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1. ANTECEDENTES

1) La extension de la cicatriz y concretamente del tejido heterogeneo se ha
relacionado con la inducibilidad de TV y con la mortalidad post infarto, El sustrato de
las Taquicardias ventriculares se asocia a zonas de tejido heterogéneo dentro de la
cicatriz postinfarto que forman la zona de conduccién lenta de los circuitos de las
taquicardias. Este tejido heterogéneo estd formado por miocitos viables, fibroblastos
que evolucionan a miofibroblastos y fibras de colagenos. Los miocitos de las
cicatrices y los myofibroblastos establecen conexiones tipo gap junction, estas
conexiones favorecen la conduccion lenta mediante 2 mecanismos: 1) creando
puentes de conduccién electroténica donde previamente habia bloqueo completo y 2)

actuando como un sumidero de la corriente generada por los miocitos.

2) El tejido heterogeneo se pueden detectar de forma no invasiva mediante resonancia
magnética. Se ha disefiado una herramienta de tratamiento de Ias imagenes
volumétricas de la resonancia que permite la visualizacién de del tejido heterogéneo
de forma tridimensional y que se puede proyectar sobre el endocardio o el epicardio
¥ que se corresponde fidedignamente con la cartografia de voltaje obtenida con los

sistemas de cartografia tridimensional cardiaca.

3) Ciertos datos sugieren que el tejido heterogéneo y la cicatriz avanzan con el tiempo
debido a estimulos mecédnicos y paracrinos. Los cambios en las cicatrices son debidos
a que los cardiomiocitos se dividen después de un infarto de miocardio, los
fibroblastos de diferencian en miofibroblastos y aumenta la secrecién de fibras de
coldgeno. Estos cambios evolutivos de las cicatrices podrian en parte explicar las

aparicion tardia de las TV y su recurrencia post ablacién.

4) EI DAI no es una opcion terapéutica eficaz en la prevencion primaria ni secundaria
de muerte stibita en pacientes con riesgo atritmico en periodos préximos al infarto de
miocardio ya que las descargas aumentan la mortalidad no arritmica, por tanto la

busqueda de terapias alternativas es un problema clinico relevante.

5) La terapia celular regenerativa detiene y revierte la progresion de las cicatrices
postinfarto. Se ha descrito que hasta un 28% de la masa de la cicatriz puede ser
disuelta por la infusién intracoronaria de células derivadas de cardioesfereas ( Lancet

2012; 379: 895-904).



2. HIPOTESIS

Ciertas areas de la cicatriz con una estructura determinada del tejido heterogéneo
forman el sustrato de las TVMS, ademaés los cambios evolutivos de la cicatriz
secundarios a la divisién de los miocitos aparicidén de myofibroblastos y tejido
colageno pueden generar nuevo sustrato de TV. La terapia celular localizada en la
cicatriz puede reducir el tamafio de la cicatriz y del tejido heterogéneo al mismo
tiempo que limitar los cambios evolutivos del tejido cicatrizal eliminando de esta

forma el sustrato de las taquicardias ventriculares.
3. OBJETIVO

El objetivo general de este proyecto es la caracterizacion de los efecto anatdmico-
estructurales y electrofisioldgicos de la terapia celular en las zonas de cicatriz/tejido
heterogéneo relacionadas con el sustrato de las TVMS. Los efectos anatomico
estructurales se analizaran mediante procesado de imagenes de resonancia magnética
y estudio inmuno-histoquimicos y los efectos electrofisiologicos mediante estudio

electrofisiologico con cartografia electroanatémica
4. METODOS
4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Se utilizara un modelo animal de TVMS post infarto de alto rendimiento en el que se
ha demostrado previamente la alta inducibilidad de TV, la presencia de tejido
heterogéneo y unas caracteristicas electroanatomicas similares a las de los pacientes

con TV post infarto

4.2. POBLACION DE ESTUDIO
30 Cerdos entre 25 y 35 Kgr.

4.3 FASES DEL ESTUDIO
4.3.1. Creacion de infarto

4.3.2, RM cardiaca con realce tardio a las 4 semanas.




