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Introduccion

1.- INTRODUCCION

1.1 Miocardiopatia dilatada: definicidn, prondstico y tratamiento

Las miocardiopatias idiopaticas se definen como enfermedades del musculo cardiaco
caracterizadas por la alteracion en el tamafio de las camaras cardiacas, en el grosor de la
pared ventricular o por una contraccion anormal en ausencia de enfermedad coronaria,
hipertension arterial, enfermedad valvular o cardiopatia congénita que lo justifique™?.

La miocardiopatia dilatada (MCD) afecta a personas de cualquier edad, incluso nifios y
neonatos. La prevalencia de la enfermedad en adultos se estima en 1:3000 individuos®*, con
una incidencia en torno al 0,5:10.000 personas/afio®*; es mas frecuente hacia la mitad de la
vida y afecta a los hombres con mayor frecuencia que a las mujeres.

En el 50% o més de los pacientes con MCD no se identifica la causa y se denomina MCD
idiopatica. Sus manifestaciones clinicas pueden ser muy variables y no se conoce bien por
qué determinados pacientes presentan una disfuncion ventricular izquierda asintomatica,
otros, sintomas que aparecen de forma progresiva y una minoria de ellos, una insuficiencia
cardiaca congestiva grave (insuficiencia cardiaca fulminante) que puede precisar una
intervencion mecanica intensiva.

El pronostico de la MCD dilatada y de la insuficiencia cardiaca ha mejorado de forma
Ilamativa con la introduccion de nuevos agentes farmacoldgicos, el desarrollo de la terapia de
resincronizacion cardiaca y la implantacion de desfibriladores. En la década de los 80 se

publicaban series de pacientes adultos afectos de MCD idiopatica avanzada sintomaticos, con
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Introduccion

mortalidad del 25 al 50% a los 5 afios™* , reduciéndose al 20% en trabajos recientes; siendo la
complicacién mas frecuente su evolucion hacia la necesidad de trasplante cardiaco o en su
defecto la muerte por fallo cardiaco en las 2/3 partes de los casos. Algo méas de un tercio de
los que fallecen lo hacen por muerte subita.

Los objetivos del tratamiento en pacientes con insuficiencia cardiaca van orientados a
aliviar sus sintomas, evitar el ingreso hospitalario y mejorar la supervivencia. Aungue
anteriormente, el enfoque de los ensayos clinicos fue reducir la mortalidad, ahora se reconoce
que la prevencién de la hospitalizacidn es importante. La reduccién en las tasas de ingreso
hospitalario y de mortalidad, reflejan la eficacia de los tratamientos para prevenir o retardar el
progresivo empeoramiento de la insuficiencia cardiaca, que suele ir acompafiado de la
inversion del remodelado ventricular y una reduccion de los niveles del péptido natriurético
atrial.

La mayoria de los ensayos clinicos sobre la insuficiencia cardiaca (IC) se han dedicado al
estudio de pacientes con disfuncion sistolica y una fraccién de eyeccién (FE) inferior al 35-
40%. En la siguiente figura se presenta una estrategia de tratamiento para el uso de farmacos

y dispositivos médicos en pacientes con disfuncion sistdlica e IC sintomatica.
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Introduccion

Figura 1.- Estrategia de tratamiento en pacientes con disfuncion sistdlica e insuficiencia cardiaca sintomatica

Diuréticos + beta-bloqueante + IECA (o ARA Il si no se toleran)

Si persiste CLASE FUNCIONAL NYHA 211

Asociar antialdosterdnicos

Si persiste CLASE FUNCIONAL NYHA 2 Il + FEVI £ 35% + ritmo
sinusal y FC2 70 [pm

Asociar ivabradina

Si persiste CLASE FUNCIONAL NYHA 211 + FEVI £ 35%

|

Resincronizacion Desfibrilador

cardiaca = DAI

implantable

Si persiste CLASE FUNCIONAL NYHA 21I

Digoxina y/o hidralazina + Dinitrato de Isosorbida

Si enfermedad terminal considerar dispositivo de asistencia

ventricular o trasplante
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Introduccion

1.1.1 Tratamiento farmacolégico.

- Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA)

Se administraran a todos los pacientes con IC sintomatica y FE <40%, excepto cuando
no sea tolerado o esté contraindicado (angiedema, estenosis bilateral arterias renales,
concentracion de potasio sérico > 5 mmol/l; creatinina sérica > 2,5 mg/dl y estenosis aortica
grave), ya que mejora la funcion ventricular y el estado del paciente, reduce los ingresos
hospitalarios por empeoramiento clinico y mejora la supervivencia®®. En pacientes

hospitalizados, se iniciara el tratamiento con IECA antes del alta’.

- Blogueadores beta

Los principales estudios con beta-bloqueantes se llevaron a cabo en pacientes
sintomaticos con disfuncion ventricular, en tratamiento con IECA y en la mayoria de los
casos, diuréticos. Debido a esto, existe consenso en que estos tratamientos son
complementarios y que ambos deben iniciarse tan pronto como sea posible después del
diagndstico. Esto en parte es debido a que los IECA tienen un efecto modesto sobre la
remodelacion ventricular, mientras que los beta-bloqueantes a menudo conducen a una
mejora sustancial de la funcién ventricular. Por otra parte, los beta-blogqueantes al tener efecto
antiisquémico, son probablemente mas eficaces para reducir el riesgo de muerte subita y

conducir a una reduccion temprana y notable en la mortalidad general®.
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Introduccion

El tratamiento betabloqueante ha supuesto un avance importante en el tratamiento de
los pacientes con fraccion de eyeccion reducida e insuficiencia cardiaca. Su uso esta indicado
en todos los pacientes con IC sintomatica y una FE <40%, salvo cuando no se tolere o bien
esté contraindicado (asma, bloqueo cardiaco de segundo o tercer grado, sindrome del seno
enfermo en ausencia de marcapasos o bradicardia sinusal(<50 Ipm)), ya que mejora la
funcion ventricular y el bienestar del paciente, reducen el numero de ingresos por
empeoramiento clinico y aumentan la supervivencia, como fue demostrado en tres estudios

importantes realizados con beta-bloqueantes, el CIBIS 1, COPERNICUS y MERIT-HF**3

Como en el uso de los IECA, los betablogueantes deben comenzarse en dosis bajas
seguidas de incrementos graduales si se han tolerado bien las dosis inferiores. Pero, al
contrario que los IECA, que pueden aumentarse de forma relativamente rapida, la dosis de los
betabloqueantes no debe aumentarse con una periodicidad inferior a las dos semanas porque
su inicio o aumento de la dosis, puede empeorar la retencion de liquidos. En términos
generales, debe instaurarse el tratamiento en pacientes estables, dado que en aquellos
ingresados por un empeoramiento de la IC, podria ser necesario reducir la dosis e incluso
considerar la interrupcién temporal del tratamiento en situaciones graves y tan pronto como
lo permita el estado del paciente y preferiblemente antes del alta, se reiniciara a dosis bajas,
aumentandolas progresivamente’. Sin embargo, en el estudio COPERNICUS se inicié el
tratamiento con bloqueadores beta en pacientes recientemente descompensados sin

complicaciones™.
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Introduccion

- Antagonistas de la aldosterona

Aunque clasificados como diuréticos ahorradores de potasio, los farmacos que
bloquean los efectos de la aldosterona, tienen efectos beneficiosos independientes de los
efectos de estos farmacos sobre el equilibrio del sodio.

Se considerara la administracion de antagonistas de la aldosterona a dosis bajas en
todos los pacientes con una FE <35% e IC grave (GF Il o IV de la NYHA), que ya estan en
tratamiento con dosis Optima de un beta bloqueante e IECA o ARA I, salvo intolerancia o
contraindicacion (potasio sérico >5 mmol/l, Cr sérica>2,5 mg/dl, tratamiento concomitante
con diuréticos ahorradores de potasio o suplementos de potasio y tratamiento combinado de
IECA y ARA)®, dado que mejoran la clase funcional del paciente, reducen los ingresos
hospitalarios por empeoramiento de la IC y aumentan la supervivencia cuando se afiaden al

tratamiento prescrito previamente**.

- Antagonistas de los receptores de la angiotensina (ARA)

Se recomienda la administracion de un ARA como tratamiento alternativo en
pacientes con intolerancia a los IECA, excepto cuando éste esté contraindicado o no sea
tolerado™.

Aungue ambos inhiben el sistema renina-angiotensina, lo hacen mediante mecanismos
distintos. Mientras que los IECA bloquean la enzima responsable de convertir la angiotensina

| en angiotensina Il, los ARA bloquean los efectos de la angiotensina Il sobre el receptor de
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Introduccion

la angiotensina tipo 1. El tratamiento con un ARA mejora la funcion ventricular, los sintomas
y la calidad de vida del paciente, reduce los ingresos por empeoramiento de la IC y
disminuye el riesgo de muerte por causas cardiovasculares'®™®.

Si bien, los ARA 11 ya no son el tratamiento adicional de eleccidn en pacientes con IC
y FE <40% que siguen sintomadticos a pesar de recibir tratamiento Optimo con IECA y
bloqueadores beta. Esto es asi porque el estudio EMPHASIS-HF, demostré que la eplerenona
produce una mayor reduccion de la morbi-mortalidad, asi como de la mortalidad por todas las

causas, que la observada al afiadir ARAII al tratamiento convencional®?.

- Ivabradina

Ivabradina es un farmaco que inhibe los canales I del nodo sinusal, produciendo una
reduccién de la frecuencia cardiaca en pacientes en ritmo sinusal. El estudio SHIFT demostrd
que el tratamiento con ivabradina reduce la mortalidad de origen cardiovascular y la
hospitalizacion, dado que mejora la funcion ventricular izquierda y mejora la calidad de

vida?,
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Introduccion

- Hidralazina y dinitrato de isosorbida

En pacientes sintomaticos con una FE < 40%, se puede usar la combinacion de
hidralazina y dinitrato de isosorbida como tratamiento alternativo cuando haya intolerancia a
IECA y ARA. Se considerara su adiccion al tratamiento en pacientes con sintomas
persistentes a pesar del tratamiento con IECA, blogueadores beta y ARA 0 antagonistas de la
aldosterona, ya que puede reducir el riesgo de muerte’. Hay dos ensayos clinicos controlados
con placebo, el estudio V-HeFT-I, en el que se observd una tendencia a la reduccion de la
mortalidad por todas las causas, aumenté la capacidad de ejercicio y la fraccion de eyeccion
comparado con el grupo placebo y el estudio A-HeFT, que se interrumpid anticipadamente,
después de un seguimiento medio de 10 meses, debido a una significativa reduccién de la

mortalidad, riesgo de hospitalizacién por IC y mejoria de la calidad de vida®*?*.

- Digoxina

En pacientes con insuficiencia cardiaca sintomatica y fibrilacion auricular (FA), se
puede utilizar digoxina para reducir la frecuencia ventricular rapida, aunque se prefieren otros
tratamientos. En pacientes con fibrilacion auricular y una FE <40, se debe usar para controlar
la frecuencia cardiaca ademas de un bloqueador beta o antes que éste. En pacientes, en ritmo
sinusal con IC sintomatica y una FE<40%, el tratamiento con digoxina, ademds de un IECA,

mejora la funcién ventricular y el bienestar del paciente y reduce los ingresos hospitalarios
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Introduccion

por empeoramiento de la insuficiencia cardiaca, pero no tiene ningun efecto sobre la

supervivencia®.

- Diuréticos

Los efectos de los diuréticos sobre la morbimortalidad en pacientes con insuficiencia
cardiaca a diferencia de lo que ocurre con los IECA y beta-bloqueantes, no han sido
estudiados. Sin embargo, los diuréticos alivian la disnea y reducen el edema, por lo que se
recomienda su administracion en pacientes con IC y signos o sintomas de congestion venosa

pulmonar y sistémica, con independencia de la fraccién de eyeccion®.

Activan el sistema renina-angiotensina-aldosterona en los pacientes con sintomas
leves de insuficiencia cardiaca y deben prescribirse normalmente en combinacién con un

IECA/ARA.

Los diuréticos de asa producen una diuresis mas intensa y mas corta que las tiazidas,
que causan una diuresis mas suave y prolongada. Por lo general, en la IC moderada o grave
es necesaria la administracion de diuréticos de asa y en caso de edema resistente se pueden
usar en combinacién con una tiacida, extremando la precaucién para evitar deshidratacion,
hipovolemia, hiponatremia o hipopotasemia, si bien los diuréticos tiazidicos son inefectivos
en pacientes con un aclaramiento de creatinina < 30 ml/minuto. Durante el tratamiento con

diuréticos es esencial monitorizar las concentraciones de potasio, sodio y creatinina.
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Introduccion

Tabla 1. Tratamiento farmacoldgico en la insuficiencia cardiaca con disfuncién sistdlica
Betabloqueantes
Objetivo Reduccion de la mortalidad
Indicacion FEVI < 40 % con o sin sintomas de IC. La evidencia disponible tinicamente avala
el empleo de bisoprolol, carvedilol, nebivolol y succinato de metoprolol
Contraindicaciones | Asma grave, EPOC con hiperreactividad bronquial (HRB), BAV de 2.2y 3 grado,
FC < 50 lpm, hipotension arterial grave, IC aguda descompensada
Efectos secundarios | Hipotension ortostatica, bradiarritmias, descompensacion de IC, broncoespasmo,
vasoconstriccion periférica, disfuncion eréctil, hipercolesterolemia, hiperglucemia,
inhibicion de respuesta neuroglucopénica

Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina
Objetivo Reduccién de |a mortalidad
Indicacion FEVI < 40 % con o sin sintomas de IC
Contraindicaciones | Estenosis bilateral de arterias renales, Cr > 2,5 mg/dl, K* > 5 mEg/I
Efectos secundarios | Hipotension ortostatica, hiperpotasemia, deterioro de la funcion renal, tos,
disgeusia, angioedema

Antagonistas del receptor de la angiotensina |l

Obijetivo Reduccién de la mortalidad
Indicacion Alternativa al I[ECA en pacientes con efectos secundarios (mas frecuente, la tos)
Contraindicaciones | Igual al IECA
Efectos secundarios | Igual al IECA, salvo que no producen tos
Antagonistas del receptor mineralocorticoide/aldosterona
Objetivo Reduccion de la mortalidad
Indicacion |C sintomatica (NYHA II-IV) y FEVI < 35 %
Contraindicaciones | K* > 5 mEg/l, Cr > 2,5 mg/dl
Efectos secundarios | Hipotension ortostatica e hiperpotasemia. Pérdida de la libido y ginecomastia,
solo con espironolactona (no con eplerenona)

lvabradina
Objetivo Reduccion de la mortalidad cardiovascular y las hospitalizaciones
Indicacion IC sintomatica (NYHA [I-IV), FEVI < 35 % y ritmo sinusal con FC > 70 lpm,

pese a tratamiento con BB en la dosis maxima tolerada. Es posible beneficio
en pacientes sin BB, pero existe evidencia escasa al respecto
Contraindicaciones | FC <50 Ipm

Efectos secundarios | Bradicardia sinusal, fosfenos

Diuréticos de asa y tiazidas

Objetivo Mejoria de los sintomas

Indicacion Pacientes con sintomas y/o signos de retencion hidrosalina
Contraindicaciones No tienen

Efectos secundarios | Disfuncion renal, hipovolemia, trastornos hidroelectroliticos, hiperuricemia,
alcalosis metabdlica, dislipemia, ototoxicidad (diuréticos de asa)

Digoxina
Objetivo Mejoria de los sintomas y reduccion de las hospitalizaciones
Indicacion FEVI < 45 %, ritmo sinusal y sintomas persistentes de IC, pese a tratamiento

médico éptimo con I[ECA/ARA I, BB, ARM y diuréticos. También para el control
de respuesta ventricular en pacientes con IC y fibrilacion auricular
Contraindicaciones | FC < 50 Ipm, BAV 2°y 3¢ grado, sindrome de preexcitacion, insuficiencia renal grave,
miocardiopatia hipertrofica obstructiva
Efectos secundarios | Bradiarritmias, BAV, taquiarritmias supraventriculares y ventriculares, nauseas,
vomitos, diarrea, alteraciones visuales

Dinitrato de isosorbide + hidralazina

Objetivo Reduccion de mortalidad (pacientes de raza negra)

Indicacion Pacientes de raza negra con IC sintomadtica (NYHA [I-V), FEVI < 45 % y

tratamiento éptimo con IECA/ARA Il, BB, ARM y diuréticos.

También como alternativa a [ECA y ARA Il en pacientes intolerantes
Contraindicaciones | Hipotension arterial, inhibidores de la guanilato-ciclasa

Efectos secundarios | Hipotension ortostatica, cefalea, nduseas, sindrome lupus-like

ARA Il-antagonistas del receptor de la angiotensina I, ARM: antagonistas del receptor mineralocorticoide; BAV: bloqueo auriculo-ventricular; BB: betabloqueantes; Cr:
creatining; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica; FC: frecuencia cardiaca; FEVE: fraccion de eyecdidn del ventriculo izquierdo; HRB: hiperreactividad bronquial;
IC:insuficiencia cardiaca; IECA: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensing; lpm: latidos por minuto; K*: potasio sérico; NYHA: New York Heart Association.
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1.1.2 Terapias no farmacologicas

- Terapia de resincronizacion cardiaca

La aplicacion de la terapia de resincronizacion cardiaca (TRC) en pacientes con
insuficiencia cardiaca se ha basado en la deteccién de una activacion eléctrica anormal que
afecta a cerca del 30% de los pacientes. Estas anomalias eléctricas consisten principalmente
en un intervalo PR alargado y en un aumento en la duracion del complejo QRS, que en la
mayoria de los casos es atribuible a un blogqueo completo de la rama izquierda del has de his.
Estas alteraciones eléctricas comportan una disincronia mecanica a nivel interauricular,
atrioventricular, interventricular e intraventricular, lo que ocasiona una prolongacion de la
contraccion y relajacion isovolumétrica, un incremento ligero en la duracién de la sistole, una
disminucion sustancial en el tiempo de llenado ventricular, la aparicion o el aumento de la
regurgitacion mitral y finalmente un deterioro de la eficiencia del coraz6n como bomba.

