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Trazar la historia celular de la morfogénesis embrio-
naria de un sistema complejo como el cardiovascular es
uno de los mayores retos planteados en biologia del de-
sarrollo. Para ello es necesario describir las relaciones de
linaje entre las células del 6rgano en distintos estadios,
definir los cambios topoldgicos que experimentan los te-
jidos durante la morfogénesis y establecer las interaccio-
nes entre células de las distintas estructuras.

Por otro lado y a pesar de las grandes expectativas ge-
neradas en el area de la medicina regenerativa, los avan-
ces en la reparacion del sistema cardiovascular son muy
limitados.

Recientes descubrimientos apuntan hacia un papel del
epicardio durante la regeneracion cardiaca, si bien se
desconoce si actia como fuente de sefales o de proge-
nitores durante este proceso. Conocer el origen, la diver-
sificacion y el potencial de las células epicardicas durante
el desarrollo, la homeostasis y en situaciones patolégicas
es el objetivo prioritario tanto para el conocimiento basi-
co como para el disefio de terapias celulares eficaces. El
objetivo de este articulo es aportar una vision general de
los métodos de trazado de linaje clasicos, su potencial
y limitaciones, asi como presentar metodologias novedo-
sas para el estudio del origen y diferenciacién del epicar-
dio y de su papel en regeneracion cardiaca.

Palabras clave: Corazon. Trazado de linaje. Epicardio.
Desarrollo. Regeneracion.

Lineage Tracing of Epicardial Cells During
Development and Regeneration

Tracing the history of individual cells during embryonic
morphogenesis in a structure as complex as the
cardiovascular system is one of the major challenges
of developmental biology. It involves determining the
relationships between the various lineages of cells forming
an organ at different stages, describing the topological
rearrangements tissues undergo during morphogenesis,
and characterizingthe interactions between cellsin different
structures. However, despite the great expectations raised
in the field of regenerative medicine, only limited progress
has been made in using regenerative therapy to repair the
cardiovascular system. Recent research has highlighted
the role of the epicardium during cardiac regeneration,
but it is still unclear whether it is important for molecular
signaling or acts as a source of progenitor cells during
this process. Consequently, increasing knowledge about
the origin, diversification and potential of epicardial
cells during development and homeostasis and under
pathological conditions is of fundamental importance
both for basic research and for the development of
effective cellular therapies. The aims of this article were
to provide a general overview of the classical techniques
used for tracing cell lineages, including their potential and
limitations, and to describe novel techniques for studying
the origin and differentiation of the epicardium and its role
in cardiac regeneration.
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DESARROLLO CARDIACO Y ORIGEN
DEL EPICARDIO

El corazén de los vertebrados es un érgano pulsa-
til complejo, cuyo correcto funcionamiento es esen-
cial para el desarrollo y mantenimiento de la vida
del animal, incluso en etapas embrionarias tem-
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pranas en que su estructura y composicion difieren
profundamente respecto a su organizacion definiti-
va. Su estructuracién en camaras —que responde,
en esencia, a la necesidad de recibir la sangre y pro-
pulsarla, minimizando el flujo retrogrado— difiere
entre grupos y constituye una importante adapta-
cion hacia la mejora de la eficiencia mecanica, lo
que resulta en un gran avance en comparacion con
las bombas impulsoras lineales o vasos peristalti-
cos de otros cordados'. A pesar de estas diferencias
estructurales, en todos los vertebrados el corazén
consta de una pared muscular miocardica de grosor
variable, tapizada internamente por una cubierta de
células endocardicas y externamente por el epicar-
dio.



ABREVIATURAS

4-OHT: 4-hidroxitamoxifeno.

CDEP: células derivadas de epicardio.

CreER™: Cre recombinasa inducible por
tamoxifeno.

EYFP: enhanced yellow fluorescent protein (pro-
teina amarilla fluorescente mejorada).

PE: proepicardio.

Desde el punto de vista ontogénico, el corazén de
los vertebrados esta constituido principalmente por
tejido mesodérmico, originado durante la gastrula-
cion con la ingresion de células a partir del epiblas-
to y su posterior migracion anterolateral para dar
lugar a los campos precardiacos bilaterales®. Debi-
do a las fuerzas mecanicas originadas por el cierre
del portal intestinal anterior y el plegamiento gene-
ral del embrion, los campos bilaterales se mueven
hacia la linea media, donde se reuniran para dar lu-
gar a un tubo cardiaco primitivo nico constituido
por una capa interna de células endocardicas tapi-
zada externamente por una capa de células miocar-
dicas. Hasta finales de la década de los sesenta se
considerdé que practicamente todas las estructuras
presentes en el corazén adulto derivaban del tubo
cardiaco primitivo®. Sin embargo, varios estudios
han demostrado que las células que componen el
corazon derivan de dos campos de precursores car-
diacos reclutados secuencialmente durante el desa-
rrollo. Las células que componen el tubo cardiaco
primitivo dan lugar al ventriculo izquierdo y los
atrios, mientras que el ventriculo derecho y el tracto
de salida derivan de mesodermo pericardico, que se
afiade al tubo cardiaco por medio de sus polos arte-
rial y venoso*. Ademas del mesodermo pericardico,
las células de la cresta neural también contribuyen a
la formacioén del corazén, que dan lugar al musculo
liso de los grandes vasos, participan en la septacion
del tracto de salida y actiian de forma paracrina so-
bre algunas poblaciones de miocardiocitos.

