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1. Resum

L’aplicacié d’un pedicle biologic de teixit adipds autoleg (AGTP, de I'anglés adipose graft
transposition procedure) obtingut a partir de la superficie pericardiaca és una nova
estrategia terapeutica segura i eficag per reduir la mida de l'infart i millorar la funcio
cardiaca en el model porci d’infart de miocardi (IM). No obstant aix0, el benefici de
I’AGTP en el model porci d'infart cronic és moderat; cal, doncs, millorar-ne la

modulacié de la resposta inflamatoria i la participacié de mecanismes regeneratius
propis del miocardi. Un nou pegat de bioenginyeria 3D basat en una matriu
miocardiaca descel-lularitzada i integrada per vesicules extracel-lulars (VE) pot

potenciar els efectes de I'AGTP.

Aguest projecte ha inclos dos objectius principals: el primer ha estat un assaig clinic
fase I-II per avaluar la seguretat i eficacia de la transposicié d’'un pedicle adipds
autoleg (AGTP) per a la millora de la funcié cardiaca en pacients amb IM transmural. El
segon objectiu ha estat aillar, caracteritzar i analitzar funcionalment
(immunomodulacié i atraccié cel-lular) VE derivades de cultius de cél-lules derivades de
teixit adipds cardiac (cATDPC), desenvolupar una matriu miocardiaca descel-lularitzada

integrada per VE i examinar la seva capacitat regenerativa en el model porci d'IM.

2. Resultats obtinguts

Assaig clinic fase I-II per avaluar la seguretat i eficacia de la transposicié d’'un
pedicle adipds autoleg (AGTP) per a la millora de la funcié cardiaca en
pacients amb infart de miocardi transmural.

S’ha realitzat un estudi clinic prospectiu aleatoritzat en qué s’han inclos 10 pacients
amb un IM cronic transmural (definit com >70% de gruix de paret infartat avaluat amb
retencid de gadolini mitjancant ressonancia magneética cardiaca) i que eren candidats
per a revascularitzacié miocardiaca (bypass coronari) d’'una altra zona distal a la
cicatriu. Els candidats es van distribuir en dos grups: control (n = 5) i tractament

(n = 5). Al grup control els pacients es van sotmetre a un bypass i la cicatriu de l'infart
cronic no es va tractar (segons criteris de practica clinica habitual), i al grup
tractament, a més de fer el bypass, |'infart cronic transmural es va cobrir amb un

pedicle vascularitzat adipds autoleg d’origen pericardiac. Després de la cirurgia tots els



pacients van tenir un seguiment d’un any amb visites cliniques (7, 90 i 365 dies
postintervencid), a més de ser sotmesos a 3 ressonancies magnetiques (abans de la

cirurgia, i als 90 i 365 dies postintervencid) per avaluar la funcié cardiaca.

Dels 10 candidats inicialment inclosos a I'assaig clinic, 1 del grup control en va ser
exclos per presentar claustrofobia en I’'analisi de ressonancia magnética. Tots els
pacients van ser homes i no es van detectar diferéncies significatives entre grups en
les variables cliniques, i tampoc en les variables relacionades amb la gravetat de la
patologia presentada o en el risc quirdrgic. Totes les cirurgies les va dur a terme el
mateix cirurgia cardiovascular i no es van detectar esdeveniments adversos durant les
intervencions quirdrgiques. Tampoc es van detectar diferéncies en termes de
seguretat, admissions hospitalaries durant el seguiment de I'estudi, ni en prevalenca
d’arritmies, tot i que el nombre d’arritmies ectopiques supraventriculars va ser menor

en els pacients del grup tractat amb I'AGTP.

Mitjancant ressonancia magneética d’1,5 T es van detectar canvis quant al percentatge
de teixit necrotic, des de la inclusié als 3 mesos de seguiment, tant dels pacients
controls com tractats, malgrat que no es van observar diferéncies entre els grups
d’estudi. Tot i aixi, |'analisi estadistica va revelar una tendéncia a menor volum sistolic
del ventricle esquerre (P = 0,09) i menor ratio de necrosi (P = 0,06) als 3 mesos
d’evolucioé en els pacients tractats. A més, malgrat no ser significatiu, es va detectar
una reduccié de I'espai extracel-lular als 3 mesos de seguiment entre el grup tractat i el

control (-4,5% versus -1,1%, respectivament; P = 0,53).

