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La estructura de la Tesis

El formato de esta tesis es por compendio de publicaciones, con tres textos centrales
que se corresponden, cada uno, con una publicacién (Capitulo VI). De acuerdo con
lo establecido para este formato de tesis, se ha hecho preceder dicho capitulo por una
introduccién general para el conjunto del trabajo (Capitulo IT), seguida de los objetivos
(Capitulo III) y sendos resimenes de los resultados y la discusién detallados en las
tres publicaciones (Capitulo IV), asi como un capitulo de conclusiones (Capitulo V).
Aunque cada publicacién se acompana de su propia bibliografia, al final de la tesis
se incluye una seccién bibliografica (Capitulo VII) que recoge las referencias para los

cinco primeros capitulos.
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Introduccion

1. Modelos animales

Uno de los dmbitos cientificos en los que el uso de modelos animales ha supuesto un
particular progreso para la investigacién es la biomedicina. Los modelos animales de
enfermedad, en los que los individuos manifiestan una enfermedad o patologia similar
a la que se presenta en el hombre, han supuesto avances clave para el descubrimiento
de factores etioldgicos, fisiopatolégicos y terapéuticos de las enfermedades. Mucho
de lo que conocemos hasta el momento sobre las enfermedades humanas procede
de la investigacién bdsica y preclinica, en la que los modelos animales han sido
indispensables para los avances terapéuticos. Los modelos animales proporcionan
un control genético y experimental preciso, y también proporcionan una ruta para

descubrir y validar la prevencién y el tratamiento de enfermedades.

Los modelos animales de pequeno tamafo, sobre todo los roedores y, en particular, los
ratones, han sido y siguen siendo los més utilizados en la investigacién biomédica. Los
roedores son susceptibles a muchos de los problemas de salud que afectan a los seres
humanos. Tienen un ciclo de vida més corto y, como resultado, se pueden estudiar
a lo largo de toda su vida o en varias generaciones. Los cientificos pueden controlar
ficilmente el entorno alrededor de los animales (dieta, temperatura, iluminacién).
Ademds, suelen ser de ficil disponibilidad, tienen un bajo coste de mantenimiento
y el impacto ético es menor frente al uso de modelos animales de mayor tamano.
Un aspecto de especial relevancia que favorece el empleo de los roedores como
modelos animales, sobre todo el ratén de laboratorio, es la buena caracterizacién de
su anatomia, fisiologfa, embriologia, genética, etc. En realidad, cuanto més se conoce

sobre un animal, m4s ttil resulta éste como modelo.

Las colonias de roedores para la experimentacién se mantienen en los institutos de
investigacién formando cepas o lineas de animales de laboratorio. Desde un punto
de vista genético, las cepas de animales de laboratorio se clasifican en 1) cepas o lineas
consanguineas, isogénicas, endogdmicas o endocriadas (“inbred strains”) y 2) cepas
o lineas no consanguineas, no isogénicas, exogdmicas o exocriadas (“outbred strains”

o “stocks”).



Identifiacion de cepas consanguineas de roedores como modelos para enfermedades cardiovasculares

Las cepas consanguineas estin compuestas por animales genéticamente estandarizados.
Se desarrollan mediante cruzamientos endogimicos (hermano con hermana o,
eventualmente, padre/madre con cria) durante 20 o mds generaciones consecutivas,
hasta hacerse isogénicas, es decir, todos los individuos de una misma cepa son
homocigotos para la mayoria de sus alelos (se comportan genéticamente como
clones) (Festing, 1979, 1993). Estos animales se caracterizan por tener la misma
composicién genética, ser uniformes fenotipicamente y ser sensibles a cambios del
ambiente. Asimismo, los individuos de dos cepas distintas tienen una composicién
alélica (fondo genético) diferente, lo que lleva asociado diferencias fenotipicas y de
susceptibilidad ambiental. La homogeneidad genética de los animales que conforman
una cepa consanguinea permite que la composicién genética no tenga que ser
considerada como una variable contundente en las investigaciones, por lo que la
variabilidad de los resultados de las investigaciones solo se puede deber a factores
ambientales o metodoldgicos. Esto confiere dos caracteristicas clave a este tipo de
cepas. Por un lado, reduce al minimo la variabilidad de los resultados experimentales
y, por otro lado, hace posible la comparacién de resultados experimentales entre
animales de diferentes laboratorios. La asociacién de las caracteristicas genotipicas y
fenotipicas fijadas en cada cepa genera una individualidad en relacién a sus cualidades,
particularidad que deberd tomarse en cuenta en el momento de elegir el modelo para

un trabajo de investigacién.

Las cepas o lineas no consanguineas se desarrollan mediante cruzamientos entre
animales no emparentados, lo que favorece la heterocigosis genética y minimiza la
endogamia, que normalmente no debe exceder el 1% por generacién. Las poblaciones
fundadoras deben ser lo suficientemente grandes para asegurar la heterogeneidad de
las colonias a largo plazo, que se mantienen mediante apareamientos al azar usando
al menos 25 pares reproductores por generacion. Estos animales son los que mejor
representan la variabilidad genética de una poblacién natural, por lo que se han
utilizado ampliamente en la investigacién biomédica, sobre todo en los dmbitos de la

toxicologia y la farmacologia.

Los modelos animales biomédicos de enfermedad se pueden definir como aquellos en
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los que se desarrolla espontdnea o experimentalmente una situacién patolégica similar
o equivalente a una patologfa humana. Dependiendo de su origen, estos modelos
pueden ser espontdneos o inducidos. En los primeros, los animales desarrollan
enfermedades o afecciones similares a los humanos de manera espontdnea, mientras
que en los segundos, las patologias se inducen mediante manipulacién genética,

quirtrgica o de cualquier elemento ambiental.

Los modelos espontdneos son especialmente ttiles para estudiar las causas subyacentes
o la etiologia de las enfermedades. A diferencia de los modelos inducidos, la aparicién
de una enfermedad en un modelo espontineo tiene una causa natural, que suele
afectar de manera similar a diferentes especies. Existen numerosos ejemplos de
modelos animales espontdneos que han ayudado a conocer las causas etioldgicas de
enfermedades humanas (Hau, 2008). Uno de ellos es el modelo de hdmsteres con
malformaciones valvulares (Ferndndez et al., 2009), utilizado para la realizacién de la

presente tesis, que se comentard més adelante.

Los modelos inducidos, por su parte, son ttiles para investigar la fisiopatologia de
las enfermedades y para testar estrategias terapéuticas. Los modelos inducidos por
manipulacién genética, sobre todo ratones, tienen una utilidad adicional: investigar el
papel de proteinas especificas en los procesos patogenéticos. Los animales “knockout”,
deficientes en una proteina, son especialmente importantes en este contexto, al poner
de manifiesto un fenotipo (enfermedad) causado por la ausencia de una proteina,
constituyendo modelos relevantes para enfermedades genéticas humanas causadas por
mutaciones de pérdida de funcién. Una utilidad adicional de los modelos knockout
reside en la posibilidad de generar animales doble mutantes, mediante cruces entre
cepas de ratones deficientes en proteinas diferentes. En muchos casos se utiliza una
de las mutaciones para generar un modelo de enfermedad y la otra para explorar el
papel de una proteina en esa enfermedad. Los modelos de aterosclerosis son buenos
ejemplos del empleo de animales doble mutante en investigaciones biomédicas de
enfermedades humanas. Los ratones knockout para la ApolipoproteinaE desarrollan
aterosclerosis de manera espontdnea. Al cruzarlos con ratones knockout para otra

proteina se obtienen, en la segunda generacién, ratones doble mutante homocigotos,
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que desarrollan aterosclerosis en ausencia de la proteina de interés (Jawien et al., 2004;
Glass and Witztum, 2001), lo que permite explorar el papel de proteinas especificas

en la aterogénesis.

La bondad de un modelo animal viene determinada por la capacidad de extrapolar
los resultados obtenidos con ese modelo a la especie humana. La extrapolabilidad estd
limitada por las diferencias inter-especificas, es decir, diferencias bioldgicas entre la
especie humana y otras especies. Por ejemplo, el corazén del ratén late entre 300-600
veces por minuto frente a la franja aproximada de 60-150 latidos por minutos en el
humano. Esta y otras muchas caracteristicas deben ser tenidas en cuenta cuando se
pretende extrapolar los resultados obtenidos a partir de un modelo animal al hombre.
Incluso cuando podemos asegurar que no existen diferencias inter-especificas o estas
son insignificantes para un rasgo especifico o proceso biolégico, debemos considerar
otras posibles restricciones intrinsecas de nuestro modelo animal. Una de ellas puede
denominarse diferencias intra-especificas y se refiere a las diferencias biolégicas
entre individuos pertenecientes a diferentes poblaciones de la especie modelo.
Las diferencias intra-especificas son particularmente relevantes en la investigacién
biomédica, donde la mayoria de los estudios que involucran modelos animales se
basan en unas pocas cepas endogdmicas de ratén de laboratorio. Por definicién, una
cepa endogdmica (isogénica) es la poblacién animal con la menor variacién posible
genética y fenotipica, ya que, como se ha comentado anteriormente, cada cepa es
genéticamente uniforme, con todos los animales portando el mismo genotipo, siendo
comparable a clones (Festing, 1979, 1993). Por lo tanto, cuando extrapolamos los
resultados experimentales obtenidos con una cepa endogdmica a la especie humana,
estamos comparando una poblacién muy uniforme y genéticamente restringida, con

el amplio espectro de genotipos y la heterogeneidad de las poblaciones humanas.
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2. Tres modelos animales de investigacién cardiovascular.
Contexto historico

2.1. Contexto histdrico en el que se desarrolla esta tesis

El grupo de investigacién con el que he podido colaborar y formarme durante
varios afios, en el seno del cual he tenido la posibilidad de realizar esta tesis doctoral,
recibe el nombre de “Estudios Cardiovasculares en Vertebrados” y estd adscrita al
Departamento de Biologia Animal de la Universidad de Mdlaga. La actividad
investigadora del grupo se centra en el sistema cardiovascular, utilizando modelos
animales relevantes para estudios de indole zooldgica, evolutiva y biomédica. Durante
el tiempo de realizacién de esta tesis he colaborado, en mayor o menor grado, en
la realizacién de trabajos sobre diversos temas de indole biomédico, utilizando
dos modelos animales, el ratén de laboratorio (Mus musculus) y el hdmster sirio
(Mesocricetus auratus), lo que ha dado finalmente lugar a esta tesis por compendio de
publicaciones. A continuacién resumiré la historia del grupo de investigacién, con la
intencién de clarificar el origen de los modelos animales, los objetivos generales de la

investigacién con estos modelos y el contexto en el que se llevé a cabo esta tesis.