Como se ha mencionado anteriormente, el mio-
cardio estd recubierto de una capa epitelial deno-
minada epicardio. Entre el epicardio y el miocardio
se establece el espacio subepicardico, rico en matriz
extracelular, donde tendra lugar la aparicion de la
vasculatura coronaria, uno de los eventos mas tar-
dios en el desarrollo cardiaco. Durante la forma-
cion de la vasculatura coronaria se desarrolla un
plexo vascular arterial y venoso que se conectara
posteriormente a la aorta proximal y al atrio dere-
cho respectivamente. El epicardio, el mesénquima y
los vasos coronarios del subepicardio y vasos intra-
murales se consideraron clasicamente derivados del
miocardio primitivo —denotado en origen como
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epimiocardio, una mezcla de miocardiocitos y célu-
las indiferenciadas®—. Aunque se habia apuntado a
que el epicardio procedia de una fuente mesenqui-
matica extracardiaca, situada cerca del tracto de en-
trada y que seria capaz de migrar sobre la superficie
del corazon®, la idea paso inadvertida hasta que un
detallado estudio del tubo cardiaco primitivo del
embrion de pollo demostr6 la ausencia de células
indiferenciadas y evidencio las diferencias citologi-
cas entre miocardio y epicardio primitivo’.

La mayor parte del epicardio deriva de una es-
tructura transitoria denominada proepicardio (PE),
que se desarrolla a partir de células del mesotelio
celomico a nivel del tracto de entrada®'2. En el em-
brion de las aves, el PE presenta una estructura en
«racimo de uvas» estimada en no mas de 200 célu-
las (fig. 1A). Si bien la mayor parte del epicardio
deriva del PE, una pequefia porcion que abarca el
tracto de salida mas distal se origina a partir del pe-
ricardio cefalico'®!*. Experimentos recientes de tra-
zado de linaje han mostrado que el PE deriva de la
fuente precursora comun que genera la mayoria de
los tipos celulares del corazén y que, por lo tanto,
no representa realmente una estructura extracar-
diaca. Los precursores cardiacos tempranos pue-
den ser reconocidos por la expresion de los factores
de transcripcion Nkx2.5 e Isll. Las células del PE
derivan de una poblacion Nkx2.5*Is/I*, si bien no
expresan estos genes'>!®. Adicionalmente, estudios
de falta de funcion han demostrado que el PE no se
forma correctamente en los ratones mutantes que
carecen de Nkx2.5, mientras que Is// no parece ser
esencial para el desarrollo epicardico’®.

La especificaciéon de células del mesodermo pe-
ricardico hacia el linaje proepicardico en el tracto
de entrada parece estar controlada por la accion
opuesta de FGF?2 (fibroblast growth factor 2, factor
de crecimiento de fibroblastos) y BMP2 (bone mor-
phogenetic protein 2, proteina morfogénica Osea)'’.
El miocardio del tracto de entrada expresa BMP2,
que induce la diferenciacion hacia miocardiocitos
sobre el mesénquima pericardico, mientras que las
células proepicardicas expresan FGF2. La inhibi-
cion experimental de la sefializacion mediada por
FGF2 bloquea la formacién del PE, de forma que
las células pericardicas se incorporan al tracto de
entrada (fig. 1A’). Este modelo de especificacion
evidencia la plasticidad y potencialidad del meso-
dermo pericardico para dar lugar a componentes
miocardicos y no miocardicos del corazéon. No obs-
tante, no se ha determinado hasta la fecha si este
mesénquima representa una poblacién bipotencial
(en el que una misma célula es capaz de generar
miocardio y epicardio) o si alberga dos poblaciones
separadas.

Algunos genes expresados de forma temprana
en el PE incluyen los que codifican para la retinal-
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Fig. 1. Representacion esquematica del desarrollo del epicardio y de la generacion de las células derivadas de epicardio (CDEP). A: vista lateral de la porcion
anterior de un embrion de pollo que muestra la localizacion del proepicardio (PE) proxima al tracto de entrada (TE) del corazdn. El tubo cardiaco se representa
en rojo (adaptado de Pérez-Pomares et al, 2002)*'. A’: la sefializacion mediada por FGF2 (azul) es esencial para la especificacion del linaje proepicardico (fle-
cha violeta) y contrarresta la sefializacion de BMP2 (verde), que dirige la diferenciacion del mesodermo pericardico hacia miocardiocitos del TE (flecha roja).
A’ la expresion de Thx78y de Wt1 puede ser detectada en el proepicardio (violeta). B: en los embriones de aves, la adhesion del PE (violeta) a la superficie
del miocardio (rojo) permite la transferencia de las células proepicardicas al tubo cardiaco. B’: en el raton y la pintarroja, se ha sugerido que agregados de células
proepicardicas se liberan a la cavidad pericardica y progresivamente se adhieren a la pared del miocardio. C: algunas células del epicardio primitivo experimentan
un proceso de transicion epitelio-mesénquima (TEM) y se acumulan en el espacio subepicardico o migran en el interior de la pared miocardica y se diferencian
en células endoteliales, fibroblastos o musculo liso. Estos procesos estan controlados de forma autocrina o paracrina (flechas negras discontinuas) por factores

expresados por el epicardio, las CDEP o el miocardio. El epicardio también influye en la proliferacion de la pared miocardica (flecha negra).
A: auricula; CDEP: células derivadas de epicardio; mes per: mesénquima pericardico; M o mio: miocardio; TS: tracto de salida; V: ventriculo.

dehido-deshidrogenasa 2 ( Raldh2)'®', el factor de
transcripcion T-box 18 (Thx18)**?' o la proteina
del tumor de Wilm (Wt )>>> (fig. 1A”). No obs-
tante, ninguno de estos genes se expresa exclusiva-
mente en el PE o en el epicardio primitivo. La pér-
dida de funcion de Raldh2, la enzima principal en
la sintesis de acido retinoico (AR) conlleva graves
malformaciones cardiacas. La inactivacion del re-
ceptor de retinoico RXRa en el PE en mutantes nu-
los y en mutantes condicionales afecta gravemente
al desarrollo epicardico®*?’. Ademas de en el epicar-
dio, Thx18 se expresa en la pared celémica del peri-
cardio y parte del miocardio del tracto de entrada.
La ausencia de Thx18 afecta al desarrollo y la espe-
cificacion de esta region, sin que se haya obtenido
hasta la fecha evidencia de su papel bioldgico en la
formacion del epicardio®. La expresion de Wil en
la region cardiaca puede ser detectada inicialmente
en las células mesoteliales que tapizan la cavidad
pericardica y posteriormente en el PE y el epicardio
primitivo?>?*, Los ratones mutantes para WtI mues-
tran defectos cardiovasculares letales, especialmente
relacionados con el epicardio, su funcién sefializado-
ra y la formacion de sus derivados? .

