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INTRODUCCION

RESUMEN

La insuficiencia cardiaca es la etapa final de muchas enfermedades cardiovasculares, como el infarto
agudo de miocardio, y sigue siendo uno de los retos mas atractivos para la medicina regenerativa
debido a su alta incidencia y prevalencia. A lo largo de los Gltimos 20 afios, la cardiomioplastia, basada en
la administracion aislada de células con capacidad regenerativa, ha focalizado la mayoria de estudios que
han perseguido regenerar el corazon. No obstante, aunque esta terapia se ha mostrado factible en el
ambito clinico, el grado de regeneracién del miocardio infartado y de mejoria de la funcion cardiaca es
muy limitado. Ante tal escenario ha emergido la ingenieria tisular cardiaca como una novedosa
tecnologia basada en el uso de células con capacidad regenerativa, materiales bioldgicos y/o sintéticos,
factores de crecimiento, diferenciacion y proangiogénicos, y sistemas de registro online para inducir la
regeneracion de un 6rgano o tejido dafiado. Un paso mas, segtin algunos estudios pioneros realizados en
animales, consiste en la generacion de corazones bioartificiales de novo descelularizandolos y
preservando sus estructuras de soporte para posteriormente repoblarlos con nuevo tejido muscular
contractil y vascular. Este nuevo abordaje comportaria, finalmente, el trasplante del corazén
«reconstruido» restableciendo la funcion cardiaca del receptor.
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Cardiac Tissue Engineering and the Bioartificial Heart

ABSTRACT

Heart failure is the end-stage of many cardiovascular diseases—such as acute myocardial infarction—and
remains one of the most appealing challenges for regenerative medicine because of its high incidence
and prevalence. Over the last 20 years, cardiomyoplasty, based on the isolated administration of cells
with regenerative capacity, has been the focal point of most studies aimed at regenerating the heart.
Although this therapy has proved feasible in the clinical setting, the degree of infarcted myocardium
regenerated and of improved cardiac function are at best modest. Hence, tissue engineering has emerged
as a novel technology using cells with regenerative capacity, biological and/or synthetic materials,
growth, proangiogenic and differentiation factors, and online registry systems, to induce the
regeneration of whole organs or locally damaged tissue. The next step, seen recently in pioneering
animal studies, is de novo generation of bioartificial hearts by decellularization and preservation of
supporting structures for their subsequent repopulation with new contractile, vascular muscle tissue.
Ultimately, this new approach would entail transplantation of the «rebuilt» heart, reestablishing cardiac
function in the recipient.

Full English text available from: www.revespcardiol.org/en
© 2012 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

regenerativa actual debido a su alta incidencia y prevalencia'*. Los
pacientes con disfuncién cardiaca progresiva muestran un alto

La insuficiencia cardiaca es la etapa final de muchas enferme-
dades cardiovasculares, como el infarto agudo de miocardio, y
sigue siendo uno de los retos mas atractivos para la medicina
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riesgo de muerte stbita y, a pesar de los grandes avances de las
Gltimas décadas, Gnicamente el trasplante cardiaco consigue
restablecer completamente la funcion cardiaca (aunque su uso
esta limitado por el escaso niimero de donantes y no esta exento de
complicaciones). El infarto agudo de miocardio se produce cuando
se interrumpe el aporte sanguineo del corazén provocando una
situacion irreversible de isquemia miocardica, pérdida de células
musculares cardiacas (cardiomiocitos) y formacion de una cicatriz
no contractil®. Por ello, es necesario desarrollar estrategias

0300-8932/$ - see front matter © 2012 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

http://dx.doi.org/10.1016/j.recesp.2012.11.013


http://dx.doi.org/10.1016/j.recesp.2012.11.013
http://www.revespcardiol.org/en/
mailto:cgalvezmonton@gmail.com
http://dx.doi.org/10.1016/j.recesp.2012.11.013

392 C. Gdlvez-Montan et al/Rev Esp Cardiol. 2013;66(5):391-399

terapéuticas capaces de proporcionar las bases adecuadas para
asegurar una rapida reconstruccion del tejido afectado y renovar
eficazmente su capacidad contractil.