El origen de las investigaciones del grupo data de los afios 80 del siglo pasado,
cuando se inici6 el estudio de los patrones arteriales coronarios normales de especies
de roedores de vida libre, incluyendo también algunas especies de uso comun en
el laboratorio, como el hdmster sirio y el ratén de laboratorio (Duran AC, 1990).
Ademis de describir los distintos patrones arteriales coronarios normales que aparecen
en las distintas especies, este estudio puso de manifiesto la existencia de patrones
anémalos en el hdmster, lo que suscitd un especial interés desde el punto de vista
biomédico (Arqué et al. 1985, 1986, 1989; Sans-Coma et al. 1988). Se disené un
protocolo de cruces entre varios ejemplares de himster con el objetivo de averiguar si
los diversos patrones arteriales coronarios estaban sujetos a un determinado modelo
hereditario. En el curso de estos estudios, se detectaron algunos casos de anomalias
congénitas de las valvulas semilunares con relevancia clinica para el ser humano,

confirmdndose su heredabilidad y su asociacién con las anomalias coronarias (Arqué

11
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etal. 1993; Ferndndez et al. 1994; Sans-Coma et al. 1991, 1992, 1993a). Durante las
siguientes dos décadas, una buena parte de las actividades del grupo se ha dedicado
al estudio de la anatomia, la patologia, la histologia, la embriologia y la etiologia
de las anomalias congénitas de las vélvulas semilunares y las arterias coronarias y al
desarrollo de modelos animales relevantes (Cardo et al. 1994, 1995; Sans-Coma et al.
1994, 1996, 2005, 2012; Franco et al. 1994; Durdn et al. 1995, 1998, 2005, 2006,
2007, 2009, 2012; Ferndndez et al. 1994, 1998, 1999, 2000, 2008, 2009, 2012).

2.2. Hitos de investigacién para el desarrollo esta tesis

Respecto al desarrollo de la presente Tesis Doctoral, hay tres hitos en la historia del

grupo que han hecho posible su realizacién:

Como se acaba de comentar, una de las actividades principales del grupo de
investigacién fue el desarrollo de modelos animales relevantes para la investigacién
cardiovascular. El primero de estos modelos fue una cepa consanguinea de himsteres,
caracterizada por presentar una elevada incidencia de anomalias congénitas de las
vélvulas semilunares y de las arterias coronarias. La anomalia valvular mds frecuente
en esta cepa era la vdlvula adrtica bicuspide (VAB) que, de hecho, constituye la
malformacién cardiaca congénita més frecuente en el ser humano. En este contexto
se llevaron a cabo estudios sobre el desarrollo embrionario de la VAB, para lo que se
examinaron los primordios valvulares de un considerable nimero de embriones de
hdmster de la cepa afecta. En un embrién en particular se detectaron defectos en los
primordios valvulares que no se correspondian con el patrén de formacién de una
VAB, sino que parecian corresponderse con el de una valvula aértica cuadrictspide
(VAC). Este hallazgo dio lugar a la publicacién de un articulo cientifico en el que se
proponia un posible mecanismo morfogenético responsables de la VAC (Ferndndez
et al. 1994). Afos mds tarde, se describié otro embrién anémalo que reforzaba la

hipétesis propuesta (Ferndndez et al. 1999).

Un héndicap de esta hipdtesis es sin duda la escasez de evidencias sobre las que se
sustenta, tan solo dos embriones representando dos estadios embrionarios concretos.

Aunque este hdndicap es asumible, ya que los estudios morfogenéticos sobre defectos

12
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congénitos raros cuentan, por definicién, con pocas evidencias empiricas, la falta de
datos sobre la anatomia adulta de esta malformacién valvular en el himster dejaba
un hueco en el puzzle del conocimiento sobre la etiologia de la VAC. Este ha sido el
punto de partida para uno de los estudios que conforma la presente tesis (Publicacién
3), cuyo objetivo es identificar vélvulas aérticas con morfologia cuadricispide en
el hdmster, describir su anatomia e interpretar su origen embrioldgico en base a la
hipétesis propuesta. Este estudio ha sido posible merced a la preservacién y registro
de gran parte de las valvulas semilunares de los himsteres desarrollados por el grupo

en los tltimos anos.

Otro hito del grupo de investigacién respecto al planteamiento de esta tesis fue la
adquisicién de un segundo modelo animal para investigaciones cardiovasculares. Se
trata de una cepa de ratones modificados genéticamente (knockout), deficientes en la

glicoproteina Osteoglicina/Mimecan (Ogn).

Algunos estudios previos sugerian que la Ogn juega un papel en el proceso
aterosclerético (Shanahan et al., 1997; Fernandez et al., 2003; Strom et al., 2004).
La disponibilidad de los ratones deficientes en Ogn (Ogn-ko) permitié plantear un
estudio sobre el efecto de la ausencia de esta glicoproteina en el desarrollo de la
aterosclerosis, utilizando un modelo experimental de induccién de la enfermedad.
Este constituye el objetivo general de otro de los estudios que conforman la presente
tesis (Publicacién 1). La estrategia experimental consistié en la generacién de un
modelo de ratones doble mutantes (ApoE/Ogn-ko), mediante el cruzamiento entre
ratones Apoe-ko y Ogn-ko, seguido del andlisis cualitativo y cuantitativo de la
progresién de las lesiones aterdsclerdticas (tamano y composicién) en ratones doble

mutantes (ApoE/Ogn-ko) y ratones control (Apoe-ko).

El tercer hito que ha hecho posible la realizacién de la presente tesis tiene que ver
con el estudio que se acaba de plantear, sobre los ratones Ogn-ko. Trabajos previos
con este modelo habian puesto de manifiesto que, aunque Ogn es particularmente
abundante en la matriz extracelular de la piel, la cérnea o la cdclea, estas estructuras

presentan una anatomia e histologia normales en los ratones Ogn-ko (Tasheva et al.,

2002; Beecher et al., 2005; Williamson et al., 2008). Sin embargo, un estudio en

13



Identifiacion de cepas consanguineas de roedores como modelos para enfermedades cardiovasculares

particular mostré que, a nivel ultraestructural, las fibras de coldgeno de la piel de los
ratones mutantes mostraban un grosor alterado, lo que resultaba en una reduccién
de la resistencia a la traccién (Tasheva et al., 2002). Este estudio demostraba que al
menos un fenotipo asociado a la ausencia de Ogn era detectable solo bajo condiciones
experimentales o de estrés. Por un lado, estos datos justificaban mds aun el estudio del
efecto de la ausencia de Ogn en una situacion de estrés del sistema vascular como es
la aterosclerosis. Por otro lado, se hacia imperativo realizar un examen fenotipico del
sistema vascular, en general, y de las arterias en las que se pretendia evaluar las lesiones
ateromatosas (aorta ascendente, cayado adrtico y arterias coronarias), en particular, a

fin de validar el modelo animal para estudios sobre aterosclerosis.

El estudio preliminar sobre el fenotipo vascular de los ratones Ogn-ko puso de
manifiesto que laanatomia e histologia generales del sistema cardiovascular, incluyendo
el corazén, las arterias tordcicas y abdominal, los sistemas porta hepdtico y renal y
el sistema vascular de las extremidades, eran normales, similares a la de los ratones
control (salvajes, cepa C57BL/6). Sin embargo, se detectaron anomalias congénitas
en el origen de las arterias coronarias en algunos ratones Ogn-ko. Estas anomalias
aparecen también en la especie humana y, aunque ocurren con una baja incidencia,

confieren cierto riesgo a los portadores de sufrir muerte subita cardiaca.

Pronto se comprobé que, en el modelo murino, estas anomalias no aparecian
exclusivamente en los ratones Ogn-ko, sino que también estaban presentes en los
animales control (hermanos de camada no mutantes). Es decir, las anomalias detectadas

no se asociaban a la mutacién, sino al fondo genético C57BL/6 de los ratones Ogn-ko.

En estudios sucesivos se describieron con detalle las diferentes anomalias coronarias
y se cuantificé su incidencia en la cepa C57BL/6 (Fernandez et al., 2008). Los
resultados de este estudio mostraban su relevancia a dos niveles: 1) se presentaba un
modelo animal espontdneo (cepa C57BL/6) apropiado para el estudio de la etiologia
de anomalias congénitas de las arterias coronarias con relevancia clinica; 2) se advertia
a los investigadores del sistema arterial coronario que existen diferencias en el patrén
coronario entre cepas de ratones de laboratorio, lo que, de no tenerse en cuenta,

puede llevar a malinterpretaciones de los resultados de la investigacién.
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Parece evidente que la utilidad del hallazgo de anomalias coronarias en ratones de la
cepa C57BL/6 pasaba por elucidar si estas anomalias estdn presentes en otras cepas
de rat6n de laboratorio o si, por el contrario, son exclusivas de la cepa C57BL/6.
Este ha sido el objetivo principal del tercer estudio (Publicacién 2) que completa el

compendio de publicaciones que constituye la presente tesis.

2.3. Tres modelos animales de investigacién cardiovascular

A continuacidn, una vez resumido el contexto histdrico en el que se ha desarrollado la
investigacién de la presente tesis, se introducen, con mds detalle, los modelos animales
utilizados. También se introducen los conceptos bdsicos necesarios para plantear los
estudios correspondientes a las tres publicaciones que conforman el compendio. Por
lo tanto, los siguientes parrafos sirven como introduccién de las tres publicaciones,

cuyos principales resultados y su discusién se han resumido en el capitulo IV.

Cabe aclarar que el orden de los estudios que se introducen a continuacién
se corresponde con el de los capitulos IV (Resumen global de los resultados y la
discusién), V (Conclusiones finales) y VI (Publicaciones). Sin embargo este orden
es distinto del seguido en los pdrrafos anteriores sobre el contexto histérico, en los
que se ha pretendido exponer cémo, en qué orden y por qué se desarrollaron las

investigaciones a las que se refiere esta tesis.