Las células proepicardicas se adhieren a la super-
ficie del corazon a la altura del canal auriculoventri-
cular y del tracto de entrada y forman una envuelta
epitelial que se conoce como epicardio primitivo.
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Aunque el mecanismo de translocacion de estas cé-
lulas a la superficie del miocardio parece variar en-
tre diferentes modelos animales (fig. 1B y B’), en el
embrién de las aves la union del PE a la superficie
del miocardio del canal auriculoventricular per-
mite la transferencia de las células proepicardicas
al corazon™-32, Esta adhesion preferencial a deter-
minadas areas (conservada evolutivamente, inde-
pendientemente de la modalidad de transferencia)
parece radicar en la acumulaciéon de matriz extra-
celular en la superficie miocardica, dado que el tra-
tamiento con algunas proteasas impide la unién del
PE a la superficie ventricular’'. Por el contrario, en
un modelo de elasmobranquios (la pintarroja) y un
modelo de mamiferos (el raton) el PE libera agre-
gados de células que se desprenden y se adhieren
progresivamente a la superficic miocardica’>*. Se
ha propuesto que este fenomeno esta dirigido por el
latido cardiaco, que podria promover la unién y la
separacion alternas entre el PE y la pared miocardi-
ca, lo que da lugar a la formacién de agregados que
permanecen adheridos a la superficie del tubo car-
diaco o que quedan temporalmente libres en la ca-
vidad pericardica hasta su posterior reasociacion®.
No obstante, no se puede excluir la posibilidad de
que ambos mecanismos coexistan en algunas espe-
cies. Por otra parte, no se descarta que otros meca-
nismos puedan estar involucrados en este proceso,



dado que en el ajolote mutante letal, que carece de
latido cardiaco, las células proepicardicas se ad-
hieren al miocardio, si bien su migracién sobre la
superficie miocardica parece estar comprometida’®.
Se ha propuesto que el factor de transcripcion 7hx5
puede controlar la migracion de las células epicardi-
cas, dado que en los estudios de ganancia y pérdida
de funcion se ven afectadas la migracion y la super-
vivencia de las células PEY.

Algunas células epicardicas sufren una transicion
epitelio-mesénquima (TEM) y delaminan del epicar-
dio primitivo para invadir el espacio subepicardico®®
(fig. 1C). Un estudio reciente ha aportado evidencias
moleculares de la implicacion de Wtl en el control
transcripcional directo de genes clave en la inicia-
cion de la TEM vy, por lo tanto, en la formacién de
los derivados epicardicos®. Algunas de las células
derivadas de epicardio (CDEP) permanecen como
células mesenquimaticas en el espacio subepicardico,
mientras que otras migran entre los miocardiocitos,
y en determinadas localizaciones llegan a alcanzar el
espacio subendocardico. La generacion de las CDEP
por medio de la TEM, su migracién y diferenciacion
parecen estar controladas fundamentalmente por
sefiales paracrinas que provienen del miocardio®.
Aunque se trata de un aspecto controvertido, como
se discutird posteriormente, en general se acepta que
in vivo las CDEP dan lugar a endotelio y musculo
liso de la vasculatura coronaria y los fibroblastos in-
tersticiales, y contribuyen a la formacion de las val-
vulas y el anillo fibroso auriculoventricular, y se ha
hipotetizado acerca de su potencial para diferenciar-
se en miocardiocitos.

EL EPICARDIO COMO FUENTE DE SENALES

Diferentes experimentos con embriones de pollo
en los que se elimino el PE o se impidi6 su adhe-
sion al miocardio han demostrado que el correc-
to desarrollo del miocardio requiere la presencia
del epicardio. En su ausencia, el crecimiento de la
capa compacta del miocardio no progresa, y se ven
comprometidos el desarrollo de las valvulas auricu-
loventriculares y el septo interventricular'##-#, El
desarrollo de un epicardio defectuoso conlleva la
aparicion de protrusiones del miocardio ventricular,
lo que indica que el epicardio controla las propieda-
des mecanicas pasivas de la pared miocardica®. No-
tablemente, los efectos de la ablacidén proepicardica
en el embrion de ave son similares al fenotipo del
raton mutante para el gen Wtl, que presenta una
capa compacta miocardica muy fina, un desarrollo
anomalo de las valvulas auriculoventriculares, una
septacion interventricular incompleta y ausencia de
vasos coronarios y otros derivados epicardicos?”?.

En los tltimos anos se ha acumulado un impor-
tante cuerpo de evidencias que soporta la nocion
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de una senalizacion paracrina desde el epicardio al
miocardio en desarrollo que involucra moléculas
como el AR o diferentes FGF. Adicionalmente, se
ha demostrado recientemente que los fibroblastos
intermiocardicos, que son, al menos parcialmente,
derivados epicardicos, promueven la proliferacion
del miocardio durante el desarrollo cardiaco*.

