| EDITORIALES

Induccidén de nuevos cardiomiocitos en el corazéon adulto:
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El concepto clasico que se ha mantenido a lo largo de
muchos afos sobre la incapacidad del corazén adulto
para renovar sus células debe ser revisado a la vista de
los resultados que se estan obteniendo en diferentes mo-
delos experimentales. La dilucidacion de los mecanismos
bioquimicos causantes de la respuesta hipertréfica ha
puesto de manifiesto la similitud que existe entre los pro-
cesos implicados en la apoptosis y el crecimiento celular.
En el desarrollo del corazdn, desde el nacimiento hasta la
edad adulta, existe un equilibrio entre los estimulos que
promueven el crecimiento de los miocitos y los que pue-
den conducir a la muerte celular programada. En mode-
los experimentales se ha demostrado que, durante la
vida adulta, algunas condiciones patolégicas como la dia-
betes y la hipertension pueden provocar un aumento
drastico de la tasa de muerte celular. Ademas, los valo-
res sorprendentemente elevados que se han obtenido al
cuantificar la pérdida celular en ventriculos de ratones sa-
nos, con una tendencia creciente a medida que el animal
envejece, constituyen una prueba mas a favor de la hipé-
tesis de un recambio celular activo en el corazén adulto.
A partir de experimentos realizados con fetos de ratones
se ha podido comprender el mecanismo molecular en los
cardiomiocitos inmaduros, que compaginan su capacidad
de dividirse con un fenotipo diferenciado. Estas células
se escapan del proceso de bloqueo en su ciclo celular
porque no expresan la proteina del retinoblastoma, un
antioncogén presente en las células adultas. La identifi-
cacién y posterior aislamiento y cultivo de células madre
procedentes del corazon adulto, que se encuentran en
estado de latencia pero que pueden entrar en una fase
de division rapida cuando se estimulan con factores de
crecimiento, constituye una evidencia sélida de que el co-
razon se encuentra en un proceso continuo de crecimien-
to, muerte y renovacion celular. El uso de estas células
multipotentes, capaces de diferenciarse en cualquier tipo
celular, y que pueden obtenerse a partir de corazén, mé-
dula 6sea u otros tejidos, se presenta como una estrate-
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gia terapéutica prometedora en el tratamiento de la insufi-
ciencia cardiaca o de la necrosis postisquémica.

Palabras clave: Regeneracién cardiaca. Hipertrofia. Car-
diomiocito. Muerte celular. Apoptosis. Células madre.
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Generation of New Cardiomyocytes in the Adult
Heart: Prospects of Myocardial Regeneration
as an Alternative to Cardiac Transplantation

The classic dogma, still prevalent in cardiology, that the
adult myocardium is a terminally differentiated tissue una-
ble to produce new cardiomyocytes needs to be revised
in light of recent results. In human and experimental ani-
mals there is now incontrovertible evidence that new
myocytes are continuously generated throughout life in
response to physiological and pathological stimuli. Moreo-
ver, the elucidation of mechanisms responsible for the hy-
pertrophic response indicate similarity and overlap with
the mechanisms involved in cell death by apoptosis as
well as cell growth.

During cardiac development, from birth to adulthood,
there is a balance between the stimuli induce cell growth
—by hypertrophy and hyperplasia— on one hand and those
that induce programmed cell death on the other. In hu-
man and experimental animals it has been well documen-
ted that pathological conditions, such as diabetes and hy-
pertension, can increase dramatically the rate of cell
death. Moreover, high rates of cell death have been mea-
sured in normal adult human hearts and those of mice
and rats. No surprisingly, these values increase signifi-
cantly with age and high in senescence. By themselves,
these high rates of normal cell death provide a very com-
pelling argument in favor of cardiomyocyte regeneration.
Without cell renewal, these rates of cell death would be
incompatible with survival because the heart would disap-
pear before early adulthood. As expected, direct measu-
rement of rates of new cell formation in adult hearts de-
monstrate high rates of cell renewal that compensate for
cell death. Thus, the heart is in continuous cellular turno-
ver with new myocardial cells replacing the older ones.
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Experiments with fetal mouse cardiocytes shows that
the retinoblastoma protein is responsible for the cardiocy-
te withdrawal from the cell cycle during development. The
identification in the adult heart of a subpopulation of
quiescent cells that have many of the characteristics of
stem cells able to rapidly enter the cell cycle and genera-
te new cardiocytes is yet another evidence that the heart
continuously produces new cardiocytes to replace those
that disappear either by apoptosis or necrosis.