2.3.1.- Fl modelo de ratones doble mutantes, deficientes en
ApolipoproteinaE y Osteoglicina (Publicacion 1)

La familia de proteoglicanos pequefios ricos en leucina (“small leucine-rich
proteoglycans”, SLRP) se compone de 18 miembros de proteinas de la matriz
extracelular. Cada SLRP consta de dos componentes estructurales principales,
un nucleo proteico conservado y numerosas cadenas laterales de diferentes tipos
de glicosaminoglicano: condroitin, keratdn, dermatdn o hepardn-sulfato (lozzo
et al., 1997; Hocking et al., 1998; lozzo, 1998). La proteina del nicleo contiene
un namero variable de repeticiones ricas en leucina (LRRs), que consisten en la

secuencia de consenso LXXLXLXXNXL, donde X es cualquier aminodcido, L es
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leucina, isoleucina o valina, y N es asparagina, cisteina o treonina. Las LRRs estin
generalmente flanqueadas por secuencias de cuatro residuos de cisteina en el extremo
N-terminal y de dos residuos de cisteina en el extremo C-terminal. Basado en el
nimero de LRRs, de la separacién de los residuos de cisteina N-terminal y de la
organizacién de los genes que codifican para las diferentes SLRPs en los cromosomas,
esta familia de proteinas se ha dividido en cinco clases (Tabla 1) (Iozzo et al., 1999;

Henry et al., 2001).

Tabla 1. Clasificacién de las SLRDPs.

Class I Class 11 Class IIT Class IV Class V

Biglycan ~ Fibromudilin ~ Epiphycan Chondroadherin = Podocan

Decorin Lumican Opticin Nyctalopin Podocan like proteinl

Asporin PRELP Osteoglycin ~ Tsukushi

ECM2 Keratocan

HCMX Ostecondherin

Extraido de lozzo et al., 1999; Henry et al., 2001.

Los diferentes miembros de la familia SLRP tienen funciones comunes en la
regulacién de la homeostasis de la matriz extracelular (ECM) y el remodelado
tisular. Cabe destacar su funcién reguladora en la fibrillogénesis del coldgeno y en
la disponibilidad de citoquinas en la matriz. Como en el caso de otras SLRDs, la
Ogn es un componente de la ECM que tiene como funciones principales regular la
fibrillogénesis del coldgeno tipo I. Ogn es particularmente abundante en la matriz
extracelular de la piel, la cérnea o la céclea. Sin embargo, estas estructuras presentan
una anatomia e histologia normales en los ratones mutantes Ogn-ko (Tasheva et al.,

2002; Beecher et al., 2005; Williamson et al., 2008). No obstante, un estudio en
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particular mostré que, a nivel ultraestructural, las fibras de coldgeno de la piel de los
ratones mutantes mostraban un grosor alterado, lo que resultaba en una reduccién
de la resistencia a la traccién (Tasheva et al., 2002). Este estudio demostraba que al
menos un fenotipo asociado a la ausencia de Ogn era detectable solo bajo condiciones

experimentales o de estrés.

La Ogn también es abundante en el sistema vascular, sobre todo en la adventicia y
media de vasos normales y de lesiones ateroscleréticas y restendticas en humanos y
en algunos modelos animales (Shanahan et al., 1997; Fernandez et al., 2003; Strom
et al., 2004). En el sistema vascular, la Ogn interviene en la regulacién, no solo de la
fibrillogénesis del coldgeno, sino también de la proliferacion de las células musculares
lisas. Se ha comprobado que, durante la progresién de la aterosclerosis, Ogn cambia
de localizacién y de nivel de expresion en lesiones de conejos. Esta serie de datos

sugiere que Ogn juega un papel relevante en el proceso aterosclerdtico.

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica de los vasos sanguineos que
se caracteriza por la acumulacién de lipidos y elementos fibréticos, formando la placa
aterosclerdtica, que aparece en la parte mds interna de los vasos. Esta inflamacién
suele desarrollarse en las arterias del corazédn (coronarias), cerebro (cardtidas y
cerebrales) y extremidades inferiores (ilfaca y femoral) produciendo complicaciones
en dichos dérganos. Tales complicaciones pueden producirse de manera crénica,
como la estenosis (disminucién progresiva de la luz del vaso) o de manera aguda,
como la trombosis (por la rotura de una placa aterosclerética) que provocan isquemia
en los tejidos que irrigan (Lahoz and Mostaza, 2007). Se trata de la primera causa
de enfermedad cardiaca en occidente (Lusis, 2000). En Espafna mueren cada afno

124000 personas como consecuencia directa o indirecta de la enfermedad (Lahoz

and Mostaza, 2007).

Uno de los avances mds notables en la investigacién de la aterosclerosis ha sido la
creacién de modelos animales capaces de reproducir algunas caracteristicas clinicas y
fisiopatolégicas de la enfermedad humana. Se trata, sin duda, de una herramienta de
investigacién fundamental para entender la enfermedad y para avanzar en el disefio y

ensayo de nuevas estrategias terapéuticas. La primera evidencia de que la aterosclerosis
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podia ser inducida en animales de laboratorio fue demostrado por Ignatowski
en 1908, quien demostré la formacién de lesiones en la pared adrtica de conejos
sometidos a una dieta rica en proteina animal (leche entera, huevos y carne). Desde
entonces, varias especies de animales han sido utilizadas como modelo experimental
de aterosclerosis incluyendo ratones, ratas, cerdos, hdmsteres, perros y primates. Sin
embargo, algunas de estas especies tales como la rata y el ratén son especialmente
resistentes al desarrollo de aterosclerosis, apareciendo en ellos tinicamente pequenas
lesiones, correspondientes a estados iniciales de la enfermedad (Jawien et al., 2004;
Ohashi et al., 2004). Como alternativa a la estrategia de induccién mediante dietas,
se han desarrollado diferentes modelos de animales modificados genéticamente, en
los que la aparicién y la progresién, hasta estadios finales, de lesiones aterosclerdticas,
se produce de manera espontdnea, sin necesidad de aportar dietas especificas (Jawien
et al., 2004). El modelo de ratén aterosclerético deficiente en ApolipoproteinaEl
(Apoe-ko) es uno de los mds usados para el estudio de esta enfermedad. El gen Apoe
genera la ApolipoproteinaE, glicoproteina presente en las particulas de quilomicrones
y las particulas de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) circulantes en sangre.
Esta glicoproteina permite el empaquetamiento del colesterol y los triglicéridos y
media la endocitosis de estas particulas en el higado. La ausencia de la proteina Apoe
provoca la acumulacién en sangre de estas particulas, lo que genera la aterosclerosis

espontdnea en los ratones mutantes (Zhang et al., 1992).

El cruzamiento de ratones Apoe-ko con ratones mutantes para otros genes, obteniendo
asi ratones doble mutante, ha constituido una estrategia experimental muy usada
durante las tltimas décadas para investigar el papel (pro- o anti-aterosclerético) de
diversas proteinas en la aterogénesis (Jawien et al., 2004; Glass and Witztum, 2001).
Esta ha sido la estrategia utilizada en el presente estudio para explorar el papel de
Ogn en la aterosclerosis: investigar el efecto de la ausencia de Ogn sobre la progresiéon
de la aterosclerosis en ratones Apoe/Ogn-ko. Una ventaja adicional de esta estrategia
es que la caracterizacién de la evolucién de las lesiones ateromatosas en los ratones
Apoe-ko estd bastante estandarizada, lo que ha facilitado el estudio comparativo de la

evolucién de las lesiones entre ratones Apoe/Ogn-ko y ratones control (Apoe-ko).
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2.3.2.- El modelo consanguineo de ratén con anomalias congénitas
en el origen de las arterias coronarias (Publicacion 2)

Las arterias coronarias son las arterias que irrigan el corazén. Todos los mamiferos
presentan arterias coronarias, que se originan una en el seno izquierdo y otra en el
derecho de la valvula aértica. En el ser humano, se han descrito diversos tipos de
anomalias congénitas en el origen y curso de las arterias coronarias, que presentan
una incidencia relativamente baja en la poblacién (0.21-5.79 %; Pérez-Pomares
et al., 2016). Algunas se consideran benignas por no tener relevancia fisiolégica o
hemodindmica, es decir, no afectan significativamente al flujo de sangre que irriga
el corazén. Las anomalfas consideradas malignas pueden reducir eventualmente el
flujo de sangre, lo que conduce a isquemia miocdrdica y, en ocasiones, a muerte
subita cardiaca (Pérez-Pomares et al., 2016). Las anomalias consideradas benignas
tienen relevancia médica, ya que representan un reto para la aplicacién de técnicas
angiograficas y quirtrgicas. Desde el punto de vista de la salud publica, las anomalias
malignas tienen un especial impacto social, ya que en ocasiones conducen a muerte
subita cardiaca en individuos aparentemente sanos, frecuentemente jévenes y
deportistas. Aunque se considera una enfermedad rara, se estima que las anomalias
congénitas de las arterias coronarias pueden ser responsables de hasta un 35% de los
casos de muerte subita cardiaca en jévenes (Corrado et al., 1992, 2005; Kauferstein
et al., 2008; Montagnana et al., 2008). Ademds, son de dificil deteccién, ya que
pasan inadvertidas en los exdmenes electrocardiograficos y test de esfuerzo y no tienen

ningun sustrato genético conocido ni se cuenta con marcadores moleculares.

En el afio 2001, se detectaron ciertas anomalias congénitas de las arterias coronarias
en una cepa de ratones con una mutacién espontanea denominada iv (ratones iv/iv;
(Icardo and Colvee, 2001). Aunque una elevada proporcién de ratones iv/iv presentan
malformaciones severas del corazén (situs inversus), las anomalfas coronarias en esta
cepa aparecian en corazones normales. El estudio de Icardo y Colvee concluia que
la mutacién iv afecta al desarrollo embrionario de las arterias coronarias. Afios mds

tarde, se detectaron las mismas anomalias coronarias en ratones deficientes para la

proteina Conexina43 (ratones Cx43-ko; Li et al., 2002; Clauss et al., 2006). También
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se concluyé que la deficiencia en Conexina43 era responsable del fenotipo coronario,
junto con otras malformaciones cardiacas (obstruccién del tracto de salida). En
el afo 2008, se comprobd que las mismas anomalias coronarias presentes en los
ratones iv/iv y Cx43-ko aparecian también en una elevada proporcién de ratones de
la cepa endogdmica C57BL/6, una de las mds usadas como control en investigaciones
biomédicas (Ferndndez et al., 2008). Tanto los ratones iv/iv como los ratones Cx43-
ko se habian desarrollado utilizando el fondo genético de la cepa C57BL/6. Es decir,
los ratones mutantes iv/iv y Cx43-ko originales se habian retrocruzado sucesivamente
con animales de la cepa C57BL/6 para estudiar estas mutaciones en ratones con un
fondo genético conocido y estable. Sin embargo, en los estudios citados (Icardo and
Colvee, 2001; Lietal., 2002; Clauss etal., 2006), no se realizé una seleccién apropiada
de los ratones control para los estudios comparativos. El estudio de Ferndndez et al.
(2008) concluia que los genes Conexina43 e iv no estdn implicados en el desarrollo
de las anomalias coronarias descritas en los ratones mutantes, sino que éstas estin

asociadas al fondo genético de la cepa C57BL/6.

