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1. Resumen

La aplicacién de un pediculo bioldgico de tejido adiposo autdlogo (AGTP, del inglés
adipose graft transposition procedure) obtenido a partir de la superficie pericardica es
una nueva estrategia terapéutica segura y eficaz para reducir el tamafo del infarto y
mejorar la funcién cardiaca en el modelo porcino de infarto de miocardio (IM). Sin
embargo, el beneficio del AGTP en el modelo porcino de infarto créonico es moderado,
siendo necesario mejorar la modulacion de la respuesta inflamatoria y la participacién
de mecanismos regenerativos propios del miocardio. Un nuevo parche de bioingenieria
3D basado en una matriz miocardica descelularizada e integrada por vesiculas

extracelulares (VE) puede potenciar los efectos del AGTP.

El presente proyecto ha incluido dos objetivos principales: el primero ha sido un
ensayo clinico fase I-II para evaluar la seguridad y eficacia de la transposicion de un
pediculo adiposo autélogo (AGTP) para la mejora de la funcidn cardiaca en pacientes
con infarto de miocardio transmural. El segundo objetivo ha sido aislar, caracterizar y
analizar funcionalmente (inmunomodulacién y atraccién celular) las vesiculas
extracelulares (VE) derivadas de cultivos de células derivadas de tejido adiposo
cardiaco (cATDPC), desarrollar una matriz miocardica descelularizada integrada por VE
y examinar su capacidad regenerativa en el modelo porcino de infarto créonico de

miocardio.

2. Resultados obtenidos

Ensayo clinico fase I-II para evaluar la seguridad y eficacia de la
transposicion de un pediculo adiposo autélogo (AGTP) para la mejora de la
funcion cardiaca en pacientes con infarto de miocardio transmural.

Se ha realizado un estudio clinico prospectivo aleatorizado donde se han incluido 10
pacientes con un IM crénico transmural (definido como >70% de espesor de pared
infartado evaluado con retencion de gadolinio mediante resonancia magnética
cardiaca) y que eran candidatos a revascularizacion miocardica (bypass coronario) de
otra zona distal a la cicatriz. Los candidatos se distribuyeron en dos grupos: control (n
= 5) y tratamiento (n = 5). En el grupo control los pacientes se sometieron a un

bypass y la cicatriz del infarto crénico no se tratd (segun criterios de practica clinica



habitual), y en el grupo tratamiento, ademas de realizarse el bypass, el infarto crénico
transmural se cubrié con un pediculo vascularizado adiposo autdélogo de origen
pericardico. Después de la cirugia todos los pacientes tuvieron un seguimiento de un
afno con visitas clinicas (7, 90 y 365 dias postintervencion), ademas de ser sometidos a
3 resonancias magnéticas (antes de la cirugia, a los 90 y 365 dias postintervencion)

para evaluar la funcion cardiaca.

De los 10 candidatos inicialmente incluidos en el ensayo clinico, 1 del grupo control fue
excluido por presentar claustrofobia al analisis de resonancia magnética. Todos los
pacientes fueron hombres y no se detectaron diferencias significativas entre grupos en
las variables clinicas, y tampoco en las variables relacionadas con la gravedad de la
patologia presentada o en el riesgo quirdrgico. Todas las cirugias fueron llevadas a
cabo por el mismo cirujano cardiovascular y no se detectaron acontecimientos
adversos durante las intervenciones quirurgicas. Tampoco se detectaron diferencias en
términos de seguridad, admisiones hospitalarias durante el seguimiento del estudio, ni
en prevalencia de arritmias, aunque el nUmero de arritmias ectdpicas

supraventriculares fue menor en los pacientes del grupo tratado con el AGTP.

Mediante resonancia magnética de 1,5 T se detectaron cambios en cuanto al
porcentaje de tejido necrdtico, desde la inclusion a los 3 meses de seguimiento, tanto
en los pacientes controles como tratados, aunque no se observaron diferencias
significativas entre los grupos de estudio. Sin embargo, el andlisis estadistico reveld
una tendencia a menor volumen sistélico del ventriculo izquierdo (P = 0,09) y menor
ratio de necrosis (P = 0,06) a los 3 meses de evolucién en los pacientes tratados.
Ademas, a pesar de no ser significativo, se detecté una reduccion del espacio
extracelular a los 3 meses de seguimiento entre el grupo tratado y el control (-4,5%

versus -1,1%, respectivamente; P = 0,53).

