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Resumen

La recuperacion de la pérdida de capacidad funcional cardiaca es uno de los campos de investigacién mas atrac-
tivos para la ingenieria tisular y medicina regenerativa por su alta incidencia y prevalencia. En los Ultimos afios la
cardiomioplastia celular, que consiste en implantar células aisladas con capacidad regenerativa, se ha desarrolla-
do notablemente como una herramienta clinicamente Util, aunque los resultados son cuantitativamente escasos.
Debido a la baja retencion de células implantadas, se han utilizado técnicas de ingenieria tisular para intentar
mejorar la capacidad funcional. La ingenieria tisular in situ, que consiste en administrar de manera conjunta
células y una matriz extracelular, ha conseguido aumentar la retencién de células y mejora los resultados de la
cardiomioplastia celular. La ingenieria tisular in vitro a nivel tisular, que se basa en construir en el laboratorio par-
ches tridimensionales con células, matrices y sefiales necesarias para la construccién de un sustituto tisular que
posteriormente es implantado en la zona dafiada, ha mejorado las capacidades funcionales contractiles cardiacas
gracias al uso de biorreactores que intentan mimetizar el micromedioambiente cardiaco. La ingenieria tisular in
vitro a nivel de drgano consiste en la descelularizacion del drgano cardiaco y la posterior perfusion de de distin-
tos tipos celulares para intentar repoblar el miocardio y el sistema vascular. Se ha conseguido la contraccién y
el acoplamiento eléctrico de cardiomiocitos, pero por el momento, la capacidad contractil final es escasa. Otras
técnicas de ingenieria tisular basadas en matrices acelulares o en constructos amatriciales han servido de pasos
intermedios hacia los avances en la ingenieria tisular in vitro.

Abstract

The recovery of cardiac functional capacity loss is one of the most attractive research fields for tissue engineering
and regenerative medicine due to their high incidence and prevalence. In recent years cellular cardiomyoplasty,
which involves implanting isolated cells with regenerative capacity, has developed significantly as a clinically use-
ful tool, although the results are quantitatively scarce. Due to the low retention of implanted cells, we have used
tissue engineering techniques to try to improve functional capacity. In situ tissue engineering, which comprises
administering together extracellular matrix and cells, has managed to increase the retention of cells and en-
hances the performance of cellular cardiomyoplasty. In vitro tissue engineered at tissue level, which is based on
building three dimensional patches in laboratory with cells, matrices and signals required for the construction of
a replacement tissue, that is subsequently implanted into the damaged area, has improved functional capabili-
ties by the use of bioreactors that attempt to mimic the cardiac microenvironment. Tissue engineering in vitro
at organ level is supported by cardiac organ decellularization and subsequent infusion of different cell types to
attempt to repopulate the myocardium and vascular system. Contractility and the electrical coupling of cardio-
myocytes were achieved, but for the moment, the contractile capacity is scarce. Other techniques based tissue
engineered acellular matrices or amatrix contructs have served as intermediate steps toward progress in tissue
engineering in vitro.
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INTRODUCCION

Muchas enfermedades cardiovasculares, y entre ellas el in-
farto de miocardio (1), muestran en su etapa final insuficiencia
cardiaca. Este déficit funcional es uno de los mas importantes
campos de investigacion en la medicina regenerativa por la preva-
lencia e incidencia de la insuficiencia cardiaca. Cuando dicha insu-
ficiencia progresa, el trasplante cardiaco es, a pesar de los avances
realizados en las Ultimas décadas, la Unica herramienta terapéuti-
ca que permite actualmente restablecer el déficit funcional cardia-

co. Pero el trasplante cardiaco tiene también sus limitaciones, ya
sea por el pobre nimero de donantes que facilitan el trasplante, o
por las complicaciones que puede presentar este tratamiento (2).

El infarto agudo de miocardio (IAM) se produce cuando el
riego sanguineo del corazén es interrumpido a nivel arterial y se
produce la isquemia de una determinada area miocardica y la
muerte de cardiomiocitos y la sustitucidon de células musculares
cardiacas por un tejido cicatricial conjuntivo que no muestra capa-
cidad de contraccion. Lo ideal, seria revertir la obstruccion vascu-
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lar lo antes posible para evitar la muerte de las células musculares
cardiacas. Pero, una vez producida dicha pérdida de células, seria
necesario aplicar las herramientas terapéuticas que nos puedan
suministrar todo lo necesario para una correcta y eficaz reparacion
del dafio causado y conseguir de nuevo la capacidad de contrac-
cién perdida.