Surprisingly, stem cells other that those from the heart
are able to produce new cardiocytes and repopulate the
myocardium. We have used bone marrow stem cells injec-
ted into the border zone of post-coronary occlusion necro-
sis. Remarkably, these cells have proven to be very effec-
tive in generating new myocardium in the necrotic zone
that is integrated to the rest of the muscle and irrigated by
new vessels. These results demonstrate that stem cells
provide a new avenue for the generation of new contractile
tissue. This approach could prove useful in the treatment
of chronic cardiac failure and post-ischemic necrosis.

Key words: Cardiac regeneration. Hypertrophy. Cardio-
myocyte. Cell death. Apoptosis. Stem cells.

(Rev Esp Cardiol 2001; 54: 543-550)

INTRODUCCION

La posibilidad de inducir el desarrollo de cardio-
miocitos en el corazén adulto se ha considerado una
estrategia prometedora en el tratamiento de enferme-
dades como la insuficiencia cardiaca, la hipertrofia o
la cardiopatia isquémica'. Sin embargo, las caracteris-
ticas especificas de las células cardiacas, y la idea que
se ha mantenido a lo largo de muchos afios sobre su
incapacidad para entrar en el ciclo celular y dividirse
de forma activa, han hecho que este enfoque haya sido
descartado.

Los cardiomiocitos se generan a partir de un precur-
sor celular que se divide y da lugar a grupos de células
del mismo tipo. Durante la vida fetal, estas células em-
piezan a diferenciarse y aparecen en su citoplasma las
miofibrillas contrictiles. Estos cardiomiocitos fetales
contrictiles conservan todavia la capacidad de dividir-
se a pesar de encontrarse en un estado diferenciado vy,
en el caso de los seres humanos, esta capacidad se
mantiene hasta los 3-4 meses de vida posnatal?. En ge-
neral, se supone que a los pocos meses del nacimiento
ya poseemos el nimero maximo de miocitos cardiacos
que podemos llegar a tener, y que a partir de este mo-
mento las células que se pierdan ya no van a poder ser
reemplazadas, lo que conduce a una disminucién pro-
gresiva de su nimero hasta la muerte. Este es el mode-
lo de crecimiento que se ha considerado vélido para
las células musculares cardiacas y para las neuronas
del sistema nervioso central. Por el contrario, el resto
de las células del organismo conservan la capacidad de
dividirse después de haber alcanzado un estado esta-
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cionario diferenciado. En nuestra opinién este concep-
to del corazén como drgano no regenerativo estd basa-
do en observaciones superficiales y no estd de acuerdo
con los datos recientemente obtenidos en animales ex-
perimentales y en humanos. Estos resultados demues-
tran que el corazén es un érgano en regeneracion con-
tinua que aumenta la produccién de nuevas células
musculares en respuesta a diferentes estimulos fisiol6-
gicos y patoldgicos**. Esta capacidad regenerativa ofre-
ce nuevas oportunidades para el tratamiento de la insu-
ficiencia cardfaca.

FACTORES BIOQUIMICOS IMPLICADOS
EN LA RESPUESTA CELULAR HIPERTROFICA

Cuando el miocardio requiere un aumento en su ca-
pacidad contrictil puede satisfacer esta demanda in-
crementando el nimero de sarcémeros en las células
existentes (hipertrofia), produciendo nuevos cardioci-
tos (hiperplasia) o una combinacién de estos dos me-
canismos. Los estimulos para que se produzca un cre-
cimiento celular en forma hipertréfica o hiperpldsica
estdn muy relacionados. La hipertrofia es un aumen-
to del tamafio celular y es responsable de la mayor
parte del crecimiento normal del corazén durante el
desarrollo de un individuo. Se puede presentar de for-
ma fisioldgica por la prictica de ejercicio o en res-
puesta a una hipertension arterial leve. Esta hipertrofia
normal compensada puede llegar a descompensarse y
conducir a una insuficiencia cardiaca. El estimulo que
provoca este crecimiento hipertréfico es el aumento de
la tension de la membrana celular, es decir, el estira-
miento mecanico de su pared lo que, a su vez, desen-
cadena una serie de respuestas bioquimicas.

