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Resumen

La cardiopatia isquémica, producida por una falta de suministro de oxigeno y nutrientes a las células

cardiacas, causa unos 7,25 millones de muertes al afio.

El procedimiento actual mas utilizado para el tratamiento de la disfuncionalidad cardiaca derivada es

el trasplante de corazon.

Debido al envejecimiento de la poblacion y la disminucién de accidentes, los corazones aptos para el
trasplante no abastecen la demanda, por lo que se estudian nuevas lineas de tratamiento: la terapia

celular, los parches cardiacos y la creacién de corazones bioatrtificiales.

En el presente trabajo se analizan los pros y contras de las terapias regenerativas mencionadas y se
propone un protocolo para el desarrollo de un corazén bioartificial, el cual se divide en: Obtencion de
una matriz de soporte, obtencién de células cardiacas a partir de tejido adiposo del paciente y

recelularizacion de la matriz con estas células.

El protocolo se basa en las Ultimas técnicas descritas para la regeneracion cardiaca y permite una
nueva fuente de érganos, que ademas tienen como ventaja evitar el rechazo inmune, pues sus

células contienen la misma informacion genética del paciente

Abstract

Ischemic heart disease, derived from a lack of oxygen and nutrients in heart cells, results in about 7.25

million deaths annually.

Nowadays, heart transplantation is the most used procedure for the treatment of cardiac dysfunction

derived from ischemia.

Due to the increase of old population and the decrease of traffic accidents, hearts for transplantation
don’t supply the demand, so that new lines of treatment are being studied: cell therapy, cell sheets and

bioartificial hearts creation.

In this paper the advantages and disadvantages of regenerative therapies mentioned before are
analyzed, and a protocol for the development of a bioartificial heart is proposed. This protocol is
divided into the following points: Getting a support matrix, obtaining cardiac cells from patient adipose

tissue and matrix recellularization with these cells.

This protocol is based on the latest described techniques of cardiac regeneration and allows a new
source of organs with an important advantage; these bioartificial organs contain cells with the same

genetic information of the patient, avoiding immune rejection and use of immunosupressor treatments.



1. Introduccién

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel mundial. La cardiopatia
isquémica causa unos 7.25 millones de muertes al afio, seguida de la afeccion cerebro vascular, que

causa 6.15 millones de muertes anuales™?.

En los Ultimos afios se ha conseguido reducir la mortalidad por cardiopatia isquémica. No obstante,
las personas que han sobrevivido al infarto de miocardio sufren una disfuncionalidad cardiaca que no
siempre es reversible y que comporta complicaciones a largo plazo, creandose un nuevo grupo de

poblacion con disfuncién cardiaca®.

Hoy en dia, las personas con este tipo de disfuncionalidad avanzada, se tratan con gran cantidad de
medicamentos. Al mismo tiempo aguardan, tras una larguisima lista de espera, un nuevo 6rgano que

les permita recuperar su calidad de vida”.

Aungue en Espafia seamos pioneros en trasplantes y con una sociedad bastante concienciada de la
importancia de la donacién de 6rganos, las listas y tiempo de espera para un trasplante siguen
aumentando. Esto es debido a que, con una poblacion méas longeva, cada afio aumenta el nimero de
pacientes afectados sin que aumente el nimero de 6rganos disponibles®. Cabe tener en cuenta que

tan solo un 60% de los 6rganos donados son aprovechablesG.

Ademas, el paciente que consigue un trasplante, tras la operacién debe llevar a cabo un exhaustivo
tratamiento con inmunosupresores para evitar el rechazo, puesto que al introducir células exégenas,
el sistema inmune puede actuar sobre ellas al igual que sobre cualquier otro cuerpo extrafio,
induciendo su destruccion’. El tratamiento con inmunosupresores debilita las defensas del organismo
para que no ataque al nuevo érgano, pero también le deja desprotegido frente a patologias que en la

poblacién sana son inofensivas, pudiendo convertirse en un peligro mortal®.

Con estos datos, podemos entender que hoy en dia se intente apostar cada vez mas por la
innovacion en técnicas de recuperacion de la funcionalidad cardiaca, buscando nuevas terapias que
disminuyan la mortalidad y las complicaciones a largo plazo de los pacientes con disfuncionalidad
cardiaca. Cada vez son mas los ensayos clinicos que se ponen en marcha para evaluar la viabilidad
de utilizar tratamientos con terapia celular con dicho fin, al igual que las investigaciones que proponen

y testan nuevas técnicas como los parches celulares o la creacion de érganos bioatrtificiales.

El objetivo del presente trabajo es realizar una revisidon bibliografica exhaustiva para conocer los
procedimientos existentes de regeneracién cardiaca, en base a la cual, se realizara la propuesta de

un procedimiento para la creacion de un corazén bioartificial apto para el trasplante.

2. Enfermedad cardiaca

Conocemos como cardiopatia isquémica al conjunto de sindromes originados por isquemia
miocardica, es decir, producidas por una falta de suministro de oxigeno y nutrientes a las células
cardiacas’. En mas del 90% de los casos, la isquemia miocardica se produce por una obstruccion de

las arterias coronarias ateroscleréticas®. Las arterias coronarias son las encargadas de proporcionar



sangre al musculo cardiaco, y se las denomina
ateroscleréticas cuando presentan placas de
ateroma en su interior. Las placas de ateroma,
Infarcted area , , .
cumulos de grasa y células inmunes que
guedan adheridas lenta y progresivamente a
las paredes de los vasos sanguineos, pueden

llegar a obstruir totalmente el conducto.

Ademas, también pueden romperse, formando
Figura 1. La obstruccion arterial por placas de o o 3
ateroma produce la isquemia del tejido cardiaco, trombos de plaquetas y fibrina, y viajar a través

. . . 74
pudiendo derivar en necrosis celular' . del torrente sanguineo hasta llegar a un vaso

de menor diametro, obstruyéndolo™®. Cuando
se da la obstruccion podemos hablar de 4 sindromes: El infarto de miocardio, en el que la
obstruccién se da de forma sudbita, con una duracion e intensidad que puede conllevar a la necrosis
de las células del miocardio; la angina de pecho, que es una forma menos intensa del infarto de
miocardio, y que no conlleva la muerte celular; la cardiopatia isquémica cronica con insuficiencia

cardiaca y la muerte subita cardiaca’.

Si el riego sanguineo no se restablece rapidamente, se da la muerte celular irreversible de la zona
afectada. El corazon iniciara una serie de respuestas compensatorias para mantener la funcion
cardiaca a unos niveles medianamente aceptables. No obstante, estas respuestas compensatorias
conllevardn importantes consecuencias a nivel bioguimico, morfolégico y funcional. A nivel
bioquimico, la primera respuesta serd el inicio de la glucélisis anaerobia, que aunque permita la
obtencién de energia en situacién de déficit de oxigeno, provocara la produccion inadecuada de ATP
y creatinina y la acumulacién de productos perjudiciales como el acido lactico. Estos cambios a nivel
bioguimico son reversibles al restablecerse el riego, pero si se mantienen terminan por inducir la
muerte celular. A nivel morfol6gico, la necrosis de una regién celular conducira a la relajacién de
miofibras, pérdida de glucégeno y tumefaccién con posterior formacion de densidades amorfas en las
mitocondrias. Pasado un dia tendra lugar la infiltraciéon de neutréfilos, y al cabo de tres dias, la
desintegracién progresiva de miofibras muertas y fagocitosis de células muertas por macréfagos. En
una semana se observara la formacién precoz de tejido de granulacion fibrovascular y depdsito de
colageno. A partir de las dos semanas se formara una cicatriz de colageno denso. A nivel funcional,
esta cicatriz no tendra la capacidad contractil, mecanica o eléctrica propia del musculo cardiaco,
aportando mas carga de trabajo al corazon, aumentandose la disfuncion y apareciendo signos claros

de fallo cardiaco®*™.

3. Regeneracion cardiaca

Cuando tenemos el caso de un paciente en las Ultimas fases de un fallo cardiaco, solo podemos
recurrir a dispositivos de asistencia ventricular mecanica o al trasplante de corazén. No obstante,
dado el alto coste de la implantacion y mantenimiento de los dispositivos de asistencia ventricular,

que pueden llegar a rondar los 100.000 euros™, y a la baja disposicién de érganos de donantes,



muchos pacientes mueren esperando una solucién®. Por esta razén, son muchas las investigaciones

puestas en marcha para aportar nuevas terapias que regeneren el tejido cardiaco.