4.3.3. Analisis y postproceso de las imagenes de RM

4.3.4. Aleatorizacion entre grupo control y tratamiento terapia celular. En el
grupo de tratamiento activo se implantaran células derivadas de cardioesferas en

las zonas de la cicatriz ,

4.3.5. Repeticion de las RM a las 16 semanas. Andlisis y postproceso de las

imigenes de RM

4.3.6. Estudio electrofisiolégico a las 17 semanas con integracion de imagenes de
RM en sistema de cartografia tridimensional y exploracién endo-epicardica con

mapas electroanatémicos.

4.3.7. Analisis anatémico macro-microseopico e inmuno-histoguimico de los

corazones explantados.

4.3.1 CREACION DE INFARTO. CREACION REPRODUCIBLE DE UN
INFARTO DE MIOCARDIO POR PRIVACION DE FLUJO ARTERIAL.

Protocolo de infarto: Interrupcion aguda del flujo vascular en la arteria descendente
anterior, mediante hinchado oclusor persistente de un balén de angioplastia con el

siguiente procedimiento:

1} Anestesia general segiin procedimiento habitual del centro (anexo 1):

2) Acceso vascular femoral por técnica de Seldinguer.

3) Cateterizacion del tronco comun izquierdo mediante cateter guia Judkins Left.

4) Colocacion de un balén de angioplastia de 2.7 fr. Este se progresard hasta la DA

media inmediatamente distal a la salida de la 2* diagonal.

5) Expansion del balon de angioplastia a 4 atm y mantenimiento de la interrupcion del

flujo vascular durante 150 minutos para crear lesiones transmurales reproducibles.
6) Retirada de los dispositivos de cateterizacion y oclusion vascular.

7) Manejo medico postoperatorio con narcéticos v antiinflamatorios no esteroideos

como tratamiento analgésico.




4.3.2, ESTUDIOS DE RM CARDIACA CON REALCE TARDIO A LAS5Y 16
SEMANAS (Anexo 2)

Se anestesiara a los animales siguiendo la siguiente pauta anexo 1.

El estudio de resonancia incluye ademds del estudio estandar con realce tardio, el
procesado de imagenes para obtener mapas endocardicos y epicérdicos de intensidad
de sefial. La cartografia de intensidad de sefial consiste en la promediacion de la
intensidad de sefial subendocardica y subepicardica y su proyeccién sobre conchas
que reproducen la superficie del endocardio y del epicardio sobre las que se pueden
hacer medidas de 4reas y longitudes. El estudio de RM con realce tardio y la
cartografia de intensidad de sefial se realizara a la 4 semana para cuantificar la
cicatriz, determinar la estructura de la cicatriz, su extension endo/epicardica y la
presencia de canales de tejido heterogéneo. Este estudio se repetira a las 16 semanas
para analizar los cambios y comparar el grupo tratado con terapia celular y el £rupo

control.

4.3.4. ALEATORIZACION ENTRE GRUPO CONTROL Y TRATAMIENTO
TERAPIA CELULAR ( SEMANA 5)

Se anestesiard a los animales siguiendo la siguiente pauta anexo 1.

Aleatorizacion 1x1 control vs. Terapia celular

Protocolo de Terapia Celular
Se infundiran células derivadas de cardiosferas con la metodologia de produccion
referida en Anexo 3. Con esta linea de produccién celular se pueden obtener hasta 50-
60 millones de células al mes (suficiente para 2 experimentos mensuales en el grupo
de tratamiento activo),
La células se infundirén mediante un catéter de angioplastia en la arteria relacionada
con la cicatriz. Las células se infundirén en 15 min en 3 bolos en una solucion salina

que contendra heparina (100U/ml} y nitroglicerina (50pg/ml)

4.3.5 ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO Y CARTOGRAFIA ENDO-
EPICARDICA CON INTEGRACION DE IMAGENES DE RESONANCIA
OBTENIDAS SEMANA 16.




Se anestesiara a los animales siguiendo la siguiente pauta anexo 1.