La terapia celular cardiaca (cardiomioplastia celular) se ha
desarrollado notablemente en las ultimas dos décadas. Tiene por
base la utilizacién de células aisladas que poseen capacidad re-
generativa y que se administran en el corazén. Distintos trabajos
con esta metodologia han demostrado, mediante ensayos clinicos,
que este procedimiento, siendo seguro, solo consigue ligeros in-
crementos en la recuperacion de la funcionalidad del miocardio
perdido al determinarse un aumento ligero en la fraccion de eyec-
cién ventricular (3, 4).

En la actualidad, se estan utilizando técnicas de ingenieria ti-
sular para solucionar este problema. La ingenieria tisular cardiaca
se basa en la combinacién de células —con capacidad regenerativa
miocdrdica-, matrices y factores de regulacién para conseguir una
construccion similar al tejido muscular cardiaco (5). Mas recien-
temente se estan desarrollando estudios en animales de experi-
mentacidn para fabricar corazones bioartificiales. Para ello en un
primer paso se procede a descelularizar los corazones, pero con-
servando las estructuras organizativas de tejido conjuntivo cardia-
co. Y en segundo lugar, repoblar las paredes de los vasos y el tejido
cardiaco con células con capacidad contractil (6).

En la presente revision realizaremos un andlisis de las apor-
taciones actuales de la ingenieria tisular para la recuperacién fun-
cional del tejido cardiaco alterado.

TERAPIA CELULAR CARDIACA

La llamada cardiomioplastia celular consiste en la implan-
tacion, en zonas miocardicas que han perdido la capacidad con-
tractil, de células aisladas con capacidad angiogénica y/o de rege-
neracion miocardica. Su objetivo fundamental es la recuperacion
funcional del miocardio dafado. Los factores mas importantes a
tener en cuenta en esta terapéutica son, en primer lugar, la selec-
cién adecuada de las células que se administran, en segundo lugar,
la via de administracidn de dichas células, y, finalmente, la cuantia
de células a implantar.

Células con capacidad regenerativa

La capacidad de integracion en el miocardio, la capacidad de
expansion mediante técnicas de cultivos celulares y tisulares, y la
capacidad de acoplamiento mediante uniones intercelulares espe-
cificas (adherentes y comunicantes) entre ellas y con las células no
dafiadas del miocardio, son las tres capacidades que deben poseer
y desarrollar las células regenerativas utilizables en ingenieria ti-
sular cardiaca.

Como se muestra en la Tabla 1, células de diverso origen se
han utilizado, experimental o clinicamente, o se cree que tienen
potencial suficiente para ser utilizadas en la cadiomioplastia celu-
lar por su capacidad regenerativa (7-13).

Los resultados obtenidos con los diferentes tipos celulares
son muy variables, pero los resultados obtenidos con células pro-
genitoras endoteliales, células mononucleares de médula ésea,
células estromales mesenquimatosas (12, 13) en pacientes con IM
agudo o cardiomiopatia isquémica crénica han demostrado la se-
guridad de dicho tratamiento y un aumento significativo de la frac-
cion de eyeccion ventricular. Ademas, ya se estan desarrollando
ensayos clinicos con resultados muy esperanzadores con células
madre cardiacas (14).