Se recomienda esta terapia en pacientes en clase funcional 111-1V de la NYHA que
permanecen sintomaticos a pesar de tratamiento médico Optimo y que tienen una fraccion de
eyeccion disminuida (FE<35%) y prolongacion QRS (ancho QRS >120 ms) para reducir la
morbimortalidad. En los estudios MADIT-CRT % y REVERSE %, los pacientes con duracién
del QRS > 150 ms, obtuvieron los mayores beneficios de la TRC. En el estudio REVERSE® |
ademas se observo una tendencia hacia menos eficacia clinica entre los pacientes en clase
funcional 1 comparados con los pacientes en clase Il. No hay pruebas convincentes de que la

TRC esté indicada en pacientes sin sintomas o sintomas leves transitorios, por lo que la
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recomendacion queda limitada a los pacientes en clase II de la NYHA, con FE <35%, QRS
>150 mseg, en ritmo sinusal y con terapia médica 6ptima®’.

Si bien no se han investigado adecuadamente las ventajas de la TRC+DAI frente a
TRC en cuanto a la supervivencia, a partir de la evidencia disponible sobre la eficacia de los
desfibriladores implantables en la prevencion de la muerte subita, en la practica clinica se
prefiere por lo general, la combinacion TRC+DALI, en pacientes que cumplen criterios para la
implantacion de TRC, incluida una expectativa de vida con buen estado funcional > 1 afio.

Como sabemos la TRC se utiliza para sincronizar la contraccion interventricular e
intraventricular en pacientes con insuficiencia cardiaca en los que hay evidencia de
desincronizacion eléctrica (QRS >120 ms), si bien en algunos casos se han implantado
dispositivos de TRC en pacientes sin evidencia electrocardiografica de desincronizacion
(ancho QRS <120 ms), basandose en los hallazgos ecocardiograficos, pero no existe
evidencia que respalde esta practica®® , como se puso de manifiesto en el estudio PROSPECT,
el cual no respalda el uso de indices ecocardiograficos y de Doppler tisular de
desincronizacion mecénica en la seleccién de pacientes .

Los primeros estudios sobre el papel de la TRC en el manejo de los pacientes en clase
funcional 111 y IV de la NYHA, una FE reducida y un QRS ancho, demostraron que la TRC
mejora la clase funcional (descendié de media en unos 0,5-0,8 puntos), la duracion del
ejercicio y la calidad de vida®>®. En dos estudios importantes se investigé el efecto de la
TRC sobre la mortalidad por todas las causas en pacientes con IC, en clase funcional I11-1V y
desincronizacién: en el estudio COMPANION®, tanto la TRC como la TRC+DAI, se

asociaron a una reduccion del 20% de mortalidad y hospitalizacion por todas las causas
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(p<0,01) y en el estudio CARE-HF, el descenso medio del volumen sistolico fue del 18% a
los 3 meses y del 26% a los 18 meses, con un aumento medio de la FE del 6,9% a los 18
meses®*. El efecto fue mucho mayor en pacientes con cardiopatia no isquémica frente a los
que tenian cardiopatia isquémica. Estos resultados indican que, a largo plazo, la TRC reduce
el riesgo de efectos clinicos secundarios a la IC y previene o reduce el avance de la
enfermedad por su efecto considerable, progresivo y persistente de remodelacion inversa del
ventriculo izquierdo. No obstante, son necesarios mas estudios para determinar si la
remodelacion inversa del ventriculo izquierdo genera mejores resultados clinicos a largo
plazo y si la supervivencia se prolonga gracias a la TRC en pacientes con sintomas leves.
Existe un perfil de pacientes (respondedores e hiperrespondedores) donde se describen
una serie de predictores de buena respuesta clinica de la terapia de resincronizacion cardiaca,
como son, sexo femenino, etiologia no isquémica de la insuficiencia cardiaca, presencia de
bloqueo completo de rama izquierda tipico, anchura QRS>150 mseg, hospitalizacion previa
por insuficiencia cardiaca, volumen telediastélico del ventriculo izquierdo >125 ml/m? y

volumen auricular izquierdo <40 ml/m?.
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Sin embargo, la resincronizacion tiene dificultades:

1) No es una técnica sencilla, ya que existen dificultades en la implantacion del cable
en seno coronario, y hasta en un 10% de los casos no es posible, teniendo que implantarse

epicardico.

2) Un numero no desdefiable de pacientes, que podria alcanzar hasta un 30%, no son

respondedores

3) La indicacion inicial necesita un ensanchamiento del QRS superior a 120-150

mseg, y en ritmo sinusal.

- Desfibrilador automético implantable (DAI)

Se recomienda la implantacion de un DAI para la prevencion secundaria en pacientes que
han sobrevivido a la fibrilacion ventricular (FV) y en pacientes con taquicardia ventricular
(TV) documentada y hemodinamicamente inestable y/o taquicardia ventricular con sincope,
una fraccion de eyeccion < 40%, tratamiento médico Optimo y una expectativa de vida con
buen estado funcional > 1 afio’. Aproximadamente la mitad de las muertes sucedidas en

pacientes con IC estan relacionadas con la muerte subita.
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Los datos sobre el papel de los DAI en pacientes con MCD no isquémica son escasos. El
estudio SCD-HeFT®®, que incluia a pacientes con MCD no isquémica y pacientes con
disfuncion ventricular izquierda de origen isquémico, mostré una reduccion del 23% de la
mortalidad. Un metaanalisis de estudios en los que s6lo participaban pacientes con MCD no
isquémica mostré una reduccién de la mortalidad del 25% . Estos datos indican que la
etiologia de la insuficiencia cardiaca no justifica una estrategia diferente para la prevencion

primaria de la muerte subita.

- Dispositivos de asistencia ventricular izquierda. (DAVI)

En los dltimos afios, tanto los dispositivos de asistencia ventricular izquierda como el
corazon artificial han tenido un rapido progreso. Los pacientes con insuficiencia cardiaca
terminal, tienen mala calidad de vida y una tasa de mortalidad muy alta, por lo que son
candidatos potenciales para la implantacion de un DAVI. Las mejores técnicas y el éxito
demostrado de los DAVI implantables, han hecho de ellos una opcion de tratamiento
razonable para estos pacientes, bien como puente hacia el trasplante o bien como terapia de
destino®’. Debido a la naturaleza de la poblacion a la que estan destinados, la documentacién
recabada en los ensayos clinicos es escasa y las recomendaciones que se proponen reflejan
esta falta de evidencia. Por esta razén, no hay consenso en cuanto a las indicaciones de los
dispositivos de asistencia ventricular izquierda ni sobre la poblacion a la que deberian estar

37,38

destinados Es muy posible que la tecnologia de estos dispositivos sufra cambios
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considerables en el futuro proximo y, por consiguiente, las recomendaciones deberan ser
revisadas.

En la actualidad, los dispositivos de asistencia ventricular izquierda temporales estan
indicados en pacientes en espera de trasplante cardiaco y para el manejo de pacientes con
miocarditis aguda grave, ya que el apoyo hemodinamico con éste dispositivo puede prevenir
o reducir el deterioro clinico y asi su mortalidad o mejorar su situacion antes del trasplante; si
bien el uso de estos dispositivos a largo plazo aumenta el riesgo de complicaciones, como

infeccion y embolizacién.

- Trasplante cardiaco.

El trasplante cardiaco es el tratamiento de eleccién en la insuficiencia cardiaca
terminal de pacientes sin otra opcion terapéutica, siempre y cuando no presenten
contraindicaciones. Aungue no se han realizado estudios controlados, hay consenso en que el
trasplante comparado con el tratamiento convencional y siempre que se apliquen criterios
adecuados de seleccidon, aumenta significativamente la supervivencia, la capacidad de
gjercicio, la reincorporacion a la vida laboral y la calidad de vida.

Ademas de la escasez de donantes, el reto fundamental del trasplante cardiaco es la
prevencion del rechazo del injerto, que causa un gran porcentaje de muertes durante el primer
afio del postoperatorio y reducir las consecuencias del tratamiento inmunosupresor indefinido

(infeccion, hipertension, insuficiencia renal, tumores y enfermedad coronaria).

32



Introduccion

1.2 Bases de la medicina regenerativa

Uno de los campos de la medicina que méas expectativas ha levantado en los altimos
afios es la terapia regenerativa con células madre. El aislamiento desde 1998 de células
embrionarias humanas, la aparente potencialidad de las células madre adultas y el desarrollo
de la terapia génica nos proporciona un futuro esperanzador para un importante nimero de

enfermedades que en la actualidad tienen un tratamiento limitado.

1.2.1 Caracteristicas de las células madre

Conceptualmente, las células madre tienen dos caracteristicas bésicas que las
diferencian del resto de las células somaticas: capacidad de divisién asimétrica y capacidad
de diferenciacion en mas de un tipo celular especializado.

1.2.1.1 Capacidad division asimétrica: consiste en generar en una misma mitosis dos

células diferentes entre si: una célula indiferenciada idéntica a la célula original y otra célula
hija con un mayor grado de diferenciacion. Esta capacidad Unica de las células madre permite
por una parte la autorrenovacion del pool de células madre, basica para la persistencia de las
mismas a lo largo de la vida del individuo, y por otra, la diferenciacién necesaria para el
mantenimiento de la funcionalidad de los distintos tejidos adultos. La capacidad de

autorrenovacion y proliferacion in vitro es comun a las células madre embrionarias y a las de
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origen adulto; sin embargo, en el caso de las embrionarias es muy superior 0 practicamente
ilimitada

1.2.1.2 Diferenciacidn: es el proceso por el cual células madre no especializadas se

transforman en células especializadas. Por definicion, las células madre tienen la capacidad
de diferenciarse a méas de un tipo celular, ya que en caso contrario se trata simplemente de
células inmaduras precursoras de una determinada estirpe. Dicha diferenciacidn esta regulada
por una serie de sefiales que desencadenan este proceso. Las sefiales internas estan
controladas por los genes que se encuentran en las cadenas de ADN. Las sefiales externas
para la diferenciacion celular incluyen sustancias quimicas secretadas por otras células, el
contacto fisico con células vecinas y ciertas moléculas reguladoras que se encuentran en el
microambiente celular.

Aln quedan cuestiones sin resolver sobre la diferenciacion celular, como si las sefiales
externas e internas que desencadenan la diferenciacién son iguales en todos los tipos de
células madre, o si se pueden identificar las sefiales que determinan la diferenciacion a un

tipo especifico de células.
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1.2.2 Clasificacion segun su potencialidad

Por tanto, una célula madre o troncal es aquella que es capaz de dividirse
indefinidamente y diferenciarse a distintos tipos de células especializadas, no solo

morfoldgicamente sino también de forma funcional.

Las células madre se pueden clasificar segun su potencial de diferenciacion:

1.2.2.1 Células madre totipotenciales: son capaces de producir tejido embrionario y

extraembrionario.

1.2.2.2 Células madre pluripotenciales: tienen la habilidad de diferenciarse a tejidos

procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias: endodermo, ectodermo y
mesodermo (figura 2).

1.2.2.2 Células madre multipotenciales: son capaces de diferenciarse a distintos tipos

celulares procedentes de la misma capa embrionaria®.
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Figura 2. Modelo jerarquico de las células madre en funcion de su potencialidad

Tradicionalmente se han considerado a las células madre embrionarias como células
pluripotenciales, a diferencia de las células madre adultas que se han caracterizado sélo como
multipotenciales. Sin embargo, trabajos publicados sugieren que la potencialidad de algunos
tipos de células madre adultas podria ser mayor de lo esperado, existiendo células troncales
pluripotenciales en algunos Organos adultos con capacidad de diferenciarse en tejidos
derivados de cualquiera de las capas embrionarias*®*!. Es importante destacar que para que
una célula madre pueda considerarse pluripotencial tiene que cumplir las siguientes

condiciones: en primer lugar, una unica célula debe ser capaz de diferenciarse a células
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especializadas procedentes de cualquier capa embrionaria; en segundo lugar, demostrar la
funcionalidad in vitro e in vivo de las células a las que se han diferenciado y, finalmente, que
se produzca un asentamiento claro y persistente de estas células en el tejido diana, tanto en
presencia 0 ausencia de dafio en los tejidos en los cuales se injerta. En estos momentos no
existe ningun estudio que cumpla todos estos criterios de forma estricta, aunque algunos
trabajos indican de manera bastante evidente la posible existencia de células madre adultas

pluripotenciales*®*,

La existencia de células madre adultas en distintos tejidos, incluyendo
hematopoyético, neuronal, epidérmico, gastrointestinal, musculo esquelético, musculo
cardiaco, higado, pancreas o pulmoén no admite controversia. Sin embargo, cada vez parece
més evidente que las células madre adultas derivadas de estos 6rganos, no solo pueden
generar células maduras de dicho tejido sino también tejidos derivados de otras capas
embrionarias, siendo el caso mas tipico el de las células madre hematopoyéticas capaces de
diferenciarse a tejidos como hepatocitos*?, musculo cardiaco®, endotelio® o a tejidos
derivados de las tres capas embrionarias*. Este fendmeno, denominado versatilidad,
plasticidad o capacidad de transdiferenciacion de las células madre adultas, no est4 exento de
controversia, ya que mientras algunos estudios lo apoyan, otros trabajos cuestionan la
existencia de una auténtica versatilidad de las células, justificando algunos de los hallazgos

45-47

de versatilidad en funciéon de fendmenos de fusion celular o incluso cuestionando

abiertamente los resultados experimentales®®. En las siguientes lineas revisaremos los
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distintos tipos de células madres asi como algunas de las evidencias que apoyan la existencia

de versatilidad y los mecanismos que la justifiquen.

1.2.3 Células madre derivadas de la médula 6sea

Se han descrito diferentes tipos de células madre en la médula dsea: hematopoyéticas
(HSC)*, mesenquimales (MSC)*, las llamadas Side Population Cells (SP)*° y recientemente

las células progenitoras adultas multipotenciales 0 MAPCs®.

1.2.3.1 Células madre hematopoyéticas (HSC)

Las HSC han sido identificadas tanto in vitro como in vivo por varios laboratorios y
utilizadas clinicamente desde hace méas de 50 afios. El trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos ha demostrado definitivamente que existen células madre multipotenciales

hematopoyéticas en la médula 6sea y en la sangre periférica®.

Ademas del potencial hematopoyético, diversos trabajos indican que las HSC bajo
ciertas circunstancias pueden ser mas potentes de lo esperado dando lugar a tejidos derivados
de distintas capas embrionarias. Las células madre hematopoyéticas de médula dsea y de
sangre periférica son capaces de contribuir a la angiogénesis y vasculogénesis in vivo de tal
forma que las células CD34+ no sélo contienen progenitores hematopoyéticos sino también

células progenitoras endoteliales. Hoy en dia se acepta que existe un progenitor comun
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endotelial y hematopoyético (hemangioblasto), lo cual vendria apoyado por estos hallazgos
de potencialidad endotelial de las células troncales hematopoyéticas de la médula dsea.
También se han publicado trabajos que apoyarian la capacidad de las HSC de diferenciarse en
células de musculo cardiaco. El grupo de Orlic y Anversa han demostrado, en un modelo de
infarto de miocardio murino, que una inyeccion de células de médula ésea Lin y c-kit"
(fenotipo de marcadores de superficie tipico de HSC) en el corazén dafiado, resulta de la
colonizacién de estas células en mas de la mitad del area infartada. Estas posibles HSC
adquirieron un fenotipo caracteristico de células de miocardio y contribuyen a la mejora
clinica y supervivencia de los animales®. La contribucién de las células madre adultas a la
regeneracion cardiaca ha sido sugerida en modelos de trasplante cardiaco en humanos: en un
grupo de pacientes varones trasplantados con corazones de donantes mujer, el analisis de
biopsias cardiacas permitié identificar que un porcentaje de entre el 7-10% de los
cardiomiocitos provenian del propio receptor ya que en ellos se podia identificar el
cromosoma Y>2. Aunque el origen de dichas células no se pudo determinar, estos hallazgos
sugieren la capacidad de células adultas de diferenciarse a tejido cardiaco.
Basandose en que las células ovales (células madre hepaticas) expresan marcadores de
superficie tradicionalmente asociados a HSC (c-kit, flt-3, Thy-1 y CD34), se ha sugerido que
éstas podrian diferenciarse a células ovales y hepatocitos. EI grupo de Lagasse y col han
demostrado que células madre hematopoyéticas de médula dsea con el fenotipo Lin’, c-kit",
Thy-1, Sca-1 son capaces de regenerar un higado murino en un modelo de dafio hepatico
fulminante;** mientras que utilizando modelos de quimerismo en pacientes sometidos a

trasplantes de médula 6sea o de higado, y aprovechando la posibilidad de utilizar el
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cromosoma Y como marcador del origen de la célula, también se ha podido demostrar que un
porcentaje de hepatocitos provienen de células madre de origen no hepético®®*.
El potencial de las HSC para adquirir caracteristicas de musculo esquelético, neuronas
adultas, asi como células de la glia, y de contribuir a otros tejidos como el epitelio pulmonar,
gastrointestinal, renal o a la piel ha sido descrito principalmente in vivo™. A pesar de todos
estos esfuerzos, ninguno de los estudios publicados hasta el momento demuestra que una
Unica célula madre hematopoyética contribuya de forma robusta y funcional a la regeneracién
de un tejido distinto del hematopoyético y por tanto, en sentido estricto no cumple los
criterios necesarios para hablar de versatilidad. Cada uno de los trabajos mencionados puede
ser criticado en este sentido; sin embargo, si tomamos los estudios de forma conjunta, si que

aportan evidencias de la existencia de HSC con estas caracteristicas y potencialidades* 4.