A lo largo de los Gltimos 20 afios, la terapia celular cardiaca
(cardiomioplastia), basada en la administracion aislada de células
con capacidad regenerativa, ha focalizado la mayoria de estudios que
han perseguido regenerar el corazén®~’. Los resultados obtenidos en
los ensayos clinicos han demostrado que este procedimiento es
seguro, aunque muestra un beneficio modesto en cuanto a
incremento de la fraccion de eyeccion. En la actualidad, siguen
activos varios estudios con la finalidad de confirmar el beneficio
clinico de la terapia celular.

Recientemente, se estan abordando nuevos procedimientos
basados en la combinacién de células con capacidad regenerativa,
factores de crecimiento proangiogénicos, matrices bioldgicas,
polimeros sintéticos biocompatibles y sistemas de registro online
mediante bioimplantes. Este conjunto de técnicas avanzadas
recibe el nombre de ingenieria de tejidos®~'2. Un paso mas, segiin
algunos estudios pioneros realizados en animales, seria generar
corazones bioartificiales de novo descelularizandolos y preser-
vando sus estructuras de soporte para repoblarlos con nuevo tejido
muscular contractil y vascular!3. Este nuevo abordaje comportaria
finalmente el trasplante del corazén «reconstruido» restableciendo
la funcioén cardiaca del receptor.

A lo largo de esta revision analizaremos el estado de estas
nuevas aproximaciones de ingenieria tisular, con sus ventajas y
limitaciones. Como veremos, su valoracion en conjunto nos
permite seguir vislumbrando un futuro muy prometedor para la
recuperacion del miocardio disfuncional.

CARDIOMIOPLASTIA CELULAR

La cardiomioplastia tiene como objetivo restaurar el mio-
cardio daflado mediante la implantacion aislada de células
madre cardiomiogénicas y/o angiogénicas sobre el ventriculo
disfuncional®. Los aspectos clave para esta estrategia terapéutica

Tabla
Ventajas e inconvenientes de las células implantadas

son la eleccion del tipo celular y la via de administracién mas
adecuadas.

Células con potencial cardiorregenerativo

Una fuente celular 6ptima deberia: a) poderse expandir in vitro
a gran escala; b) integrarse en el tejido danado, y c¢) diferenciarse en
nuevos cardiomiocitos acoplados electromecanicamente con el
tejido huésped (tabla).

En este contexto, se han obtenido células madre adultas
procedentes de médula dsea, tejido adiposo, musculo esquelético,
pulpa dental, sangre periférica, liquido amniético y liquido
sinovial'®. Mas concretamente, en el campo de la regeneracion
cardiaca, se han implantado mioblastos esqueléticos por su facil
aislamiento, alta tasa de proliferacién y resistencia a la hipoxia'>'1°.
Asimismo, se han testado distintas poblaciones celulares residen-
tes en la médula 6sea debido a su gran plasticidad hacia células de
linaje cardiogénico y endotelial'”: células progenitoras endotelia-
les'®19  células madre hematopoyéticas* y células madre mesenqui-
males®°. Como fuente alternativa de células madre mesenquimales,
el tejido adiposo subcutaneo permite obtener gran cantidad de
células®! que se han aplicado en ensayos clinicos con resultados
atractivos?2. Ademas, se han identificado células progenitoras
con alto potencial cardiomiogénico y vasculogénico en el tejido
adiposo que envuelve el corazon. La implantacion de estas células
mejora la funcién cardiaca y reduce el tamafio del infarto en los
modelos de rata y ratén’.

Durante muchos afios se pensdé que el corazéon de mamifero
carecia de capacidad autorregenerativa. Este dogma se ha
desvanecido debido, en parte, al hallazgo de las células madre
cardiacas, residentes en el corazon, autorreplicantes y capaces de
generar cardiomiocitos, células endoteliales y fibroblastos cardia-
cos?>?4, Estas células se han identificado y aislado mediante los
marcadores Sca-1, c-kit, ABCG2 y Islet-123725 y a partir de la
formacion de cardioesferas procedentes de explantes de miocar-
dio®®. Tal hallazgo ha originado estrategias basadas en la activacién

Tipo celular Ventajas

Inconvenientes

Mioblastos esqueléticos Faciles de aislar

Alta tasa de proliferacion
Resistentes a la hipoxia

Autdlogos

Gran incidencia de arritmias

Células derivadas de médula dsea
Células progenitoras endoteliales
Células madre hematopoyéticas
Células madre mesenquimales

