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RESUMEN

Las cardiopatias congénitas son los defectos congénitos mas frecuentes en hu-
manos. Muchos estudios indican que el desarrollo cardiaco estd estrechamente
regulado por diferentes vias de senalizacion celular y eventos morfol6gicos, gené-
ticamente controlados. La identificacién de nuevos genes que intervienen en el
proceso de cardiogénesis es de gran utilidad para conocer los mecanismos mole-
culares y celulares por el que se genera el amplio espectro fenotipico de las car-
diopatias congénitas. Se realiz6 una revision bibliogréfica, con el objetivo de iden-
tificar los avances mads recientes en el conocimiento de las bases moleculares y
celulares de las cardiopatias congénitas; lo que permite una clasificacién mas
efectiva de estos defectos congénitos y una futura optimizacién del tratamiento
individualizado para cada paciente, ademas de ofrecer posibles puntos especificos
y susceptibles de intervencién que posibilitarian la prevenciéon de algunos de los
defectos congénitos mas frecuentes en los seres humanos.

Palabras clave: Cardiopatias congénitas, Morfogénesis, Polimorfismos de un sim-
ple nucleétido, Factores de transcripciéon, Metilaciéon de ADN, Vias de transduc-
cién de senales

Advances in the knowledge of the molecular and cellular bases of
congenital heart diseases. Part 1 of 2: Cardiac morphogenesis

ABSTRACT

Congenital heart diseases are the most common congenital defect in humans.
Many studies indicate that the cardiac development is tightly regulated by differ-
ent cell signaling pathways and genetically controlled morphological events. The
identification of new genes involved in the cardiogenesis process is very useful in
order to know the molecular and cellular mechanisms by which the broad pheno-
typic spectrum of congenital heart disease is generated. An updated bibliographic
review was carried out, with the aim of identifying the most recent advances in the
knowledge of the molecular and cellular bases of congenital heart disease. This
knowledge allows a more effective classification of these congenital defects and a
future optimization of the individualized treatment for each patient, in addition to
offering possible specific and susceptible points of intervention that would allow
the prevention of some of these more frequent congenital defects in humans.
Keywords: Congenital heart defects, Morphogenesis, Single nucleotide polymor-
phism, Transcription factors, DNA methylation, Signal transduction

INTRODUCCION

Se define como defecto congénito a toda alteracién de estructura anatémi-
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ca visible al examen clinico del recién nacido, o
posterior al nacimiento, cuando se percibe el defec-
to funcional de un 6rgano interno afectado anatémi-
camente'.

Las cardiopatias congénitas son todos los defec-
tos congénitos cardiacos que se producen como
consecuencia de alteraciones morfolégicas durante
el proceso de organogénesis. La mayoria son bien
toleradas durante la vida intrauterina y se manifies-
tan después del nacimiento, cuando se pierde el
contacto con la circulacion materna. Existen diferen-
tes clasificaciones, basadas en criterios clinicos
(ciandticas y aciandticas), genéticos (sindrémicas y
no sindrémicas), pronéstico (criticas, potencialmen-
te criticas y no criticas), y segtn la presencia o no
de defectos congénitos extracardiacos (aisladas y
asociadas). El Registro Cubano de Malformaciones
Congénitas (RECUMAC) las clasifica en simples y
complejas, mientras que la propuesta por Hoffman y
Kaplan se basa en la gravedad del defecto congéni-
to'”.

Las cardiopatias congénitas constituyen los de-
fectos congénitos mas frecuentes, y afectan aproxi-
madamente entre 6 a 11 neonatos por cada 1000 na-
cidos vivos. Entre 20% y 30% de estas cardiopatias
son graves y se ha informado su incremento en es-
tudios recientes, especificamente defectos septales
sin que existan variaciones relevantes en las preva-
lencias de las mas graves, lo que estd relacionado
con un mayor nivel diagnc’)stic04.

Se desconocen las causas en un gran nimero de
casos, aunque existen evidencias de que los factores
genéticos desempefian un papel decisivo en apro-
ximadamente un 8% de los casos y los agentes am-
bientales estan involucrados entre 1-2% de ellos, la
génesis del resto (90%) es multifactorial y resulta de
una compleja interrelacién entre la predisposicion
genética, la susceptibilidad epigenética, el ambiente
parental y el estilo de vida.

Entre los sindromes genéticos que cursan con
cardiopatias congénitas se describen los monogéni-
cos (3-5%), cromosémicos (5-8%), microdeleciones y
algunos por mutaciones en la molécula de &cido
desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial. Los desba-
lances génicos detectados por cariotipo convencio-
nal o por estudios de citogenética molecular expli-
can entre el 9% y el 13% de todos los casos de car-
diopatias congénitas en el periodo neonatal””.

El desarrollo de las tecnologias de secuenciacion
de nueva generacion (NGS, del inglés Next Genera-
tion Sequencing) ha emergido como una poderosa
herramienta para estudiar la secuencia de todo el

exoma humano mediante la técnica denominada
WES (del inglés Whole-exome sequencing) o la se-
cuenciacién de exones especificos en enfermedades
monogénicas de interés. Estas dos metodologias de
genética molecular han revolucionado la compren-
sién de las bases moleculares de muchos defectos
congénitos, como las cardiopatias congénitas, al
proveer una informacién mds detallada de las varia-
ciones génicas que las que aportan los amplios es-
tudios de asociacién genomica en el estudio de po-
limorfismos de un simple nucleétido (SNP, del inglés
Single Nucleotide Pol ymorphisms)s'lz.

Muchos estudios indican que el desarrollo car-
diaco esta estrechamente regulado por una serie de
vias de senalizacién celular que modulan la prolife-
racion, la migracién y la diferenciacién celulares en
el proceso del desarrollo cardiovascular. Mutacio-
nes en diferentes genes que participan en estas vias
de comunicacion intercelular subyacen en las bases
de diferentes tipos de cardiopatias conge‘nitaslg'”.

