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Durante el desarrollo cardiaco, el epicardio deriva de
un primordio externo al corazén, denominado proepicar-
dio, que esta formado por un acimulo de células meso-
teliales situado en la superficie ventral y cefélica del li-
mite higado-seno venoso (aves) o en la cara pericardica
del septo transverso (mamiferos). El proepicardio entra
en contacto con la superficie miocardica y da lugar a un
mesotelio que crece y recubre progresivamente al mio-
cardio. El epicardio genera, por un proceso localizado
de transicion epitelio-mesénquima, una poblacion de cé-
lulas mesenquimaticas, las células derivadas de epicar-
dio (CDEP). Las CDEP contribuyen al desarrollo del teji-
do conectivo del corazén y también dan lugar a los
fibroblastos y las células musculares lisas de los vasos
coronarios. Existen evidencias que sugieren la diferen-
ciacion de las CDEP en células endoteliales del plexo
subepicardico primitivo. De confirmarse esto, las CDEP
mostrarian propiedades similares a los precursores vas-
culares bipotenciales derivados de células madre re-
cientemente descritos, cuya diferenciacion en endotelio
y musculo liso se regula por exposicion a VEGF y
PDGF-BB, respectivamente. Ademas de las funciones
sefaladas en la formacién de los tejidos vascular y co-
nectivo del corazén, las CDEP podrian desempenar un
papel modulador esencial para la formacién de la capa
compacta ventricular del miocardio, un papel que podria
estar regulado por el factor de transcripcion WT1 y la
produccién de &cido retinoico.
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The Epicardium and Epicardial-Derived Cells:
Multiple Functions in Cardiac Development

The epicardium develops from an extracardiac primor-
dium, the proepicardium, which is constituted by a cluster
of mesothelial cells located on the cephalic and ventral
surface of the liver-sinus venosus limit (avian embryos) or
on the pericardial side of the septum transversum (mam-
malian embryos). The proepicardium contacts the myo-
cardial surface and gives rise to a mesothelium, which
grows and progressively lines the myocardium. The epi-
cardium generates, through a process of epithelial-me-
senchymal transition, a population of epicardial-derived
cells (EPDC). EPDC contribute to the development of car-
diac connective tissue, fibroblasts, and the smooth mus-
cle of cardiac vessels. Recent data suggest that EPDC
can also differentiate into endothelial cells of the primary
subepicardial vascular plexus. If this is confirmed, EPDC
would show the same developmental properties that cha-
racterize the stem-cell-derived bipotential vascular proge-
nitors recently described, whose differentiation into endot-
helium and smooth muscle is regulated by exposure to
VEGF and PDGF-BB, respectively. Aside from their func-
tion in the development of cardiac connective and vascu-
lar tissue, EPDC also play an essential modulating role in
the differentiation of the compact ventricular layer of the
myocardium, a role which might be regulated by the
transcription factor WT1 and the production of retinoic
acid.
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INTRODUCCION

El epicardio es la capa mds externa del corazén de
los vertebrados. En el organismo adulto esta constitui-
do por un mesotelio cibico que recubre un espacio
ocupado por tejido conectivo y vascular. En el em-
brién temprano, el epicardio adopta la forma de un
epitelio escamoso que, o bien se une directamente a la
superficie del miocardio, o bien recubre un espacio
subepicdrdico mas o menos poblado de células mesen-
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ABREVIATURAS

b-HLH: basic Helix-Loop-Helix.

BMP: bone morphogenetic proteins.

BVES: blood vessel/epicardial substance.

CDEP: células derivadas de epicardio.

cdks: cyclin-dependent kinases.

FGFs: fibroblast growth factors.

FOG-2: friend of GATA.

NCAM: neural cell adhesion molecule.

PDGF-BB: platelet-derived growth factor-BB.

Rb: retinoblastoma.

RALDH?2: retinaldehido-deshidrogenasa-2.

SRF: serum response factor.

TGE-B: transforming growth factors-p.

VCAM: vascular cell adhesion molecule.

VEGEF: vascular endothelial growth factor.

VEGEFR-2: vascular endothelial growth factor
receptor-2.

WT: tumor de Wilms.

quimdticas. En este articulo revisaremos los procesos
relacionados con el desarrollo del epicardio, la apari-
ciéon del mesénquima subepicdrdico y su diferencia-
cion. Trataremos también las evidencias acerca del pa-
pel esencial que el mesénquima subepicirdico
desempena en la diferenciaciéon miocérdica.

El epicardio es, sin duda, el componente cardiaco
que tradicionalmente ha atraido menos la atencién de
los embridlogos y bidlogos del desarrollo. Durante lar-
go tiempo el epicardio fue considerado como un sim-
ple derivado de la capa mds externa del tubo cardiaco.
El término «epimiocardio» o «mioepicardio», referido
a este primordio comdn a ambos tejidos', ha seguido
apareciendo en los libros de texto hasta hace relativa-
mente poco tiempo?. Sin embargo, en los dltimos afios
se ha sucedido una serie de estudios que han demos-
trado, en primer lugar, que el epicardio presenta un de-
sarrollo independiente respecto a miocardio y endocar-
dio, una propuesta avanzada hace casi un siglo’; en
segundo lugar, se ha puesto de manifiesto que la ma-
yor parte del tejido conectivo y vascular cardiaco, in-
cluyendo los vasos coronarios, son derivados epicardi-
cos. La mds reciente aportacion al tema ha venido de
estudios que apuntan a que las células derivadas del
epicardio proporcionan sefales esenciales para la for-
macion de la capa compacta del miocardio ventricular.
El epicardio, por tanto, ha pasado de desempefiar un
papel aparentemente pasivo a convertirse en protago-
nista de episodios clave para la morfogénesis cardiaca.
Nuestro objetivo a la hora de escribir este articulo es el
de recopilar los conocimientos actuales sobre estas
nuevas funciones del epicardio y las células derivadas
del mismo.
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El epicardio deriva de un primordio mesotelial
extracardiaco, llamado proepicardio

El epicardio es la capa de apariciéon mds tardia de
las que componen el corazén, y la tnica que tiene un
origen externo al tubo cardiaco primitivo. Aspectos
generales acerca de su desarrollo en las vertientes on-
togenética y filogenética han sido tratados en una re-
ciente revisién*. El epicardio se forma a partir de un
acimulo de tejido mesotelial que aparece a nivel ven-
tral en el limite entre el higado y el seno venoso. Este
acumulo, que recibe el nombre de proepicardio’®, pue-
de ser sencillo y situado a la derecha del plano sagital,
como en el caso del embrion de pollo, o bilateral,
como en el embrién de ratén.