A continuacion se detallan algunas de las nuevas lineas de investigacion propuestas para la
regeneracion cardiaca, como son la terapia celular, la utilizacion de parches celulares y la creacién de
organos bioartificiales:

Figura 2. Principales lineas de investigacion para la regeneracion cardiaca.
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3.1 Terapia celular:

La terapia celular se basa en la utilizacion de células madre como tratamiento para sustituir células
dafiadas por células nuevas, y por eso, hoy en dia se consideran a las células madre como
medicamentos, estando sujetas a la normativa espafiola y europea que regula ensayos clinicos

7,13

con medicamentos™™. Para entender mejor este tipo de terapia antes se deben conocer varios

conceptos clave:
3.1.1. Células madre

Las células madre son un tipo celular indiferenciado caracterizado por su capacidad de
diferenciarse en otros tipos celulares, su capacidad de autorrenovacion, es decir, dividirse y hacer
copias de si mismas de forma indefinida, y por su capacidad de colonizar, integrarse y originar

nuevos tejidosl3.

En animales superiores, las células madre se han clasificado en dos grandes grupos, las células
madre embrionarias y las células madre adultas®.
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Las células madre embrionarias, como su nombre indica, proceden del embrién®. Si proceden
del zigoto o los primeros estadios del embridn tienen capacidad totipotente. En cambio, si
proceden de la masa interna del blastocisto, que es el embrién que tiene entre 60 y 200 células,
tendran capacidad pluripotente™. Tanto las células totipotentes como pluripotentes son capaces
de dar lugar a todos los tipos de células del organismo, pero sélo las totipotentes pueden ademas
formar las células placentarias. Por tanto, a partir de las células embrionarias se podran formar
células de las tres capas embrionarias encargadas de formar los distintos tejidos del organismo: el
endodermo (tejido pulmonar y gastrointestinal), mesodermo (sistema cardiovascular, sangre,

sistema urogenital, masculos, cartilago y hueso) y ectodermo (tejido nervioso)>*3.

Las células madre adultas, por otro lado, son células que proceden de un tejido de un organismo
adulto®. Estas células tienen capacidad multipotente o unipotentelS. Las células madre
multipotentes también pueden dar lugar a diferentes tipos celulares, pero normalmente de una
Unica capa embrionaria, es decir, de un sistema fisiolégico, 6rgano o tejido concreto. Por otro lado,

las células madre unipotentes son aquellas que solo podrén diferenciarse en un tipo celular 31315

Las células madre embrionarias se obtienen de embriones sobrantes tras la fertilizacién in vitro en
las clinicas de reproduccion humana. Aunque en teoria es factible aislarlas sin dafiar el embrion,

su uso plantea muchos problemas éticos y legales, y suelen utilizarse Gnicamente en investigacion
13,14

Las células madre adultas se obtienen de los diferentes tejidos. Se han aislado mas de 20 tipos de
células madre adultas, como las de médula 6sea, sangre periférica, piel, cerebro, corazén,

pulmén, pancreas, cartilago, masculo esquelético, tejido adiposo o cordén umbilical 1815

Las primeras células madre que se utilizaron, y continGian siendo las mas utilizadas en la clinica,
son las células madre sanguineas, formadoras de sangre o hematopoyéticas, utilizandose para
enfermedades hematolégicas como las anemias, leucemias, inmunodeficiencias o en la aplasia
medular **.

Hay cerca de 2000 ensayos clinicos que tratan de demostrar la bondad del tratamiento con células

madre para multiples afecciones™®*,

3.1.2. Procedimiento

La terapia celular pretende la utilizacion de las células madre para la reparacion de los tejidos
dafiados'®. En teoria, esto puede hacerse por estimulacién de células madre residentes en un
tejido (mediante estimulacion con factores tréficos o extraccién, expansion in vitro y posterior
retorno al paciente), con células madre adultas (extrayéndolas, expandiéndolas y diferenciandolas
o transdiferenciandolas in vitro en el tipo celular deseado y finalmente transfiriéndolas al paciente),
o con células madre embrionarias (mediante diferenciacion in vitro y posterior transferencia al
paciente). Utilizar un tipo u otro de célula madre variara principalmente en el proceso de obtencion

y de diferenciacion celular”**.

Via de administracion: Es primordial intentar que las células madre se depositen sobre la zona

dafada, y que permanezcan ahi, aunque esto no es nada facil. Se realizan principalmente



inyecciones intracoronarias, que son las mas utilizadas, inyecciones intramiocardicas e

inyecciones transendocardicas>*°.

3.1.2.1. Regeneracion mediante células madre embrionarias

Las células madre embrionarias son las de mayor capacidad de regeneracion tisular, pues a partir
de ellas se pueden obtener una cantidad indeterminada de cardiomiocitos. Ademas, al tener
menor cantidad de antigenos de superficie en sus membranas celulares, presentan otra principal
ventaja, su menor inmunorreactividad. No obstante, su uso se ha visto limitado por su riesgo a
formar teratomas, es decir, la diferenciacion de las células en un tejido distinto al que les rodea, o

por temas éticos >,

3.1.2.2. Regeneracion mediante células madre mesenquimales

En la extraccion de células de médula 6ésea obtenemos dos tipos de células madre,
hematopoyéticas y mesenquimaticas. Las primeras se encargaran de generar células sanguineas
o] epitelialesls, mientras que las células mesenquiméticas podran diferenciarse en cardiomiocitos,
células endoteliales o adipocitos entre otros. Este tipo celular no sélo se obtiene de la médula
Osea, sino que también del tejido adiposo, y por su facilidad de obtencién son muchos los ensayos

que se decantan hacia esta fuente®”.

Las células madre mesenquimales pueden diferenciarse a cardiomiocitos, previniendo la
remodelacion (conversion de tejido muscular a cicatricial) y mejorando la movilidad miocardica, o
en células endoteliales y de musculo liso, incorporandose a la formacion de nuevo tejido

cardiovascular***’.

En el caso de las células madre de médula 0sea, los estudios se dirigen mas hacia la inyeccion
directa de las células madre sobre el tejido cardiaco, en lugar de diferenciarlo previamente, puesto

que se ha demostrado su capacidad de diferenciarse en cardiomiocitos in vivo™"’

. Algunos
investigadores han probado con éxito la manipulacién génica de estas células con vectores para

mejorar la anidacion celular y supervivencia tras el trasplante celular 18
3.1.2.3. Regeneracion mediante mioblastos esqueléticos

Los mioblastos esqueléticos son células que se encuentran en las fibras musculares, pueden ser
utilizados como precursores celulares para formar nuevos miocitos™. Se obtienen mediante
biopsia muscular, lo cual facilita su trasplante aut(’)logo3. Tienen capacidad de crecer in vitro
permitiendo la obtencién de cantidades en nimero elevado; capacidad de continuar replicandose
in vivo y relativa resistencia a la isquemia, lo que permite su integracion a tejidos con pobre
irrigacion sanguinea o que han sufrido hipoxia como la del miocardio que ha sufrido un infarto®.
Han demostrado disminuir la disfuncion ventricular izquierda y mejorar la funcion sistolica,
aumentando la capacidad de ejercicio, aunque siguen habiendo resultados dispares, posiblemente

por la técnica de cultivo o insercion celular utilizada®*®

. Gracias a estudios con esta tipologia
celular se ha visto que otro factor importante en la regeneracion del tejido es la zona de inyeccién,
pues los beneficios de la terapia celular han sido mayores al realizar inyecciéon en la cicatriz

periférica que al realizarla de forma directa en el centro de la cicatriz*.