Des de l'inici de I'estudi, en els diferents punts d’avaluacid clinica dels pacients (7, 90 i
365 dies) es van analitzar els valors d’NT pro-BNP i troponina T d’alta sensibilitat, i no
es van detectar diferencies significatives entre els dos grups d’estudi. Respecte de les
diferents visites de seguiment (7, 90 i 365 dies), tampoc no es van detectar diferencies
significatives entre els dos grups d’estudi en termes de benefici clinic. Com a dada
rellevant, cal destacar que un dels pacients tractats, el que tenia la zona necrotica més
extensa i els ventricles més dilatats a l'inici de I'estudi, va obtenir un benefici
remarcable: massa necrotica del ventricle esquerre a l'inici: 33,2%, que es va reduir
un 4,4% als 3 mesos i un 10,8% a l'any; volum diastolic del ventricle esquerre: 315,1
mL i volum sistolic del ventricle esquerre: 218,5 mL a l'inici, que es van reduir 31,9

mL, i 23,8 mL, respectivament als 3 mesos, i 55,2 mL, i 37,8 mL a I'any. A més a més,



les ones Q (indicador d’isquémia cronica) van desapareixer de |'electrocardiograma en

les derivacions III i aVF en el seguiment.

Aillament, caracteritzacio i analisi funcional de les vesicules extracel-lulars
(VE) derivades de cél-lules derivades de teixit adipds cardiac (cATDPC),
desenvolupament d’una matriu miocardiaca descel-lularitzada integrada per
VE i analisi de la seva capacitat regenerativa en el model porci d’infart cronic
de miocardi.

S’ha produit un estoc de VE a partir de sobrenedants de cultius primaris de cATDPC

(n = 21) mitjancant cromatografia d’exclusié per mida. Amb l'objectiu d’assajar les
seves propietats immunomoduladores, s’ha adaptat I'addicié de les cATDPC-VE en
cultius de cel-lules mononuclears de sang periferica (PBMC) porcines al-logéniques per
estudiar I'activitat de les cATDPC-VE en termes de modulacié de la proliferacid i
secrecid de citocines per part de les PBMC. Les PBMC s’activen amb PMA i Ionomicina
(Io) per simular el medi proinflamatori propi del miocardi isquemic, tot obtenint una
elevada proliferacié de les PBMC i una resposta activa de citocines inflamatories un cop
les PBMC sén estimulades i es troben sense la preséncia de cATDPC-VE. Contrariament,
guan s’afegeixen les cATDPC-VE, s’inhibeix de manera dosidependent la proliferacié de
les PBMC al-logeniques. Cal destacar també la capacitat de les cATDPC-VE d’abolir la
secrecid de citocines proinflamatories, com ara IFNy, TNFa i IL-12p40 per part de les
PBMC estimulades amb PMA i Io. L'IL-10 també es redueix per efecte de les cATDPC-
VE, mentre que la secrecio d’IL-6 i IL-8 es veu inalterada per la presencia de les
cATDPC-VE. Es destacable el fet que les cATDPC-VE no indueixen una resposta
inflamatoria a les PBMC al-logéniques, fet que suggereix una abséncia d’al-loreactivitat.
Aixi mateix, I'exit de la reparacio cardiaca a partir de I'administracié de VE dins d’una
matriu cardiaca es basa en la hipotesi que les VE activaran alhora la migracié de
cel-lules reparadores enddogenes que puguin actuar directament en la zona infartada.
Per aquest motiu, s’ha estudiat in vitro la resposta quimiotactica de cel-lules
progenitores endotelials (OEC) i cél-lules mare mesenquimals (MSC) porcines
al-logeniques respecte de cATDPC-VE. Com a resultat més destacable, es va observar
gue les cATDPC-VE promouen activament i de forma dosidependent la migracié d’OEC i

MSC al-logéniques cap a l'interior de les gotes que contenen cATDPC-VE.

A continuacio, s’han generat matrius de miocardi porci i pericardi huma per tal de

comparar quina de les dues és més optima com a matriu de suport de les VE. S’han



avaluat les propietats mecaniques de les matrius descel-lularitzades tant a nivell
macroscopic, mitjancant assajos de traccidé, com a nivell microscopic, per microscopia
de forca atomica (AFM). També s’ha analitzat la ultraestructura de les matrius en un
microscopi electronic de rastreig, aixi com la seva composicid proteica per mitja
d’espectrometria de masses. S’han desenvolupat diferents técniques de marcatge de
les VE amb fluorescéncia i d’analisi per tal de poder detectar-les un cop incorporades
en les matrius. D’'una banda, s’ha posat a punt la tincié de les VE amb NIR815, que ha
permes observar a escala macroscopica el grau de retencié de les VE en les matrius
descel-lularitzades. D’altra banda, la tincié amb PKH26 ens ha permes detectar la
presencia i distribucié de les VE dins de les matrius mitjangant microscopia de
fluorescéncia confocal. Finalment, hem comprovat la preséncia de VE en les matrius
per microscopia electronica de rastreig, que ha fet evident el grau optim de retencié de

VE en l'interior d'ambdds tipus de matrius analitzades.