Autoblogas
Faciles de aislar
Multipotentes

Disponibilidad limitada
Casos de formacion de hueso o cartilago en el miocardio

Baja respuesta inmunoldgica

Células madre derivadas de tejido adiposo Faciles de aislar

Elevada disponibilidad

Multipotentes

Baja supervivencia

Baja respuesta inmunolégica

Células madre cardiacas Multipotentes

Autoélogas

Baja disponibilidad

Células madre embrionarias Pluripotentes

Faciles de expandir

Teratogénicas

Baja disponibilidad

Respuesta inmune del huésped
Problemas éticos

Células iPS Pluripotentes

Faciles de expandir

Buena disponibilidad

Autdlogas

Potencial teratogénico
Posible potencial oncogénico

Cardiomiocitos fetales

Fenotipo de cardiomiocito

Baja disponibilidad

Baja supervivencia

Respuesta inmune del huésped
Problemas éticos

iPS: células madre pluripotentes inducidas.
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de dichas células mediante factores de crecimiento que favorecen
su supervivencia y migracién celular?®2?’. Sin embargo, varios
estudios han demostrado que las células madre cardiacas
implantadas en modelos animales de infarto de miocardio se
fusionan con los cardiomiocitos del receptor?>28.

Alternativamente, se han testado las células madre embrionarias
debido a su gran capacidad de expansion y posterior diferenciacion
a cardiomiocitos, células endoteliales y fibroblastos cardiacos2°-3°,
Para evitar el uso de este tipo de células no autélogas y la
consecuente terapia inmunosupresora, se han desarrollado células
madre pluripotentes inducidas a partir de tejidos somaticos
humanos®!*2. Como las células embrionarias, las células madre
pluripotentes inducidas muestran ilimitada replicacion y amplia
capacidad de diferenciacion. Otro tipo celular utilizado han sido los
cardiomiocitos de origen fetal, células capaces de sobrevivir,
proliferar y formar discos intercalares con el tejido huésped
miocardico®33,

Vias de administracion celular

Otro aspecto determinante para la optimizacion de la cardio-
mioplastia es la via de administracion celular. Asi, se han testado la
inyeccion intramiocardica mediante aproximacion epicardica por
esternotomia®®, la via endomiocardica®’ y la ruta intracoronaria®®,
A pesar de que varios estudios abogan por la via intracoronaria
como la ruta que ofrece mayores indices de retencion celular
intramiocardica®4°, dicha retencién no supera el 10% y la mayoria
de células administradas quedan anidadas en otros 6rganos o
mueren?!. Independientemente de la ruta de administracién
utilizada, la cardiomioplastia ha mostrado mejorias modestas
sobre la funcién cardiaca y una limitada supervivencia de las
células implantadas en el miocardio fibroso.

Limitaciones

Los estudios en modelos animales basados en el uso de las
células y vias de administracién descritas anteriormente sefialan a
la cardiomioplastia como una técnica factible, segura y beneficiosa.
No obstante, aunque esta terapia se ha mostrado también viable en
el ambito clinico, el grado de regeneracion del miocardio infartado
y de mejoria de la funcion cardiaca es muy limitado. Basicamente,
se ha observado una escasa supervivencia de las células
implantadas bajo las fuerzas mecanicas, y la hipoxia del tejido
receptor impide desarrollar su efecto terapéutico*?~#>. Ademas, el
ntmero de células diferenciadas hacia nuevos cardiomiocitos es
extremadamente bajo y al carecer de propiedades electromeca-
nicas el tejido muscular regenerado resulta disfuncional. Por
ejemplo, la elevada incidencia de arritmias debido a la falta
de acoplamiento electromecanico ha desestimado el uso de
mioblastos para tratar pacientes con disfuncién cardiaca'64S,
Por otro lado, el estado de indiferenciacion de las células madre
embrionarias genera su proliferaciéon descontrolada dando lugar
a formacién de teratomas*’, mientras que la obtencién
de células madre pluripotentes inducidas conlleva el uso de
infecciones virales que podrian promover también activaciones
oncogénicas indeseadas®!>2,

Por todo lo expuesto anteriormente, se estan desarrollando
nuevos enfoques terapéuticos como la ingenieria de tejidos que
revisamos detalladamente en las siguientes paginas.