METODO

Se realiz6 una revisién de la literatura médica na-
cional e internacional publicada en idiomas espafiol
e inglés, la informacién se recopilé a través de bus-
cadores como Google académico, las bases de datos
Medline/PubMed, Bireme (Scielo, Lilacs) y la biblio-
teca médica Cochrane en Octubre de 2018, con el
objetivo de identificar los avances en el conocimien-
to de las bases moleculares y celulares de las car-
diopatias congénitas. La revisién bibliografica se
realiz6 en funcién de criterios cronolégicos y tema-
ticos, para la cual se seleccionaron los de mayor
nivel de actualizacién y pertinencia.

BASES MOLECULARES Y CELULARES DEL PROCE-
SO DE MORFOGENESIS CARDIACA

Las células musculares cardiacas o miocardiocitos
se diferencian en etapas tempranas del desarrollo de
un grupo de células progenitoras localizadas en la
porcién anterior de la placa mesodérmica lateral. El
corazon y los grandes vasos se forman a partir de
las células mesenquimatosas del area cardiogénica,
la primera sefial es la aparicion de bandas endotelia-
les pares llamadas «cordones angioblasticos» en el
mesodermo cardiogénico durante la tercera semana
de gestacion. Estos cordones se canalizan para for-
mar conductos longitudinales emparejados, tapiza-
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dos de endotelio, denominados «tubos cardiacos
endocdardicos»; los cuales, conforme tiene lugar el
plegamiento embrionario lateral, migran a la linea
media, se aproximan entre si y se fusionan para
formar el tubo cardiaco primordial, que para enton-
ces ya posee dos capas de tejido: una interna de
tejido endotelial y una capa externa de células mio-
cardicas”".

La fusién de los tubos cardiacos comienza en el
extremo cefdlico del corazén en desarrollo y progre-
sa en direccion caudal. Al final de la tercera semana
el corazén comienza a latir (entre los 22 y 23 dias) y
la sangre a circular. Los fenémenos eléctricos y con-
tractiles que suceden en el miocardiocito son con-
trolados por genes que codifican proteinas trans-
membranales encargadas de transportar iones a
través de la membrana celular. Estos canales i6nicos
forman complejos macromoleculares que incluyen
una unidad principal formadora del poro de los ca-
nales de sodio y de potasio, y proteinas auxiliares
que lo regulan5'7.

Este corazén primitivo sufre una torsién y rota-
cién hacia la derecha alrededor de la cuarta semana
de gestacion, lo cual posiciona a las auriculas por
encima de los ventriculos, asimismo a partir del
tracto de salida comienzan a emerger las arterias del
arco aortico.

Alrededor de la quinta y sexta semanas de desa-
rrollo embrionario, se forman los septos cardiacos
para dividir al corazén en cuatro cdmaras, y el tracto
de salida o conducto arterioso se divide en la arteria
pulmonar y la aorta, lo que resulta en la divisién de
la circulacién en pulmonar y sistémica, respectiva-
mente. Mas tarde ocurre una reestructuracién valvu-
lar intensiva junto con el crecimiento de los ven-
triculos para completar la maduracién del corazén.
El establecimiento de la simetria izquierda-derecha
es muy importante para el desarrollo normal del
corazén'®.

El misculo de la auricula y ventriculos primitivos
es continuo. La auricula actia como marcapasos
cardiaco transitorio, hasta que el seno venoso asu-
me esa funcién. El nodo sinusal aparece durante la
quinta semana de desarrollo, inicialmente en la pa-
red del seno venoso, pero luego se incorpora a la
pared de la auricula derecha, cerca de la entrada de
la vena cava superior. Junto con células de la regién
auriculo-ventricular (AV) forman el nodo y fasciculo
AV, localizado justo por encima de los cojinetes
endocérdicos. Las fibras que nacen del fasciculo AV
pasan de la auricula al ventriculo y se dividen en
dos ramas, derecha e izquierda, que se distribuyen

por todo el miocardio ventricular.

El sistema cardiovascular es el primer sistema
organico que alcanza un estado funcional, este desa-
rrollo cardiaco precoz es necesario debido a que el
rapido crecimiento del embrién en desarrollo no
puede suplir sus necesidades nutricionales y de
oxigeno, s6lo mediante el proceso de difusién'®.

Aunque el corazon de diferentes especies de ver-
tebrados puede tener entre dos y cuatro camaras,
las diferentes etapas del proceso de morfogénesis
estdn altamente conservadas a nivel molecular y
celular. Los morfégenos son moléculas difusibles
que especifican el tipo de célula generada en una
localizacion anatémica especifica y dirigen la migra-
cion celular y sus procesos hasta su destino definiti-
vo, entre estos se distinguen el acido retinoico, el
factor beta transformante del crecimiento, las pro-
teinas morfogénicas 6seas, la via de comunicacién
intercelular Hedgehog y la familia de proteinas
wnt*".

El 4cido retinoico es la forma bioactiva de la vi-
tamina A, que a nivel molecular se une a sus recep-
tores intracelulares, los activa, y regula la expresion
génica «secuencia abajo». Los genes Hox son dianas
cruciales de los receptores de este acido en el pro-
ceso de morfogénesis.

La superfamilia del factor beta de trasformacién
del crecimiento estd formada por mas de treinta
miembros, entre los cuales se encuentran los facto-
res beta de trasformacion del crecimiento (TGFB,
del inglés Transforming Growth Factor Beta) y las
proteinas morfogénicas 6seas (BMP, del inglés Bone
Morphogenic Proteins). La superfamilia TGFB de-
sempeiia un importante papel en el desarrollo em-
brionario, la diferenciacién celular y la organogéne-
sis, y la evidencia filogenética sugiere que esta es
una de las mas antiguas vias de senalizacién interce-
lular, al estimarse su surgimiento hace 1,3 billones
de anos, antes de la divergencia evolutiva de artr6-
podos y vertebrados. Estudios realizados en verte-
brados demuestran que al menos tres miembros de
la familia BMP se expresan en la cardiogénesis.
BMP-2 se expresa en el endodermo lateral, mientras
que BMP-4 y 7 se expresan en el ectodermo inme-
diato adyacente al mesodermo precardiaco. Las
BMP, de conjunto con los factores de crecimiento de
los fibroblastos (FGF, del inglés Fibroblastic Growth
Factor), promueven la induccién cardiogénica y
regulan el tamafio de los campos cardiacos, lo que
confirma la importancia de esta via de sefalizacion
intercelular en el proceso de morfogénesisz’3’13’18.

