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RESUMEN

La industria farmacéutica esta constantemente evolucionando para optimizar el proceso de
desarrollo de farmacos y mejorar la eficacia de los medicamentos, al tiempo que reduce
los efectos secundarios. Tradicionalmente, los ensayos preclinicos se han basado en
pruebas con animales, lo que, aunque efectivo, plantea desafios al extrapolar los
resultados a humanos. Sin embargo, los avances tecnolégicos recientes, especialmente el
descubrimiento de células madre pluripotentes inducidas, han abierto la puerta a la
posibilidad de replicar 6rganos humanos en el laboratorio, permitiendo contar con modelos
de ensayos preclinicos mas adecuados para el estudio de enfermedades. A su vez plantea
la oportunidad de obtener 6rganos genéticamente idénticos para cada paciente a tratar.
Esta revision destaca las caracteristicas esenciales para desarrollar un "érgano en un chip”,
asi como sus posibles ventajas, aplicaciones biomédicas y nuevas perspectivas en la
investigacion farmacéutica, haciendo especial hincapié en el modelo de corazén en un chip.

Palabras clave: Organo en un chip, corazén en un chip, medicina de precision,
farmacologia, ensayos preclinicos, IPSC, enfermedad cardiovascular.

ABSTRACT

The pharmaceutical industry is constantly evolving to optimize the drug development
process and improve medication efficacy while reducing side effects. Historically, preclinical
trials have relied on animal testing, which, although effective, presents challenges when
extrapolating results to humans. However, recent technological advances, particularly the
discovery of induced pluripotent stem cells, have opened the door to the possibility of
replicating human organs in the laboratory, allowing for more suitable preclinical trial models
for disease study. This also raises the opportunity to obtain genetically identical organs for
each patient to be treated. This review highlights the essential characteristics for developing
an "organ-on-a-chip," as well as its potential advantages, biomedical applications, and new
perspectives in pharmaceutical research, with a special emphasis on the heart-on-a-chip
model.

Keywords: Organ-on-a-chip, heart-on-a-chip, precision medicine, pharmacology, preclinical
trials, iPSC, cardiovascular disease.



1. INTRODUCCION

En lainvestigacién biomédicay farmacoldgica se utilizan principalmente modelos animales,
asi como cultivos celulares para realizar los estudios preclinicos de los farmacos. El
problema de estos sistemas son su falta de complejidad y su limitada capacidad predictiva
de la respuesta clinica, cosa que aumenta la dificultad en el descubrimiento y desarrollo de
nuevos medicamentos. Histéricamente, el uso de animales como método de ensayo
farmacolégico ha sido la norma, acarreando resultados inesperados (efectos secundarios)
al pasar a los ensayos clinicos en humanos. A pesar de que el uso de modelos animales
en el desarrollo y evaluacién de farmacos se considera un elemento clave en medicina
para estudiar nuevas terapias y evaluar nuevos medicamentos, la tasa de éxito de los
farmacos en los ensayos clinicos en humanos ha sido notablemente baja. Concretamente,
solo un 59% de los farmacos llegan a los ensayos de fase Il y solo un 21% alcanzan la fase
lll. Este grado de fracaso puede atribuirse a las importantes diferencias evolutivas entre
los modelos animales y humanos, que resultan en una mayor complejidad estructural y
biolégica de los tejidos. El problema de estos sistemas es su falta de complejidad y su
limitada capacidad predictiva de la respuesta clinica, cosa que aumenta el alto costo de
descubrimiento y desarrollo de nuevos medicamentos. Por lo tanto, el principal desafio en
el desarrollo de farmacos radica en utilizar modelos preclinicos que permitan lograr una
alta fiabilidad y predictibilidad en el resultado del tratamiento farmacolégico, con el fin de
minimizar los efectos secundarios imprevistos.(1,2)

Los sistemas microfisioldgicos que incluyen la tecnologia de “Organos en un Chip”, se
definen como sistemas de cultivo in-vitro complejos, multicelulares (y actualmente
multiorganos) que imitan las propiedades fisiolégicas de un 6rgano o tejido especifico
(como pueden ser el corazon, pulmoén, higado...). En los ultimos afios se ha evolucionado
en la comprension de estos nuevos sistemas en relacion con el tratamiento y prevencion
de enfermedades y se prevé que la tecnologia de Organos en un Chip pueda cubrir las
lagunas existentes en los estudios en cultivos celulares y modelos animales.(1-3) Ademas,
el desarrollo de Organos en un Chip podria ayudar a cumplir el principio de las 3Rs
(Reducir, Reemplazar y Refinar en la experimentacién con animales). Actualmente ya se
estan usando este tipo de modelos para predecir la absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion de farmacos y detectar posibles toxicidades.(1-3)

Durante la década de 2010, hubo un aumento en el disefio de estos sistemas, lo que
empezd a transformar esta idea en una realidad para el desarrollo de nuevos
medicamentos. La tecnologia de Organos en un Chip abarca desde la replicacion de
organos individuales hasta la conexién de multiples tejidos para recrear un "cuerpo humano
en un chip".(2) A principios de 2010 se describid6 un modelo alveolo-capilar del pulmén
humano en el que se podia demostrar la fisiologia pulmonar in-vitro. Este modelo de
pulmén consistia en dos camaras microfluidicas separadas por una membrana porosa
capaz de replicar el movimiento mecanico dinamico del pulmén ademas de la interfase
alveolo-capilar.(4) Una década después, se demostré como diferentes drganos in-vitro se
podian integrar entre si para estudiar la progresion de enfermedades y toxicidades de
manera sistémica, destacando asi el enorme potencial de los Organos en un Chip en el
desarrollo de nuevos farmacos.(2,5)

En 2022, los investigadores liderados por Vunjak-Novakovic publicaron un chip multi-tejido
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que comprende corazon, higado, hueso y piel humanos conectados por flujo vascular.
Cada nicho de tejido mantiene su entorno unico, con células estromales de apoyo, una
barrera endotelial selectivamente permeable y flujo vascular que contiene células
inmunitarias circulantes, citocinas y vesiculas extracelulares.(5) Estos avances muestran
un camino prometedor en el desarrollo de modelos para ensayar nuevos medicamentos y
en la comprension de las interacciones entre los 6rganos y tejidos en un contexto mas
realista.(2)

Hay que mencionar que los avances para poder reconstruir un érgano en el laboratorio son
posibles gracias a las Células Madre Pluripotentes Inducidas, o en inglés: Induced
pluripotent stem cells (iPSCs). Estas células son un componente clave en la ingenieria
de tejidos, lo que permite estudiar los mecanismos de enfermedades, respuestas a
medicamentos y procesos de desarrollo en modelos de tejido 3D ensamblados a partir de
células isogénicas humanas.(6) Las iPSC derivan de células sométicas mediante la
transferencia génica en presencia de factores de reprogramacioén.(7) La pluripotencia y la
auto-renovacion son caracteristicas Unicas de las iPSC que las hacen ideales para el
desarrollo de érganos en un chip. Su capacidad para diferenciarse indefinidamente en
células de las tres capas germinales las convierte en un instrumento importante para tratar
lesiones, enfermedades y también es util para desarrollar tejidos humanos in vitro. La
posibilidad de generar iPSC especificas del paciente con alta eficiencia y seguridad a
través de protocolos que involucran aspectos bioquimicos y epigenéticos amplia el
potencial terapéutico y de investigacion de estas células.(8)

Hasta la fecha, se han desarrollado diferentes 6rganos en chips exitosamente, como
pueden ser: rifidn, pulmon, cerebro, higado... Esta revision se centrara principalmente en
el desarrollo de las diferentes técnicas para crear un corazon en un chip. El corazén
humano es uno de los érganos mas complejos del cuerpo humano en términos de
estructura y de funcidn. Esta compuesto por varios tipos celulares con distintos origenes
desde el punto de vista del desarrollo. La investigacion y los descubrimientos en el campo
del desarrollo cardiaco a lo largo de los afios han permitido la identificacién de una gran
cantidad de factores genéticos, bioquimicos y biofisicos que se orquestan espacial y
temporalmente para formar un corazén maduro. Estos estudios han proporcionado una
guia molecular para que los ingenieros sean capaces de construir tejido muscular cardiaco
in vitro. Particularmente la diferenciacion de células de iPSC humanas a diferentes tipos
celulares cardiovasculares es una de las claves para conseguir este objetivo.(3,6)

Alo largo de mas de dos décadas, se han desarrollado a partir de iPSC una amplia variedad
de esferoides cardiacos, organoides y modelos de "corazon en un chip” que incorporan las
Gltimas tecnologias y materiales disponibles.(6)

Las células derivadas de iPSC han surgido como la fuente celular predominante para la
ingenieria de tejido cardiaco. La versatilidad Unica de las iPSC, combinada con avances
en biomateriales y tecnologia de "érganos en un chip", ha dado como resultado una amplia
variedad de modelos de tejido cardiaco in vitro, que van desde esferoides y organoides
hasta parches cardiacos trasplantables y corazones impresos en 3D.(3,6)

El desarrollo de “érganos en un chip” es una herramienta clave en lo que se refiere a la
evolucion de la medicina de precision y personalizada. La "medicina de precision" es un
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término que se refiere a la adaptacion de tratamientos a una subpoblacion de personas
que difieren en su susceptibilidad para desarrollar una enfermedad especifica o responder
a un medicamento en particular.(3,9) El concepto de tener un chip personalizado para cada
paciente en el que diferentes farmacos pueden ser probados en un sistema basado en las
células propias del individuo, abre la puerta a la posibilidad de encontrar un farmaco y una
dosis indicada para cada individuo.