INGENIERIA TISULAR CARDIACA: BIOPROTESIS PARA EL
MIOCARDIO

La ingenieria tisular cardiaca es una novedosa y compleja
tecnologia basada en el uso de combinaciones de células con

capacidad regenerativa, materiales biologicos y/o sintéticos,
factores de crecimiento, diferenciacion y proangiogénicos, y
sistemas de registro o monitorizacion online para inducir la
regeneracion de un 6rgano o tejido dafado. Los principales
objetivos de la ingenieria tisular cardiaca consisten en generar
matrices celulares, establecer acoplamiento celular electromeca-
nico, avalar una funcién contractil estable y una vascularizacion
funcional®.

El corazobn tiene unas propiedades funcionales dinamicas que
requieren de una arquitectura tisular sofisticada con componentes
celulares y extracelulares especializados®®. Una de las caracteris-
ticas clave para actuar como motor circulatorio y satisfacer las
demandas variables durante el reposo y el ejercicio reside en la
arquitectura asimétrica de la banda miocardica helicoidal®®.
Recientemente se ha descrito una participacion mas significativa
de la matriz extracelular en los aspectos electromecanicos de lo
que previamente se suponia®’. El tejido cardiaco artificial ideal
debe reproducir estas propiedades estructurales, mecanicas y
electrofisiolégicas Optimas para mantener viables las células
trasplantadas, ademas de estimular la vasculogénesis en el propio
tejido implantado. Asi, el uso de materiales poliméricos naturales o
sintéticos y de matrices bioldgicas, aplicados directamente sobre el
area infartada o bien utilizados como matriz de soporte, constituye
una alternativa a la cardiomioplastia celular.

Tipos de matrices

El uso de una matriz, no necesariamente de origen biologico
pero si biocompatible, permite que las células administradas
dispongan de una estructura de soporte estable que facilita una
correcta localizacion y retencion cerca del tejido que requiere de
su efecto terapéutico. La estructura de dichas matrices debe
cumplir ciertos requisitos «practicos», como el mantenimiento
de un flujo permanente de nutrientes y oxigeno entre las células
dispuestas en su interior y el microambiente que las rodea, y
facilitar una migracion eficaz y la supervivencia dentro del tejido
isquémico. Ademas, la matriz ideal deberia ser biodegradable sin
producir ningan producto toéxico, para poder ser finalmente
reemplazada por nuevo tejido viable. A continuacién se resumen
algunos de los abordajes que se han estudiado en el marco de la
ingenieria tisular cardiaca hasta la fecha, sin la pretension de ser
exhaustivos (fig. 1).

Constructos de monocapas celulares

El cultivo celular en placas de polimeros sensibles a la
temperatura permite el desprendimiento de monocapas celula-
res sin intervenciéon enzimatica®!. Una vez obtenido el cons-
tructo, este se adhiere sobre la zona isquémica para favorecer la
implantacion intramiocardica de las células que conforman
la monocapa. Se ha reportado nueva formacion de vasos
sanguineos y una mejoria funcional mediante la implantacion
de varias monocapas juntas de células mesenquimales de origen
adiposo en el modelo de infarto de miocardio crénico murino®.
Sin embargo, mediante el uso de monocapas superpuestas de
cardiomiocitos neonatales, se ha observado la generacion
de uniones intercelulares que permiten una funcion contractil
y la propagacién de sefiales dentro del propio constructo®>.
Ademas, si se intercalan distintas monocapas de células
endoteliales se favorece la formacién de nuevos vasos dentro
de la zona isquémica. A pesar de los beneficios observados
mediante el uso de monocapas celulares, dicha estrategia atn
carece de caracter translacional, puesto que resulta inviable
obtener un constructo de similares caracteristicas que garantice
los mismos resultados en el corazén humano.
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Matriz extracelular
de tejidos naturales
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Constructos de A\
monocapas celulares

Q Inyeccion intramiocardica
de células en hidrogel

Tejido ex vivo de
células en hidrogel

Tejido cardiaco
artificial

Figura 1. Ingenieria tisular cardiaca. Dibujos esquematicos de los diferentes abordajes realizados en el campo de la ingenieria tisular cardiaca.