Esta senalizacion es el proceso mediante el cual
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las células intercambian mensajes quimicos que mo-
dulan el funcionamiento intracelular y dan lugar a
respuestas especificas tendientes a promover la
adaptacion de la totalidad del organismo en un me-
dio ambiente cambiante. La unién de una molécula
de senalizacion extracelular (/igando) con su recep-
tor en una célula diana, desencadena una respuesta
especifica que consiste en una serie de eventos mo-
leculares mutuos activadores o inhibidores.

Los sistemas de sefializacién intercelular son fun-
damentales en el control de la expresién génica y de
la funcién de las proteinas. Estos sistemas seran los
que controlen donde, cuando, cuanto y por cuanto
tiempo se expresan las moléculas de acido ribonu-
cleico (RNA). En el caso de las proteinas, controlan
ademas, los cambios de localizacion, el trafico de
proteinas dentro de una célula, como se degradan, y
las interacciones funcionales que establecen. De
forma coherente con este decisivo papel en la fun-
cioén de los organismos, se estima que mas del 20%
de los genes del genoma humano codifican protei-
nas implicadas en la transduccién de sefiales™.

La via de sefializacién intercelular Wnt es una in-
trincada red de sefales cuyas funciones también se
han mantenido a través de la evoluciéon de las espe-
cies. La familia Wnt comprende un grupo de genes
de sefalizacién que tiene una funcién muy impor-
tante en la organogénesis. Este grupo de genes de-
termina la estructura interna de un érgano o la de-
tencion del crecimiento cuando el 6rgano ha alcan-
zado su tamafno apropiado. Otras funciones en las
que se involucra a estos genes incluyen la polaridad
celular, la reestructuraciéon celular y el desarrollo
axial. El término Wnt deriva de la contraccién de los
nombres wingless (del inglés, sin alas) e Integrase-1
(Int-1). Con el primero se acuié al gen del segmento
de polaridad cuya ausencia genera un fenotipo sin
alas en la mosca de la fruta, Drosophila melanogas-
ter, y el segundo dio el nombre a una linea celular
de ratén transformada con el virus Maloney que
provocaba tumor mamario™'®.

Por su parte, los mas de 12 genes que integran la
via de senalizacién Hedgehog, forman una red, mas
que una via unidireccional. La senal Hedgehog (Hh,
del inglés erizo), debe su nombre a que el gen que
codifica para Hh fue identificado por estudios de
mutagénesis en la mosca Drosophila, donde los em-
briones mutantes mostraban un fenotipo con puntas
desorganizadas en el exoesqueleto semejantes a las
puas de los erizos. En mamiferos se han identificado
tres miembros de esta familia de proteinas: Sonic
hedgehog (Shh), Indian hedgehog (Ihh) y Desert

hedgehog (Dhh) que participan en el proceso de
morfogénesis .

Se ha generado un cambio drastico en el modo
de estudiar el desarrollo cardiaco con las nuevas
estrategias para el estudio de la cardiogénesis, lo
que ha implicado el paso de los cortes secuenciales
de corazones embrionarios de distintos animales, a
la aplicaciéon de los métodos moleculares de identi-
ficaciéon de linajes celulares, al experimentar con
modelos transgénicos y andlisis clonal retrospectivo.
Estas tecnologias han dado una visién mas dindmica
del desarrollo del aparato cardiovascular y han
permitido encontrar el origen, a veces insospecha-
do, de varias estructuras anatémicas a partir de de-
terminados grupos celulares, asi como los genes y
sus productos proteicosf"lz’22

Estudios realizados en embriones de ratén y de
pollo han permitido esclarecer las bases molecula-
res del proceso cardiogénico, asi se ha demostrado
la presencia de dos genes bdsicos hélice-bucle-
hélice (bHLH, del inglés Basic helix-loop-helix) en
los tubos endocardicos primitivos y en etapas mas
avanzadas de la morfogénesis cardiaca: HANDI y
HAND?2 (del inglés heart and neural crest derivatives
expressed transcript 1 and 2). Los genes bHLH son
una clase de factores de transcripcién (FT) que re-
gulan la determinacién del destino y la diferencia-
cion celulares en muchos tejidos diferentes durante
el desarrollo embrionario®®"*.

La formacién del sistema cardiovascular esta es-
trictamente controlada por una red regulatoria com-
puesta por muchas vias de sefalizacion intercelular,
FT, entre otros. Las células del primordio cardiaco
comienzan a expresar genes caracteristicos de mio-
cardio, como NKX2-5 y GATA4. La expresioén del pri-
mero de estos FT depende de proteinas presentes
en el endodermo subyacente, tales como cerberus,
la BMP, FGF8 y FGF12”'%.

Existen mas de 50 factores de crecimiento, cono-
cidos también como citoquinas, que comprenden un
numeroso grupo de proteinas que actian como
mensajeros, cada uno de los cuales se une con una
gran especificidad a una proteina receptora de la
superficie celular, lo que activa a diferentes protei-
nas intracelulares de transduccién de sefales. Ac-
tdan principalmente sobre la proliferacién celular,
aunque tienen también otras funciones, como la
diferenciacién, la supervivencia y la migracién celu-
lares. Muchos de los sistemas de transduccién de
seflales usados por los factores de crecimiento para
transferir informacién hacia el nicleo y modular la
transcripcion génica lo hacen a través de la activi-
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dad de FT.

Estos FT son productos proteicos codificados por
genes de transcripcién. Se calcula que la regulacién
de la transcripcién se basa en al menos 2000 de es-
tos factores proteicos codificados en el genoma de
los mamiferos, los cuales se unen a una secuencia
de nucleétidos especifica en las regiones promoto-
ra/amplificadora de genes diana y regulan la veloci-
dad del proceso por el cual un gen se transcribe a
una secuencia complementaria de acido ribonuclei-
co (ARN), lo que inicia el proceso de produccién de
una proteina, por lo que desempefan un papel fun-
damental en el control de la organogénesis. Ademas,
micro-ARN especificos tienen una funcién funda-
mental en la morfogénesis cardiaca al coordinar los
patrones y niveles de expresion de los FT*.

