ademas,
vieron una sustitucién parcial de la proteina normalun grupo importante de mutaciones de la MyHC se ha-
con el polipéptido mutante, presentaron hipertrofiabia mapeado en los dominios implicados en la unién a
cardiaca, desorganizacion miocitica y miofibrilar y unlas cadenas ligeras, lo que implicaba a esta regién
aumento en el contenido de colageno intersticial, peraomo una zona critica para el funcionamiento normal
tuvieron una funcion sistélica normabe produjo una de las proteinas motoras. Actualmente se han identifi-
gran incidencia de muerte prematura, y el fenotipo obeado mutaciones puntuales tanto en la ELC como en la
servado fue muy similar al de los humanos. La proteiRLC. Existen 2 mutaciones con pérdida de sentido en
na mutante ejercié un efecto negativo dominante, lda ELC en los residuos conservados de aminoacidos
gue concuerda con la genética de la poblacion humavietl49Val y Arg154His que estan asociadas a la en-
na. Por lo tanto, el conejo transgénico que expresa lermedad® Los estudios de estructura/funcion de-
proteina mutante Arg403GIn es un modelo atractivanuestran que existe un aumento en la velocidad de
para el estudio de la patogenia y la busqueda de diangganslocacion de la actina en ensayos de motilidad
terapéuticas de la miocardiopatia hipertréfica humanavitro®”% También se han identificado 7 mutaciones
El conejo es también un modelo mas apropiado paraon pérdida de sentido y una mutacion por trunca-
realizar estudios funcionales no invasivos con ecocamiiento en la RLE%. Mas de la mitad de estas muta-
diografia o electrofisiologia. Aunque estas técnicagiones (Alal3Thr, Phel8Leu, Glu22Lys, Pro94Arg)
han sido desarrolladas para utilizarse en el tatéin  tuvieron lugar en residuos de aminoacidos muy con-
guen estando restringidas a un pequefio nimero drvados, y mediante modelos animales se demostré
centros académicos especializados, y el modelo de coue estas mutaciones pueden producir la eliminacion
nejo llegara a ser, con toda seguridad, mas accesibledel lugar de fosforilacién. Esto, a su vez, puede tener
la comunidad cardiol6gica general para un estudio deefectos sobre la flexibilidad del cuello de la miosina.
tallado. En concreto, ya se han realizado estudios eledal como ocurre con las mutaciones de la MyHC, las
trofisiolégicos extensivos en el con®joy han aporta- mutaciones de la RLC muestran una expresion varia-
do datos utiles sobre la disfuncién arritmogénica quédle y una penetrancia incompleta.
es comun en la MHF, especialmente la ocurrencia de Las 2 mutaciones de la cadena ligera estan asocia-
muerte cardiaca subita. das con un fenotipo cardiaco raro y sorprendente, que
se acompafa por una hipertrofia masiva de los muiscu-
los papilares y del tejido ventricular adyacente, cau-
sando una obstruccion medioventrictlatas muta-
ciones de la MLC pueden interferir con la respuesta de
Dos Unicos tipos de cadenas ligeras de la miosina sstiramiento-activacion del musculo papilar y del teji-
unen a la regién del cuello (region reguladora) de la cado ventricular adyacente, una propiedad que so6lo se ha
beza de la miosina: la esencial (MLC1 o ELC) yencontrado en porciones del corazon que aumentan su
la reguladora (MLC2 o RLC). Estas pequefias proteinagotencid’. Estos cambios se pueden traducir en un
parecen desempefiar papeles estructurales y reguladempeoramiento de la elasticidad de la regién del cue-
res en la funcién de la miosina, estabilizando el largdlo de la miosina, dando lugar a una reduccion en la
cuello a-helicoidal de la cabeza de la miosina y afec-capacidad oscilatoria de los musculos papilares, que
tando su rigidez o dureZaPertenecen a la superfami- normalmente esta aumentada por una fuerte respuesta
lia de las proteina&F-hand que incluye la calmoduli- de estiramiento-activacion. Los autores han hipotetiza-
na y la troponina C. Las isoformas especificas de milo que, con el tiempo, se produce una respuesta hiper-
compartimiento cardiaco se expresan en la mayoria dedfica compensatoria para incrementar la potencia que
vertebrados, incluida la especie humana. La cadena Ilfinalmente obstruye la cavidad ventricular.
gera esencial (o alcalis) de la miosina ventricular con- Con la intencion de validar la hipétesis de que la hi-
tiene 195 residuos de aminoacidos (PM aproximado dpertrofia del musculo papilar, asociada con las muta-
21-25 KDa), estéa codificada por el getyL3localiza-  ciones de cualquiera de las cadenas ligeras, refleja un
do en el cromosoma 3p21.2-p21.3, constituido por #fecto comln sobre la funciéon de la miosina, se han
exones (fig. 2). La cadena ligera reguladora esta congenerado unos ratones transgénicos con unos fragmen-
puesta por 166 residuos de aminoacidos (PM aproxitos gendémicos humanos grandes (de aproximadamente
mado de 25-37 Kda), esta codificada por el gfL2 12 kilobases) que contienen letus mutado para la
localizado en el cromosoma 12g23-g24.3, con 7 exonelslet149Val de la cadena ligera de la miosina. El feno-
(fig. 2). La MLC2 puede ser fosforilada a través de latipo fue reproducid®. Este modelo ha proporcionado
via de la proteina quinasa A. una oportunidad para estudiar la respuesta de estira-
El concepto de que las mutaciones en las cadenas liniento-activacion antes de que los corazones fueran
geras de los miosina pueden causar la MHF aparecideformados por el proceso hipertréfico, y ha confirma-

Las cadenas ligeras esencial (ELC)
y reguladora de la miosina (RLC)
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B EX4 " Met 149Val ratén Ex 2 3 4 5 In"6
e 195 residuos de aminodcido__________ > € 166 residuos de aminodcido_________
HoN-[ 21-25 kDa ]-COOH HoN- [ 25-37 kDa ]-COOH
;:tina Lugar de fosforilacion en S15
c ELC con Met149Val en el raton ELC con Met149Val en el ratén
(Vermuri et al, 1999) Enfermadad humana (San Be et al, 2000)
L RLC: 7 mutaciones — Transgénesis
Modelo Transgénesis ) con pérdida de sentido | RLC2v cADN murina mutada + Promotor de
ADN humano gendmico + su propio promotor | yn truncamiento a-MHC de ratén
ELC: 2 mutaciones — Reemplazamiento proteico = 50%
con pérdida de sentido
Funcidn — Cierta hipercontractilidad
cardiaca — Déficit en relajacion
—Normal a los 3 meses
; - Al afio: Obstruccié =
Anatomia « Apex fino + obliteracion del centro de struccion Corazones mas pequefios
patoldgica cavidad ventricular izquierda ventricular
* No desorganizacion
Hipertrofia Hipertrofia de los misculos papilares al afio Hipertrofia de los Sin hipertrofia
masculos papilares
. i i iramiento- I Sensibilidad del desarrollo de fuerza al Ca?*
Consecuencias Eé?it\?e{csilgr? de la respuesta de estiramiento ;esnoorg;?é)nlgé;etguente aumentada, potencia maxima disminuida
—La alteracion de la respuesta de estiramiento- ; ; ; ;
Mecanismo/ activacion de los ml]sgulos papilares laual B D#nggs%%ﬁ?eﬁgp ;Iﬁgtuﬂﬂleonsoe \gen[gg{ilco
evolucion conduce con el tiempo al desarrollo de gua Gumano otras Iesionegque cogduzcan
hipertrofia compensatoria al desarrollo de la enfermedad?

