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Introducciéon

Las enfermedades cardiovasculares son la princi-
pal causa de muerte en el mundo occidental (http:
//www.who.int/classifications/icd). El infarto
de miocardio asociado a enfermedad coronaria es la
mas frecuente de las enfermedades cardiovasculares y
la que conlleva una mayor mortalidad y morbilidad [!].
Desde una perspectiva fisiopatoldgica, el infarto de
miocardio consiste en una pérdida significativa de
musculatura cardiaca como consecuencia de episodios
sostenidos de isquemia que, a su vez, se asocian ano-
malias en el flujo circulatorio coronario (habitualmen-
te por fendmenos de arteriosclerosis). En respuesta a
la muerte masiva de cardiomiocitos, el corazon activa
una respuesta reparativa que sustituye progresiva-
mente el musculo cardiaco por una cicatriz fibrética
que altera gravemente la funcién cardiacal?.

De momento, y a pesar de que en los tltimos anos
ha habido notables avances en los ambitos de la farma-
coterapia (tromboliticos, nuevas generaciones de beta
bloqueantes, antiarritmicos, etc), la cirugia y el uso
de dispositivos de asistencia cardiaca dirigidos a com-
pensar la pérdida de funcién del corazén isquémico
(catéteres, marcapasos, desfibriladores implantables,
valvulas artificiales y stents, entre otros) Bl la tasa
de mortalidad asociada a las enfermedades cardiovas-
culares continua ascendiendo. Tanto el aumento de
los casos de infarto de miocardio en todo el mundo
como la cronificacion de la enfermedad y su tendencia
natural hacia la insuficiencia cardiaca sugieren que
es necesario desarrollar terapias alternativas para el
tratamiento del infarto de corazén. Esta necesidad
es especialmente urgente si se tienen en cuenta el
limitado nimero de corazones disponibles para el
trasplante ] (que es la unica solucién clinica a la
insuficiencia cardiaca realmente viable a largo plazo)

y el enorme gasto sanitario que supone el cuidado de
los enfermos de infarto de miocardio.

Fisiopatologia del infarto de miocardio: de
la respuesta celular local a la insuficiencia
cardiaca

La consecuencia inmediata de la muerte de mio-
cardio es la activacién de una respuesta inflamatoria
mediada por macréfagos residentes, respuesta que
se amplifica rapidamente a través del reclutamiento
de células de estirpe sanguinea, primero granuloci-
tos y después grandes cantidades de monocitos que
se infiltran en el tejido dafiado y se diferencian en
macréfagos 7).

La consecuencia directa de esta respuesta infla-
matoria es la eliminacién de restos celulares, pero
también la activacion de la respuesta reparativa a la
que hemos hecho referencia con anterioridad y que
consiste en la activacién y reclutamiento de proge-
nitores fibroblasticos residentes!) a la zona de dafio.
Dichos fibroblastos sintetizan matriz extracelular, for-
mando una cicatriz fibrosa que carece de capacidad
contractil y que tiende a expandirse de forma conti-
nua y crénical?. Este proceso de sustitucién de un
tejido por otro en los ventriculos del corazén infar-
tado recibe el nombre de remodelaciéon ventricular
y conlleva un descenso progresivo en la fraccion de
eyeccion. En los casos de infarto crénico de miocar-
dio, la remodelacion ventricular deviene con mucha
frecuencia en cardiopatia dilatada isquémica y, con
el paso del tiempo, en insuficiencia cardfacal?.

El corazén humano puede repararse, pero
no regenerarse de forma espontanea

Como ya hemos indicado, tras una isquemia sos-
tenida el misculo cardiaco que muere es sustituido
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por un tejido fibroso, no muscular, que evita la rup-
tura de la pared ventricular. Desde una perspectiva
biolégica, la sustitucién de un tejido determinado por
otro con propiedades distintas recibe el nombre de
reparacién y es un fenémeno habitual en vertebrados
superiores (aves y mamiferos, incluyendo el hombre).
El término reparacion es usado en muchos contextos,
erroneamente, como sinénimo de regeneraciéon. Es
evidente que la regeneracion, es decir, la reposicién
de un tejido muerto o no funcional por otro celular
y funcionalmente idéntico al original implica meca-
nismos celulares y moleculares distintos a los de la
reparacion. Como discutiremos a lo largo de esta re-
visién, saber distinguir entre estas dos respuestas y
entender la biologia de los tipos celulares implicados
es fundamental para el desarrollo de cualquier apro-
ximacién novedosa en el tratamiento del infarto de
miocardio.