Las anomalias congénitas de las arterias coronarias asociadas al fondo genético de
la cepa C57BL/6 son las siguientes (Fernindez et al., 2008): coronaria tnica en la
aorta, ostium accesorio, origen de la arteria septal del tronco coronario izquierdo,
origen elevado de la arteria coronaria asociado a un ostium con forma de hendidura,
origen agudo y curso intramural del tronco coronario. Estas anomalias no aparecen
simultdneamente en todos los animales de la cepa C57BL/6, sino que cada una ocurre

con una incidencia distinta, presentdndose diferentes posibles combinaciones.

En la mayoria de los mamiferos, incluido el ratén y el ser humano, las arterias
coronarias se originan de dos ostia, por lo que la aparicién de ostium u ostia accesorios
puede, en sentido estricto, describirse como una anomalia. Sin embargo, en humanos
(Becker, 1981) y otros mamiferos (Ferndndez et al., 2007, 2008) la presencia de
ostia supernumerarios no suele considerarse una anomalia porque es una condicién

anatémica que no confiere riesgo de complicaciones clinicas.

La arteria septal €s una arteria coronaria que aparece frecuentemente €n mamiferos

con arterias coronarias intramiocardicas, como los roedores, pero no tiene una
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equivalente en la especie humana (Durdn et al., 1992). En el ratén, estudios previos
habian descrito que esta arteria se origina en la arteria coronaria o seno adrtico
derechos (Durdn et al., 1992; Icardo and Colvee, 2001), pero no en los izquierdos,

como parece ser el caso de la cepa C57BL/6.

La coronaria tnica en la aorta se considera una anomalfa maligna segtin la definicién
de Pérez-Pomares et al. (2016), ya que puede tener consecuencias hemodindmicas
y fisioldgicas. Los pacientes en los que un segmento de la arteria coronaria tnica
recorre el espacio entre la aorta y la pulmonar tienen grave riesgo de muerte subita,
especialmente durante el ejercicio fisico, debido a la compresién del tronco coronario
durante la expansion diastélica de los grandes vasos (Cheitlin et al., 1974; Barth
and Roberts, 1986; Virmani et al., 1989; Frescura et al., 1998; Basso et al., 2000).
Ademds, estas arterias coronarias anémalas suelen presentar la porcién proximal de
su recorrido tangencial e intramural, es decir, comparten la media y/o adventicia
con la aorta, lo que puede agravar el efecto de compresién sobre la arteria (Sacks et
al., 1977; Barth and Roberts, 1986; Liberthon, 1989), inducir espasmos (Barth and
Roberts, 1986; Liberthon, 1989; Basso et al., 2000) o provocar una hiperplasia focal
de la intima que evolucione hacia una lesién ateromatosa obstructiva (Boucek et al.,
1985). Se ha descrito también que la arteria coronaria anémala suele originarse con
un dngulo agudo, por lo que el ostium presenta una forma de hendidura u ojal, que

puede cerrarse como una valvula causando una isquemia severa (Cheitlin et al., 1974;

Virmani et al., 1984; Roberts, 1987; Kragel and Roberts, 1988; Basso et al., 2001).

Por tltimo, el origen anémalo elevado de una arteria coronaria, denominada en la
literatura “high take off” (HTO), ocurre cuando una arteria coronaria se origina fuera
del seno de Valsalva, por encima del limite senotubular (Angelini et al., 1999; Basso
et al., 2002). Aunque no es una condicién patoldgica por si misma, esta anomalia
se acompana habitualmente por un origen agudo de la arteria (Cheitlin et al., 1974;
Virmani et al., 1984; Houyel and Planché, 2002), con ostium en forma de hendidura
(Roberts, 1987; Frescura et al., 1998; Houyel and Planché, 2002) y recorrido
intramural de la porcién proximal del tronco coronario (Boucek et al., 1985; Angelini

et al., 1999; Rotgé et al., 1999; Houyel and Planché, 2002;). Como se ha citado
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anteriormente, todas estas variantes anatomicas son susceptibles de causar isquemia

severa y muerte subita cardiaca, sobre todo durante el ejercicio fisico intenso.

Como se ha comentado en capitulos anteriores, el hallazgo de una incidencia
relativamente alta de diferentes combinaciones de anomalias congénitas en el origen
y recorrido de las arterias coronarias en la cepa de ratones C57BL/6 es importante
a dos niveles. En primer lugar, esta cepa es de uso comidn en investigaciones de
indole cardiovascular, incluido el estudio de las arterias coronarias en alguna de sus
facetas. Es evidente que el desapercibimiento de la existencia de patrones coronarios
anémalos en esta cepa puede inducir a errores de interpretacion de los resultados
de estudios sobre esta temdtica. De hecho, la asociacién causal entre las mutaciones
de Conexina43 e iv y las anomalias coronarias en ratones mutantes (Icardo and
Colvee 2001; Li et al. 2002; Clauss et al. 2006) parece resultar de estos errores de
interpretacién (Ferndndez et al. 2008). En segundo lugar, contar con una cepa de
ratén en la que aparecen de manera espontdnea anomalias congénitas de las arterias
coronarias de relevancia clinica supone una oportunidad para la investigacién sobre

la patologia, embriologia y base genética de estas anomalias.

Parece claro que la relevancia y utilidad de estos hallazgos pasa por conocer si los
patrones coronarios anémalos descritos en la cepa C57BL/6 aparecen también en
otras cepas del ratén de laboratorio y en ratones salvajes o, por el contrario, son
exclusivos de la cepa C57BL/6. Este constituye el objetivo principal del estudio que

compone la Publicacién 2 de la presente tesis.

2.3.3.- El modelo consanguineo de himsteres con anomalias
congénitas de las vdlvulas semilunares (Publicacion 3)

La vélvula aértica es la estructura anatémica encargada de impedir el reflujo de sangre
desde la arteria aorta hacia el ventriculo izquierdo durante la didstole ventricular. En
la especie humana (Angelini et al., 1999), como en los demds mamiferos (Sans-Coma
etal., 1996), la vilvula aértica es una estructura compleja que presenta, normalmente,
un diseno trictispide o trivalvar (Fig. 1). Estd formada por tres valvas (ctspides o velos

valvulares), las coronarianas derecha e izquierda y la no coronariana, cada una anclada

22



Introduccion

a su correspondiente seno adrtico o seno de Valsalva siguiendo una linea parabdlica.
Las valvas son los componentes mds méviles de la vélvula. Los senos se pueden definir
como las concavidades de la raiz aértica que sirven de soporte a las valvas. Entre las
lineas de insercién de cada dos valvas adyacentes hay sendos espacios triangulares que
se aprecian desde la perspectiva ventricular; se trata de los tridngulos intervalvares, de
naturaleza fibrosa y posicién subadrtica (McKay et al., 1992). Como consecuencia
del contorno semilunar de las uniones de las valvas a los senos, las valvas adyacentes
contactan en sus porciones distales con respecto al ventriculo, formando las comisuras
valvulares. Habitualmente, las dos arterias coronarias, derecha e izquierda, nacen de

los senos de Valsalva derecho e izquierdo, respectivamente.

Blood Flow
—_—

Right Posterior Left

Figura 1. Vision craneal y frontal de una valvula adrtica tricaspide.

Ya a finales del siglo XV, Leonardo da Vinci demostré que el disefio tricispide es
el més eficiente para que la vilvula aértica cumpla adecuadamente su funcién. Sin
duda, esta es la razén por la cual la vdlvula adrtica de tipo trictspide (VAT) ha estado
y sigue estando sometida a una seleccién natural de cardcter positivo. Sin embargo,
en las poblaciones humanas aparecen vilvulas cuya morfologia difiere en mayor o
menor grado de la configuracién tricispide. En tal caso, se habla de anomalias o
malformaciones de la vélvula adrtica. Una de ellas es la valvula aértica cuadrictspide
(VAC), que presenta cuatro valvas, acompanadas por sus respectivos senos, comisuras
y tridngulos intervalvares, en lugar de las tres habituales. La VAC es un defecto cardiaco
congénito poco frecuente (<0,05% en pacientes) que generalmente se presenta en
forma aislada, pero puede asociarse a otras malformaciones congénitas. Una VAC
puede ser compatible con una funcién valvular normal, aunque la mayoria de los

pacientes portadores desarrollan insufieciencia valvular progresiva (Timperley et al.,
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2002; Tutarel et al., 2004, Jagannath et al., 2011).

Es bien conocido que la anatomia y el desarrollo de las vdlvulas semilunares no difiere
sustancialmente entre humanos y mamiferos no humanos (Ferndndez et al., 1998,
2000, 2009; Sans-Coma et al., 1996, 2012). Dentro de los mamiferos en general,
las vdlvulas semilunares se han estudiado principalmente en la especie humana,
ya que los procesos patoldgicos que las afectan tienen gran interés clinico. Como
consecuencia de ello, también se han estudiado con detalle las de algunos animales
domésticos y de laboratorio tales como el cerdo y el perro, ya sea con fines anatémicos,
patoldgicos y/o quirtirgicos, ya sea con el propdsito de disefiar prétesis (Thubrikar,
1990). Entre los modelos animales se han descrito pocos casos de VAC, tan solo en
nueve perros (Sisson and Riepe, 2000; Serres et al., 2008; Jagannath et al., 2011) y en
una musarafa (Durdn et al., 1996). En todos los casos, la VAC estaba acompanada

de otras malformaciones cardiacas o vasculares.

Como se ha explicado en el capitulo precedente, en el hidmster sirio se han obtenido
las Ginicas evidencias empiricas sobre el desarrollo embrionario de la VAC (Fernandez
et al., 1994, 1999). Estas se basaron en la identificacién de dos casos de VAC en
desarrollo en embriones de distintos estadios, que permitieron formular la hipétesis de
que la VAC se forma por la particién de uno de los primordios valvulares en un estadio
temprano de la valvulogénesis. Sin embargo, hasta el momento del planteamiento de
la presente tesis, no se habia descrito ningun caso de VAC en hdmsteres adultos. El
objetivo de este estudio, que constituye la Publicacién 3 de la presente tesis, consiste
en la identificacién de valvulas aérticas con morfologia cuadrictspide en himsteres
sirios de cepas endogdmicas, la descripcién de su anatomia y la interpretacién de su
origen embriolégico en base a la hipdtesis propuesta en estudios previos con esta

especie.
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Objetivos

Los objetivos principales de esta tesis doctoral se formulan a continuacién, siguiendo

el orden de las publicaciones que forman el cuerpo de la tesis:

Evaluacién de los efectos de la ausencia de Ogn en el desarrollo de la aterosclerosis
utilizando un modelo animal inducido de enfermedad. Para ello, se ha realizado
un estudio comparativo de la progresién de la aterosclerosis en ratones mutantes
para Apoe y doble mutantes para Apoe y Ogn, mediante técnicas morfométricas,

histomorfolégicas y de inmunofluorescencia.