Fig. 2. Las mutaciones de la cadena ligera de la miosina en la MHF. (A) Se indican las mutaciones humanas previamente descritas. La organizacion
intrén-exon del gen se representa y los exones afectados se muestran en azul. Las mutaciones que han sido obtenidas en modelos animales genéti-
camente modificados se muestran debajo del diagrama del intrén-exdn. (B) Representacion esquemética de las proteinas ELC y RLC codificadas
por los respectivos genes MYL3y MYL2, con los lugares de unidn importantes. (C) Caracteristicas principales de los modelos animales que repro-
ducen algunas de las mutaciones humanas, comparacion con la enfermedad humana y la patogenia de la enfermedad. Las mutaciones con pérdida
de sentido estan representadas por la letra que codifica el residuo de aminoécido (aa) que estd mutado seguido por el ndmero de la posicion del aa,
seguido por la letra del nuevo aa. Las mutaciones por truncamiento como las mutaciones del lugar de corte y empalme aparecen como Spl,; donde
X €s la posicion de la mutacion del nucleétido. Ex: exdn; In: intron.

do que la respuesta de estiramiento-activacion puedde la mutacion Metl49Val, ya que muchas otras se-
desempefiar un papel en el corazén de los mamiferosiiencias estuvieron presentes. Para establecer sin am-
ofreciendo una nueva via para modular la funcién carbigtiedades la relacién causal para las mutaciones de
diaca humana. Ademas, un modelo novedoso de ratdas cadenas ligeras reguladora y esencial en la hiper-
transgénico en el que el lugar susceptible de ser fosfdrofia cardiaca, se crearon multiples lineas de ratones
rilado es eliminado ha demostrado la importancia dejue expresaban o bien las formas mutadas o bien las
esta modificacién que tiene lugar después de la tradudermas originales, utilizando clones de cADN que
cion™’. De hecho, la modificacién farmacol6gica de lacontenian sélo las regiones codificadoras deldos
fosforilacion de la RLC cardiaca puede representagenéticos. Sorprendentemente, cuando niveles impor-
una nueva diana terapéutica en la insuficiencia cartantes de expresion resultaban en un reemplazamiento
diaca. de la proteina endégena por la forma mutada igual o
Como se ha mencionado anteriormente, los ratonesiayor a un 50%, no se detecto6 hipertrofia, incluso en
transgénicos ELC se crearon con un fragmento gen&@nimales de edad avanz&daAunque los cambios
mico humano intacto. Asi, aunque el fenotipo fue fiel-ocurrieron a nivel de los miofilamentos y de las célu-
mente reproducido, el experimento estuvo sujeto das, y las miofibrillas mostraban una sensibilidad au-
cierta ambigliedad en relacion con el papel causativimentada al calcio y déficit significativos en la relaja-
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cion de forma relacionada con la dosis transgénica, no Las mutaciones en el gen de la MyBP-C cardiaca
aparecié hipertrofia franca ni en los cardiomiocitos nison responsables de aproximadamente el 15% de los
en las cdmaras. Debido a la discordancia entre est@asos de MHF. Se han descrito un gran nimero de mu-
datos y los obtenidos en ratones transgénicos que cotaciones (> de 31), la mayoria de las cuales resultan en
tenian el fragmento gendémico humano, la opinion acmutaciones del lugar de corte y empalme, inserciones
tual de que estas mutaciones puntuales causan porysidelecione¥-7"%9 que producen proteinas truncadas.
mismas hipertrofia cardiaca significativa debe ser reLa mayoria de los truncamientos ocurren en el domi-
evaluada. Queda la posibilidad de que estas mutaciaio terminal COOH, que contiene un lugar de union
nes puntuales puedan estar simplemente ligadas gera la miosina, estando presente unas veces si y otras
forma estrecha a la lesion real, aunque todavia pamno el lugar de unién para la titina. Curiosamente, la
descubrir, en dbcushumano. presentacion de la enfermedad no se produce hasta la
Estos resultados demuestran la utilidad de la transgguinta-sexta década de vida, y se caracteriza por un
génesis y de los modelos animales para establecer lasmienzo tardio de la MHF, penetrancia incompleta y
relaciones Unicas entre estructura y funcion en las prasn perfil clinico relativamente benigiipoque contrasta
teinas mutadas. El remodelado genético permite a leon otras mutaciones genéticas sarcomeéricas mas ma-
comunidad cientifica probar las relaciones causales dégnas. Debido a estas caracteristicas, los cambios pa-
mutaciones particulares. Este tipo de experimentos tigoldgicos longitudinales ligados a la enfermedad en los
ne implicaciones significativas para la practica clinica,pacientes con alteraciones en la MyBP-C son dificiles
ya que antes de que se establezcan mejor los procesies obtener.
de muestreo, es imperativo conocer la relacion directa El enfoque transgénico deberia proporcionar un ins-
entre causa y efecto para una mutacion particular.  trumento poderoso para estudiar los procesos patolégi-
cos longitudinales relacionados con el comienzo de la
La proteina C que se une a la miosina enfermedaq y Sl_J’progresi_c’)n en edades mas g\{anzadas
(MyBP-C) Esta aproximacion experl_mental ’pL_Jede también ayu-
dar a determinar las relaciones bésicas entre estructura
La MyBP-C es una gran proteina (PM aproximadoy funcion, y establecer la curva dosis-respuesta por la
de 130KDa) de 1.173 residuos de aminoacidos. Teniergue el comienzo, la severidad y la progresion de la en-
do en cuenta su abundancia en el cardiomiocito (puedermedad puede correlacionarse con los niveles de la
llegar a constituir el 4% de la masa proteica del cardioproteina mutada. De hecho, la transgénesis proporcio-
miocito) y que han transcurrido 25 afios desde que saa al investigador la tecnologia para distinguir entre
descubrid, su funcion (o funciones) han permanecid@ causas diferentes fundamentales de la enfermedad:
sorprendentemente poco claras. La MyBP-C, el princiel efecto debido al «péptido toxico» o la haploinsufi-
pal componente del filamento grueso, se une tanto a lagencia funciondP. En esta enfermedad, la haploinsu-
sistemas de filamentos de la miosina (filamentos grueficiencia fue implicada por el hallazgo de que la pro-
sos) como a los de titina. Después de su descubrimieteina mutada no estaba presente en las biopsias
to hace 27 afds el interés en el papel de esta proteinahumana®. Esto sugiri6 la posibilidad de que la protei-
se ha intensificado al haberse establecido una relaciam truncada era inestable y la enfermedad se desarro-
entre la aparicion de mutaciones mdltiples en su estrudlaba no por la presencia del polipéptido mutado sino
tura polipeptidica y la MH¥E. La MyBP-C se encuen- porque habia una cantidad insuficiente de la proteina
tra localizada en la regién C de la banda A, y tiene unaormal.
organizacion Unica, con 7-9 bandas axiales en cada mi- Para probar esta posibilidad, asi como para crear
tad sarcomérica. Como otras proteinas que se ligan afaodelos en los que los procesos patologicos puedan
miosina, la MyBP-C pertenece a la superfamilia de inser discernidos a lo largo de la vida del animal, se han
munoglobulinas (Ig) intracelulares, y esta compuestayenerado 2 modelos de ratones transgénicos. El primer
por dominios Ig y fibronectina repetiddsLos mode- modelo reemplazé aproximadamente la mitad de la
los in vitro y los experimentos de reconstitucion, asiMyBP-C cardiaca con una proteina que carecia de los
como los experimentos llevados a cabo usando tranglominios para unirse a la miosina y la titth&a pro-
fecciones celulares, apuntan a que la proteina probablésina truncada que se codificaba era estable, pero no se
mente desempefia un papel importante en el ensamblpedia incorporar de manera eficiente en el sarcémero,
je y el mantenimiento general de la arquitectura delo que sugeria que la proteina mutante no actlia como
sarcomer@ 78 La isoforma cardiaca, que consiste enun «péptido téxico». Las anormalidades fisiopatolégi-
35 exones (fig. 3), esta codificada por el gen humaneas y ultraestructurales en los ratones estaban relacio-
MYBPC3 localizado en el cromosoma 11pl1.2. Lanadas con la dosis, e ilustraban las consecuencias es-
MyBP-C cardiaca contiene 3 dominios Unicos de isotructurales causadas por la insuficiente incorporacion
forma, algunos de los cuales pueden modular la corde MyBP-C funcional en el ensamblaje sarcomérico
traccion via fosforilacion por proteina quinasa A y/oy/o por la incorporacién de polipéptido aberrante. La
proteina quinasa dependiente de calmodulina. disgenesia sarcomérica era prevalente, lo que indica
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Fig. 3. Las mutaciones de la proteina C que se une a la miosina (MyBP-C) en la MHF. (A) Se indican las mutaciones humanas previamente descri-
tas. La organizacion intrén-exon del gen se representa y los exones afectados se muestran en azul. Las mutaciones que han sido obtenidas en mo-
delos animales genéticamente modificados se muestran debajo del diagrama del intrén-exdn. (B) Representacion esquemética de la proteina
MyBP-C codificada por el gen MYBPC3, con sus dominios y lugares de unién. (C) Caracteristicas principales de los modelos animales que reprodu-
cen algunas de las mutaciones humanas, comparacion con la enfermedad humana y la patogenia de la enfermedad. Las mutaciones con pérdida de
sentido estdn representadas por la letra que codifica el residuo de aminoacido (aa) que estd mutado seguido por el nimero de la posicion del aa,
seguido por la letra del nuevo aa. Las mutaciones por truncamiento pueden derivarse de mutaciones del lugar de corte y empalme (Spl,; donde x es
la posicion de la mutacion del nucledtido), mutaciones por delecion (dely o A1-y; donde y es la posicién numérica del Gltimo residuo de aminodci-
do presente en la proteina truncada), y mutaciones con desplazamiento de marco (Fram,; donde z es la posicion de la mutacion del nucledtido).