Cuando hay un incremento de la tensién de la pared
celular, lo que puede tener lugar incluso durante el
ejercicio extremo en un individuo normal, se induce la
expresion de una bateria de genes capaces de respon-
der muy rdpidamente, los protooncogenes’, la mayoria
de los cuales pertenecen a una familia de genes cuyos
productos son factores de la transcripcién que, a su
vez, estimulan la transcripcion de genes de la contrac-
cion. Todo este proceso conduce al crecimiento celular
y a la hipertrofia cardiaca’. Es importante hacer hinca-
pié en el hecho de que durante la respuesta hipertréfica
se produce un cambio cualitativo en el patrén de ex-
presién génica de la célula. Si el estimulo mecdnico
sobre la pared celular se incrementa ain mads, la con-
tractilidad disminuye y se produce una alteracién del
metabolismo del calcio, que acaba por inducir la
muerte celular. En la figura 1 se presenta un esquema
de los factores bioquimicos implicados en la respuesta
adaptativa que se desencadena durante la hipertrofia y
que pueden conducir al desarrollo de una insuficiencia
cardiaca.

La conexién bioquimica para trasladar el mensaje
desde la membrana al niicleo celular la efectiia la an-
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Fig. 1. Esquema de la respuesta bioguimica que se desencadena du-
rante el desarrollo de la hipertrofia cardiaca. EI aumento de la tension
de la pared celular es el estimulo que pone en marcha la cascada de
mensajeros quimicos que tiene por finalidad incrementar la capacidad
contractil de las células y que se acompafia de un aumento considera-
ble de su tamafio. Esta cascada se inicia con la transcripcion de una
bateria de protooncogenes de respuesta rapida y puede finalmente
conducir a una insuficiencia cardiaca por un fallo en el manejo del cal-
cio intracelular. Durante el desarrollo de la hipertrofia, un estimulo me-
canico se traduce en una respuesta bioquimica que acaba por aumen-
tar de forma drastica la tasa de muerte celular.

giotensina, como han descrito Sadoshima et al®’ en ex-
perimentos que demuestran que la estimulacién del
cardiomiocito activa la produccién de angiotensina por
los miocitos. La angiotensina, a su vez, induce la ex-
presién de una bateria de protooncogenes entre los que
se incluye el c-fos. La existencia de una relacién cau-
sa-efecto entre el estimulo mecanico que produce un
aumento en la tensién de la membrana celular es evi-
dente cuando la inhibicién de la enzima conversiva de
la angiotensina con losartdn bloquea la activacién
de toda la bateria de oncogenes, incluido el c-fos. Es
interesante sefialar que cuando se afiade el medio de
cultivo obtenido a partir de células activadas a un cul-
tivo de cardiomiocitos normales no activados, también
se induce la expresion del protooncogén c-fos. La in-
duccién de la hipertrofia se produce, por tanto, por un
factor soluble que se encuentra en el medio extracelu-
lar que puede inhibirse con losartan, es decir, se trata
de un fenémeno dependiente de la angiotensina II. El
andlisis detallado de la bateria de genes que se inducen
por el aumento de la tensién de la pared celular de-
muestra que son los mismos que se activan durante la
respuesta hipertréfica causada por la angiotensina II.
Ambas respuestas son susceptibles de ser bloqueadas
por los inhibidores de los receptores de la angioten-
sina.