Identificacién y estimacién de la incidencia de anomalias congénitas de las arterias
coronarias, inicialmente descritas en la cepa de ratén C57BL/6, en otras cepas de
raton de laboratorio y poblaciones silvestres. Para ello, se han empleado técnicas de

microdiseccién, de inyeccidén-corrosién y de microscopia éptica.

Identificacién de valvulas aérticas con morfologia cuadricispide en himsteres sirios
de cepas endogdmicas, cepas exogdmicas y poblaciones salvajes, descripcién de su
anatomia e interpretacién de su origen embrioldgico. Para ello, se han empleado

técnicas de microdiseccién y microscopia electrénica de barrido.
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Resumen resultados y Discusion

Publicacién 1

Osteoglycin deficiency does not affect atherosclerosis in
mice

Javier Moncayo-Arlandi , Alejandro Lépez-Garcia, M. Carmen Ferndndez, Ana

Carmen Durdn, Borja Ferndndez

Atherosclerosis (2014) 237:418-425

Como se hacomentado en capitulos precedentes, el objetivo general de esta investigacién
fue explorar el papel del proteoglicano Ogn en la aterogénesis, mediante el estudio de

la progresién de la aterosclerosis en ratones doble mutante Apoe/Ogn-ko.

El estudio se realizé utilizando ratones mutantes homocigotos tanto para el grupo
experimental (Ogn'Apoe”™) como para el grupo control (Ogn**Apoe™). Para obtener
los animales de experimentacidn, se realizaron cruces entre ratones de las cepas Apoe
" (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) y Ogn'~ (Thaseva et al., 2002), ambas con
un fondo genético C57BL/6. Los animales heterocigotos resultantes (Ogn™"Apoe'”) se
cruzaron entre si para obtener ratones con todos los genotipos posibles (Ogn*'* Apoe*’™;
Ogn'"*Apoe'™s Ogn*'*Apoe’; Ogn*"Apoe'’; Ogn*"Apoe'™; Ogn*"Apoe”; Ogn'Apoe™;
Ogn' Apoe’™; Ogn'Apoe”). De entre los animales de esta segunda generacién, se
seleccionaron los animales con genotipos adecuados para la investigaciéon (Ogrn
"Apoe” y Ogn'"*Apoe”). El genotipado de los animales se realizé mediante PCR
utilizando un pequeno segmento de la punta de la cola y cebadores especificos. Los
estudios comparativos se realizaron agrupando los animales en funcién de su genotipo
(Ogn*"*Apoe™s Ogn™Apoe”), su género (machos; hembras) y su edad (18, 22, 34 y
52 semanas). La distincién entre machos y hembras se debe al hecho de que, tanto
en humanos como en el modelo de ratones ApoE-ko, la progresién temporal y en

severidad de la aterosclerosis varia segtin el género, debido al componente hormonal
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(Bennet et al., 20006).

La evolucién de las lesiones aterosclerdticas se examiné analizando las caracteristicas
histomorfoldgicas de las lesiones y cuantificando su tamano en diferentes estadios,
mediante la aplicacién de técnicas morfométricas en secciones histoldgicas y tinciones
in toto. También se utilizaron técnicas inmunohistoquimicasy tinciones histoquimicas
especificas para estudiar la composicién de las lesiones ateroscleréticas. A tenor de
las funciones bioldgicas de la Ogn, se estudié en detalle la composicién celular de
las lesiones (inmunofluorescencia con anticuerpos especificos para leucocitos -Cd45-
y para células musculares lisas -0i-actina-), la distribucién del coldgeno (tinciones
histoquimicas: tricrémico de Masson-Goldner y rojo sirio) y los glicosaminoglicanos
(tincién histoquimica: azul alciano) y el tamafio y localizacién de los depésitos de

calcio (tincién histoquimica in toto: rojo de alizarina).

En primer lugar, se comprobdé que los ratones experimentales (Ogn’Apoe’™) no
expresaban Ogn en la aorta. Para ello se realizé un anilisis de los transcritos mediante
PCR, utilizando cebadores especificos en ratones Ogn’Apoe” y Ogn**Apoe’. El
andlisis mostré que, efectivamente, Ogn se expresa normalmente en la aorta del

ratén, pero no en la de los ratones mutantes para Ogn (Fig. 1 de Publicacién 1).

Seguidamente se examing la histomorfologia de la raiz adrtica en ratones de 18, 22 y 34
semanas de edad, estadios en los que las lesiones ateroscleréticas aparecen y aumentan
sustancialmente de tamano en el modelo de ratones Apoe-ko. Se constaté que, tanto
en los ratones Ogn’ Apoe’ como en los Ogn**Apoe™, las primeras lesiones, en forma
de acimulos de células espumosas, aparecian a las 18 semanas de edad, aumentando
de tamano a las 22 y 34 semanas, acompanadas de dilatacién de los senos valvulares
(Fig. 2A de Publicacién 1). Se compard el tamano de las lesiones entre animales Ogrn™”"
Apoe’y Ogn**Apoe’ (machos y hembras por separado) de 18 y 22 semanas, mediante
la cuantificacién de la superficie relativa de las lesiones en la zona media de los senos
valvulares y del ratio intima/media en la porcién distal de los senos. En ambos casos no
se detectaron diferencias significativas en el tamano de las lesiones entre los genotipos,

ni en machos ni en hembras (Fig. 2B, C de Publicacién 1).
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A continuacién se comparé, de manera cualitativa, la composicién de las lesiones
aterosclerdticas en los ratones Ogn”"Apoe” y Ogn*'*Apoe’™ de 18 y 22 y 34 semanas
de edad. Se examind la cantidad y localizacién de células musculares lisas, células
espumosas, leucocitos, fibras de coldgenos, glucosaminoglucanos y cristales lipidicos

(Fig. 3 de Publicacién 1). No aparecieron diferencias apreciables entre genotipos en

ninguno de los estadios estudiados.

Por ultimo, se cuantificé la incidencia y tamafno de los depésitos de calcio en el
cayado aértico de los ratones Ogn'Apoe” y Ogn*'*Apoe’™ de 22 y 34 y 52 semanas
de edad (Fig. 5 de Publicacién 1). Los primeros depdsitos, de pequeno tamafio,
aparecieron en los animales de 22 semanas de edad, multiplicando por 10 su tamafio
en las semanas sucesivas. Tanto la incidencia como la severidad de estas lesiones eran
superiores en hembras que en machos, pero no se detectaron diferencias significativas

entre animales con distinto genotipos.

Los resultados del estudio mostraban que la distribucién de los componentes celulares
y de la matriz extracelular en las lesiones ateroscleréticas de diferentes estadios era
similar en animales doble mutante y control. Ademds, el tamano de las lesiones
aumentaba de manera similar, al igual que su calcificacién. Estos resultados indican
que la progresién y la severidad de la aterosclerosis no se ven afectadas por la falta
de Ogn. Es decir, la deficiencia en Ogn no tiene efecto alguno sobre el desarrollo
arterial normal o la progresién de la aterosclerosis. Se puede concluir que Ogn es
prescindible para el desarrollo, homeostasis y patogénesis del sistema arterial, a pesar
de su abundancia en arterias normales y patolégicas y la estrecha regulacion de su
y g y g

expresion y localizacién bajo condiciones de estrés (Funderburgh et al., 1997; Beecher

et al., 2005; Williamson et al., 2008).

Una posible explicacién a esta ausencia de fenotipo puede estar en un fenémeno
de compensacién de la funcién de Ogn por otro u otros miembros de la familia
SLRP. Este fenémeno es plausible, merced a la similitud de la estructura molecular
de los SLRPs y a la comin regulacién de su transcripcién (Tasheva et al., 2004).
De hecho, un fenémeno de compensacién de este tipo parece que tiene lugar en el

tendén y la cérnea de los ratones mutantes deficientes en Fibromodulin y Decorin
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respectivamente (Svensson et al., 1999; Zhang et al., 2009). Para falsar esta hipétesis,
serfa necesario analizar la expresién de diferentes SLRPs en los ratones Ogn-ko, asi

como desarrollar ratones doble o triple mutantes, deficientes en Ogn y otro u otros

miembros de la familia SLRP.
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Publicacién 2

Unusual anatomical origins of the coronary arteries in C57BL/6
mice. Are they strain-specific?

Alejandro Lépez-Garcia, M. Teresa Soto-Navarrete, M. Carmen Ferndndez, Javier
Moncayo-Arlandi, Ana Carmen Durdn, Miguel A. Lépez-Unzu, Juan Horacio

Alonso-Briales, Borja Ferndndez

Journal of Anatomy (2016) 229(5):703-709

El objetivo principal del estudio correspondiente a la Publicacién 2 de esta tesis
consistié en elucidar si lasanomalias coronarias detectadas en los ratones pertenecientes
a la cepa C57BL/6 estdn presentes también en ratones pertenecientes a otras cepas
y en ratones salvajes o si, dentro de la especie M. Musculus, estas anomalias son
exclusivas de la cepa C57BL/6. Para ello, se realizé un estudio anatémico de las
arterias coronarias en ratones pertenecientes a diversas cepas consanguineas y no
consanguineas de ratén de laboratorio de uso comin, asi como en ratones salvajes

capturados en la naturaleza.

El estudio incluyd 597 ratones adultos pertenecientes a tres cepas consanguineas
(C57BL/6, Balb/c, DBA/2), tres cepas no consanguineas (CD1, OF1, NMRI), dos
lineas hibridas (129sv x BL/6, CD2F1) y poblaciones silvestres. El origen y curso
de los troncos coronarios se evalué mediante microscopia electrénica de barrido,
estereomicroscopia, microscopia dptica y técnicas de inyeccién-corrosién. En
particular, se estudié el origen anatémico de la arteria septal, el niimero y posicién de
los ostia coronarios y el curso de la porcién proximal de cada tronco coronario. Parte
de los especimenes examinados mediante estereomicroscopia y microscopia éptica
y los examinados mediante técnicas de inyeccidén corrosién formaban parte de un

banco de material morfoldgico conservado en el Departamento de Biologia Animal

de la Universidad de Mélaga.
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resumidos en la tabla 1 de la publicacién, en la que se detalla el ndmero e incidencia

de los distintos morfotipos coronarios analizados en los animales de cada grupo.