que cantidades normales de la proteina original son Sin embargo, los mecanismos fisiopatolégicos que
necesarias para la integridad estructural de los sarc&en relevantes para este fenotipo pueden variar consi-
meros de los cardiomiocitos. El fenotipo de estos ratoderablemente, dependiendo de la mutacién particular
nes fue sorprendentemente leve durante el desarrollode la MyBP-C. Para probar esta hipétesis, se ha gene-
el inicio de la edad adulta, reproduciendo el fenotiporado un segundo modelo de raton transgénico que ex-
clinico relativamente benigno. La funcién organica sepresa en el corazén una forma mutante de la MyBP-C
mantuvo inalterada en los ratones adultos joévenesjue carece Unicamente del lugar de union para la mio-
mientras que la mecanica de las fibras era compatiblging®. Tal como se esperaba, esta mutacion exhibié
con alteraciones sutiles en la generacion de fuerzainas caracteristicas muy diferentes. Sélo niveles mo-
Ademas, de acuerdo con los datos clinicos, el procestestos de proteina se encontraron en el corazén, lo que
hipertréfico era muy leve. es consistente con los datos procedentes de biopsias
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humana¥. A pesar de haber niveles normales de laAspl75Asn, Glul80Gly) que pueden afectar la unién
MyBP-C endégena, la disgenesia sarcomérica estuva la TnT dependiente de caféi La presentacion
también presente a nivel ultraestructural en este modelinica asociada a las diferentes mutaciones es bastan-
lo, lo que confirma que para esta mutacion particularte similaf®, pero la severidad fenotipica no esta bien
la proteina mutada actia mas bien como un «péptidestablecida. Dependiendo de la poblacién étnica, la
toxico». De acuerdo con las observaciones clinicas, @inportancia de la hipertrofia del ventriculo izquierdo
fenotipo del 6rgano entero y del animal fue bastantejue puede conducir a una dilataciéon progresiva del
sutil y dificil de detectar antes de un afio, aunque hubwgentriculo izquierdo y muerte cardiaca subita, varia
una ligera hipertrofia, y la mecanica de las fibras estasustancialmente. Hasta muy recientemente, la muta-
ba dafiada en estadios tempranos. Sin embargo, legn Aspl75Asn era la mas estudiada: se han usado
ratones transgénicos presentaron una tolerancia corpruebas de expresion de proteina mutante e incorpora-
prometida al ejercicio asociada con bradicardia, remi€ién en el sarcémero utilizando musculos de pacientes,
niscente de la respuesta hipotensiva que se habia en-se ha confirmado que la mutaciéon actda como un
contrado en pacientes con MHF que habian practicadalelo negativo dominante mas que como un «alelo
ejercicid“. Estos 2 modelos se encuentran comparadosulos$8,
y contrastados en la figura 3. Para estudiar las consecuencias funcionales de las

Los modelos transgénicos de MyBP-C ilustran algu-mutaciones de Tm, se han generado ratones transgéni-
nos de los puntos importantes concernientes a la utilidacbs que expresan la mutacion con sentido erréneo
del enfoque general. En primer lugar, un modelo animahspl175Asn en el compartimiento cardi#cd.a ex-
de roedor pequefio puede reproducir fielmente elemermpresion de la proteina mutante estuvo asociada con
tos de la patologia humana. En segundo lugar, la tasa rena disminucién reciproca en los niveles endégenos
lativamente rapida con la que estos modelos pueden seée a-Tm. Cuando el reemplazo excedia el 50% de la
generados permite mostrar la diversidad de los mecanis-Tm enddgena, se producia una disminucion de la
mos fisiopatoldgicos que pueden resultar en una MHF;ontractilidad y relajacion en preparaciones de cora-
en la que estan involucradas diferentes mutaciones debn funcionante. Mediante ecocardiografia se pudo
mismo gen MYBPC3. Debido al numero limitado de ver que los ratones transgénicos exhibian una funcién
investigaciones que pueden realizarse en humanos, legentricular normal, pero respondian menos vigorosa-
modelos de ratén proporcionan una oportunidad Unicanente al ejercicio y a la estimulacién adrenérgica de
para descubrir procesos patogénicos que evoluciondipo 3. Sin embargo, la esperanza de vida era normal,
gradualmente a lo largo de la vida del animal. tal como ocurre en algunos pacientes. Histoldgica-
mente se apreciaba una ocurrencia variable de desor-
ganizacion miocitica, hipertrofia y fibrosis. La muta-
cion, que estd localizada en el area de unién de la

La tropomiosina (Tm) es una proteina rigida en for-a-Tm a la TnT, puede deteriorar las ya de por si débi-
ma de bastdn que se une a todo lo largo del filamentles interacciones Tn&-Tm que se producen en esta
de actina y al complejo de troponina. Regula la in-region, alterando la sensibilidad de los miofilamentos
teraccion sensible al calcio de la actina y la miosinaal calcio. Para probar esta hipotesis, se aislaron fibras
En el corazén adulto, la isoforma predominante es lale musculos papilares a las que se elimind la mem-
o-Tm de musculo estriado, compuesta por 284 resibrana celular. La mecanica y cinética de estas fibras,
duos de aminoacidos (PM aproximado de 34-3@&anto de los corazones de ratbn mutante como de los
KDa). Un mecanismo alternativo de corte y empalmemuisculos humanos, mostraron una sensibilidad au-
del genTPM1 generaa-Tm. El gen humano estd lo- mentada al calci
calizado en el cromosoma 15¢22 y consiste en 14 Los datos complementarios esenciales para ayudar a
exones (fig. 4). Laa-Tm contiene 2 dominios de entender la patogenia de la MHF relacionada con las
union TnT, uno dependiente de calcio y otro indepenmutaciones de la-Tm proceden de un modelo de ra-
diente de calcio en la region COOH-terminal de laton «knockout» en el que el gen dexld'm fue elimi-
molécula que une la-Tm al complejo de troponina. nado por reconstruccion génitaral como se espera-
La o-Tm estabiliza el filamento y lo hace més rigido ba, los ratones «knockouts» homocigotos no fueron
y, en ausencia de calcio, bloquea el lugar de union deiables. Sin embargo, los ratones heterocigotos apenas
la actina a la miosina. También desempefa un papel@esentaron cambios en la estructura o funcion cardia-
la hora de determinar el grado de cooperatividad \cas, lo que demuestra que el ratdn puede afrontar facil-
sensibilidad al calcio. mente la haploinsuficiencia del gen dexla'm. Estos

Las mutaciones en el garPM1representan < 5% datos sugieren fuertemente que las anormalidades
de las mutaciones responsables de MHF. Se han idenardiacas debidas a mutaciones de-lBm no estan
tificado 4 mutaciones con sentido errébneo, 2 en ehsociadas a haploinsuficiencia, como ocurre con las
exon 2 (Ala63Val, Lys70Thr) que pueden alterar laablaciones del gen de ¢eMyHC®8, siempre que asu-
union de laa-Tm a la actin®® y 2 en el exon 5 mamos que los musculos cardiacos humano y de raton