1.2.3.2 Células madre mesenquimales (MSC)

La médula o6sea también contiene células madre mesenquimales, también
denominadas células madre estromales 0 MSC. En los ultimos afios se han descrito distintos
marcadores de superficie que han permitido identificar y aislar células MSC, tales como SH2,
SH3, CD29, CD44, CD71, CD90 y CD10621, dado que las MSC no expresan antigenos de
superficie tipicos de las HSC, como CD34, CD45 o CD14. Experimentos in vitro han
demostrado que las MSC son capaces de diferenciarse a tejidos mesodérmicos funcionales,

como osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos esqueléticos*. En nuestro grupo
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se han aislado células mesenquimales y diferenciado bajo ciertos estimulos a osteoblastos,

adipocitos y vasos sanguineos (figura 3)

Céluas madre mesenquimales (médula osea ) CD105+/CD90+

4 4 4

Dexamethasone + Dexamethasons ¢ Vascular Endothelial
ﬁ-glyce_ro[pffosphate + Isobutylmg!kyfxanfhme + Growth Factor
Ascorbic acid lndonmefacine

Adipocitos Estructura vascular

Figura 3. Diferenciacién de células madre mesenquimales a adipocitos y vasos sanguineos

Varios grupos afirman haber conseguido diferenciar MSC a células derivadas del
neuroectodermo, basandose en la adquisicion de ciertos marcadores de origen neuronal por
parte de dichas células cuando son sometidas a sistemas de cultivo especificos. Sin embargo,
los autores no llegan a demostrar que estas células adquieran caracteristicas funcionales

similares a neuronas o células de la glia®. A pesar de su probada multipotencialidad

41



Introduccion

mesodérmica y de su habilidad para diferenciarse a neuroectodermo, las MSC no se
diferencian a tejido derivado del endodermo y, por lo tanto, no se pueden considerar
estrictamente células madre pluripotenciales. Las MSC constituyen un modelo muy util en
aplicaciones clinicas para un numero de enfermedades, tanto en terapia regenerativa como en

terapia génica™.

1.2.3.3 Células “side population” (SP)

Las llamadas células SP han sido aisladas tanto a partir de médula 6sea como de
musculo utilizando técnicas de citometria de flujo (FACS). Se sabe que las SP son capaces de
diferenciarse a células madre hematopoyéticas en humanos, roedores y otras especies>*™.
Ademas algunos estudios describen que las SP podrian dar lugar a otros tipos de células
especializadas e integrarse en distintos tejidos in vivo. Asi, el grupo de Jackson y col

demostro en 1999 que las SP podian diferenciar a células con caracteristicas de musculo

cardiaco y endotelio en un modelo murino de infarto de miocardio®®.

1.2.3.4 Células progenitoras multipotenciales adultas (MAPC)

Esta poblacion celular de la medula 6sea ha sido descrita por el grupo de Catherine
Verfaillie*. Su descubrimiento ha suscitado la atencién del mundo cientifico ya que se han
descrito como auténticas células pluripotenciales con una capacidad diferenciadora muy

similar a las células madre embrionarias. Las MAPCs han sido aisladas tanto de médula
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humana como murina. Estas células son capaces de proliferar in vitro mas de 120 divisiones
sin un aparente envejecimiento ya que mantienen unos niveles altos de telomerasa durante
todo el tiempo de cultivo. Al igual que las células madre embrionarias, en las MAPCs se
detecta la activacion de los factores de transcripcion Oct-4 nanog y Rex-1, factores que son
necesarios para mantener la célula en un estado proliferativo e indiferenciado. Ademas se han
realizado experimentos de clonaje que prueban que es una Unica célula la que es capaz de
diferenciarse a tejidos procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias (endodermo,
mesodermo o ectodermo). In vitro, las MAPCs pueden ser inducidas a diferenciarse a tejidos
derivados del mesodermo como hueso, cartilago, adipocitos, musculo esquelético, estroma
hematopoyético o endotelio; pero de momento no han sido capaces de diferenciarse a tejido
hematopoyético maduro o cardiomiocitos. Estas células también han sido capaces de
diferenciarse a hepatocitos y funcionar como tales, ya que son capaces de producir urea,
albimina, inducir el citocromo p450 con fenobarbital y almacenar glucdgeno. La
diferenciacion de las MAPCs a tejidos derivados del ectodermo como neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos también ha sido demostrada in vitro®.
Aunque el proceso de aislamiento de las MAPC todavia es largo y laborioso, y ain no se han
publicado experimentos que prueben que no existen fusiones celulares, estos experimentos
con MAPCs son los que mas se han aproximado a la demostracion de la existencia de células
madre pluripotenciales, mostrando su potencialidad no sélo en el campo terapéutico, sino
como un instrumento para poder comprender mejor los eventos que inducen a las células

madre a diferenciarse.
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1.2.4 Pluripotencialidad y células madre no derivadas de la médula ésea

La existencia de células madre en diferentes tejidos como el sistema nervioso central,
higado, corazén, piel y musculo no admite controversia. La vision tradicional de que érganos
como el corazon o el sistema nervioso central no son capaces de regenerarse ya que carecen
de células con potencial de proliferar y diferenciarse ha quedado claramente obsoleta. A
continuacion vamos a hacer una breve referencia a algunos estudios que indican la
posibilidad de que células madre obtenidas de alguno de estos érganos tengan un mayor
potencial del esperado, es decir, que existan células pluripotenciales en estos 6rganos. Los
argumentos tanto contrarios como a favor de la versatilidad de las células madre derivadas de
tejidos adultos, que hemos mencionado en el parrafo anterior, son también validos en este

Caso.

Uno de los mejores experimentos donde se prueba la existencia de células madre
adultas pluripotenciales de origen neural y su capacidad diferenciadora fue el publicado por
el grupo de Clarke y col®. Este grupo inyectd células madre neuronales o neuroesferas
procedentes de un raton transgénico para el gen reportero LacZ en embridén de raton.
Aproximadamente el 25% de los embriones presentaban quimerismo no s6lo en el tejido
neuronal, sino también en tejidos del mesodermo y del endodermo. Cuando estas mismas
neuroesferas fueron inyectadas dentro de un blastocito de ratdn, la contribucion se extendié al
sistema nervioso central, corazon, higado, intestino y otros tejidos. Debido a que los animales
no fueron evaluados después del nacimiento, no se pudo realizar una valoracion objetiva de la

funcionalidad de las células donadas.
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El grupo de Qu-Petersen y col®

ha sido capaz de aislar diferentes poblaciones de
células madre musculares murinas basandose en su capacidad de adhesion y proliferacion.
Estas células pueden mantenerse en cultivo durante mas de 60 divisiones celulares sin
anormalidades cromosomicas, siendo capaces de diferenciarse in vitro e in vivo a endotelio,
musculo, y células del linaje neuronal. Una vez mas, la critica que los investigadores hacen es

la ausencia de experimentos clonales que prueben que es una unica célula y no una poblacién

heterogénea la causante del potencial diferenciador.

De la epidermis humana y murina se han aislado células madre con capacidad de
diferenciarse a células especializadas procedentes de dos capas embrionarias distintas. Estas
células se pueden mantener en cultivo durante mas de 12 meses sin diferenciarse y se puede
inducir diferenciacion in vitro a neuroectodermo (neuronas y células de la glia) o a linajes
mesodérmicos (adipocitos y muasculo liso). Su potencial de diferenciacion a tejidos derivados
del ectodermo y mesodermo ha sido demostrado a nivel clonal, pero no existen evidencias de
una multipotencialidad in vivo y tampoco que los tejidos diferenciados sean funcionales.
Ademéas el porcentaje de las células con caracteristicas morfoldgicas neuronales o

mesodérmicas es menor al 10%°%2.

De forma casi continua aparecen nuevos estudios en los que se aislan células madre a
partir de tejidos adultos con capacidad multipotencial. Uno de los trabajos que mas
expectativas ha levantado sugiere que es posible aislar en el musculo cardiaco, células madre
multipotenciales capaces de diferenciarse in vitro e in vivo a cualquiera de los tejidos

necesarios para reconstituir un corazon dafiado, esto es endotelio, musculo liso y musculo
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cardiaco®. Incluso mas sorprendente es el hecho de que dichas células son facilmente
identificables en el corazon gracias a la expresion de c-kit junto con la ausencia de expresion
de marcadores especificos de linea (c-kit", Lin). Si estos resultados pudieran ser
reproducidos por otros grupos en animales asi como en humanos, las perspectivas

terapéuticas serian enormes.

1.2.5 Hipotesis sobre el mecanismo de actuacion de las células madre

A pesar de los multiples estudios publicados que sugieren la existencia de células
madre adultas pluripotenciales o incluso de la capacidad de ciertas células madre de
transdiferenciarse, existen importantes interrogantes e incluso nuevas evidencias cientificas
que han cuestionado la verdadera naturaleza de estos fendmenos de diferenciacion: quiza la
pregunta fundamental radica en cudl es el posible mecanismo(s) que justifica las
observaciones que hemos comentado. Cuatro serian las hipotesis que se barajan en la

actualidad:

1.2.5.1 Poblacién celular heterogénea: la mayor parte de los estudios publicados
hasta el momento que sugieren la existencia de células madre adultas pluripotenciales no han
sido capaces de demostrar esta potencialidad a nivel clonal, es decir, una Unica célula dando
origen a dos poblaciones celulares diferentes. Es posible que muchas de las observaciones

realizadas correspondan realmente a la heterogeneidad de las células estudiadas, pudiendo
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existir diversas células madre en la misma poblacién, cada una con distintas capacidades. Sin
embargo, si existen trabajos en los que se demuestra a nivel clonal, la potencialidad de las

células madre identificadas*+®*,

1.2.5.2 Fusion celular: varios trabajos han demostrado que al menos algunas de las
observaciones de pluripotencialidad podrian estar justificadas por procesos de fusion entre las
células madre transplantadas y las células residentes™*’. EI fenémeno de fusién se suele
acompanfiar con la formacion de células con caracteristicas de ambas poblaciones fusionadas y
generalmente con doble dotacion cromosomica, lo que induce una desventaja proliferativa.
La existencia del fenémeno de fusidn es indudable y la pregunta que cabe hacer es si podria
justificar todas las observaciones de pluripotencialidad realizadas hasta la fecha, lo cual
parece poco probable, e incluso hasta qué punto este fendmeno puede ser ventajoso para la

regeneracion de un érgano o tejido ¢,

1.2.5.3 Transdiferenciacion: de igual forma que durante el proceso de clonacién, el
nucleo de la célula somatica puede sufrir un proceso de reprogramacion. Es posible que las
celulas madre adultas, en determinadas circunstancias, pueden desdiferenciarse para

posteriormente diferenciarse hacia células de distinta estirpe®®®’.
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1.2.5.4 Existencia de células madre pluripotenciales: finalmente, es posible que en
el organismo adulto persistan células madre residentes indiferenciadas, remanentes de tejido

embrionario con capacidad pluripotencial

Heterogeneidad Fusidn Trans-/de-
de "::Eﬂﬂf‘ﬁn celular difercnciacién Pluripotencialidad

g

\ ®® :
@

Célula uf g
. Owval Tetraploides ‘\,I-ﬂ '?r-
i

HSC

Figura 4. Posibles mecanismos de potencialidad de las células madre adulto

Cualquiera que sea la hipétesis cierta, todas pueden combinarse como mecanismos.
Aln no sabemos cdémo ocurre, pero si que “algo” ocurre. La terapia celular regenera
miocardio y otros tejidos. Como no es infrecuente, en la investigacién clinica se investiga
sobre los efectos sin conocer bien los mecanismos. Lo cierto es que el conocimiento avanza,
y hoy dia se tiene un concepto dinamico en el que los miocitos del corazén conllevan

diferentes ciclos de renovacion a lo largo de la vida. El corazén se regenera de forma
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continua, existiendo un equilibrio entre la pérdida de miocitos y otros nuevos que nacen de
forma ordenada. La velocidad de recambio parece acelerarse a edades avanzadas y en

determinadas patologias, entre ellas la isquémica.
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1.3 Experiencia con células madre derivadas de la médula 6sea en la

cardiopatia isquemica

Hasta no hace mucho se suponia que el corazén de los mamiferos era un érgano
postmitético y que estaba diferenciado hasta tal punto que era incapaz de regenerarse.
Estudios experimentales han desafiado este concepto, pues sugieren que el miocardio adulto
tiene cierta capacidad de renovacion, de la que parece ser responsable células madre

1% demostraron

extracardiacas cuyo origen podria estar en la médula ésea. Asi Beltrami et a
que los miocitos humanos pueden dividirse después de un infarto agudo de miocardio,
siendo la divisién celular en el area colindante con las zonas necrosadas muy superior a las
observadas en el grupo control. También existen estudios experimentales que sugieren que la
capacidad regenerativa del corazon podria ser estimulada con células hematopoyéticas. En

ratas, Orlic et al®

inyectaron en la zona infartada células madre de la médula 6sea de la
propia rata o bien se administraban factores estimulantes que movilizaban a las células
madre, demostrandose que tenian capacidad de colonizar el tejido necrético y proliferar
intensamente hasta conseguir la regeneracion de las diferentes estructuras que constituyen el
sincitio cardiaco. Otro estudio que aporta datos esclarecedores es el de Quaini et al®® que
estudiaron 8 corazones de mujeres que habian sido trasplantados a varones y demostraron que
hasta el 10% de las células del endotelio vascular y de los miocitos tenian cromosoma Y y
eran proliferativas. Ademas han sido identificadas un pool de células madre residentes en el

70-73

miocardio”™ ", capaces de diferenciarse a miocitos, musculo liso y endotelio, que podrian
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tener un papel fundamental en los mecanismos de homeostasis y reparacion tisular del
corazon. Estos hallazgos, junto con el desarrollo en los ultimos afios de la terapia celular han
generado un entusiasmo entre los investigadores que les ha impulsado a desarrollar ensayos
clinicos en estos escenarios para evaluar el papel de la terapia celular en la cardiopatia
isquémica. De estos ensayos hay que diferenciar aquellos que se realizan en la fase aguda del
infarto de los realizados en la cardiopatia isquémica cronica; los que usan células madre
derivadas de médula Osea, de los que utilizan factor de crecimiento estimulante de colonias
granulociticas, y los que utilizan la via percutanea para su administracion, de los que lo

administran a través de una inyeccion intramiocardica o transendocardica (figura 5).

BMCs are infused via the central

lumen of an OTW balloon catheter.

To maximize contact time of BMCs

— 11111 with the inner surface of the infarct-

\ I related microcirculation, the balloon
is inflated inside the stent to
transiently interrupt antegrade
blood flow during infusions

OTW Ballcon Catheter

Figura 5. Obtencion de células madre de la médula 6sea y administracién intracoronaria a
través de un catéter baldn coaxial (A). Administracion endocavitaria a través de un catéter
de mapeo electromecénico (B). Inyeccion intramiocardica (C).
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1.3.1 Uso del factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF) en el

infarto agudo de miocardio

La administracién del factor moviliza células madre de la médula 6sea que se supone
acuden al lugar donde se ha producido la injuria. Su administracion es subcutanea, y por tanto
menos traumatico que la aspiracion de médula dsea. A continuacion exponemos los
principales estudios con factor realizados en pacientes con |AM.

En el estudio MAGIC™, Kang et al estudiaron a 27 pacientes con IAM que tras
implantar un stent en la lesion culpable se aleatorizaron a tres grupos: infusion de células
movilizadas por el factor (10 pacientes), administracion aislada de G-CSF (10 pacientes) y
grupo control. A los 6 meses, se objetivo en los pacientes reevaluados del grupo de infusion
de células movilizadas, un incremento de la perfusién miocardica y de la funcion ventricular,
pero hubo que suspender el estudio por documentarse una tasa de reestenosis
inesperadamente alta en el grupo del G-CSF.

Valgimigli et al”

reclutaron a 20 pacientes con IAM revascularizado percutdneamente
y se aleatorizaron a recibir G-CSF o placebo. Se realiz6 un estudio basal con is6topos que se
repitié a los 3 y 6 meses para estimar los cambios producidos en la perfusién miocérdica y en
la funcion ventricular. A los 6 meses se objetivd un discreto incremento de la funcién
ventricular y una disminucién de los volimenes telediastélicos en el grupo al que se
administré G-CSF.

ZohlInhofer et al”® disefiaron un estudio aleatorizado doble ciego en 114 pacientes con

IAM revascularizados percutdneamente, que se dividieron en 2 grupos, uno control (56) al
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que se le administro placebo, y otro al que se le administrd6 G-CSF (58), y tras analizar los
resultados obtenidos concluyeron que la movilizacion de células madre con factor aunque
segura, no tenia influencia alguna en la funcion ventricular, en el tamafio del infarto o en la
tasa de reestenosis. Conclusiones similares se obtuvieron en el STEMI trial”’ (estudio doble
ciego aleatorizado en 62 pacientes con IAM revascularizado), pues no se encontraron
diferencias significativas en la funcion ventricular entre el grupo control y el grupo al que se
le administro factor.