Los genes expresados en la placa cardiogénica
como TBX1, TBX5, NKX2-5, GATA4, HAND2, CASP3,
TFAP2, FGF12, LBX1, MYHI11, CRKL, PDLIM3 y
TXNRD2 codifican para FT que se expresan en eta-
pas tempranas del desarrollo del corazén y que son
cruciales para la activacién de genes cardiacos es-
pecificos y constituyen el centro regulador de la red
de morfogénesis cardiaca, la cual controla la rota-
cion del tubo cardiaco, la simetria izquierda-derecha
y la formacion de las cdmaras cardiacas. Los genes
TBX5 y NKX2-5 se unen de forma sinérgica al pro-
motor del gen que codifica para el péptido precursor
natriurético cardioespecifico tipo A (Nppa, del inglés
cardiac-specific natriuretic peptide precursor type
A) y de esta forma activan a este gen que es indice
el desarrollo cardiaco™*".

Los genes TBX son una familia génica con un alto
grado de conservacion filogenética y que tienen un
dominio de fijacién al ADN comitn, denominado T-
box, y codifican para FT que intervienen en la regu-
lacién del proceso de morfogénesis cardiovascular,
particularmente en la elongacién del tubo cardiaco
en el polo anterior y el mantenimiento de las células
precursoras mesenquimatosas para la formacion del
tracto de salida miocardializado y tabicado. La re-
duccién de la expresion del TBX1, que se produce
en el estado de deleciéon hemicigota al que a menu-
do se denomina haploinsuficiencia, influye de ma-
nera importante en la expresién génica inicial que
interviene en la morfogénesis cardiaca”.

Por su parte, NKX2-5 (VK2 homeobox 5) y LBX1
pertenecen a un grupo de genes que codifican para
FT con dominio homeobox (una secuencia de 180
pares de bases conservada en diferentes especies),
los cuales poseen un papel importante en la regula-
cién de la expresion genética tejido-especifica, esen-

cial para la diferenciacién tisular, asi como en la
determinacion de patrones temporales y espaciales
durante el desarrollo. Estos FT resultan criticos para
la formacién cardiaca en Drosophila, ya que su au-
sencia impide la formacién del asa y la diferencia-
cion de los ventriculos'*?"%%.

Otras proteinas que actiian como FT, son las de-
nominadas «en dedos de cinc», ya que se estructu-
ran alrededor de este i6n, de modo que se producen
prolongaciones digitiformes y, de esta forma, se
mantiene fija con una hélice, que reconoce por el
surco mayor una secuencia de ADN, y corresponde
a promotores de genes especificos. A este grupo per-
tenece el FT GATA4. El modelo mutante para este
gen presenta defectos en el plegamiento anterior del
embrién: no hay fusién del tubo cardiaco, y se pre-
senta la muerte, quizd debido a la importancia de
GATA4 en la senalizacién para la migracién ven-
tral**?.

Recientes estudios de secuenciaciéon exémica en
casos con cardiopatias congénitas han revelado ge-
nes que codifican para proteinas con dos tipos fun-
damentales de funciones moleculares (las de unién
a la cromatina y las que forman el complejo de FT) y
desempenan un papel fundamental en la regulacién
de los genes criticos del desarrollo cardiovascular.
En un andlisis de las variaciones en el nimero de
«copias» mediante estudio genémico amplio de 154
casos con comunicacién interventricular, An et al>
identificaron mutaciones de novo en siete genes
(PRKCB, HIRA, SOX2, ING2, TP63, BCL6 y PAX3) que
intervienen en la via de unién a la cromatina, y en-
tre los FT con efecto confirmado en la cardiogénesis
se incluyen LBX1, TBX1, EN1, SOX2 y PAX3. Entre
los tipos de mutaciones observaron duplicaciones
en los genes PAX3 y LBX1 y deleciones en CRKL,
GP1BB, PDLIM3, TBX1 y TXNRD2. Ademas de estas
dos funciones moleculares, muchos de estos genes
codifican proteinas con importantes funciones bio-
l6gicas, como el proceso de morfogénesis cardiaca y
la regulacion de la proliferacién celular, entre otras
(Tabla).

El gen PRKCB codifica para una proteina quinasa
y el HIRA lo hace para una histona que interviene
en la regulacién del ciclo celular, mientras que el
gen SOX2 pertenece a los genes que producen alta
movilidad (HMG, del inglés high movility group) y
contienen una secuencia, conservada evolutivamen-
te, de 79 aminoacidos, que dan lugar a tres estructu-
ras helicoidales, una de las cuales estd inmovilizada
y penetra en el surco menor del ADN, en la zona del
promotor, y le provoca una flexién que facilita el
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Tabla. Funciones de algunos genes que participan en el proceso de cardiogénesis4:7:22-24,

Funciones Genes

Funciones moleculares
Uniodn a la cromatina

Unidn a secuencias especificas al ADN

Unidn a secuencias especificas al ADN con
actividad de Factor de Transcripcién

Unidn a 4cidos nucleicos con actividad de Factor
de Transcripcion

Procesos celulares y biolégicos

Morfogénesis cardiovascular
Desarrollo del sistema circulatorio

Regulacién de la proliferacion celular

Regulacién negativa de la proliferacion celular

HIRA, SOX2, PRKCB, ING2,TP63, BCL6, PAX3
PAX3, EN1, SOX2, TBX1, TP63, LBX1, BCL6

HIRA, EN1, SOX2, PAX3, TBX1, TP63, LBX1, BCL6

HIRA, EN1, SOX2, PAX3, TBX1, TP63, LBX1, BCL6

MYH11, TXNRD2, CRKL, FGF12, PDLIM3, TBX1, LBX1,
CASP3, PRKCB, PAX3

MYH11,TXNRD2, CRKL, FGF12, PDLIM3, TBX1, LBX1,
CASP3, PRKCB, PAX3

SOX2, CASP3, PAX3, BCL6, COMT, IGFBP7, LBX1, IL4R,
TP63, TBX1, CHP2

SOX2, MED15, TBX1, TP63, LBX1, IL4R, BCL6

acercamiento de otras proteinas al sitio de inicio de
la transcripcién. Mientras que la familia de genes
PAX consta de al menos nueve miembros (PAX1-9)
que codifican proteinas y que son FT que tienen en
comun el dominio de unién al ADN que se encuen-
tra hacia el extremo amino-terminal (dominio de
cajas pareadas (PAX, del inglés paired box). PAX3 es
un factor de regulacién clave en el control de la mi-
gracion de las células precursoras miogénica323’25.