Alfa-tropomiosina ( a-Tm)
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AB3V, K70T D175N, E189G
A L H HHH H HlH HH HHH H ]
Ex: 2Db: 5
Asp175Asn ratén
<---. 284 residuos de aminodcido _______________________ >
B HN- | 34-36 kDa | -COOH
—> +—>
cTnT cTnT
Raton knockout Asp175Asn en el raton
C (Blanchard et al, 1997) Enfermedad humana (Muthuchamy et al, 1999)
— Reconstruccion génica — Transgénesis
— La ablacion del 100% es letal Z ?r?ﬁtggitl)\ﬂ]};sF con cADN de raton mutante + Promotor
Modelo ~ La ablacion del 50% es viable con anomalias | 4o sentido dea-MHC .
- Nivel de proteina normal en heterocigotos P - Reemplazamiento proteico = 32 a 63%
(pero los niveles de mARN son 50% (con disminucion proporcional
de lo normal) de la enddgena)
. . - ” ) - Disminucion de la contractilidad
Funcion Cambios minimos o ausentes en la funcion Desconocido y relajacion
cardiaca cardiaca — Respuesta disminuida al ejercicio y a la
estimulacion b-adrenérgca
Anatomia Cambios minimos o ausentes en la estructura | pesconocido - Desorganizacion miocitaria variable
patoldgica cardiaca — Fibrosis variable
Hipertrofia No hipertrofia Variable Variable
) ) - ipo simi — SOLAMENTE fenotipo cuando el
Consecuencias | Capacidad de esfuerzo comprometida rF:St%tc“i)(?nglsm”ar et | emplazamiento Elrpoteigo es 5 50%
—MCS variable — Sensibilidad al Ca=* aumentada
— Esperanza de vida normal
Mecanismo/ En la MHF, las mutaciones a-Tm no estan Sin determinar La mutacion en el rea de unién de cTnT
evolucion asociadas con haploinsuficiencia conduce a un cambio en la interaccion
y en la sensibilidad al Ca%*

Fig. 4. Las mutaciones de la a-tropomiosina (a-Tm) en la MHF. (A) Se indican las mutaciones humanas previamente descritas. La organizacion in-
trén-exon del gen se representa y los exones afectados se muestran en azul. Las mutaciones que han sido obtenidas en modelos animales genéti-
camente modificados se muestran debajo del diagrama del intrén-exon. (B) Representacion esquematica de la proteina a-Tm codificada por el gen
TPM1, con sus lugares de union. (C) Caracteristicas principales de los modelos animales que reproducen algunas de las mutaciones humanas,
comparacion con la enfermedad humana y la patogenia de la enfermedad. Las mutaciones con pérdida de sentido estan representadas por la letra
que codifica el residuo de aminoacido (aa) que estd mutado seguido por el nimero de la posicién del aa, seguido por la letra del nuevo aa. Ex:
exon.

son similares. Es interesante sefialar que el ARNm toFroponina T cardiaca

tal estaba disminuido en un 50% en los ratones hetero-

cigotos. Sin embargo, el ARNm unido a los polisomas La TnT cardiaca (CTNT: PM aproximado de
(es decir, el que se traduce activamente a proteina), a87KDa), la subunidad que se une a la tropomiosina del
como los niveles de proteina, fueron similares a loxomplejo de troponina, es una molécula asimétrica de
gue presentaron las camadas del tipo original, lo qu@94 residuos de aminoacidos. En el corazén humano
sugiere que la cantidad relativa de ARNm que se trase han caracterizado 4 isoformas: cTnT1-cPAT4
duce no esta afectada, y que la regulacion de la tradusu expresion depende del estadio de desarrollo y de las
cion desempefia un papel importante en el control deondiciones fisiopatoldgicas. Todas las isoformas car-
la expresién de la Tth Estos hallazgos implican que diacas humanas derivan de un mecanismo alternativo
en los heterocigotos los mecanismos reguladores maude corte y empalme de un Unico genfWNT2 locali-
tienen el nivel de Tm miofibrilar a pesar de la reduc-zado en el cromosoma 1§32 compuesto por 17 exo-
cion en el ARNm de lar-Tm, y explican por qué la nes (fig. 5). La TnT cardiaca tiene varios dominios: la
inactivacion de uno de los alelos dexldm no causa regidon NH2-terminal contiene un lugar de fosforila-
la patologia observada en la MHF (fig. 4). cién que es diana de la proteina quinasa C, asi como
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un lugar de union para la region C-terminal dexda Para intentar resolver la diversidad de mecanismos