Desde el inicio del estudio, en los diferentes puntos de evaluacion clinica de los
pacientes (7, 90 y 365 dias) se analizaron los valores de NT pro-BNP y troponina T de
alta sensibilidad, sin detectarse diferencias significativas entre los dos grupos de
estudio. Respecto a las diferentes visitas de seguimiento (7, 90 y 365 dias), tampoco
se detectaron diferencias significativas entre ambos grupos de estudio en términos de
beneficio clinico. Como dato relevante, cabe sefialar que uno de los pacientes tratados,

el que tenia la zona necrdética mas extensa y los ventriculos mas dilatados al inicio del



estudio, obtuvo un beneficio resefiable: la masa necrética del ventriculo izquierdo, que
al inicio era del 33,2%, se redujo un 4,4% a los 3 meses y un 10,8% al afio; el
volumen diastodlico del ventriculo izquierdo de 315,1 mL y el volumen sistélico del
ventriculo izquierdo de 218,5 mL al inicio, se redujeron respectivamente a 31,9 mL y
23,8 mL a los 3 meses, y a 55,2 mL y 37,8 mL al ano. Ademas, las ondas Q (indicador
de isquemia crdénica) desaparecieron del electrocardiograma en las derivaciones III y

aVF en el seguimiento.

Aislamiento, caracterizacion y analisis funcional de las vesiculas
extracelulares (VE) derivadas de células derivadas de tejido adiposo cardiaco
(cATDPC), desarrollo de una matriz miocardica descelularizada integrada por
VE y analisis de su capacidad regenerativa en el modelo porcino de infarto de
miocardio.

Se ha producido un stock de VE a partir de sobrenadantes de cultivos primarios de
cATDPC (n = 21) aisladas mediante cromatografia de exclusion por tamafio. Con el fin
de ensayar sus propiedades inmunomoduladoras, se ha adaptado la adicién de las
cATDPC-VE en cultivos de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) porcinas
alogénicas para estudiar la actividad de las cATDPC-VE en términos de modulacién de
la proliferacion y secrecion de citocinas por parte de las PBMC. Las PBMC se activan
con PMA e Ionomicina (Io) para simular el medio proinflamatorio propio del miocardio
isquémico, obteniendo una elevada proliferacion de las PBMC y una respuesta activa de
citocinas inflamatorias una vez las PBMC son estimuladas y se encuentran sin la
presencia de cATDPC-VE. Por el contrario, cuando se afiaden las cATDPC-VE, se inhibe
de forma dosisdependiente la proliferacion de las PBMC alogénicas. Cabe destacar
también la capacidad de las cATDPC-VE de abolir la secrecidn de citocinas
proinflamatorias, tales como IFNy, TNFa e IL-12p40 por parte de las PBMC estimuladas
con PMA e Io. La IL-10 también se reduce por efecto de las cATDPC-VE, mientras que
la secrecion de IL-6 e IL-8 se ve inalterada por la presencia de las cATDPC-VE. Debe
destacarse que las cATDPC-VE no inducen una respuesta inflamatoria a las PBMC

alogénicas, lo que sugiere una ausencia de alorreactividad.

Asimismo, el éxito de la reparacion cardiaca a partir de la administracién de VE dentro
de una matriz cardiaca se basa en la hipdtesis de que las VE activaran a la vez la
migracion de células reparadoras enddgenas que puedan actuar directamente en la

zona infartada. Por este motivo, se ha estudiado in vitro la respuesta quimiotactica de



células progenitoras endoteliales (OEC) y células madre mesenquimales (MSC)
porcinas alogénicas frente a cATDPC-VE. Como resultado mas destacable, se observd
gue las cATDPC-VE inducen activamente y de forma dosisdependiente la migracion de

OEC y MSC alogénicas hacia el interior de las gotas que contienen cATDPC-VE.

A continuacion se han generado matrices de miocardio porcino y pericardio humano
para comparar cual de las dos es mas dptima como matriz de soporte de las VE. Se
han evaluado las propiedades mecanicas de las matrices descelularizadas tanto a nivel
macroscépico, mediante ensayos de traccién, como a nivel microscoépico, por
microscopia de fuerza atémica (AFM). También se ha analizado la ultraestructura de las
matrices en un microscopio electrénico de barrido, asi como su composicidn proteica
mediante espectrometria de masas. Se han desarrollado diferentes técnicas de
marcado de las VE con fluorescencia y de analisis con el fin de poderlas detectar una
vez incorporadas en las matrices. Por un lado, se ha puesto a punto la tincién de las VE
con NIR815, que ha permitido observar a escala macroscépica el grado de retencién de
las VE en las matrices descelularizadas. Por otra parte, la tincién con PKH26 nos ha
permitido detectar la presencia y distribucion de las VE dentro de las matrices
mediante microscopia de fluorescencia confocal. Finalmente, se ha comprobado la
presencia de VE en las matrices por microscopia electrénica de barrido, que
evidenciado el grado éptimo de retencion de VE en el interior de ambos tipos de

matrices analizadas.