3.1.2.4. Regeneracion mediante células madre residentes en el corazon

Figura 3. Utilizacién de células madre
cardiacas. La zona grishcea muestra el tejido
dafiado. A: Introduccion de células
expandidas in vitro. B: Estimulacion de
células enddgenas in vivo™.

factores de crecimiento para que formen nuevos cardiomiocitos sin necesidad de cirugia

Estas células han sido aisladas en el tejido cardiaco
con la posibilidad de expansién in vitro . Pueden
diferenciarse a células endoteliales, de musculo liso
y cardiomiocitos, ademdas de poder integrarse
funcionalmente en el tejido miocardico local®*?*. Se
han descrito cumulos celulares de origen atrial o
ventricular de corazones adultos de humanos y
murinos, estos cumulos demostraron marcadores
de células progenitoras vasculares. Ademas, tienen
propiedades de células madre cardiacas y se

diferencian en células

22,23

cardiomiocitos y

vasculares®“". Se barajan dos opciones de terapia

con este tipo de células madre: por un lado su

extraccion, expansion in vitro 'y posterior

implantacion en el paciente, y por otro lado, una

opcibn que parece ser menos invasiva, la

estimulacion de estas células madre in vivo con

2123 Esta

segunda opcion deriva de los estudios con zebrafish y mamiferos neonatales®, pero aun no se ha

logrado demostrar que la divisién de este tipo celular, pueda ser estimulada de forma efectiva o

fiable en el corazén de un humano adulto.
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Figura 4. Proceso esquematico de obtencién
de IPSCs, basado en la reprogramacion de
células somaticas por insercion de 4 genes

especificos: Oct3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc75.

3.1.2.5. Regeneracion mediante células madre

de pluripotencia inducida (IPSCs)

Los ultimos avances cientificos han demostrado
gue podemos obtener células indiferenciadas, con
las caracteristicas de una célula madre,
denominadas IPSCs (del inglés “induced pluripotent

Stem Cells”) a partir de células ya diferenciadas®.

A través de una reprogramacion, que se basa en la
introduccién de 4 genes especificos, se consigue la
somaticas,

desdiferenciacién de células

permitiendo seguidamente la diferenciacion de
estas células reprogramadas en el tipo celular que
deseemos. Esto nos permitiria, por ejemplo, la
formacion de células cardiacas a partir de células
de la piel de un paciente, sin que se diera rechazo

al implantarlas *>*°.
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Se prevé que las IPSCs pueden abrir enormes oportunidades en la regeneracion tisular®®, no
obstante, son muchos los puntos débiles de la técnica que se interponen en que pueda ser un
tratamiento seguro en humanos. Los problemas en la aplicacién de IPSCs incluyen el desarrollo
de cancer y teratomas, problemas de inmnogenicidad con los genes insertados para la
reprogramacion e incluso, se han descrito problemas epigenéticos, que influyen en la regulacién

26-28

de la transcripcion génica de las células reprogramadas™ “". Poco a poco se van estudiando

modificaciones de la técnica que disminuyan su riesgo, y se van aportando datos preclinicos que

apoyan la seguridad y eficacia de las IPSCs**%.

3.1.3 Pros y contras de la terapia celular

Como hemos visto, la terapia celular tiene un gran potencial, pues nos permite obtener por

diferenciacion el tipo celular deseado. No obstante, son muchos sus puntos débiles.

En primer lugar debemos tener en cuenta probleméticas de desdiferenciacion o formacion de
teratomas una vez insertadas en el tejido dafiado. Este proceso tiene mayor o menor probabilidad
dependiendo del tipo de célula madre de partida. El tipo celular que menos problemética tendria
en este aspecto serian las células residentes en el corazén, no obstante su numero y capacidad
de divisién es muy limitada, y la estimulacién in vivo de esta divisién ain no ha sido bien estudiada
en humanos.

En segundo lugar debemos tener en cuenta la dosis celular administrada. El porcentaje de
retencion celular después del trasplante es menor al 10%. Por lo que podriamos decir que se trata
de una técnica muy poco eficiente, con una pérdida muy importante de células en el proceso3°.
Las dosis empleadas en los ensayos clinicos varian desde 7-10" hasta 2.5-10° con resultados
variables en cuanto a la mejoria del tejido y supervivencia de las células trasplantadas, por lo que
podemos decir que no existe una dosis perfecta para cada tipo celular, aunque los resultados
tiendan a ser mejores cuanta mas cantidad de células utilicemos®.

Seria interesante seguir investigando procedimientos que disminuyeran la probabilidad de
transdiferenciacion, para aumentar la viabilidad de esta técnica, asi como investigar métodos que
permitieran una mejor adhesion al tejido. Un aumento en el porcentaje de retencion seria uno de
los puntos mas interesantes, puesto que con las caracteristicas actuales, la terapia celular, de
forma exclusiva, no permitiria una regeneracién del tejido cicatricial en pacientes con un fallo

cardiaco avanzado.
3.2 Parches cardiacos para la reparacién local

En la terapia celular buscamos la inyeccion de células suspendidas o libres en el tejido dafiado,
pero existe otra técnica basada en la preparacion de un “parche celular’, mas conocido como cell
sheet®. Se trata una ldmina de células comunicadas entre si, dispuestas sobre un soporte o matriz
que les proporciona estructura, adecuandolas a la posterior implantacion sobre el tejido dafiado™®.
Esta técnica se ha estudiado y utilizado en modelos animales para la reconstruccién de varios
tejidos, tales como la cérnea, el tejido hepatico, el tejido peridental o el tejido cardiaco, tejido en

el que nos centraremos a continuacion.
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Para la formacion de laminas cardiacas se han utilizado células precursoras de cardiomiocitos, v,
mas recientemente, células madre mesenquimales, que se van diferenciando a medida que crecen

sobre la matriz®**.

Se han estudiado diferentes materiales y tipos de matriz, desde matrices biodegradables que una
vez implantadas se van consumiendo, hasta matrices termo-sensibles que permiten separarse de
la capa celular justo antes del trasplante, evitando que los compuestos de desecho interfieran en
la correcta adaptacion al tejido dafiado®. Estas Gltimas son de las mas estudiadas hoy en dia, y se

conocen como polimeros PIPAAmM®.

©@ ) Los diferentes estudios nos muestran

Cell sheets

" 7 ® v v ¥ como estas laminas celulares son
s i gl | P de i e foma
Vessels

sincronizada, antes incluso de
introducirlas en el tejido dafiado®. Se
ha observado que para que la

contraccibn sea sincronizada, al

superponer varias laminas es
Figura 5. qumamon de neovagculanzamon de los par3<:6hes imprescindible que se formen uniones
celulares implantados al ser implantados por capas™ .

tipo Gap (Figura 5), y que la formacion

de estas uniones entre células, se ve favorecida por proteinas secretadas por la matriz extracelular
(proteinas que se incluyen en la matriz y el medio utilizados para la formacion de las laminas

celulares)®*.

En las laminas de células cardiacas se observé la formacion de agrupaciones de células
epiteliales. Esto sugiere que la formacion de redes epiteliales se activa por interacciones célula-
célula y proteinas secretadas por cardiomiocitos para favorecer la neovascularizacién. Esta
neovascularizacién ocurre in vivo inmediatamente después de implantar las laminas celulares
sobre el tejido, generandose, en unos pocos dias, la reconstruccion y organizacién de vasos

sanguineos en el interior del injertoae.

Hay que tener en cuenta que no se pueden cultivar laminas muy gruesas sobre las matrices,
puesto que el centro de la masa celular que estamos elaborando se queda sin nutrientes. Por ello,
una de las opciones para conseguir un injerto grueso se basa en la superposicion de capas
delgadas. Las capas individuales se injertan con una distancia temporal determinada entre ellas

que permita la formacion de nuevos vasos capaces de irrigarlas (ver figura 5).