Tm. La regién COOH terminal contiene un lugar deque conducen a la enfermedad humana, se han repro-
union para lao-Tm dependiente de calcio y lugares ducido en 3 modelos de ratones los efectos de una mu-
de union para la TnC, Tnl y, posiblemente, para la actacion diferente de la cTnT que corresponde a la muta-
tina. Existen 3 lugares potenciales de fosforilacioncion con pérdida de sentido Arg92GIn. Estos modelos,
gue pueden regular la cinética de entrecruzamiento @ue expresaron niveles variables de la proteina muta-
disminuir la tasa maxima de actividad de la ATPasa da, exhibieron fenotipos diferentes, pero presentaron
La proteina desempefia un papel estructural importantena caracteristica comuan: la ausencia de hipertrofia.
al colocar el complejo de troponina a lo largo del fila-En consecuencia, la cantidad de proteina mutada pue-
mento fino. Ademas, la TnT confiere sensibilidad alde desempefiar un papel importante a la hora de deter-
calcio a la actividad inhibitoria del complejo cTnl- minar el fenotipo de la enfermedad, y puede estar in-
cTnC sobre la ATPasa de la actomio%ina volucrada en la presentacion heterogénea observada en
Las mutaciones en el gdiNNT2son responsables una poblacion de pacientes que tienen una mutacion
del 15% de las MHE Hasta la fecha se han descri- idéntica (alternativamente, otros genes modificadores
to 14 mutaciones; 12 son mutaciones con pérdida dpueden ser responsables de la presentacion variable).
sentido distribuidas a lo largo de la molécula, 1 es un&uando sélo se expresaban niveles bajos de la proteina
mutacion del lugar de corte y empalfnel es una dele- mutante, el corazén del ratén presentaba una desorga-
cion en marc¥®®, Estas 2 Ultimas producen una proteinanizacion de los miocitos cardiacos, un aumento del
truncada. A pesar de esta diversidad, la presentacion cliontenido intersticial de colageno y una disfuncién
nica es normalmente muy similar, caracterizada por undiastolicad®, fenotipos similares a los encontrados en
hipertrofia indetectable, suave o moderada, una penda MHF humana. En estos casos, la enfermedad huma-
trancia incompleta, un prondstico pobre y una alta incina ocurre probablemente a través de un efecto nega-
dencia de muerte cardiaca subita en la adolescencia o 8o dominante en el cual la funcién alterada de los
el inicio de la edad adulta. En esta clase altamente maardiomiocitos y la desorganizacién son las anormali-
ligna el desarrollo de hipertrofia cardiaca puede ocurridades primarias, y la hipertrofia un proceso compensa-
independientemente de la muerte subita, lo que distinguerio. Cuando se obtuvieron niveles mas altos de ex-
este fenotipo de las mutaciones de la proteina motora, [aresion de la proteina mutante en dos laboratorios
miosina. diferentes, los ratones transgénicos presentaron un fe-
Se han simulado experimentalmente 2 mutacionesotipo distinto, en el cual el deterioro de la funcion
humanas diferentes de la cTnT: una mutacion del lugacardiaca global era un efecto primario y tenia lugar in-
de corte y empalme encontrada en el intron 15 deflependientemente del desarrollo de las anormalidades
ADN gendémicd’, y una mutacién con pérdida de sen- histoldgicas de la MHF. Aparte de este mecanismo de
tido Arg92GIr¥’. Los ratones transgénicos que expre-accion crucial y comun, cada uno de los 2 modelos
saban la mutacion del lugar de corte y empalme protransgénicos presentd unas caracteristicas distintivas
dujeron, segun lo previsto, una proteina cTnT truncadaropias, que pueden reflejar la expresion clinica hete-
en el dominio COOH-termin&f. Desarrollaron mio- rogénea de la enfermedad, debida a diferencias en el
cardiopatia y exhibieron desorganizacién miofibrilar yfundamento y/o factores del entorno. Los ratones
disfuncion diastdlica y sistélica leve. Los corazonestransgénicos que sobreexpresan el CADN mutante hu-
mutantes fueron mas pequefos, debido a una menamano controlado por el potente promotorod®dyHC
hiperplasia y a un menor tamafio de los cardiomiocide rat6A’ mostraron una disminucién de la fraccion
tos. A partir de este modelo se obtuvo una mejor comee eyeccién del ventriculo izquierdo (LVEF), en con-
prensién de la patogenia de esta enfermedad, ya que saste con la LVEF normal que se habia encontrado en
comprob6 que la proteina truncada era incorporada gmacientes humanos. Este tipo de discordancia puede
el sarcomero. Tal como ocurria con la MyBP-C inestatepresentar también uno de los limites en el uso de
ble, la cTnT mutada estaba presente s6lo a muy bajorodelos animales genéticamente modificados, y en la
niveles (< 5% de la cTnT total), lo que sugiere un me-extrapolacion de los resultados desde el ratén a la en-
canismo de «péptido toxico» mas que un «alelo nuloxfermedad humana. En otro modelo de ratén transgéni-
Ademas, la presencia en el corazén de niveles mas elee, que utilizé un cADN mutante de raton controlado
vados de la proteina mutante (> 10%) producia laor el promotor de la-MyHC de rat&, niveles ele-
muerte en las primeras 24 horas de vida, lo que subraados de la proteina mutante (30, 67 y 92% del total
ya la relacion dosis-efecto entre la cantidad de cTnTe cTnT) estuvieron asociados con alteraciones depen-
mutante y la mortalidad temprana. Asi pues, la severidientes de la dosis. Estas alteraciones incluyeron ven-
dad del fenotipo en los animales deberia considerardeiculos izquierdos mas pequefios, una induccioén signi-
en comparacion con la alta incidencia de muerte carficativa del factor natriurético atrial y transcriptos
diaca subita observada en pacientes, lo que puede esfaMyHC en los corazones (un patrén transcripcional
relacionado con el nivel de proteina truncada expresaaracteristico de la respuesta hipertrofica), y patologia
da en la enfermedad. mitocondrial. Sin embargo, cuando son expresados ni-
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R92W, R92L, R92Q
R94L, A104V E163K R278P unclear
[79N F110I R130C D1-160 E244D  Splye R278C
A meaE S : . ; .
Ex: 8 9 10 1 14 In_T15 16
Arg92(i|n' raton Truncamiento de intrén 15, raton
B «---.284esiduos de aminodcido ..
HoN- | 37 kDa ]-COOH
a-Tm a-Tm/cTnC/cTnl
c Delta intrén 15 en el raton Enfermedad humana Arg92GIn en 3 modelos de raton con diferentes niveles de proteina mutante
(Tardiff et al, 1998) Bajo (Oberst et al, 1998) Alto (Lim et al, 2000) Alto (Tardiff et al, 1999)
— Transgénesis Aprox 15% de MHF - Transgénesis — Transgénesis — Transgénesis
CADN de raton mutante+ cADN humano CADN humano cADN raton
Modelo promotor de a-MHC Mutaciones con pérdida | mutante + promotor mutante + promotor de | - mutante + promotor de
— Reeplazamiento proteico de sentido en su mayor de cTnT de raton a-MHC ) a-MHC
< 5% proteina COOH- parte, pocas deleciones | — Reemplazamiento —Reemplazamiento —Reemplazamiento
truncada proteico = 1-10% proteico > 30% proteico = 30-92%
G Disfuncion diastdlica + Alta incidencia de MCS ’ e ) - f i
E:pdcl,':c“a sistolica leve en la adolescencia o al | Disfuncion diastélica | Disfuncion sistdlica B:gfeurﬁginétrrlagit:gtjgl(ijca
principio de la vida
adulta
Anatomia - Incorporacion - Desorganizacion No desorganizacion '
patoldgica enelsacémero | pegeonocido de miocitos discernible ni deposito | O determinada
— Desorganizacion de miocitos - Colageno aumentado | de colageno
Hipertrofia Miocardiopatia Indetectable-moderada No hipertrofia
5 = - Fraccion de eyeccion
— Corazones més pequeiios | — Penetrancia incompleta : i
Consecuencias | - Letal en las primeras 24 h | — Mal pronéstico P g?' V?”tthU|%,'quU"3tfd° - Corazones mas pequefios
de vida si nivel de proteina d'sm'”“' a (diferente | _ patologia mitocondrial
>10% e lo que ocurre
en humanos)
i - Péptido toxico _ Presencia de hipertrofia | Evidencia de que la - Fenotipo diferente con niveles altos de proteina
Mg,m:‘.::si?no/ - Fem"?{j‘ (éogls-efectp eNtre | dependiente dpe MCS | proteina mutante actda « Anomalias funcionales primero
a cantidad de proteina mediante un efecto » Anomalias histologicas segundo
g}létcfge cTnTy mortalidad negativo dominante — ¢Cambio en funcion en vez de péptido téxico?

Fig. 5. Las mutaciones de la troponina T cardiaca (cTnT) en la MHF. (A) Se indican las mutaciones humanas previamente descritas. La organiza-
cion intron-exon del gen se representa y los exones afectados se muestran en azul. Las mutaciones que han sido obtenidas en modelos animales
genéticamente modificados se muestran debajo del diagrama del intron-exdn. (B) Representacion esquemética de la proteina ¢TnT codificada por el
gen TNNTZ, con sus lugares de union. (C) Caracteristicas principales de los modelos animales que reproducen algunas de las mutaciones huma-
nas, comparacion con la enfermedad humana y la patogenia de la enfermedad. Las mutaciones con sentido erréneo estan representadas por la le-
tra que codifica el residuo de aminodcido (aa) que estd mutado seguido por el nimero de la posicion del aa, seguido por la letra del nuevo aa. Las
mutaciones por truncamiento pueden derivarse de mutaciones del lugar de corte y empalme (Spl,; donde x es la posicion de la mutacion del nu-
cledtido), mutaciones por delecion (dely o A1-y; donde y es la posicion numérica del ltimo residuo de aminoacido presente en la proteina trunca-
da). Ex: exdn; In: intron.

veles elevados de la cTnT mutante, la mutacion puedienotipos distintos, lo que sugiere que la heterogenei-
actuar como un «cambio en la funcién» mas que comdad clinica de la MHF es, al menos parcialmente, de-
un «péptido toxico», lo que explica las diferencias fe-bida a mecanismos especificos de los alelos (fig. 5).
notipicas observadas entre modelos que exhiben varidan el futuro, la informacién procedente de los mode-
niveles de la proteina mutante. En cada uno de estdss de ratén modificados por ingenieria genética sera
modelos, es importante enfatizar que la estoiquiomeeomplementada por estudios de terapia génica. Esto
tria global de la proteina no estaba modificada. Es dggermitira la expresion temporal de una proteina muta-
cir, la cantidad de cTnT mutante + cTnT enddgenala en el corazén. Recientemente, Yu et al han expresa-
equivalia a los niveles de ¢TnT observados en los ando la cTnT mutante Arg92GIn en el corazén adulto de
males normales no modificados, lo que indica que laonejo mediante una inyeccién intramiocardica directa
forma enddgena es reemplazada por la cTnT mutanige los adenovirus recombinartfésEn contradiccion
en grado variable. con los estudios a largo plaizovivoy a corto plazén