En un estudio realizado en nuestro grupo se reclutaron 13 pacientes con IAM que
recibieron tratamiento trombolitico a su llegada con el objetivo de lograr una reperfusién
precoz, fueron revascularizados con stent intracoronario en la arteria descendente anterior y
posteriormente desde el quinto dia, tratados con factor estimulante de colonias granulociticas
recombinado (G-CSF) (10 pg/kg/dia durante 10 dias), apreciandose una mejoria de la funcion
global y regional en el seguimiento, (ganancia en la FE oscil6 entre -22 y +18% (6,2 + 12%)),
y se correlacion6 de forma directa con el nimero total de células CD34" y CD38" circulantes
en el quinto dia de tratamiento con G-CSF (p<0,003) y de forma inversa con el pico de la
fraccion MB de la creatincinasa (CK-MB),(p< 0,002); si bien, no hubo cambios significativos
en los volumenes cardiacos. Todos los pacientes evolucionaron favorablemente, sin
complicaciones cardiacas. Un paciente presentd una rotura esplénica espontanea al octavo dia
del tratamiento, precisando una esplenectomia de urgencia, lo que obligd a interrumpir la

administracion del factor, con una evolucion favorable ras la cirugia’.
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1.3.2 Infusion intracoronaria de células madre derivadas de médula 6sea

en el infarto agudo de miocardio

En la mayoria de los estudios realizados con células madre, éstas se obtienen del
aspirado de médula 6sea de la cresta iliaca. El aspirado se centrifuga y se separan con ficoll
las células mononucleares, que son las que se administran via intracoronaria a través de un
catéter balon coaxial.

El primer estudio fue realizado por Strauer et al”, los cuales administraron a diez
pacientes con IAM reperfundido, una infusion de células madre de 5 a 9 dias tras el evento
agudo y se comparé con un grupo control de 10 pacientes. A los 3 meses se les realiz6 un
estudio de perfusion miocardica con isétopos y aungue no se objetivaron cambios en la
fraccion de eyeccion si se evidencié una reduccion significativa del area infartada en los
pacientes tratados con células. El estudio TOPCARE AMI® recluté a 59 pacientes con 1AM
revascularizado que fueron aleatorizados a recibir a los 5 dias del infarto infusién de células
madre derivadas de médula 6sea (29 pacientes) o células progenitoras circulantes (30
pacientes). A los 4 meses fueron revisados angiograficamente, produciéndose un incremento
en la fraccién de eyeccidn del 8% en ambos grupos y un remodelado favorable (reduccién de
10 ml en el volumen telesistélico). Al afio se les realiz6 una resonancia magnética nuclear
(RMN) que evidenci6 una disminucién de la zona infartada.

Fernandez Avilés et al®

realizaron un estudio no aleatorizado en 20 pacientes con
IAM reperfundido a los que se les administrd una infusién intracoronaria de células madre
derivadas de medula 6sea a los 13 dias del infarto. A los 6 meses la RMN mostré un

incremento medio de la FE del 6 % y un remodelado favorable. Paralelamente se cultivaron
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muestras de las células madre obtenidas, mostrando un tropismo marcado para anidar en el
tejido cardiaco dafiado de raton, y tras una semana adquirieron fenotipo de cardiomiocito.

En el BOOST trial®® se estudiaron a 60 pacientes que se randomizaron a recibir
infusion de células madre a los 4 dias del infarto o a recibir terapia convencional (grupo
control). A los 6 meses se les realiz6 una RMN, evidenciandose un incremento significativo
de la fraccién de eyeccién en el brazo de las células madre (incremento del 7% vs 1% del
grupo control); sin embargo, a los 18 meses la RMN a los 18 meses no mostro diferencias
significativas en la ganancia de FE de ambos grupos (5% vs 3%)%.

El estudio REPAIR AMI®, es un estudio multicéntrico en el que se reclutaron 204
pacientes con IAM revascularizado que se aleatorizaron a recibir a los 3-7 dias del infarto
infusion de células madre o placebo. A los 4 meses fueron sometidos a una reevaluacién
angiogréafica que mostr6 una mayor ganancia en la fraccion de eyeccion en el grupo de
terapia celular (5.5 % vs 3%), llegando a ser del 8% en los pacientes con infartos mas
extensos.

Assmus et al*® randomizaron 20 pacientes con infarto agudo de miocardio a recibir
una infusién intracoronaria de células madre de médula 6sea o de células progenitoras
derivadas de la sangre y no encontraron diferencias significativas entre los dos grupos, en los
que se demostrd una mejoria de la funcién ventricular global y una disminucién de los
volimenes telesistolicos a los 4 meses.

Jansens et al®

realizaron un estudio randomizado en 67 pacientes con IAM (33
pacientes recibieron células madre de médula 6sea tras el infarto, y 34 placebo) en los que la

RMN realizada a los 4 meses no mostré diferencias significativas en la fraccion de eyeccion,
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si bien en el brazo que recibid células madre se objetivd una disminucion de la zona
infartada.

Lunde et al®*’

estudiaron a 100 pacientes con IAM anterior los cuales fueron
aleatorizados a recibir infusion intracoronaria de células madre a los 6 dias del infarto o
terapia convencional, y se reevaluaron a las 3 semanas y a los 6 meses con is6topos y con
RMN, sin evidenciarse diferencias significativas en la funcion ventricular de ambos grupos.
La influencia de la revascularizacion precoz y del tratamiento regenerativo sobre la
funcidn ventricular en pacientes con infarto agudo de miocardio resulta dificil de separar. Asi
en nuestro centro se analizaron tres grupos de pacientes con 1AM anterior revascularizado y
funcioén ventricular deprimida (FE < 45%), con el propdsito de comparar los cambios en la
funcion ventricular entre los pacientes con y sin tratamiento regenerativo. Los pacientes
fueron asignados aleatoriamente para recibir una infusion intracoronaria de células
mononucleares autlogas de médula dsea, la cual fue efectuada 7 £ 2 dias tras el IAM (grupo
I; n=10), la administracién sistémica de factor estimulante de colonias granulociticas (G-
CSF) por via subcutanea (10 pg/kg/dia) durante 10 dias consecutivos, comenzando 5 dias
después del 1AM (grupo Il, n=10), o como grupo control (grupo Ill; n=10). La funcion
ventricular fue estudiada basalmente y a los 3 meses de seguimiento, observandose un
incremento neto medio del 20 % en la fraccion de eyeccion en el grupo I, frente a un 4%
(p<0,01) y un 6% (p< 0,05) en los grupos Il y 11, respectivamente. Ademas, el porcentaje de

los segmentos de contraccidén anormal y de los radios afectados se redujo significativamente

al seguimiento en el grupo I, pero no mostrdé cambios significativos en los grupos Il y I1l. Se
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observo una reduccién significativa en los volumenes ventriculares al seguimiento en el

grupo 1, no asi en los pacientes de los grupos 11y 1%,

1.3.3 Tratamiento regenerativo en la cardiopatia isquémica crénica

El nimero de estudios sobre el efecto del tratamiento regenerativo en pacientes con
cardiopatia isquémica crdnica es menor que los realizados sobre pacientes con infarto en la
fase aguda. De los estudio més esperanzadores cabe destacar el realizado por Strauer et al®°
en el que administr6 una infusion intracoronaria de células madre derivadas de la medula
6sea a 18 pacientes con un infarto antiguo (entre 5 meses y 8 afios), y se compar6 con un
grupo representativo control. A los 3 meses se produjo una mejora significativa de la funcién
ventricular (incremento medio de la fraccion de eyeccién del 15%) en el grupo tratado con
terapia celular, mientras que en el grupo control no se evidenciaron cambios en la funcion
ventricular.

Silva et al*®

realizaron un estudio en 5 pacientes con insuficiencia cardiaca severa de
origen isquémico que estaban en lista de trasplante, a los que administrd células madre
derivadas de médula Osea via transendocardica tras mapeo electromecanico. Al seguimiento,
se produjo un incremento significativo del consumo de oxigeno, lo que determind que 4 de
los 5 pacientes salieran de la lista de transplante.

1
|9

Huttmann et al*™ administraron G-CSF a 16 pacientes con insuficiencia cardiaca

cronica, en 9 de los cuales era de origen isquemico y de ellos, 5 mejoraron su grado funcional
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y aumentaron la distancia recorrida en el test de los 6 minutos, sin embargo, un paciente
sufrio un episodio de fibrilacion ventricular.

Archundia et al®?

estudiaron a 5 pacientes con infarto de miocardio de mas de 1 afio de
evolucion a los que se administré una inyeccion intramiocardica en la zona perinfarto de
células mononucleares CD 34+ obtenidas por aféresis tras la administracion de G-CSF. A las

28 semanas de la revascularizacion y de la inyeccion de células se document6 un incremento

de la fraccion de eyeccidn y una reduccion de los volumenes ventriculares.

En nuestra serie de 19 pacientes con IAM anterior cronico (mas de un mes de
evolucion) revascularizado de forma percutanea y funcién ventricular deprimida que fueron
tratados mediante infusion intracoronaria de células mononucleadas de médula Gsea, se
observo una ligera mejoria clinica y de la funcion ventricular a los 6 meses y al afio del
seguimiento, mas acusada en un grupo de pacientes respondedores, los cuales se
caracterizaban por haberse sometido a revascularizacion de forma mas cercana a la terapia
celular (siete meses de media) . Al seguimiento, un paciente deterioré su grado funcional
basal (de grado funcional Ill a grado funcional 1V), 5 pacientes mantuvieron su grado
funcional basal (2 en grado funcional | y 3 en grado funcional Il) y 4 pacientes mejoraron con
respecto a su condicidn basal (2 pasaron de grado funcional Il a grado funcional | y los otros
2 de grado funcional 111 a grado funcional 11) y no se objetivaron cambios significativos en el
consumo de oxigeno ni en el umbral de anaerobiosis. Un paciente deteriord la funcion
ventricular al seguimiento (del 26% pas6 al 21%), documentandose reestenosis del stent
implantado en la arteria descendente anterior, que se tratd, presentando recurrencia clinica

posterior, con nueva reevaluacion angiografica, objetivandose oclusion del stent, por lo que
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fue incluido en la lista de trasplante. En el resto de pacientes del estudio se produjo un
incremento de la fraccidn de eyeccion, con una ganancia absoluta de 7 %, el cual se consiguio
a expensas de una disminucion de segmentos hipoquinéticos en la pared anterior, tanto en el
latido sinusal como el postextrasistolico. Se hallé una correlacion directa entre la ganancia de
fraccion de eyeccion y la disminucion de radios afectos en la pared anterior (r = 0.76, p<
0.01), y una correlacion negativa entre la fraccion de eyeccién al seguimiento y el pico de

creatin-kinasa (CK) en la fase aguda del infarto (r=- 0.7, p=0.04).

Del mismo modo, se incrementd la reserva contractil tras la potenciacion
postextrasistolica. No obstante, esta mejoria funcional no se acompafié de una reduccién de
los volumenes ventriculares ni de una disminucion del sumatorio de Q al seguimiento. En
cuanto al flujo de reserva coronaria (CFR) era normal basalmente y no se observaron
diferencias significativas en el seguimiento. Por otro lado, se analizé la capacidad de
migracion in vitro de las células infundidas, y se hall6 una correlacion positiva entre la
potenciacion de la fraccion de eyeccion basal y distintos indicadores de migracion (% de

migracion basal: r: 0.73, p<0.05, % de migracion a VEGF: r: 0.68 p<0.05).
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1.3.4 Tratamiento regenerativo en la miocardiopatia dilatada idiopatica

La mejora de la funcion ventricular en pacientes con infarto de miocardio tras la
administracion intracoronaria de células madre derivadas de la médula 6sea ha sido
demostrada, tanto en nuestros estudios como en otros publicados en la literatura. Estos
resultados obtenidos invitan a pensar que este tratamiento regenerativo, podria ser
beneficioso en pacientes con miocardiopatia dilatada de origen idiopético.

En el estudio ABCD se incluyeron 85 pacientes con miocardiopatia dilatada idiopatica
y fraccion de eyeccién < 40%, los cuales se aleatorizaron a un grupo control y un grupo de
estudio a los que se les infundid células mononucleares de meédula 6sea ocluyendo
previamente el seno coronario; dos tercios se infundieron en arteria coronaria izquierda y el
tercio restante en la arteria coronaria derecha, con un periodo de seguimiento de 28 + 9
meses. Se objetivd una mejoria de la clase funcional y calidad de vida, asi como de la
fraccion de eyeccion, que aumentd un 5,9% en el grupo tratado con terapia celular,
coincidiendo con una reduccién del volumen telesistdlico, sin apreciarse cambios en el
volumen telediastolico, lo que sugiere que las células madre no causan ningin cambio en el
proceso de remodelado, sino que mejoran la funcion de los miocitos. Con respecto a la
mortalidad, no hubo diferencias significativas en ambos grupos. Este estudio establecio la
seguridad y la eficacia a largo plazo de esta terapia en la miocardiopatia dilatada idiopatica®.

Los resultados de otros estudios similares, sugieren un papel beneficioso de la terapia
con células madre en la MCD idiopatica®™?". Kalil et al. * mostr6 que la infusion

intramiocardica de células madre de médula Osea, se traducia en una mejoria en la clase
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funcional, lo que suponia una reduccién de la sintomatologia y ganancia en la calidad de vida
de los pacientes, sin cambios en la funcién ventricular izquierda. Wang et al. ® también
encontraron resultados similares después de la infusion intracoronaria de células madre
mesenquimales de médula 6sea autéloga. Kaparthi et al. ° mostraron mejora en el estado
funcional y la funcion ventricular izquierda después de la administracién intracoronaria de
células mononucleares autlogas de méedula Osea.

Fischer et al * han publicado recientemente sus resultados en una serie de 33
pacientes con miocardiopatia dilatada no isquémica y fraccion de eyeccién< 40%
determinada por ecocardiografia, a los que se infundid intracoronariamente células
progenitoras derivadas de médula 6sea, (21 pacientes en arteria descendente anterior (DA), en
un paciente en arteria circunfleja (Cx) y en 11 pacientes se infundié 50% en DA y 50% en
Cx), observandose una mejoria en la fraccion de eyeccién en torno al 3,2+4,1% , el volumen
telesistdlico se redujo de forma significativa, no asi el telediastélico, que no sufrid
variaciones. También se describe una reduccion en los valores del pro-BNP, lo que sugiere un

efecto beneficioso sobre el remodelado ventricular izquierdo.
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1.4 Perspectivas de futuro

El campo de la terapia celular y regenerativa, si bien se encuentra todavia en su
nacimiento, ha progresado de forma muy rapida. No hace mucho, el corazon era considerado
como algo estatico; un 6rgano sin capacidad regenerativa. Con el estudio de las células madre
y la terapia celular en cardiologia, hemos aprendido una serie de lecciones muy valiosas. Los
ensayos con mioblastos esqueléticos, han advertido del potencial arritmogénico y las
limitaciones de determinados tipos celulares para integrarse con las células nativas, ain sin
ser capaces de acoplarse eléctricamente con los miocitos. La terapia con células
mononucleares de médula 6sea ha demostrado que tiene un gran perfil de seguridad, asi como
beneficio en la mejoria de la funcion ventricular izquierda. Los ensayos en curso estan
afinando detalles del tratamiento.

El estudio de las células madre nativas cardiacas presenta una perspectiva atractiva

para nuevos estudios en terapia celular cardiaca.

1.4.1 Cardiopatia isquémica

Con respecto a la cardiopatia isquémica y terapia celular, en Espafia se esta
desarrollando un nuevo estudio multicéntrico y aleatorizado, el TECAM-Pacing en pacientes
que han sufrido un infarto agudo de miocardio de localizacion anterior los ocho dias previos,

a los que se les realiza tratamiento coronario percutaneo en las primeras 24 horas desde el
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inicio del dolor o bien trombolisis en las primeras 12 horas seguida de intervencion coronaria
percutanea en las 24 horas siguientes a la trombolisis, en los que la duracion del QRS es
inferior a 130 mseg en todos los electrocardiogramas tras el infarto, con una FEVI < 45% y
evidencia de alteraciones de la contractilidad en al menos cinco segmentos de los 16 posibles,
determinadas por ecocardiografia después de 72 horas y siempre antes de ocho dias desde el
inicio del infarto, los cuales seran aleatorizados en cuatro grupos de tratamiento: tratamiento
convencional, implante de células mononucleares de médula Osea, implante de

resincronizador cardiaco o tratamiento combinado de terapia celular y TRC.

IAM anterior; n=120

ECO (>72 h- 8 dias): indice de contractilidad
regional = 5/16 y FEVI = 45%

ALEATORIZACION
Tratamiento Terapia Resincron. Terapia cel +
convencional celular cardiaca Resincron.

Ventriculografia

Implante CMMO Implante de DAI-R Implante cel + DAI-

8 dias intracoronario R.

Ecocardiograma + doppler tisular (4 y 12 meses)
Ventriculografia (12 meses)

Figura 6.- Protocolo de estudio TECAM-Pacing
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Los objetivos principales de este estudio son:

1) Determinar la seguridad y factibilidad del trasplante intracoronario de células
madre de médula 6sea, de la estimulacion del ventriculo izquierdo y de ambas
combinadas, en pacientes con IAM vy alto riesgo de un remodelado
desfavorable postinfarto.

2) Evaluar la eficacia en la prevencion del remodelado ventricular desfavorable
de las dos terapias y del tratamiento combinado de ambas, en comparacién con

un grupo de tratamiento estandar.