Para evitar la mdltiple intervencion se ha propuesto hasta la fecha es la formaciéon de multicapas,
intercalando células endoteliales, como por ejemplo de cordon umbilical, entre dos capas de
mioblastos (ver figura 6). Asi se consigue que las células endoteliales insertadas formen redes
vasculares y se ha demostrado que se da un aumento de la neovascularizacion y mejora de la

funcion cardiaca en corazones isquémicos®*.
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La mayoria de estos estudios se han hecho

®eq en murinos, no obstante, se ha descrito algin
®S®o Cell source

! caso en humanos. Un ejemplo, es el de un
ey . . L. . -
Cell sheet paciente con disfuncion cardiaca que utilizaba
==

v marcapasos a la espera de un trasplante de

“*——;/ Multilayer cell sheet ; . 3
_Tj corazén. A este paciente se le trasplantd un
e §  Cell sheet transplantation parche cardiaco de mioblastos esqueléticos,
obtenidos del muslo del propio paciente. Se le
Figura 6. Esquema del proceso de preparacion e injerté un parche de unos 4cm de diametro
implantacion de parches celulares en multicapas™ . aproximadamente, el cual habia sido cultivado

en una matriz termosensible. Tras la
separacion de las células de la matriz se injerté la lamina con ayuda de una membrana de soporte.
Las células de la ldmina fueron capaces de regenerar el tejido cardiaco dafiado en gran medida.
Tres meses después de la intervencién, las ecocardiografias mostraban que se habia reducido la
dilatacion del ventriculo derecho provocada por la insuficiencia. La mejora llevd a los médicos a
retirar el marcapasos. Pasados seis meses el paciente salia del hospital, aunque en la bibliografia

no se indica la evolucién posterior del paciente 3,

Ademéas de la reconstruccion del tejido, esta técnica permite otra gran ventaja, puede
aprovecharse para probar farmacos sobre el tejido cardiaco in vitro, asegurando una mayor

viabilidad antes de empezar un ensayo clinico en humanos®.
3.2.1 Pros y contras del uso de parches cardiacos

Esta técnica evita en gran medida los problemas que observabamos con la terapia celular. En
primer lugar, con la terapia celular teniamos graves problemas por una retencion celular menor al
10%. Con la realizacion de parches, estas células ya estan organizadas, han crecido en una matriz
gue ha permitido la interaccién y unién entre células, por lo que al introducirlas en parche y no en

suspensién, la adhesioén al tejido dafiado sera mucho mas efectiva.

En segundo lugar, otro problema de la terapia celular era la posible transdiferenciacion in vivo, una
vez insertadas en el tejido. Con esta técnica no se evita esta transdiferenciacion, pero si se reduce
el riesgo, puesto que tenemos en observacion a las células durante su crecimiento y formacion del
parche, por lo que podemos ver antes de insertarlo en el tejido si hay cambios en las células. Y por
otro lado, al hacer crecer las células en conjunto y continua comunicacion, les proporcionamos un
medio constante, que disminuird la probabilidad de transdiferenciacién, puesto que las sefales

gue inducen este proceso suelen ser cambios en el ambiente que rodea la célula en cuestion.

A pesar de todo, se debe seguir investigando, puesto que estos procedimientos se han estudiado
ampliamente en murinos, pero son escasos los estudios en humanos, desconociéndose la
duracion de la viabilidad de los parches, o la superficie maxima o profundidad del dafio que

podrian regenerar, por ejemplo.
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3.3. Corazén bioartificial

Cada afio son muchas las personas que mueren esperando un nuevo érgano, Unica forma actual
de sobrevivir a un fallo cardiaco avanzado'. Ademas, las personas que consiguen un nuevo
corazon requieren del tratamiento prolongado con inmunosupresores, que debilitan sus defensas y

8,38

pueden producir hipertension o enfermedades renales, entre otros efectos adversos™ . En vista de

la falta de 6érganos se plantea un nuevo procedimiento: la creacion de érganos bioartificiales.

El fundamento, de forma sencilla, se basa en utilizar una matriz como andamiaje para la
construccion de un nuevo corazoén, cuyas células, que provienen del propio paciente, han sido
procesadas y dirigidas para cubrir la matriz. Una vez verificada la viabilidad del 6rgano, seria
trasplantado al paciente, el cual no tendria porque tener problemas de rechazo, puesto que las

células cardiacas tendrian la misma informacién genética *°.

Por tanto, para la construccion de este érgano artificial se precisan tres cosas: Una matriz para el
soporte, obtener y adecuar las células del paciente para recubrir el corazén y, por altimo, testar la

funcionalidad del 6rgano antes de ser transplantado.

El presente trabajo se centrara en esta Ultima opcion para la regeneracion cardiaca, estudiando
paso a paso, y de forma exhaustiva, todo lo necesario para poder llevar a cabo la creacion de un

corazoén bioartificial.

4. Creacion de un corazdn bioartificial

En 1993, Langer y Vacanti publicaron una novedosa estrategia para la ingenieria de tejidos39. Su
propuesta se basaba en la creacién de una estructura tridimensional, obtenida por la combinacién de
células, matriz extracelular (MEC) y factores de crecimiento, que permitieran crear Organos
bioartificiales en el laboratorio. Desde entonces son muchos los estudios que se han puesto en

marcha para desarrollar esta idea a nivel de los distintos érganos del cuerpo humano*®**.

Los estudios mas significativos en la creacion de corazones bioatrtificiales han sido los realizados en
ratas por Doris A. Taylor en la universidad de Minnesota, los de Wainwright y Weymann con matrices
de corazon porcino y los realizados con matrices de corazones humanos por el Dr. Francisco

Fernandez-Avilés del Hospital Gregorio Marafion, en Madrid.

Por un lado, el grupo de investigacion de Doris A. Taylor consiguié demostrar la posibilidad de crear
un corazon bioartificial viable de rata®. Para ello, en primer lugar realizé la descelularizacion total de
un corazoén cadaveérico de rata. La descelularizacién es el proceso por el cual, a partir de detergentes,
eliminamos todas las células y material genético de un tejido, dejando una estructura o matriz
formada por colageno, entre otros componentes proteicos, que servirA como soporte del nuevo

(’)rgano“s'44

Seguidamente, procedio a la recelularizacion de los conductos vasculares de la matriz a
través de la perfusion arterial y venosa con células endoteliales de aorta de rata. El siguiente paso fue
la adicion de aproximadamente 120 millones de miocitos cardiacos neonatales, fibroblastos y células

madre en el ventriculo izquierdo seguido por la estimulacién eléctrica y mecéanica durante 4 dias.
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Al cuarto dia se observaba un 6rgano contractil (movimiento representado en las lineas de color en la
figura 7. Para demostrar la compatibilidad biolégica, este érgano fue trasplantado en el abdomen de
una rata, conectado directamente a la aorta. El procedimiento se realizé repetidas veces y se observo

que la persistencia media in vivo era de 7 dias®"*.

Decellularization Recellularization Pre-clinical

Rat Heart ECM + Vasculature + Autologous Heterotopic
Parenchyma Transplantation
*PB EPCs + Neonatal CMs

Figura 7. Esquema del proceso utilizado por el grupo de Taylor para la creacion de un corazén bioartificial de
rata. En las imagenes se observa el resultado de la descelularizacion del érgano, el proceso de
recelularizacion, primero realizado a nivel vascular con células endoteliales aorticas obtenidas de sangre
periférica (PB EPCs) y seguidamente a nivel de parénquima, con miocitos derivados de corazones de rata
neonatal (Neonatal CMs) entre otros tipos celulares. Posteriormente se comprueba la viabilidad realizando un
trasplante ectépico37

Posteriormente, los estudios de Wainwright y Weymann demostraron la posibilidad de descelularizar

corazones de mayor tamafio, corazones de cerdo®°.

El siguiente paso, la experimentacion a nivel humano, la llevo a cabo el grupo de investigacion del Dr.
Francisco Fernandez-Avilés. Sus estudios parecen demostrar la posibilidad de la descelularizacién de
corazones humanos cadavéricos, siguiendo los pasos realizados en ratas del equipo de Doris A.
Taylor, y obteniendo matrices celulares que podrian servir como base para la futura creacion de
corazones bioartificiales. Los estudios del Dr. Francisco Fernandez-Avilés no se encuentran
publicados como articulos cientificos, posiblemente por problematicas asociadas a las patentes de la
técnica. No obstante, en la web se encuentran publicacion de posters y documentales interesantes en

los que el Dr. Avilés en persona explica el fundamento de estos estudios*’*

En los apartados subsiguientes se detallan todas las opciones y procedimientos estudiados para
llevar a cabo la creacion de un corazén bioartificial, desde la obtencién de la matriz, la obtencién,

cultivo y diferenciacion de las células del paciente y la comprobacion de la viabilidad del érgano.
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4.1 Matriz extracelular como andamiaje para la construccién de un corazon
4.1.1 Importancia de la matriz

La MEC juega un papel fundamental en la organizacion tisular. Consiste en una compleja red de
macromoléculas que desarrollan diferentes funciones, la primera y principal es la de sostén,
gracias a su organizacién en una Unica estructura tridimensional tejido especifica’®. Esta
estructura no solo facilita la cohesion de células y tejidos, sino que proporciona una adecuada
organizacion para que las células en migracién puedan desplazarse e interaccionar entre si de
manera ordenada. Esto se consigue gracias a que la MEC sirve como lugar de unién de multiples
receptores de superficie celular, como reservorio para factores de sefalizacion que modulan
procesos como la angiogénesis o la vasculogénesis, migracion celular, proliferacién y orientacion
celular, inflamacion, respuestas inmunes o procesos de regeneracion cuando se produce una

herida**“°.