Inyeccion intramiocdrdica de células en hidrogel

Otro abordaje se ha basado en el desarrollo de distintos tipos de
hidrogeles naturales como Matrigel™ (laminina, colageno tipo IV y
heparan sulfato)®*, colageno® o fibrina®®, en los que se embebe la
poblacioén celular terapéutica para su posterior inyecciéon intra-
miocardica. Aunque el efecto del hidrogel sobre la retencion celular
ha sido positivo®*~%, la presién de inyeccién necesaria para su
administracion es demasiado elevada y provoca una alta morta-
lidad celular que disminuye notablemente sus posibles efectos
terapéuticos. Asimismo, el uso de hidrogeles compuestos por
materiales naturales causa un bajo control de sus propiedades
fisicoquimicas y su degradacion, ademas se trata de productos de
dificil esterilizacién y purificacién®’. Alternativamente, se han
desarrollado hidrogeles sintéticos como el polietilenglicol, el acido
polilactico, el acido polilactico-co-glicdlico, la policaprolactona, la
poliacrilamida y el poliuretano que minimizan dichos inconve-
nientes®®. Sin embargo, su potencial citotéxico estd ain bajo
estudio y la Food and Drug Administration ha aprobado solamente el
uso de polietilenglicol, acido polilactico y acido polilactico-co-
glicdlico para aplicacion clinica. Se ha demostrado también que el
polietilenglicol sensible a las metaloproteinasas de matriz es un
material que permite modular su elasticidad y sus parametros

biofisicos y bioquimicos implicados en la diferenciaciéon cardio-
miogénica de las células implantadas®®. Un método alternativo es
el uso de hidrogeles hibridos naturales/sintéticos que aporta las
ventajas de ambos tipos de polimeros>®.

Formacion de tejido ex vivo de células en hidrogel

Con el fin de resolver los inconvenientes que generan las
inyecciones intramiocardicas de hidrogeles, se ha estudiado una
alternativa fundamentada en la creacion de nuevo tejido ex vivo a
partir células con potencial cardiovascular previamente incorpo-
radas dentro del hidrogel. De este modo, 2 estudios recientes
reportan la capacidad contractil in vitro de estos constructos
compuestos por cardiomiocitos embrionarios'® o neonatales!!
de rata. Esta estrategia confiere un ambiente en 3 dimensiones
que favorece los contactos intercelulares evitando el proceso de
anoikis® (muerte celular por ausencia de contacto intercelular) y
permite la formacién de una matriz extracelular propia por parte
de las células del constructo®!. Si bien es cierto que para avalar
un desarrollo tisular 6ptimo estos nuevos constructos deben
ser sometidos a un proceso de mecanoestimulacion, o de lo
contrario los cardiomiocitos tienden a morir®2.
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Tejido cardiaco artificial

El microambiente en el que residen las células regenerativas es
determinante para el mantenimiento de sus propiedades basicas y
su funcion. De hecho, estudios de microarrays han confirmado que la
sefializacion y respuesta de estas células dependen, en gran medida,
de sus interacciones con los componentes de la matriz extracelular
en la que residen®. En consecuencia, la ingenieria tisular cardiaca
esta apostando por nuevas alternativas basadas en la formacion de
tejido cardiaco artificial funcional tridimensional. Por ejemplo se
han desarrollado matrices muy semejantes en cuanto a propiedades
fisicoquimicas a la matriz extracelular fisiologica a partir de
materiales naturales, como el alginato® o mezclas de colageno'®,
o sintéticos, como el 4cido polilactico® o el acido poliglicolico®®. Su
principal ventaja es que se trata de materiales altamente maleables
que permiten variar su forma y tamafio segln las necesidades del
individuo receptor. El estudio clinico MAGNUM (Myocardial
Assistance by Grafting a New Bioartificial Upgraded Myocardium) ha
utilizado una matriz de colageno tipo I de dimensiones suficientes
para cubrir completamente la cicatriz miocardica. Este ensayo
comparativo entre la cardiomioplastia aislada y la combinacién de
cardiomioplastia con ingenieria tisular concluye que esta nueva
alternativa ofrece mejores resultados en cuanto a recuperacion de
funcién y el remodelado ventricular®’. Sin embargo, la similitud
de los tejidos cardiacos artificiales testados con la matriz extrace-
lular cardiaca no es perfecta y las células implantadas no colonizan
mas que la superficie o unos pocos micrémetros de espesor®’.
Recientemente, se ha creado un consorcio europeo denominado
RECATABI (REgeneration of CArdiac Tissue Assisted by Bioactive
Implants)®® para el desarrollo de una plataforma de bioingenieria
cardiaca donde se combinan biomateriales innovadores (un
esqueleto elastomérico e hidrogel-PuraMatrix™) para mejorar la
administracién, supervivencia, migraciéon y proliferacién de las
células implantadas. Los resultados preliminares muestran cierto
grado de diferenciacion cardiomiogénica de las células implantadas
y conexiones vasculares entre los constructos y el miocardio
adyacente.