Los resultados dejaron patente que en el ratdn, si bien lo mds habitual es que las
arterias coronarias se originen de dos ostia coronarios, una proporcién relativamente
elevada de los animales presentaba mds de dos ostia (ostium accesorio). Algo similar
ocurrfa con la arteria septal, que normalmente se originaba de la arteria coronaria
derecha o del mismo ostium derecho (septal derecha), aunque una proporcién
relativamente elevada de los animales presentaba una arteria septal izquierda. En el
caso del ostium accesorio, su incidencia era similar en todos los grupos analizados. En
el caso de la arteria septal, la cepa C57BL/6 era la que presentaba mayor incidencia
de animales con una sola arteria septal izquierda o dos arterias septales. La mayoria
de los grupos de animales analizados mostraban una incidencia muy baja o nula
de HTO, a excepcién de la cepa consanguinea C67BL/6 con un 58% vy la linea
hibrida 129sv x BL/6 con un 40%. Los casos de arteria coronaria Gnica fueron muy
escasos, apareciendo, ademds de en un 6% de los C57BL/6, en otras tres cepas, con

incidencias entre el 1% y el 3%.

La conclusién principal de este estudio es que las anomalias coronarias o, como se
denominaron originalmente, los patrones inusuales de las arterias coronarias de los
ratones C57BL/6 no constituyen un rasgo exclusivo de esta cepa, sino que estdn
presentes en diferentes cepas o lineas de ratones de laboratorio e incluso en los
ratones silvestres. Cada poblacidn de ratén muestra una incidencia especifica de estas
anomalias coronarias. Sin embargo, la elevada incidencia de estas anomalias si puede

considerarse una caracteristica exclusiva de la cepa C57BL/6.

Los hallazgos del estudio son especialmente relevantes en dos dmbitos de la

investigacion cardiovascular.

En primer lugar, la aparicién de determinadas anomalias congénitas de las arterias
coronarias (HTO, curso intramural y arteria coronaria dnica) en diversas cepas
de ratén de laboratorio plantea la posibilidad de utilizar estas cepas como modelo

de enfermedad, para estudios de indole etiolégica. Es de resaltar que en el ratén,
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estas anomalias no parecen causar isquemia miocdrdica, como es el caso de algunos
pacientes portadores. Se plantea que esta diferencia puede ser debida a la distinta
disposicién del drbol arterial coronario en ambas especies, intramiocdrdica en ratones

y subepicdrdica en humanos.

En segundo lugar, parece evidente que la variabilidad anatémica en el origen y
curso de los troncos coronarios, especificos para cada cepa, debe tenerse en cuenta
al emprender estudios sobre el sistema coronario utilizando el ratén como modelo
animal. En particular, estos hallazgos deben tenerse en consideracién para estudios
que incluyan dos estrategias experimentales comunes en el dmbito cardiovascular:
1) generacién de ratones modificados genéticamente en los que, habitualmente, se
parte de un fondo genético hibrido; 2) modelo de oclusién quirdrgica de las arterias
coronarias en ratones, en el que se ocluye experimentalmente la porcién proximal de

un tronco coronario.

La diversa incidencia de HTO en los grupos de ratones analizados merece especial
mencién. Esta anomalia es rara en humanos, pero se asocia frecuentemente con
isquemia miocdrdica, pudiendo llegar a causar muerte stbita cardiaca (Mahowald
et al., 1986; Garcia Rinaldi et al., 1994; Basso et al., 2002). La elevada incidencia
de HTO en algunas cepas de ratones, como la cepa C57BL/6 (58 %), plantea la
posibilidad de investigar su etiologfa. A este respecto, cabe resaltar que una de las
cepas hibridas analizadas (129sv x BL/6) presentaba una incidencia inferior a la de
C57BL/6 (40 %) pero atn alta comparada con el resto de grupos analizados (entre 0
%y 16 %). Habida cuenta que la mitad del fondo genético de los ratones 129svx BL/6
proviene de la cepa C57BL/6, cabe plantearse la hipétesis de que existe un importante
componente genético en el desarrollo de HTO. Una estrategia experimental basada
en el cruzamiento de animales de cepas portadora (p.ej. C57BL/6) y no portadora

(p-¢j. Balb/c) puede ayudar a refutar esta hipétesis.

Otra conclusién de interés derivada de este estudio se refiere al origen de la arteria
septal en el ratén. A diferencia de lo que se habia descrito con anterioridad, la arteria
septal no siempre se origina de la arteria coronaria derecha o el seno aértico derecho

en esta especie (Ferndndez et al., 2008; Salto-Tellez et al., 2004; Duran et al., 1992;
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Sans-Coma etal., 1993b). En una significativa proporcién de los animales es frecuente
la presencia de dos arterias septales, una derecha y otra izquierda, o una sola arteria
septal izquierda. En el ser humano no existe una arteria septal propiamente dicha.
El septo interventricular es irrigado por ramas septales que surgen de las arterias
interventriculares anterior y posterior y penetran en el tabique interventricular (von
Lidinghausen and Ohmachi, 2001). En la especie humana, la dominancia del sistema
coronario viene determinada por el origen de la arteria descendiente posterior, que
nace del tronco coronario derecho en el 85% de los casos (dominancia derecha) y
del izquierdo en el 15% (dominancia izquierda) (Ballesteros-Acuna et al., 2007). La
importancia del conocimiento de la dominancia coronaria radica en su impacto sobre
los procedimientos quirdrgicos y hemodindmicos, en la etiologia de las arritmias
derivadas de la enfermedad coronaria y en el manejo del trauma cardiaco (Baptista
et al., 1989; Reig et al, 1993; Kalpana, 2003). Los hallazgos del presente estudio
permiten proponer al origen de la arteria septal como marcador de la dominancia,

izquierda o derecha, del drbol arterial coronario en el ratdn.
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Publicacién 3

Quadricuspid aortic valves in Syrian hamsters and their formation
according to current knowledge on valvulogenesis

Alejandro Lépez-Garcia, M. Carmen Ferndndez, Ana Carmen Durdn, Valentin Sans-

Coma, Borja Ferndndez

Japanese Journal of Veterinary Research (2015) 63(1): 37-43

El objetivo de este estudio, como se indica en el apartado II de esta memoria, es
la identificacién de vdlvulas aérticas con morfologia cuadricispide en diferentes
poblaciones de hdmster sirio, la descripcién de su anatomia y la interpretacién de su

origen embrioldgico.

Para el estudio se examind la anatomia valvular de un total de 4190 ejemplares adultos de
hdmster, delos cuales 2068 eran machosy 2122 eran hembras. Los hdmsteres pertenecian
a cuatro cepas, tres consanguineas y una no consanguinea. La cepa no consanguinea
(cepa H, n=224) es comercializada por la compafiia Charles River (Francia), mientras
que las consanguineas (cepas B, n=1525; D, n=1525 y T, n=916) fueron desarrolladas
en el propio Departamento de Biologia Animal de la Universidad de Malaga. Las cepas
D y T estdn relacionadas genealégicamente y ambas presentan una elevada incidencia
de VAB en sus respectivas poblaciones, por lo que se las ha utilizado como modelo de
esta malformacién valvular en estudios previos. La cepa B presenta una baja incidencia

de VAB y se ha usado como cepa control en estudios previos sobre esta malformacién

valvular (Ferndndez et al., 2009; Sans-Coma et al. 2012).

Aunque una parte de los animales utilizados fueron criados, sacrificados y procesados
para su estudio durante el desarrollo de esta tesis, la mayor parte de los especimenes
forman parte de un banco de material biolégico conservado en el Departamento.
Los exdmenes anatémicos se realizaron mediante estereomicroscopia y microscopia

electrénica de barrido.
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Se detectaron cuatro vélvulas cuya morfologia se ajustaba, en mayor o menor medida,
ala de una VAC. En dos casos, la morfologia cuadrictspide era incuestionable (Figs.
1A,B de Publicacién 3), mientras que en los otros dos casos, la morfologfa valvular
era semejante, pero no igual, a la de una VAC tipica (Figs. 1C,D de Publicacién
3). Para facilitar las explicaciones, a las primeras se las ha denominado VACs y a las

segundas pseudoVACs.

Los dos animales con VAC presentaban dos valvas en posicién ventral y otras dos en
posicién dorsal, siendo claramente visible el origen normal de las arterias coronarias
izquierda y derecha en los dos senos ventrales (Figs. 1A,B, 2A,B de Publicacién 3).
En uno de estos especimenes, la valva y el seno ventrales derechos eran de menor
tamafo que los ventrales izquierdos, pero mayores que los dos dorsales (Figs. 1A, 2A
de Publicacién 3). Esta morfologia no coincide con ninguno de los tipos propuestos
por Hurwitz y Roberts (1973) para las VACs humanas. En el otro especimen, las dos
valvas y senos ventrales eran de tamano similar, pero mayor que los dorsales (Figs.
1B, 2B de Publicacién 3). Esta morfologia es similar a las VACs tipo C humanas
(Hurwitz and Roberts, 1973).

Los dos animales con pseudoVAC presentaban una gran valva ventral pero con
claros indicios de dos senos bien formados, es decir, presentaban dos valvas y dos
senos ventrales anatémicamente fusionados (Figs. 1C,D, 2C,D de Publicacién 3).
Las arterias coronarias derecha e izquierda se originaban de las porciones derecha e
izquierda del seno ventral. Las dos valvas dorsales con sus respectivos senos estaban
individualizadas. Estas eran de tamano similar en un especimen (Figs. 1D, 2D de
Publicacién 3), mientras que en el otro, una de las valvas y senos eran de menor

tamafio (Figs. 1C, 2C de Publicacién 3).