Desde el descubrimiento de que los componentes de la MEC jugaban un papel en la conversion
de los mioblastos a miottibulos®, o en la morfogénesis de las glandulas salivares®, entre otros
efectos, se cambid la idea de que la matriz solo es un sistema de soporte, pasando a realizar
numerosos estudios para averiguar su potencial y aplicaciones en el desarrollo y regeneracion de

6rganos y tejidos™*.
4.1.2 Componentes principales de la matriz extracelular y su funcién

Como se comenta anteriormente, la MEC es tejido especifica, pues las concentraciones de sus
componentes varia segun la funcién y estructura que precisa el 6rgano o tejido. El principal

52,53

componente de la MEC es el coldgeno™ . Se trata de una proteina de secuencia aminoacidica

muy conservada, por lo que las matrices de algunos érganos animales presentan proteinas

extremadamente similares, como es el caso de matrices bovinas**>*.

Otra proteina muy abundante de la MEC es la fibronectina, que gracias a su papel como ligando
para la adhesién de diferentes tipos celulares, tiene relevante importancia en la reparacién

tisular®.

La laminina tiene un rol importante en la formacién y mantenimiento de estructuras vasculares. La
vascularizacion de las matrices de parches celulares (como se vio en apartados anteriores), y de

6rganos bioartificiales suele ser uno de los pasos limitantes para conseguir resultados viables**>*.

Los glicosaminoglucanos son otro componente importante de la MEC, pues permiten la retencion
de agua, aportan las caracteristicas de gel a la MEC y permiten la unién de factores de
crecimiento y citokinas™. Este Gltimo punto es muy importante, puesto que, aunque estén en muy
bajas concentraciones, los factores de crecimiento y citoquinas tienen un fuerte impacto en la
modulacién del comportamiento celular. Por ejemplo, en la MEC encontramos VEGF (factor de
crecimiento endotelial y vascular) encargados de fomentar la formacién de vasos sanguineos, o el
factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), que fomenta la epitelizacién cuando se produce una
herida™.
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4.1.3 Fuentes de obtencion de la matriz extracelular
Existen diferentes fuentes para la obtencion de matrices extracelulares:

En cuanto a las matrices sintéticas, en 2003 se empezO por crear estructuras o matrices
tubulares. Desde entonces, diferentes investigadores utilizaron colageno tipo I, o hidrogeles de
fibrina y silicona biodegradables que se recubrian con células cardiacas con el objetivo de formar

427303339:41445556 * Eotas estructuras de generacion de

vasos sanguineos similares a la aorta
presion cardiacas mostraban movimientos contractiles de las células miocardicas y se demostro la

resistencia y funcionalidad de estas estructuras al trasplantarlas en ratas y ratones.

Es mucha la bibliografia cientifica en la que se habla de diferentes polimeros, tanto naturales
como sintéticos, y constituyentes de las MEC para la formacién de matrices sintéticas que
servirian como andamiaje para la construccion de nuevos 6rganos. No obstante, no se han

descrito estudios que demuestren poder construir matrices sintéticas de érganos completos.

Parece ser que los estudios de obtencién de matrices naturales han tenido mas éxito en la
adquisicién de una matriz de un drgano completo. En cuanto al origen de obtenciéon de estas
matrices, concretamente para la regeneracion cardiaca, podemos encontrar desde partes de
distintos 6rganos animales, como el intestino** o las valvulas cardiacas® hasta la obtencion de la

matriz de un corazén completo de cerdo®>*°.

4.1.3.1 Matrices obtenidas de intestino

Uno de los mayores problemas de la creacién de o6rganos bioartificiales, como hemos ido
comentando en otros apartados, es la vascularizacion. Para conseguir una rapida vascularizacién
de las células que sostiene la matriz, una vez implantada en el huésped, se ha pensado en usar
matrices de tejidos que fueran irrigados en una gran superficie, aunque con conductos vasculares
pequefios, como los intestinos. Asi pues, algunos estudios han probado que es posible la
obtencién de MEC de tejido intestinal a partir de procesos de descelularizacion®®. Estas MEC
podran luego ser adaptadas a la creacion de distintos érganos bioartificiales. Este tipo de MEC las

podemos encontrar registradas como BioVaM® °°.
4.1.3.2 Matrices cardiacas de cerdo y proceso de obtencion

Se han realizado numerosos estudios sobre la utilizacion de matrices porcinas para la
regeneracion de varios tejidos del cuerpo, como estructuras musculares, tendones y valvulas

cardiacas™****®

. Gracias a estos estudios se conocieron aspectos muy interesantes en cuanto a la
utilizacion de matrices porcinas. Algunos de estos aspectos incluyen que estas matrices apenas
precisan de modificacion para su uso como andamiaje, simplemente se realiza una
descelularizacion y un proceso de esterilizacién. Ademas se ha visto que, tras la recelularizacion
de las matrices, el proceso de remodelacion suele ser siempre similar: Inmediatamente después
de la implantacién in vivo, se produce un intenso infiltrado de leucocitos polimorfonucleares y
células mononucleares. Pasadas 72h desde el trasplante, la infiltracion pasa a ser casi
completamente de células mononucleares y se observa primeras evidencias de

neovascularizacion. Entre los dias 3 y 14 del trasplante, el nUmero de células mononucleares
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aumenta, la neovascularizacién se vuelve intensa, y se observa una progresiva degradacién de la
matriz xenogénica asociada a una deposicién de nueva matriz producida por el huésped. Pasados
los 14 dias, se observa una disminucion de la infiltraciéon de células mononucleares y se observa la

formacién de parénquima tejido especifico, formado por fibroblastos, células musculares lisas,

células musculoesqueléticas y/o células
epiteliales, dependiendo del lugar donde se
haya hecho el implante. No se suele
observar necrosis celular ni formacion de

tejido cicatricial en el proceso™.

En 2010 se realiza un gran avance en la
obtencién de matrices porcinas gracias a

los estudios de Wainwright, y es que se

consigue la descelularizaciéon del corazén

Figura 8. Resultado de la descelularizacion de un completo, manteniendo su estructura y
corazoén de cerdo. Las imagenes de laAalaE funcionalidad®®. Puesto gue no es nada

representan el estado del 6rgano a distintos tiempos : q
del proceso, desde el corazén intacto (A) hasta una sencilla la fabricacion de una matriz
vez finalizada la descelularizacion (E)*.

tridimensional de dimensiones equiva-

lentes a un érgano completo, pensar en utilizar la propia matriz que nos brinda la naturaleza, en

lugar de intentar imitar su estructura, parece ser la opcién mas viable.

Anteriormente, diferentes estudios habian demostrado poder descelularizar un corazén por
completo. Los primeros estudios en ratas fueron los realizados por Ott et al. en 2008, en los que
se basaron los estudios posteriores de Doris A. Taylor, quien consigui6 la recelularizacion de la
matriz y trasplante en ratas. Pero en 2010 se consigue extrapolar el proceso de descelularizacion
a corazones porcinos. El proceso estandar lo establecieron los estudios de Wainwright45, y en
2011 los estudios de Weymann46. parecen haber conseguido una simplificacion del proceso de

descelularizacion.

Para la obtencién de esta matriz se utiliza la perfusion de detergentes en el tejido que eliminen por
completo las estructuras celulares. Esta descelularizaciébn no altera significativamente las

Figura 9. Comparacion de los métodos de descelularizacion utilizados en corazon de rata y cerdo en los
estudios de Taylor, Wainwright y Weymann.
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concentraciones de colageno o glucosaminoglucanos, entre otros componentes imprescindibles de

42,45,46

la matriz . Las diferencias entre los procesos de descelularizacién de corazén de rata y cerdo

se describen en la figura 9.