En conjunto, estos modelos de ratén demuestran quétro, la proteina mutante se incorpord en el sarcomero
los diferentes alelos de la cTnT estan asociados cosin inducir una desorganizacion temprana en los mio-
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citos y en los sarcémeros, lo que sugiere que la incofta enzima al calcioln vivo esto se puede traducir en
poracién miofibrilar prolongada de la cTnT mutante esun empeoramiento de la relajacion y una contractili-
esencial para su efecto negativo dominante sobre la edad alterada, lo que puede constituir el estimulo hiper-
tructura de los miocitos cardiacos en el miocardio intréfico que conduce a una MME James et &P tam-
tacto. bién han probado el mecanismo patogénico de la
enfermedadin vivo generando ratones transgénicos
que contienen la mutacién con pérdida de sentido
Arg145Gly. Los animales desarrollaron una patologia
La Tnl es la subunidad inhibitoria del complejo de similar a la MHF humana, con hipertrofia en los car-
troponina. El corazon tiene una isoforma cardiaca esdiomiocitos y fibrosis intersticial. Las alteraciones
pecifica que se caracteriza por tener una extensiGiuncionales a nivel del érgano entero incluyeron hiper-
NH2-terminal de 33 residuos de aminoacidos que neontractilidad con disfuncion diastélica, y se caracteri-
tienen las isoformas esqueléticas. La Tnl se une a laaron a nivel de la fibra por un aumento en la sensibi-
actina, lo que previene la actividad ATPasa de la miolidad al calcio. Sin embargo, el fenotipo en los
sina. La inhibicion por esta subunidad se vuelve reveranimales fue mucho méas severo, con aparicion fre-
sible en presencia de calcio, que se une a la cTnC e isuente de muerte cardiaca subita y un acortamiento
duce un cambio conformacional en el complejo de ladrastico en la esperanza de vida. Esta diferencia puede
troponina que produce la liberacion de la actividad inser atribuida a las caracteristicas del corazon de raton,
hibitoria de la cTnC, permitiendo la contraccién. La que tiene que ciclar muy rapidamente de sistole a dias-
isoforma cardiaca presenta unas propiedades Unicasle, y tiene que ser entonces mas sensible (que el co-
gue incluyen una unién cooperativa a la actina-tropofrazéon humano) a las perturbaciones en el manejo del
miosind®. El polipéptido tiene 210 aminoacidos (PM calcio (fig. 6).
aproximado de 30KDa) y es codificado por el gen La sensibilidad del corazén de ratén a las proteinas
TNN13 localizado en el cromosoma 19p13.2-q13.2, yanormales de troponina estd apoyada por las observa-
compuesto por 8 exones (fig. 6). La Tnl cardiaca coneiones obtenidas a partir de mutaciones en multiples
tiene varios dominios funcionales. En la extension queubunidades de troponina cardiaca (cTnT, cTnl). Los
se encuentra en el extremo NH2-terminal hay 2 lugamodelos de ratén proporcionan una herramienta im-
res que pueden ser fosforilados por la proteina quinagaortante para entender las relaciones patogénicas re-
A (serinas en posicion 23 y 24). La fosforilacion dis- sultantes entre estructura y funcion y subrayar las
minuye la sensibilidad de los miofilamentos al calcio,diferencias en la severidad del fenotipo de las muta-
e inhibe la union cooperativa a la actina. Las serinasiones de troponina entre el corazén humano y el de
gue estan en las posiciones 42 y 44 pueden ser fosforaton.
ladas por la proteina quinasa C: la fosforilacion reduce
la actividad maxima ATPasa. Una region mh't.)'to.r,'aMiocardiopatl'a dilatada familiar
que se une a la actina y a la cTnC produce relajacion a
través de la inhibiciéon de la interaccion con la acto- La miocardiopatia dilatada familiar (MDF) es una
miosina. Por Ultimo, una region COOH-terminal pare-enfermedad genética autosémica dominante que repre-
ce ser esencial para la sensibilidad de los miofilamensenta el 20-30% de las miocardiopatias dilatadas idio-
tos al calcié®. paticas (MCD), que son responsables del 60% de to-
Las mutaciones de la cTnl también estan asociadadas las miocardiopatias. Las miocardiopatias dilatadas
con la MHRY, Hasta la fecha se han descrito 8 muta-idiopaticas son una causa importante de morbilidad y
ciones, 7 mutaciones con pérdida de sentido y una denrortalidad, y una causa comun de insuficiencia car-
lecion, todas localizadas entre los exones 5 y 8. Trediaca que conduce al trasplante cardiaco. La MDF se
mutaciones (Argl45Gly, Argl45GIn y Argl62Trp) se caracteriza por una dilatacion ventricular y una dismi-
encuentran en la region inhibitoria, y las otras estan enucién de la funcion sistélica; el diagnostico normal-
la region COOH de la molécula. Las consecuenciasnente se basa en la ecocardiografia. El desarrollo de
funcionales de todas estas mutaciones siguen siendouerte cardiaca subita es frecuente y puede estar pro-
desconocidas. Producen una hipertrofia ventricular quejocada por arritmias ventriculares o isquemia. Tal
en algunos casos, puede estar restringida at®apex como ocurre con la MHF, la MDF es una enfermedad
En un intento por elucidar los mecanismos por losheterogénea tanto desde el punto de vista clinico como
gue las mutaciones en la cTnl pueden producir el degenético. Se han descritol@ci genéticos diferentes:
sarrollo de MHF, se han realizado andlisivitro uti- 1p1-1q1®0 19321, 29312 3p22-251 9q13-q2214y
lizando complejos de troponina cardiaca humana ret0g21-23'% pero sélo la actina se ha identificado in-
constituida que expresan las formas mutantes de cTnéquivocamente como causante de la MDE mapeo
Arg145Gly y Arg136Trp. Estas 2 mutaciones disminu-cromosémico ha estado obstaculizado por los tamafios
yeron la inhibicion de la actividad ATPasa bajo condi-pequefios de las familias disponibles. El mapeo de los
ciones de relajacion, y aumentaron la sensibilidad deotencialedoci de la enfermedad en los cromosomas

Troponina | cardiaca
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R145G
R145Q S199N nuclear
R162W G203S

KS8N b1- 183 K206Q

. O . - —-—

Ex: 5 T 8

Arg145Gly ratén

210 residuos de aminoacido

- - e e e e e e m m e — — — — == = = >
B H,N- | 30 kDA | -COOH
+—> >
cTnC c¢TnC / actina
c Arg145Gly en el raton Enfermedad humana

(James et al, 2000)

— Transgénesis
Modelo cADN de ratén mutante + promotor de a- MHC
— Reemplazamiento proteico < 50%

7 mutaciones con pérdida
de sentido, 1 delecion

Funcion — Hipercontractilidad
cardiaca — Disfuncién diastélica
. — Alteraciones dosis-dependientes:
Anatomia « Desorganizacion
patoldgica « Fibrosis
Hipertrofia Presente (aumento de marcadores Hipertrofia ventricular, a veces
ARN de hipertrofia) limitada al apex
— Aumento de la sensibilidad de las fibras al Ca2*
Consecuencias Disminucion de la fuerza maxima

— MCS frecuente y prematura, esperanza de
vida disminuida

Mecanismo/ — Reproduce la anatomia patolégica de la MHF La mutacion puede interferir con union
evolucion humana, pero con un fenotipo méas severo de la cTnC y/o la actina, conduciendo
— Establece la causalidad de esta mutacion al desarrollo de la enfermedad
para la MHF

Fig. 6. Las mutaciones de la troponina | cardiaca (cTnl) en la MHF. (A) Se indican las mutaciones humanas previamente descritas. La organizacion
intron-exon del gen se representa y los exones afectados se muestran en azul. Las mutaciones que han sido obtenidas en modelos animales genéti-
camente modificados se muestran debajo del diagrama del intron-exon. (B) Representacion esquematica de la proteina cTnl codificada por el gen
TNNI3, con sus lugares de unién. (C) Caracteristicas principales de los modelos animales que reproducen algunas de las mutaciones humanas,
comparacion con la enfermedad humana y la patogenia de la enfermedad. Las mutaciones con sentido errdneo estan representadas por la letra que
codifica el residuo de aminoécido (aa) que esta mutado seguido por el nimero de la posicion del aa, seguido por la letra del nuevo aa. Ex: exon.