Matriz extracelular derivada de tejidos naturales

La matriz extracelular esta compuesta por proteinas funcionales
y estructurales como colageno, elastina, laminina, fibronectina,
proteoglicanos y muchas otras glucoproteinas, combinadas y
organizadas espacialmente entre si segin cada tipo de tejido®%7°,
Se conoce que participa en maltiples procesos y respuestas celulares,
incluyendo la proliferacién, diferenciacion y migracién’!. Estas
propiedades le otorgan atractivo potencial como estructura de
soporte en técnicas de ingenieria tisular cardiaca para implantar
células regenerativas que sustituyan al miocardio dafiado. Ademas
existe la posibilidad de que esta matriz extracelular implantada
pueda sustituir la del tejido dafiado, contribuyendo de manera mas
eficaz a su regeneracion. Se ha conseguido aislar laminas de matriz
extracelular a partir de una gran variedad de tejidos incluyendo
valvulas cardiacas’?"74, vasos sanguineos’>’%, piel’’, nervios’%,
musculo esquelético’®, tendones®®, ligamentos®!, submucosa de
intestino delgado®?, vejiga urinaria®3 e higado®*.

Para su correcta aplicacion, las laminas de matriz extracelular
deben ser convenientemente separadas del tejido nativo, descelu-
larizadas y, a menudo, desinfectadas, liofilizadas y esterilizadas®®.
Cabe considerar que este complejo procesado puede alterar la
integridad y la arquitectura de la matriz. El uso de tejido animal
como fuente de obtencion, particularmente de tejido porcino,
resuelve la escasez critica de tejido humano para aplicaciones
quiriirgicas®®.

El protocolo ideal de descelularizacion de matrices naturales es
aquel capaz de eliminar selectivamente los antigenos alogénicos y

xenogénicos, asi como todo el contenido celular y nuclear del tejido
preservando su composicion, propiedades fisiologicas, integridad
mecanica de la matriz extracelular y estructura vascular®”-88, Este
proceso combina tratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos
especificos, segiin el tipo de tejido que se va a tratar’®83:8990,
Numerosos estudios han demostrado que la implantacion de
matriz extracelular facilita el remodelado de distintos tipos
de tejidos, tanto en modelos animales como en el ambito
clinico®38991-97 Experimentalmente, en distintos modelos ani-
males se ha reportado la colonizaciéon de las matrices extrace-
lulares implantadas por células tanto de linaje cardiomiogénico
como endotelial evitandose asi el proceso de remodelado
ventricular®®-1°! Sin embargo, cuando se trata de una matriz
extracelular de origen miocardico, los resultados ya implican una
mejoria en la funcién cardiaca con presencia de cardiomiocitos en
laregion del implante'®2, Publicaciones recientes han demostrado
que el uso de matrices extracelulares miocardicas con la
preservacion de su arquitectura tridimensional es una alternativa
clave para facilitar el soporte y la diferenciacion celular necesarios
para favorecer el proceso de regeneracién cardiaca’3103-109,

Acoplamiento celular electromecanico y funcion contractil

En condiciones fisiologicas, el estiramiento mecanico de los
cardiomiocitos esta inducido por las sefales eléctricas cardiacas y
el acoplamiento entre el pulso eléctrico y las contracciones
celulares, y es crucial para el desarrollo del miocardio'®. Asi, es
de vital importancia que las técnicas de ingenieria tisular cardiaca
garanticen un acoplamiento celular electromecanico y una funcion
contractil adecuadas dentro de los constructos generados. Con este
fin se han disefiado estructuras de colageno y Matrige]™ en forma
de anillo colonizadas por cardiomiocitos neonatales de rata y
sometidas a estimulaciéon mecanica'®. Tras su implantacién sobre
el miocardio isquémico de rata, estas estructuras anulares siguen
siendo contractiles de manera auténoma y son responsables de un
incremento del grosor de la pared ventricular infartada y una
mejoria de la funcién cardiaca. Otro abordaje se basa en la
induccion de contracciones sincronizadas en la matriz celular
mediante estimulacién eléctrica!'®!!!. Como resultado, los pulsos
eléctricos dan lugar a una notable organizacion ultraestructural y
acoplamiento celular de los cardiomiocitos residentes en la matriz.
Como contrapartida, estos constructos contienen cardiomiocitos
alogénicos y son demasiado pequefios para su aplicacién clinica.