La accidn realizada por los diversos tipos de células utilizadas
en la cardiomioplastia celular se debe a una de las tres siguientes
capacidades. En primer lugar, la capacidad para producir mioblas-
tos que daran lugar a cardiomiocitos. En segundo lugar, la capaci-
dad de angiogénesis con un aumento de la perfusién cardiaca. En
tercer lugar, la capacidad de comunicacion paracrina de las células
o los factores de crecimiento y citoquinas administrados con las
células implantadas (15).
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proliferacién
Resistentes a la

Tipo celular Ventajas Inconvenientes
Mioblastos Faciles de aislar Gran incidencia de
esqueléticos * Alta tasa de arritmias

Células progenitoras
endoteliales *
Células madre
hematopoyéticas *
Células madre
mesenquimales *

Multipotentes
Baja respuesta
inmunoldgica

hipoxia

Autdlogos
Células derivadas de | Autdlogas Disponibilidad
médula ésea * Faciles de aislar limitada

Casos de formacion
de hueso o cartilago
en el miocardio

Células madre
derivadas de tejido
adiposo *

Faciles de aislar
Elevada
disponibilidad
Multipotentes
Baja respuesta
inmunoldgica

Baja supervivencia

Células madre
cardiacas *

Intrinsecas
Multipotentes
Autologas

Baja disponibilidad

Células madre
embrionarias 2

Pluripotentes
Faciles de expandir

Teratogénicas

Baja disponibilidad
Respuesta inmune
del huésped
Problemas éticos

Células iPS @

Pluripotentes

Faciles de expandir
Buena disponibilidad
Autodlogas

Potencial
teratogénico
Posible potencial
oncogénico

Cardiomiocitos
fetales @

Fenotipo de
cardiomiocito

Baja disponibilidad
Baja supervivencia
Respuesta inmune
del huésped
Problemas éticos

Tabla 1. Ventajas e inconvenientes de diversos tipos de células
implantables en ingenieria tisular cardiaca (Modificada de 7 y 8)

iPS: células madre pluripotentes inducidas. * = Usadas en ensayos
clinicos. 2 = Utilizadas en estudios experimentales.

Vias de administraciéon y nimero de células

La via de administracion y el nimero de células utilizado
son dos factores muy importantes en la cardiomioplastia celular.
Algunas de las vias de administraciéon mas utilizadas son: inyec-
cion intramiocardica por esternotomia y puncidn epicérdica, en-
domiocdérdica o intracoronaria. La via intracoronaria parece ser la
via que permite un mejor asentamiento de células en el miocar-
dio (16). En relacidon con el nimero de células a administrar, este
es muy variable dependiendo del tipo celular y de la via de ad-
ministracion. En los ultimos estudios clinicos con infusion por las
arterias coronarias se utiliza una cantidad de un 1 x 10°de células
madre cardiacas para un foco de infarto (14). Para otros tipos ce-
lulares se puede llegar a valores de 100 x 10°células para estudios
con células mononucleares de médula dsea (17).

Estado actual de la cardiomioplastia celular

Los estudios realizados tanto en animales de experimen-
tacién como en humanos han mostrado que la cardiomioplastia
celular es una técnica reproducible y util para la recuperacion de
la capacidad funcional cardiaca (19). Tras afios de experimenta-
cién, hemos aprendido que la utilizacion, como fuente celular,
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de mioblastos puede inducir arritmias y no conduce al acopla-
miento eléctrico con los cardiomiocitos. Igualmente, la utilizacion
de células mononucleares de médula dsea es segura y ofrece un
beneficio modesto en la funcidn ventricular. Las especificaciones
futuras de este tratamiento se estan definiendo en ensayos cli-
nicos que se desarrollan en la actualidad. En ensayos clinicos, el
uso de células madre mesenquimales obtenidas de médula dsea
han sido muy promotores mostrando una mejora funcional con
resonancia magnética a los doce meses, aunque dichos estudios
deben continuarse y profundizar en los mecanismos de accién
(19). En relacion con las células madre cardiacas, se estan indi-
vidualizando diferentes subtipos de ellas (Isl*, c-kit*, derivadas
de cardioesferas, side-population, sca-1*, derivadas del epicardio
-entre otras-) atendiendo a su origen, capacidad funcional o pre-
sencia de marcadores especificos (18). Ensayos clinicos recientes
utilizando células madre cardiacas derivadas de cardioesferas
han demostrado ser seguros y aumentar la capacidad funcional
cardiaca y disminucién del drea cicatricial a los doce meses de la
administracion intracoronaria (14, 20).