La estructura del proepicardio es variable segun las
especies en las que se ha descrito. Existen descripcio-
nes del proepicardio en representantes de casi todos
los grandes grupos de vertebrados. El representante
mads primitivo, desde el punto de vista filogenético, es
un pequefio tiburdn, la pintarroja (Scyliorhinus canicu-
la)%®. En los embriones de estos peces se desarrollan
dos grandes cimulos de células mesoteliales en la por-
cién ventral y anterior del epitelio que recubre el higa-
do, justo en su unioén con el seno venoso. Mds tarde,
cuando el septo transverso se desarrolla en este limite,
los cimulos mesoteliales proepicéardicos se desplazan
hacia la superficie pericardica del septo. El proepicar-
dio en la pintarroja estd formado por células mesote-
liales redondeadas, con una escasa matriz extracelular
entre ellas. En los peces teledsteos el proepicardio no
se ha descrito, aunque se ha sefialado que el epicardio
de la platija (Pleuronectes platessa) deriva de una
fuente extracardiaca, sin precisar sus caracteristicas’.
La presencia de proepicardio en los anfibios se deduce
de los estudios sobre el desarrollo cardiaco del ajolote
(Ambystoma mexicanum)'°. Estos autores afirman que
el epicardio se desarrolla a partir de células del septo
transverso. La informacién a este respecto también es
escasa en los reptiles, aunque se ha sefialado que el de-
sarrollo epicardico en la tortuga es similar al descrito
en los embriones de pollo'!.

La organizaciéon del proepicardio ha sido exten-
samente estudiada en los embriones de pollo y co-
dorniz>*15. Su desarrollo comienza alrededor de los
estadios HH13-14, con una rdpida proliferacion del me-
sotelio que recubre a nivel ventral los cuernos del seno
venoso en su limite con el primordio hepdtico (figs. 1 y
2). A diferencia de lo que ocurre en otros modelos ani-
males, la proliferacién del lado izquierdo detiene su de-
sarrollo, mientras que la del lado derecho crece hasta al-
canzar en el estadio HH17 un tamafio considerable. El
proepicardio en este estadio estd formado por multiples
digitaciones o protrusiones que dan al conjunto un as-
pecto de «coliflor». Las digitaciones estan tapizadas por
mesotelio y contienen numerosas células mesenquimati-
cas en una abundante matriz extracelular.
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El proepicardio es bilateral en los mamiferos, como
ya se ha dicho, y se desarrolla en la superficie pericar-
dica del septo transverso, en las proximidades del seno
venoso!'®?, Las protrusiones mesoteliales consisten, al
principio, en cimulos de células redondeadas para lue-
go adquirir un aspecto més parecido al descrito para el
embrién de pollo, digitaciones cubiertas por mesotelio
y conteniendo células mesenquimaticas y matriz extra-
celular. En embriones de ratén, el proepicardio esta
presente entre 9,5 y 11 dias post coitum.

Los factores que controlan el desarrollo del proepi-
cardio son desconocidos. Se ha especulado con un
efecto mecdnico, de «aspiracién», de las contracciones
cardiacas sobre el mesotelio del septo transverso's,
pero es mucho mds probable que el mesotelio de las
zonas en las que se desarrolla el proepicardio reciba
algun tipo de sefial proliferativa de origen y naturaleza
desconocidos. De hecho, el proepicardio muestra una
fuerte actividad mit6tica>'8.

El proepicardio es transferido al corazén,
y da lugar al mesotelio epicardico

Las células proepicdrdicas, que se originan y proli-
feran fuera de los limites del corazén, deben migrar a
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Fig. 1. El proepicardio del embrién de
codorniz (estadio HH21) a microscopia
electronica de barrido. Ay B. Dos dife-
rentes aspectos de las protrusiones
proepicardicas en fase de adhesion al
ventriculo (V). H: superficie del higado.

Fig. 2. Secciones histoldgicas del pro-
epicardio de codorniz en seccion
transversal. A. Estadio HH21. El pro-
epicardio (P) se localiza en el limite
seno venoso (SV)/Higado (H). Obsér-
vese como el epicardio (EP) se va ex-
tendiendo sobre el miocardio del canal
atrioventricular (AV). B. Estadio HH22,
inmunolocalizaciéon del citoqueratina.
Se observa la inmunorreactividad del
mesotelio proepicérdico y epicardico,
asi como la de la mayor parte del me-
sénquima subepicardico (MSE). Ob-
sérvese como algunas células de los
sinusoides hepaticos (S) son también
inmunorreactivas. M: miocardio.

la superficie cardiaca para constituir el epicardio pri-
mitivo. Se han descrito dos mecanismos principales de
transferencia del proepicardio, que en ocasiones co-
existen en la misma especie.

En ciertos casos se ha descrito cémo las células pro-
epicardicas se desprenden y flotan libremente en la ca-
vidad pericdrdica. Estas células se adhieren en dreas
especificas del miocardio, sobre todo en los surcos
atrioventricular y conoventricular. A partir del momen-
to de su adhesion, las células se aplanan y se unen en-
tre si para formar un epitelio que progresivamente va
creciendo sobre la superficie cardiaca. Este mecanis-
mo de transferencia proepicardica es el tnico presente
en la pintarroja®, y se ha descrito en anfibios y mami-
fer0510,17,l8.