1p1-1qg1 y 3p25 también se complica por una peneesqueleto desmina también pueden causar M@D
trancia relacionada con la edad. I&tus 132 tiene recientemente se han creado ratones transgénicos con
abundantes genes candidatos, que incluyen el factor daa de las mutacioné$

transcripcion muscular MEF-2, la renina y la proteina La desmina es un componente especifico del miscu-
que se une a la hélice-bucle-hélice del ADN MYF-4.lo de la familia de filamentos intermediarios de las
El locus1pl-1ql contiene el gen codificador de la pro-proteinas del citoesqueleto, y esta expresada en los
teina de lagap junctionsconexina 40, pero no se ha musculos estriado y liso. La proteina consiste en 470
demostrado su relacion causal. Olson #thaln iden-  aminoacidos (PM aproximado de 53 KDa) y esta codi-
tificado recientemente 2 mutaciones con pérdida ddicada por un Unico gen localizado en el cromosoma
sentido en la actina que causan la MCD; este hallazgpdg33-g35. Contiene 9 exones. Es un componente fun-
representa el primer gen autosomico relacionado codamental del disco Z y contiene 3 dominios: una cabe-
la enfermedad. Las mutaciones en la proteina del citea NH2-terminal no helicoidal, un dominio bastén he-
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Fig. 7. Microscopia electrénica de
agregados de desmina en un modelo
de raton de MCD. Secciones de cora-
zones de controles de 8 semanas
(A), sobreexpresion de la desmina
del tipo original (B) y un animal
transgénico que sobreexpresa una
desmina encontrada en un paciente
con MCD (C). Todas las muestras
fueron obtenidas del ventriculo iz-
quierdo. Tanto en (A) como en (B) la
organizacion del sarcomero es nor-
mal con bandas | y A claramente dis-
tinguibles, con bandas M y bandas Z
regularmente alineadas. (C) La acu-
mulacién de agregados electroden-
sos (*) rodeando el nicleo afecta la
organizacion regular de los sarcome-
ros. El alineamiento de las bandas Z
estd alterado. A mayor magnificacion
(D), los agregados de desmina con-
tienen material electrodenso (*) y fi-
lamentos intermediarios (flecha). Ca-
beza de flecha: filamentos de actina y
miosina. N: nlcleo.

licoidal, que es critico para el ensamblaje de los fila2 modelos de raton usando reconstruccion génica me-
mentos, y una cola COOH-terminal, cuya funcion si-diante recombinacion homologa, y transgénesis. La
gue sin conocerse. En las fibras musculares estriad@ggneracion de ratones sin desmina produjo animales
maduras el entramado de los filamentos de desmingables y fértiles, lo que demuestra que la desmina no
rodea los discos Z, los interconecta unos a los otros gs necesaria para la formacion del corazén o el alinea-
une el aparato contractil entero al citoesqueleto sarcaniento de las miofibrillas funcionanté&s Sin embar-
mérico, los organulos citoplasmicos y el ntéléo go, la desmina desempefia un papel esencial en el
Se han encontrado 7 mutaciones con pérdida de sentirantenimiento de la estructura y la integridad funcio-
do en la region codificadora del gen de la desminanal de la miofibrilla, la fibra y el misculo entero, tal
6 de ellas agrupadas en el baston COOH-teriiffdl como se confirma por la presencia de anormalidades
y una en el dominio COOH de la c8leesta Ultima cardiacas, esqueléticas y del musculo liso poco des-
puede reflejar un dominio funcional bien diferenciadopués del nacimient®®'*? Las consecuencias fueron
ya que solo produjo enfermedad en el corazon. Tambiémas severas en el corazon, que exhibié una degenera-
se han descrito 2 deleciones adicionales que involucragion progresiva y necrosis con calcificacion extensa y
los aminoacidos *? o 32% en la regiéon baston. Las fibrosis. Las alteraciones cardiacas incluyeron el de-
miocardiopatias relacionadas con la desmina son usarrollo de hipertrofia concéntrica en los cardiomioci-
grupo heterogéneo de enfermedades que se caracterizas, con induccion de expresién génica embrionaria.
por acUmulos intracitoplasmaticos de desedtrié La dilatacion ventricular y la funcién sistélica com-
Este desorden poco frecuente y a menudo familiar afe@rometida aparecieron mas tardiam&hté&lo obstan-
ta al masculo esquelético y/o cardiaco y, a veces, est&, la relacion que existe entre la mutacién consistente
asociado con defectos en la musculatura lisa intestinal @n ausencia de desmina y la miopatia relacionada con
vasculal*>?%6 Las anormalidades del musculo esqueléti-la desmina no esta clara, ya que la desmina total en la
co se caracterizan por debilidad muscular y atrofiagnfermedad cardiaca humana esta significativamente
mientras que en la enfermedad cardiaca se presentseaamentada.
menudo un bloqueo de la conduccion, arritmia e insufi- La genética de la enfermedad en la poblacion de pa-
ciencia cardiaca restrictiva. Las miocardiopatias relacioeientes humanos es confusa, ya que parece que al me-
nadas con la desmina pueden consistir en una miocanos algunas de las mutaciones no se comportan como
diopatia dilatada o restrictiva con un prondstico pobrenegativas dominantes. Para determinar si las mutacio-
después de un comienzo temprano en la edad ‘@dulta nes de desmina son una causa directa de las miopatias
Con la intencién de investigar las relaciones entrgelacionadas con la desmina, se han generado ratones
estructura y funcion de las mutaciones de desmina fransgénicos® que sobreexpresan la deleciéon de los
su capacidad para causar miopatias, se han generadeesiduos de aminoacidé’s Los ratones que expresa-
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ban la desmina mutante presentaron agregados intrerodelos animales transgénicos y de reconstruccion
sarcoplasmicos aberrantes positivos para la desmirgénica aportara una explicacion para muchas de las
caracteristicos de las miocardiopatias humanas relaniocardiopatias dilatadas heredadas y adquiridas.
cionadas con la desmina (fig. 7). La morfologia global
del entramado de desmina estaba significativamentE
afectada. En los cardiomiocitos, el alineamiento de las
miofibrillas se encontraba perturbado, y la morfologia Aunque no es el objetivo de este trabajo de revision,
nuclear deformada. Tanto la contraccion como la relaeste tipo de enfermedad merece una mencion por su
jacion de los miocitos del ventriculo izquierdo estabarprevalencia en la poblacion pediatrica. La enfermedad
significativamente comprometidas, asi como tambiércongénita del corazén incluye varios desordenes dife-
la funcién del 6rgano entero. Los ratones mutantesentes, clasificados como defectos miocéardicos, vascu-
también desarrollaron una importante hipertrofia condares y arritmogénicos, y representa la principal causa
céntrica. Asi pues, este modelo demostré que las mutae defectos en el nacimiento, que afecta a casi el 1% de
ciones actlian por una via negativa dominante, y que las nacimientos a térmifs. Aunque muchas de las
proteina mutante es la causa de la miocardiopatia reaalformaciones cardiacas humanas estan bien caracte-
sultante. Ademas, esta pendiente de obtenerse nuevozadas desde el punto de vista anatémico vy fisiologico,
datos sobre la progresion de la enfermedad y las reldas bases genéticas de estas anormalidades, que surgen
ciones entre causa y efecto que subyacen al procesiirante la morfogénesis cardiaca, siguen sin ser bien
patogénico a partir de proximos andlisis. conocidas. Con los recientes avances en genética y el

El progreso futuro va a depender del descubrimientalesarrollo de tecnologias moleculares, especialmente el
de nuevas familias cuydsci afectados puedan ser analisis de ligamiento y el clonaje posicional, los genes
cuidadosamente mapeados para que los genes candidalacionados con las enfermedades han sido o estan
tos se puedan identificar y probar en modelos animalesiendo identificados. Persisten las dificultades debido a
pero, en el momento actual, los mecanismos moleculegue las proteinas involucradas en este sindrome son
res que conducen a la MDF autosémica dominantenayoritariamente desconocidas. Puesto que estos ge-
permanecen, en gran medida, sin conocerse. Ademases se han conservado durante la evolucion en los ver-
la comprension de las patologias que siguen un patréebrados, muchos de los candidatos se identificaron por
de herencia autosdémica dominante puede ser ain masmera vez estudiando la regulacion cardiaca y el de-
dificil si tenemos en cuenta que al menos una parte dgarrollo en sistemas animales simples que son mas faci-
los casos de MDF es una enfermedad secundariales de utilizar para los analisis genéticos detallados, ta-
otros procesos, como las miopatias esqueléticas, Ides como las moscas, los nematodos y los peces cebra.
defectos de conduccion u otros desdrdenes sistémicdsos candidatos son después validados en el ratén. La
La ocurrencia de MDF también puede estar asociadalzabilidad para manipular genéticamente los organis-
una herencia autosémica recesiva, herencia ligada ahos simples y para realizar estudios mutagénicos de
cromosoma X y herencia mitocond#éf34 Aunque  saturacién ofrece una oportunidad para entender los
los mecanismos moleculares de algunas de estas pafstenciales agentes responsables del desarrollo cardia-
logias asociadas se han aclarado a partir de modelas y su contribucion a los defectos del corazén. Estos
experimentales y sistemas animales, que incluyen losstudios han llevado a la identificacién de numerosas
modelos de ratones transgéni€ds’, el progreso que proteinas, tanto estructurales como regulatorias, que
se ha obtenido a la hora de aplicar los resultados a Igaieden ejercer un papel fundamental en la funcién nor-
mecanismos que subyacen a la herencia autosomicaal y anormal del corazéii4+-14¢
dominante es extremadamente limitado.