La estimulacién del receptor de la angiotensina, tan-
to el de tipo I como el de tipo II, induce un aumento
del calcio citoplasmatico que, a su vez, produce la ac-
tivacién de una molécula denominada calcineurina. La
cascada bioquimica que se pone en marcha ha sido
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descrita en detalle en los trabajos de Olson et al*!?. La
calcineurina desfosforila un factor citoplasmatico de
transcripcion llamado NF-AT (factor nuclear de linfo-
citos T activados). Este factor de transcripcion se des-
cubri6 en los leucocitos durante la respuesta inmuno-
légica, pero también estd presente en los miocitos y es
el que actia como mensajero quimico entre el cito-
plasma y el nicleo. Al desfosforilarse se transloca al
nicleo y facilita la transcripcién de los genes involu-
crados en la respuesta hipertréfica. La demostracion
de esta cadena bioquimica se confirmé a partir de ex-
perimentos en los que se utilizaron los estimulos de
manera independiente. Asi, por ejemplo, la administra-
cién de angiotensina o de fenilefrina a cultivos de mio-
citos normales indujo la aparicién de hipertrofia. Por
el contrario, la aplicacién de ciclosporina, que es un
inhibidor de la calcineurina, bloqued la respuesta hi-
pertréfica.

Los mismos resultados se obtuvieron a partir de un
modelo de ratones transgénicos!!. Asi, mientras que la
incorporacién de NF-AT al genoma de ratones no tuvo
consecuencias fisioldgicas (porque los animales fueron
capaces de regular mediante fosforilacién el exceso de
expresion y sintesis de NF-AT), cuando se utiliz6 el
gen del NF-AT mutado que carecia de la regién para
fosforilarse se produjo una gran hipertrofia cardiaca en
ausencia de hipertension y de ejercicio fisico. Lo mis-
mo sucede si se utilizan animales transgénicos que so-
brexpresan calcineurina (fig. 2). En resumen, cualquier
manipulacién experimental de la cadena bioquimica
que conduce a la hipertrofia, tanto en la membrana ce-
lular como en el citoplasma o en el nucleo, es capaz de
reproducir esta respuesta fisiopatoldgica. De igual for-
ma, la inhibicién de cualquiera de los factores implica-
dos en el desarrollo de la hipertrofia puede revertir la
respuesta hipertréfica en estos modelos experimenta-
les. Ademas, la capacidad para revertir la hipertrofia
no se limita a la reduccion del tamafo del corazon,
sino que se acompafia de una desaparicion de la fibro-
sis, de manera que el tratamiento farmacoldgico de los
corazones hipertréficos puede hacerlos indistinguibles
de un corazén normal.

Existen también estudios en humanos que confir-
man la relacién que se habia descrito experimental-
mente entre la calcineurina y la hipertrofia cardiaca.
Lim et al'? demostraron que las concentraciones de
calcineurina activada son significativamente mads ele-
vadas en individuos que murieron de insuficiencia car-
diaca en comparacién con las de aquellos de la misma
edad que no presentaron insuficiencia cardiaca.

CRECIMIENTO CELULAR Y APOPTOSIS

Como se ha mencionado con anterioridad, para que
se active la calcineurina es necesario que aumenten las
concentraciones de calcio citoplasmdtico, que es el
mensajero que actia como intermediario entre la an-
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Fig. 2. Efecto del tratamiento con ci-
closporina sobre la hipertrofia cardiaca
desarrollada en ratones transgénicos
que sobrexpresan calcineurina. A: el
tratamiento farmacolégico con ciclos-
. porina se realizd desde el dia 9 des-
Transgénico pués del nacimiento hasta el dia 25. B:
Galcineurina + GsA la relacion entre el del 6
e e v peso del corazén y
el peso corporal fue significativamente
superior en animales transgénicos que
i sobrexpresaban calcineurina respecto
! g} a los animales no transgénicos o los
. L transgénicos que habian sido tratados
? con ciclosporina. C: aspecto histoldgi-
co de los corazones de animales del
grupo control, de transgénicos con so-

brexpresion de calcineurina y de trans-

génicos tratados con ciclosporina. La sobrexpresion de calcineurina se acompafd de un gran desarrollo de hipertrofia, que pudo ser revertida con
un tratamiento con ciclosporina. Este tratamiento no sélo devolvié a los corazones su tamafio normal, sino que también revirti6 la fibrosis que se

desarrolla en la hipertrofia patoldgica. TG: transgénicos; CsA: ciclosporina.
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Fig. 3. Tasa de muerte celular por necrosis en miocitos, células endo-
teliales y fibroblastos, procedentes de ratas control, diabéticas y diabé-
ticas con hipertension. La diabetes se indujo de forma aguda y los ani-
males presentaron unas concentraciones de glucosa sanguinea de 300
mg/dl. La induccién de diabetes se acompafi de un aumento drastico
del ndmero de células que morian por necrosis. La asociacion de dia-
betes con hipertension produjo un aumento de la tasa de muerte celu-
lar de alrededor de seis veces mayor que la que presentaron los anima-
les del grupo control. Estos valores tan altos en el nimero de células
que mueren en determinadas condiciones patoldgicas son incompati-
bles con la idea de que las células miocardicas no se regeneran.