Los cuatro ejemplares con VAC o pseudoVAC eran machos, tenian edades
comprendidas entre los 99 y los 348 dias y pertenecian a la misma cepa (cepa T).
En ninguno de los animales pudimos apreciar signos externos de enfermedad en el
momento del sacrificio o alguna senal que indicara patologfas influenciadas por la
anomalia valvular. En los cuatro casos la védlvula pulmonar mostraba una morfologia

normal (tricispide) y ninguno presentaba otras malformaciones cardiacas.
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El presente estudio es el primero en describir VACs en el himster sirio. Esta especie es
la Ginica en la que se han obtenido evidencias empiricas sobre el desarrollo embrionario
de esta malformacién valvular (Ferndndez et al., 1994, 1999). Estos estudios sugerian
que las VACs se forman, durante el desarrollo embrionario, por la particién de uno
de los tres primordios valvulares (cojines mesenquimdticos) en estadios iniciales de la
valvulogénesis. Esta idea difiere de las hipétesis clésicas sobre el desarrollo de la VAC
(Hurwitz and Roberts, 1973). Aunque la morfologia valvular de los embriones de
hdmster descritos por Ferndndez et al. (1994, 1999) permitia sugerir el mecanismo
patogenético citado, la ausencia de hdmsteres adultos con VAC suponia un hédndicap
para validar esta hipétesis. Los dos casos con VAC descritos en el presente estudio
constituyen una evidencia relevante para respaldarla. En ambos casos aparecen cuatro
valvas y senos, dos de los cuales, los dorsales, son de un tamano inferior a los otros dos,

lo que parece ficilmente explicable mediante el mecanismo morfogenético propuesto

por Ferndndez et al. (1994, 1999) (Fig. 3C de Publicacién 3).

A priori, la morfogénesis de las pseudoVACs descritas en este estudio no parece tan
sencilla. Aunque, siguiendo la hipétesis morfogenética propuesta, se podria pensar
en una particién parcial de uno de los primordios valvulares, dando lugar a la fusién
anatémica de dos valvas y senos en el individuo adulto, los senos que aparecen
anatémicamente fusionados en los dos casos de pesudoVACs son los portadores de las
arterias coronarias. Por lo tanto, para asumir este proceso morfogenético como causa
de las pseudoVAC:s, habria que asumir también que se ha producido una defecto en
la coronariogénesis, originindose las dos arterias coronarias de un tnico seno, cuyo
cojin se habria dividido parcialmente en dos. Sin embargo, los hallazgos sobre la
embriogénesis de otras malformaciones valvulares en el hdmster permiten formular

una hipétesis alternativa mds parsimoniosa.

Como se ha explicado en capitulo precedentes, dos de las cepas de hdmster con las
que se ha trabajado en esta tesis (cepas D y T) presentan una elevada incidencia de
VAB. Estudios previos con embriones de estas cepas demostraron que la VAB se
forma por la fusién de los primordios valvulares izquierdo y derecho en un estadio

temprano de la valvulogénesis (Sans-Coma et al., 1996). Los cuatro casos de VAC
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y pseudoVACs descritos en el presente estudio pertenecian a la cepa T. Habida
cuenta de la incidencia relativamente elevada de VAB en esta cepa (40%), existe la
misma probabilidad (40%) de que la malformacién responsable de la VAC se diera
en individuos con fusién parcial de los primordios valvulares izquierdo y derecho.
La combinacién de ambas alteraciones morfogenéticas, particién de un primordio
valvular (probablemente el dorsal) y fusién parcial de otros dos (izquierdo y derecho),

darian explicacién a los dos casos de pesudoVACs descritos.
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Ventajas y limitaciones de los modelos animales
estudiados

Los modelos animales de enfermedad son una herramienta clave para la medicina,
constituyendo una parte sustancial de las investigaciones biomédicas. La bondad
de estos modelos se basa fundamentalmente en el grado de extrapolabilidad de los
resultados a la especie humana, es decir, en la similitud entre los procesos patolégicos
que ocurren en el hombre y en el animal modelo. Las diferencias bioldgicas entre
estos procesos se denominan diferencias interespecificas, que constituyen la principal

limitacién de los modelos animales en investigacién biomédica.

Como se ha citado en el capitulo de introduccién, las diferencias entre humanos y
roedores en cuanto a la predisposicion a la aterosclerosis es un buen ejemplo de las
limitaciones interespecificas que afectan a los modelos animales de enfermedad. La
administracién de dietas hiperlipidicas a ratones de laboratorio induce la formacién
de pequenas lesiones, correspondientes a estados iniciales de la enfermedad, que
no progresan a las placas de ateroma tipicas en la especie humana, por lo que los
modelos inducidos por dietas se consideran parciales (Jawien et al., 2004; Ohashi et

al., 2004).

El desarrollo de ratones modificados genéticamente, deficientes en la ApoliporoteinaE
respondia a la necesidad de contar con modelos con mayor grado de homologia
y extrapolabilidad (Wouters K et al., 2005; Plump AS et al., 1992). Los ratones
mutantes para este gen desarrollan placas de ateroma mediante mecanismos celulares
y moleculares similares a los que tienen lugar en la enfermedad humana. Asi, este
modelo ha sido y siguen siendo de enorme utilidad, sobre todo para conocer los
factores moleculares implicados en la enfermedad. Y ello merced a la posibilidad de
desarrollar ratones dobles mutantes, deficientes en ApoliporoteinaE y otras proteinas

sobre las que se quiere testar su capacidad pro- o anti-aterogénica.

A pesar de que estd bien establecida la similitud de los procesos celulares y
moleculares que conducen al desarrollo de placas de ateroma entre el ser humano y

los ratones mutantes para ApoliporoteinaE, se debe asumir la existencia de posibles
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diferencias interespecificas. Estas limitaciones, intrinsecas de los modelos animales,
requieren una atencidn especial en modelos como los ratones Apoe-ko, en los que la
enfermedad no ocurre de manera natural en la especie modelo, sino bajo el efecto de
una modificacién genética artificial. En el caso de los ratones doble mutantes Apoe/
mime-ko, estudiados en el primer trabajo de la presente tesis, la principal limitacién
del estudio consiste en la posibilidad de que la ausencia de fenotipo asociado a la
deficiencia de mimecan constituya un efecto especifico del ratén. Es decir, cabe
la posibilidad de que mimecan tenga un papel importante en el desarrollo de la
aterosclerosis humana, aunque los ratones deficientes en esta proteina no muestren

alteraciones en el proceso aterosclerético.

En relacién a este ultimo punto, resulta de especial relevancia la hipétesis de la
compensacion genética. Como se ha comentado en la discusién de este estudio,
son frecuentes los casos de ratones mutantes en los que la ausencia de fenotipo se
debe a la compensacién de la funcién del gen defectuoso por un miembro préximo
de la misma familia génica, que cambia su patrén de expresién para compensar la
ausencia de una proteina. Para testar esta hipdtesis de la compensacién, una estrategia
experimental apropiada puede ser la generacién de ratones triple mutantes, deficientes
en Apoe, mimecan y otro gen de la familia de los SLRP que pudiera compensar la
funcién de mimencan. La aparicién de un fenotipo asociado al triple mutante, no
presente en los dobles mutantes o en los mutantes simples apoyaria esta hipdtesis.
Posiblemente, el gen que codifica para la proteina Decorina es el mejor candidato, ya
que esta proteina, perteneciente a la familia de las SLRPs, tiene una funcién relevante
en la matriz extracelular vascular y, como mimecan, también se expresa durante el

desarrollo de la aterosclerosis.

A diferencia de los modelos animales de enfermedad inducidos por modificacién
genética, los modelos animales espontdneos presentan un fenotipo que aparece de
manera natural en la poblacién. Usualmente, el fenotipo anémalo aparece cuando
se cruzan aleatoriamente animales portadores de una o varias mutaciones que
predisponen a dicho fenotipo. Se puede asumir, por lo tanto, que la etiologia del

fenotipo anémalo de los modelos espontdneos es previsiblemente similar a la humana.
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En algunas ocasiones, aunque en el modelo aparece un fenotipo anémalo similar al
humano, éste no conduce a unassituacién patoldgica, se trata de modelos de resistencia.
En el caso de los ratones con anomalias en el origen de las arterias coronarias y de
los hdmsteres con VAC presentados en las publicaciones 2 y 3 respectivamente, las
cepas afectadas constituyen modelos espontdneos, pero los animales no desarrollan
las patologias que caracterizan a estos fenotipos en la especie humana. Estos modelos
son utiles para investigar la etiologia, es decir las causas genéticas y los mecanismos de
desarrollo que conducen al fenotipo anémalo. Sin embargo, estas cepas no constituyen
modelos de enfermedad en sentido estricto, ya que no representan el desarrollo de

una patologia.

En el modelo hdmster con VAC no se han detectado casos de insuficiencia valvular,
que constituye la patologia asociada a la malformacién valvular en el ser humano
(Timperley et al., 2002; Tutarel et al., 2004, Jagannath et al., 2011). Sin embargo, no
se han realizado estudios especificos para determinar la funcionalidad valvular. Cabe
la posibilidad de que los animales afectos presenten cierto grado de insuficiencia
valvular, que no represente una merma para el estado fisico general del animal,
pasando esta patologia inadvertida. Por otra parte, la insuficiencia valvular asociada a
la VAC humana tiene lugar de manera progresiva, por lo que la funcién cardiaca se ve
comprometida con la edad de los pacientes. Habida cuenta que la esperanza media de
vida del hdmster no supera los tres afos, cabe especular que los animales portadores
de VAC no desarrollan una patologia cardiaca porque no alcanzan la edad suficiente

para que se inicie la disfuncién valvular.

En el modelo de ratones con anomalias congénitas de las arterias coronarias, el
fenotipo anémalo tampoco conduce a defectos en la irrigacién coronaria, como
ocurre en una proporcién de los pacientes afectos (Corrado et al., 1992, 2005;
Kauferstein et al., 2008; Montagnana et al., 2008). En humanos, algunas anomalias
coronarias, presentes en la cepa de ratones afecta, se asocian a muerte stbita cardiaca.
En estos casos, la muerte sibita es consecuencia de una isquemia severa derivada de
una obstruccién significativa del flujo sanguineo coronario. La obstruccién resulta

de la compresién de la pared de la arteria coronaria, causada por su origen o curso
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anémalo. En las cepas de ratones afectos, sin embargo, no parece haber casos de
muerte stbita cardiaca, ya que no se han detectado muertes espontdneas, ni presentan
una esperanza de vida diferente a la normal. Una posible explicacién a la ausencia
de patologia asociada al fenotipo anémalo en el modelo murino puede estar en la
diferente disposicién anatémica de las arterias coronarias de los roedores. En éstos,
las arterias coronarias tienen un curso intramiocdrdico, a diferencia de los humanos,
que presentan arterias coronarias subepicardicas (Duran AC et al., 1992). Es posible
que la fisiologia coronaria de los roedores cuente con mecanismos especificos para
evitar los efectos de compresién derivados de la anatomia coronaria intramiocdrdica.
Estos mecanismos podrian evitar también los efectos de compresién en los troncos
coronarios con origen o curso anémalo. Esto explicarfa la ausencia de patologia
asociada las anomalias coronarias en el ratén y también la incidencia relativamente

elevada de estas anomalias en algunas cepas de ratones de laboratorio.