Al menos 2 electrocatéteres cuadripolares se introducirdn por puncion percutanea de
venas femorales y se colocaran en seno coronario y apex del ventriculo derecho. El
electrodo distal de estos catéteres se utilizara para estimulacién y registro y el
proximal para registro. Los registros intracardiacos se filtraron ente 30 y 500 Hz v se
almacenaron junto con 4 o 6 derivaciones de ECG en poligrafos de registro digital de
seflales bioldgicas con para posterior evaluacion a velocidades de 100 a 400 mm/seg.
La estimulacion se realizard mediante un estimulador programable preparado para
liberar pulsos rectangulares de 2 ms de duracion al doble del umbral de estimulacion
diastolico. Se utilizaran catéteres especificos para cartografia endocérdica y

epicardica del ventriculo izquierdo,
Fases de la cartografia electroanatomica

1. Reconstruccion cavidades cardiacas y Cartografia endocardica y epicérdica del

ventriculo izquierdo sistemas carto/ensite.
2. Importacion de mapas tridimensionales de intensidad de seftal de la RM
3. Integracion de cartografia de voltaje y de intensidad de sefial

4. Identificacion en los mapas de voltaje de los CC y de las zonas con electrogramas
multiples y de zonas con componentes tardios. Cuantificacion de areas de cicatriz,

cicatriz densa y extension de electrogramas con componentes tardio

5. Induccion de arritmias ventriculares con protocolo de estimulacién de 4

extraestimulos con tren basico con 3 frecuencias.

S Analisis anatémico macro-microscépico e inmuno-histoquimico de los
corazones explantados. Estos procedimientos se realizardn en el Area de

Histologia del Laboratorio de Organos y Matrices Bioartificiales.

Conservacion de muestras: Embeber el corazén porcino completo en formaldehido

tamponado al 4%.



Preparacion de las muestras: Se realizardn secciones transversales y longitudinales
del tejido necrdtico y borde del infarto (imagen). Se utilizara como control tejido

miocardio bien perfundido. De esta manera obtendremos muestras diferentes de:

e Tejido Sano
e Cicatriz densa
e Tejido heterogéneo

e Tejido heterogéneo relacionado con sustrato de TV

° Zonas de inyeccion celular
® Zonas de inyeccion de suero
Objetivos del estudio:

1. Determinar la presencia y cuantificar el grado de proliferacién/division de miocitos

en zonas mencionadas
2. Determinar la presencia de myofibroblastos en las zonas marcadas
3. Cuantificar el grado de fibrosis en las zonas marcadas

4. Estudios y técnicas histolégicas. Anexo 3

5. Andlisis estadistico

Las variables continuas se comparardn utilizando el test de student y las categéricas
con el test exacto de Fisher. Se utilizara la regresion logistica para la identificacion de
predictores de arritmias ventriculares y la creacién de modelos de prediccion de
dichas arritmias. Todos los test seran analizados con 2 colas y un valor de p<0.05

indicara que es estadisticamente significativo.




Capacitacion para el desarrollo del Proyecto

Hospital General Universitario Gregorio Maraiion.

1) Unidad de Arritmias HGU Gregorio Maraiién
1.a) Dotacion Personal

Cuatro electrofisilogos a tiempo completo

Cuatro enfermeras especializadas

Dos técnicos de imagen especializados en control de sistemas de Navegacion
2.a) Dotacion tecnolégica

1) Dos laboratorios con equipos fijos de radiologia.

2) Sistemas de navegacion tridimensional

3) Sistemas de crioablacién y ablacién convencional
3.a) Actividad

1) Ablaciones: entre 350 y 400 ablaciones al afio, que incluyen procedimientos
complejos de fibrilacion auricular (20-100 procedimientos afio} y Taquicardias

ventriculares (40-50 procedimientos afio),

2} Implante de dispositivos : 100-120 DAl y 400 marcapasos.

2) Area de Histologia del Laboratorio de Organos y Matrices Bioartificiales.

1.a) Dotacién Personal
Dos bidlogos especializados a tiempo completo
Cuatro enfermeras especializadas
Técnicos especializados en técnicas de inmuno histoquimica

2.a) Dotacién tecnoldgica



1) Laboratorios con toda dotacion tecnologica para la realizacién de estudios y

cultivos celulares

2) Microscopia confocal

Centro de cirugia de minima invasion de Caceres
Este centro dispone de:

1) Animalario para mantenimiento y seguimiento de [os animales de

experimentacion
2) Unidad de resonancia magnética de animal grande

3) Laboratorio de radiodiagnéstico y eef
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Anexo 1, Anestesia:

Preanestesia: (Ketamina 15 mg/kg + Atropina 0,033 mg/kg) IM. Induccién: Propofol
5 mg/kg IVMantenimiento: (Propofol 12-20 mg/kg/h + Atracurio 0,2-0,5 mg/kg/h (3-
8 ug/kg/min) + Fentanilo 0,03-0,1 mg/kg/h) IV y se les mantendra con ventilacién
asistida administrandose una mezcla de gases en proporcion 60/40 (60% Protoxido de
Nitrogeno - 40% Oxigeno). Se monitorizara la presion arterial de forma invasiva a
través de una arteria femoral. Se mantedra estable la tensién arterial mediante

perfusion de Ringer Lactato.