Recientemente se ha iniciado un estudio en el modelo porcino
de infarto agudo de miocardio basado en la implantacién de una
matriz bioactiva con un sistema de monitorizacion online.
Mediante impedancia eléctrica, este sistema permite valorar la
progresion de la cicatriz cardiaca in situ y evaluar los cambios
eléctricos que de ella se derivan''>''3, Este nuevo abordaje
permitira, en un futuro, evaluar de forma no invasiva las mejorias
funcionales que puedan obtenerse tras la administracion celular
mediante ingenieria tisular cardiaca.

Vascularizacion funcional

Uno de los aspectos clave que persiguen las técnicas de
ingenieria tisular cardiaca es promover fenomenos de vasculari-
zacion dentro de la matriz bioartificial que permitan una difusiéon
continua de nutrientes y oxigeno hacia su interior, y que,
posteriormente, puedan favorecer la migraciéon e incorporacion
de las células dentro del miocardio dafiado. Se han probado
distintas aproximaciones para garantizar este proceso. Por
ejemplo, formando parte del constructo se han incluido distintos
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento endotelial
vascular!'® o el factor de crecimiento de fibroblastos de tipo
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basico'!®, para que estimulen la formacién de estructuras
vasculares a partir de las propias células madre mesenquimales'!®
y/o células progenitoras endoteliales'!” del constructo, o bien se
han afadido citocinas movilizadoras para que se incorporen
células progenitoras endoteliales del propio receptor una vez
realizada la implantacion. En conjunto, este abordaje promueve la
infiltracion celular y la formacién de vasos sanguineos con
resultados muy prometedores!!4-11%, Otras alternativas incluyen
el uso de biorreactores in vitro para mejorar la perfusion de oxigeno
a través de las células implantadas dentro de la matriz previamente
canalizada, para facilitar la migracion de células progenitoras
endoteliales hacia el interior de los constructos generados'.

NEOORGANOGENESIS: CORAZON BIOARTIFICIAL

Los estudios de descelularizacion con matriz extracelular
anteriormente comentados constituyen la prueba de concepto
para la obtencion de corazones descelularizados. Hasta la fecha,
los procesos de descelularizacion por inmersién directa han sido
suficientes para generar matrices de soporte a partir de distintos
tejidos cardiovasculares, incluyendo la pared vascular!2°,
el pericardio'?""'?? y las valvas valvulares'?*>'24, En cambio, para
poder descelularizar un corazon entero, se ha demostrado que
la perfusion coronaria con detergentes es el método mas eficaz.
Asi, en 2008, se consigui6 descelularizar corazones cadavéricos de
ratas, obteniendo una compleja matriz extracelular cardiaca con
el arbol vascular preservado, valvulas competentes y la geometria
intacta de las auriculas y los ventriculos'®. Posteriormente, se
recelularizaron estos constructos con células endoteliales (vas-
cularizacion autéloga) y células cardiacas neonatales (recelula-
rizacién heter6loga parenquimal) mediante perfusion coronaria
en un biorreactor simulando la fisiologia cardiaca y favoreciendo
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la maduracion del érgano (fig. 2). Tras 8 dias de incubaci6n
fisiologica y estimulacion eléctrica se detectaron contracciones
macroscopicas con una funciéon de bomba equivalente al 2% del
corazén adulto o al 25% de la funcién cardiaca de un feto de
16 semanas'>.