Los objetivos secundarios de este estudio son:
1) Estudiar el impacto de la terapia celular y/o de la estimulacién ventricular
en la funcién ventricular mediante pardmetros ecocardiograficos
2) Definir marcadores bioquimicos que identifiguen aquellos pacientes
susceptibles de padecer un remodelado ventricular desfavorable y como
consecuencia insuficiencia cardiaca e identificar a aquellos pacientes que

puedan responder a este tipo de terapias.

Ademas a nivel mundial, todavia en fase de reclutamiento, se esta preparando el estudio
BAMI, estudio internacional, multicéntrico, en el que se aleatorizaran a 3000 pacientes, con
el objetivo de demostrar que la infusion intracoronaria de células mononucleares autologas de

médula Osea es seguro y reduce la mortalidad por cualquier causa en pacientes con FEVI
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<45% después de la reperfusion exitosa de IAM en comparacion con un grupo control de

pacientes sometidos a tratamiento médico estandar.

1.4.2 Ingenieria de Tejidos. Corazon Bioartificial

La ingenieria tisular cardiaca es una novedosa y compleja tecnologia basada en el uso
de combinaciones de células con capacidad regenerativa, materiales biol6gicos y/o sintéticos,
factores de crecimiento, diferenciacion y proangiogénicos y sistemas de registro o
monitorizacién online para inducir la regeneracion de un érgano o tejido dafiado. Los
principales objetivos de la ingenieria tisular cardiaca consisten en generar matrices celulares,
establecer acoplamiento celular electromecanico, avalar una funcion contractil estable y una

vascularizacion funcional®®.

El corazon tiene unas propiedades funcionales dinamicas que requieren de una
arquitectura tisular sofisticada con componentes celulares y extracelulares especializados.
Una de las caracteristicas clave para actuar como motor circulatorio y satisfacer las demandas
variables durante el reposo y el ejercicio reside en la arquitectura asimétrica de la banda
miocérdica helicoidal. Recientemente se ha descrito una participacion mas significativa de la
matriz extracelular en los aspectos electromecanicos de lo que previamente se suponia. El

tejido cardiaco artificial ideal debe reproducir estas propiedades estructurales, mecénicas y

65



Introduccion

electrofisioldgicas Optimas para mantener viables las células trasplantadas, ademéas de
estimular la vasculogénesis en el propio tejido implantado. Asi, el uso de materiales
poliméricos naturales o sintéticos y de matrices bioldgicas, aplicados directamente sobre el
area infartada o bien utilizados como matriz de soporte, constituye una alternativa a la terapia
celular. El uso de una matriz, no necesariamente de origen bioldgico pero si biocompatible,
permite que las células administradas dispongan de una estructura de soporte estable que
facilita una correcta localizacion y retencion cerca del tejido que requiere de su efecto
terapedtico. La estructura de dichas matrices debe cumplir ciertos requisitos como el
mantenimiento de un flujo permanente de nutrientes y oxigeno entre las células dispuestas en
su interior y el microambiente que las rodea, y facilitar una migracion eficaz y la
supervivencia dentro del tejido isquémico. Ademas, la matriz ideal deberia ser biodegradable
sin producir ningn producto toxico, para poder ser finalmente reemplazada por nuevo tejido
viable. Algunos de los abordajes que se han estudiado hasta la fecha (figura 7) son:
- Constructos de monocapas celulares. Estos se adhieren sobre la zona isquémica para
favorecer la implantacion intramiocérdica de las células que conforman la monocapa.
Se han reportado la formacion de nuevos vasos sanguineos y una mejoria funcional
mediante la implantacion de varias monocapas juntas de células mesenquimales de
origen adiposo en el modelo de infarto de miocardio crénico murino. A pesar de los
beneficios observados dicha estrategia ain no puede trasladarse al coraz6n humano.
Inyeccién intramiocardica de células en hidrogel. Consiste en el desarrollo de
distintos tipos de hidrogeles naturales como Matrigel®(laminina, colageno tipo IV y

heparén sulfato), colageno o fibrina, en los que se embebe la poblacion celular para su
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posterior inyeccion intramiocardica. Aunque el efecto del hidrogel sobre la retencién
celular ha sido positivo, la presion de inyeccion necesaria para su administracion es
demasiado elevada y provoca una alta mortalidad celular que disminuye notablemente
sus posibles efectos terapéuticos. Alternativamente se han desarrollado hidrogeles
sintéticos que minimizan dichos inconvenientes, pero su potencial citotoxico esta ain
bajo estudio. Un método alternativo es el uso de hidrogeles hibridos que aportarian las
ventajas de ambos.

Formacion de tejido ex vivo de células en hidrogel. Con el fin de resolver los
inconvenientes que generan las inyecciones intramiocardicas de hidrogeles, se han
estudiado una alternativa basada en la creacidén de nuevo tejido ex vivo a partir de
células con potencial cardiovascular previamente incorporadas dentro del hidrogel.

El estudio clinico MAGNUM (Myocardial Assistance by Grafting a New Bioartificial
Upgraded Myocardium) ha utilizado una matriz de colageno tipo | de dimensiones
suficientes para cubrir completamente la cicatriz miocardica. Este ensayo comparativo
entre la cardiomioplastia aislada y la combinacién de cardiomioplastia con ingenieria
tisular concluye que esta nueva alternativa ofrece mejores resultados en cuanto a
recuperacion de funcién y el remodelado ventricular'®. Sin embargo, la similitud de
los tejidos cardiacos artificiales testados con la matriz extracelular cardiaca no es
perfecta y las células implantadas no colonizan més que la superficie 0 unos pocos
micrémetros de espesor. Recientemente, se ha creado un consorcio europeo
denominado RECATABI (REgeneration of CArdiac Tissue Assisted by Bioactive

101
Y

Implants) ara el desarrollo de una plataforma de bioingenieria cardiaca donde se

67



Introduccion

combinan biomateriales innovadores para mejorar la administracion, supervivencia,
migracion y proliferacion de las células implantadas. Los resultados preliminares
muestran cierto grado de diferenciacion cardiomiogénica de las células implantadas y

conexiones vasculares entre los constructos y el miocardio adyacente.

- Matriz extracelular derivada de tejidos naturales. La matriz extracelular esta
compuesta por proteinas funcionales y estructurales como colageno, elastina, laminina,
fibronectina, proteoglicanos y muchas otras glucoproteinas, combinadas y organizadas
espacialmente entre si segun cada tipo de tejido. Se conoce que participa en multiples
procesos Yy respuestas celulares, incluyendo la proliferacion, diferenciacion y
migracion. Estas propiedades le otorgan atractivo potencial como estructura de soporte
en técnicas de ingenieria tisular cardiaca para implantar células regenerativas que
sustituyan al miocardio dafiado. Ademas existe la posibilidad de que esta matriz
extracelular implantada pueda sustituir la del tejido dafiado, contribuyendo de manera
mas eficaz a su regeneracion. Se ha conseguido aislar laminas de matriz extracelular a
partir de una gran variedad de tejidos incluyendo vélvulas cardiacas y vasos
sanguineos. Para su correcta aplicacion, las laminas de matriz extracelular deben ser
convenientemente separadas del tejido nativo, descelularizadas y, a menudo,
desinfectadas, liofilizadas y esterilizadas. Cabe considerar que este complejo
procesado puede alterar la integridad y la arquitectura de la matriz. El uso de tejido
animal como fuente de obtencion, particularmente de tejido porcino, resuelve la

escasez critica de tejido humano. El protocolo ideal de descelularizacion de matrices
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naturales es aquel capaz de eliminar selectivamente los antigenos alogénicos y
xenogenicos, asi como todo el contenido celular y nuclear del tejido preservando su
composicion, propiedades fisiol0gicas, integridad mecanica de la matriz extracelular y
estructura vascular. Este proceso combina tratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos
especificos, segun el tipo de tejido que se va a tratar. Numerosos estudios han
demostrado que la implantacion de matriz extracelular facilita el remodelado de
distintos tipos de tejidos, tanto en modelos animales como en el d&mbito clinico.
Experimentalmente, en distintos modelos animales se ha reportado la colonizacion de
las matrices extracelulares implantadas por células tanto de linaje cardiomiogénico
como endotelial evitandose asi el proceso de remodelado ventricular. Sin embargo,
cuando se trata de una matriz extracelular de origen miocardico, los resultados ya
implican una mejoria en la funcion cardiaca con presencia de cardiomiocitos en la
region del implante. Publicaciones recientes han demostrado que el uso de matrices
extracelulares miocardicas con la preservacion de su arquitectura tridimensional es una
alternativa clave para facilitar el soporte y la diferenciacion celular necesarios para

favorecer el proceso de regeneracion cardiaca.
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Constructos de A\

monocapas celulares o

>

é Inyeccién intramiocéardica
de células en hidrogel

Tejido ex vivo de
células en hidrogel

Matriz extracelular
de tejidos naturales

Tejido cardiaco
artificial

Figura 7.- Ingenieria tisular cardiaca. Dibujos de los diferentes abordajes

Un paso mas segun algunos estudios pioneros realizados en animales, seria generar
corazones bioartificiales de novo, descelularizandolos y preservando sus estructuras de
soporte para repoblarlos con un nuevo tejido muscular contractil y vascular. Este nuevo
abordaje comportaria finalmente el trasplante del corazon “reconstruido” restableciendo la
funcion cardiaca del receptor.

Los estudios de descelularizacion con matriz extracelular anteriormente comentados

constituyen la prueba de concepto para la obtencion de corazones descelularizados. Hasta la
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fecha, los procesos de descelularizacion por inmersion directa han sido suficientes para
generar matrices de soporte a partir de distintos tejidos cardiovasculares, incluyendo la pared
vascular, el pericardio y las valvas valvulares. En cambio, para poder descelularizar un
corazon entero, se ha demostrado que la perfusion coronaria con detergentes es el método
mas eficaz. Asi, en 2008, se consiguié descelularizar corazones cadavéricos de ratas,
obteniendo una compleja matriz extracelular cardiaca con el arbol vascular preservado,
valvulas competentes y la geometria intacta de las auriculas y los ventriculos. (Figura 8)

7

rat heart
& “{.. . Irichrome
2

Cadaveric heart —— | Decellularized heart . J Cadaveric heart —— | Decellularized heart

Cadaveric heart —— | Decellularized heart —— J§ Cadaveric heart —— || Decellularized heart ——

Figura 8.- Imégenes de los diferentes pasos de decelularizacion en corazén de rata donde se objetiva que
conserva su geometria caracteristica. Inmunoflorescencia en tejido cardiaco de corazones de cadaver y
decelulados, sin observarse en estos Ultimos ndcleos celulares. LV: Ventriculo izquierdo. RV: Ventriculo
derecho. Ao: Aorta
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Posteriormente, se recelularizaron estos constructos con celulas endoteliales
(vascularizacion autdloga) y células cardiacas neonatales (recelularizacion heter6loga
parenquimal) mediante perfusion coronaria en un biorreactor simulando la fisiologia cardiaca
y favoreciendo la maduracién del 6rgano (figura 9). Tras 8 dias de incubacién fisioldgica y
estimulacidn eléctrica se detectaron contracciones macroscopicas con una funcion de bomba

equivalente al 2% del corazon adulto o al 25% de la funcién cardiaca de un feto de 16
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Figura 9.- Neorganogeénesis: corazén bioartificial. Esquema gréfico de los diferentes pasos de la
descelularizacién y recelularizacion de un corazén. Inicialmente la descelularizacion fisica, quimica y
enzimatica cuyo objetivo es la preservacion de la matriz extracelular cardiaca y del arbol vascular. A
continuacion se induce la vascularizacion autéloga seguida de la recelularizacion parenquimal heter6loga para
finalmente, generar un nuevo corazon funcional.
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Estudios mas recientes han reportado la descelularizacion de corazones porcinos como
modelo escalable al humano. Un aspecto importante que hay que considerar en la aplicacion
de Organos enteros o matrices bioartificiales, es la necesidad de obtener una correcta
vascularizacion sin la cual la viabilidad del constructo pueda verse comprometida. Este
problema resulta especialmente critico cuando el espesor de la matriz es superior a la barrera
de difusion (unos 100 mm), donde el suministro de oxigeno y nutrientes queda limitado y se
acumulan subproductos celulares de desecho citotoxicos. Con la descelularizacion de
corazones enteros se ha conseguido mimetizar el tejido miocardico vascularizado y
repoblarlo con células a través de estructuras vasculares con cierto grado de preservacion. A
pesar de su éxito, esta estrategia puede verse limitada con respecto a las tecnologias
disponibles para la expansion de celulas a gran escala, particularmente de cardiomiocitos,
necesaria para la repoblacién de todo el 6rgano. Todavia queda camino por recorrer hasta
poder disponer de un corazon bioartificial para su uso en humanos. Sin embargo, un grupo de
investigacion espafiol pionero en este campo esta llevando a cabo, como primera prueba del
concepto, el desarrollo de un corazon bioartificial mediante la decelularizacion de corazones
humanos y su posterior recelularizacion con células mesenquimales humanas Yy
cardiomiocitos de origen murino.

La iniciativa se enmarca en el proyecto SABIO (Scaffolds And Bloartificial Organs
for transplantation), en el que intervienen el Gregorio Marafién, el Ministerio espafiol de
Ciencia e Innovacion, la Universidad estadounidense de Minnesota y la Organizacion
Nacional (espafiola) de Trasplantes (ONT), que proporciona los 6rganos no aprovechables

para trasplantes -un 40% del total de donaciones- que serviran de matrices.
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Han demostrado que la decelularizacion del corazén humano es factible, permitiendo
una preservacion completa de su estructura macro y microscopica, con conductos vasculares
perfundibles y valvulas morfologica y funcionalmente intactas. Estos hallazgos abren el
camino de la ingenieria de O6rganos humanos complejos (estructuras bioartificiales

trasplantables). (Figura 10)

Figura 10.- Imégenes de corazdn humano previo a la decelularizacion y tras ella.

A dia de hoy, el gran inconveniente en la mayoria de estudios de ingenieria tisular
reside en la dificultad para extrapolar el modelo animal de rata/raton al modelo porcino v,

consecuentemente al ambito clinico.
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Galvez Montén et al * han disefiado un nueva técnica quirirgica basada en la
transposicion de un pediculo adiposo autélogo de origen pericardico sobre la superficie
miocardica isquémica, con resultados muy prometedores en el modelo preclinico porcino de
infarto de miocardio, mejorando la fraccion de eyeccidn y volimenes cardiacos, motivo por
el cual actualmente estan reclutando pacientes para un ensayo clinico prospectivo y
aleatorizado para valorar su efectividad y seguridad.

Hay otros dos ensayos clinicos vigentes basados en la inyeccion intramiocardica de
lagunato o la administracién intracoronaria de lagunato sédico combinado con glucosado
calcico con el fin de generar una nueva matriz extracelular en el miocardio para que los

progenitores cardiacos residentes en él migren y repueblen la cicatriz cardiaca.

El futuro en terapia celular parece prometedor y si finalmente, se consigue la
regeneracion cardiovascular, los beneficios seran enormes para los millones de personas en

todo el mundo que viven con insuficiencia cardiaca.
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1.4.3 Terapia celular en la poblacion pediatrica

- Terapia celular en la poblacion pediatrica

Se ha demostrado el enorme beneficio de la inyeccion intracoronaria de células madre
autélogas en pacientes adultos, pero en nifios la experiencia aun es limitada.
A pesar del tremendo progreso que ha experimentado en los dltimos afios el tratamiento
médico y quirdrgico de las cardiopatias congénitas, para muchos nifios con miocardiopatia
dilatada y disfuncion ventricular, el trasplante cardiaco es la Unica opcion. Al menos la mitad
de ellos o reciben un trasplante o mueren en los siguientes dos afios; sin embargo, la infusion
de células madre comienza a ser una opcion terapéutica prometedora.

Lacis et al. reportan el caso de un lactante de cuatro meses con MCD en estado critico,
en el que tras la infusion de células madre, aumento la fraccion de eyeccion desde el 20% al

41% a los cuatro meses del seguimiento®,

Rupp et al. trataron desde 2006 a 2010 nueve
nifos con MCD severamente enfermos, sin evidenciarse complicaciones durante el
procedimiento, objetivandose mejoria tanto en la fraccion de eyeccion como en la clase
funcional, asociada a una disminucion en los niveles séricos de BNP*,

En nuestro hospital tambien tuvimos un ejemplo del beneficio de la terapia celular en
un lactante con MCD de origen isquémico. Se trataba de un lactante de 7 meses,
diagnosticado a los 3 meses de edad de coronaria andmala. En esta cardiopatia congeénita la

coronaria izquierda nace de la arteria pulmonar, por lo que la perfusion coronaria es menor ya

que sale de un circuito de baja presion y ademas lo hace con sangre no oxigenada, lo que da
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lugar a infartos masivos. El diagnostico de la cardiopatia fue tardio (normalmente la clinica
aparece en las primeras semanas de vida), por lo que a los 3 meses presentaba una disfuncion
ventricular severa y una marcada dilatacion del ventriculo izquierdo. Tras el diagnéstico fue
sometido a una intervencion quirdrgica en la que se desinsertd la coronaria izquierda de la
arteria pulmonar y se insertd en la aorta. A pesar de la reparacion quirdrgica tuvo una
evolucion clinica muy torpida, persistiendo en insuficiencia cardiaca, sin ganancia de peso y
con mdltiples infecciones respiratorias. Dado que la mejoria fue nula y que persistia con
disfuncion ventricular severa (FE en torno al 13%) fue remitido de su hospital de referencia
para ser incluido en la lista de trasplante. Ante la sospecha de que se pudiera haber acodado la
coronaria izquierda tras la cirugia se decidid realizar un cateterismo cardiaco. El estudio
confirmo la sospecha, objetivandose una oclusién completa de la coronaria izquierda que se
rellenaba en su totalidad a través de circulacion colateral desde la coronaria derecha (Figura
11). En el mismo procedimiento se consiguioé avanzar una guia de 0.014 pulgadas distal al
acodamiento de la arteria, y posteriormente dilatar el tronco de la coronaria izquierda e
implantar un stent farmacoactivo de 2.25x12, quedando de este modo la arteria permeable
(Figura 11).