giotensina y la calcineurina. El calcio es una molécula
clave en el trafico de sefiales intracelulares y su incre-
mento puede poner en marcha numerosas cadenas me-
tabdlicas, entre ellas la activacién de la apoptosis. El
mecanismo por el que una concentracidon elevada de
calcio desencadena la apoptosis tiene que ver con la
induccién de la expresion del gen de la proteina p53'3.
Este gen representa un punto de convergencia de mu-
chos estimulos proapoptéticos y su funcidn consiste en
proteger a la célula contra la neoplasia. Cuando se ac-
tiva el gen p53 se desencadena la via metabdlica que

546

conduce a la apoptosis'*. Determinados estimulos pue-
den, por tanto, no sélo poner en marcha la cadena bio-
quimica de la hipertrofia, sino también inducir una res-
puesta apoptética en la célula'.

En el proceso de desarrollo fisioldgico del corazén,
desde el momento del nacimiento hasta que se alcanza
la edad adulta, existe un equilibrio entre los estimulos
que promueven el crecimiento en tamaifio de los mioci-
tos y los que pueden conducir a la muerte celular pro-
gramada y a la necrosis. Este concepto, que ha sido
impulsado fundamentalmente por el grupo de Anversa,
se ha visto reforzado por estudios que demuestran que
la muerte celular apoptética en corazones de rata au-
menta de forma progresiva con la edad del animal, y
puede llegar a dispararse cuando se induce el desarro-
llo de hipertrofia. La muerte celular afecta no sélo a
los miocitos, sino también a las células endoteliales vy,
en menor intensidad, a los fibroblastos'®!”. Ademés, la
induccién experimental de diabetes e hipertensién en
ratas produce un aumento dréstico de la tasa de muerte
celular, tanto en forma de necrosis como de apoptosis
(fig. 3)'8.

El hecho de que determinados procesos patoldgicos
puedan provocar la muerte de miocitos y otras células
cardiacas de forma tan importante pone en cuestion el
concepto de que el miocardio no presenta recambio
celular, y de que las células que existen poco después
de nacer son las que se mantendrdn a lo largo de la
vida del individuo. Los datos que se han obtenido
usando modelos animales sobre la tasa de muerte celu-
lar y el numero total de células que configuran la masa
ventricular apoyan la hipétesis de un recambio activo
entre los miocitos cardiacos. En ratas, el numero de
miocitos en los dos ventriculos del corazén disminuye
hasta que se alcanza la edad adulta y luego aumenta li-
geramente en la vejez (fig. 4). Si no hubiese un recam-
bio celular, estos animales no podrian sobrepasar los
pocos meses de vida sin haber perdido gran parte de su
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masa cardiaca. Se ha calculado que en los ratones de
4 meses el nimero total de miocitos por ventriculo es
de 10,5 millones; de este total se produce una pérdida
diaria de 0,026 millones de miocitos, lo que corres-
ponde a un 33% de pérdida celular en 4 meses. En
ratones seniles, el ndmero total de miocitos por ventri-
culo es de 7,1 millones, de los que se pierden diaria-
mente 0,27 millones; esto representa un 420% de pérdida
celular en 4 meses. Estos valores, que serian insosteni-
bles si no estuvieran acompafiados de un alto nivel de
regeneracion celular para reemplazar las células muer-
tas, constituyen una prueba mas a favor de la hipdtesis
de un recambio celular en el corazén. Estos datos son
incompatibles con el concepto clasico que se ha man-
tenido hasta nuestros dias sobre el bloqueo del ciclo
celular en miocitos del corazén adulto.