Para demostrar la integridad de estas matrices se realizan infusiones de resina para generar
moldes que muestren el entramado vascular de la matriz obtenida, observandose que se
mantienen desde las estructuras coronarias principales hasta los vasos de cuarto y quinto orden.
Ademas se realizan trasplantes heterotopicos de estas matrices conectandolas al sistema

circulatorio de ratas y observandose un flujo de entrada de sangre normal®**

. Para comprobar
gue se ha eliminado el material génico se realizan cuantificaciones de ADN de distintas zonas de
la matriz. Finalmente se realizan una serie de mediciones de estabilidad mecanica, que se basan

en la medicién de presion de la matriz al pasar liquido por los conductos vasculares a alta presién
42,45,46

4.1.3.3 Matriz de coraz6bn humano

Los estudios para la obtencion de una matriz cardiaca completa han ido evolucionando, desde la
obtencidn de una matriz cardiaca de rata hasta la de una de tamafio similar a la humana, la matriz

cardiaca de cerdo.

Siguiendo la linea de los anteriores descubrimientos, parece ser que el equipo del Dr. Avilés ha
conseguido la descelularizacion de corazones humanos. Aunque, como se comentd
anteriormente, no existen publicaciones cientificas que muestren el proceso y estado de la
investigacion, en el resumen del péster publicado indican que consiguieron descelularizar con SDS
19 corazones humanos en un tiempo de entre 4 y 8 dias. Indican que obtuvieron matrices de

arquitectura intacta y que comprobaron la biocompatibilidad utilizando células madre

mesenquimales humanas procedentes de médula
O0sea y cardiomiocitos de ratdon, observando su

supervivencia y proliferacién sobre la matriz*®.

Teniendo en cuenta la funcibn de la matriz

extracelular, que facilita la organizaciéon y cohesion

celular*®, la utilizacion de una matriz cardiaca

Figura 10. Proceso de descelularizaciéon en

humana completa parece ser la opcién Optima de corazones humanos’®.

andamiaje para la creacion de un nuevo corazon.

Por esta razon, en este trabajo se intentara proporcionar una propuesta técnica para la obtencién
de una matriz cardiaca humana basada en los estudios realizados por Ott, Taylor, Wainwright y

Weymann.
4.2 Obtencidn, cultivo y diferenciacion de las células del paciente.

Al igual que sucedia en la terapia celular, para la recelularizacion de la matriz podemos utilizar
distintos tipos celulares. La diferencia principal sera que, en lugar de cubrir la zona dafiada del
corazon in situ, debemos formar el 6rgano por completo, lo que incluye mayor nimero de células y

de méas de una tipologia celular. En el caso del desarrollo de un corazdén necesitaremos,
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concretamente, células musculares cardiacas y células endoteliales para el entramado

vascular®®*,

A continuacién se analiza la utilizacién de los distintos tipos celulares para la creacion de un
6rgano completo y se describe el proceso de obtencion, cultivo y diferenciacion de aquellos que

parecen viables para dicho fin.
4.2.1 Utilidad de los distintos tipos celulares

Como se comentaba al analizar los pros y contras de la terapia celular, las células madre
embrionarias y las IPSCs permitirian la obtencién de cualquier tipo celular, aunque acarrean
muchos problemas en cuanto al control de la diferenciacion/desdiferenciacién y la formaciéon de
teratomas. Ademas, en el caso de las embrionarias existe un gran debate ético alrededor de su

utilizacion, estando prohibido su uso en clinica en muchos paises.

En cuanto a las células madre residentes en el corazén, podemos decir que su utilizacion es muy
atractiva, puesto que estas células se diferencian por si solas y de forma rapida en los dos
principales tipos celulares que precisamos, las células musculares cardiacas y las endoteliales.
Son el tipo celular utilizado mayoritariamente en la formacion de corazones bioartificiales de

20,42

rata”"“. No obstante, su utilizaciéon para la creacion de un corazén humano acarrea grandes

inconvenientes.

En primer lugar, la obtencion de células del corazén del paciente implica una cirugia importante en
una situacion muy arriesgada, puesto que estamos hablando de individuo con una funcionalidad

muy disminuida de este érgano, y podemos poner la vida del paciente en riesgo.

Por otro lado, si obtenemos las células cardiacas de otro corazén, perdemos la posibilidad de
realizar un trasplante “autélogo”, por lo que no evitariamos el riesgo de rechazo ni la problematica

de los tratamientos inmunosupresores.

Ademas, las células madre cardiacas estan presentes en muy pequefas cantidades y presentan
capacidad de division muy limitada®®, por lo que conseguir una cantidad adecuada para su

posterior cultivo y recelularizacién de un érgano completo seria muy complicado.

Otra opcién interesante son los mioblastos esqueléticos. La utilizacion de estas células en la
terapia celular ha dado grandes resultados, demostrandose en muchos estudios una regeneracion

del tejido dafiado®**®°

. No obstante, aunque este tipo celular sea de mejor acceso que las células
madre cardiacas, sigue habiendo problemas con la cantidad de células necesarias para la

regeneracion del corazén por completo.

Nos queda hablar de las células madre mesenquimales. Estas células se pueden diferenciar tanto
en células musculares cardiacas como endoteliales y podemos obtenerlas tanto de tejido graso
como de la médula 6sea'’. Parecen, por tanto, un tipo celular muy favorable para su utilizacién en
la formacién de un corazén completo, pues tenemos facil obtencion y gran cantidad. Dado que las
enfermedades cardiovasculares suelen tener como causa principal la aterosclerosis, y esta suele

ser derivada de un exceso en el consumo de grasas, la mayoria de pacientes con enfermedades
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cardiovasculares, pueden presentar obesidad®. La opcién de la liposuccion para la extraccion de
las células mesenquimales podria entonces ser una doble ventaja para este tipo de pacientes. A
partir de este proceso obtendriamos las células madre necesarias para la generacién del nuevo
organos, y disminuiriamos las concentraciones de grasa abdominal que suelen conllevar a la
aterosclerosis, mejorando el estado del paciente y previniendo la mayor acumulacién de placas de

ateroma.

Como contrapartida, tenemos que el proceso de diferenciacién sera mas complicado que el de
células madre residentes en el corazén o mioblastos cardiacos, aunque mas facil que en el caso
de las células embrionarias o las IPSCs. Ademas, en los estudios con animales modelos no se ha
estudiado este tipo célular para la creacion de érganos completos, por lo que no se puede predecir

facilmente la evolucion del proceso.
4.2.2 Obtencién, cultivo y diferenciacién de las células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales las podemos obtener de muestras de tejido adiposo, y en su
defecto de médula dsea, tras un proceso de purificaciéon®’. El proceso de purificacién se basa en
una serie de lavados y centrifugaciones para eliminar restos de suero, anestésico o fracciones
sanguineas. Seguidamente se realizaran cultivos celulares, normalmente en medio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s médium) con suplementos de suero fetal bovino, para obtener un
mayor nimero celular®*®. Finalmente se deberan realizar una serie de cultivos en condiciones
concretas que permitan la diferenciacion de las células mesenquimales en células musculares
cardiacas y endoteliales. Concretamente se utilizan medios suplementados con 5-azacitidina para
la diferenciacién a células cardiacas. Se ha demostrado que la combinacion de 5-azacitidina con
otros componentes como inhibidores de P53 permiten la diferenciacién a tipologias concretas de

células cardiacas, como las células de Purkinje®®

. No obstante, para la recelularizaciéon no se
precisa una diferenciacién tan concreta, pues en los experimentos en ratas esta se conseguia
gracias a la organizacion de la MEC de corazén. Para la diferenciacion de células a epitelio

vascular también se describen varios procedimientos®” "

, aunque el mas sencillo se basa en la
utilizacion de medios suplementados con FCS (suero fetal bovino) y VEGF, como sugieren los
estudios de J. Oswald et al, demostrando su eficacia. Por Ultimo quedara la recelularizacion de la
matriz con las células diferenciadas, proceso que solo a sido descrito a nivel cardiaco por los

20,42

estudios del equipo de Taylor en ratas™"“. Por esta razén estos estudios seran nuestra principal

referencia en la propuesta del procedimiento de recelularizacion de un corazén humano.