El otro mecanismo de transferencia del proepicardio
implica la adhesion directa de las vellosidades proepi-
cardicas a la superficie cardfaca. Dada la posicién del
proepicardio respecto del corazon, esta adhesion suele
ocurrir en la parte posterior (dorsal) de los ventriculos
y del surco atrioventricular (fig. 2). La adhesion directa
del proepicardio parece ser el mecanismo fundamental
de transferencia en el caso de los embriones de pollo, y
coexiste en anfibios y mamiferos con la adhesién de
ctimulos libres de células proepicardicas antes descrita.
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Fig. 3. Evidencias de transicion epicardio-mesénquima en embriones de
mamifero. A. Embrion de raton, 11,5 dias post coitum, microscopia
electronica de barrido. Células del epicardio (EP) del surco atrioventricu-
lar emiten largas prolongaciones basales hacia la matriz extracelular
subyacente. M: miocardio. B. Embrion de hamster, 11 dias post-coitum,
inmunolocalizacion de citoqueratina. Las células mesenquimaticas que
se generan en el surco atrioventricular son positivas (flecha), demos-
trando un origen mesotelial. A: atrio; V: ventriculo. C. Embrién de raton,
11,5 dias post-coitum, inmunolocalizacion del factor WT1. Obsérvese la
reactividad del epicardio y las células del surco atrioventricular.

Es posible que la amplia comunicacién de la cavidad
pericéardica con el celoma general del cuerpo en el em-
brién de ave (por el retraso en el desarrollo del septo
transverso) esté relacionada con esta particularidad'®.
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En todos los casos, el epicardio progresa alrededor
del surco atrioventricular, para extenderse después al
ventriculo izquierdo, la superficie ventral del atrio, el
ventriculo derecho y, finalmente, el techo del atrio y el
tracto de salida®!. Es interesante sefialar que el creci-
miento del epicardio se detiene en el limite entre las
regiones miocdrdica y mesenquimatica del tracto de
salida, y esta ultima queda cubierta por el crecimiento
del mesotelio pericardico?.

La adhesién de células proepicdrdicas a la superficie
del miocardio indica la existencia de algiin mecanismo
especifico de reconocimiento. No se conocen los deta-
lles de dicho mecanismo porque, aunque se han pro-
puesto moléculas candidatas, no existen evidencias de-
cisivas a su favor. Por ejemplo, NCAM (neural cell
adhesion molecule) se expresa tanto en epicardio
como en miocardio en desarrollo®?*. Sin embargo, los
ratones mutantes deficientes para NCAM no presentan
defectos en el epicardio®. También se ha descrito que
el miocardio desnudo presenta dreas discretas cubier-
tas por fibronectina®, y que la adhesién de células li-
bres implica un fuerte aumento de la expresion de fi-
bronectina en la interfase epicardio-miocardio®. Sin
embargo, de nuevo se constata que los ratones defi-
cientes para fibronectina carecen de anomalias en el
desarrollo epicardico?.

A pesar de la ausencia de datos significativos acerca
del mecanismo de adhesién de células proepicardicas
al miocardio, s existen evidencias de que dos molécu-
las son esenciales para mantener la integridad epicérdi-
ca en los momentos iniciales de su desarrollo. Ratones
deficientes en VCAM-1 (vascular cell adhesion mole-
cule)®™ o en la subunidad o, de las integrinas® mues-
tran un defecto similar en el desarrollo del epicardio.
Esta coincidencia es consistente con el papel de las in-
tegrinas o, (a,f3, y o,f3,) como receptoras para VCAM.
Los ratones deficientes para estas dos moléculas mues-
tran una fase normal de adhesion de células proepicar-
dicas entre los dias 9,5 y 11 de desarrollo, pero in-
mediatamente después el epicardio se desprende y
desaparece. Estas mutaciones son letales debido proba-
blemente a una hemorragia pericdrdica masiva cuyas
causas se discuten mds adelante. VCAM-1 se expresa
en el miocardio embrionario, mientras que la integrina
o, se expresa en el epicardio y proepicardio®. Por tan-
to, su interacciéon parece esencial para el manteni-
miento de la integridad epicardica.

El epicardio genera una poblacién de células
mesenquimaticas por un proceso de
transicion epitelio-mesénquima

A medida que el epicardio recubre el miocardio em-
brionario, se va desarrollando un espacio entre estos
dos tejidos. Este espacio, al que llamaremos subepi-
cardio, aparece primero alrededor de los surcos atrio-
ventricular y conoventricular, para luego extenderse
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por la superficie de los ventriculos y, en el caso de los
mamiferos, por el surco interventricular. El subepicar-
dio estda muy poco desarrollado en el atrio, sobre todo
en su techo, donde el epicardio estd directamente ad-
herido al miocardio. La formacién del espacio subepi-
cérdico puede estar determinada por un cambio en la
expresiéon de moléculas de adhesiéon y/o un aumento
en la produccién de matriz extracelular en la interfase
epicardio/miocardio. Dicha matriz extracelular es un
medio extraordinariamente complejo, rico en fibronec-
tina y coldgenos I, IV, V y VI?*3134 proteoglicanos y
laminina?®, GP68%, vitronectina, fibrilina-2 y elasti-
na*®, tenascina-X*¢ y flectina®’.

El espacio subepicardico se puebla rapidamente por
células mesenquimaticas de aspecto fibroblastoide.
Durante mucho tiempo se pensé que estas células al-
canzaban el subepicardio por migracion desde la re-
gién del septo transverso'. Otra posibilidad, que ha
sido descrita en embriones de mamifero, es la transfe-
rencia de células en el interior de vesiculas proepicar-
dicas liberadas a la cavidad pericardica y adheridas a
la superficie del corazén®. En aves resulta evidente
que la transferencia del proepicardio por adhesién di-
recta implica el arrastre de células mesenquimaticas
que se incorporan al subepicardio. Sin embargo, se
acepta actualmente que buena parte del mesénquima
subepicardico estd constituido por células derivadas
del epicardio (CDEP)*.

Las CDEP se generan por un fenémeno de transi-
cioén epicardio-mesénquima, un caso particular de una
familia de procesos celulares de gran importancia en el
desarrollo, las transiciones epitelio-mesénquima*’. Di-
chos procesos consisten en la adquisicién por parte de
células epiteliales de caracteristicas mesenquimdticas
que les permiten desprenderse de las células vecinas,
reorganizar su citosqueleto, degradar la ldmina basal y
la matriz extracelular subyacente, y adquirir la capaci-
dad de migrar a través de esta dltima. Ejemplos de
transiciones epitelio-mesénquima son la formacién del
mesodermo a través de la linea primitiva*!, la diferen-
ciacién de la cresta neural*?, la disgregacién del der-
momiotomo o la formacién del mesénquima valvulo-
septal en los cojines endocdrdicos®.