Se inici6 entonces un régimen antitromboético con doble antiagregacion y heparina de

bajo peso molecular ajustado al peso del lactante.
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BASAL POST

Coronaria izquierda

Coronaria derecha

Figura 11.- Coronariografia basal y postratamiento

Tras el procedimiento la evolucion fue favorable, y a los 3 dias el electrocardiograma
mostraba una disminucion significativa del £Q y una normalizacion de las alteraciones del
segmento ST-Onda T (Figura 12). Sin embargo a las dos semanas comenz6 con un sangrado
abdominal, por lo que hubo que suspender la heparina de bajo peso molecular. Esto
determind que se produjera una oclusion trombdtica del stent cinco dias después,
comenzando con un episodio de insuficiencia cardiaca aguda que precisO intubacién
orotraqueal, elevacion del segmento ST en precordiales y elevacion de marcadores de
necrosis miocardica. Se realiz6 un nuevo cateterismo en el que se decidié optimizar el stent

del tronco con un balén de 3 mm de didmetro, reintroduciéndose entonces la heparina.
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POST PRE

Figura 12: cambios producidos en el electrocardiograma tras recuperar la coronaria izquierda

Dado el nuevo infarto producido por la oclusion del stent y la persistencia de la
disfuncion ventricular, y basandonos en los buenos resultados obtenidos en adultos, se
decidié de forma empirica administrar tratamiento regenerativo. Para ello se obtuvieron 25
c.c de aspirado medular de la cresta iliaca y se procesaron para obtener 100 millones de
células mononucleares, que fueron resuspendidas en una jeringa de 5 c.c. para ser infundidas

en el tronco coronario izquierdo en un tercer cateterismo (Figura 13).
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PROCESADO DE ASPIRADO DE MEDULA OSEA

Figura 13.- Obtencién de células madre

A partir de aqui el paciente tuvo una mejoria clinica sorprendente. Al mes fue dado de
alta, y comenzd a ganar peso. Los cambios electrocardiograficos se normalizaron, y las
ecocardiografias seriadas en el seguimiento mostraron un incremento paulatino de la FE,

Ilegando a ser del 45% en el Gltimo control.
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Con este ejemplo mostramos el potencial de la terapia regenerativa y vislumbramos
un horizonte esperanzador, en el que es posible que el abanico de enfermedades
cardiovasculares que podrian beneficiarse de esta terapia aumente en los proximos afos. Sin
embargo, seria conveniente la realizacion de estudios clinicos con mayor nimero de

pacientes pediatricos, que confirmaran la eficacia de dicho tratamiento.
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2.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1.- JUSTIFICACION

Durante los Gltimos afios estamos asistiendo a una auténtica explosion en la aplicacion
de la biologia celular a la terapia de diversas enfermedades al producirse importantes avances
en el conocimiento de las 1lamadas “stem cells”, celulas troncales o células madre.

El concepto de “Medicina Regenerativa”, que utiliza las propias células madre y
factores de crecimiento de un organismo para reparar un Organo o sistema dafiado, esta
comenzando a ser una realidad proxima. Desde que a finales de 1998 un grupo de cientificos
aislaran por primera vez células madre de un organismo adulto'®®, diferentes estudios
experimentales y clinicos han demostrado la capacidad regenerativa del muasculo estriado y
del miocérdico. La plasticidad de las células madre de un adulto es mucho mayor de la
esperada, lo que permitiria teéricamente generar linajes diferentes de las del 6rgano en que
residen. Las células madre hematopoyéticas muestran capacidad para regenerar tanto
miocitos como vasos coronarios (angiogénesis) y la inyeccion de estas células en el infarto
mejora la funcién ventricular'®’1%,

Como se ha expuesto, determinados estudios en humanos han mostrado que el
miocardio dafiado por un infarto también puede regenerarse mediante la inyeccion quirdrgica,

la infusién intracoronaria o la inyeccion transendocardica de células madre previamente

obtenidas de la propia médula dsea.
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Sin embargo, si bien el papel de la terapia celular en el tratamiento de la cardiopatia
isquémica ha sido ampliamente estudiado, no ocurrre igual con otras causas de insuficiencia
cardiaca congestiva que siguen constituyendo un motivo importante de mortalidad
cardiovascular y que en la actualidad carecen de un tratamiento verdaderamente efectivo con
la Unica salvedad del trasplante cardiaco. Tal es el caso de las miocardiopatias dilatadas de
origen no isquémico, que constituyen un grupo de enfermedades primarias del miocardio
caracterizadas por una pérdida de cardiomiocitos y un incremento de fibroblastos en el tejido
cardiaco y que constituyen una causa importante de insuficiencia cardiaca. Evidentemente, la
posibilidad de restaurar los cardiomiocitos a partir de células autélogas de médula 6sea
podria mejorar la insuficiencia cardiaca y constituiria teéricamente el tratamiento idéneo de
una enfermedad que hoy por hoy carece de él.

Otro aspecto importante a considerar es el relativo desconocimiento que aun hoy
tenemos respecto a los mecanismos biologicos exactos responsables de la reparacion del
miocardio mediada por células.

En resumen, al dia de hoy contamos con evidencias preliminares suficientes para
considerar la inyeccién intracoronaria de células progenitoras de médula ésea como un
tratamiento viable, seguro y beneficioso en pacientes con MCD, si bien el mecanismo
bioldgico de actuacién de estas células en el miocardio no es conocido.

Por todo ello, en nuestro grupo se dan una serie de circunstancias favorables para
abordar la investigacion clinica de todas estas y otras muchas cuestiones con fundado
optimismo. En primer lugar existe un amplio desarrollo de los métodos de andlisis funcional

miocérdico y los factores que influyen en la recuperacion funcional tras la reperfusion precoz
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en el infarto agudo de miocardio'®***. En segundo lugar, el Servicio de Hematologia del
Hospital Reina Sofia continda siendo pionero en el aislamiento y cultivo de células madre, asi
como en el empleo de las mismas y de factores de crecimiento en el manejo de enfermedades
que afectan al sistema hematopoyético. Todas estas circunstancias favorables, junto a una
determinacion de investigar conjuntamente sobre todas aquellas cuestiones que se plantean
actualmente sobre la medicina regenerativa en nuestro medio, nos llevan a promover un

estudio inicial que resulte ampliable en el futuro

Modelo escogido:

La metodologia angiografica y hemodindmica para el analisis de los cambios
funcionales. Ello nos permite estudiar la reserva contractil mediante el analisis de la
potenciacion post-extrasistélica. De igual forma, el cambio observable en la motilidad
regional sigue un método reconocido y disefiado para el infarto, como es el método de

Sheehan.

Fuente de células madre:

En la actualidad, son diversas la fuentes de obtencion de células madre utilizadas en la
terapia regenerativa aplicada al miocardio. Aunque el musculo estriado y el tejido adiposo
suponen dos fuentes de facil acceso, Unicamente contienen un tipo de progenitor (mioblastos
y células mesenquimales respectivamente). Sin embargo, en la médula ésea, habitan desde la
vida embrionaria distintas poblaciones de células madre. De éstas cabe destacar los propios

progenitores hematopoyéticos®®, las células mesenquimales®’, las side population®, las
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células progenitoras adultas multipotentes™ y los progenitores endoteliales. Nosotros nos
decantamos por esta fuente porque creemos que esta diversidad de poblacion puede

determinar una regeneracién mas potente.
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2.2.- OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es determinar la eficacia y seguridad de la inyeccion
intracoronaria de células progenitoras de meédula dsea autdloga en 27 pacientes con
miocardiopatia dilatada de origen idiopatico con funcion ventricular deprimida valorando los
cambios producidos en la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo por métodos

angiograficos entre la situacion basal y el seguimiento a los 6 meses.

Los objetivos secundarios serian:

1) Anaélisis de los cambios en el grado funcional y en la situacion clinica de los

pacientes

2) Analisis de los cambios de la funcion ventricular izquierda medida por
ecocardiografia y angiografia entre la situacion basal y al seguimiento (3, 6 y 12

meses)

3) Investigar los mecanismos celulares basicos subyacentes al proceso de
regeneracion miocardica mediante la correlacion entre los parametros hemodinamicos
de mejora de la funcion ventricular y los biolégicos correspondientes a la

composicion y funcionalidad de las células infundidas.
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4) Analizar los factores clinicos, hemodinamicos y biologicos capaces de influir
favorablemente en un mayor grado de recuperacion funcional tras tratamiento

regenerativo en MCD.

5) Demostrar la factibilidad y seguridad de la inyeccion intracoronaria de progenitores
para regenerar miocardio con aplicacion in situ de células madre extraidas de la

médula 6sea.

6) Disefiar, a la vista de los resultados obtenidos, el protocolo idéneo de aplicacion de
terapia celular al tratamiento de MCD, tanto en lo relativo a las caracteristicas ideales
del injerto medular como en cuanto a los pacientes mas susceptibles de ser
beneficiarios del mismo, con el fin de establecer una estrategia definitiva de inclusion
de la terapia celular en el tratamiento estandar de la MCD en un futuro cercano si los

resultados asi lo aconsejan.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1 Pacientes

En este estudio se muestran los hallazgos observados en un grupo de 27 pacientes con
miocardiopatia dilatada idiopéatica y funcion ventricular deprimida, a los que se les administro

una infusién intracoronaria de células madre tras descartar enfermedad coronaria.

Se estudiaron prospectivamente a 27 pacientes con los siguientes criterios de inclusion:

1) Pacientes mayores de 18 afios y menores de 80 afos
2) Diagnosticados de miocardiopatia dilatada idiopatica establecida mediante clinica,
pruebas no invasivas y estudio hemodindmico, con disfuncién ventricular, fraccion de

eyeccion< 50% y en ritmo sinusal

3) Sintomaticos a pesar tratamiento médico Optimo, que aceptaron el protocolo y

seguimiento establecido

93



Material y Métodos

En cuanto a los criterios de exclusién se desestimaron aquellos pacientes:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

MCD de origen téxico, enfermedades por depdsito o de origen isquémico

Antecedentes recientes de miocarditis, con el fin de descartar pacientes con una

posible evolucion favorable de forma espontanea

Pacientes susceptibles de tratamiento con resincronizacion cardiaca

En lista de espera activa de trasplante cardiaco

Coexistencia de otras enfermedades sistémicas graves, tumores malignos o pre-

malignos o cualquier tipo de enfermedad hematoldgica

Mujeres embarazadas, en periodo de lactancia o en edad fértil, que no estén

usando un método anticonceptivo eficaz

Que hayan participado previamente en algin ensayo clinico de terapia celular

Pacientes que estén actualmente participando o hayan finalizado su participacion

en un ensayo clinico en un periodo inferior a 3 meses
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El estudio fue aprobado por el comité ético y de ensayos clinicos de nuestro hospital
y por el correspondiente autonémico.

Inicialmente se realizé a todos ellos estudios clinicos (determinacion analitica,
incluyendo la determinacion del péptido natriurético atrial (BNP), electrocardiograma basal,
monitorizacion Holter de 24 horas, determinacién del grado funcional de la NYHA),
ecocardiograma y ergoespirometria, siendo asi preseleccionados para estudio.

Los pacientes recibian de forma concomitante el tratamiento farmacoldgico idoneo
para su patologia, segun los estandares actuales, por lo que indudablemente es posible que se
haya producido alguna mejoria debido al tratamiento farmacolégico. Sin embargo, se trata de
pacientes con MCD establecida en los que es dificil encontrar mejoras de la funcion
ventricular con los tratamientos habituales en un afio de evolucion. En cualquier caso, todos
los pacientes estaban tratados médicamente de forma similar con IECA o ARA I, en funcién
de su tolerancia, b-bloqueantes, diuréticos, antagonistas aldosterona, ivabradina, digoxina....
El tratamiento médico se mantuvo estable durante todo el ensayo en la mayoria de los
pacientes (n=20). A un paciente con dos episodios de agravamiento de su insuficiencia
cardiaca, se le aumentd el tratamiento médico. A los seis pacientes restantes, se les redujo el
numero de farmacos cuando la mejoria de la clase funcional en el seguimiento lo hizo
posible.

Por tanto, consideramos que no fue necesario el establecimiento de un grupo control, ya que
los resultados de mejoria de la funcion ventricular en el seguimiento podian ser
suficientemente significativos como para demostrar la eficacia de la intervencion con terapia

celular, sin que en ello pueda influir el tratamiento médico.
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Tras la preseleccion, a todos los pacientes se les efectud un cateterismo cardiaco en el
que se estudiaba la funcion ventricular y se comprobada la ausencia de enfermedad coronaria.
Tras registrarse en el estudio y firmar el consentimiento informado, se programo a todos los
pacientes para terapia celular.

Todos los pacientes se encontraban clinicamente estables y con medicacién 6ptima al
menos 12 meses antes de su inclusién en el estudio. El diagnostico se realizd con una
mediana de 86 meses antes del inicio de la terapia celular.

La edad los pacientes tratados varid desde 31 hasta 74 afios (media 53 + 12). Veinte
pacientes eran hombres y siete eran mujeres. Tres pacientes habian requerido un desfibrilador
automatico para prevenir las arritmias letales. Los datos basales quedan resumidos en la
Tabla 2.

Una vez descartada la presencia de enfermedad coronaria se programé un nuevo
cateterismo cardiaco en el que se realiz6 un estudio de funcién ventricular y reserva coronaria
y se administraron las células madre obtenidas de la médula ésea del paciente la misma
mafiana. A los 6 meses de seguimiento se realizd un nuevo estudio hemodinamico en
condiciones idénticas a las del estudio basal.

Ademas en este grupo de pacientes se realizd un ecocardiograma, asi como una
ergoespirometria, determinando el consumo maximo de oxigeno y analizando el umbral de
anaerobiosis en cada uno de ellos, y se repitié el estudio a los 3 y 12 meses, comparando los
resultados con los basales. De esta forma se podrian analizar los posibles cambios que se

produjeran en la capacidad funcional del paciente tras el tratamiento regenerativo.
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3.2 Estudios clinicos

La evaluacion clinica se basa en la clase funcional de la NYHA y se establecio
claramente en todas las fases del estudio. Los pacientes en clase funcional | no presentan
sintomas atribuibles a enfermedades del corazon, los de la NYHA clase I, 11l o IV presentan
sintomas leves, moderados o graves respectivamente.

Ademas, la capacidad de ejercicio, fue evaluada mediante el consumo maximo de
oxigeno (VO2) en ml/kg/min, que se determiné antes del tratamiento, a los 3 meses y un afio
después. La prueba de esfuerzo se realiz6 mediante tapete rodante Marquette Case 8000
system (GE Healthcare, Burr Ridge, Illinois, USA), utilizando el protocolo de Naughton, de
conformidad con las directrices*2. El intercambio de gases respiratorios durante el esfuerzo
maximo se obtuvo con la estacion de pruebas ergoespirometria (Oxycon Pro / Delta, Viasys
Healthcare, Hochberg, Alemania). Las mediciones se obtuvieron y se expresaron en valores
absolutos y como un porcentaje de los valores tedricos calculados para la edad y el area de
superficie corporal. También se registrd el tiempo maximo de ejercicio, siendo considerado

como otro parametro funcional.
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3.3 Estudios ecocardiograficos de la funcion ventricular

En todas las condiciones (inicial, 3 meses y al afo), se efectuaba un estudio
ecocardiogréafico completo (Philips iE33, Philips Ultrasound, EE.UU), con adquisicion digital
de imégenes bidimensionales del ventriculo izquierdo de, al menos, 3 ciclos cardiacos en las
proyecciones apical de 4 y 2 cdmaras, asi como paraesternal, a nivel basal, medio y apical. En
todos los casos, se optimizaba el sector de exploracion y la profundidad del campo para
obtener una frecuencia de, al menos, 60 iméagenes por segundo y se utilizaron
ecopotenciadores inyectados por via intravenosa para optimizar la definicion del borde
endocérdico y conseguir una adecuada visualizacion. Las imagenes grabadas se enviaban a

una estacion de trabajo para su posterior analisis.

Figura 14.- Estudio ecocardiogréafico en las proyecciones apical de cuatro y dos caAmaras. Célculo

de los volimenes y de la FEVI con ecocardiografia bidimensional sin contraste ecocardiografico intravenoso

(A) y con contraste (B).
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Si existia insuficiencia mitral, ésta se estudiaba mediante doppler color y doppler
continuo y su grado se cuantificé desde | a IV. Para definir cada grado de regurgitacion
mitral, se siguieron las recomendaciones de la Sociedad Americana de Ecocardiografia''®.

Dos expertos ecocardiografistas, que desconocian la condicion de estudio, midieron

los volumenes ventriculares y la fraccion de eyeccion, utilizando el método de Simpson

biplanar, y cuantificaron el grado de insuficiencia mitral.
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3.4. Cateterismo cardiaco diagndstico y terapéutico

En este estudio se realizaron 3 cateterismos, en el primero de ellos se realiz6 un
estudio hemodindmico izquierdo completo, con fines diagndsticos, para registrar la presion
sistémica y la telediastolica, asi como la realizacion de al menos una ventriculografia

izquierda y angiografia coronaria para descartar enfermedad coronaria.