Per a I'analisi de les propietats immunomoduladores de les matrius en combinacié amb
les VE, s’ha estudiat I'efecte sobre la resposta de citocines inflamatories de PBMC
estimulades mitjancant PMA i Io. Cal destacar que la preséncia de matriu pericardiaca
carregada amb cATDPC-VE disminueix els nivells de secrecidé de citocines
proinflamatories (IFNy i TNFa) i augmenta els d’IL-6 en comparacié amb les PBMC
estimulades soles o en presencia de la matriu miocardiaca més les cATDPC-VE.
Juntament amb el fet que la matriu pericardiaca és capacg de retenir més volum de VE,
aquest menor grau d'immunoreactivitat detectat ha determinat que la matriu

pericardiaca sigui I’'escollida per ser provada en els experiments in vivo.

Referent a I'analisi de la capacitat regenerativa de la matriu enriquida amb VE en el
model porci d’IM, no s’ha estudiat in vivo I'administracié combinada de la matriu
pericardiaca amb I’AGTP, ja que estudis previs del nostre grup han demostrat que la
dita combinacid no exerceix cap efecte beneficiés en comparacié amb I'administracio de
la matriu extracel-lular pericardiaca sola, i I'infiltrat inflamatori observat en la zona
isquemica és molt més evident en I'abordatge de combinacié (Galvez-Montdn C et al.
Preclinical Safety Evaluation of Allogeneic Induced Pluripotent Stem Cell-Based Therapy
in @ Swine Model of Myocardial Infarction. Tissue Eng Part C Methods. 2017
Nov;23[11]:736-744).



Alternativament, s’ha realitzat un estudi in vivo en el model d'IM porci de seguiment a
6 dies posttractament. Aquest estudi ha estat dut a terme per avaluar la seguretati la
biodistribucié de les cATDPC-VE a curt termini, i poder determinar-ne el potencial
efecte antiinflamatori demostrat previament in vitro. En particular, es van incloure 8
porcs sotmesos a un IM. Posteriorment els animals van ser aleatoritzats en dos grups
d’estudi: control (n = 4; implantacié d’'una matriu descel-lularitzada pericardiaca amb
hidrogel) i tractament (n = 4; implantacié de matriu pericardiaca descel-lularitzada
enriquida amb VE aillades de cATDPC d’origen porci marcades amb NIR815). Les
matrius es van implantar 30 minuts postinduccié de I'IM i cobrint I'area isquémica; els

animals van ser recuperats i estabulats durant 6 dies.

Sis dies després de la implantacié de les matrius vam detectar la preséncia de cATDPC-
VE marcades amb NIR815, tant a la matriu implantada com a la zona d’infart en els
animals tractats mitjancant tecnologia d’'imatge de fluorescéncia. Mitjancant I'estudi
histologic vam poder comprovar que totes les matrius es van integrar correctament al
miocardi, tot mostrant fenomens de neoinnervacio i neovascularitzacio
independentment de si eren o no enriquides amb VE. No obstant aixo0, la preséncia de
cATDPC-VE va induir una major densitat vascular dins de les matrius en els animals
tractats. Pel que fa a I'area d'IM, els animals tractats van mostrar menor preséncia de
monocits infiltrats (CD163+) al nucli de l'infart, mentre que no es van trobar
diferéncies a les matrius implantades. A més, es va observar una tendencia de menor

fibrosi en el nucli de l'infart dels animals tractats amb cATDPC-VE.

3. Rellevancia i possibles implicacions

La insuficiéncia cardiaca és |'etapa final de moltes malalties cardiovasculars, com és el
cas de la produida com a causa de la cicatriu que es forma després d’un infart agut de
miocardi. L'IM continua sent una afectacié molt negativa que limita en gran mesura la
qualitat de vida, tant d’homes com de dones a tot el mén. En aquest context, les
estrategies terapeutiques dissenyades per limitar la remodelacié postisquémica cap a
una insuficiéncia cardiaca poden prevenir la dilatacié ventricular i preservar una
estructura de suport per a una contraccio efectiva dels cardiomiocits. En aquest sentit,

amb el projecte que s’ha dut a terme hem desenvolupat una nova estrategia



terapéutica que podria millorar la recuperacié dels pacients amb cicatrius postinfart, als

quals les opcions de terapia actuals sén en la majoria de casos agressives i/o limitades.

Les implicacions cliniques del projecte poden dividir-se preferentment en dos vessants

principals:

1. L'aplicacié de I'’AGTP presenta avantatges i beneficis clinics potencials en diverses
arees importants:

. Integracié d’ambdues aproximacions terapeutiques, terapia cel-lular i enginyeria
de teixits, en un sol procediment, tot reduint considerablement les despeses en
processos técnics, instal-lacions especialitzades i personal qualificat.

o Millora de I'eficacia resultant de la terapia cel-lular, tot prevenint: 1) danys
miocardiacs i risc d’arritmies ventriculars induides en el cas de la injeccid
intramiocardiaca de cél-lules; 2) migracié inespecifica de les cél-lules administrades a
organs remots després de I'administracid sistémica/intravenosa, i 3) resposta adversa
del sistema immunitari quan s’alliberen cél-lules mare al-logéniques.