Modelos animales para el estudio de la re-
generacion cardiaca

Los procesos de regeneracién tisular, que consis-
ten en la sustitucion progresiva de un tejido danado
por otro nuevo con la misma estructura y funcionali-
dad que el original ], se encuentran ampliamente
representados en los diferentes phyla que componen
el Reino Metazoos (Animales).

Estudios llevados a cabo en animales de expe-
rimentacion han demostrado que, mientras algunos
vertebrados amniotas de la Clase Mamiferos como los
ratones, las ratas, los conejos o los perros no son capa-
ces de regenerar el miocardio adulto dafiado 10111
distintas especies de vertebrados anamniotas como
la carpa dorada'?, el pez cebral’l el ajolote!!] o el
tritén ') regeneran completamente el ventriculo tras
una reseccion apical. En este aspecto, cabe puntuali-
zar que algunos animales anamniotas como la rana
Xenopus laevis!'% o0 una subpoblacién de la especie
de pez Astyanaz mezicanus!'™, no son capaces de
regenerar el ventriculo. Asi, el ratén espinoso egip-
cio (Acomys cahirinus) presenta la habilidad natural
de regenerar algunos tejidos, incluyendo el musculo
esqueléticol™ o el miocardiol'?2%. Estos animales
presentan potenciales reparativos/regenerativos dife-
rentes al resto de animales que representan sus respec-
tivos clados, lo que puede ayudar a comprender mejor
estos fendmenos mediante andlisis comparativos.

La especie de vertebrado anamniota mas estudia-
da en investigacién bésica en el &mbito de la regenera-
cién cardiaca es el pez cebra, en el que se ha descrito
que la formaciéon de una estructura de tipo blastema
(masa de células mesenquimadticas indiferenciadas)
y la proliferacién de cardiomiocitos de-diferenciados

hacen viable los procesos de regeneracién miocardi-

a2, En la regeneracién del corazén del pez cebra
son fundamentales tanto la proliferacién de los car-
diomiocitos como las senales, todavia desconocidas,
que proporcionan los tejidos adyacentes (endocardio
y epicardio) durante el proceso reparativo 22,23] Egte
fendémeno no tiene lugar en el corazén adulto de los
mamiferos. Sin embargo, es interesante considerar
que estudios recientes demuestran que las propieda-
des regenerativas de los mamiferos pueden variar a
lo largo de su vida, desde el periodo embrionario a la
vida adulta. De hecho, se ha demostrado que ratones
neonatos de menos de siete dias de edad son capaces
de regenerar miocardio tras haberlos sometido a una
reseccién ventricular apical®, en un proceso que
implica un incremento de la tasa de proliferacion de
los cardiomiocitos y una reduccién de los procesos de
fibrosis cardiacal?”). Ademés, se ha comprobado que
existe una poblacion de células residentes en el cora-
zOn, caracterizada por la expresion en su membrana
celular de la proteina c-Kit, que juega un papel funda-
mental en la capacidad regenerativa temprana de los
ratones neonatos (pero no en corazones adultos) me-
diante procesos paracrinos de interaccién intercelular
con el tejido cardiaco dafiado!?].

Si bien es cierto que los datos que acabamos de
discutir sugieren que los mamiferos neonatos son ca-
paces de activar mecanismos regenerativos tras sufrir
un dafio cardiaco, es imprescindible concretar que
el proceso regenerativo en estos casos depende del
tamaino del dano causado, ya que si dicho dafio es
de tipo transmural (es decir, afecta a todo el grosor
de la pared ventricular) la regeneracién del tejido es
incompleta [?”). Este potencial regenerativo durante
los primeros dias de vida de algunos mamiferos se
ha observado también tras la amputacién de la parte
més distal de sus falanges®®l. Por otro lado se ha
comprobado que las propiedades regenerativas de to-
dos los tejidos se reducen con la edad, probablemente
debido al envejecimiento del componente celular en
dichos tejidos], lo que sugiere que el envejecimiento
celular y de los tejidos es un factor fundamental a
tener en cuenta al estudiar fendmenos regenerativos.