Posteriormente se realizd6 un nuevo cateterismo para la infusién intracoronaria de

células.
Después se retird el introductor femoral y se efectud el cierre de la puncién arterial
con un dispositivo Angioseal® de 6 F. A los 6 meses de seguimiento se realizd un nuevo

estudio hemodinamico en condiciones idénticas al estudio basal.
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3.4.1 Estudio de funcion ventricular izquierda mediante angiografia

El estudio de funcidn ventricular se realizé en la condicién basal y a los 6 meses del
seguimiento.

En ambas condiciones del estudio practicamos al menos una ventriculografia
izquierda en proyeccion oblicua anterior derecha de 30 grados. La ventriculografia izquierda
se realiz6 con un catéter pigtail de 6 F. Se inyectaron 40-50 ml de contraste no i6nico a una
velocidad de 18 ml/seg. Durante cada ventriculograma de estudio, se intentd obtener un latido
sinusal y otro postextrasistélico* para un posterior anélisis, con vistas a estudiar la reserva
contractil del ventriculo izquierdo. Los latidos postextrasistolicos se obtuvieron mediante la
induccion de latidos prematuros con el propio catéter, una vez obtenido un ciclo cardiaco
sinusal bien opacificado. En todas las ocasiones, el intervalo R-R’ del latido prematuro
inducido y el R’-R de la pausa post extrasistélica fueron registrados y medidos.

Se evalu6 la competencia de la véalvula mitral y el grado de insuficiencia cuando
estaba presente, clasificando su severidad de I a IV.

Las mediciones y calculos se realizaron off line en nuestro propio laboratorio por dos
angiografistas expertos, desconocedores de las caracteristicas del estudio, que dibujaron las
siluetas telediastélica y telesistolica mediante el sistema CASS. Se calculo la fraccion de
eyeccion, los volimenes ventriculares, y se efectud un analisis de la motilidad regional de la

pared. Se utilizé el método de Sheehan et al'*®

para el estudio de asinergia, dividiendo las
siluetas superpuestas en 100 radios de acortamiento sistolico de la pared, desde telediastole a

telesistole. EI segmento de contraccion anormal (SCA) fue definido como el porcentaje de

101



Material y Métodos

radios que mostraban aquinesia o disquinesia. EI nimero de radios afectados se definié como
la suma de radios aquinéticos, disquinéticos e hipoquinéticos. Asi, se observd de forma
seriada el comportamiento del miocardio tras el tratamiento, lo que permitié evaluar la
posible respuesta. La evolucion seriada de la reserva contractil se valor6 mediante el analisis
de la potenciacién postextrasistélica. La recuperacion funcional se definié como la ganancia
en la fraccidn de eyeccidn, la reduccion del nimero de segmentos de contraccion anormal y

del numero de radios afectados entre la situacion basal y la del seguimiento.
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Figura 15.- Ejemplo analisis angiografico donde se dibuja la silueta ventricular
telediastolica y telesistolica superpuestas y divididas en 100 segmentos, lo que nos
permite saber el volumen telediast6lico, volumen telesistélico, fraccion de eyeccion,
segmentos de contraccion anormal y nimero de radios afectos.
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3.4.2 Estudio vascular: medicion de reserva coronaria

Se utilizd el sistema Flow-map® (Cardiometrics; Mountain View, California, Estados
Unidos) para medir la velocidad intracoronaria, asi como el flujo de reserva coronaria
(CFR)®. Los estudios de reserva coronaria se realizaron siempre antes de la infusién celular
y a los 6 meses de seguimiento. En cada arteria, se introduciria una guia doppler
intracoronaria de 0,014 pulgadas, cuya punta se ubica en el tercio proximal de su recorrido
epicardico, registrandose velocidades de flujo de forma continua. El pico de velocidad se
registro tanto en situacién basal como tras la administracién de un bolo intracoronario de 60
Hg de adenosina para la arteria coronaria izquierda y 40 pg para la derecha (figura 16). La
CFR fue calculada como la relacion entre la maxima velocidad de flujo tras la inyeccion de
adenosina y la velocidad de flujo basal. La recuperacion funcional de la microcirculacion fue

definida como la ganancia en CFR entre la fase aguda y el sequimiento.

14:18:53
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APV : 50

DSVR:1.2

BASEL INE

APV:17
DSVR:1.1
B . 5
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I TRAS ADENOSINA

PERK 14:18:26

Figura 16. Reserva coronaria de flujo obtenido de la razon de la velocidad pico en condiciones

basales y tras adenosina
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3.5 Obtencion y preparacion de células madre

Cuatro horas antes del cateterismo en el que se administra la suspension celular, se
procede a la obtencidn de la muestra de medula 6sea aut6loga. El procedimiento de obtencion
se realiza en una habitacion dotada con presion positiva para garantizar al maximo las
condiciones de esterilidad. La médula désea del paciente se obtiene bajo anestesia local, sin
estimulacion previa, mediante aspiraciones repetidas sobre la cresta iliaca posterior, hasta
alcanzar un volumen aproximado de 100-150 ml de médula, que es recolectada en una bolsa
de transferencia conteniendo solucion ACD-A como anticoagulante en una proporcion de 1:5
del volumen de médula dsea.

El procesamiento de la médula dsea consiste Unicamente en la eliminacion de plasma,
hematies y granulocitos, obteniéndose exclusivamente Células Mononucleadas (CMN)
(Figura 17).

El procedimiento se realiza mediante una centrifugacion en gradiente de densidad
sobre Ficoll-Hypaque densidad 1077, en una procesadora de células semiautomatica COBE-
2991. La suspension de CMN obtenida se somete a dos lavados con albimina humana al 4%
en la misma maquina con el fin de eliminar el Ficoll. Tras los dos lavados, las células son
sometidas a una ultima centrifugacion destinada a reducir el volumen de la suspension
celular, y finalmente son resuspendidas en 10 ml de CINa al 0.9% con 1% de heparina libre
de preservativo. Una vez filtradas a través de un filtro de 150y, con el fin de eliminar posibles

microagregados, seran distribuidas en dos-tres jeringas destinadas a la arteria descendente
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anterior, a la coronaria derecha y/o circunfleja en funcion de la dominancia coronaria del

paciente, a través de la cual se inyectaran en el catéter.

1.04
1.05 — Plasma
Lymphocyte — 1.08 L Monocyte
O+t |
Basophil .0 — 1.06—] @Nwl e 1L77gml == | MNCs
. {109 -J T '
Eosinophil Q | . H
1.10— Ficoll
111 4 C:) Erythrocyte
1.12= Myeloid cells
Density (g/mi) RBCs

20 min 1700 rpm

Médula 6sea autdloga para infusion intracoronaria

Procedimiento

Extraccion de 100-150 ml de Centrifugacion en gradiente de Reduccidén de volumen
meédula dsea densidad sobre Ficoll final a 10 ml

Figura 17. Procesamiento médula 6sea
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La suspension celular final se transporta en condiciones de esterilidad por personal
sanitario hasta la Unidad de Hemodinamica para su inmediata administracion al paciente.
Toda la manipulacién se realiza bajo estrictas condiciones de esterilidad en cabina de flujo
laminar ubicada en el Laboratorio de Terapia Celular que dispone de aire filtrado mediante
filtros HEPA.

Ademas se obtienen muestras de las células madre infundidas a los pacientes para un
posterior estudio in vitro: recuento celular, viabilidad, capacidad migratoria de las mismas y

control microbioldgico.
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3.6 Infusién intracoronaria de células madre

A los pacientes se les realiz6 ventriculografia izquierda y angiografia coronaria para
determinar la fraccién de eyeccion basal y descartar afectacion coronaria antes de la infusién.
La infusidn selectiva en cada arteria se lleva a cabo a través de un microcatéter colocado en el
segmento proximal de cada arteria coronaria. Cada infusion intracoronaria se prolongo
durante dos-cuatro minutos, sin condiciones de flujo estancado y con un control estricto de la
presion sistémica, los cambios electrocardiograficos y el ritmo cardiaco. Nunca durante o

después de la infusion celular, se inyectd contraste para opacificar las arterias coronarias.

La suspension celular se administrard en un volumen constante de 10 ml de suero
salino al 0,9% de uso farmacéutico habitual, sin ningun otro aditivo, en 3-4 minutos,

distribuidas en funcion de la dominancia coronaria.

Tras la infusion celular, el paciente pasa a planta de hospitalizacion donde se le
monitoriza por electrocardiografia para detectar posibles cambios o arritmias. También se
efectlan determinaciones enzimaticas seriadas en las primeras 24 horas. Tras 48-72 horas de
observacidn clinica se procede al alta domiciliaria con tratamiento médico 6ptimo tal y como
venia realizando y se le seguia estrechamente con Ilamadas telefonicas frecuentes.

Se realizaron dos estudios en régimen ambulatorio, a los 3 meses y al afio de

tratamiento para una nueva valoracion clinica, ecocardiografica y por ergoespirometria.
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A los 6 meses de tratamiento, el paciente ingresé nuevamente como ya hemos
indicado para un estudio clinico idéntico al realizado en condiciones basales, asi como un
posterior estudio hemodinamico, en el que se repetian los estudios funcionales con idéntica
metodologia.

Los pacientes supervivientes, en nuestro caso, la serie completa, continlan seguimiento

clinico indefinido
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3.7 Estudio bioldgico

Se disefid un analisis bioldgico para relacionar la composicion y la funcion de la
médula 6sea con los posibles cambios en la evolucion clinica y funcional

Para ello, se obtuvieron alicuotas de la suspension de CMNMO infundida para
determinacion del inmunofenotipo celular mediante citometria de flujo con tres colores. Las
células se marcaron con anticuerpos monoclonales unidos a ficoeritrina-cianina-5 (PE-Cy5) o
peridina-clorofil-proteina (Per-CP) frente a CD34 humano (BD Biosciences, San José,
Estados Unidos), y los siguientes anticuerpos monoclonales marcados con fluoresceina
isotiocianato o ficoeritrina: CD38, CXCR4, CD31, CD146, CD45 (BD Pharmingen, San
Diego, Estados Unidos), CD133 (Miltenyi Biotec, Auburn, Estados Unidos), CD90,
VEGFR2 (R&D Systems, Minneapolis, Estados Unidos), HLA-DR y CD117 (BD
Biosciences) en un citometro de flujo FACSCanto con doble laser mediante el Cell-Quest
software (Becton Dickinson, San José, Estados Unidos). Al menos 2.000 eventos se analizan
por cada marcador.

Para el cultivo in vitro de células progenitoras endoteliales las células se
resuspendieron en medio EBM-2 (Cambrex Bio Science, Walkersville, Estados Unidos) con
el 20% de suero bovino fetal a una concentracién de 1 x 10° células/ml y se cultivaron en
placas pretratadas con fibronectina (BD Biosciences Labware, Bedfor, Estados Unidos) con
cambio de medio cada 48 h durante 2 semanas, transcurridas las cuales las colonias formadas
por las células progenitoras endoteliales se cuantificaron mediante recuento en microscopio

invertido.
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El analisis funcional de la capacidad quimiotactica de las células infundidas se
practico en una cdmara de Boyden modificada (BD Biosciences Labware) de la siguiente
forma: la camara superior de una placa de 24 pocillos Transwell con membrana de Matrigel
de 6,5 mm de diametro y poros de 8 umol se cargo con 5 x 104 CMNMO vy la parte inferior
de la camara, con EBM-2 + stromal derived growth factor-1 (SDF-1, 100 ng/ml, R&D
Systems), o con EBM-2 + vascular endothelial growth factor (VEGF, 100 ng/ml, R&D
Systems) o con medio solo. Las placas se incubaron a 37 °C, con el 95% de humedad y el 5%
de CO2 durante 24 h, una vez transcurridas y tras observacion bajo un microscopio invertido

con sistema de recuento automatico por campos, se calculo el porcentaje de células migradas.
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3.8. Estudio estadistico

Los datos se expresan como media + desviacion estandar. Las diferencias entre las
proporciones fueron estudiadas mediante la chi cuadrado o la prueba exacta de Fisher, segun
corresponda. Pruebas no paramétricas se utilizaron (Wilcoxon para datos apareados y la
prueba de U de Mann-Whitney para datos independientes) para comparar los valores de
medias.

Las diferencias entre las 3 etapas de los parametros no invasivos en el mismo paciente
se analizaron mediante una prueba no paramétrica para k muestras relacionadas (prueba de
Friedman). La correlacion lineal entre las variables cuantitativas se analiz6 mediante la
prueba de Pearson. Los valores de p <0,05 se considero estadisticamente significativo.

Para el analisis estadistico se ha utilizado el programa SPSS  version 18.0.
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4.- RESULTADOS

4.1.- Hallazgos clinicos y de laboratorio

Los 27 pacientes seleccionados tenian una edad media de 53 + 12; 20 eran varones y 7

mujeres. Los datos basales quedan resumidos en la Tabla 2.

TABLA 2. Datos basales (n=27)

Edad (afios) 53+12

Varones 20 (74%)

Factores de riesgo
- Diabetes 7 (26%0)

- Hiperlipemia 12 (44%)
- Colesterol total (mg/dl) 174 +40

- LDL colesterol (md/dl) 106 + 26

- HDL colesterol (md/dl) 34+ 11

- Triglicéridos (md/dl) 155 + 106
- Hipertension 10 (37%)
- Fumadores 13 (48%)
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Grado funcional

11— 17 (63%)

I — 9 (33%)

IV — 1 (4%)

BCRIHH 13 (48%)
HBAIHH 2 (7%)
Insuficiencia mitral no severa 12 (44%)
BNP (pgr/ml) 403 £ 417
FE Simpson 27+ 7
Volumen diastolico 178 + 63
Volumen sistolico 131+ 55
FE angiografia 28+9
Volumen telediastolico 161 + 64
Volumen telesistolico 118 £ 56

Dominancia coronaria

Izquierda — 25%

Balanceada — 60%

Derecha—11%

BCRIHH: Bloqueo completo rama izquierda haz de his; BNP: Péptido Natriurético Atrial;
FE: Fraccion de Eyeccion; HBAIHH: hemibloqueo anterior izquierdo
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Todos los pacientes se encontraban con el tratamiento médico 6ptimo al menos 12

meses antes de su inclusion en el estudio.

La dosis total de células a administrar no esta establecida en la literatura. De acuerdo
con nuestra propia experiencia y los datos publicados en cardiopatia isquémica, la
administracion de la totalidad de las células mononucleadas obtenidas a partir de 100 ml de
médula 6sea representa entre 5 X10° y 7X10° células totales. En nuestra serie de pacientes, en
una suspension de 10 ml de células madre, se infunde una media de 10,2+2,9X10° células
mononucleares de médula 6sea autdloga, distribuidas de la siguiente manera en funcion de la

dominancia coronaria:

En 16 de los pacientes (59%), se infundié 50% en arteria descendente anterior,

25% en arteria circunfleja, 25% en coronaria derecha.

— En 6 pacientes (22%) con dominancia izquierda, se infundié el 50% en arteria
circunfleja y 50% en DA.

— En 4 pacientes (15%), con dominancia derecha, se infundié 50% en arteria DA
y 50% en arteria coronaria derecha

— En un paciente con codominancia, se infundié 33% en cada una de las arterias

coronarias

El nimero de células infundidas que expresaban cada uno de los fenotipos estudiados
mediante citometria de flujo y sus caracteristicas funcionales en cuanto a migraciéon y

formacion de colonias endoteliales quedan reflejadas en la Tabla 3.
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TABLA 3. Caracteristicas de las células infundidas

NuUmero de celulas infundidas Media+DS Basal
Células mononucleadas (x10°) 10.2+2.9
CD34+ (x10% = marcador de pluripotencialidad 40.4+23.6
CD34+/CD117+ (X106) 20.6+15.4
CD133+ (x10°) 22.8+15.3
CD34+/CD38+ (x10°) 9.9+11.8
CD34+/CXCR4+ (x10° 1.9+2.8
CD90+ (x10°) 1.3+1.3
Células rojas contaminantes (x10°) 0.49+0.23
Hematocrito (%) 0.42+0.2
Caracteristicas funcionales

Migracion especifica a VEGF (x10°) 5.8+2
Migracion especifica a SDF-1 (x10°) 6.3+.2.1
Frecuencia de CFU-EC (x10°) 8.2+13.9

CFU-EC: colony forming unit endotelial cells. DS: Desviacion estandar; VEGF: Factor de

crecimiento endotelial vascular; SDF-1: Stromal cell derived factor.
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No se produjeron complicaciones importantes relacionadas con la transferencia
intracoronaria de células o cualquier otro procedimiento en el protocolo del estudio. Durante
la infusion de la suspension celular en la arteria coronaria derecha, en cinco pacientes se
produjeron episodios de bradicardia e hipotension, que se resolvieron adecuadamente con la
administracion de liquidos y al disminuir la velocidad de infusion, lo que permiti6 terminar el
procedimiento sin complicaciones. No aparecieron arritmias dignas de mencion o signos de
dafio miocéardico durante las siguientes 24 horas (pico de troponina | medio 0,03 + 0,04 ng /

ml). Todos los pacientes recibieron el alta con tratamiento médico y seguimiento estrecho.