Para el analisis de las propiedades inmunomoduladoras de las matrices en combinacion
con las VE, se ha estudiado su efecto sobre la respuesta de citocinas inflamatorias de
PBMC estimuladas mediante PMA e Io. Cabe resefiar que la presencia de la matriz
pericardica cargada con cATDPC-VE disminuye los niveles de secrecion de citocinas
proinflamatorias (IFNy y TNFa) y aumenta los de IL-6 en comparacion con las PBMC
estimuladas solas o en presencia de la matriz miocardica mas las cATDPC-VE. Ademas
de que la matriz pericardica es capaz de retener mas volumen de VE, este menor
grado de inmunorreactividad detectado ha determinado que la matriz pericardica sea la

elegida para ser probada en los experimentos in vivo.

Respecto al andlisis de la capacidad regenerativa de la matriz enriquecida con VE en el
modelo porcino de IM, no se ha estudiado in vivo la administracion combinada de la

matriz pericardica con el AGTP, debido a que estudios previos de nuestro grupo han



demostrado que dicha combinacién no ejerce ningun efecto beneficioso en
comparaciéon con la administracion de la matriz extracelular pericardica en solitario, y
el infiltrado inflamatorio observado en la zona isquémica es mucho mas evidente en el
abordaje de combinacion (Galvez-Montén C et al. Preclinical Safety Evaluation of
Allogeneic induced pluripotent Stem Cell-Based Therapy in a Swine Model of Myocardial
Infarction. Tissue Eng Parte C Methods. 2017a Nov; 23 [11]: 736-744).

Como alternativa, se ha realizado un estudio in vivo en el modelo de IM porcino de
seguimiento a 6 dias postratamiento. Este estudio ha sido llevado a cabo para evaluar
la seguridad vy la biodistribucidon de las cATDPC-VE a corto plazo, y poder determinar su
potencial efecto antiinflamatorio demostrado previamente in vitro. En particular, se
incluyeron 8 cerdos sometidos a un IM. Posteriormente los animales fueron
aleatorizados en dos grupos de estudio: control (n = 4; implantacidon de una matriz
descelularizada pericardica con hidrogel) y tratamiento (n = 4; implantacién de matriz
pericardica descelularizada enriquecida con VE aisladas de cATDPC de origen porcino
marcadas con NIR815). Las matrices se implantaron 30 minutos postinduccién del IM,
cubriendo el drea isquémica, y los animales fueron recuperados y estabulados durante
6 dias.

A los 6 dias de la implantacion de las matrices, detectamos la presencia de cATDPC-VE
marcadas con NIR815, tanto en la matriz implantada como en la zona de infarto en los
animales tratados mediante tecnologia de imagen de fluorescencia. Mediante el estudio
histoldgico pudimos comprobar que todas las matrices se integraron correctamente con
el miocardio, mostrando fenédmenos de neoinervacion y neovascularizacion
independientemente de si estaban o no enriquecidas con VE. Sin embargo, la presencia
de cATDPC-VE indujo una mayor densidad vascular dentro de las matrices en los
animales tratados. En cuanto al area de IM, los animales tratados mostraron menor
presencia de monocitos infiltrados (CD163+) en el nucleo del infarto, mientras que no
se encontraron diferencias en las matrices implantadas. Ademas, se observé una
tendencia de menor fibrosis en el nlcleo del infarto de los animales tratados con
cATDPC-VE.



3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

La insuficiencia cardiaca es la etapa final de muchas enfermedades cardiovasculares,
como la producida debido a la cicatriz que se forma después de un infarto agudo de
miocardio. El IM sigue siendo una afectacién muy negativa que limita en gran medida
la calidad de vida, tanto de hombres como de mujeres en todo el mundo. En este
contexto, las estrategias terapéuticas disefadas para limitar la remodelacién
postisquemia hacia una insuficiencia cardiaca pueden prevenir la dilatacidon ventricular
y preservar una estructura de apoyo para una contraccion efectiva de los
cardiomiocitos. En este sentido, con el proyecto que se ha llevado a cabo, hemos
desarrollado una nueva estrategia terapéutica que podria mejorar la recuperacion de
los pacientes con cicatrices postinfarto, a quienes las actuales opciones de terapia son

en la mayoria de los casos agresivas y/o limitadas.

Las implicaciones clinicas del proyecto pueden dividirse preferentemente en dos

vertientes principales:

1. La aplicacion del AGTP presenta ventajas y beneficios clinicos potenciales en varias
areas importantes:

o Integracion de ambas aproximaciones terapéuticas, terapia celular e ingenieria
de tejidos, en un solo procedimiento, reduciendo asi considerablemente los gastos en
procesos técnicos, instalaciones especializadas y personal cualificado.

o Mejora de la eficacia resultante de la terapia celular, previniendo: 1) dafios
miocardicos y riesgo de arritmias ventriculares inducidas en el caso de la inyeccidn
intramiocardica de células; 2) migracion inespecifica de las células administradas a
organos remotos tras la administracion sistémica/intravenosa, y 3) respuesta adversa
del sistema inmunitario cuando se liberan células madre alogénicas.