Mecanismo del bloqueo celular
en cardiomiocitos adultos

En nuestro laboratorio hemos investigado los facto-
res implicados en el bloqueo de la divisién celular y
hemos tratado de encontrar una explicacién al fenéme-
no del posible recambio entre miocitos adultos. El res-
ponsable del bloqueo del ciclo celular es un antionco-
gén conocido como la proteina del retinoblastoma'. El
mecanismo molecular por el que esta proteina es capaz
de detener la division celular estd caracterizado en de-
talle. Cuando la molécula interacciona con los factores
de transcripcidn especificos que encajan en su estruc-
tura el ciclo celular se detiene. Por el contrario, cuan-
do la proteina del retinoblastoma estd inactivada por-
que la hendidura que interacciona con los factores de
transcripcidn no puede utilizarse porque esté fosforila-
da, se sigue produciendo divisién celular’®®, De la
misma manera, a partir de ratones genéticamente mo-
dificados a los que se ha eliminado el gen de esta pro-
tefna (ratones knockout) se pueden obtener cardiomio-
citos en cultivo que se dividen de manera activa y que
conservan su actividad contrictil, aunque son células
completamente normales.

A pesar de que estas observaciones experimentales
permiten describir el fenémeno del bloqueo celular, no
aportan una explicacién al mecanismo que tiene lugar
en el corazén adulto para reemplazar ese nimero con-
siderable de células que se pierden constantemente por
una muerte apoptotica. Para tratar de encontrar las cla-
ves del recambio celular hemos realizado una serie de
experimentos utilizando fetos de ratones de 17 dias en
los que, aunque ya tienen un corazén diferenciado, sus
células conservan todavia la capacidad de dividirse ac-
tivamente. El andlisis de las proteinas que se expresan
en este momento del desarrollo ha revelado que duran-
te el periodo fetal no se detecta todavia la proteina del
retinoblastoma y que, en su lugar, se expresa la protei-
na p107, relacionada estructuralmente con la primera e
implicada de manera directa en la diferenciacién celu-
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Fig. 4. Nimero total de miocitos en el ventriculo izquierdo (panel su-
perior) y en el ventriculo derecho del corazon (panel inferior) en ratas
a lo largo de su vida. Como se puede apreciar, desde que el animal
nace hasta que alcanza la edad adulta se produce una disminucion del
ndmero total de miocitos. Sin embargo, en los animales seniles (29
meses) vuelve a aumentar su nimero. Estos resultados sélo pueden
explicarse si se considera que los miocitos cardiacos se reproducen.
Teniendo en cuenta la tasa de muerte celular que se ha cuantificado en
modelos experimentales, si las células no se dividieran se produciria
una pérdida progresiva de la masa cardiaca que seria incompatible
con la vida.

lar®, La relacién entre estas dos proteinas se invierte
después del nacimiento y se mantiene asi a lo largo de
la vida, de manera que en los miocitos adultos y dife-
renciados se expresa la proteina del retinoblastoma y
desaparece la p107. Es decir, durante la vida fetal el
corazén tiene miocitos capaces de diferenciarse gra-
cias a la presencia de la p107, que es muy abundante
en esta etapa, pero son células que no tienen todavia
bloqueado su ciclo celular por la ausencia de la protei-
na del retinoblastoma. Nuestra hipdtesis es que en el
corazén adulto persiste un nimero residual de células
que mantienen estas caracteristicas fetales en su patrén
de expresién proteica.

Esta idea se puede documentar de forma experimen-
tal administrando bromodesoxiuridina a animales, un
andlogo de los nucledtidos que se incorpora en el
ADN de las células que se encuentran en proceso de
divisién y que se puede detectar por métodos inmuno-
citoquimicos. Los resultados han demostrado, una vez
mads, que los miocitos adultos se reproducen y que su
tasa de division celular es mayor cuanto mds viejo es
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TABLA 1. Miocitos marcados con BrdU

4 meses 27 meses
1 dia 0,35+0,12% 1,02 £ 0,29%
2 dias 1,00 £ 0,38% 40+1,5%
28 dias 4,40 £ 1,2% 16,2 £ 4,0%
KI-67 1,25 £ 0,33% 4,05+ 1,5%

Porcentaje de miocitos cardiacos marcados con bromodesoxiuridina (BrdU),
un andlogo de los nucledtidos que permite cuantificar la tasa de division celu-
lar. El marcaje se realiz6 durante 1 dia, 2 dias o de forma crénica a lo largo de
28 dias, en ratones de 4 meses o de 27 meses de edad. Los resultados obte-
nidos demuestran que los miocitos de animales seniles (27 meses) presenta-
ron una tasa de division celular aproximadamente cuatro veces superior que
los animales jovenes. Los valores de replicacion de ADN se corroboraron utili-
zando un método de marcaje distinto, el KI-67, con resultados parecidos.