. Retencidé de cel-lules mare sobre el miocardi isquémic, on poden exercir els
efectes desitjats i afavorir les connexions vasculars i la migracié cel-lular des de
I'empelt adipds al miocardi subjacent. D’altra banda, el reclutament de cél-lules
proregeneratives de I'hoste amb funcié antifibrotica, antiinflamatoria, cardioprotectora,
proangiogenica també pot ser crucial en els efectes positius de I'’AGTP.

o Minimitzacié de complicacions desfavorables derivades de la manipulacié de
cel-lules mare en condicions de cultiu ex vivo. Aixi mateix, els sistemes de cultiu
cel-lular oberts i semioberts poden no complir les recomanacions de les agéncies
reguladores i s’associen potencialment a risc de contaminacio i alteracions
cromosomiques i productes finals no adequats per a Us clinic. L'expansié cel-lular a
gran escala augmenta enormement els costos de produccié a causa de la necessitat de
formulacions de medis de grau clinic i processos en entorns controlats.

. Reduccié i millora de la mida de l'infart i la funcié cardiaca. Els resultats
preclinics mostren una reduccié important de la mida de l'infart i un grau menor de
fibrosi cicatricial en termes de diposit total de col-lagen després de la implantacié de
I’AGTP. En el nostre assaig clinic AdiFLAP, es va observar una reduccio significativa de
la proporcié de necrosi i una tendéncia de disminucié dels volums cardiacs després de
3 mesos d’evolucié, amb un perfil de seguretat excel-lent quant a esdeveniments

arritmics.



. Gracies al fet que aquest projecte ha permeés la realitzacié del primer assaig
clinic amb I’AGTP (NCT01473433, AdiFLAP trial), s’ha pogut posar en marxa un nou
assaig clinic fase II per demostrar |'eficacia d’aquesta tecnica quirdrgica
(NCT02798276, AGTP II trial). Es tracta d'un assaig multicentric amb un augment
exponencial del nombre de pacients participants. Si es confirmen els resultats positius
en aquest segon assaig, es podran traslladar els beneficis obtinguts a la practica
clinica. Es a dir, es podra comptar amb una nova opcié terapéutica per a aquells

pacients per als quals els tractaments actuals son insuficients.

2. Els assajos preclinics d’administracié de VE en el model porci d'IM han contribuit al
desenvolupament d’arees especifiques, tot incrementant substancialment el nostre
coneixement en diversos ambits:

. Ciéncies dels materials: I’'Us de biomaterials en aquest projecte ha complert amb
parametres basics, com |'estabilitat mecanica, |’elasticitat, la porositat i els requisits
geometrics. L'origen cardiac dels materials utilitzats han imitat els entorns cel-lulars
necessaris per induir i controlar les funcions cel-lulars, la diferenciacid i la
vasculogénesi, i s’han comportat com un vehicle optim per a I'administracioé local de VE
multifuncionals. La combinacié de VE i matrius com a nova estrategia terapeutica de
teixits ha esdevingut un repte important assolit amb exit durant el transcurs del
projecte.

o Ciéncies biomediques: els experiments in vitro i in vivo realitzats durant el
projecte han representat un pas crucial per estudiar el paper dels factors que afecten la
funcié de les VE i la de les cél-lules propies de I'hoste després del tractament amb el
nou bioimplant. Els avencos adquirits ens ajudaran a millorar la nostra comprensid dels
mecanismes cel-lulars i moleculars subjacents que regeixen la regeneracid cardiaca. En
aguest mateix sentit, les implicacions potencials sobre les metodologies mediques
poden ser grans i esperem que produeixin conseqliencies directes a I’hora de promoure
la incorporacié de nous paradigmes en el camp d’estudi i aplicacié de noves
intervencions quirdrgiques cada vegada més fiables i eficients.

o Avenc¢ medic: els principals resultats del projecte han contribuit substancialment
a I'establiment d’una nova plataforma terapeutica i a millorar significativament els
resultats obtinguts dels tractaments existents per a la reparacié del teixit cardiac
infartat. D’'una banda, la translacié dels estudis preclinics a estudis clinics de fase I-II

obre un enfocament completament nou per a la regeneracié cardiaca. D’altra banda, el



nou bioimplant que s’ha desenvolupat és facil de dissenyar i no requereix

instrumentacié gaire especifica ni costosa per fabricar-lo.
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