El estudio de las bases celulares del proceso de
cardiogénesis revela que son varios los tipos de
células que contribuyen al crecimiento cardiaco. Las
células del primer campo del corazén (FHF, siglas
en inglés de first heart field) contribuyen tinicamen-
te a la formacién del ventriculo derecho y del canal
atrio-ventricular, mientras que las auriculas, ven-
triculo izquierdo y gran parte del tracto de salida,
provienen de precursores mesenquimales que resi-
den en el segundo campo del corazén (SHF, siglas
en inglés de second heartﬁe10917’18’20.

La via de senalizacién celular Nodal/TGF tiene un
importante efecto en los estadios tempranos de la
diferenciacién de las células embrionarias humanas
pluripotenciales, que las dirigen a desarrollarse en
diferentes linajes celulares. El gen SMAD3 o SEMA3D
es un mensajero intracelular clave en la regulacion
de la via de senalizacién Nodal/TGF, que tiene un
importante papel en el desarrollo embrionario y
particularmente, en el desarrollo del sistema cardio-
vascular'® **%’.

De igual forma, la via de senalizacién Notch de-
sempeia un papel fundamental en el desarrollo del
periodo embrionario, pues es imprescindible para
que las capas germinales den origen a los tejidos
que constituyen un organismo multicelular. Esta via
de seializacion determina, ademas, la especificacion
celular, la histogénesis y la morfogénesis de varios
tejidos en el desarrollo embrionario de vertebrados
e invertebrados, y resulta clave en la especificacién
de los miocardiocitos y los vasos sanguineos. Esta
via estd conservada evolutivamente en la escala
filogenética y debe su nombre al fenotipo que cau-
san mutaciones en el gen que codifica su receptor,
el cual se caracteriza por escotaduras (/Notch) en los
margenes alares de la Drosophilalg’zg.

EPILOGO

No existe una exacta correlacién genotipo-fenotipo
entre los mecanismos moleculares y los defectos
morfolégicos de las cardiopatias congénitas. Esto
sucede porque muchas veces la formacién adecua-
da de una estructura anatémica implica el correcto
funcionamiento de varias vias de sefializacién celu-
lar que pueden involucrar el producto proteico de
distintos genes. En este sentido, puede que en un
mismo defecto congénito estén implicadas diferen-
tes vias y mutaciones génicas, o por el contrario,
que debido al efecto pleiotrépico de mutaciones, en
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uno de los genes criticos en el proceso de cardiogé-
nesis, se originen diferentes tipos de cardiopatias
congénitas; todo lo cual se resumirad en la segunda
parte de este articulo donde se discutiran algunos
aspectos sobre los genes y las vias de sefalizacion
implicados en el origen de las cardiopatias congéni-
tas.
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Avances en el conocimiento de las bases moleculares y celulares
de las cardiopatias congénitas. Parte 1 de 2: Morfogénesis cardiaca

RESUMEN

Las cardiopatias congénitas son los defectos congénitos mds frecuentes en hu-
manos. Muchos estudios indican que el desarrollo cardiaco estd estrechamente
regulado por diferentes vias de sefalizacion celular y eventos morfologicos, gené-
ticamente controlados. La identificacion de nuevos genes que intervienen en el
proceso de cardiogénesis es de gran utilidad para conocer los mecanismos mole-
culares y celulares por el que se genera el amplio espectro fenotipico de las car-
diopatias congénitas. Se realizo una revision bibliografica, con el objetivo de iden-
tificar los avances mds recientes en el conocimiento de las bases moleculares y
celulares de las cardiopatias congénitas; lo que permite una clasificacion mds
efectiva de estos defectos congénitos y una futura optimizacion del tratamiento
individualizado para cada paciente, ademas de ofrecer posibles puntos especificos
y susceptibles de intervencion que posibilitarian la prevencion de algunos de los
defectos congénitos mds frecuentes en los seres humanos.

Palabras clave: Cardiopatias congénitas, Morfogénesis, Polimorfismos de un sim-
ple nucledtido, Factores de transcripcion, Metilacion de ADN, Vias de transduc-
cion de senales

2< N Taboada Lugo

Calle Irae/AyB

Reparto Escambray

Santa Clara, Villa Clara, Cuba. INTRODUCTION

E-mail address: noelti@infomed.sid.cu A congenital defect is defined as any alteration of anatomical structure
RINPS 2235-145 © 2009-2019 Cardiocentro Ernesto Che Guevara, Villa Clara, Cuba. 233

Article licensed under a Creative Commons Attribution — CC BY-NC-ND 4.0


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
mailto:noeltl@infomed.sld.cu
http://www.revcorsalud.sld.cu/
http://www.revcorsalud.sld.cu/
mailto:noeltl@infomed.sld.cu
mailto:noeltl@infomed.sld.cu

Molecular and cellular bases of congenital heart diseases (Part 1)

visible on clinical examination of the newborn, or
after birth, when the functional defect of an anatomi-
cally affected internal organ is perceived'.

Congenital heart diseases are all congenital cardi-
ac defects that occur as a consequence of morpho-
logical alterations during the organogenesis process.
Most are well tolerated during intrauterine life and
manifest after birth, when contact with the maternal
circulation is lost.

There are different classifications, based on clini-
cal criteria (cyanotic and non-cyanotic), genetic
(syndromic and non-syndromic), prognosis (critical,
potentially critical and non-critical) and depending
on the presence or absence of extracardiac congeni-
tal defects (isolated and associated). The Registro
Cubano de Malformaciones Congénitas (RECUMAC)
Cuban Registry of Congenital Malformations classi-
fies them as simple and complex, while the classifi-
cation proposed by Hoffman and Kaplan is based on
the severity of the congenital defect"™.