EPICARDIO Y REGENERACION CARDIACA

El papel del epicardio durante la regeneracion
miocardica ha atraido un interés creciente en la co-
munidad cientifica en los ultimos afios. En el mo-
delo de regeneracion del pez cebra, la reseccion
del apex ventricular (hasta un 20% del ventriculo)
se repara completamente por un recrecimiento de
la region amputada, incluidos el miocardio, el teji-
do endocardico y la vasculatura coronaria®. Se ha
apuntado a que el epicardio tiene un papel impor-
tante durante la regeneracion del corazén del pez
cebra. La amputacion del apex induce una fuer-
te expresion de marcadores epicardicos, y células
precursoras endoteliales se acumulan en el sitio de
amputacion® (fig. 2A). Hasta la fecha, se descono-
ce si el epicardio contribuye exclusivamente de una
forma paracrina, estimulando la proliferacion mio-
cardica o como una fuente de células, proveyendo
CDEP que se incorporan a la pared miocardica.
Estudios del epicardio en el pez cebra indican que
las CDEP se incorporan al corazon adulto no sélo
durante la regeneracidn, sino que participan en su
crecimiento continuo, dado que se ha descrito una
expresion muy intensa de marcadores epicardicos
durante el crecimiento rapido en adultos¥. La im-
plicacion del epicardio durante los procesos rege-
nerativos parece no ser unica de los teledsteos. La
induccion de un infarto de miocardio en ratones
eleva notablemente la expresion de los marcadores
Thx18, Wtly Raldh2 en el epicardio®* (fig. 2B) y
la marcacioén lentiviral de células epicardicas indica
una participacion de CDEP en la regeneracion del
miocardio dafiado que contribuye a la formacion
de miocardiocitos (fig. 2C). Ademas, se han detec-
tado células positivas para los marcadores de célu-
las madre c-kit y CD34 en el espacio subepicardico
de corazones fetales o adultos humanos®. En cul-
tivo, estas células expresan marcadores propios de
miocardiocitos, células endoteliales y células mus-
culares lisas en el caso de explantes murinos, y de
células musculares lisas en el caso de muestras de
corazones humanos® (fig. 2D). En un estudio re-
ciente, el trasplante de CDEP humanas en el cora-
zon de ratones tras una oclusion coronaria resulto
en una mejora significativa de la funcion cardiaca:
esto demostré que hay un potencial terapéutico ge-
nuino de las CDEP en la restauracién de la funcion
cardiaca tras un infarto de miocardio’?, si bien se
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Fig. 2. Papel del epicardio durante la regenera-
cion cardiaca. A: la reseccion del apex ventricular
(linea azul) promueve la reexpresion de factores
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de transcripcion caracteristicos del desarrollo del
epicardio en la superficie del corazén adulto en
pez cebra (linea violeta). B: la generacion de un
dafio isquémico en corazon de raton adulto indu-
ce la reexpresion de Tbx18, Raldh2y Wt1 en una
subpoblacion de células epicardicas o en sus de-
rivados (linea violeta discontinua; véase detalle).
C: el trazado lentiviral de las células del epicardio
adulto mediante la expresion de GFP (verde) indica
la contribucion del epicardio a la regeneracion del

@ miocardio tras un dafio isquémico inducido (véase

Musculo

oo detalle). D: potencialidad in vitro de células epicar-

dicas humanas c-kit-/CD34*. A: auricula; ai: area
infartada; BA: bulbo arterioso; dpa: dias tras la
amputacion; enc: endocardio; epi: epicardio; mio:
miocardio; pa: plano de amputacion; V: ventriculo.

desconoce el tipo celular al que dieron lugar o si su
efecto fue exclusivamente paracrino.

Dada su posible aplicacion terapéutica para el
tratamiento del infarto de miocardio, se estan rea-
lizando numerosos estudios para la reactivacion
del epicardio y la induccion de la TEM. Reciente-
mente se ha descrito el efecto de diferentes molé-
culas en la migracion y proliferacion del epicardio
y las CDEP. La administracion de timosina 4 in-
duce la reexpresion de marcadores epicardicos em-
brionarios y favorece la formacion de capilares en
la zona borde del infarto en ratones adultos tras la
ligacion de una arteria coronaria®. Actualmente se
esta investigando el efecto de la administracién de
FGF y VEGF (factor de crecimiento del endotelio
vascular, vascular endothelial growth factor) en la
angiogénesis después de un dafio miocardico de is-
quemia-reperfusion®. Resulta esencial, en virtud de
todo ello, comprender el linaje de las CDEP duran-
te el desarrollo y la regeneracion a fin de esclarecer
su potencial real y conocer las sefiales que permiten
su diferenciacion a distintos tipos celulares. A con-
tinuacion se detallan los distintos abordajes experi-
mentales utilizados hasta la fecha para estudiar el
destino de CDEP y se discuten los resultados obte-
nidos. Ademas, se presentan técnicas alternativas
para el estudio del linaje epicardico que ayudaran a
esclarecer su importancia durante el desarrollo y la
regeneracion.
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METODOS DE TRAZADO DE LINAJE

Los estudios de trazado de linaje permiten en-
tender los procesos de morfogénesis y proporcio-
nan informacion sobre las relaciones genealdgicas
de células dentro de una estructura. El estudio del
trazado de linaje se puede realizar mediante el aisla-
miento de células precursoras y su cultivo in vitro o
mediante su trazado in vivo.

En biologia del desarrollo se ha usado clasica-
mente el sistema de quimerizacion heteroespecifica
codorniz-pollo para estudiar el linaje de distintos
tipos celulares durante la organogénesis in ovo.
Esta técnica se basa en el trasplante de tejido de
un embrién de codorniz (donante) a un embrion
de pollo (aceptor). Las células del donante se pue-
den reconocer posteriormente mediante el empleo
de anticuerpos especificos que reconocen antige-
nos propios de la codorniz ausentes en el pollo, y
asi estudiar su contribucién durante el desarrollo
de un 6rgano determinado. Alternativamente, se
puede realizar la marcacion celular mediante el
uso de agentes fluorescentes lipofilos, como la car-
bocianina Dil, que se incorporan a la membrana
de la célula y permiten su seguimiento durante un
corto periodo del desarrollo del animal. Otra téc-
nica usada frecuentemente en aves es la marcacion
con retrovirus defectivos en replicacién que portan
una construccion reporter LacZ. Esta estrategia



permite determinar el destino final de las células
infectadas mediante tincion con el sustrato de la
enzima betagalactosidasa (codificada en el genoma
viral), que produce un precipitado coloreado. Si
este experimento se realiza usando un titulo viral
bajo, se obtiene un nimero de clones que, con una
alta probabilidad, descienden de una tunica célula
infectada, permitiendo el estudio de la pluripoten-
cialidad de una célula precursora y el momento de
su especificacion de linaje>.