Ademas, hay que tener en cuenta otros retos que hay que superar para aumentar la
eficiencia de la investigacion y desarrollo de farmacos. La consideracion de las variaciones
genéticas individuales es un fendbmeno relativamente nuevo en el desarrollo de farmacos.
Incluso los factores epigenéticos y ambientales pueden tener un impacto tremendo en la
respuesta de un paciente al tratamiento, pero estos efectos permanecen en gran medida
poco investigados y desconocidos. Por lo tanto, existe una necesidad innegable y urgente
de refinar el proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos para tener en cuenta las
variaciones genéticas y epigenéticas, asi como los factores ambientales y circunstanciales
gue alteran los resultados del tratamiento.(10-12)

En consecuencia, los Organos en un Chip son particularmente adecuados para el
desarrollo de farmacos especificos para pacientes, gracias a su notablemente mayor
capacidad de procesamiento y al control preciso de los microambientes celulares, asi como
la capacidad de proporcionar estimulos mecanicos y eléctricos y recapitular las
interacciones entre diferentes unidades funcionales. Otras ventajas en comparacion con
las plataformas de prueba de farmacos convencionales incluyen una mayor eficiencia en
el tiempo de cribado, menor costo y menor consumo en lineas celulares y reactivos
guimicos/biologicos costosos.(10,12)

En esta revisidon se discutiran los blogues elementales que conforman un 6rgano en un
chip, su desarrollo y como ha ido avanzando esta tecnologia. Se utilizara como ejemplo el
corazon como 6rgano en un chip para explicar los beneficios de esta nueva herramienta,
no solo para el desarrollo de nuevos farmacos, sino para la investigacion de las bases
moleculares de las enfermedades y para la medicina personalizada o de precision.

2. OBJETIVOS

El objetivo de esta revision bibliografica es arrojar luz sobre la tecnologia de 6rgano en un
chip que sigue en desarrollo a dia de hoy, explicando cuales son los componentes
esenciales del 6rgano en un chip ademas de las posibles aplicaciones biomédicas que
otorgan. Asi mismo se mencionan diversos estudios que apoyan las utilidades que estos
chips aportan a la investigacion y el desarrollo de farmacos, centrando el estudio en el
desarrollo de corazon en un chip.

3. METODOLOGIA

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron las bases de datos de Medline a través de
PubMed. Se procedié a revisar articulos cientificos de tipo revision bibliografica y
experimentales relacionados con los temas abordados en este trabajo a través del uso de
descriptores como: Organo en un chip, iPSC, corazén en un chip, medicina de precision,
corazon, enfermedades cardiovasculares, ensayo preclinico y farmacologia.



4. DISENO Y DESARROLLO DE LOS ORGANOS EN UN CHIP

Los 6rganos en un chip son dispositivos a microescala disefiados para imitar las funciones
de oOrganos vivos. Estos sistemas biomiméticos estan concebidos para preservar la
funcionalidad de los 6rganos en una estructura tridimensional. La tecnologia basada en
principios biologicos ha llevado al desarrollo de estos dispositivos, que cuentan con canales
microfluidicos 3D fabricados con un material polimérico transparente y recubiertos con
células, permitiendo asi la reproduccién de caracteristicas esenciales de un 6rgano.(13)
Por lo general, un érgano en un chip incluye estos cuatro elementos fundamentales (Figura
1):

- Chip microfluidico.

- Células/microtejidos.
- Microactuadores

- Microsensores.

4.1.CHIP MICROFLUIDICO

El disefio del Organo en un Chip consiste en un conjunto de canales microfluidicos que
perfunden de manera recurrente medios de cultivo que contienen nutrientes y oxigeno, asi
como agentes biologicos y farmacos de manera controlable. La microfluidica posee
propiedades Unicas diferentes de las de los fluidos tipicos. Especificamente, el nimero de
Reynolds es un numero adimensional que se define como la relacion entre la fuerza inercial
gue causa flujo turbulento y la viscosidad que causa flujo laminar, es decir, nos habla del
régimen con que fluye un fluido (laminar o turbulento). Un nimero de Reynolds inferior a
2300 nos indicaria que existe un flujo laminar, un valor entre 2300 y 4000 seria un fluido
en transicion y un valor por encima de 4000 indicaria flujo turbulento.(14) En los sistemas
microfluidicos, dado que los flujos son frecuentemente laminares, el encuentro de dos
fluidos puede crear gradientes de concentracion estables que solo se mezclan en la interfaz
de contacto a través de la difusion. Este gradiente puede ser empleado de manera efectiva
para separar proteinas y células en los chips microfluidicos. Gracias a estas caracteristicas
laminares uniformes, los sistemas microfluidicos pueden ser facilmente controlados y
dirigidos para lograr una alta reproducibilidad, particularmente en la manipulacion de las
interacciones del flujo celular.(11,15,16)

El érgano en un chip necesita ser fabricado utilizando un material que no influya en los
componentes del microentorno celular y mantenga una conexion fluida estable. EI material
mas popular utilizado se conoce como polidimetilsiloxano (PDMS). Este material es
sintético, basado en carbono y silicio. La fabricacion se realiza mezclando el PDMS liquido
con un agente que ayuda a su solidificacion. La mezcla se vierte luego en un molde dandole
la forma del chip. Después de que la mezcla se endurece, el cuerpo de los chips puede ser
pegado a vidrio u otro chip. EIl PDMS es muy popular debido a muchas de sus propiedades
como por ejemplo su permeabilidad a los gases, flexibilidad y, al ser transparente, permite
ver como se comporta el Organo en un Chip. El material es econémico y se sabe que tiene
una citotoxicidad reducida, lo que facilita su uso en este contexto.(17,18)



4.2. MICROSENSORES

Ademas, el Organo en un Chip se combina con un componente de monitorizacion no
invasivo basado en microdispositivos (por ejemplo, microsensores(19)) con un sistema
de control microfluidico automatizado para realizar una manipulacion sofisticada de fluidos
y permitir mediciones repetidas y pruebas automaticas, reduciendo errores humanos. La
integracion de un sistema analitico bioquimico en los Organos en un Chip permite la
evaluacién de diversas interacciones que ocurren en los cambios de metabolitos de los
organoides bajo el tratamiento con farmacos en tiempo real. Ademas, la miniaturizacion del
sistema analitico reduce el uso de reactivos costosos y el volumen de muestreo, asi como
mejorar la eficiencia analitica para evaluar organoides de manera que se puedan maximizar
los efectos generales de las variables experimentales.(11)

Debido a la estructura diferente de cada 6rgano, se requieren diferentes biomateriales para
obtener buenos resultados. Por ejemplo, el colageno es ampliamente utilizado por sus
beneficios, pero requiere algun tipo de soporte mecanico para que permanezca intacto. En
algunos casos, se requiere equipo externo para obtener los mejores resultados. En primer
lugar, es necesario controlar el flujo externo de los micro y nanofluidos. Para esto se utilizan
generadores de presion y diferentes tipos de bombas.(20) Comunmente, hay dos tipos de
bombas utilizadas para el control del flujo. El primero son las bombas simples utilizadas
para liquidos. El otro tipo son las bombas electroosmoticas, las cuales no tienen problemas
de fluctuacion en el flujo y son resistentes a altas presiones, pero tienen la desventaja de
requerir liquidos de baja conductividad para funcionar correctamente.(17)

4.3. MICROACTUADORES

Los microactuadores se utilizan para estimular de manera externa a las
células/microtejidos. En los organismos vivos, las células estan sujetas a diversos
estimulos quimicos, mecanicos y eléctricos, que afectan significativamente comunicacion
intracelular. En el corazon en un chip, la funcion principal del microactuador es estimular
las células/microtejidos para promover su maduracion. Entre estos estimulos destacan los
eléctricos y los mecanicos.(19)

4.4. MICROTEJIDOS/CELULAS VIVAS

La obtencion de células vivas y microtejidos similares al 6rgano a reproducir es el paso
mas determinante a la hora de obtener un érgano en un chip. Los microtejidos o células
vivas suelen tener una morfologia tridimensional. Se ha descubierto que los microtejidos
en 2D y 3D difieren en la expresion de proteinas y en la respuesta a farmacos. Para fabricar
los microtejidos en 3D, se han propuesto diversos métodos, incluyendo fotolitografia,
electrohilado y bioimpresion en 3D. Entre ellos, la bioimpresion en 3D es considerada la
técnica mas prometedora para fabricar microtejidos. Las bio-tintas cargadas de células se
imprimen a través de la boquilla de una impresora 3D. Hasta ahora, las bio-tintas mas
utilizadas son los hidrogeles, que tienen una estructura similar a la de la matriz extracelular
y propiedades porosas, permitiendo asi una buena difusion de biomoléculas. Por lo tanto,
son candidatos prometedores para la fabricacion de microtejidos y la simulacion.(19,21)

En la Figura 1 se resumen todos los componentes que se integran para formar el érgano
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en un chip.(22)
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Figura 1: Los diferentes componentes del 6rgano en un chip. Tomado de Paloschi V et al. 2021.