INGENIERIA TISULAR CARDIACA

Esta reciente tecnologia consiste en utilizar células, sustra-
tos y sefiales para inducir y/o construir sustitutos de tejido car-
diaco. Teniendo en cuenta las caracteristicas electromecanicas
y estructurales del corazéon (21), los objetivos de la ingenieria
celular cardiaca seran, bdsicamente, conseguir el acoplamiento
electromecanico intercelular y obtener matrices extracelulares
especializadas que permitan una contraccién cardiaca y una vas-
cularizacién adecuada. Por lo tanto, es una alternativa a la cardio-
mioplastia celular la utilizacidn de la ingenieria celular basada en
cuatro estrategias diferentes. Estas estrategias son las siguiente:
a) Ingenieria tisular in situ, donde células y biomateriales son in-
yectados en las zonas cardiacas afectadas; b) Ingenieria tisular in
vitro, donde células y biomateriales se hacen interactuar y trans-
formarse en el laboratorio para posteriormente ser implantados;
c) Ingenieria tisular sin matrices y con células —la cardiomioplastia
celular vista anteriormente-; y d) Ingenieria tisular sin células y
con matrices.

Ingenieria tisular in situ

Mediante esta aproximacién se combina un biomaterial in-
yectable y células que son administrados directamente en la zona
a reparar. Los biomateriales utilizados han sido, entre otros, fi-
brina, colageno, matrigel, péptidos autoensamblados, quitosan,
alginato e hidrogeles sintéticos o hibridos naturales/sintéticos.
En algunas ocasiones se incluyen ademds factores de crecimiento
como IGF-1. Gracias a la utilizacién del biomaterial se consigue
una mayor retencion de células en el lugar de administraciony los
resultados obtenidos muestran diversas mejoras funcionales de-
pendiendo del biomaterial utilizado (15). Una desventaja de estos
métodos es no tener en cuenta las caracteristicas biomecanicas
de los biomateriales utilizados, aunque estos permitan el flujo de
nutrientes y de oxigeno o faciliten la migracién y la supervivencia
celular. La utilizacion de hidrogeles hibridos sintéticos/naturales
solventa alguno de estos problemas (22-24). Otro hecho a tener
en cuenta es que las células y el biomaterial inyectado pueden
formar “islas” sin conexidn con el resto de estructuras cardiacas
vecinas (15) con lo que la recuperacion funcional del drea afecta-
da no llega a ser completa.

Ingenieria tisular in vitro

Consiste en la fabricacion de constructos tridimensionales
de tejido cardiaco en el laboratorio que seran posteriormente im-
plantados en el miocardio infartado. Segun la complejidad y el
nivel de organizacion se pueden distinguir dos tipos de construc-
tos: Constructos a nivel de tejido y constructos a nivel de érgano.

Constructos a nivel tisular

Consiste en la obtencién en el laboratorio de parches o por-
ciones de tejido muscular cardiaco aptos para su implantacién.
Con ello se consigue mejorar la distribucién y la homogeneidad
de cardiomiocitos. Este hecho no se puede obtener, en gran me-
dida, con la cardiomioplastia celular (25). Para conseguir estos
constructos se han utilizado dos estrategias diferentes que han
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consistido en emplear cardiomiocitos con capacidad contractil
(26) o utilizar células madre (25). En ambos casos la seleccién de
célula o células a utilizar en el cultivo y la seleccién de la matriz-
soporte sobre la que crecerdn las células, es de gran importancia
(27). Ademas, la estimulacion mecanica juega un papel prepon-
derante en el correcto desarrollo del constructo y en la formacién
de uniones intercelulares que conducen a la correcta transmision
de la contraccidn celular (28). La aplicacion de fuerzas mecanicas
mejora las propiedades estructurales y mecanicas de los cons-
tructos como se ha comprobado experimentalmente con cardio-
miocitos neonatales encapsulados en gel de colageno (26). Por
lo tanto, las condiciones de cultivo son la pieza clave del correcto
desarrollo de constructos de tejido cardiaco contractil y para ello
se deben utilizar biorreactores especificos que proporcionan las
condiciones necesarias. Estos biorreactores deberian cumplir las
siguientes funciones: a) Posibilitar la siembra homogénea del bio-
material con células, 2) suministrar las sefiales necesarias para el
cultivo del constructo, y 3) mantener controladas las condiciones
ambientales del cultivo (29). Ejemplos de biorreactores utiliza-
dos son los frascos con dispositivos giratorios internos, los vasos
giratorios, los biorreactores de perfusion o los discos orbitales.
Ademas, se pueden afadir pulsos eléctricos durante el cultivo (6)
con lo que en su conjunto se facilitan la diferenciacién y el esta-
blecimiento de uniones eléctricas y mecanicas entre los cardio-
miocitos para conseguir finalmente una contractilidad adecuada
del constructo. Consiguiéndose incluso una organizacion celular
y ultraestructural similar a la organizacion ortotipica cardiaca con
haces de células alargadas con nucleo central y miofibrillas peri-
féricas y acoplamiento eléctrico adecuado morfoldgica y funcio-
nalmente (30).