Fig. 5. Imagen de un cardiomiocito durante el proceso de divisién por
mitosis. En el panel superior se distinguen en verde los 2 nicleos ce-
lulares inmediatamente después de dividirse. En el panel central se
puede apreciar como se estan separando los citoplasmas de las célu-
las hijas, que aparecen tefidos en rojo por el marcaje fluorescente de
la cadena pesada de la miosina. En el panel inferior se presenta una
yuxtaposicion de las dos imagenes anteriores.

el animal. Estos datos coinciden con los que habiamos
obtenido previamente con relacién al indice de muerte
celular, y permiten hablar de un verdadero recambio
de miocitos cardiacos en el animal adulto. Cuando el
marcaje de los nicleos celulares se realiz6 a lo largo
de dias, en lugar de hacerlo de forma instantdnea, se
obtuvieron porcentajes de recambio celular préximos a
los de la muerte celular. Asi, en el animal joven, alre-
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dedor del 4% de los miocitos estan en proceso de divi-
sién, mientras que en el animal viejo este porcentaje se
incrementa hasta el 16% (tabla 1). Utilizando otros
métodos de marcaje (p. €j., el de la proteina KI-67,
que se usa habitualmente para cuantificar la divisién
celular en las neoplasias)?! se han obtenido resultados
similares en cuanto a la proporcion de células en divi-
sién en el animal viejo respecto al joven (aproxima-
damente cuatro veces mas), aunque los valores absolu-
tos de multiplicacién celular hayan sido inferiores. En
la figura 5 se observa un miocito cardfaco durante el
proceso de mitosis.

El concepto que hemos tenido hasta el momento del
corazén como Organo que envejece progresivamente
desde poco después del nacimiento debe ser revisa-
do. Nuestros resultados demuestran que en el plazo de
4-6 meses se reemplazan aproximadamente una terce-
ra parte de las células cardiacas, lo que significa que
en 2-3 afios se regenera el 6rgano completo. Es proba-
ble que un sujeto de 50 o 60 afios tenga un corazén en
el que la mayoria de los cardiocitos no tienen mds de 4
o 5 afios. Por tanto, el corazén parece tener una capa-
cidad ilimitada de rejuvenecer.

INDUCCION DEL DESARROLLO
DE CARDIOMIOCITOS A PARTIR
DE CELULAS MADRE

La regeneracién miocdrdica como alternativa al tras-
plante es una idea que se desarroll6 a partir de un tra-
bajo pionero del grupo de Cossu?’. En este trabajo se
utilizaron ratones a los que se habia eliminado por
completo las células de la médula 6sea por irradiacion.
En su lugar se trasplantaron células enzimdaticamen-
te marcadas procedentes de médula dsea de ratones
transgénicos. De manera sorprendente, estos animales
trasplantados presentaron fibras musculares esqueléti-
cas que procedian del animal donador. Este hallazgo
histolégico se produjo en todos los musculos esquelé-
ticos del animal receptor. A partir de estas observacio-
nes, varios laboratorios, entre los que se encuentra
nuestro grupo, han descrito la existencia de un tipo ce-
lular muy primitivo de la médula 6sea capaz de dife-
renciarse en cualquier célula, y que ha sido denomina-
do célula madre. La potencialidad de transformacién
de estas células se puede probar ficilmente en el labo-
ratorio. Para ello se colocan en la membrana alantoi-
dea del embridn de pollo las células marcadas de ratén
transgénico y se hace un seguimiento del desarrollo
del embrién®. De esta forma se puede comprobar que
casi todos los tejidos del embrién de pollo (higado,
bazo, musculo esquelético, tejido nervioso, corazon,
etc.) aparecen tefiidos con la enzima que procede de
este Unico tipo celular, las células madre de ratén.
Concretamente, el corazén de pollo contiene entre un
25 y un 30% de células marcadas de ratén?. Las célu-
las madre de la médula Osea tienen, por tanto, una
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capacidad insospechada de desarrollo y diferencia-
cién, no sélo para la formacién de las células sangui-
neas, sino también de todas las demds células del orga-
nismo?,