Congenital heart disease is the most common
congenital defect, affecting approximately 6 to 11
infants per 1000 live births. Between 20% and 30% of
these heart diseases are serious and their increase
has been reported in recent studies, specifically
septal defects without relevant variations in the
prevalence of the most serious, which is related to a
higher diagnostic level’,

The causes are unknown in a large number of
cases, although there is evidence that genetic factors
play a decisive role in approximately 8% of cases
and environmental agents are involved in 1-2% of
them, the genesis of the rest (90%) is multifactorial
and results from a complex interrelation between
genetic predisposition, epigenetic susceptibility,
parental environment and lifestyle.

Among the genetic syndromes that occur with
congenital heart disease are described monogenic
(3-5%), chromosomal (5-8%), microdeletions and
some mutations in the mitochondrial deoxyribonu-
cleic acid (DNA) molecule. Gene imbalances detect-
ed by conventional karyotype or molecular cytoge-
netic studies explain between 9% and 13% of all cas-
es of congenital heart disease in the neonatal peri-
od™".

The development of next-generation sequencing
technologies (NGS) has emerged as a powerful tool
to study the sequence of the entire human exome
through the technique called WES (Whole-exome
sequencing) or sequencing of specific exons in
monogenic diseases of interest. These two molecular
genetic methodologies have revolutionized the un-

derstanding of the molecular bases of many congeni-
tal defects, such as congenital heart disease, by
providing more detailed information on gene varia-
tions than those provided by extensive genomic
association studies in the single nucleotide poly-
morphisms (SNP) study®'*.

Several studies indicate that cardiac development
is closely regulated by a series of cell signalling
pathways that modulate cell proliferation, migration
and differentiation throughout developmental phas-
es. Mutations in different genes involved in these
intercellular communication pathways underlie the
Basis of different types of congenital heart disease'”

METHOD

A review of the national and international medical
literature published in Spanish and English lan-
guages was performed; the information was collect-
ed through search engines such as Google academic,
and Medline/PubMed, Bireme (Scielo, Lilacs) and
Cochrane medical library databases in October 2018,
with the objective of identifying the advances in the
knowledge of the molecular and cellular basis of
congenital heart disease. A review of the literature
was carried out based on chronological and themat-
ic criteria, selecting those with the highest level of
updating and relevance.

MOLECULAR AND CELLULAR BASES OF CARDIAC
MORPHOGENESIS

Heart muscle cells or cardiomyocytes are specified
early in development from a pool of mesodermal
progenitors located at the anterior wall of the lateral
plate mesoderm. The heart and great vessels are
formed from the mesenchymal cells of the cardio-
genic area, the first sign being the appearance of
endothelial bands called “angioblastic cords” in the
cardiogenic mesoderm during the third week of ges-
tation. These cords are channeled to form paired
longitudinal ducts, covered with endothelium, called
"endocardial cardiac tubes"; which, as the lateral
embryonic folding takes place, migrate to the em-
bryonic midline, approach each other and fuse to
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form the primitive heart tube, which by then already
has two layers of tissue: an inner endothelial tissue
and an outer layer of myocardial cells””.

The fusion of the cardiac tubes begins at the ce-
phalic end of the developing heart and progresses in
a caudal direction. The heart begins to beat at the
end of the third week (between 22 and 23 days),
with blood flow beginning in the fourth week. The
electrical and contractile phenomena that occur in
the myocardium are controlled by genes that en-
code transmembrane proteins responsible for trans-
porting ions through the cell membrane. These ion
channels form macromolecular complexes that in-
clude a pore-forming main unit of sodium and potas-
515117m channels, and auxiliary proteins that regulate
it

This primitive heart undergoes torsion and clock-
wise rotation around the fourth week of gestation,
positioning the atria above the ventricles. Mean-
while, the arteries of the aortic arch begin to emerge
from the outflow tract. Around the fifth and sixth
weeks of embryonic development, the cardiac septa
are formed to divide the heart into four chambers
and the outflow tract or ductus arteriosus is divided
into the pulmonary artery and the aorta, thus result-
ing in pulmonary and systemic circulation division.
Later an intensive valve remodeling occurs along
with the growth of the ventricles to complete the
maturation of the heart. The establishment of left-
right symmetry is key for normal heart develop-
ment .

Primitive atrium and ventricles muscle is contin-
uous. The atrium acts as a transient cardiac pace-
maker, until the venous sinus assumes that function.
The sinus node appears during the fifth week of de-
velopment, initially in the venous sinus wall, but
then it is incorporated into the right atrium wall,
near the entrance of the superior vena cava. Along
with cells of the atrio-ventricular region (AV) they
form the node and AV fascicle, located just above
the endocardial bearings.

The fibers emerging from the AV fascicle migrate
from the atrium to the ventricle (dividing into two
branches), right and left, that spread throughout the
ventricular myocardium.

The cardiovascular system is the first organic sys-
tem that reaches a functional state, this early cardiac
development is necessary because the rapid growth
of the developing embryo cannot meet its nutritional
and 1%)xygen needs, only through the diffusion pro-
cess .

Although the heart of different vertebrate species
can have between two and four chambers, the dif-
ferent stages of the morphogenesis process are high-
ly conserved at the molecular and cellular level.
Morphogens are diffusible molecules that specify the
type of cell generated in a specific anatomical loca-
tion and direct cell migration and its processes to
their final destination, among which are distin-
guished retinoic acid, transforming growth factor-
beta, bone morphogenic proteins, the Hedgehog
intercellular communication pathway and the Wnt
family of proteinsz’lg.