. Retencién de células madre sobre el miocardio isquémico, donde pueden ejercer
los efectos deseados y favorecer las conexiones vasculares y la migracion celular desde
el injerto adiposo al miocardio subyacente. Por otra parte, el reclutamiento de células
prorregenerativas del huésped con funcién antifibrética, antiinflamatoria,
cardioprotectora, proangiogénica puede ser también crucial en los efectos positivos del
AGTP.

o Minimizacién de complicaciones desfavorables derivadas de la manipulacion de

células madre en condiciones de cultivo ex vivo. Asimismo, los sistemas de cultivo



celular abiertos y semiabiertos pueden no cumplir las recomendaciones de las agencias
reguladoras y se asocian potencialmente a riesgo de contaminacion y alteraciones
cromosdémicas y productos finales no adecuados para uso clinico. La expansion celular
a gran escala aumenta enormemente los costes de produccion debido a la necesidad
de formulaciones de medios de grado clinico y procesos en entornos controlados.

. Reduccién y mejora del tamano del infarto y la funcidn cardiaca. Los resultados
preclinicos muestran una reduccién importante del tamafio del infarto y un grado
menor de fibrosis cicatricial en términos de depdsito total de coldageno después de la
implantaciéon de la AGTP. En nuestro ensayo clinico AdiFLAP, se observd una reduccion
significativa de la proporcion de necrosis y una tendencia de disminuciéon de los
volumenes cardiacos después de 3 meses de evolucion, con un excelente perfil de
seguridad en cuanto a eventos arritmicos.

. Gracias a que el presente proyecto ha permitido la realizacién del primer ensayo
clinico con el AGTP (NCT01473433, AdiFLAP trial), se ha podido poner en marcha un
nuevo ensayo clinico fase II para demostrar la eficacia de esta técnica quirlrgica
(NCT02798276, AGTP II trial). Se trata de un ensayo multicéntrico con un aumento
exponencial del nUmero de pacientes participantes. Si se confirman los resultados
positivos en este segundo ensayo, podran trasladarse los beneficios obtenidos a la
practica clinica. Es decir, se podra contar con una nueva opcién terapéutica para

aquellos pacientes con tratamientos actuales insuficientes.

2. Los ensayos preclinicos de administracion de VE en el modelo porcino de IM han
contribuido al desarrollo de areas especificas, incrementando sustancialmente nuestro
conocimiento en diferentes ambitos:

o Ciencias de los materiales: el uso de biomateriales en este proyecto ha cumplido
con parametros basicos, como la estabilidad mecéanica, la elasticidad, la porosidad y los
requisitos geométricos. El origen cardiaco de los materiales utilizados ha imitado los
entornos celulares necesarios para inducir y controlar las funciones celulares, la
diferenciacion y la vasculogénesis, y se han comportado como un dptimo vehiculo para
la administracion local de VE multifuncionales. La combinaciéon de VE y matrices como
nueva estrategia terapéutica de tejidos se ha convertido en un reto importante
alcanzado con éxito durante el transcurso del proyecto.

o Ciencias biomédicas: los experimentos in vitro e in vivo realizados durante el
proyecto han representado un paso crucial para estudiar el papel de los factores que

afectan a la funcién de las VE y la de las células propias del huésped después del



tratamiento con el nuevo bioimplante. Los avances adquiridos nos ayudaran a mejorar
nuestra comprension de los mecanismos celulares y moleculares subyacentes que rigen
la regeneracion cardiaca. En este mismo sentido, las potenciales implicaciones sobre
las metodologias médicas pueden ser grandes y esperamos que produzcan
consecuencias directas a la hora de promover la incorporacién de nuevos paradigmas
en el campo de estudio y aplicacion de nuevas intervenciones quirlrgicas cada vez mas
fiables y eficientes.

. Avance médico: los principales resultados del proyecto han contribuido
sustancialmente al establecimiento de una nueva plataforma terapéutica y a mejorar
significativamente los resultados obtenidos de los tratamientos existentes para la
reparacion del tejido cardiaco infartado. Por una parte, la traslacidon de los estudios
preclinicos a estudios clinicos de fase I-II abre un enfoque completamente nuevo para
la regeneracion cardiaca. Por otra parte, el nuevo bioimplante que se ha desarrollado
es de facil disefio y no requiere instrumentacién demasiado especifica y costosa para

fabricarlo.
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