Los trabajos que acabamos de citar sugieren que
los mamiferos poseen cierto potencial regenerativo
endbgeno que se pierde durante los primeros dias de
vida postnatal. Sin embargo, algunos trabajos han
demostrado que en un modelo de ratén transgénico
concreto (linea MRL) los individuos adultos son ca-
paces de regenerar por completo diferentes tejidos
dafados, incluyendo el corazén*’l. De esta forma re-
sulta evidente que el potencial regenerativo endégeno
del corazon adulto de los mamiferos puede llegar a
reactivarse de manera efectiva bajo determinadas con-
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diciones en las que el fondo genético del organismo
resulta determinante.

Es por todo lo anterior por lo que la investigaciéon
preclinica en modelos animales resulta imperativa pa-
ra conocer las respuestas bioldgicas que intervienen
en los procesos regenerativos y reparativos en tejidos
danados.

La regeneracion cardiaca en los vertebra-
dos: implicaciones biomédicas

Resulta paradéjico que algunos tejidos humanos
como la piel, la sangre o la mucosa intestinal sean
capaces de regenerarse de forma continua a lo largo
de toda la vida mientras que otros como el tejido
nervioso y el corazén no muestren ningin signo ma-
croscépico de regeneracién tras un dafio significativo.

Pero jes realmente el corazéon humano un érgano
sin potencial regenerativo? Como se ha mencionado
anteriormente, el corazén de los humanos, al con-
trario que el de otros vertebrados, no es capaz de
regenerarse de forma ostensible tras una pérdida sig-
nificativa de cardiomiocitos. ;Cudl es el origen de
esta limitaciéon? No podemos saberlo a ciencia cierta,
pero el andlisis de los fenémenos regenerativos en
el Reino Animal aporta posibles explicaciones. Para
que un érgano pueda llevar a cabo un proceso de
regeneracion es necesario que se active uno de estos
dos tipos de respuesta:

a. En la regeneracién epimérfica existe un incre-
mento en la tasa de proliferacion de las células
adyacentes al dafno, habitualmente con la for-
macién de un blastema, es decir, una masa de
células indiferenciadas capaces de diferenciarse
de novo en los tejidos perdidos.

b. En la regeneracién morfaldctica existe un cam-
bio en la morfologia y organizacién de otros
tipos celulares residentes en el propio tejido,
siendo este un proceso que puede implicar la
transdiferenciacién (diferenciacién directa de
un tipo celular en otro) de las células preexis-
tentes.

Segtin estos criterios, mientras en el corazon de
algunos vertebrados como el pez cebra o el tritén la
proliferacién de los cardiomiocitos permite el desa-
rrollo de una regeneracién de tipo epimérfica?»31,
en el corazén de los humanos no se ha descrito este
proceso regenerativo de manera que, aunque existe
un pequeno numero de cardiomiocitos con capaci-
dad proliferativa en el corazén humano adultol*?,
esta proliferacion no se incrementa de forma sosteni-
da en respuesta a estimulos patologicos ). Ademas,

aunque la respuesta hipertrofica de algunos cardio-
miocitos?+37 pudiera ser considerada como el inicio
de un proceso regenerativo de tipo morfalactico, los
datos disponibles en la literatura sugieren que simple-
mente se trata de una respuesta adaptativa comin
de los cardiomiocitos al estrés*S!. Por dltimo, otro
motivo comun en la reparacién y regeneracién del
corazén de los vertebrados es la participacion acti-
va del epicardio y sus derivados celulares en estas
respuestas 371,

A pesar de la discusién previa, son todas estas
evidencias experimentales que sugieren que el cora-
zo6n de los mamiferos, incluido el humano conser-
va un cierto potencial regenerativo endégeno#%39
Aunque es cierto que dicho potencial regenerativo
no se desarrolla de forma efectiva debido a razones
desconocidas**] es posible que la limitada neo-
vascularizacion de la zona de dafio tras infarto de
miocardio limite la activacién de una regeneracion
tisular consistente.