I:a genetica molecular de la MDF parece ser mUCh,(bIRECCIONES FUTURAS
mas diversa que la de la MHF. Probablemente estan
involucradas otras estructuras celulares y organulos de Durante los Ultimos 15 afios, las técnicas de transgé-
los cardiomiocitos, tales como el citoesqueleto y lanesis y de reconstruccién génica han demostrado ser
matriz extracelular. Pueden ser candidatos los gendss métodos de eleccion para llevar a cabo experimen-
para los componentes de la matriz, los factores de crées genéticos en mamiferos. Las mejorias en las tecno-
cimiento, los receptores de las proteinas de sefializdegias deber proseguir para aportar métodos mas afina-
cion, los factores de transcripcion, cada uno de elloslos que permitan la exploracion de las enfermedades
representando nuevos mecanismos posibles para cacardiovasculares con modelos animales. Con respecto a
sar la MDF autosémica dominante. De hecho, la sola transgénesis, el objetivo mas urgente tiene que ver
breexpresion de un gran nimero de proteinas diferercon la capacidad para expresar transgenes de forma re-
tes mediante una expresion especifica en el corazon dersible; es decir, ser capaces de controlar la expresion
animales transgénicos puede producir miocardiopatide los transgenes en cualquier momento de la vida del
dilatadd>1%-142 | 3 identificacion futura del papel de animal. Una técnica que ofrece grandes promesas es el
estas proteinas y de sus dianas moleculares utilizandso de tetraciclinas para controlar reversiblemente la

nfermedad cardiaca congénita

784 164



Documento descargado de http://www.revespcardiol.org el 20/05/2019. Copia para uso personal, se prohibe la transmisién de este documento por cualquier medio o formato.

Rev Esp Cardiol Vol. 54, Nim. 6, Junio 2001; 764-789 Florence Dalloz et al— Modelos animales genéticamente modificados
enesioecbncarh

expresion génicé&'*¢ El paradigma tal como se des- caciones génicas que fuesen especificas para un érganc
cribe es un sistema binario que requiere 2 transgenessando la familia enzimatica de ADN recombinasa con
a) un promotor especifico cardiaco que controla la seel fin de superar esta dificultad, y se ha conseguido un
cuencia transactivadora de la tetraciclina (tTA) acoplaprogreso significativo con I&re recombinasa. Este en-
do a la proteina viriénica 16 (VP16) que actia comdoque es aplastantemente eficaz. La ADN recombinasa
factor de transcripcion, ly) un promotor minimo de ci- Cre puede eliminar ADN en el genoma de los mamife-
tomegalovirus (CMV) acoplado a multimeros (5-7 co-ros con una gran eficiencia uniéndose a su secuencia
pias) del operdn de tetraciclina (tetO). Este promotodiana: 34 pares de bases del ADN sustrato que reciben
quimérico se liga entonces al transgén diana que est nombre ddoxP. Al flanquear la secuencia diana con
controlado condicionalmente. En presencia de tetracitos loxP en cada lado, y dirigiendo la expresion de la
clina, el tTA-VP16 se une al farmaco. La transcripcionCre especificamente al corazon mediante promotores
del gen indicador, que depende de que haya una actiwardiacos, deberia ser posible restringir un evento de re-
dad basal muy baja del promotor minimo esta «descazonstruccidon génica solo al corazén al cruzar ratones
nectada». Si la tetraciclina no esta presente en el sistgue contengan el ADN flanqueado por logP con
ma, el tTA-VP16 se liga al tetO permitiendo que elotras lineas que expresenCee en el compartimento
transactivador VP16 aumente la expresion controladaardiaco. Varios laboratorios han conseguido grandes
por el promotor minimo del CMV. La expresiéon del progresos en la creacion de lineas de ratones que cum-
gen indicador puede asi ser conectada y desconectagian estos requisitos, y acaban de ser publicados algu-
afadiendo o eliminando la tetraciclina. La transgénesinos trabajos en los que se describen resultados positivos
condicional puede ser una herramienta particularmentde reconstruccion génica especifica del cofaz8at>?
informativa para remodelar el sistema cardiovasculaDe hecho el sistema parece funcionar bastante bien;
ya que una parte importante de la patologia cardiaceuando los ratones son cruzados entre ellos, la endonu-
humana esté relacionada con mecanismos compensatieasa se expresa especificamente en el corazén en
rios inherentes a la naturaleza plastica del corazén. Daquellos animales que contienen lob@. La enzima
manera alternativa, en un sisteteadiferente, las se- reconoce entonces el locus reconstruido mediante su
cuencias del operadtst son fusionadas a un promotor, union a los lugarelox que estan flanqueando la region
y el tetR se convierte en una proteina transactivadona elimina el fragmento de ADN. El resultado es una
gue activa la transcripcién continuamente. En presenciablacién génica —pero sélo en el corazén (o en el com-
de tetraciclina, el tTA no se puede ligar a las secuencigsartimiento cardiaco donde la endonucleasa se expresa
del operadottet, lo que produce una represion de la especificamente). El procedimiento es bastante efectivo
transcripcion. La transgénesis condicional en el coray abre incluso nuevas posibilidades de realizar estudios
z6n ha sido demostradd!®2 aunque no esta claro to- precisos de relaciéon estructura-funcion y estudios de
davia si los sistemas actuales, en los que la expresiq@erdida de funcién en el corazon.
del transgén esta controlada por la administracion de Variaciones sobre estos temas, algunas de ellas toda-
tetraciclina u otros efectores, son lo suficientementevia imprevisibles, nos van a permitir modular la fun-
potentes como para controlar la gran variedad de praion del corazén mediante intervenciones reversibles
teinas necesaria para influenciar el contenido proteiceobre los genes y las proteinas, de manera que se pue-
sarcomeérico. No cabe duda de que el sistema inducibldgan determinar las bases moleculares de la funcién
ofrece el potencial de una herramienta muy poderoseardiaca normal y anormal. Estas, a su vez, podran ser
para explorar las enfermedades cardiovasculares, yasadas para explorar la fisiologia cardiaca normal y
que proporciona al investigador la oportunidad no sél@anormal. En todos estos estudios, sean cuales sean los
de observar si un transgén particular causa una enfeefectos que se obtengan, es importante tener presente
medad, sino también ver cémo la desconexion defue un ratén no es un hombre. La extension de algu-
transgén puede permitir la recuperacion del corazén. Seos de los modelos mas valiosos a animales transgéni-
pueden probar distintos tratamientos para determinazos grandes puede aportar, en primer lugar, una medi-
los métodos mas efectivos para revertir la enfermedadda de la relevancia de las conclusiones derivadas de
Los avances en la reconstruccién génica van a estéws estudios en modelos murinos y, en segundo lugar,
centrados en conseguir la ablacion génica de manera drrodelos mas adecuados para evaluar modalidades po-
gano-especifica. Una de los principales inconvenientetenciales de tratamiento.
de la reconstruccion génica tal y como se practica ac-
tualmente es la carencia de especificidad para dirigirse a
un érgano. Es decir, la modificacion génica es propagasisLiIoGRAFIA
da a todas las células somaticas vy, si el gen modificado
es critico para la funciéon de otros érganos o sistemas - Mul”iﬂj éﬂn 'I\fll\il”iﬂfl%JéeTgﬂ;Qfggfiisigghe rat and larger mam-
musculares, puede complicar e. incluso Conf.undlr ala 2. T;n?és J, SaanSA, Yag,er K Martin L, ‘Klevitsky R, Robbins J.
hora de interpretar los efectos directos que ejerce sobre ™ genetic manipulation of the rabbit heart via transgenesis. Circu-
la funcidn cardiaca. Se han intentado desarrollar modifi-  |ation 2000; 101: 1715-1721.
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