Al sobrepasar los parches construidos por ingenieria tisular
un tamafio/volumen determinado que varia segun los tipos celu-
lares y matrices utilizadas, la difusién de nutrientes y de oxigeno
no es suficiente para la correcta actividad celular. Aparece, por lo
tanto, el problema de la necesidad de vasos que aporten y retiren
las moléculas necesarias para la vida. Se conoce que la distancia
critica entre un cardiomiocito y su aporte sanguineo es de 100um
(6). Para facilitar la formacion de vasos se han utilizado citocinas
de diversos tipos y factores de crecimiento, entre otros, el factor
de crecimiento endotelial vascular -VEGF- (31), o como el factor
de crecimiento de fibroblastos de tipo basico —bFGF- (32). Estas
moléculas se afiaden al cultivo para estimular células de distinto
origen en su transformacion hacia estructuras vasculares (33-35).

Constructos a nivel de 6rgano

La aproximacion actual de la ingenieria tisular a nivel de
organo en el corazdn tiene por base la utilizacion del andamia-
je completo cardiaco tras la descelularizacion del corazén. Esta
estrategia parece mas efectiva y mdas rapida, actualmente, que la
obtencidn de corazones completos por desarrollo a partir de cé-
lulas, soportes y sefiales. La descelularizacidn ideal seria capaz de
eliminar todos los antigenos alogénicos o xenogénico y ademas
del contenido celular y nuclear de los tejidos preparados. Al mis-
mo tiempo la descelularizaciéon ideal deberia mantener la com-
posicidn y propiedades de la matriz extracelular y de las estruc-
turas vasculares (36). Para obtener parches u érganos completos
descelularizados se utilizan procesos que combinan tratamientos
fisicos, quimicos y enzimaticos que deben adecuarse al tejido u
organo a descelularizar (37-39). En el caso concreto del corazoén,
se han descelularizado corazones de rata mediante perfusion co-
ronaria de detergentes obteniendo el andamiaje cardiaco com-
pleto de matriz extracelular y posteriormente se han repoblado
con células cardiacas neonatales y con células endoteliales de
aorta, manteniendo todo en condiciones de estimulacion fisiold-
gica para la correcta maduracién organica. Ademds la perfusiéon
coronaria continua, la carga pulsatil del ventriculo izquierdo y la
estimulacion sincronizada del ventriculo izquierdo dan lugar a la
formacién de un miocardio contractil que realiza una contraccién
adecuada, aunque limitada a un escaso porcentaje del necesario
(6). Mas recientemente, se ha utilizado un modelo mas proximo
al humano utilizando corazdn porcino para su descelularizacion.
Comprobdandose el mantenimiento de la morfologia y estructura
microscopica cardiaca y la estabilidad mecanica del producto final
(40). Estos métodos, pueden verse comprometidos por la necesi-
dad del gran numero de células necesarias para la repoblacion del
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6rgano humano completo (41).
Ingenieria tisular con células y sin matrices