Retinoic acid is the bioactive form of vitamin A,
which at the molecular level binds to its intracellular
receptors and activates them, regulating the "se-
quence down" gene expression. Hox genes are cru-
cial targets of these acid receptors in the morpho-
genesis process. The transforming growth factor-beta
superfamily is made up of more than thirty mem-
bers, among which are the transforming growth fac-
tor-beta (TGFB) and bone morphogenetic proteins
(BMP). The TGFB superfamily plays a pivotal role in
embryonic development, cell differentiation and
organogenesis. Phylogenetic evidence suggests that
this is one of the oldest intercellular signaling path-
ways, (it is estimated that it emerged about 1.3 bil-
lion years ago), before the evolutionary divergence
of arthropods and vertebrates. Studies in vertebrates
show that at least three members of the BMP family
are expressed in cardiogenesis. BMP-2 is expressed
in the lateral endoderm, while BMP-4 and 7 are ex-
pressed in the immediate ectoderm adjacent to the
precardiac mesoderm. The BMPs, together with the
fibroblast growth factors (FGF), promote cardiogenic
induction and limit the size of the heart field, con-
firming the importance of this intercellular signaling
pathway in the morphogenesis process™>"*'® Inter-
cellular signaling is the process by which cells ex-
change chemical messages that modulate intracellu-
lar functioning and give rise to specific responses
aimed at promoting the adaptation of the entire or-
ganism in a changing environment. The union of an
extracellular signaling molecule (ligand) with its
receptor in a target cell, triggers a specific response
consisting of a series of mutual activating or inhibit-
ing molecular events.

Intercellular signaling systems are essential in
controlling gene expression and protein function.
These systems will be the ones to control where,
when, how much and for how long the ribonucleic
acid (RNA) molecules are expressed. In the case of
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proteins, they also control changes in location, pro-
tein traffic within a cell, cellular degradation, and the
functional interactions they set up. Consistent with
this decisive role in the functioning of organisms, it
is estimated that more than 20% of the genes in the
human genome encode proteins involved in signal
transduction®. The Wnt intercellular signaling path-
way is an intricate network of signals whose func-
tions have also been maintained through the evolu-
tion of species. The Wnt family comprises a group of
signaling genes that has a very important function in
organogenesis. This group of genes determines the
internal structure of an organ or growth arrest when
the organ has reached its appropriate size. Other
functions that involve these genes include cell polar-
ity, cell restructuring and axial development. The
term Wnt derives from the contraction of wingless
and integrase-1 (Int-1). The first was coined from the
polarity segment gene whose absence generates a
wingless-fruit fly (Drosophila melanogaster)-pheno-
type, and the second gave the name to a mouse cell
line transformed by Moloney virus that caused
breast tumor” ',

For their part, the more than 12 genes that make
up the Hedgehog signaling pathway form a network,
rather than a unidirectional pathway. The Hedgehog
signal owes its name to the fact that the Hh gene
coding was identified by mutagenesis studies in the
Drosophila fly, where the mutant embryos showed a
phenotype with disorganized spike-like exoskeleton
tips similar to those of hedgehogs. Three members
of this family of proteins have been identified in
mammals: Sonic hedgehog (Shh), Indian hedgehog
(Ihh), and Desert hedgehog (Dhh) that participate in
the morphogenesis processlg'zl.

New strategies for the study of cardiogenesis
have led to a drastic change in the way cardiac de-
velopment is being approached, which has implied
moving from sequential cuts of embryonic hearts of
different animals, to the implementation of molecu-
lar cell-lineage tracing methods, when experimenting
with transgenic models and retrospective clonal
analysis. These technologies have given a more dy-
namic view of the development of the cardiovascu-
lar system and have made it possible to find the
sometimes unsuspected origin of various anatomical
structures from certain cell groups, as well as genes
and their protein productsg'lz’zz'g'lz’zz. Studies on
mouse and chicken embryos have clarified the mo-
lecular basis of the cardiogenic process, thus
demonstrating the presence of two basic helix-loop-

helix (bHLH) genes in the primitive endocardial
tubes and in more advanced stages of cardiac mor-
phogenesis: HAND1 and HAND2 (heart and neural
crest derivatives expressed transcript 1 and 2). The
bHLH genes are a class of transcription factors (TF)
that regulate the determination of cell fate and dif-
ferentiation in many different tissues during embry-
onic development3’6’14.

The formation of the cardiovascular system is
strictly controlled by a regulatory network made up
of many intercellular signalling pathways, TF, among
others. Primordial cardiac cells begin to express
characteristic myocardial genes, such as NKX2-5 and
GATAA4. The expression of the first of these TFs de-
pends on the proteins in the underlying endoderm
such as cerberus, BMP, FGF8 and FGF12°1%%

There are more than 50 growth factors, also
known as cytokines, comprising a large group of
proteins that act as messengers, each of which binds
with great specificity to a cell surface receptor pro-
tein, activating different intracellular signal transduc-
tion proteins. They act mainly on cell proliferation,
although they also have other functions such as cell
differentiation, survival and migration. Many of the
signal transduction systems used by growth factors
to transfer information to the nucleus and modulate
gene transcription do so through TF activity. These
TFs are protein products encoded by transcription
genes. It is estimated that transcription regulation is
based on at least 2000 of these protein factors en-
coded in the mammalian genome, which bind to a
specific nucleotide sequence in the promot-
er/amplifier regions of target genes and regulate the
speed of the process by which a gene is transcribed
to a complementary sequence of ribonucleic acid
(RNA), which starts the protein production process,
thus playing an important role in the control of or-
ganogenesis. Moreover, specific micro-RNAs have a
key role in in cardiac morphogenesis by coordinat-
ing the patterns and levels of TF expressionzo.

Genes expressed in the cardiogenic plaque such
as TBX1, TBX5, NKX2-5, GATA4, HAND2, CASP3,
TFAP2, FGF12, LBX1, MYH11, CRKL, PDLIM3 and
TXNRD2 code for TF that are expressed in early
stages of heart development and are crucial for the
activation of specific cardiac genes thus constituting
the regulatory center of the cardiac morphogenesis
network, which controls cardiac tube rotation, left-
right symmetry and the formation of cardiac cham-
bers. TBX5 and NKX2-5 genes directly bind to the
promoter of the gene for cardiac-specific natriuretic
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peptide precursor type A (Nppa) and thus activate
this gene which is essential in cardiac develop-
ment™*!. TBX genes belong to a gene family with a
high degree of phylogenetic conservation. They
have a common DNA binding domain called T-box,
and code for TF involved in the regulation of cardio-
vascular morphogenesis, particularly in heart tube
elongation within the anterior pole and the preserva-
tion of mesenchymal precursor cells for formation of
a myocardialized and septated outflow tract. The
reduction in TBX1 expression occurring in the
hemicigotic deletion, often referred to as haploinsuf-
ficiency, significantly influences the initial gene ex-
pression involved in cardiac morphogenesis 5.