., Qué hemos, por tanto, aprendido del estudio de
los procesos regenerativos en modelos animales? En
primer lugar, que la regeneracién cardiaca, depen-
de de la capacidad del tejido cardiaco para generar
nuevo musculo. En vertebrados inferiores la prolife-
racién de cardiomiocitos adultos provee esa fuente
celular, mientras que en vertebrados superiores co-
mo los mamiferos esa propiedad proliferativa parece
estar restringida a un niimero muy pequeno de car-
diomiocitos adultos. Esta circunstancia parece ser
el principal obstédculo a la regeneracion del corazén
de los mamiferos. En segundo lugar, sabemos que la
fibrosis reparativa sélo persiste en el corazéon de los
vertebrados superiores, interfiriendo en la reposicién
del musculo muerto. Por lo tanto, en la busqueda
de nuevas estrategias terapéuticas para tratar el co-
razon infartado, minimizar la fibrosis post-infarto
debe ser un objetivo paralelo al de la generacién de
nuevo miocardio funcional. Por ultimo, la viabilidad
de cualquier proceso regenerativo dependera de la
eficacia de la neovascularizacién de los nuevos tejidos,
por lo que es tan importante garantizar la aparicion
de nuevo tejido como mantenerlo en el tiempo.

La promesa de las terapias avanzadas

En la actualidad, la mayor parte de los recursos
en investigacién enfocados a la regeneracién del cora-
z6n infartado se centran en la busqueda de fuentes
celulares que deberan permitir el desarrollo de tera-
pias celulares sustitutivas. Estas aproximaciones, aiin
en fase de desarrollo, requieren la identificacion de un
tipo celular apropiado para promover una regenera-
cién eficaz y extensa del musculo cardiaco. Aunque se
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han usado células multi o pluripotentes con reconoci-
da capacidad para diferenciarse en cardiomiocitos in
vitrol*2%] de momento no se han obtenido buenos
resultados en su diferenciacion efectiva en muscu-
lo in vivo asi como en su capacidad para acoplarse
eléctricamente al tejido sano del receptor.

De esta forma, en la encrucijada entre las propie-
dades celulares que permiten un trasplante seguro
y aquellas que garantizan una diferenciacién celular
amplia, se encuentran las células madre mesenqui-
males (MSC, del inglés Mesenchymal Stem Cell) de
la médula 6sea y de la grasa, las cuales, a su vez,
pueden favorecer la regeneracién cardiaca mediante
interacciones de tipo paracrino!*l. Entre las caracte-
risticas singulares de las MSC debemos destacar sus
propiedades inmunomoduladoras, su multipotencia
y el bajo riesgo de alteracién celular (p.ej. anoma-
lias cromos6micas) que muestran durante su expan-
sién in vitro*>4) asf como la posibilidad de realizar
trasplantes autdlogos que evitarian el rechazo inmu-
nolégico. Desafortunadamente, todos los resultados
obtenidos en estos ensayos clinicos llevados a cabo
hasta ahora prueban que las MSC no son capaces de
diferenciarse a cardiomiocitos de forma eficiente, por
lo que apenas mejoran la funcién cardfaca .

En el extremo opuesto del amplio espectro de
células candidatas para la regeneracion cardiaca se
encuentran las células madre embrionarias (ESC, del
inglés Embryonic Stem Cell) y las células pluripo-
tentes inducidas (iPS, del inglés induced Pluripotent
Stem Cell) que son ejemplos prototipicos de células
pluripotentes (PSC) y se caracterizan por ser capaces
de diferenciarse hacia células de las tres capas blas-
todérmicas (ectodermo, mesodermo y endodermo),
ser clonogénicas y autorrenovarse[!. Sin embargo,
las PSC tienen como inconveniente fundamental el
no poder ser usadas en condiciones de trasplante
autélogo (en el caso de las ESC), el elevado costo
econémico de su generacién (en el caso de las iPS) y
el riesgo de desarrollo de teratomas in vivo en ambos
casos[*97 No obstante, ambas PSC son modelos 6p-
timos para el estudio in vitro de las complejas redes
transcripcionales y las sefiales moleculares que regu-
lan los procesos de diferenciacion celular, asi como
de las bases fisiopatologicas de diversas enfermedades

. =4
cardiovasculares "1,

De manera alternativa, algunos investigadores
han planteado que el uso de estas células permitiria
el desarrollo de terapias basadas en células de origen
autodlogo e incluso la activaciéon de la regeneraciéon
basada en el potencial celular endégeno del corazén
adulto. Finalmente, inspirados por la misma idea del
potencial regenerativo endégeno del corazon, otros
autores han propuesto el uso de micro ARN y an-

ti micro ARN como herramientas para promover la
regeneracion cardiaca in vivol®?, ya que se ha de-
mostrado que la sobreexpresién de algunos de estos
factores, como por ejemplo miR-15, produce un au-
mento en la proliferacién de los cardiomiocitos en los
corazones danados!”?.