En el raton, la técnica de trazado de linaje usa-
da con mas frecuencia®®"’ se basa en la tecnologia
Cre-loxP. La proteina Cre es una recombinasa de
la superfamilia de las integrasas A originalmente
presente en el bacteriofago P1 de Escherichia coli.
Aunque se trate de una enzima viral, se ha demos-
trado que funciona eficientemente en células eu-
cariontes®®. Junto con la transgénesis y el gene tar-
geting son una herramienta muy importante para
la investigacion genética en el ratdon, que permite
desarrollar, por ejemplo, modelos de ganancia o
pérdida de funcion condicional. Las proteinas Cre
reconocen unas secuencias diana en el ADN, deno-
minadas /oxP. Estas secuencias tienen una estruc-
tura unica palindrémica repetida a ambos lados de
una secuencia central. La asimetria de la secuencia
central les confiere una orientaciéon. Las dos dia-
nas loxP presentes en diferentes lugares del ADN
se cortan por la parte central y vuelven a recompo-
nerse intercambiando las mitades. Asi, el resultado
obtenido sera diferente dependiendo de la orienta-
cion de las dianas y de su presencia en una misma o
en distintas moléculas de ADN: en el primer caso,
se eliminara el fragmento situado entre las dos dia-
nas (fig. 3A), y en el segundo, se intercambiaran los
fragmentos de ADN presentes en las distintas molé-
culas (fig. 3B)*. Varios estudios han mostrado que
la actividad de un gran nimero de proteinas puede
controlarse gracias a su fusion al dominio de unién
a ligando del receptor nuclear de estrégenos (ER).
En ausencia del ligando (betaestradiol), el receptor
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de estrogenos permanece retenido en el citoplasma de
la célula mediante su asociacion al citoesqueleto
de actina®. El 4-hidroxitamoxifeno (4-OHT) es un
analogo sintético del estradiol que se une al domi-
nio ER. Debido a diferencias estructurales con el
ligando natural, la unién de 4-OHT produce ciertos
cambios conformacionales en el dominio ER, impi-
diendo el reclutamiento de coactivadores por parte
de éste®. Mediante la mutacion de este dominio®%
se han conseguido las variantes ERT y ER™, que
presentan una afinidad muy reducida por el ligando
natural (betaestradiol) y una afinidad aumentada
por el 4-OHT, y conservan intacta la capacidad de
regulacion de la localizacion subcelular del dominio
silvestre. De este modo, un organismo transgénico
que exprese de forma estable la recombinasa Cre
fusionada al dominio ERT (Cre-ER") no presenta
actividad Cre apreciable. Unicamente tras la admi-
nistracion de 4-OHT y soélo durante el tiempo que
tarda en eliminarse el farmaco, la recombinasa Cre
se translocara al nucleo y estara activa. Localizan-
do el gen Cre-ERT bajo el promotor especifico de
un tipo celular determinado se obtiene un control
tanto espacial como temporal de su actividad, que
se ve limitada a los periodos en que se administre el
4-OHT.

Una de las aplicaciones importantes de este mé-
todo es su combinacion con el de las lineas reporter.
De este modo se puede observar la restriccion de
tejido o de linaje como consecuencia de la recom-
binacién, gracias a un marcador, de forma perma-
nente y transmisible a su descendencia®. Una de
las primeras lineas de ratdn reporter se obtuvo por
modificacion genética dirigida del locus ROSA26
(reverse orientation splicing acceptor). Este locus se
utiliza para conseguir la expresioén ubicua y homo-
génea de un transgén en el embrion de ratéon o en el
adulto®. En caso de que haya actividad Cre, cada
célula del animal expresa un marcador de forma
permanente y transmisible a su descendencia. Los
marcadores mas utilizados son el LacZ% y la protei-

00 1) lox

Fig. 3. Sistema Cre-/oxP. A: eliminacion por accién de la recombinasa Cre de un fragmento de ADN comprendido entre dos secuencias /oxP situa-
das en el mismo sentido de una molécula. B: la unién de la recombinasa Cre a dos dianas /oxP situadas en moléculas de ADN diferentes producira

el intercambio de fragmentos entre las dos moléculas.
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na fluorescente mejorada EGFP (verde)®, asi como
la EYFP (amarilla) y la ECFP (cian), obtenidas a
partir de mutaciones de ésta®®.

La técnica Cre-loxP se ha utilizado para realizar
estudios de trazado de linaje en el corazén, median-
te el control transcripcional de la enzima Cre bajo
el promotor de genes con expresion especifica en di-
ferentes tipos celulares o regiones del corazén. De
este modo, usando las lineas Is//-Cre o Nkx2.5-Cre
se puede estudiar el linaje de poblaciones de proge-
nitores cardiacos®’'. La linea oM HC-MerCreMer,
por ejemplo, permite la activacion controlada de la
Cre recombinasa en el miocardio” y la linea Nppa-
Cre restringe su expresion a miocardiocitos auri-
culares”. Con la linea Wntl-Cre se puede estudiar
la distribucion de los derivados de la cresta neural
cardiaca’™, mientras que la linea Tie2-Cre permite el
trazado del linaje endocardico”™. Mediante el uso de
las lineas oM HC-Cre, Tie2-Cre y Wntl-Cre se ha
estudiado la formacion de las valvulas cardiacas,
confirmando que derivan del endocardio”. Como
se mencionara también mas adelante, el linaje epi-
cardico se ha trazado mediante lineas que expresan
Gata5-Cre, Wtl-Cre o Thx18-Cre!>16:2477.78

Una alternativa al uso de la recombinasa Cre es
la técnica que utiliza el reporter LacZ portador de
una duplicacién intragénica no funcional (nLaacZ).
Cuando nLaacZ sufre un evento espontaneo de re-
combinacién intragénica, se convierte en la forma
funcional nLacZ, que serd transmitida de manera
estable a la descendencia. El empleo de esta técnica
de trazado de linaje de baja frecuencia ha permiti-
do recientemente estudiar las relaciones de linaje de
diferentes poblaciones miocardicas con resolucion
clonal™8!, De igual manera, el uso de la recombina-
cion mediada por Cre a baja frecuencia de recombi-
nacion permite el analisis clonal, ya que potencial-
mente posibilita la obtencion de células marcadas
descendientes de una unica célula.