5. INDUCED PLURIPOTENT CELLS (iPSCs) PARA EL DESARROLLO DEL ORGANO
EN UN CHIP

Como se ha comentado en el apartado anterior, unos de los componentes clave para la
creacion de un Organo en un Chip son los tejidos celulares vivos. Las Células Madre
Pluripotentes Inducidas (iPSCs; del inglés Induced Pluripotent Stem Cells) se obtienen
mediante técnicas in vitro conocidas como métodos de reprogramacion celular. Las iPSC
son obtenidas de células somaticas adultas diferenciadas mediante la expresion de genes
0 proteinas exdgenas especificas. Ademas, pueden proliferar indefinidamente vy
diferenciarse en diferentes tipos de tejidos dependiendo de las condiciones de
tratamiento.(7,23,24)

El equipo de Shinya Yamanaka (premio Nobel 2012) logr6 la creacion de este tipo de
células utilizando cuatro factores de transcripcion que fueron transferidos a las células
somaticas de manera retroviral. En la Figura 2 vemos cuales son estos factores de
transcripcion.(25) A pesar de que esta técnica fue exitosa, tiene dos grandes desventajas
en la aplicacion clinica(7,23,24):

1. La integracion gendmica de factores de reprogramacion puede llevar a efectos no
deseados como la generacién de tumores.(7)



2. Esta tecnologia puede conducir a un deterioro de la pluripotencia. Los factores de
reprogramacion son necesarios para establecer la pluripotencia, pero la activacion
continua de los factores de reprogramacion exégenos puede disminuir la capacidad
de diferenciacion en tipos celulares especificos o, incluso, transformar por completo
las células.(7)

|

—,

)

Cultivo de
Celulas Somatias

- Generacion de iPSCs
s B —_— e
- ar
o - ) & - )

11 Células somaticas

Octd, KIfd, Sox2,c-Mycy
factores de programacion

@

Zelecciony
expansion de
iSPCs

Medicina de Precisicn
Pruebas
Farmacologcias

Simulacion de
enfermedad

Figura 2: La generacion y aplicaciones de iPSCs a partir de células somaticas. iPSC: célula madre pluripotente
inducida, Oct4: factor de transcripcion de unién al octamero 4, Klf4: factor 4 tipo Kriippel, Sox2: gen 2
gue contiene la caja SRY, c-Myc: gen M yc cito plasmatico. Tomado de Chang EA et al, 2019.

Para resolver los problemas mencionados anteriormente, se han desarrollado diferentes
métodos para evitar la alteracion directa del ADN del huésped. En la siguiente lista
(ordenada de menor a mayor seguridad) se enumeran las distintas técnicas de
reprogramacion celular empleadas en el desarrollo de las iPSCs, siendo el ultimo grupo
(Exogen no integrado) el que contiene las técnicas mas seguras a la hora de inducir estas

células(7):

- Integracién del Exogen.

o Lentivirus.

o Retrovirus.

o PhiC31 Integrasa.

- Escision del Exogen.

o

o Trasposon con capacidad de escision.

Lentivirus con capacidad de escision.

- Exogen no integrado.

o

o

Virus Sendai.
Vector episomal.
ARN mensajero sintético.

ARN autorreplicante.
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6. CORAZON EN UN CHIP

6.1.BIOLOGIA DEL CORAZON

La pared del corazén estd compuesta por tres capas especializadas (Figura 4): el
endocardio (capa mas interna), el miocardio (capa intermedia) y el epicardio (capa mas
externa). El endocardio estd compuesto principalmente por células endoteliales, que
recubren las paredes internas de las valvulas y camaras del corazon (26—-28).

El corazén esta envuelto en el pericardio, que esta formado por dos membranas, una
externa y fibrosa (pericardio parietal), y otra interna y serosa (pericardio visceral). Entre
estas dos capas se encuentra la cavidad pericardica que es virtual y contiene una cantidad
reducida de liquido. La capa visceral del pericardio seroso también se llama epicardio.
Estudios recientes han demostrado que puede ser una fuente de células progenitoras
multipotentes (26,27).

Los cardiomiocitos constituyen el mayor porcentaje del corazén por volumen y masa
(aproximadamente el 75%), mientras que son similares a los fibroblastos en proporcién
numérica (30 al 35%). Es importante destacar que la distribucion de los tipos de células,
especialmente cardiomiocitos y fibroblastos, varia entre las camaras del corazon y entre
hombres y mujeres. El miocardio consta de tres componentes estructurales integrados:
miocitos, matriz extracelular y microcirculacion capilar que proporciona servicios al
ensamblaje de la unidad contractil. Los cardiomiocitos desarrollan tensién al acortarse,
mientras que la matriz extracelular proporciona un andamio viscoelastico tolerante al
estrés, compuesto por colageno tipo | y tipo Ill, que acopla mecanicamente los miocitos y
mantiene las relaciones espaciales entre los miofilamentos y su microcirculacion capilar
(6,26,27). Esta microestructura permite la mecanotransduccion que promueve una
contraccion sinérgica y temporalmente ordenada del corazon a partir de la contraccion
individual de cada cardiomiocito.

La existencia de un sistema eléctrico intrinseco, que se encarga de la formacion y
transmision del impulso, es un descubrimiento de finales del siglo XIX y principios del siglo
XX (29). El sistema eléctrico del corazon incluye tres partes importantes o vias: el nodo
sinusal (nodo SA), el nodo auriculoventricular (nodo AV) y el sistema de His-Purkinje. El
nodo SA esta situado en la pared de la auricula derecha del corazon humano y tiene la
tasa mas rapida de despolarizacion espontanea de todo el sistema. Por este motivo se le
conoce como el marcapasos natural del corazén, que genera el impulso cardiaco. Las
sefales eléctricas creadas por el nodo SA se dirigen al nodo AV. El retraso de los impulsos
cardiacos es la funcion mas importante del nodo AV. Los impulsos se retrasan nuevamente
en el haz de His. El sistema de His-Purkinje permite el rapido paso de los impulsos hacia
el miocardio contractil ventricular. Las proteinas en uniones gap de alta conductancia
desempefian un papel importante en la conduccion. Esto es esencial para la activacion de
los ventriculos con un patrén temporal adecuado y, en consecuencia, el desplazamiento
de sangre en los ventriculos durante la fase de contraccion isovolumétrica desde las
camaras de entrada hacia los tractos de salida en la base del corazon (26,27).
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Las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la principal causa de muerte en todo el
mundo, estimandose, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que causaron
17,9 (IC: 13,4-22,9) millones de muertes a nivel global en 2019.(30) Las enfermedades
cardiacas se manifiestan en varias formas, como enfermedad isquémica, arritmias y
enfermedades congénitas, entre otras, que pueden progresar hacia la insuficiencia
cardiaca.(19,31,32) Debido a la compleja estructura del coraz6n de mamiferos adultos, las
enfermedades miocéardicas pueden tener su origen en diferentes estructuras o tipos
celulares como las vélvulas cardiacas, las arterias coronarias, capilares, las células
endoteliales, las venas, los fibroblastos intersticiales, las células nodales, las células del
sistema de conduccién o los propios cardiomiocitos. Muchas enfermedades cardiacas
estan asociadas con una disminucion en el niumero de cardiomiocitos funcionales v,
aunque empieza a haber evidencia sobre la proliferacion de cardiomiocitos y/o actividad
de células madre cardiomiogénicas en el corazon adulto, estos fendmenos carecen aun de
la capacidad suficiente para revertir el dafio debido a la pérdida de grandes cantidades de
cardiomiocitos.(26)
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Figura 3: representacion anatémica del corazon y su pared con los principales tipos celulares constituyentes de cada
region cardiaca. ECs = células endoteliales, CMs = cardiomiocitos. Tomado de Butler D et al, 2024.