On the other hand, NKX2-5 (NK2 homeobox 5)
and LBXI1 belong to a group of genes that code for
homeobox domain TF (a DNA sequence around 180
base pairs long found in different species), which
have an important role in the regulation of tissue-
specific genetic expression, essential for tissue dif-
ferentiation and determination of temporal and spa-
tial patterns during development. These TFs are
critical for cardiac formation in Drosophila, since
their absence prevents the formation of the loop and
differentiation of the ventricles'**"***, Other TF
proteins are the so-called "zinc finger" as they are
structured around this ion and contain finger-like
protrusions. In this way, they remain fixed with a
helix that recognizes a DNA sequence in the major
groove, corresponding to promoters of specific
genes; TF GATA4 belongs to this group.

The mutant model of this gene causes a defective
anterior folding of the embryo; there is no fusion of
the cardiac tube, and death occurs perhaps due to
the importance of GATA4 in signaling for ventral
miglration%25

Recent studies of exomic sequencing in cases
with congenital heart disease have revealed genes
encoding for proteins with two main types of molec-
ular functions (those of chromatin binding and those
forming the TF complex) which play a major role in
the regulation of critical-cardiovascular develop-
ment-genes. When analyzing variations in the num-
ber of «copies» by a comprehensive genomic study
of 154 cases with interventricular communication An
et af® identified de novo mutations in seven genes
(PRKCB, HIRA, SOX2, ING2, TP63, BCL6 and PAX3)
that are involved in the chromatin-binding pathway.
TFs with confirmed effect on cardiogenesis include,
LBX1, TBX1, EN1, SOX2 and PAX3. Among the types
of mutations, they observed duplications in the

PAX3 and LBX1 genes and deletions in CRKL,
GP1BB, PDLIM3, TBX1 and TXNRD?2. In addition to
these two molecular functions, many of these genes
encode proteins with important biological functions,
such as the cardiac morphogenesis process and the
regulation of cell proliferation, among others
(Table).

PRKCB gene codes for protein kinase and HIRA
does it for a histone involved in the cell-cycle regula-
tion. SOX2 genes belong to the HMG (high mobility
group) which contain an evolutionarily conserved
sequence of 79 amino acids which give rise to three
helical structures, one of which is immobilized and
penetrates into the DNA minor groove, in the pro-
moter region, causing a flexion that facilitates the
approach of other proteins to the transcription start
site. Whereas the PAX gene family consists of nine
members (PAX1-9) which encode FT proteins with
the same DNA-binding domain located towards the
amino-terminal end (paired box domain). PAX3 is a
key regulatory factor in controlling the migration of
myogenic precursor cells®?,

Studies on the cellular bases of the cardiogenesis
process reveal that there are several types of cells
contributing to cardiac growth. First heart field cells
(FHF) contribute only to the formation of the right
ventricle and atrioventricular canal, while the atria,
left ventricle and much of the outflow tract, come
from mesenchymal precursors residing in the sec-
ond heart field (SHF)'""*%.

Nodal/TGF signaling pathway has an important
effect at early stages of differentiation of human em-
bryonic stem cells in directing them to develop into
different embryonic lineages. SMAD3 or SEMA3D
gene is a key intracellular messenger regulating fac-
tor in the Nodal/TGF signaling pathway, playing im-
portant roles in embryonic and, particularly, cardio-
vascular system development15’26‘27.

Likewise, the Notch signaling pathway plays a
fundamental role throughout the embryonic devel-
opment period, as it is essential for the germ layers
to give rise to the tissues that constitute a multicellu-
lar organism. This signaling pathway also determines
the cellular specification, histogenesis and morpho-
genesis of different tissues in the embryonic devel-
opment of vertebrates and invertebrates, and is key
in the specification of cardiomyocytes and blood
vessels. This pathway is evolutionarily conserved in
the phylogenetic scale and owes its name to the
phenotype that cause mutations in the gene encod-
ing its receptor, characterized by recesses (Notch)
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Table. Functions of some genes that participate in the cardiogenesis process#:7.22-24,

Functions Genes

Molecular Functions
Chromatin binding
DNA-specific sequence binding

Sequence-specific DNA binding transcription
factor activity

Nucleic acid binding transcription factor activity

Cellular/Biological processes

Cardiovascular morphogenesis
Circulatory system development

Regulation of cell proliferation

Negative regulation of cell proliferation

HIRA, SOX2, PRKCB, ING2,TP63, BCL6, PAX3
PAX3, EN1, SOX2, TBX1, TP63, LBX1, BCL6

HIRA, EN1, SOX2, PAX3, TBX1, TP63, LBX1, BCL6

HIRA, EN1, SOX2, PAX3, TBX1, TP63, LBX1, BCL6

MYH11, TXNRD2, CRKL, FGF12, PDLIM3, TBX1, LBX1,
CASP3, PRKCB, PAX3

MYH11,TXNRD2, CRKL, FGF12, PDLIM3, TBX1, LBX1,
CASP3, PRKCB, PAX3

SOX2, CASP3, PAX3, BCL6, COMT, IGFBP7, LBX1, IL4R,
TP63, TBX1, CHP2

SOX2, MED15, TBX1, TP63, LBX1, IL4R, BCL6

on the wing margins of Drosophila fly13’28.

EPILOGUE

There is no exact genotype-phenotype correlation
between molecular mechanisms and morphological
defects of congenital heart disease. This happens
because the proper formation of an anatomical
structure often involves the right functioning of vari-
ous cell signalling pathways that may involve the
protein product of different genes. In this sense, dif-
ferent genetic pathways and mutations may be in-
volved in the same congenital defect, or on the con-
trary, that due to the pleiotropic effect of mutations
in one of the critical genes in the cardiogenesis pro-
cess, different types of congenital heart disease
arise; All of which will be summarized in the second
part of this article where some aspects of genes and
signaling pathways involved in the origin of congeni-
tal heart disease will be discussed.
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