Perspectivas experimentales para el estudio
de la respuesta cardiaca a daino

El desarrollo de terapias avanzadas que supongan
una alternativa viable a las que acabamos de discutir
debe sustentarse en la experimentacién, en un con-
texto preclinico, con nuevos modelos animales. De
esta manera, nuestros equipos de investigacion llevan
varios afos estudiando las bases regenerativas del
corazén de vertebrados superiores (aves y mamiferos)
durante su fase embrionaria. Basamos esta investiga-
cién en el hecho de que el tejido embrionario mantiene
activados, al menos durante periodos de tiempo sig-
nificativos, los mecanismos celulares y moleculares
(p-€j. proliferacién y diferenciacién de los cardiomioci-
tos) que pueden sostener una regeneracién epimérfica
clasica.

El uso de embriones de ratén en la investigacion
sobre la regeneracién cardiaca tiene la ventaja de
que la manipulacién genética en esta especie permite
el estudio tanto del seguimiento de linajes celulares
como del impacto de la alteracién de senales molecu-
lares concretas en la estructura cardiaca. No obstante,
las posibilidades de manipulacién experimental real
en embriones de mamifero son muy limitadas. En
los escasos estudios disponibles en la literatura al
respecto se demuestra que la pérdida de una parte de
la musculatura cardiaca del embrién de raton es rapi-
damente compensada mediante el crecimiento de las
células no afectadas del propio érgano™7] siendo
esta una respuesta que puede ser interpretada més
como como un crecimiento compensatorio del tejido
en desarrollo que como una respuesta regenerativa.
Sin embargo, la investigacién con ratones permite la
alteracién de la actividad génica normal durante el
desarrollo para luego someter al organismo adulto
a algin tipo de dano experimental (para el estudio
del infarto de miocardio en ratones lo mas frecuente
es la ligadura de la arteria coronaria descendente
izquierda, que causa muerte miocardica extensa en
el ventriculo izquierdo). En uno de estos estudios
se ha observado que la sobreexpresion del regulador
del ciclo celular ciclina D2 permite el desarrollo de
nuevos cardiomiocitos en respuesta a dano gracias
al aumento de la actividad proliferativa de los car-
diomiocitos". A pesar de que el modelo de ratén
puede ayudar a ampliar el conocimiento para futuras
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aplicaciones de terapias regenerativas, la imposibi-
lidad de realizar microcirugia en los embriones de
ratén representa un handicap en este tipo de modelo
experimental.

Al contrario de lo que sucede con los embriones de
mamifero, en el caso de las aves, si se puede realizar
manipulaciéon microquirirgica del embrion durante
el desarrollo in ovo sin que ello afecte a la viabili-
dad del organismo. De esta forma, los experimentos
basados en la realizacién de dano tisular en embrio-
nes de avel’’ pueden considerarse un complemento
ideal a los experimentos realizados en otros modelos
de animales vertebrados en los que la microcirugia
embrionaria no es posible.

Conclusiones

Como resumen, podemos concluir que el desa-
rrollo de nuevas terapias para regenerar el corazon
en los humanos no se debe centrar sélo en el desa-
rrollo de terapias celulares sustitutorias de caracter
aditivo (es decir, que incorporan células extracardia-
cas al 6rgano danado), sino que se han de dedicar
esfuerzos al estudio del potencial endégeno del cora-
zOn para promover una regeneracién basada en las
propiedades naturales, conservadas a lo largo de la
evolucién, del corazon de los vertebrados. Este tipo
de investigacién implica necesariamente el estudio de
otros modelos animales, incluyendo aquellos en los
que existen estrategias reparativas o regenerativas
complejas y distintas a las habituales en los tejidos
humanos.
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