Para desarrollar tratamientos efectivos contra las diversas patologias cardiacas, es
necesario conocer las funciones de las células en un entorno que se asemeje a las
condiciones in vivo. La creacion de un chip que integre toda la estructura cardiaca permite
el estudio molecular de las enfermedades cardiovasculares, asi como de la regeneracién
cardiaca y también permitiria investigar el efecto y las propiedades terapéuticas o toxicas
de farmacos tanto en corazén sano como en aquellos que tengan alguna patologia.
Ademas, también abre la puerta a la investigacion centrada en la creacion de tejido
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cardiaco para trasplantes.(16,26)

6.2. ESTRUCTURA DEL CORAZON EN UN CHIP: COMPONENTES
FUNDAMENTALES

Como se habia mencionado anteriormente, los 6érganos en un chip, y concretamente el
corazon, requiere de cuatro componentes fundamentales: tejido/células vivas, control del
medio (microactuadores), control analitico (microsensores) y el chip microfulidico que
proporcionara la estructura principal (Figura 4).(6,27,33) Debemos tener en cuenta que
cada corazén en un chip puede ser muy distinto de otro dependiendo de la finalidad de su
uso. Es decir, un chip que tenga la finalidad de investigar el infarto miocéardico, por ejemplo,
tendrd una estructura especifica con especial importancia en la estabilidad y la capacidad
de controlar los gradientes de oxigeno, mientras que, otro chip cuya finalidad sea estudiar
la contractilidad del miocardio, tendra su énfasis en monitorizar dicha contractilidad.(27,33)

Figura 4: Estructuras del corazén en un chip. Un corazén en un chip altamente integrado puede incluir cuatro
componentes: A) Microtejidos, B) Microactuadores, C) Chips microfluidicos y D) microsensores. Tomado de Yang Q. et
al, 2021.
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6.2.1. CHIP MICROFLUIDICO

El chip microfluidico y los materiales con los que estdn construidos son los que
proporcionaran los pilares sobre los que se asentaran sus componentes principales. El
material que mas se usa para ello es el polidimetilsioxano (PDMS), un compuesto
polimérico de silicio organico, cuyas principales ventajas son sus propiedades no toxicas,
gue son quimicamente inertes y Opticamente transparentes, asi como su facilidad de
manejo y su bajo coste. Pero hay que tener en cuenta que con moléculas de muy pequefio
tamafo tienen una tasa de absorcion bastante alta, por lo que habria que tener esto en
cuenta si el chip fuese a ser utilizado para ensayos clinicos con farmacos.(19,27,34) Por
este motivo, hay investigaciones en torno a otros materiales como el polimetilmetacrilato
(PMMA), con propiedades similares al PDMS pero con una mayor biocompatibilidad
(solucionando el problema de la absorcién de moléculas pequefias del PDMS), fuerzas
mecanicas superiores y mejor transparencia.(19) De igual manera, los avances en la
tecnologia de bioimpresién 3D permite el uso de otros materiales (poliuretano
termoplastico, policaprolactona y silicona) gracias a su maleabilidad termoplastica y a sus
ventajas como pueden ser su resistencia a quimicos, transparencia optica, bajo punto de
fusion y alta resistencia a la abrasion.(19,27)

6.2.2. TEJIDOS/CELULAS VIVAS

Como piezas clave del corazén en un chip, cabe destacar la estructura biolégica que se
requiere para su desarrollo. Como se ha explicado anteriormente en esta revision, uno de
los principales componentes del érgano en un chip son las iPSCs, las cuales proporcionan
el tejido o las células vivas del chip. Los cardiomiocitos son fundamentales, ya que ademas
de ser las células principales y activas del corazén, proporcionan parte del andamiaje para
la integridad estructural del chip.(6,26) Asimismo, esta tecnologia (iPSCs) permiten el
desarrollo de otras lineas celulares como células endoteliales o fibroblastos que son
responsables de crear la matriz extracelular en el corazon. Una colocacion estratégica de
los diferentes tipos celulares permitiria una representacion mas precisa del corazon vy, por
lo tanto, realizar estudios mas dirigidos en cuanto a enfermedades cardiacas o ensayos
clinicos con farmacos se refiere.(27,31,32)

En la actualidad, una de las técnicas mas comunmente utilizadas es la modulacion de la
via de sefalizacion de Wnt.(35) Su activaciéon temprana dirige la diferenciacion
cardiogénica mesodérmica y su posterior inhibicion dirige a las células hacia una
diferenciacion en células progenitoras cardiacas. Esta regulacion se logra mediante el uso
de moléculas que ya son bien conocidas como, por ejemplo, el inhibidor de GSK3.(36) Una
vez se obtienen las células progenitoras cardiacas, se las somete a una seleccion
metabolica (privacidbn de glucosa, por ejemplo), lo que resulta en una poblacion
diferenciada de cardiomiocitos con latido. (6)

Sin embargo, el corazén es una estructura tridimensional con varias estirpes celulares
distintas que trabajan en conjunto. Por lo tanto, para crear un Corazon en un Chip, hay que
reproducir todos los tipos celulares. Las otras células de mayor importancia en el tejido
cardiaco, y cuyos protocolos de diferenciacion se han ido desarrollando en los Gltimos afios
son: Células endoteliales, fibroblastos cardiacos y células musculares lisas
vasculares.(28,37) De nuevo, las iPSC son primero diferenciadas hacia una formacién de
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mesodermo cardiogénico y, a partir de esta formacion, son tratadas con diferentes
moléculas y condiciones para obtener el tipo celular deseado (Figura 5). Aunque la pureza
y madurez de las células musculares lisas iPSC y fibroblastos cardiacos iPSC resultantes
siguen siendo suboptimas, se ha demostrado que se asemejan estrechamente a sus
respectivas células primarias. La principal ventaja de poder generar diferentes tipos
celulares a partir de las iPSC, es que se pueden generar escenarios mas fisioldgicos, ya
que se estan obteniendo microtejidos multicelulares con mayor madurez estructural y
funcional.(6,24)

La multicelularidad permite investigar los mecanismos patogénicos y las respuestas a
farmacos en funcion del tipo celular, lo que proporciona un conjunto de herramientas
versatil con el cual se pueden examinar los mecanismos de comunicacién intercelular
utilizando lineas isogénicas. Las lineas de iPSC isogénicas son lineas derivadas del mismo
individuo que se han modificado para diferir inicamente en un locus especifico y que, por
lo demas, son genéticamente idénticas.(38) Si bien los beneficios funcionales de incorporar
multiples tipos celulares se conocen desde hace tiempo, la capacidad de incorporar lineas
celulares isogénicas reduce en gran medida los posibles efectos no deseados de factores
confusos, incluida la especificidad de la especie y la dependencia de la linea celular.(6)

Uno de los desafios comunes para este tipo de enfoques es que la mayoria de las células
derivadas de iPSC son funcionalmente inmaduras y presentan caracteristicas similares a
las fetales. Existe un limite en la maduracion de estas células utilizando los protocolos de
diferenciacion convencionales basados en moléculas pequefias, que solo se puede
superar con la exposicion a las sefiales estructurales, mecéanicas y/o eléctricas apropiadas
gue imiten de una manera mas precisa el microentorno tisular fisiologico. El objetivo
principal de muchos estudios de ingenieria de tejidos cardiovasculares es superar la
limitacidn de que los organoides cardiacos derivados de iSPCs muestren perfiles de células
fetales, lo que dificulta su utilizacion como modelo de enfermedades cardiacas en adultos.
Para solventar este problema, se estan desarrollando diferentes sistemas mediante la
integracion de biomateriales, dispositivos microscopicos y circuitos eléctricos que ayuden
a mejorar la diferenciacion hacia células adultas.(6,24,27,34,39) Por lo tanto, en los
organos en un Chip se estan utilizando las iPSC para disefar tejido muscular cardiaco en
3D para asi evaluar el efecto de las fuerzas mecanicas, el metabolismo y la matriz
extracelular en la maduracion de los cardiomiocitos.(27,39)
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Figura 5: Ingenieria de tejidos cardiacos utilizando iPSCs. (A) La diferenciacion dirigida de iPSCs de paciente en varios
linajes cardiovasculares y la posterior maduracion de las células diferenciadas a estados de célula adulta requieren
sefiales coordinadas derivadas no solo de factores solubles (bioquimicos), sino también de las propiedades materiales
de la matriz extracelular circundante, asi como de estimulos biofisicos exégenos. (B) Mientras que los métodos de cultivo
convencionales se basan Unicamente en la adicién de factores solubles en plastico rigido 2D, los enfoques de ingenieria
de tejidos engloban diversos dispositivos, herramientas y biomateriales para proporcionar a las células las sefales
microambientales adecuadas para generar tejido tridimensional fisiologico. (C) Ejemplos de categorias de modelos de
ingenieria de tejido cardiaco reportados en los Ultimos afios, que van desde esferoides hasta ventriculos artificiales
formados en camaras. Tomado de Cho S et al, 2021.
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6.2.3. MICROACTUADORES

La madurez de las células derivadas de iPSCs sigue siendo un desafio importante en el
desarrollo de tejidos cardiacos en el laboratorio. Ha quedado claro que los estimulos
mecanicos y eléctricos aplicados externamente a estas células, desempefian un papel
clave en la induccion de la maduracién de las células y el tejido. La estimulacion exégena
se ha logrado mediante diversos métodos que incluye: un soporte elastico que proporciona
resistencia contra cada contraccién (por ejemplo, pilares flexibles, suspensiones elasticas
deformables o marcos de silicona), acompafado de dispositivos de estiramiento mecanico
y sistemas de entrenamiento eléctrico.(6,26) En el organismo, las células estan sujetas a
varios estimulos quimicos, mecanicos y eléctricos, que afectan significativamente el
comportamiento celular. Por lo tanto, en un corazon en un chip, es necesario contar con
un microactuador, cuya funcion principal es la de estimular las células/microtejidos para
promover su maduracioén.(19,33)