En el caso que nos ocupa, la transiciéon epicardio-
mesénquima comienza en los surcos atrioventricular y
conoventricular, y posteriormente se extiende a otras
areas del epicardio ventricular. No obstante, la mayor
parte de CDEP, al menos en embriones de mamiferos,
parece generarse en el surco atrioventricular (fig. 3A).

(Qué proporcién del mesénquima subepicardico esta
constituida por CDEP? Antes de contestar a esta pre-
gunta es preciso sefialar que una parte mayoritaria del
mesénquima proepicardico se origina también por tran-
sicién epitelio-mesénquima a partir del mesotelio que
recubre las vellosidades proepicardicas*. Esto es suge-
rido por datos morfolégicos, pero también por la pre-
sencia de marcadores de transicién epitelio-mesénqui-
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ma en el mesotelio y mesénquima proepicdrdicos,
como veremos a continuacion. Esto significa que célu-
las derivadas del mesotelio proepicéardico se incorporan
a la poblacién de CDEP generadas in situ, con lo que la
mayor parte del mesénquima subepicardico resulta ser
un derivado del mesotelio celémico, sea proepicdrdico
0 epicardico.

La transicién epitelio-mesénquima implica una reor-
ganizacién citosquelética, como hemos dicho antes.
Las células del epicardio (y las del mesotelio proepi-
cardico) poseen filamentos intermedios constituidos
por citoqueratinas®!. Durante la transformacién en
mesénquima, estos filamentos son sustituidos por fila-
mentos de vimentina (propios de células mesenquima-
ticas)®. Dicha sustitucién no es, por supuesto, instan-
tdnea. La expresion de vimentina comienza incluso en
fases premigratorias, cuando la célula en transicion
mantiene todavia su fenotipo epitelial®®. Por otra parte,
la citoqueratina se va degradando progresivamente a
lo largo del proceso, pero persiste durante un tiempo
en mesénquima derivado de epitelio. Esto implica que
la localizacién de citoqueratina en células mesenqui-
maticas es marcador de un reciente origen epitelial®.
De hecho, la gran mayoria de las células mesenquimé-
ticas proepicdrdicas y subepicdrdicas son inmunorre-
activas para anticuerpos anticitoqueratina® (figs. 2B y
3B). Por otro lado, numerosas células mesoteliales
proepicdrdicas y epicdrdicas son vimentina-positivas,
posiblemente indicando que se encuentran en estados
premigratorios®.

Asi mismo, el factor de transcripcién asociado al tu-
mor de Wilms (WT1) se expresa, entre otras localiza-
ciones, en el mesotelio celémico, en el epicardio y en
las CDEP** (figs. 3C y 5B). La masiva presencia de
la proteina WT1 en el mesénquima proepicardico y
subepicdrdico del pollo ha sido descrita como eviden-
cia de su origen mesotelial®®. Por otra parte, ratones
portadores de un gen reporter WT1, con expresion de
B-galactosidasa controlada por el promotor WTI,
muestran expresion de este gen en practicamente la to-
talidad de células subepicdrdicas del ratén*.

El mecanismo que regula la transformacion epicar-
dio-mesénquima es poco conocido, si bien se han pro-
ducido dltimamente importantes avances en este senti-
do. La transformacién se inicia, y es mds intensa, a
nivel de los cojines atrioventriculares y del tracto de
salida. Dado que en estos cojines se estd produciendo
simultineamente otra transicion epitelio-mesénquima,
la que genera el mesénquima valvuloseptal®, desde un
primer momento se sospeché que una misma sefial,
procedente del miocardio, podria iniciar ambos pro-
cesos. Esta sefal se asocid a la presencia de «adhero-
nes», particulas complejas compuestas por varias pro-
tefnas y que han sido localizadas en la matriz
extracelular de los cojines y el subepicardio®. En la
actualidad se piensa que los factores de crecimiento de
las familias BMP (bone morphogenetic proteins) y
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TGF-B (transforming growth factors-f) son esenciales
para la transformacién endotelio-mesénquima®*!'. En
cambio, la situacion es mucho menos clara en el caso
del epicardio. Se ha sefialado el probable papel desem-
peiado por FGFs (fibroblast growth factors), en con-
creto FGF-1, 2 y 7. Estos factores estimularon la
transformacion epicardio-mesénquima in vitro, mien-
tras que TGF-B1, 2 y 3 la inhibieron. Otros autores in-
sisten, sin embargo, en que el estimulo por los FGFs
sOlo es posible cuando las células epicardicas han sido
previamente activadas por sefiales de tipo BMP
(Markwald, comunicacién personal). Es importante
sefalar que BMP-2 y BMP-4 se expresan especifica-
mente en el miocardio del canal atrioventricular y trac-
to de salida®.

En cualquier caso, a continuacién de la sefal o sefia-
les que inducen el inicio de la transicién epitelio-me-
sénquima, parece clara la implicacion de factores de
transcripcién de tipo zinc-finger, pertenecientes a la
familia Snail. Al parecer, las funciones de Snail en ma-
miferos son desempefiadas en el embrion de ave por el
producto de otro gen, Slug>. Estos factores son esen-
ciales en la formacién del mesodermo, y participan en
diferentes procesos embrionarios de transformacién
epitelio-mesénquima, incluyendo la formacién de la
cresta neural®. La expresion de Slug ha mostrado ser
esencial para la transformacién del endocardio en los
cojines endocérdicos!%, mientras que la presencia de
Slug ha sido localizada en el epicardio y las CDEP del
embrién de pollo™’.