APLICACION DE LOS METODOS
DE TRAZADO CLASICOS AL ESTUDIO
DEL EPICARDIO

Clasicamente, el epicardio se habia considerado
una capa inerte de recubrimiento, cuyo unico co-
metido era la proteccion mecanica de la superficie
miocardica. Sin embargo, estudios destinados a
descifrar el origen y el desarrollo de la vasculatura
cardiaca aportaron las primeras evidencias de su
implicacién en la morfogénesis coronaria. La ca-
racterizacion inicial del epicardio primitivo permi-
tid describir la presencia de islotes sanguineos y de
infiltrados mesenquimaticos subepicardicos, sin que
se especificara ni discutiera su origen®>,

Gran parte del conocimiento sobre la formacion
del epicardio y sus derivados proviene de estudios
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en embriones de aves (fig. 4A). Uno de estos estu-
dios pioneros —destinado inicialmente a establecer
si el desarrollo de las coronarias se producia por
la conexién de una red de capilares a la base de la
aorta (ingrowth) o si éstos procedian de un sobre-
crecimiento de la base de ésta (outgrowth)— em-
pleando la marcacion retroviral aporto las primeras
evidencias de que los precursores de la vasculatura
coronaria ingresan en el corazoéon via el mesotelio
dorsal. La inyeccion de particulas retrovirales en la
cavidad pericardica de embriones de pollo resulto
en la marcacién de componentes de la vasculatura
coronaria (musculo liso y endotelio) y de fibroblas-
tos intersticiales. Para estudiar si estos tres tipos ce-
lulares provenian de un mismo progenitor celular,
se procedio a realizar infecciones a bajo titulo viral.
Estas condiciones experimentales nunca produjeron
clones que contuviesen estas tres poblaciones, lo
que indica que los progenitores estaban especifica-
dos de forma temprana®. En un estudio posterior,
la marcacion retroviral se realizé exclusivamente en
el PE de embriones de pollo®¢, lo que permitié con-
cluir que esta estructura daba lugar al epicardio, cé-
lulas mesenquimales subepicardicas, musculo liso y
células endoteliales de la vasculatura coronaria, asi
como pericitos y fibroblastos intersticiales del mio-
cardio. Ademas, los autores detectaron células po-
sitivas para marcadores de musculo liso y endotelio
vascular en el PE y no obtuvieron clones mixtos con
contribucion de diferentes tipos celulares en inyec-
ciones a bajo titulo viral, lo que apoya la hipodtesis
de especificacién temprana y monoclonalidad de las
CDEP. La marcacion de las células proepicardicas
con Dil confirmo6 su contribucién al epicardio y la
posterior infiltraciéon del miocardio por un subgru-
po de éstas®. La contribucion de células proepicar-
dicas a musculo liso y endotelio vascular de las co-
ronarias se confirmé con estudios que empleaban el
sistema de quimerizacién heteroespecifica codorniz-
pollo®”®, Sin embargo, un tercer estudio de trazado
con este sistema indicod que las células endoteliales
de las coronarias proceden del primordio hepatico
en desarrollo y no del PE¥, si bien ingresan en el
corazon a través del puente que éste establece con
el miocardio®.

Estudios mas recientes en el raton mediante la
tecnologia Cre-loxP han examinado el destino de
los precursores epicardicos que expresan Wil o
Thx18'%7"7 (fig. 4B). En el primer abordaje, se ge-
ner6é una linea de ratén ThxI8-Cre, que se cruzo
con la linea reporter ROSA26-LacZ. Estos experi-
mentos han confirmado que la musculatura lisa, los
pericitos de los vasos coronarios, parte de los fibro-
blastos del intersticio cardiaco y de las valvulas mi-
tral y tricuspide proceden de una poblacion ThxI8".
Sin embargo, y a diferencia de los resultados de tra-
zado clasico en aves, estos experimentos mostraron
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Quimeras codorniz-pollo
Marcacién retroviral
Experimentos in vitro

Trazado de linaje
,%erimemos in vitro

Fig. 4. Destino de las CDEP en el pollo (A) y en
el raton (B) (células azules). enc: endocardio; ent:
endotelio; epi: epicardio; fib: fibroblastos; mio:
miocardio; ml: musculo liso.

una contribucién al linaje miocardico (especial-
mente en el septo interventricular [30%] y en menor
medida en las paredes de ventriculos y auriculas).
Un segundo estudio con una linea inducible Wtl-
Cre-ER™ confirmo¢ los resultados obtenidos con la
linea Thx18-Cre, si bien mostro leves diferencias en
las proporciones de miocardiocitos derivados de la
poblacion Wil (el 10% de miocardiocitos del septo
interventricular, el 14% en ventriculos y el 18% en
auriculas). En ambos estudios la contribucion al en-
dotelio de las coronarias fue minoritaria. La tincion
del epicardio de embriones de ratoén con colorantes
fluorescentes y el posterior analisis de la colocaliza-
cion de las células trazadas con marcadores miocar-
dicos confirma estos resultados. Recientemente se
ha mostrado que células WzI* pueden dar lugar al
anillo fibroso auriculoventricular que aisla eléctri-
camente auriculas y ventriculos”’.

LIMITACIONES DE LOS ABORDAJES
ACTUALES PARA LA IDENTIFICACION
DE LINAJE DE CDEP DURANTE i
EL DESARROLLO Y LA REGENERACION
CARDIACA

Las distintas estrategias empleadas en el estudio
del linaje de las CDEP presentan notables discor-
dancias entre los resultados. Si bien estas divergen-
cias pueden deberse al uso de diferentes técnicas de
trazado de linaje, no debe descartarse la posible va-
riacion debida al empleo de modelos animales dis-
tintos.