La estimulacién eléctrica puede aumentar el porcentaje de células que laten
espontaneamente y ayudar en la sincronizacion celular y la entrada/salida de calcio. En un
corazon en un chip, la estimulacion eléctrica generalmente se realiza a traves de electrodos
gue estan en contacto con las células.(19,33) En un corazon en un chip, la estimulacion
eléctrica generalmente se realiza a través de electrodos que estan en contacto con las
células. Estos pueden ser de diferentes materiales como cobre, grafito, titanio, plata y
platino, de los cuales el mas usado es el grafito por su bajo coste, resistencia al desgaste
y su alto rendimiento.(6,19) Ya cuando se comenz0 a investigar la relevancia de la
estimulacion eléctrica en cardiomiocitos neonatales de rata in vitro, se descubrié que la
estimulacion eléctrica mejora la sincronizacion de las contracciones y la organizacion
estructural de las células, es decir, mejora tanto la estructura como la funcion de los
cardiomiocitos.(6,19,26,27) Ademas, es sabido que en los tejidos miocardicos in vivo, los
cardiomiocitos muestran contraccion sincronica a través de la comunicacion eléctrica
intercelular, lo que resulta en una gran fuerza de contraccién. Se ha descubierto que se
puede promover la comunicacion eléctrica intercelular y la maduracién de los tejidos
miocardicos mediante la adicion de materiales conductores, como los nanotubos de
carbono (NTC). Los NTC son capaces de mejorar la pulsatilidad y contractilidad de los
tejidos in vitro y son una buena opcion en la estimulacion eléctrica del corazén en un
chip.(19,33) George et al. cultivaron tejidos 3D compuestos por cardiomiocitos derivados
de iPSC bajo estimulacion eléctrica externa con diferentes frecuencias (5 V/icma 0.5, 1y 2
Hz), y los resultados mostraron que los tejidos cardiacos cultivados bajo estimulo a 2 Hz
exhibieron un sarcomero grueso (aproximadamente 600 nm), lo que indica que la
estimulacion eléctrica promueve la maduracion de los cardiomiocitos en cultivos 3D.(40)

La carga mecanica es uno de los factores mas importantes que regulan el desarrollo, la
maduracion y el envejecimiento de las células cardiacas. Los mecanismos por los cuales
la carga mecanica pasiva facilita la maduraciéon de los cardiomiocitos aun no se
comprenden completamente, pero se cree que estas fuerzas estan implicadas en la
alineacion celular y la organizacion de los sarcomeros.(6,19,26) Se han desarrollado una
variedad de dispositivos para ejercer estrés mecanico a las células miocéardicas con el
propdsito de imitar las funciones fisiologicas del corazén como por ejemplos los
microactuadores electromagnéticos y neumaticos. La fuerza que se ejerce se controla bien
en magnitud, frecuencia y duracién en los microactuadores electromagnéticos mientras
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que, los microactuadores neumaticos son capaces de imitar el microambiente mecanico de
los cardiomiocitos in vivo.(19) Otra fuerza mecénica a la que las células son sometidas es
el estrés por cizallamiento provocado por el movimiento de fluidos. Los fluidos utilizados
para transportar nutrientes, desechos, citocinas u otros productos quimicos dentro de los
sistemas microfluidicos inducen estrés de cizallamiento en las células cultivadas en su
interior. La magnitud del estrés mecanico en las células depende de las tasas de flujo
aplicadas y la geometria del microcanal. Se sabe que este estrés es importante en el
desarrollo vascular dentro del tejido.(26,33) Bliley et al. utilizaron haces de tejido cardiaco
3D en tiras elasticas de PDMS con dos tipos de carga mecénica (denominados 1 xy 8 x ),
de las cuales unas ejercian una fuerza baja (1 x ) y otras, alta (8 x ) sobre los haces
cardiacos. Los resultados indicaron que las tiras con una carga mecanica mas alta (8 x )
mejoro la funcién del tejido cardiaco desarrollando una alineacion celular mejorada, mejor
contractilidad cardiaca y mayor velocidad de conduccién eléctrica.(41)

6.2.4. MICROSENSORES

Una de las principales ventajas de los sistemas de 6rganos en un chip es la capacidad de
integrar sensores dentro de este para obtener un control analitico en tiempo real. En
general, los investigadores estan interesados en adquirir datos sobre la electrofisiologia, la
fuerza de contraccion, la dinamica de los biomarcadores secretados o las propiedades
mecanicas de las células/tejidos. Algunos ejemplos de estas herramientas analiticas
incluyen microelectrodos, biosensores electroquimicos, biosensores que utilizan
transistores de efecto de campo (FET), palancas elasticas, microscopia éptica, sensores
opticos (por ejemplo, resonancia de plasmones de superficie (SPR)), sensores magnéticos
y biosensores piezoeléctricos, que se eligen en funcion de las propiedades deseadas a
medir. Algunos sensores tienen el beneficio adicional de actuar tanto como componente
analitico como de microactuadores. Por ejemplo, un microelectrodo podria usarse para
estimular eléctricamente el tejido, acelerando asi la maduracion, y también permitir la
realizacion de mediciones electrofisiologicas.(19,26,27,33)

6.2.5. VASCULARIZACION DE ORGANOIDES

Los vasos sanguineos son fundamentales para la vida animal y desempefian roles criticos
en muchas enfermedades, como el ictus, el infarto de miocardio y la diabetes. La
vascularizacion esta formada por células endoteliales que recubren los vasos que a su vez
estan cubiertas con células murales, especificamente pericitos en vasos mas pequefios y
células musculares lisas vasculares en vasos de mayor diametro. Tanto las células
endoteliales como las células murales son esenciales para la funcion adecuada de los
vasos sanguineos y pueden derivarse de células madre pluripotentes humanas.(42)

A pesar del éxito de los organoides en recrear las propiedades estructurales y funcionales
de los 6rganos, recrear la vascularizacién de los 6rganos tridimensionales sigue siendo un
desafio. La ausencia de oxigeno y factores de crecimiento, junto con la acumulacion de
desechos metabdlicos, debilita la comunicacion entre las células y el microentorno, lo que
provoca un crecimiento inadecuado de las redes vasculares.(43) Para empezar, hay que
comprender que el papel de las interacciones paracrinas de las células vasculares en la
maduracion y la patologia cardiaca es importante. La adicion de células vasculares en los
organoides cardiacos humanos mejora la funcion y la expresion de marcadores de
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maduracion mediante mecanismos paracrinos.(44,45)

Se han empleado técnicas tanto in vitro como in vivo para abordar la vascularizacién de
los organoides. Entre los métodos in vitro se encuentran los métodos de “plantilla” o
template en inglés (se le proporciona al organoide una “plantilla” donde se formaran los
vasos) o de autoorganizacion. La bioimpresion, moldeado de hidrogel mediante agujas,
moldeado sacrificial y ensamblaje de laminas de hidrogel con patrones son los ejemplos
del método de “template”. Por otra parte, el co-cultivo de células endoteliales y células de
soporte en presencia de factores de crecimiento angiogénico para promover el
autoensamblaje seria el método de autoorganizacion. Por ultimo, el trasplante de
organoides in vivo es otro método para lograr la vascularizacion.(43,46)

Bertassoni et al. lograron la endotelizacién de una estructura de hidrogel dentro de canales
fabricados, una monocapa endotelial dentro del lumen de los microcanales que ellos
mismos hicieron en dicho hidrogel. En este caso se le proporciona una especie de molde
al organoide para que las células endoteliales tengan donde fijarse para su posterior
maduracion y desarrollo en vasos sanguineos.(43,47)

Werschler et al. mostraron que las redes vasculares in vitro formadas por el método de
autoorganizacion pueden asemejarse bastante al proceso de angiogénesis nativo.
Consiguiendo formar tejido vascular a partir de iPSC humanas mediante la exposicion de
estas células a factores de crecimiento vascular como VEGFA, FGF-2 y forskolin. Las redes
vasculares generadas pueden ser recolectadas y colocadas en cultivo en suspension para
su posterior maduracion, analisis o trasplante in vivo.(43,46)

Por ultimo, Lee et al. probaron la capacidad de angiogénesis de sus organoides cardiacos
primero in vitro durante 7 dias y dejaron que se desarrollase una red vascular en ellos.
Posteriormente, estos organoides cuya capacidad de angiogénesis ya habia sido
comprobada, eran inyectados en la zona dorsal de unos ratones. A los 10 dias se
comprobaba la perfusion de estos organoides mediante la inyeccion de “evans blue” y se
vio que éste llegaba hasta la periferia del tejido, comprobando asi el desarrollo de la
vascularizacion del organoide in vivo.(48) Hasta la fecha, trasplantar organoides in vivo es
la forma mas fiable de obtener vascularizacién del tejido y funcion vascular.(43)