La cepa de hdmsteres con VAC vy las cepas de ratones con anomalias coronarias
constituyen, por tanto, modelos relevantes para el estudio de la etiologia de
anomalias congénitas valvulares y coronarias, aunque no de sus patologias asociadas.
En el primer caso, el estudio de la anatomia de las vilvulas adrticas con diseno
cuadrictispide ha permitido reinterpretar los resultados de indole embriol6gico
obtenidos previamente con este mismo modelo. Estos resultados permiten plantear
nuevas hipdtesis de trabajo para continuar la investigacién sobre la etiologia de la
VAC, con el objetivo de conocer los factores genético y mecanismos morfogenéticos
implicados. Sin embargo, la escasa incidencia de este tipo de malformaciones
valvulares en la cepa afecta (inferior al 0,1 %) hace poco viable la continuacién de
esta investigaciéon. Respecto a las anomalias congénitas en el origen de las arterias
coronarias, el estudio correspondiente a la publicacién 2 de la presente tesis indica
que la cepa C57BL/6 presenta una incidencia relativamente elevada de dos anomalias
coronarias con relevancia clinica, ya que pueden causar muerte sdbita cardiaca en
la especie humana. Se trata de la coronaria tnica y del HTO. Si bien la primera
aparece tan solo en un 6% de los individuos de la cepa C57BL/6, la segunda ocurre
con una incidencia bastante mayor, casi el 60%, lo que posibilita plantear estrategias

experimentales destinadas a identificar los mecanismos morfogenéticos y moleculares
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responsables de su desarrollo. Se pueden plantear dos estrategias en los dmbitos de la
embriologfa y de la genética. Para la primera, se puede plantear el estudio comparado
de la coronariogénesis, en particular de los procesos morfogenéticos que conducen
a la formacién de los principales troncos coronarios, en embriones de ratén de la
cepa afecta (C57BL/6) y de una cepa no afecta como control, por ejemplo Balb/c,
en la que no se han detectado casos de coronaria tinica 0 HTO. Para la segunda, se
puede plantear la bisqueda e identificacién de mutaciones causales, y ello merced a
los recursos metodoldgicos e informacién del cédigo genético de cepas de ratén con
los que se cuenta hoy en dia. En particular, existen bases de datos con las secuencias
genéticas de las cepas de ratones de laboratorio de uso mds frecuente (brp://www.
informatics.jax.org/). Esta informacién permitirfa desarrollar estrategias de rastreo
genético, como las que se emplean en estudios de ligamiento genético utilizando
SNPs o microsatélites, para la identificacién de mutaciones causales de HTO. Estas
estrategias se aplican idealmente a caracteres con una transmisién hereditaria simple,
en individuos hibridos derivados de cruzamientos entre portadores y no portadores
del caricter. En el caso del HTO, los estudios m4ds recientes con el modelo de ratones
C57BL/6 indica que el cardcter segrega siguiendo un patrén de herencia simple
(Ferndndez et al., 2015). Ya estd en curso un estudio de ligamiento genético con

microsatélites para identificar el gen causal.
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Conclusiones finales

La ausencia de Osteoglicina en el ratén no afecta al desarrollo o a la homeostasis

del sistema arterial, ni altera la progresién de la aterosclerosis.

La ausencia de Osteoglicina no altera la composicién de la placa de ateroma
ni su calcificacién, a pesar de la participacién de esta glicoproteina en la

fibrillogénesis del coldgeno y en la osteogénesis.

La ausencia de fenotipo vascular en los ratones deficientes en Osteoglicina

puede explicarse por un mecanismo de compensacién por otros miembros de

la familia de las SLRP.

Las condiciones anatémicas de las arterias coronarias previamente detectadas
en la cepa de ratén C57BL/6, a excepcién del ostium en forma de seno, no
son exclusivas de esta cepa, sino que estdn presentes en diversas poblaciones de

ratones, apareciendo en combinaciones y con incidencias variables.

Algunas cepas de ratén de laboratorio pueden servir como modelo para
investigar la etiologia de las anomalias congénitas de las arterias coronarias,

algunas de gran relevancia clinica por causar muerte stbita.

Las diferencias intra-especificas del ratén de laboratorio en cuanto a la anatomia
de las arterias coronarias deben tenerse en cuenta para los experimentos de
oclusién experimental de las arterias coronarias y para los estudios sobre
la coronariogénesis, especialmente cuando se usan animales modificados

genéticamente con fondos genéticos hibridos.

En el modelo de hdmsteres con védlvula aértica bicispide aparecen también
individuos con vélvula adrtica cuadricispide, aunque con una incidencia baja,

con una anatomia valvular similar a la humana.

La vilvula adrtica cuadricispide puede formarse por un mecanismo

embrionario de particién de los primordios valvulares en el comienzo del
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proceso valvulogenético.La combinacién de los procesos de particién y fusién
de los primordios, este ultimo responsable de la formacién de vélvulas adrticas
bicuspides, puede dar lugar a diferentes malformaciones valvulares que hemos

denominado pseudo-cuadrictspides.

En el hdmster sirio, la vdlvula aértica cuadricispide no parece causar
complicaciones clinicas relevantes (insuficiencia cardiaca), como ocurre en

otros modelos animales y en humanos.
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Publicaciones

Osteoglycin deficiency does not affect aterosclerosis in
mice

Javier Moncayo-Arlandi, Alejandro Lépez-Garcia, M. Carmen Ferndndez, Ana

Carmen Duridn, Borja Fernindez

(2014) Atherosclerosis 237 418-425 DOI:10.1016/j.atherosclerosis.2014.09.016

Abstract

The small leucine-rich proteoglycan Osteoglycin/Mimecan (OGN) is a component
of the extracellular matrix, where it regulates collagen fibrillogenesis and cytokine
availability. OGN is abun-dant in normal vessels and in atherosclerotic and restenotic
lesions of rat, rabbit and human arteries. Osteoglycin-null mice show alterations
in the thickness of collagen fibers of the cornea and the skin. In this work, we
inspect the possible involvement of OGN in the atherosclerosis progression using
a double knockout mouse model. Methods: In order to examine the progression of
atherosclerosis in the absence of OGN, we developed double Apoe and Ogn knockout
mice and performed a comparative histo-morphological and immunofluorescence
study of the atherosclerotic lesions of Apoe / Ogn / and Apoe / Ognp/p mice.
Results: We demonstrate the presence of Ogn transcript in the aorta of wildtype
mice, its absence in Ogn / mice, and the normal histomorphology of arteries of Ogn
/ mice. The composition of the extracellular matrix and also the cellular content
and distribution were similar in atherosclerotic lesions of Apoe / Ogn / and Apoe /
Ognp/p mice. Quantification of the lesion size revealed no signifi-cant differences
between double and single knockout mice. The incidence, size and distribution of
cal-cium deposits were similar in both groups of mice. Conclusions: The lack of
the proteoglycan OGN does not affect the progression of atherosclerosis in mice.
Possible causes for the absence of phenotype in the Apoe/Ogn double mutants are

discussed.
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Unusual anatomical origins of the coronary arteries in

C57BL/6 mice. Are they strain specific?

Alejandro Lépez-Garcia, M. Teresa Soto-Navarrete, M. Carmen Ferndndez,
Javier Moncayo-Arlandi, Ana Carmen Durdn, Miguel A. Lépez-Unzu, Juan H.

Alonso-Briales, Borja Fernindez

(2014) Journal of Anatomy 229(5):418-425. DOI: 10.1111/joa.12512

Abstract

A previous manuscript [Ferndndez B, et al. (2008) J Anat 212, 12] reported on
the unusual coronary artery patterns in mice belonging to the C57BL/6 strain.
The aim here was to elucidate whether this pattern is unique to C57BL/6 mice or
appears in other laboratory mouse strains and in wild-living mice. Stereomicroscopy,
scanning electron microscopy, light microscopy and a corrosion cast technique were
used to examine 597 adult mice belonging to three inbred strains (C57BL/6, Balb/c,
DBA/2), three outbred stocks (CD1, OF1, NMRI) two hybrid lines (129sv x BL/6,
CD2F1) and wild mice. It was shown that lock-like ostium is an exclusive trait of
C57BL/6 mice, whereas left septal artery, accessory ostium, high take-off, intramural
course and solitary ostium in aorta are all present in the different laboratory strains
and wild mice included in the present study. However, each mouse population shows
a specific incidence of these coronary conditions. Several clinically relevant human
coronary artery anomalies are present in healthy mice from different strains that may
serve as animal models for humans. These results should be taken into consideration
in research concerning the murine coronary system, especially in coronary artery
occlusion experiments and in studies on cardiovascular developmental biology using

murine mutant lines.
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Quadricuspid aortic valves in Syrian hamsters and
their formation according to current knowledge on
valvulogenesis

Alejandro Lépez-Garcia, M. Carmen Ferndndez, Ana Carmen Durdn, Valentin

Sans-Coma, Borja Ferndndez

(2015) Japanese Journal of Veterinary Research 63(1):37- 43. PMID: 25854086

Abstract

Occurrence of quadricuspid aortic valves has been reported in humans, in nine
dogs and in a greater white-toothed shrew. Moreover, two cases of developing aortic
valves with four anticipated leaflets have been described in Syrian hamster embryos.
Currently, however, no case of quadricuspid aortic valve in adult hamsters has been
recorded. The aim here is to present four adults of this rodent species, two of them
with unequivocally quadricuspid aortic valves and the other two with quadricuspid-
like aortic valves. The four anomalous aortic valves were detected among 4,190 Syrian
hamsters examined in our laboratory, representing an incidence of 0.09%. None
of the affected hamsters showed apparent signs of disease. The present findings are
considered on the light of current empirical knowledge about the morphogenesis of
quadricuspid and bicuspid aortic and pulmonary valves. Quadricuspid aortic valves
result from the partition of one of the normal mesenchymal cushions which normally
give rise to normal (tricuspid) valves, while quadricuspid-like valves might be the
product of a combined mechanism of fusion and partition of the cushions at the
onset of the valvulogenesis. The presence of aortic valves with four leaflets in ancient
mammalian lineages such as insectivors and rodents suggest that quadricuspid aortic
valves, although showing almost certainly a low incidence, may be widespread among

the different groups of mammals, including domestic animals.
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