Anexo 2, Estudio de Resonancia magnética y procesado de sefiales.

Los estudios se realizaran con un equipo de 1.5 T (Philips Intera®, Best, The
Netherlands) con sistema de gradientes Nova (33 mT/m; 160 mT/m/ms). Se utilizard
una antena multicanal de 5 elementos especifica para estudios cardiacos. Las
imagenes se obtendran con sincronismo cardiaco basado en vectocardiograma y en

apnea.

El estudio de RM incluira las siguientes adquisiciones:

1. Secuencias en modo cine con estado estacionario de presesion libre para analizar la
funcion ventricular (SENSE x 2, TR 2.4 ms, TE 1.2 ms, resolucion espacial de 1.6 x
2 mm, 30 fases por ciclo, grosor de corte de 8 mm sin espaciado)

2. Realce tardio de la escara miocardica (secuencia 3D de eco de gradiente potenciado
en T1, inversion-recuperacion; retraso del pulso optimizado para la méxima supresion
de la seflal miocardica mediante secuencia looklocker; TR 3.4 ms, TE 1.3 ms,
resolucion espacial 1.4 x 1.7 mm, grosor de corte de 5 mm, tiempo de inversién 200-
300 ms).

Tanto las imagenes en modo cine como el realce tardio se obtendran en los mismos
planos: eje corto de VI (10-14 cortes consecutivos, cubriendo ambos ventriculos
desde las valvulas auriculo-ventriculares hasta el apex) 4 camaras, 2 cdmaras, 3
camaras. Las imagenes de realce tardio se obtendran 6-10"tras la administracion de

0.2 mmol/kg de gadobutrol (Gadovist®, Bayer).

Analisis y postproceso de las imdgenes de RM obtenidas las semanas 5y
16:
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1. Las imagenes de cine y realce tardio seran analizadas off-line en formato DICOM
(Digital Imaging and Communications In Medicine con una aplicacion comercial
especifica, QMass® MR 7.0, (MEDIS, the Netherlands),

2. Se calcularadn los volimenes telediastélico y telesistolico del VI mediante
delineacion de los bordes endocardicos en las fases cardiacas correspondientes y se
calculara la FEVI. También se calculara la masa del VI sustrayendo el volumen
endocardico del epicardico en telediastole y multiplicando por la densidad del tejido
(1.05 g/mL).

3. Se analizaran fas imagenes de realce tardio para la caracterizacion del infarto y la
identificacién de canales de miocardio intraescara constituidos por tejido heterogéneo.
Para ello se realizard un analisis visual asistido por ordenador. Se emplearan umbrales
de intensidad de sefial (SI) para delimitar dos zonas dentro del area de escara en las
imagenes de eje corto: 1) zona nuclear o core, definida SI >3DS por encima del
miocardio normal y 2) zona gris o heterogénea definida por una S entre 2 y 3 DS por
encima del miocardio normal (9). Mediante software propietario basado en aritmética
de imagenes se obtendra una imagen de sustraccion de ambas areas (aparecerdn en un
color los pixeles entre 2 y 3 DS y en otro color los pixeles por encima de 3 DS). A
partir de ellas se analizaran cortes consecutivos para determinar la continuidad de los
canales de tejido heterogéneo y sus conexiones al miocardio sano. Se definira como
canal un corredor de tejido heterogéneo (perteneciente a zona gris) rodeado de escara
y conectado con el miocardio sano al menos por dos puntos.

4. Localizacion y orientacion de los canales de tejido heterogéneo: Para definir la
localizacion de los canales, el VI se dividira en 12 segmentos, que a su vez se
dividiran en 3 capas (endocardio, mesocardio y epicardio). Para definir la orientacion,
los canales se clasificardan como paralelos o perpendiculares al anillo mitral. Se
definirdn como canales submitrales a los canales rodeados por escara y por el anillo
mitral. Para aceptar la presencia de un canal, dos investigadores independientes, en
dos observaciones separadas, deberdn de estar de acuerdo en su presencia,
localizacion y orientacion.