En los ultimos afos, se han desarrollado estructuras cardiacas 3D vascularizadas
mediante la impresién 3D. Uno de los diversos métodos consiste en producir un entramado
3D con estructuras similares a vasos sanguineos mediante impresion 3D y luego cultivar
cardiomiocitos en el entramado. Especificamente, los investigadores han desarrollado bio-
tintas cargadas de células endoteliales para la bioimpresion 3D y han conseguido la
impresion de un entramado 3D de microfibras con una orientacion altamente definida y un
diametro controlable de 300 a 150 um. Debido a la baja viscosidad de la bio-tinta, las
células endoteliales pueden migrar gradualmente hacia las periferias de las microfibras
formando vasos sanguineos confluentes.(21,33,49)

En conclusién, la importancia de que haya vascularizacidén en los organoides para mejorar
la maduracion de las células cardiacas es una evidencia ya que Voges et al. comprobaron
gue la presencia de células vasculares en los organoides cardiovasculares humanos
mejora la fuerza contractil del organoide y provocan la elevacién de algunos marcadores
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de maduracion. También observaron que el factor PDGF-BB y la matriz extracelular
derivada del sistema vascular mejoraban la funcion cardiaca.(44) Ademas, hay una serie
de problemas que hay que solventar como el de que el pequefio tamafio del chip restringe
la formacion de redes vasculares grandes y complejas. Estos desafios deben abordarse
para avanzar en el desarrollo de los 6rganos en un chip.(43)

6.3. APLICACIONES BIOMEDICAS DEL CORAZON EN UN CHIP

El corazén en un chip ha proporcionado diversas aplicaciones utiles en medicina e
investigacion en los cuales se incluyen estudios de fisiologia, modelado de enfermedades
y ensayos clinicos de farmacos. En comparacion con las técnicas tradicionales, el corazon
en un chip puede imitar mejor el microentorno celular y promover la maduracion de los
microtejidos. Ademas, el corazén en un chip permite la monitorizacién en tiempo real del
estado de las células/microtejidos.(19) Las aplicaciones mas comunes de los 6érganos en
un chip incluyen: cribado y desarrollo de medicamentos, evaluacion de la cardiotoxicidad
de contaminantes ambientales y factores de estrés, modelado de enfermedades y terapia
regenerativa (Figura 6).(6,27)

Single organ chip or Multi-organ chip
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Figura 1: Aplicaciones del 6rgano en un chip. Partiendo de la capacidad de crear chips de un solo 6rgano o de varios, las
principales aplicaciones son el modelado de enfermedad, ensayos clinicos relacionados con la toxicidad, comparacion
de respuesta a farmacos (diferencias hombre/mujer o nifio/adulto) y escoger tratamientos personalizados a cada
paciente. Tomado de Ingber D. 2022.
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6.3.1. CRIBADO Y DESARROLLO DE FARMACOS

Las altas inversiones econdmicas y el largo periodo de tiempo (10+ afios) actualmente
requeridos para llevar un medicamento al mercado han impulsado la busqueda de
alternativas a los métodos clasicos de investigacion preclinica. Ademas, muchos
medicamentos no logran pasar los ensayos clinicos a pesar del gran consumo de recursos,
con solo una tasa de éxito del =10%. Para reducir el tiempo de llegada al mercado y mejorar
la tasa de éxito, los sistemas de corazén en un chip podrian proporcionar un eslabon
valioso entre los estudios preclinicos en animales y los ensayos clinicos o incluso servir
como un reemplazo independiente de las pruebas en animales por completo.(27,50,51)

Realizar ensayos clinicos de farmacos en corazones en miniatura derivados de iPSC
humanas tiene varias ventajas sobre las pruebas in vitro estandar en 2D, dado que
proporcionan un modelo mas fisiolégico.(6,51) No solo permite la investigacion de
farmacos cuya diana esta en el corazon, sino también investigar farmacos que actian en
otros 6rganos pero que pueden causar cardiotoxicidad.(19)

Por ejemplo, Abulaiti M. et al. emplearon isoproterenol, un agonista de los receptores B-
adrenérgicos, y se descubrio que la frecuencia de latido de los microtejidos cardiacos 3D
montados en el chip microfluidico aumenté de manera dosis dependiente. Esto sirvid para
concluir que el modelo de corazon en un chip podria representar con precision las
respuestas farmacolégicas a un agente inotropico.(52) Otros autores que también
concluyeron esto ultimo son Faulkner-Jones A. et al. En su evaluacion, demostraron que
no hay diferencias estadisticamente significativas entre los tejidos 2D clasicos y los tejidos
3D logrados mediante bioimpresidn. En sus ensayos utilizaron un bloqueador IKr (canales
rapidos de potasio), un bloqueador LTCC (canal de calcio tipo L) y flecainida (bloqueador
de canales de sodio). En todos los casos se obtuvo los resultados esperados y se concluyo
gue la bioimpresion 3D de las iPSCs no afecta a la sensibilidad de las células a los
diferentes farmacos y, por lo tanto, hace estos tejidos aptos para realizar ensayos en ellos
representando fielmente a los tejidos humanos.(53)

McKeithan et al, utilizaron cardiomiocitos derivados de iPSCs de pacientes con Sindrome
de QT largo tipo 3 (LQTS3), que se debe a defectos en el canal de sodio cardiaco, para
evaluar la eficacia de un farmaco utilizado para tratar a pacientes con LQTS3. El farmaco,
mexiletina, bloquea el efecto patolégico del canal mutado, pero también tiene propiedades
no deseadas. El enfoque de utilizar cardiomiocitos derivados de iPSCs de pacientes para
guiar pruebas logré aumentar la potencia y selectividad de la mexiletina mientras se reducia
su actividad proarritmica toxica. Los resultados ilustraron el uso de estas células para
facilitar la rapida optimizacion medicinal de un farmaco y asi mejorar su potencial
terapéutico a la vez que reducir su efecto adverso. (51,54)

Sewanan L. et al. realizaron pruebas en tejido cardiaco con Mavacamten, un farmaco que
actta inhibiendo la B-miosina cardiacay el cual se ha visto que tiene la capacidad de reducir
la obstruccion del tracto de salida del ventriculo izquierdo ademas de mejorar los sintomas
en pacientes con miocardiopatia hipertréfica.(55) En este ensayo se probo el efecto de
Mavacamten en tejidos cardiacos obtenidos a partir de iPSCs y se compar6 la fuerza de
contraccion de los tejidos bajo el efecto del farmaco con la de tejidos sin exposicion a éste.
El tratamiento con Mavacamten mostré mejorar la rigidez del tejido en fase diastolica y el

21



tiempo de relajacion, ademas de reducir la carga de trabajo y la potencia del miocardio, lo
gque ayudaria a disminuir el costo energético de la contraccion causado por la
miocardiopatia hipertréfica.(56)

La dofetilida es un bloqueador de los canales de potasio y se demostré que prolonga el
tiempo de repolarizacion medido a partir del electrocardiograma de un modelo animal in
vivo.(57) Yang et al. emplearon un 6rgano en un chip al que llamaron nanocrown electrode
array (NCEA) que se trata de un conjunto de electrodos a escala nanométrica organizados
en una disposicion similar a una corona. En este chip, investigaron el efecto de la dofetilida
sobre el tejido cardiaco midiendo los potenciales de accién a nivel intracelular. Concluyeron
gue la dofetilida aumenta drasticamente la duracién de los potenciales de accién y
disminuye la longitud del ciclo en el rango de concentracion de 0.3 a 3 nM.(58)

Los modelos microfisiolégicos humanos in vitro ofrecen una alternativa prometedora,
proporcionando potencial para la automatizacion, una mayor similitud a la fisiologia
humana y un mayor control sobre las condiciones experimentales. En la tabla 1(31) se
comparan las diferentes cualidades de los diferentes modelos cardiacos. Estos modelos
tienen la capacidad de aproximar los estudios preclinicos y a los ensayos clinicos,
ofreciendo una representacion mas precisa de la biologia humana y de los procesos de
enfermedad.(10,27)

Tabla 1: Ventajas y desventajas de los diferentes modelos cardiacos. Tomado de Mourad O et al. 2023

Monocapa 2D
(Cardiomiocitos Esferoide/Organoide Corazon en un chip Animal
derivados iPSCs)
Rendimiento Alto Medio/Alto Medio/Bajo Bajo
Alta Alta Alta Variable
Similitud genética .
Humano Humano Humano Mamifero no humano
Personalizacion Baja Baja/Media Alta Media
¢slLecturas de
contractilidad Ninguna Baja Alta Alta
convenientes?
Arquitectura cardiaca No hay similitud Baja (3D, Perono Medio/baja Alta
representativa)
Facilidad para
sondear los efectos Alta Alta Alta Baja/Media
especificos en las
células.
Capacidad para
determinar efectos Ninguna Ninguna Baja Alta
sistémicos