Para comprobar si las células madre de la sangre
son capaces de regenerar el miocardio perdido después
de un infarto, en colaboracién con el laboratorio de
Piero Anversa hemos introducido las células madre de
ratén en animales consanguineos que han sufrido un
infarto de miocardio. Los resultados obtenidos han
sido sorprendentes y muy esperanzadores. Los cortes
histolégicos obtenidos en estos casos demuestran que
la zona de miocardio infartado puede regenerarse a
partir de estas células madre. Cuando las células se in-
troducen en el borde de la zona de necrosis es posible
obtener un crecimiento en continuidad con el tejido
normal que reemplaza la zona necrética en el plazo de
2 semanas®. Ademds, no s6lo se regeneran los car-
diomiocitos, sino también las células endoteliales y
las células musculares lisas. Estos animales presenta-
ron una mejoria significativa de su funcién ventricular
(fig. 6).

Otro objetivo que nos hemos planteado ha sido el de
investigar si el corazén contiene células madre en su
estructura histoldgica normal. Utilizando exactamente
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el mismo procedimiento que habiamos empleado para
aislar células madre de la médula 6sea, hemos podido
no soélo aislar, sino también hacer crecer en cultivo, cé-
lulas madre procedentes del corazén. Estas células tie-
nen unas caracteristicas propias que pueden ser utiliza-
das para su identificacién como, por ejemplo, la
presencia de una gran cantidad de fosfatasa alcalina y
la expresion de receptores proteicos especificos en su
membrana. Es posible obtener grandes cantidades de
células madre en cultivo, aunque su mantenimiento en
un estado completamente indiferenciado es muy difi-
cil. Se pueden inyectar en un corazén inmaduro de
manera similar a como habfamos hecho con células
madre de médula 6sea y, de la misma forma, estas cé-
lulas se desarrollan y se incorporan al corazén tras-
plantado, llegando a hacerse completamente indistin-
guibles de las células originales?. Si se cuantifica la
tasa de divisién celular también se obtienen valores
muy similares.

La célula madre miocérdica es una célula multipo-
tente que se encuentra en estado de latencia en el cora-
zOn normal, pero que puede ser estimulada con facto-
res de crecimiento capaces de hacerla entrar en una
fase de divisién rdpida. Se puede aislar a partir de teji-
do cardiaco disociado y hacerla crecer en cultivo. Aun-
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Fig. 7. Las células madre multipotenciales se pueden obtener a partir
de tejido miocardico disociado y pueden expandirse por crecimiento en
cultivo. Aunque sus aplicaciones hoy dia todavia se encuentran en fase
experimental, han demostrado ser utiles en la regeneracion del tejido
necrotico cuando se inyectan a ratones consanguineos que han sufrido
un infarto de miocardio. En estos animales se ha documentado no so-
lamente el reemplazo del tejido necrético por tejido nuevo, sino tam-
hién la formacion de nuevos vasos sanguineos. Asimismo, las células
madre se han utilizado con éxito para regenerar células de la médula
6sea cuando se inyectan en la sangre de animales irradiados.

que sus aplicaciones clinicas se encuentran todavia en
fase de investigacion, ya se ha demostrado su utilidad
en la regeneracion del tejido necrético y de los vasos
coronarios, o en el reemplazo de células de la médula
Osea de animales consanguineos (fig. 7). Su localiza-
cién histoldgica es la que determina que se diferencie
en uno u otro tipo celular. Los resultados que se estdn
obteniendo a partir de modelos experimentales consti-
tuyen una evidencia sélida de que el miocardio no es
un tejido estdtico, como se habia creido hasta ahora,
sino que se encuentra en un proceso continuo de creci-
miento, muerte y renovacion. La obtencion de células
totipotenciales a partir de la sangre, del corazén o de
otros tejidos representa una avenida terapéutica inno-
vadora para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
irreversible, y sobre todo de la cardiopatia isquémica,
ya que puede permitir en un futuro préximo el reem-
plazo de tejido necrético.
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