5. Propuesta técnica para la realizacion de un corazén bioartificial

En este apartado se propone un protocolo para la realizacion de un corazon bioartificial, basandose
en la bibliografia recogida y estimando cual debe ser la opcion mas viable, tanto en la eleccion del
origen de la matriz celular, el tipo celular utilizado y su manejo y los procedimientos concretos de
descelularizacion y recelularizacion. A continuacién se muestra un esquema (figura 11) de la

propuesta que se desarrolla y justifica en adelante:
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Figura 11. Esquema de la propuesta técnica para la creacion de un corazén bioartificial. En primer lugar se
debe conseguir un corazén de un donante cadavérico e iniciar su proceso de descelularizacion. Mientras se
descelulariza se obtiene una muestra de tejido adiposo del paciente y se procede a su purificacion para la
obtencion de células madre mesenquimales. Estas células se cultivan para obtener mayor cantidad y
seguidamente se diferencian a células endoteliales y a cardiomiocitos. Una vez obtenidas las dos poblaciones
celulares se procede a la recelularizacién. Para ello primero se disponen las células endoteliales a través de
los vasos que irrigaran al corazén y después de cubre con inyecciones de cardiomiocitos el resto de la matriz.
Finalmente se comprueba la viabilidad del 6rgano para su trasplante.

5.1 Descelularizacion de la matriz

El primer paso para la creacion del corazén bioartificial sera la descelularizacion de un corazon
donante. Este corazén puede obtenerse de aquellos corazones que son donados para el
trasplante de pacientes, pero que son desechados por problemas de compatibilidad 6rgano-
paciente o por problemas en el tejido como necrosis producidas durante la extraccion o transporte
del 6rgano, como propuso el Dr. F. Avilés. Ademéds, si este método de creacion de 6rganos
bioartificiales se pone en marcha de forma estandarizada, se podrian utilizar como fuente los
corazones con disfuncionalidad que han sido reemplazados por un nuevo corazén. Esta Ultima
opcion permitiria que no se dependiera de donantes cadavéricos, por lo que se compensaria en

gran medida la problemética oferta-demanda que existe hoy en dia.

Una vez tenemos el érgano donante, el procedimiento de descelularizacion propuesto se describe
a continuacion, y esta basado en los estudios en cerdo de Weymann46, los méas actualizados en

cuanto a descelularizacion de corazones de medida similar a la humana.
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1. Preparacion del érgano: Retirar exceso de grasa y tejido conjuntivo del corazén. Lavado en

solucién Ringer a 25°C para retirar coagulos de sangre.

2. Lavado: Se introduce el corazén en un recipiente con solucién de povidona yodada y se lava
durante 30 minutos. A continuacion se deja en solucion con PBS y antibiéticos (penicilina y
estreptomicina) durante 24h, procurando que el liquido inunde el entramado vascular. Por Gltimo

incubar durante la noche en DMEM a 4°C.

3. Preparacion del

circuito de perfusion:

Microfiltro .,
= Conexion de la aorta

Transmisor ey P
Trampa de de presion con una canula de 25 a
Termocambiador »
27mm para perfusion

retrograda.

El contenido de
perfusién a través de la

canula se recoge en un

Termostato deposito y se bombea
por el circuito, pasando

Puerto de Puerto de ) )
salida entrada por un filtro. Para evitar

. . - ) la formacion de
Figura 12. Esquema del circuito de perfusion, el cual incorpora un

termostato, un termocambiador, un transductor de presién, un microfiltro y burbujas que alteren la
trampa de aire, para controlar las condiciones del liquido de perfusion que
irriga al corazén y que se incorporan y desechan bpor el puerto de entrada y

salida respectivamente®. de perfusion, el

circulacién del liquido

mecanismo contiene una trampa de aire. El liquido de perfusion estara regulado en cuanto a
temperatura y presion gracias a un transmisor de presion y su correspondiente medidor, que
mantendran la presién constante a 100mmHg, y a un termocambiador y termostato de control que
mantendran la temperatura constante a 37°C. Los puertos de entrada y salida permitiran el cambio
de los detergentes utilizados en la perfusion. El volumen de liquido total del circuito es de 2.5 litros.
Se puede observar un esquema del circuito en la figura 12. Todos los materiales del circuito deben

ser esterilizados correctamente antes de iniciar el proceso.

4. Perfusibn de detergentes: Una vez
preparado el circuito de perfusién procedemos
a introducir solucion PBS con 4% de SDS
durante 12 horas. Cada 3 horas se introducira
solucion de PBS durante 15 minutos para

retirar residuos. Pasadas las 12 horas se

realiza un lavado final con PBS durante 24h.

Figura 13. En la imagen se muestra un corazén de .
cerdo antes (A) y después (B) de la En la figura 13 se muestra el resultado

descelularizacion . esperado.
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5.2 Obtencion y adaptacion de las células del paciente

Mientras se realiza la descelularizacién del corazén, procederemos a la obtencion y cultivo de las
células madre mesenquimales a partir de muestra de tejido adiposo del propio paciente. El
procedimiento de obtencidén y cultivo descrito a continuacién sigue la metodologia descrita por

6264 'Una vez cultivadas, estas células deberan ser diferenciadas a

Wagner, Yoshimura y Almeida
células endoteliales para que, en el posterior paso de recelularizacién, se utilicen en el
recubrimiento de los vasos que irrigaran al nuevo corazén. Por otro lado, una fraccion de células

65,66

mesenquimales seran diferenciadas a células musculares cardiacas o cardiomiocitos™"", las

cuales recubriran toda la estructura de la matriz.

1. Obtencién de la muestra: La fraccion de células madre mesenquimales del tejido adiposo se
extrae de lipoaspirados del abdomen o muslo del paciente bajo anestesia. Los lipoaspirados se
obtienen con cénulas de dos, tres o cuatro milimetros de didmetro, posteriormente se lavan con
PBS y son digeridos con colagenasa tipo | durante 30 minutos a 37°C. Después son centrifugados
para obtener un pellet celular. Este pellet es resuspendido en tampdn de lisis de eritrocitos y la
solucién resultante se hace pasar a través de un filtro de 100 ym. Una vez filtrado se centrifuga de
nuevo. Tras resuspender las células, estas se siembran en soportes de cultivo para la expansion

celular.

2. Cultivo celular: Las células se cultivan como cultivos primarios durante un periodo de 5 dias en
un medio de crecimiento compuesto de DMEM con un 10% de Suero Fetal Bovino y un 1 % de
PSA antibiético-antimicético en el incubador a 37°C y 5% CO,. Pasado este tiempo han llegado a
un estado de confluencia, y se procede a expandir las células para lo cual es necesario despegar
las células de la superficie de cultivo mediante la utilizacibn de una solucién de 0,05%
tripsina/EDTA. Se resuspende las células en medio fresco, se determina la densidad y viabilidad
celular en la suspension celular obtenida y se siembran las mismas en nuevas superficies de
cultivo celular hasta que lleguen al estado de confluencia. Este proceso de expansion se repite
hasta conseguir el nUmero aproximado de células necesarias.

3. Diferenciacion a células endoteliales: Se procedera incubando las células mesenquimales, en
estado de confluencia, con un 2% de FCS y 50ng/ml de VEGF. Esta incubacion se realiza durante

una semana, cambiando el medio cada dos dias.