Como se aprecia en la Tabla 1 una desventaja de los corazones en un chip en comparacion
con los modelos 2D, es su menor rendimiento. Esto es debido a la complejidad y el proceso
gue conlleva la fabricacion de estos chips. Los corazones en un chip pueden considerarse
de un "rendimiento medio" para modelar enfermedades y realizar pruebas de farmacos.
Sin embargo, a medida que contindan los avances en la automatizacion del cultivo de
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tejidos y la bioimpresion en 3D, el rendimiento podr4 aumentar. Estos avances en la
tecnologia que permite el desarrollo de los chips conllevan una mejora en la capacidad
para realizar ensayos preclinicos en menor tiempo ademas de un aumento en la
reproducibilidad de los ensayos ya que estos sistemas microfluidicos pueden ser replicados
por diferentes investigadores para realizar las mismas pruebas y poder comparar los
resultados de manera mas fiable.(31)

La cardiotoxicidad es una causa comun de cancelacion de ensayos clinicos y retirada de
farmacos del mercado posterior a su comercializacion. Por lo tanto, el desarrollo de
plataformas capaces de predecir farmacos cardiotdxicos durante las pruebas preclinicas
es de gran importancia. Un método para evaluar la cardiotoxicidad in vitro es medir las
reducciones en la contractilidad de los cardiomiocitos cuando estan expuestos al farmaco
de interés. Empleando los métodos que se mencionaron con anterioridad, se puede evaluar
la contraccion de los cardiomiocitos en el corazén en un chip.(59) Una prueba de la
importancia de detectar cardiotoxicidad ante tratamientos la realizaron Charrez et al.
Demostraron que la hidroxicloroquina y la azitromicina, dos medicamentos que se pensaba
gue tenian el potencial de actuar como terapéuticos para la infeccion por el virus COVID-
19, ambos tienen un potencial proarritmico cuando se usan tanto por separado como
juntos. Los resultados de este tipo de estudios muestran la utilidad potencial de los ensayos
realizados en corazones en un chip para la evaluacion rapida de la cardiotoxicidad de los
farmacos, lo cual es de particular importancia no solo para reducir la carga econémica del
proceso de descubrimiento y aprobacion de medicamentos, sino también para mejorar el
cribado de toxicidad de los farmacos que se estan considerando para la autorizacion de
uso en casos de emergencia.(59,60)

La conexion en serie de diferentes 6rganos-en-un-chip permite el analisis preliminar de las
relaciones entre 6rganos, util para estudios de toxicidad de medicamentos. Las plataformas
personalizadas compuestas por todos los 6rganos modelados con iPSCs abriran nuevas
vias para predecir la respuesta de un paciente a un tratamiento farmacoldgico especifico y
capturar posibles efectos secundarios inducidos por medicamentos.(3) Es dificil predecir
con precision las interacciones entre érganos y tejidos utilizando enfoques convencionales
de cultivo celular in vitro, por lo que se deben realizar pruebas en animales para predecir
la farmacocinética. En el campo de la investigacion de oOrganos-en-un-chip, se han
propuesto dispositivos microfluidicos que contienen las funciones de multiples 6rganos y
tejidos, llamados "cuerpo-en-un-chip” o "humano-en-un-chip"”. Estos dispositivos podrian
usarse para observar procesos farmacocinéticos continuos o vinculados, como la ADME
(absorcion, distribucion, excrecién, metabolismo) de diversas rutas de administracién de
medicamentos, y los datos obtenidos se pueden aplicar para construir modelos
matematicos para predecir la eficacia de los medicamentos.(16,61)

Aunque estos dispositivos de cuerpo-en-un-chip pueden imitar maltiples interacciones
entre érganos in vitro, no son capaces de reproducir todas las respuestas bioldgicas que
ocurren en un érgano in vivo. La importancia del cuerpo-en-un-chip no radica simplemente
en crear cuerpos humanos miniaturizados sofisticados, sino en descubrir respuestas
desconocidas que solo pueden observarse en interacciones en tiempo real entre érganos.
Los datos obtenidos utilizando estos dispositivos deberian contribuir a mejorar la precision
de los modelos matematicos. En otras palabras, la tecnologia de cuerpo-en-un-chip debe
utilizarse con modelos farmacocinéticos para predecir mecanismos o fendmenos
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desconocidos. Actualmente, estos dispositivos no pueden usarse directamente para el
descubrimiento de medicamentos como alternativa a las pruebas en animales. Todavia
existen problemas por superar tanto en las tecnologias de ingenieria como en las biologicas
de estos dispositivos. En muchos estudios propuestos que involucran cuerpos-en-un-chip,
la utilidad de estos dispositivos se indicé mediante la evaluacion de funciones facilmente
observadas y medidas. Sin embargo, un modelo in vitro practico deberia ser un sistema
gue pueda observar y registrar una variedad de respuestas fisiolégicas a estimulos
biolégicos especificos.(16,61)

6.3.2. MODELOS DE ENFERMEDAD CARDIACA

Los tejidos cardiacos tridimensionales disefiados estan reemplazando cada vez més a las
monocapas en 2D para el modelado de enfermedades complejas. Los tejidos en 3D
muestran tener gran potencial ya que pueden revelar o acentuar fenotipos de
enfermedades que de otra manera no se observarian en cultivos estandar en 2D. Sin
embargo, tales tejidos cardiacos enfrentan grandes desafios en cuanto a la variabilidad
genética de las lineas celulares, especialmente cuando las consecuencias funcionales de
las variantes genéticas son sutiles y dificiles de observar incluso a nivel de tejido. Esto se
debe abordar mediante el uso de lineas isogénicas para asegurar que la Unica variable es
la enfermedad a estudio y no se vea interferida por otras variantes genéticas. La
modelizacién de enfermedades es un paso importante en el analisis de los mecanismos de
enfermedades y el desarrollo de farmacos para su tratamiento.(6,19)
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Figura 2: Diferentes modelos de enfermedad cardiaca que se pueden desarrollar en el corazén en un chip.
Tomado de Paloschi et al. 2021.
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La capacidad de controlar el microambiente celular y la distribucion bioquimica en espacio
y tiempo hace que las plataformas como el corazén en un chip sean adecuadas para
modelar enfermedades in vitro y estudiar la maduracién cardiaca. Las condiciones
patolégicas pueden modularse de manera precisa mientras que las herramientas analiticas
gue forman parte del chip permiten mediciones en tiempo real de la funcionalidad del tejido,
lo cual es dificil de lograr con mediciones utilizadas en cultivos en 2D. Ademas, la obtencién
de cardiomiocitos derivados de iPSC ha proporcionado una oportunidad para modelar
enfermedades con células que contienen el perfil genético Unico de un individuo, lo que
proporciona una comprension mas personalizada de la progresion de la enfermedad. Con
ese fin, los sistemas de coraz6n en un chip se han aprovechado para estudiar la
maduracion cardiaca y modelar una variedad de miocardiopatias, infarto de miocardio,
lesion por isquemia/reperfusion (IRI) y fibrosis, entre otras como se pueden ver en la Figura
7.(19,22,27,59)

La capacidad para editar genéticamente las iPSC humanas y la capacidad para generar
cardiomiocitos derivados de iPSC de pacientes, los convierten en una tecnologia poderosa
para investigar miocardiopatias hereditarias. Quizas la mayor ventaja de utilizar estas
células es que asegura que las mutaciones estudiadas sean especificas de los humanos,
una ventaja importante sobre los modelos animales tradicionales.(59) Las miocardiopatias
pueden manifestarse a partir de una variedad de mutaciones genéticas que causan un
metabolismo energético disfuncional, irregularidades estructurales o una pobre
homeostasis idnica. Los avances recientes en la edicion génica, junto con la capacidad de
obtener células cardiacas de iIPSC derivadas de pacientes, han permitido a los
investigadores estudiar las miocardiopatias genéticas y hereditarias en modelos relevantes
para humanos. Si bien los modelos in vitro y los corazones en un chip no pueden replicar
completamente todas las complejidades del corazén humano, han llevado a mejoras en el
modelado de enfermedades y en la evaluacion de tratamientos potenciales. Ademas, la
rareza de muchos trastornos genéticos hace practicamente imposible establecer una
cohorte lo suficientemente grande para un ensayo clinico. Este desafio podria superarse
mediante el uso de células cardiacas derivadas de células madre y nuevos métodos de
edicion génica.(22,27)

La miocardiopatia hereditaria se refiere a una amplia gama de enfermedades del miocardio,
siendo la cardiomiopatia hipertrofica y la dilatada los ejemplos mas comunes.(31)

La miocardiopatia hipertréfica es una enfermedad cardiaca genética comun
(aproximadamente 1 de cada 500) que puede llevar a la muerte subita arritmica,
insuficiencia cardiaca vy fibrilacion auricular. La enfermedad se caracteriza, a menudo,
aunque no exclusivamente, por una remodelacién del ventriculo izquierdo, con importantes
cambios en el grosor de la pared. La mayoria de las mutaciones genéticas (70%)
responsables de la miocardiopatia hipertrofica ocurren en dos genes sarcoméricos, MYH7
y la proteina C de union a la miosina (MYBPC3).(27)