En primer lugar, los trasplantes heterotipicos,
aunque informativos, tienen un potencial muy limi-
tado. Una critica importante es la dificultad o im-
posibilidad de generar trasplantes que carezcan por
completo de contaminaciones con tejido circundan-
te que permitan, en consecuencia, trazar una pobla-

ciéon homogénea determinada. Esta limitacion con-
diciona igualmente las aproximaciones retrovirales
o el empleo de sustratos fluorescentes, en las que no
se asegura que solo resulte marcada el area de in-
terés. En este sentido es importante destacar que la
metodologia de quimerizacion heteroespecifica, la
marcacion fluorescente o la infeccion retroviral no
resultan de especial utilidad para diferenciar entre
las posibles contribuciones del PE comparado con
el mesotelio hepatico, dada su proximidad anatémi-
ca, las limitaciones de la microcirugia o la dificultad
en la marcacion de células de una poblacién exclu-
yendo otra.

El empleo de lineas Cre-loxP dirigidas por un
promotor especifico de tejido ha sido de gran uti-
lidad para la caracterizacion del desarrollo cardio-
vascular. Para usar esta técnica como método de
trazado de linaje es indispensable disponer de un
gen cuya expresion sea especifica de los precurso-
res de un determinado tipo celular. Sin embargo,
aunque la expresion de la recombinasa Cre bajo un
promotor determinado permite el trazado del lina-
je de las células que expresan el gen en cuestion, no
necesariamente refleja sélo el linaje del tejido donde
se expresa ese gen. En el caso del epicardio, ThxI8
se expresa en el PE y el epicardio, pero también
en algunas areas miocardicas, lo que supone que
el analisis de la descendencia de células 7hxI8* no
equivale al estudio de la descendencia de células de-
rivadas del epicardio®’. Ademas, no todas las célu-
las proepicardicas expresan 7hxI8 o Wtl, de mane-
ra que, de forma independiente, las lineas W¢I-Cre
y Thx18-Cre no reflejan la progenie proepicardica
en su totalidad. De esta forma, las diferencias en-
contradas entre las dos lineas pueden deberse a que
las poblaciones 7bx18* y WtlI* no se solapan com-
pletamente. Por otra parte, y a diferencia de algu-
nos de los experimentos realizados en ¢l pollo, los
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estudios en el ratén han evidenciado que tan sélo
una poblacién muy pequeiia del endotelio vascular
coronario procede del epicardio. Se ha descrito una
poblacion de células Thx18~ que expresa el marca-
dor endotelial F/k!I en el PE de raton, lo que indica
que diferentes poblaciones celulares derivadas del
mesotelio coexisten en esta estructura’®. Ademas,
esta poblacion podria representar los angioblastos
hepaticos que potencialmente migran a través del
PE, y que darian lugar a las células endoteliales de
la vasculatura, mientras que las células proepicar-
dicas contribuirian a los fibroblastos intersticiales y
la musculatura lisa®. En cualquier caso, la falta de
una linea Cre especifica de epicardio es actualmente
una limitacién clara para el estudio del linaje epi-
cardico en ratones.

El uso del sistema nLaacZ tampoco ofrece ma-
yores ventajas para el estudio del trazado de lina-
je epicardico. Dado que este sistema se basa en el
revelado de clones bajo el control de un promotor
especifico de tejido, solo revela parte del clon, ex-
cluyendo las relaciones de linaje entre estas células
y sus hermanas en tejidos adyacentes. Se pierde asi
parte de la informacion genealdgica de las células
que componen un clon.

Como consecuencia de estas limitaciones, el co-
nocimiento disponible en este momento no soélo es
fragmentario, sino que muchos de los conceptos
aceptados tradicionalmente estan sujetos a serias du-
das. Respecto a los mecanismos de mantenimiento
y regeneracion de los tejidos adultos®”, el panorama
es aun mas incierto. Las recientes identificaciones de
distintas poblaciones de células troncales residentes
o importables al tejido cardiaco no se han acompa-
fnado de demostracion funcional de su implicacion
en la renovacion del tejido ni durante su homeostasis
en condiciones fisiologicas ni durante la regenera-
cion de lesiones. La necesidad de conocer el patron
de renovacion celular del corazon adulto, saludable
o enfermo, asi como de determinar el origen de po-
blaciones de células troncales que pudieran realizar
una funciéon de mantenimiento y reparacion natural
del tejido cardiaco, es de altisima prioridad hoy en
dia, tanto para la ciencia basica como para la inves-
tigacion traslacional. Resultados recientes apuntan
a la posibilidad de que el miocardio adulto se re-
nueve parcialmente durante su crecimiento normal
o en condiciones de estrés por infarto o sobrecarga
patologica®®. Sin embargo, se desconoce el origen
de las poblaciones celulares que pudieran ser la causa
de esta renovacion miocardica. De igual manera, en
los casos en que se han ensayado terapias celulares
en aplicaciones clinicas, los beneficios de la inyeccion
de células han sido marginales y no han ido acom-
pafiados de la incorporacion funcional de las células
trasplantadas®. Sera, por lo tanto, esencial profundi-
zar en el entendimiento de mecanismos que permitan
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a las células colonizar eficiente y funcionalmente 6r-
ganos adultos para conseguir estrategias eficaces de
terapia celular en el futuro.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Mientras que las técnicas de embriologia clasica
empleadas en los modelos de anfibio y aves posi-
blemente han alcanzado su desarrollo maximo vy,
por lo tanto, no se esperan avances cualitativos en
estos modelos, es evidente que las aproximaciones
genéticas en modelos como el ratéon o el pez cebra
se encuentran en una fase intensa de desarrollo y
se pueden esperar contribuciones importantes en
un futuro préximo. Las dos limitaciones sefialadas
anteriormente, la poca fiabilidad o ausencia de pro-
motores idoneos y la policlonalidad de las marcas
inducidas, impiden actualmente abordar una des-
cripcion exhaustiva del potencial de los precursores
cardiacos en diferentes tejidos y estadios.