Ademas de lo comentado en la cardiomioplastia celular, en
el laboratorio se han obtenido constructos de monocapas aptos
para ser implantados. En este sentido, se han utilizado monoca-
pas de células cardiacas (28), o multiples capas de células me-
senquimales que han conseguido favorecer la vascularizacion
(42). Se han utilizado igualmente monocapas superpuestas de
cardiomiocitos neonatales y se ha comprobado el acoplamiento
eléctrico y estructural entre ellos con microscopia electrénica de
transmision (43). Debido a la falta de vascularizacién, el nimero
de capas celulares se ve limitado a tres o cuatro. Por otra parte
una de las mayores inconvenientes es la baja capacidad mecanica
que poseen las escasas capas de células musculares que sobre-
viven al implante (15). Para solventar esto, se han introducido
constructos con capas de colageno intermedias, como hemos
indicado en la ingenieria tisular in vitro. Recientemente se han
desarrollado parches celulares sin matriz obtenidos con cardio-
miocitos derivados de células madre embrionarias humanas, que
tras su implantacién han mostrado una muerte celular por falta
de vascularizacidn (44). Las técnicas de monocapas celulares han
sido realmente un paso Util entre la cardiomioplastia celular y la
ingenieria tisular que utiliza conjuntamente células, matrices y
sefales.

Ingenieria tisular sin células y con matrices

Los mejores sustitutos de matriz extracelular para ingenieria
tisular, tal vez sean, las matrices extracelulares de tejidos vivos
que se han descelularizado y procesado como indicamos en la
ingenieria tisular in vitro de constructos a nivel de 6rgano. Han
sido multiples los 6rganos de origen elegidos para la obtencion
de laminas descelularizadas de matriz extracelular (7). El uso de
matrices extracelulares facilita el remodelado en muchos tipos
diferentes de tejidos (45, 46). En nuestro dmbito, suelen utilizarse
las matrices asociadas a células de distinto tipo como hemos vis-
to anteriormente. Pero en algunos casos se han utilizado aislada-
mente las matrices extracelulares o sus sustitutos sintéticos para
reparaciones de la pared cardiaca (47, 48).

CONCLUSIONES

El desarrollo de la ingenieria tisular cardiaca y su aplica-
cion, fundamentalmente, a la insuficiencia ventricular e infarto
de miocardio han supuesto un avance muy esperanzador en el
tratamiento de estas patologias, demostrando incrementos en la
capacidad contractil de zonas cardiacas. El reto actual mds im-
portante consiste basicamente en la traslacién de los resultados
obtenidos en animales de experimentacién a la clinica humana,
siendo de gran importancia las dimensiones de superficie y vo-
lumen a cubrir por los constructos. Ademas, existen multiples
preguntas a responder como la seleccion de la célula a utilizar en
el constructo (células autdlogas, heterdélogas, embrionarias, adul-
tas, madre —de multiples origenes-, diferenciadas, etc...) Igual-
mente deberiamos determinar con mayor precision que sustituto
de matriz extracelular es la que condiciona un mejor crecimiento
y mantenimiento celular y una mejor adquisicion de acoplamien-
to eléctrico y mecdnico de las células. Otra busqueda a realizar
es la imbricacién del desarrollo de vasos sanguineos con el creci-
miento de células en la matriz adecuada. Igualmente se deberan
de desarrollar los biorreactores que permitan conseguir el micro-
medioambiente necesario para el correcto crecimiento y diferen-
ciacion, si son necesarios, y la adecuada unidn celular eléctrica y
mecanica para conseguir los sustitutos tisulares cardiacos. Para
ello en el futuro biorreactor se debera proporcionar estimulo me-
canico, aportes de oxigeno y nutrientes y estimulacion eléctrica.
Obtenido el constructo ideal, la integracion del constructo con el
receptor es de suma importancia. No solo por su aceptacion in-
munoldgica, sino por su acoplamiento eléctrico y mecénico con
el resto de corazdn. La ingenieria tisular cardiaca a nivel orgénico,
se vera favorecida por el desarrollo de la ingenieria tisular a nivel
de tejido, y ademas serd necesaria una mejora muy significativa
del escaso 2% de contractilidad global cardiaca obtenida en pe-
quefios animales de experimentacidon. Ademads, si se requiere la
aparicion de ritmo auténomo, se debera de desarrollar al menos
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un sustituto de nddulo sinoauricular para iniciar el ritmo y un sus-
tituto de sistema de conduccidn cardiaco del estimulo eléctrico
para poder garantizar una contraccion cardiaca ordenada y efec-
tiva funcionalmente.
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