Estudios mas recientes han reportado la descelularizaciéon de
corazones porcinos como modelo escalable al humano!®>1%, Un
aspecto importante que hay que considerar en la aplicacion
de 6rganos enteros o matrices bioartificiales, es la necesidad de
obtener una correcta vascularizacion sin la cual la viabilidad del
constructo pueda verse comprometida. Este problema resulta
especialmente critico cuando el espesor de la matriz es superior a
la barrera de difusién (unos 100 wm), donde el suministro de
oxigeno y nutrientes queda limitado y se acumulan subproductos
celulares de desecho citotoxicos'%*12>, Con la descelularizacién de
corazones enteros se ha conseguido mimetizar el tejido miocéardico
vascularizado y repoblarlo con células a través de estructuras
vasculares con cierto grado de preservacion'31931%9 A pesar de su
éxito, esta estrategia puede verse limitada con respecto a las
tecnologias disponibles para la expansion de células a gran escala,
particularmente de cardiomiocitos, necesaria para la repoblacion
de todo el érgano'®*126, Todavia queda camino por recorrer hasta
poder disponer de un corazon bioartificial para su uso en humanos.
Sin embargo, un grupo de investigacion espafiol pionero en este
campo esta llevando a cabo, como primera prueba de concepto, el
desarrollo de un corazon bioartificial mediante la descelularizacion
de corazones humanos, y su posterior recelularizacion con células
mesenquimales humanas y cardiomiocitos de origen murino'%’.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

Aunque los resultados de los estudios anteriormente mencio-
nados son claramente esperanzadores y muchos han demostrado
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Figura 2. Neorganogénesis: corazon bioartificial. Esquema grafico de los diferentes pasos de la descelularizacién y recelularizacién de un corazon. Inicialmente la
descelularizacion fisica, quimica y enzimatica cuyo objetivo es la preservacion de la matriz extracelular cardiaca y del arbol vascular. A continuacion se induce la
vascularizacioén autéloga seguida de la recelularizaciéon parenquimal heter6loga para, finalmente, generar un nuevo corazoén funcional.
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una mejoria notable en la funcién contractil cardiaca, todavia
quedan por definir muchas cuestiones. A dia de hoy, el gran
inconveniente en la mayoria de estudios de ingenieria tisular
reside en la dificultad de extrapolacién del modelo animal de
rata/ratéon al modelo porcino y, consecuentemente, al ambito
clinico. El tamafio del corazéon humano hace que dichas
aproximaciones sean inviables, tanto por las dimensiones de la
matriz (deberia ser de 10-50 cm? y de varios milimetros de grosor'4)
como por el nimero limitado de células que puedan llegar a ser
implantadas.

Ante tal escenario, nuestro grupo de investigacion ha disefiado
una nueva técnica quirdrgica basada en la transposicion de un
pediculo adiposo aut6logo de origen pericardico sobre la superficie
miocardica isquémica. Esta nueva propuesta ofrece resultados muy
prometedores en el modelo preclinico porcino de infarto de
miocardio, puesto que el pediculo graso establece conexiones
vasculares con el miocardio infartado'?®12° y, como consecuencia,
garantiza una mejoria funcional cardiaca en términos de fraccion
de eyeccién y volimenes cardiacos'?®. Actualmente estamos
incluyendo pacientes de manera prospectiva y aleatorizada
(Clinicaltrials.gov NCT01473433) para valorar la efectividad y
seguridad de este nuevo abordaje quirtrgico!’®°. En el ambito
clinico, todavia son pocos los ensayos basados en la aplicacién de la
ingenieria tisular cardiaca. Otros 2 ensayos clinicos vigentes se
basan en la inyeccion intramiocardica de alginato (NCT01311791)
o la administracion intracoronaria de alginato s6dico combinado
con gluconato calcico (NCT01226563), con el fin de generar una
nueva matriz extracelular en el miocardio para que los progeni-
tores cardiacos residentes en él migren y repueblen la cicatriz
cardiaca.

Pese a los ingentes avances en el campo de la ingenieria tisular
cardiaca, quedan por discernir multiples cuestiones cruciales para
restablecer completamente la funcién cardiaca y la vascularizacion
del miocardio isquémico. Primero, es clave determinar qué tipo
celular (células adultas, embrionarias o células madre pluripo-
tentes inducidas; autdlogas o heterélogas) es idoneo para obtener
regeneracion tisular. Segundo, se debe definir qué matriz (hidro-
geles naturales o sintéticos, colageno, acido polilactico, acido
polilactico-co-glicdlico, matriz extracelular) ofrece mejores con-
diciones para anidar la poblacion celular y favorecer su retencién y
proliferacion. Tercero, la existencia del acoplamiento celular
electromecanico dentro de la matriz y del constructo con el tejido
que hay que reparar es fundamental para restaurar la funcion
cardiaca. Finalmente, la vascularizacion del constructo determi-
nara su propia viabilidad e integracion con el tejido receptor,
ademas de convertirse en el aporte sanguineo preciso para revertir
la isquemia miocardica.
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