La funcién de los factores Slug/Snail parece ser re-
presora de la expresién de moléculas de adhesion ce-
lular. Slug, por ejemplo, reprime la expresion de des-
moplaquinas y desmogleinas®®. Por otra parte, se ha
demostrado que Snail reprime la expresion de E-cad-
herina, en lo que puede ser un acontecimiento clave
para la transformacién epitelio-mesénquima™>-%,

Otros factores de transcripcién de tipo zinc-finger,
que probablemente estdn implicados en la transicion
epicardio-mesénquima, son Ets-1 y el ya mencionado
WTI. Ets-1 activa la expresion de enzimas proteoliti-
cas, y parece ser clave en la degradacioén de la matriz
extracelular que se asocia al fenotipo migrador®!. La
presencia de Ets-1 se ha correlacionado con las areas
de transicién epicardio-mesénquima en el embrién de
pollo®?. WT1 parece tener alguna funcidn, si no en la
transiciéon epicardio-mesénquima propiamente dicha,
si en la diferenciacién de las CDEP. WT1 podria repri-
mir la diferenciacion de dichas células, manteniéndo-
las en un estado mesenquimdtico y proliferativo®.
Esto explicaria el menor nimero de CDEP observadas
en el corazén de embriones de ratén deficientes en
WT1, como veremos mas adelante.

FOG-2 (friend of GATA) es un factor de transcrip-
cioén expresado en el miocardio pero que también pare-
ce tener una funcién esencial para la transicion epicar-
dio-mesénquima. FOG-2 es un cofactor de los factores

101

transcripcionales de la familia GATA, tres de cuyos
miembros (GATA4, 5 y 6) se expresan en el corazén
embrionario®. La deficiencia en FOG-2 produce un
fenotipo cardiaco caracterizado por un bajo nimero de
CDEP, ausencia de vasos coronarios e hipoplasia del
miocardio ventricular®. FOG-2 podria estar implicado
en la generacion de la sefial miocdrdica para el inicio
de la transformacién epicardio-mesénquima.

A continuacidn se citan otros factores de transcrip-
cion expresados en el epicardio y que podrian tener al-
guna participacién en la generacién de las CDEP. La
epicardina® (también descrita como capsulina®®’ y
POD-1%) pertenece a la familia bHLH (basic Helix-
Loop-Helix). Se expresa en el epicardio embrionario y
en el mesotelio y mesénquima submesotelial de pul-
mones, tracto digestivo, rifiones y bazo. Su ausencia
produce hipoplasia pulmonar y renal®, asi como age-
nesia del bazo™, pero no se han descrito alteraciones
cardiacas en este modelo. Por otro lado, dos genes de
expresion epicardica, Thx5"' y Thx18", pertenecen a la
familia de los factores T-Box (relacionados con Bra-
chyury). Mutaciones en Thx5 estan asociadas al sin-
drome de Holt-Oram”. Por tultimo, se ha detectado
también la expresion epicardica embrionaria del supre-
sor tumoral Rb (retinoblastoma), una proteina de con-
trol del ciclo celular que actia como sustrato de cdks
(cyclin-dependent kinases). El patron de expresion de
Rb sugiere una implicacién en la transformacién endo-
cardio-mesénquima’™, por lo que no se puede descartar
una funcién paralela en la transformacién del epi-
cardio.

Las células derivadas del epicardio se
diferencian en tejido conectivo y vascular

El aspecto fibroblastoide de las CDEP fue la causa
de que se las considerara en un primer momento como
componentes de tejido conectivo del subepicardio. Sin
embargo, distintas evidencias apuntan a un papel mas
activo en cuanto al desarrollo del sistema vascular co-
ronario.

Durante mucho tiempo los vasos coronarios se con-
sideraron como derivados de brotes de la raiz adrtica
que crecian para invadir todo el corazén. A finales de
los ochenta se formulé la hipétesis (denominada del in-
growth) de que dichos vasos se organizaban en el sub-
epicardio en forma de un plexo vascular que en un
momento determinado conectaba con los senos de Val-
salva derecho e izquierdo™. El subito aumento de pre-
sién intravascular que origina esta conexién induce la
arterializacion de segmentos especificos del plexo que
constituyen las arterias coronarias.

El plexo vascular subepicardico primario se organi-
za, de acuerdo con esta propuesta, por conexién de
precursores vasculares, es decir, por vasculogénesis’®.
Una vez establecido, su crecimiento se produce por
angiogénesis o proliferacién de vasos ya establecidos.
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Miocardio

Miocardio

El origen vasculogenético de los vasos coronarios
planteaba la cuestion del origen y la diferenciacién de
sus precursores celulares, que debian encontrarse en el
mesénquima subepicdrdico.

Diversas evidencias experimentales han demostrado
que los precursores de la musculatura lisa de la media
de los vasos coronarios, asi como los fibroblastos de la
adventicia, se diferencian a partir de CDEP. Una técnica
fundamental para llegar a esta conclusién han sido las
«quimeras epicardicas», desarrolladas mediante injerto
del proepicardio de codorniz en la cavidad pericdrdica
del embrion de pollo, en el estadio de desarrollo
HH17?%. De esta forma es posible generar embriones de
pollo cuyos corazones estdn cubiertos por epicardio de
codorniz, y es posible seguir el destino de las CDEP de-
rivadas de dicho epicardio mediante anticuerpos que re-
conocen las células de codorniz, pero no las de pollo
(fig. 5).

Utilizando quimeras epicdrdicas se ha demostrado
como las CDEP procedentes del donante contribuian a
la formacion de la musculatura coronaria, adventicia
vascular y al esqueleto fibroso del corazén’’8. En este
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Fig. 4. Modelo hipotético del origen de
los vasos coronarios a partir de células
derivadas del epicardio (CDEP). 1. En una
primera fase, factores de crecimiento de
las familias BMP y FGF inducen la transi-
cion epicardio-mesénquima. 2. La presen-
cia de VEGF secretado por miocardio y
epicardio induce la diferenciacion endote-
lial de las CEDP. 3. En una segunda fase,
la produccion de PDGF-BB por parte del
endotelio asi formado induce el recluta-
miento de nuevas CDEP y su diferencia-
cioén a pericitos y musculo liso.