Cohn et al. estaban interesados en modelar la cardiomiopatia hipertrofica causada por
mutaciones en la cadena pesada de B-miosina y en la miosina de unién C3. Los modelos
de tejido cardiaco que disefiaron para cada una de las mutaciones de interés mostraron
una hipercapacidad contractil y una relajacion prolongada. Se determiné que el aumento
de la transcripcion de p53, el estrés oxidativo y el estrés metabdlico inducian citotoxicidad,
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siendo causas significativas de los fenotipos de la enfermedad, y se demostré que la
ablacion genética de p53 mejoraba los fenotipos de la enfermedad
observados.(27,31,59,62) ElI comportamiento hipercontractil observado fue reversible en
cierta medida mediante el tratamiento con verapamilo, un bloqueador de canales de calcio,
o blebbistatina, un inhibidor directo de la miosina, aunque solo la blebbistatina redujo tanto
la fuerza de contraccién como la tensién en reposo.(27,62)

Por otro lado, la miocardiopatia dilatada se caracteriza por la dilatacion del ventriculo
izquierdo o de ambos ventriculos y por disfuncién sistélica que no puede atribuirse a
sobrecarga de volumen o presion o a enfermedad de las arterias coronarias. Las
alteraciones de genes que codifican proteinas del citoesqueleto y sarcoméricas son una
causa comun de la cardiomiopatia dilatada heredada. Algunos ejemplos de genes
causantes de esta enfermedad son: TTN (codifica titina), DMD (codifica distrofina), LMNA
(codifica lamin A/C), MYH7 (codifica la cadena pesada de B-miosina), RBM20 (codifica
proteina 20 de union al ARN) y TNNI1 (codifica troponina | cardiaca).(27,31,59)

El efecto de una mutacion missense S635A en el gen RBM20 fue examinado por
Streckfuss-Bomeke et al. utilizando cardiomiocitos derivados de iPSC de pacientes con
miocardiopatia dilatada.(63) Aunque no se observaron diferencias en el area de superficie
celular, el tejido modificado mostré una distribucion notablemente irregular de la proteina
sarcomérica a-actinina junto con un ciclo de Ca?* disfuncional. Como resultado, el tejido
modificado demostré una menor fuerza de contraccion y una disminucion del estrés pasivo
en comparacion con las muestras de control. La mutacion RBM20 también llevo a una
mayor presencia de la isoforma de proteina TTN N2BA, la cual es mas grande y elastica
gue laisoforma N2B, mas pequefiay rigida 'y que predomina en un corazén sano.(27,59,63)

La capacidad de construir chips con células derivadas de pacientes también abre nuevas
aproximaciones para el desarrollo terapéutico, especialmente para pacientes con
trastornos genéticos raros. Esta caracteristica es especialmente relevante dada la dificultad
para reunir suficientes pacientes con un trastorno raro para estudios clinicos.(10)

7. MEDICINA DE PRECISION Y PERSONALIZADA

"Medicina de precision” es un término que se refiere a adaptar el tratamiento a una
subpoblacion de personas que difieren en su susceptibilidad para desarrollar una
enfermedad especifica 0 en su respuesta a un medicamento particular. Aunque las
definiciones de la medicina de precision varian, se entiende ampliamente como el uso de
herramientas de diagndstico y tratamientos dirigidos a las necesidades del paciente como
individuo en funcion de caracteristicas genéticas, de biomarcadores o factores
psicosociales. (9,64,65)

La medicina tradicional solia utilizar un enfoque en el que un medicamento en particular se
usaba para tratar a todos los pacientes que padecian una enfermedad especifica. Sin
embargo, este enfoque da lugar a tres situaciones clinicas diferentes: (i) solo un cierto
porcentaje de estos pacientes responderia al medicamento, (ii) un porcentaje significativo
no responderia y (iii) otro grupo importante desarrollaria efectos adversos. Las razones de
estas diferencias interindividuales podrian ser variaciones genéticas, edad, género,
adicciones, raza, etnia, medicamentos concomitantes, comorbilidades, factores
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ambientales, y asi sucesivamente. Esto llevo no solo al desperdicio de medicamentos, sino
también a costes aumentados y una satisfaccion deficiente tanto para el paciente como
para el médico.(9,64,65)

La medicina personalizada es una practica médica que utiliza datos obtenidos de las
células de un paciente individual para guiar las decisiones relacionadas con la prevencion,
el diagnéstico o el tratamiento de enfermedades.(11,65) Los érganos en un chip podrian
utilizarse para desarrollar o seleccionar terapias personalizadas para pacientes
individuales, subpoblaciones genéticas especificas o incluso subgrupos con
comorbilidades particulares, lo que podria revolucionar el disefio de los ensayos
clinicos.(10,65) Incluso paises como Singapur plantean la posibilidad de integrar la
medicina de precision a la medicina tradicional con el objetivo de ofrecer diagndsticos mas
precisos, dirigir intervenciones adecuadas y reducir posibles incompatibilidades de
medicamentos.(66)

A lo largo de esta revision se ha ido comprobando y describiendo las diferentes maneras
en las que el 6rgano en un chip contribuye a la realizacion de una medicina personalizada
y de precision ya que los ensayos clinicos de farmacos se estan realizando sobre tejidos
gue son genéticamente idénticos a los del propio paciente. No solo esto, sino que también
permite el estudio especifico de enfermedades de un individuo en particular, permitiendo
monitorizar la evolucién de la enfermedad a la vez que descubrir el tratamiento o terapia
mas eficaz en cada caso.(27) Por lo tanto, el uso de 6rganos en un chip basados en iPSC
es una herramienta poderosa para el desarrollo de la medicina personalizada,
particularmente en el desarrollo de farmacos.(11)

8. CONCLUSIONES Y FUTURO DE LOS ORGANOS EN UN CHIP

El proceso de aprobacion de medicamentos es un procedimiento largo y costoso que a
menudo se practica a través de modelos animales in vivo o cultivos en placas 2D in vitro.
Sin embargo, esos modelos no logran reproducir completamente y predecir las
complejidades de los tejidos y enfermedades humanas, lo que resulta en posibles errores
para los pacientes. La tecnologia de 6rgano en un chip ofrece un método novedoso para
reemplazar o complementar los métodos actuales de estudio de farmacos y acelerar el
procedimiento de evaluacion de estos al reproducir de una manera mas precisa los tejidos
nativos con sus interacciones célula-célula.

Los sistemas de 6rgano en un chip han avanzado tremendamente en la dltima década,
coincidiendo con mejoras en la ingenieria de tejidos, la modificacion genética y
especialmente con el surgimiento de las células madre pluripotentes inducidas humanas.
Estos avances han contribuido sinérgicamente al desarrollo de nuevas aplicaciones para
los 6rganos en un chip. Sin embargo, queda mucho trabajo por hacer antes de que los
corazones en un chip y los érganos en un chip se utilicen cominmente en pruebas
preclinicas. Son necesarias mejoras en areas como el abastecimiento celular y, sobre todo,
la realizacion de estudios comparativos de farmacos en los Organos en un chip, en
animales y en los propios humanos. Estos factores, entre otros, deben ser validados y
estandarizados a la vez que se debe establecer un contexto de uso claro.

A pesar de su gran potencial y las puertas que abre esta tecnologia, hay que ser realista y
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saber ver los defectos y los obstaculos que también presenta. La complicacion méas
frecuente es lainmadurez de las células derivadas de iPSCs, Se han reportado numerosos
meétodos para inducir su maduracion, incluyendo condiciones mecanicas y estimulacion
eléctrica celular como se ha mencionado en esta revision. Se espera que haya mas
desarrollo en el area de la maduracion del tejido a medida que los 6rganos en un chip se
vayan perfeccionando y vayan evolucionando. Ademas, la capacidad de modelar de
manera holistica las comorbilidades que a menudo acompafian a la disfuncion
cardiovascular en adultos todavia esté sin resolver.

Los futuros desarrollos en esta nueva tecnologia deberian centrarse en estrategias mas
efectivas para madurar el tejido, aumentar la complejidad fisiol6gica e integrar biosensores
para el monitoreo continuo en tiempo real, pudiendo mejorar la precision y la capacidad de
cribado terapéutico preclinico y asi como ayudando a aumentar la eficiencia y reducir los
gastos del cada vez mas costoso proceso de descubrimiento y aprobacion de
medicamentos.

Teniendo en cuenta todo lo mencionado en esta revision, podemos decir con seguridad
gue estamos ante una tecnologia que podria cambiar radicalmente los métodos de
investigacion de enfermedades y desarrollo de farmacos. Todos los avances realizados en
los dltimos 10 afios son, probablemente, Gnicamente el comienzo de una tecnologia que
se desarrolla rapidamente y que proporciona alternativas a los problemas econdémicos,
temporales e incluso éticos que siempre han rodeado a la industria farmacéutica.
Finalmente, también abre la puerta a la posibilidad de ver reducciones reales en el uso de
animales en investigacion preclinica y la aplicaciéon de enfoques mas efectivos para el
desarrollo de medicamentos y la medicina personalizada, asi como la investigacion basica
en un futuro cercano.
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