Una opcion relevante en esta area es el abordaje
de analisis clonal in vivo mediante un marcado de
linaje al azar a baja frecuencia. Esta aproximacion,
que resumimos a continuacion, tiene el potencial de
establecer un mapa exhaustivo de la historia celular
del sistema cardiovascular en general y del epicar-
dio en particular, tanto durante la embriogénesis
como en la homeostasis fisiologica y patoldgica. La
aproximacion se basa en la combinacion de una Cre
recombinasa inducible por tamoxifeno (CreER™)
dirigida por un promotor ubicuo y dos reporter si-
multaneos independientes (LacZ y EYFP) (fig. 5A).
La administraciéon del farmaco (4-OHT) a hembras
gestantes cuyos embriones portan ambos transgenes
en condiciones limitantes produce la recombinacioén
y activacion de uno de los dos reporter en células al
azar en el embrion. La cantidad de células recombi-
nadas es dependiente de la dosis de 4-OHT que se
administra. Una vez se produce la recombinacion, la
célula y toda su descendencia quedan marcadas per-
manentemente. Gracias a la expresion ubicua tanto
del transgén como del reporter, el sistema es valido
para estudios de trazado de linaje en cualquier esta-
dio embrionario o durante la vida adulta, y puede
aplicarse a cualquier 6rgano o tejido. El sistema tie-
ne los requisitos necesarios para un analisis clonal
informativo, ya que ofrece la posibilidad de inducir
dos marcas independientes heredables en células al
azar con control temporal y de frecuencia de marca-
cion. Ademas, la utilizacion de dos marcas indepen-
dientes permite determinar el origen comun o inde-
pendiente de varios linajes celulares, al ser marcados
por el mismo o un distinto reporter. Esta técnica
puede utilizarse para analizar la distribucién topolo-
gica de las células pertenecientes a un mismo clon.

Mediante esta técnica se ha podido definir la
contribucion de los linajes celulares durante el cre-
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Fig. 5. Andlisis clonal con doble reporter. A: cru-

ce de animales transgénicos portadores de una ] poe
combinacién de Cre recombinasa inducible por Clloposma S
tamoxifeno (Cre-ER™) dirigida por un promotor A
ubicuo y dos reporter independientes (LacZ y %"./
YFP). En ausencia de una induccion, la Cre-ER™ CreERT .. I'

se encuentra inactiva dada su union a la proteina i \;)'\

hsp90 (heat shock protein 90), que produce su }

retencion en el citoplasma. En esta situacion, los <
genes LacZy YFP no se expresan. La activacion =)
de la recombinasa Cre-ER™ se induce mediante
administracion de 4-hidroxitamoxifeno (4-OHT).
La unién de 4-OHT al dominio ER™ anula la re-
tencion citoplasmatica de la Cre-ER™ y produce
su translocacion nuclear. En el ndcleo, la recom-

N

reporter LacZ Feporter YFP
\g 4-OHT

binasa se une a sus dianas /oxP, produce su re-

combinacion y permite la expresion del reporter LacZ o YFP. Vistas lateral izquierda (B) y derecha (C) de dos corazones embrionarios de ratén a 9,5 dias de
gestacion. B: induccion a alta frecuencia. Notese la presencia de clones LacZ* (células azules) y GFP* (células marrones) en diversas regiones del corazon.
C: induccion a baja frecuencia. Se pueden apreciar las células derivadas de un unico clon GFP+ (color marrdn) en el epicardio (indicado con una flecha) y el
proepicardio (PE). A: auricula; epi: epicardio; ERDB: oestrogen receptor binding domain; PE: proepicardio; V: ventriculo.

cimiento y formaciéon del patrén de los primordios
embrionarios en el raton. Esta aproximacién se ha
demostrado eficiente para determinar bordes de
restriccion de linaje, como el que define dos com-
partimentos en las mitades ventral y dorsal del me-
sénquima de la extremidad de vertebrados en desa-
rrollo, y para el trazado de linajes celulares®.

La técnica del doble clon permitira estudiar el
origen del epicardio, trazar el linaje de las CDEP
durante el desarrollo y aclarara las discrepancias y
controversias actuales en este campo, permitiendo
establecer relaciones de linaje sin las limitaciones
impuestas por promotores especificos y con el es-
crutinio de todas las poblaciones celulares de mane-
ra no sesgada (fig. 5B). De igual manera, la aplica-
cion de esta técnica en corazones adultos permitird
estudios similares durante la homeostasis y situa-
ciones patoldgicas del 6rgano. Aunque clasicamen-
te el corazon en mamiferos se ha considerado un
organo posmitotico, recientes estudios han demos-
trado una tasa de renovacion de miocardiocitos en
el adulto”. El estudio de la dinamica de expansion
o supervivencia a largo plazo de clones compuestos
exclusivamente por células de miocardio diferen-
ciado permitira medir su tasa real de renovacion y
explorar los mecanismos implicados en este proce-
so. Experimentos similares en animales sometidos a
ejercicio intenso e induccion experimental de enfer-
medad cardiaca permitiran identificar la existencia
y el origen tisular de poblaciones celulares naturales
capaces de regenerar el miocardio tras una lesion.
Diversos estudios apuntan a un papel del epicardio
en promover la proliferacion de miocardiocitos o
incluso participar en la regeneracion cardiaca como
fuente de células precursoras. La técnica del doble
clon sera de gran utilidad para entender mejor el
papel del epicardio durante los procesos de regene-
racion cardiaca y permitird analizar posibles coin-
cidencias entre el epicardio y otros tipos celulares

que puedan representar poblaciones renovadoras
del corazon. Ademas, también ayudara a esclare-
cer el papel del pericardio en el corazén adulto. La
apertura del saco pericardico induce la adhesion
del pericardio al miocardio®®. Ademas, estudios de
ablacion epicardica han descrito puentes de union
entre el miocardio y el pericardio®. Sera interesante
estudiar si el mesotelio celémico retiene el potencial
de contribuir a c€lulas cardiacas en la homeostasis
y la regeneracion del corazén adulto. Todos estos
estudios podrian promover prometedoras oportuni-
dades clinicas en el disefio de terapias regenerativas
del sistema cardiovascular.
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