Miocardio

Fig. 5. Funcion sefializadora de las células
derivadas de epicardio (CDEP), puesta de
manifiesto en quimeras pollo/codorniz (epi-
cardio de codorniz sobre miocardio de po-
llo). Las células de la codorniz se reconocen
en todos los casos por la inmunolocaliza-
cion del antigeno QCPN (en verde). A. Esta-
dio HH29. El ventriculo (V) ha sido comple-
tamente invadido por CDEP. EP: epicardio.
B. Estadio HH32, surco atrioventricular. El
factor de transcripcion WT1 se ha inmuno-
localizado en rojo. Obsérvese la colocaliza-
cion de QCPN y WT1 en la mayor parte del
mesénquima del subepicardio (SE). La co-
localizacion resulta en un color amarillo.
También se observa la presencia de células
WT1-positivas en el ventriculo (V), pero no
en el atrio (A). C. Estadio HH29, surco co-
noventricular. La enzima retinaldehido-des-
hidrogenasa se ha inmunolocalizado en
rojo. Obsérvese la reactividad del epicardio
y de las CDEP, asi como la presencia de es-
tas Gltimas en el ventriculo (V), pero no en
el tracto de salida (TS).

sistema, el endotelio coronario también derivaba de la
codorniz, aunque la explicacién dada por los autores de
estos trabajos no admitia un origen del endotelio coro-
nario a partir de CDEP, como veremos mas adelante.
Las quimeras epicardicas utilizadas en estos experi-
mentos pusieron de manifiesto que las CDEP invaden
el miocardio e incluso colonizan los cojines atrioventri-
culares, alcanzando niveles subendocardicos. Los coji-
nes del tracto de salida, en cambio, no mostraron pre-
sencia de CDEP.

Otros experimentos confirman los resultados ante-
riores. El cultivo de células proepicardicas sobre geles
de coldgeno genera una monocapa de células epitelia-
les idénticas a las del epicardio. Dichas células, aisla-
das, marcadas e inyectadas en la cavidad pericardica
de embriones de pollo, dieron lugar a epicardio, mus-
culatura lisa coronaria y fibroblastos™. En otra serie de
experimentos se puso de manifiesto que las células
epicdrdicas generadas sobre geles de coldgeno por cul-
tivo de explantes proepicardicos expresaban in vitro
marcadores de musculo liso, tales como caldesmon e
isoformas especificas de actina y miosina®. Este pro-

102



Mufoz-Chépuli R, et al. El epicardio y las células derivadas del epicardio: multiples funciones en el desarrollo cardiaco

ceso es estimulado por la presencia de PDGF-BB (pla-
telet-derived growth factor-BB) y dependiente de la
expresion de SRF (serum response factor), un factor
de transcripcion de la superfamilia MADS box, expre-
sado por el epicardio en cultivo®'. De hecho construc-
ciones genéticas dominante-negativas para SRF inhi-
bieron la diferenciacién de musculo liso a partir de
CDEP.

La proteina BVES (blood vessel/epicardial substan-
ce), que probablemente representa a una nueva familia
de moléculas de adhesion, ha sido localizada a lo largo
de todo el linaje celular proepicardio-epicardio-CDEP-
musculo liso vascular, constituyendo una evidencia mas
del origen epicardico de la tiinica media coronaria®*%3.

La diferenciacion de células musculares lisas y fi-
broblastos a partir de CDEP es un hecho bien estable-
cido. Sin embargo, el origen del endotelio coronario
permanece atin sometido a discusién. La primera fase
de los procesos de vasculogénesis consiste en el en-
samblaje de angioblastos, precursores endoteliales me-
sodérmicos. En una segunda fase, los tubos endotelia-
les reclutan células mesenquimdticas e inducen su
diferenciacién hacia células perivasculares (pericitos y
musculatura lisa). El origen de los angioblastos que
originan el plexo subepicdrdico primitivo es incierto,
aunque existen dos posibilidades que no son mutua-
mente excluyentes. La primera posibilidad es que los
angioblastos migren hacia el subepicardio desde la
region del higado y septo transverso, bien a través
del proepicardio, bien directamente, una vez que el
subepicardio haya conectado con la esplacnopleura
hepdtica'®. La segunda posibilidad consiste en una di-
ferenciacién a partir de CDEP*. En este caso el epi-
cardio serfa el origen tanto del endotelio como de la
musculatura lisa de los vasos coronarios.

La primera posibilidad cuenta con el respaldo de de-
terminados experimentos, en los cuales las quimeras
epicardicas s6lo desarrollaban endotelio derivado del
donante si se acompafiaba el injerto proepicdrdico de
un fragmento de tejido hepatico®. Esta es la razén por
la que otras quimeras, en las que se desarrollé endote-
lio coronario procedente del donante, no fueron consi-
deradas como prueba de un origen epicardico de dicho
endotelio””. Sin embargo, la hipétesis de un origen he-
patico de los precursores coronarios cuenta con dos di-
ficultades. En primer lugar, quimeras epicardicas en
las cuales el epicardio donante formé un mosaico con
el epicardio del hospedador mostraron cémo los limi-
tes entre los mesénquimas respectivos estaban perfec-
tamente marcados y coincidian con los limites entre
los epicardios*. Dicho en otros términos, bajo el epi-
cardio de codorniz sélo se encuentra mesénquima de
codorniz, y s6lo hay mesénquima de pollo bajo el epi-
cardio de pollo. Légicamente, los vasos coronarios de-
sarrollados en este sistema fueron un mosaico de célu-
las endoteliales procedentes del donante y del receptor.
La ausencia de migracién horizontal del mesénquima
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subepicardico no se ajusta con la propuesta de una in-
vasion de la superficie cardiaca por parte de angioblas-
tos extracardiacos.

El segundo argumento a considerar en cuanto a un
origen hepdtico de los angioblastos coronarios se basa
en las evidencias acerca de la propia vasculogénesis
hepdtica. Es probable que el endotelio de los sinusoi-
des hepaticos sea un derivado celdmico, una idea que
fue propuesta hace tiempo® y que ha recibido recien-
temente diferentes apoyos experimentales. Por ejem-
plo, es posible localizar restos de citoqueratina en las
células sinusoidales tempranas del embrién de pollo*
(fig. 2B), mientras que en el ratén transgénico dotado
de un gen reporter WT1, el endotelio hepético expresa
este marcador mesotelial*®. El marcaje directo del me-
sotelio hepatico del embrién de pollo con un trazador
fluorescente muestra que células endoteliales en los si-
nusoides aparecen marcadas tras s6lo 24 h de reincu-
bacion®.