5. Cartografia endocardica y epicardica de intensidad de sefial a partir de las imégenes
de la RM: Se realizard una reconstruccién endocardica/epicardica 3D a partir de las
imagenes de realce tardio mediante una aplicacion informatica propietaria

desarrollada en el entorno MATLAB (Mathworks, Natick, Massachusetts, USA). Tras
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definir manualmente los contornos endocérdicos y epicardicos en las imagenes de
realce tardio en eje corto en la apli acion QMass® MR 7.0 (MEDIS, the Netherlands),
dichos contornos son importados a nuestra aplicacion, dividiendo la pared miocérdica
en dos partes iguales: endocardio y epicardio. La intensidad de sefial promedio de la
mitad endocérdica se proyectara en una reconstruccion tridimensional endocérdica,
codificada en color. La intensidad de sefial promedio de la mitad epicardica se
proyectard en una reconstruccion tridimensional endocardica, codificada en color. El
inferfaz de visualizacion 3D est4 implementado en Java (Sun Microsystems, Santa
Clara, California, USA) mediante el uso de algoritmos de visualizacién VTK
(Kitware, Clifton Park, New York, USA). En esta reconstruceion endocérdica, se
define un canal como un corredor de tejido diferenciado de la escara circundante por
una SI mas baja, rodeada por dos dreas con SI mas alta y conectada al miocardio sano
por al menos dos puntos,
6. Pardmetros a medir a partir de las imdgenes de realce tardio:
A. Cuantificacion de la heterogeneidad endocardica:
Se determinaran las areas de
1. Area total endocardica
2. Area 1: SI> 3SD
3. Area 2: SI> 28D
4. Diferencia entre Area 2-Area 1 (area gtis endocardica)
5. Presencia de canales y localizacion.
B, Cuantificacion de la heterogeneidad epicardica:
Se determinaran las areas de
1. Area total epicardica
2. Area 1: SI> 3SD
3. Area 2: SI> 28D
4. Diferencia entre Area 2-Area 1 (area gris epicardica)

5. Presencia de canales y localizacion.

C. Cuantificacién de Ia heterogeneidad total
Se deferminarén las masas:
1. Masa total miocardica

2. Masa 1: SI> a 3SD
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3. Masa 2: SI> a 28D

4. Masa 2-Masa | (masa de zona gris)

Posteriormente se compararan los paramentros obtenidos en las RM de las semanas 5

y 24

Anexo 3, Estudios Histologicos.

Durante la divisién de los miocitos se expresan una serie de proteinas relacionadas

con la mitosis celular, estas proteinas se pueden identificar por técnicas inmuno-

histoquimicas mediante anticuerpos especificos. Los anticuerpos empleados son : 1)

anticuerpo del antigeno nuclear de células en proliferaciéon (PCNA) (Invitrogen™) y

2) anticuerpo de la proteina nuclear sintetizada en la fase G1 temprana y en la fase S

del ciclo celular, y de la proteina  Ki67 (abcam®), asociada con células en

proliferacion y presente en todas las fases de mitosis celular.

Técnicas histolégicas: Sobre estas muestras se realizardn las siguientes

téenicas histoldgicas con los siguientes objetivos:

Téenica

Objetivo

Hematoxilina-eosina

Identificacion niicleos y estrias musculares

Tricromo (van Gieson,

Masson...)

[dentificacion nucleos, colageno, citoplasma, eritrocitos,

fibroblastos, fibrina

Inmunohistoquimica

Identificacion celular con diferentes anticuerpos (CD 4,
CD 8, CD 133, CD 34, CD 45, CD 105, CD90, C-kit ...)
expresados por fibroblastos, progenitores cardiacos,
progenitores extracardiacos (células hematopoyéticas,

células endoteliales)

Inmunofluorescencia

Identificacion CD4

Microscopia electrénica

Cambios ultraestructurales en células satélites, nucleos,

miofibrillas, discos intercelulares

Microscopia confocal

Identificacion y cuantificacién de ntcleos celulares,

colagenos tipo I y IV, fibroblastos
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