4. Diferenciacidon a cardiomiocitos: Se procedera incubando las células mesenquimales, en
estado de confluencia, con 10 umol de 5-azacitidina durante 24 horas. Tras la incubacién, las
células se lavan y pueden mantenerse hasta su utilizacion en DMEM con 1% de penicilina-

estreptomicina.
5.3 Recelularizaciéon de la matriz

El proceso de recelularizacion descrito se basa en el estudiado por Ott y Taylor en ratas*:
1.Canulacion de la auricula y la aorta ascendente con canulas de 16 a 18G. Estas son suturadas a
electrodos de estimulacién, al igual que el apice del corazén. Introducimos el corazén en un

biorreactor y se realiza una perfusién oxigenada con medio celular a 37°C durante 24 horas. Asi
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establecemos una nutricion y pH fisioldgico a la matriz. El biorreactor se basa en un sistema de
trabajo que somete al corazén a una presién de precarga, poscarga y presion intraventricular
fisiolégica. Ademas esta estimulado eléctricamente a partir de las 24 horas de perfusién a un
voltaje inicial de 5V que se va incrementando progresivamente hasta los 20 V. El suero oxigenado
y con antibiéticos entra a través de la auricula izquierda y sale a través de la valvula aértica. La
distension pulsétil del ventriculo izquierdo y un bucle de llenado de fluido unido a la aorta
ascendente proporcionan perfusidon coronaria y poscarga que imitan la situacion fisiolégica. El
perfundido coronario sale a través de la auricula derecha. La precarga y poscarga se miden con

transductores de presién. Este circuito puede apreciarse en la figura 14.

2. Para la reendotelizacion, o recubrimiento de los vasos con células endoteliales, se realiza una
perfusion retrégrada en un circuito cerrado a través de la aorta. La cantidad de células endoteliales
utilizadas para la recelularizacién en ratas fue de 2-10" células. Al no tener referencias en
procesos de recelularizacion en corazones humanos, podriamos hacer una estimacién aproximada
correlacionando el peso del corazén de ambas especies. Teniendo en cuenta que el peso medio
de un corazén de rata ronda 1g”, y el peso de un corazén humano oscila entre los 280g en

278 ‘nodriamos necesitar del orden de 56-64-10° células endoteliales.

mujeres y los 320 en hombre
Tras la perfusidon de estas células se da una pausa de 45 minutos para permitir la unién y

establecimiento de las células. Pasado este tiempo se inicia la perfusién con medio de cultivo

durante una semana para que estas células se

mantengan bien nutridas y se favorezca su

crecimiento.

Compliant
afterload
(asc. aorta)

),p a cardiaca podriamos necesitar del orden de 14 -

Pulsatile 3. Para la recelularizacién de la musculatura
preload
(left atrium)

p,Q

16-10° células en humanos, teniendo en cuenta
que en los estudios en ratas se utilizaron de 50-

L}
0 75 -10° células miocardicas. Las células se
g inyectan suspendidas en PBS en la parte

N

6 37°C anterior del ventriculo izquierdo con una aguja

b i de 27G y una jeringa de tuberculina de 1 cc. El
o lgtlg:::n) diametro de la aguja es importante por el
@ tamafio celular, un didmetro mas pequefio
= ejerceria demasiada presion de paso para los
cardiomiocitos, pudiendo inducir la rotura de

Figura 14. Esquema del circuito de perfusion sus membranas. El medio se debe ir cambiando

cardiaca

cada 24 horas.

5.4 Comprobacion de la viabilidad

En los distintos estudios de descelularizacién y recelularizacién realizados en animales se han

descrito procedimientos para la comprobacién del correcto proceso de formacion del nuevo

20,42,45,46

organo . Son muchos los resultados favorables, aunque la mayoria implican una diseccion
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del tejido para estudiarlo por porciones con métodos de tincién, técnicas moleculares o
inmunoensayos. En ratas si se han realizado estudios de funcionalidad sin diseccionar el érgano,
concretamente se realizaban trasplantes ectdpicos, conectando el corazén artificial directamente a
la aorta del animal®. El problema es que para comprobar la viabilidad del érgano antes del
trasplante no podemos realizar este tipo de estudios, y nos deberemos limitar a imitar las
condiciones fisioldgicas en el interior del paciente, induciendo el bombeo de liquido a través de
todos los vasos cardiacos, y comprobando la actividad contractil del érgano mediante estimulos
eléctricos. Estos procesos de ya se utilizan para la descelularizacion y recelularizacion, por lo que
la comprobacién de la viabilidad se da a lo largo de todo el proceso de desarrollo del corazén
bioartificial. Ademas se estudiara en detalle la morfologia celular, para detectar cualquier variacion,
como por ejemplo, algin cambio morfolégico indicativo de desdiferenciacion celular. El érgano
solo podra ser trasplantado si la morfologia se observa adecuada, el flujo es el correcto y se
mantiene a la presibn adecuada para hacer llegar la sangre a todo el organismo, incluso

realizando una actividad fisica moderada.
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6. Discusion

La creacién de 6rganos bioartificiales comportaria grandes ventajas, puesto que seria una solucion a
la limitacién de la menor oferta de 6rganos para el trasplante, principal tratamiento hasta la fecha para

la insuficiencia por cardiopatia isquémica.

Para la creacién de 6rganos bioartificiales la fuente de obtenciéon de estos podria provenir de los
propios corazones intercambiados por el nuevo 6rgano, por lo que no se dependeria de donantes
cadavéricos. Esta opcién tiene una serie de ventajas, como por ejemplo el hecho de poderse utilizar
células autologas, por lo que no hay peligro de rechazo y se repara el corazon por completo y no solo
una parte. Frente a otras lineas de investigacién en regeneracién cardiaca vemos que la utilizaciéon de

corazones artificiales presenta las siguientes ventajas:

En comparacién con la terapia celular, se descartan los problemas de retencién celular y se observa

todo el proceso de diferenciacién y reorganizacién de las células de la matriz antes del trasplante.

En cuanto a la utilizaciéon de parches celulares, permite la recuperacion en una disfuncion extendida.
El parche celular solo seria Gtil en una zona pequefia y localizada del corazén. Ademés no hay que
esperar a ciegas una unién y regeneracién del tejido, ya vemos la salud del 6rgano antes del
trasplante.

No obstante, al ser una propuesta pionera, tiene también sus desventajas:

Se precisa de mayor investigacion con modelos animales, centrandose en estudios de riesgo de
desdiferenciacion de las células madre miocardicas o endoteliales implantadas, lo que conllevaria a
una disfuncién de érgano o a la aparicién de teratomas. Cabe decir que en modelos animales este
efecto no ha sido observado, aunque también es cierto que no se han realizado estudios a largo
plazo. Una posible solucién para este Ultimo punto seria la utilizacion de células cardiacas, junto con
nuevas técnicas, aun no descritas, que incrementaran su capacidad proliferativa. Hoy en dia, su

obtencién pondria mas en peligro al paciente de la mejoria que se podria derivar de la intervencion.

La etapa del proceso menos estudiada es la recelularizacion de la matriz cardiaca, puesto que solo se
ha realizado en ratas. Deberian realizarse méas estudios en corazones de cerdo y, una vez adaptados

los procedimientos, realizar estudios en matrices obtenidas de corazones humanos.

Otros procesos no descritos en profundidad hasta la fecha son la reorganizacion celular y
diferenciacion especificas que se dan sobre la matriz. Se ha observado que existe esta diferenciacién,
pero se desconoce el mecanismo. Se conoce que hay una fuerte implicacién de la estructura de la
matriz en este proceso, aunque deberia estudiarse mejor la estabilidad de estas diferenciaciones
especificas.

Por otro lado, preocupa el hecho de que no haya estudios en ratas que describan la supervivencia de
estos animales con un corazén artificial de forma exclusiva. Sélo se han realizado estudios con
trasplantes ectépicos, en los que el corazén propio del animal seguia realizando su funcién. Por esta
razon deberia estudiarse la supervivencia de estos animales modelo con un corazon artificial, lo que

también ayudaria en la investigacion de posibles problematicas posteriores a la implantacion.
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7. Conclusiones

En este trabajo se ha realizado un analisis de las nuevas lineas de investigacion propuestas para la

regeneracion cardiaca, estudiando sus puntos fuertes y puntos débiles.

Ademas, se ha propuesto un protocolo que en el futuro podria permitir la creacion de corazones

bioartificiales.

Podemos concluir pues, que la propuesta técnica desarrollada en el presente trabajo, aln y precisar
de mayor investigacion en distintos puntos, es un conjunto de las técnicas mas modernas estudiadas
hasta la fecha, y por tanto, recoge un protocolo adaptado a las capacidades técnicas actuales de la
sociedad cientifica que permitiria avanzar en una solucion a un problema creciente, la muerte por

cardiopatia isquémica.
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