La posibilidad de que las CDEP se diferencien en
angioblastos cuenta con una serie de apoyos experi-
mentales. Por ejemplo, la localizacidn conjunta en cé-
lulas subepicardicas de restos de citoqueratina con
VEGEFR-2 (vascular endothelial growth factor recep-
for-2), también denominado Flk-1¥’, el marcador
vascular mds temprano conocido, asi como una serie
de experiencias con quimeras epicédrdicas* y datos de
marcaje directo del mesotelio proepicardico y epicar-
dico con trazadores fluorescentes y retrovirus®. De
confirmarse estos datos, tanto el corazén como el hi-
gado embrionarios recibirfan una aportacién de células
angioblésticas desde el mesotelio celémico. Este es un
proceso que se puede generalizar a otros 6rganos en
los que se produce vasculogénesis (saco vitelino, pul-
mones, tubo digestivo, alantoides), y que ha sido situa-
do en un marco evolutivo sobre el origen del sistema
circulatorio de vertebrados®.

Las células derivadas del epicardio podrian
ser precursores vasculares pluripotenciales

La posibilidad de que las CDEP den lugar como mi-
nimo a tres tipos celulares (fibroblastos, células mus-
culares lisas y endotelio) plantea interesantes cuestio-
nes en cuanto a los mecanismos que regularian esta
pluripotencialidad. En este contexto es importante se-
nalar el reciente descubrimiento de precursores vascu-
lares bipotenciales derivados de células madre embrio-
narias y seleccionados por la expresion de
VEGFR-2%, Estas células, cuando se cultivan en pre-
sencia de suero o de PDGF-BB, se diferencian en cé-
lulas musculares lisas. En cambio, en presencia de
VEGF (vascular endothelial growth factor) dan lugar
a células endoteliales. La exposicion de estos precur-
sores bipotenciales a ambos factores de crecimiento
induce la formacién de cultivos mixtos en los que las
células musculares lisas rodean a las células endotelia-
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les.

Las CDEP podrian constituir precursores vasculares
bipotenciales desde el momento en que expresan recep-
tores de alta afinidad para los dos factores de creci-
miento anteriormente citados, @ VEGFR-2 vy
PDGFR%!(y datos no publicados). En caso de confir-
marse esta hipdtesis, un atractivo escenario para el de-
sarrollo de la vascularizacion cardiaca seria el siguiente
(fig. 4): sefiales miocardicas (BMPs, FGFs) inducirian
la transformacién del epicardio en un mesénquima plu-
ripotencial. Las primeras poblaciones de CDEP serfan
inducidas a diferenciarse en células endoteliales por la
alta produccién epicardica y miocdrdica de VEGF”.
Estas células se organizarfan en un plexo vascular pri-
mario que reclutaria sucesivas CDEP mediante la pro-
duccién de PDGF-BB, un factor de crecimiento produ-
cido por el endotelio®.

Diversas observaciones parecen apoyar este modelo
hipotético. La vascularizaciéon cardiaca, como la de
otros 6rganos embrionarios, depende de una dosis muy
precisa de VEGF. La ausencia de VEGF es letal inclu-
so en heterocigosis®®, y la sobreexpresién miocardica
de VEGF da lugar a una vascularizacién defectuosa®,
con vasos dilatados, muy similar a la que se produce
en modelos en los que la sefalizacién por PDGF-
BB/PDGFRS estd alterada””.

El fenémeno de la pluripotencialidad de las CDEP
podria tener incluso mds alcance del aqui sugerido, ya
que existen dos aspectos que no se han tratado, pero
que deberan considerarse en el futuro. En primer lu-
gar, a pesar de las numerosas descripciones morfologi-
cas en este sentido, sigue siendo incierta la existencia
de hematopoyesis en el corazén embrionario. El desa-
rrollo del plexo vascular subepicédrdico se ha descrito,
en embriones de mamiferos (humanos incluidos),
como un proceso de fusibn de «islotes
sanguineos»'#%, Las evidencias a favor de la existen-
cia de un precursor comun a células sanguineas y en-
doteliales, el conocido como hemangioblasto®, sugie-
ren que el proceso de diferenciacion de los precursores
coronarios podria ser mas complejo de lo expuesto, y
deja abierta la posibilidad de una potencialidad atn
mayor de las CDEP. Es incierto el papel que podria
desempenar en este sentido la sorprendente expresion
epicérdica de eritropoyetina y su receptor EPOr'®. Por
otro lado, en diversas ocasiones se ha sugerido que el
mesénquima subepicdrdico podria diferenciarse en
miocardiocitos'?, si bien no se han encontrado eviden-
cias de esta posibilidad en las quimeras de epicardio?.

Las células derivadas del epicardio modulan
el desarrollo miocardico

Una serie de experiencias recientes ha sugerido que,
junto a la contribucién ya descrita al desarrollo del te-
jido vascular y conectivo del corazén, las CDEP podri-
an desempefiar un papel modulador esencial para el
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desarrollo del miocardio ventricular y, en particular, de
la capa compacta. Las evidencias que apuntan en este
sentido se exponen a continuacion.

Las células miocardicas adultas en cultivo primario
sufren un proceso de desdiferenciaciéon por el que
cambian su estructura, funcién y perfil de expresion
génica. Se ha mostrado como el cocultivo de células
epicardicas y miocdrdicas retrasa este proceso y man-
tiene durante mas tiempo el fenotipo contréctil del
miocardio'®?. Este fenémeno, que requiere contacto
entre epicardio y miocardio, se atribuyé a algun tipo
de interaccién con significado fisioldgico.

Tanto en embriones de mamiferos como de aves, las
primeras fases de la compactaciéon ventricular coinci-
den con una invasion del miocardio por parte de
CDEP*7. Es interesante constatar que dicha invasién
se produce en el ventriculo, pero no en el atrio (fig. 5).
Las células que penetran en el miocardio ventricular
mantienen la expresion del factor de transcripcién
WT1, a diferencia de las CDEP que se diferencian en
el tejido vascular'®. Una primera indicacién del papel
modulador de las CDEP sobre la diferenciaciéon mio-
cardica viene del estudio del fenotipo cardiaco de los
ratones deficientes en WT1!%. La pérdida de funcién
de WT1 produce graves anomalias en el desarrollo de
gbnadas, rifiones, bazo y glandulas adrenales. Sin em-
bargo, el caricter letal de esta mutacion se debe a una
insuficiencia cardiaca provocada por una hipoplasia
ventricular, es decir, la pared del ventriculo permanece
delgada y no se forma la capa compacta. En los rato-
nes WT17 se produce normalmente la formacién del
epicardio y se generan CDEP, aunque en menor canti-
dad que en los ratones normales. Dado que WT1 se
expresa exclusivamente en epicardio y CDEP, y que
estas ultimas invaden especificamente el miocardio
ventricular, parece deducirse que la compactacion
miocdrdica es dependiente de la invasién de CDEP.

Es preciso senalar que este sindrome llamado del
miocardio delgado (thin myocardium), que caracteriza
a la mutaciéon WT1, se produce también asociado a di-
versas pérdidas de funcién en genes implicados en el
desarrollo epicardico, ya mencionados en esta revi-
sién, tales como FOG-2, VCAM-1, ¢, integrina, eritro-
poyetina y su receptor EPOr.

Se desconoce el mecanismo preciso de la interac-
cién epicardio/miocardio, aunque la sefializacion por
acido retinoico parece estar implicada. De hecho, el
epicardio y las CDEP expresan retinaldehido-deshidro-
genasa-2 (RALDH?2), una enzima clave en la sintesis
de 4cido retinoico'®*!% (fig. 5C). Se ha comprobado
que las células que invaden el miocardio también ex-
presan esta enzima, aunque la expresion tiende a dis-
minuir con el tiempo y desaparece con la diferencia-
cion de las CDEP!®, Esta observacién se conecta con
el hecho de que los ratones deficientes en el receptor
RXRa del retinoico también presentan una hipoplasia
ventricular idéntica a la de los ratones WT1719.197 En
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primera instancia podria pensarse que el dcido retinoi-
co producido por epicardio y CDEP es la sefial que in-
duce la formacién de la capa compacta ventricular; sin
embargo el proceso parece mds complejo, ya que mu-
taciones condicionadas que anulan especificamente la
expresion de RXRa en el miocardio son inocuas!%%1%,
Dado que las CDEP también expresan dicho receptor,
es mas probable que el acido retinoico sea esencial en
la formacion de un bucle autocrino que mantiene a las
CDEP en un estado indiferenciado y generador de se-
fnales hacia el miocardio. Dichas sefiales son de natura-
leza desconocida, pero podrian mantener al miocardio
ventricular en un estado proliferativo. La ausencia de
WTI tal vez provoque la diferenciacién prematura
de las CDEP, que dejan de producir tanto retinoico
como sefales hacia el miocardio ventricular.

Las funciones de las CDEP en el desarrollo cardiaco
parecen depender, por tanto, de un equilibrio muy fino
entre sefiales procedentes tanto del miocardio como de
las propias CDEP, un equilibrio que permite que sub-
poblaciones precisas de CDEP entren en vias de dife-
renciacion y contribuyan al tejido conectivo y vascu-
lar, o bien permanezcan en un estado indiferenciado,
migrador y productor de sefiales autocrinas y paracri-
nas. La evidencia de que dicho equilibrio esta exquisi-
tamente regulado viene de manipulaciones genéticas
que afectan a determinados factores de crecimiento.
Por ejemplo, ratones en los cuales se produce una so-
breexpresiéon de VEGF-A en el miocardio desarrollan
vasos epicardicos de gran tamafio, como es de esperar,
pero también muestran hipoplasia ventricular®®. Una
posible interpretacion de este fendmeno es que la rup-
tura del equilibrio entre subpoblaciones de CDEP dis-
minuye los efectivos de células moduladoras del desa-
rrollo de la capa compacta ventricular.

Un tltimo tema a tratar en este capitulo es el de las
posibles relaciones entre las CDEP y la diferenciacion
del tejido de conduccién. Algunas sugerencias se han
hecho en este sentido, sefialando la coincidencia espa-
cial entre la distribucién de las EPDC, los principales
vasos coronarios que derivan de ellas y las fibras de
Purkinje”’. Se ha sugerido que la endotelina producida
por el endotelio coronario podria mediar la diferencia-
cion del tejido de conduccion!''®,

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

A lo largo de este articulo hemos puesto de mani-
fiesto cémo el protagonismo del epicardio en el desa-
rrollo cardiaco ha ido cobrando importancia a lo largo
de los ultimos afios. Esto se ha debido al descubri-
miento de que el epicardio proporciona una importante
poblacién de células mesenquimdticas y al cardcter
pluripotencial de dichas células, un caricter cuyo al-
cance debera ser valorado en los proximos afios.

La pluripotencialidad de las CDEP nos lleva a un
concepto que comienza a manejarse entre los estudio-
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sos del desarrollo cardiaco, la idea de que el epicardio
constituye una poblacién de potenciales células madre
cardiacas. No debe olvidarse que miocardio y endocar-
dio derivan del mesodermo precardiaco cuando dicho
mesodermo constituye un verdadero epitelio celémico,
es decir, el mismo tipo celular que se continda, desde
el punto de vista ontogenético, en el proepicardio y
epicardio. Por otro lado, la potencialidad de los epite-
lios celémicos o mesotelios es dramdticamente ilustra-
da por la heterogeneidad tisular de un grupo de meso-
teliomas malignos que dan lugar a elementos seos,
cartilaginosos, musculares o hemangioblasticos. Se ha
propuesto el término «mesodermoma» para estos tu-
mores, ya que se considera que el mesotelio celémico
recupera, en el proceso de tumorogénesis, auténticas
propiedades ancestrales mesodérmicas'!2,

Cabe la posibilidad de que el epicardio adulto reten-
ga cierta capacidad de responder a sefiales que provo-
quen su transdiferenciacion hacia tipos celulares de in-
terés en el tratamiento de diversas patologias. Las
posibilidades clinicas que podrian derivarse de esta es-
peculacién son muy amplias.
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