Durante el seguimiento de mas de 1 afio, s6lo un paciente reingreso en dos ocasiones
por la descompensacion de su insuficiencia cardiaca. Los 26 pacientes restantes
evolucionaron con mayor frecuencia a una mejor clase funcional. La figura 18 muestra la

evolucion de la clase funcional de la NYHA en nuestros pacientes.
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Evolucion del GF

Baseline 3 months

Grade I

Grade II

Grade III

Grade 1V

Figura 18.- Evolucion del grado funcional

Al seguimiento, ningin paciente deterior6 su grado funcional basal, 8 pacientes
mantuvieron su grado funcional basal (6 en grado funcional 11y 2 en grado funcional 111) y
19 pacientes mejoraron con respecto a su condicion basal (11 pasaron de grado funcional 11 a
grado funcional | y cuatro de grado funcional Il a grado funcional I, tres pacientes pasaron
de grado funcional 11l a grado funcional Il y el Gltimo paciente paso de grado funcional 1V a

grado funcional I).
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Esta mejoria clinica frecuentemente se asocié a una reduccion significativa en los niveles
circulantes de BNP durante el seguimiento, basal 403+ 417, a los 3 meses 129+ 169 y al afio

122 + 190 pg/ ml (p <0,05). (Figura 19)

Figura 19.- Evolucion BNP al seguimiento
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4.2. Hallazgos ecocardiogréaficos y ergoespirometria

La Tabla 4 muestra la evolucion observada en los pardmetros no invasivos. La

capacidad de ejercicio mejor6 en la mayoria de los pacientes, asi como el consumo pico de

oxigeno y el tiempo de ejercicio. También hubo mejoras significativas en los volumenes

ecocardiograficos del ventriculo izquierdo y de la fraccion de eyeccion, lo que sugiere un

remodelado favorable del ventriculo despues de la terapia celular.

TABLA 4. Hallazgos ecocardiograficos y ergoespirometria

Basal 3 meses 1 afio p
Volumen diastdlico (ml) 178+63 161460 176+78 ns
Volumen sistélico (ml) 131455 107147 112465 0.05
Fraccion de eyeccion (%). Simpson 27+7 35411 38111 0.001
Consumo de O2 pico (ml/min/Kg) 2015 2114 2245 0.16
% 02 méximo teorico 7317 7716 83+18 0.04
Umbral de anaerobiosis 1645 1645 1746 ns
Tiempo total de ejercicio 1145 15+4 15+3 0.002
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Fraccion de eyeccion (ecocardiograma)

p<0.001

1

3 meses 1 aifio

Figura 20.- Evolucién ecocardiografica de la funcion ventricular

VTD-I (ecocardiograma)

1

3 meses 1 afio
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VTS-I (ecocardiograma)

p<0.05

3 meses

Figuras 21 y 22.- Evolucion ecocardiografica de los volimenes ventriculares.

VTD: volumen telediastélico. VTS: volumen telesistolico
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Ademaés, hubo una reduccidn en el grado de insuficiencia mitral, cuando esté presente,
tal como se evalué mediante el analisis por eco-Doppler. La figura 23 muestra los cambios

observados en el grado de insuficiencia mitral a traves del estudio ecocardiogréafico.

No

Grade 1

Grade II

Grade III

Figura 23 .- Reduccion del grado de insuficiencia mitral por ecocardiografia a los 3 meses y al afio
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4.3. Hallazgos angiograficos y hemodindmicos

La tabla 5 muestra la evolucion observada en los parametros hemodindmicos y
angiogréaficos evaluados. Todos los pacientes sobrevivieron al procedimiento y ningun
paciente presentd complicaciones derivadas del cateterismo cardiaco, tanto en la fase aguda

como en el seguimiento.

TABLA 5. Hallazgos angiograficos y hemodindmicos

Basal 6-meses p

PTDVI (mmHg) 1748 1549 0.21
DA 2.6+0.8 2.5+0.4 ns
CFR Cx 2.3+0.6 2.7+1 ns
CD 2.5+0.8 2.8+0.8 ns

VTDVIi (ml/m?) 161+64 144+48 0.001

VTSVIi (ml/m?) 118+56 93+42 0.001

Sinusal Fraccion de eyeccion (%) 28+9 37+11 0.003

SCA (%) 15+14 8+11 0.001

% de radios afectos 55+16 43+22 0.04

VTDVIi (ml/m?) 176462 164+59 0.001
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VTDVIi (ml/m?) 107453 84+42 0.001
POSt-PVC | Eraccion de eyeccion (%) 41+1 50+12 0.01
SCA (%) 5+9 2+4 0.12
% de radios afectos 36122 2317 0.25

CFR: reserva de flujo coronario; PTDVI: presion telediastdlica del VI; PVC: latido ventricular prematuro;
SCA: segmentos de contraccion andmala; VTDVI: volumen telediastolico del VI; VTSVI: volumen
telesistolico del VI;

A los 6 meses de seguimiento hubo una reduccion significativa de los voliumenes del
ventriculo izquierdo y un aumento en la fraccion de eyeccion que se correlacionaron con los
cambios ecocardiograficos observados. La ganancia media de la fraccion de eyeccion (9,4 +
9,9%), estaba de acuerdo con una reduccién del porcentaje de radios afectos (reduccion
media de los radios hipoquinéticos del 12,9 + 20%) y una reduccidén de los segmentos

acinéticos, cuando estan presentes en el estudio basal (media reduccion de los segmentos de

contraccion anormal 7.1 + 9.4%).
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Fraccion de eyeccion (angiografia)

p<0.003

Figura 24.- Evolucién angiografica de la funcion ventricular

VTD-I (angiografia)

p<0.001
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VTS-I (angiografia)

p<0.001

6 meses

Figuras 25y 26.- Evolucion angiografica de los volimenes ventriculares.

Cuerdas hipokinéticas

b6 meses

Figura 27.- Evolucién angiogréafica del nimero de cuerdas hipoquinéticas
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p<0.001

b meses

Figura 28.- Evolucién angiografica de los segmentos de contraccion anormal

Este aumento de la fraccion de eyeccion fue significativamente mayor en los
pacientes con una fraccion de eyeccion mas baja (<25%) al inicio del estudio (16 £8 vs 6+
9%, p <0,01). En la figura 29 se muestra la evolucién en la ventriculografia en un paciente

con una mejora significativa en la funcién ventricular izquierda.
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BASAL

SEGUIMIENTO

Figura 29.- Ventriculografia basal y al seguimiento. A los 6 meses se objetiva un incremento

de la FE con una disminucién del volumen telesistélico
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La reserva contractil del wventriculo evaluada mediante la potenciacion
postextrasistolica, también mejord proporcionalmente 6 meses después de la terapia celular,
dado que la fraccion de eyeccion postextrasistdlica experimento un aumento significativo en

el seguimiento (8.9 + 13,7%). Figura 30

Fraccion eyeccion postextrasistolico
(angiografia)

p<0.01

6 meses

Figura 30.- Evolucién angiografica de la fraccion de eyeccidn postextrasistdlica

Sin embargo, no se observaron cambios en la velocidad de flujo méaxima por Doppler

ni en la reserva de flujo coronario de las tres arterias coronarias en el seguimiento realizado a

los 6 meses. La media de la reserva de flujo coronario fue normal en las tres arterias en la

132



Resultados

determinacion basal (arteria coronaria derecha, 2.5+0.8; arteria descendente anterior
izquierda 2.6x£0.8 y la arteria circunfleja 2.3£0.6). A los 6 meses de tratamiento, la reserva
de flujo coronario de las tres arterias se mantenia inalterada (2.8+0.8; 2.5£0.4 y 2.7+1,

respectivamente).

Doce pacientes (44%) tenian algin grado de insuficiencia mitral angiogréfico antes
del tratamiento. Seis meses después de la terapia celular, ocho de ellos mostraron una
reduccién en el grado de regurgitacion mitral angiografico y Unicamente uno tuvo un
aumento de 1 grado. La Figura 31 muestra graficamente la evolucién observada en el grado
de insuficiencia mitral angiografica. Tendencia similar se observdé también en la

ecocardiografia, a los 3 meses y al 1 afio de seguimiento.

Basal 6 meses

No

Grado I

Grado II

Figura 31.- Reduccién de la insuficiencia mitral angiografica en el seguimiento
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4.4. Factores que influyen en la mejoria funcional

Como ya hemos comentado, el aumento de la fraccion de eyeccién fue
significativamente mayor en los pacientes con una fraccion de eyeccién mas baja (<25%) al
inicio del estudio (16 £8 vs 6+ 9%, p <0,01). Los cambios individuales en la fraccion de

eyeccion se representan en la figura 32.

(%) Fraccion eyeccion

30 .’

20 1 :
10
B Respondedores
0 ’ Mo respondedores -- - - --

Baseline & month

Figura 32.- Cambios individuales en la fraccién de eyeccion
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Al analizar los resultados, hubo una clara distincién entre dos grupos de pacientes: 21
de ellos (78%) tuvieron una mejoria significativa a los 6 meses tras el tratamiento, (promedio
de aumento de 14 = 7%), mientras que seis no tuvieron respuesta 0 empeoraron (ganancia

media -5£3%).

Ganancia Fraccion eyeccion

p<0.001

Responder = No responder

Figura 33.- Ganancia fraccion de eyeccion en respondedores y no respondedores
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Ganancia FE post-PVC

p<0.05

Responder umNo responder

Figura 34.- Ganancia fraccion de eyeccion en respondedores y no respondedores en latido
postextrasistélico

El primer grupo podria ser considerado como respondedores a la terapia celular y el
segundo como no respondedores. A pesar de que el segundo grupo de pacientes fue
pequefio, se analizaron los posibles factores asociados con la respuesta. La tabla 6 muestra el

analisis univariado.
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TABLA 6. Analisis univariado

No
Respondedores | respondedores p
(n=21) (n=6)
Edad (afios) 51+12 6219 0.04
Colesterol total (mg/dl) 171+41 184+36 0.46
3249 42+15 0.06
HDL colesterol (mg/dl)
15 (71%) 5 (83%) 0.50
Género Masculino (%)
6 (29%0) 1(17%) 0.62
Diabetes (%0)
6 (29%0) 4 (67%) 0.15
Hipertension (%o)
11 (52%) 2 (33%) 0.61
Fumadores (%0)
28+10 29+4 0.47
Fraccion de eyeccion basal (%0)
9.66+2.47 11.99+3.77 0.08
Células mononucleares infundidas (x10°)
4.4+1.2 6.9+1.5 0.002
Migracion celular (células x10°)
5.38+1.66 8.1+2.3 0.009
Migracion a VEGT (células x10°)
5.8+1.7 8.4+2.9 0.02
Migracion a SDF-1 (células x10°)

HDL.: Lipoproteinas de la alta densidad. SDF-1: factor 1 derivado de células del estroma. VEGT: factor de
crecimiento endotelial vascular.

Los datos se expresan en forma de n(%) o media + desviacion estandar.
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Como puede verse, los respondedores eran mas jovenes (51+12 vs 62+9; p<0,04),

(Figura 35)

Responder No responder

Figura 35.- Edad de los pacientes en funcidn de su respuesta funcional

Como era de esperar, la clase funcional a los 6 meses fue mejor en los respondedores.
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Adicionalmente, el aumento de la fraccién de eyeccion se correlacioné de forma
inversa con el nivel basal de colesterol HDL (r =-041, p <0,03) lo que sugiere una mayor
ganancia funcional con niveles bajos de c-HDL. De hecho, el c-HDL fue significativamente
menor en aquellos pacientes con un mayor aumento en la fraccion de eyeccion (> 10%), (30

+8 vs 40 + 10 mg/dl: p <0,01). Figura 36

HDL {mg/dL}
0

-10 -3 8 1 13 20
EF gain (%)

Figura 36.- Relacidn entre los niveles de HDL colesterol y fraccion de eyeccion
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Por otro lado, el c-HDL basal también se correlaciona inversamente con la proporcion

de CD34+ /CD117+ del total de células infundidas (r =- 0.41, p <0,05). Figura 37

r=-0.41

HDL {mg/dL)

p= 0,05
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Figura 37.- Relacién entre colesterol HDL y namero de células CD34+/CD117+
La capacidad migratoria de las células infundidas fue significativamente inferior en el

grupo de respondedores en comparacion con los no respondedores (5.4+1.7x108 vs 8.1+2.3

x10®, p<0.009 para VEGF y 5.8+1.7 x10°® vs 8.4+2.9 x108; p<0.002 para SDF-1).
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Por ultimo, la ganancia en el nimero de cuerdas hipocinéticas se correlacion6 de
forma significativa con el porcentaje de CD34+/HLA-DR- presente en la infusion celular (r
= 0,52; p <0,02), lo que sugiere que la mayor cantidad de células inmaduras infundidas
influye de forma favorable en la ganancia funcional. Estos hallazgos inesperados pueden ser
el resultado de una posible relacion entre la funcionalidad de la médula 6sea y los niveles
circulantes de c-HDL. Ambos podrian tener una influencia en el grado de recuperacion de la

funcidn ventricular izquierda después de la terapia celular.

Fraccion de eyeccion (latido sinusal)

Seguimiento

Figura 38.- Cambios en la fraccién de eyeccion al seguimiento.

En amarillo se representa el empeoramiento en los pacientes no respondedores.
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Fraccion de eyeccion (latido postextrasistolico)

Seguimiento

Figuras 39 y 40.- Cambios en la fraccion de eyeccion y segmentos de contraccion anormal al

seguimiento. En amarillo se representa el empeoramiento en los pacientes
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Cuerdas hipoquineéticas (latido sinusal)
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Seguimiento

Figura 41.- Cambios en las cuerdas hipoquinéticas al seguimiento.

En amarillo se representa el empeoramiento en los pacientes no respondedores.

143






5. DISCUSION






Discusioén

5.- DISCUSION

La terapia celular contintia siendo un &rea muy activa en el campo de la investigacion,
con resultados iniciales prometedores en el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares.
Sin embargo, aun existen muchos factores desconocidos en la terapia celular, entre los que se
incluyen el mecanismo de accion, los tipos de células que resultan méas eficaces, asi como su

seguridad.

Diferentes estudios experimentales en modelos de conejo y rata con miocardiopatia
dilatada han demostrado un beneficio funcional después de la terapia celular**”*?" En ellos,
aspirados de médula 6sea de ratas isogénicas™’, mioblastos esqueléticos autélogos

cultivados™® o cultivos de células mesenquimales''®*?!

se inyectaron directamente en el
miocardio. Basandose en estos resultados experimentales, los diferentes estudios
clinicos™ %1221 han analizado la seguridad v la eficacia de los diferentes tipos de células en
la terapia de pacientes con miocardiopatia dilatada no isquémica. En 2006, Seth et al*?
fueron los primeros que reportaron una mejoria en la clase funcional de la NYHA, una
disminucion del volumen sist6lico ventricular izquierdo y un aumento del 5,4% en la fraccion
de eyeccion en 24 pacientes con miocardiopatia dilatada tratados mediante infusion
intracoronaria de células mononucleares de médula 6sea autéloga. Durante el seguimiento®

los beneficios funcionales se mantuvieron sin efectos secundarios a largo plazo. También

usando infusién intracoronaria de células mononucleares de médula désea autéloga, Fisher-
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Rasokat et al*® observaron en 33 pacientes, una mejora a los tres meses en la funcién
ventricular global y regional, sin cambios en la reserva de flujo coronario, y una disminucién

significativa en los niveles séricos de BNP un afio después del tratamiento.

Vrtovec et al, en su estudio randomizado de un afio de seguimiento, aleatorizaron a 55
pacientes con MCD idiopatica, FE < 30% en grado funcional > III y con tratamiento médico
al menos los seis meses previos a recibir intracoronariamente, sin oclusion previa del vaso,
células CD34+ de sangre periférica (123+23-10°) movilizadas mediante factores
estimuladores de colonias granulociticas o grupo control, observando a los tres meses en el
grupo tratado tras revision clinica, ecocardiografica y test de los 6 minutos, un aumento del
4,6 % en la fraccion de eyeccion, aumento de la capacidad funcional y disminucion de los
niveles de BNP*%,

En otros estudios'?*'%

tanto las células de sangre periférica como las células madre
mononucleares de médula 6sea obtenidas por aféresis, cultivadas o no, se inyectaron
quirdrgicamente en la pared libre del ventriculo izquierdo, mostrando mejoras en la clase
funcional y en el test de los seis minutos, asi como una leve mejoria en la fraccion de
eyeccion. A pesar de haber realizado inyecciones localizadas, la funcion ventricular izquierda

parece mejorar globalmente'®

. Arom et al, realizaron un estudio con grupo control, en el que
se inyectaron en la pared libre ventricular izquierda, precursores de sangre periférica
cultivada, sin complicaciones, valorando los resultados mediante ecocardiograma, resonancia

magnética cardiaca y test de los 6 minutos, reportando una ganancia en la FE de 4,4 £+ 10,6%,

mejoria en la clase funcional, y disminucion de los niveles séricos de BNP, observandose
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correlacion entre el nimero de células inyectadas y la mejoria funcional, si bien no saben

predecir qué tipo de pacientes se beneficiaran en mayor grado de la terapia*®*.

Sant’Anna et al, reclutaron a quince pacientes con MCD idiopatica y disfuncién
ventricular sistolica severa, FE < 35%, en grado funcional 111/IV de la NYHA, a los que
inyectaron en diez puntos distintos de la pared libre ventricular izquierda 9,6+2,6-10" células
mononucleares de médula 6sea, observando una mejoria relativa de la FEVI de mas del 15%.
Con el objetivo de indagar un poco mas en el mecanismo de accion celular, se estudid
mediante RMN cardiaca previo al tratamiento y a los 3 meses, el engrosamiento sistolico
septal (no tratado) y de la pared libre (tratada), sin encontrar diferencias en la tasa de
engrosamiento sistélico absoluta o relativa entre las dos paredes (p = 0,866 y 1,0,
respectivamente), cuando las células se inyectaron solo en la pared libre del ventriculo
izquierdo. Por tanto, el trasplante de células mononucleares de médula 6sea en la
miocardiopatia dilatada idiopatica puede mejorar la funcién ventricular por un efecto global,
incluso en areas en las que no se inyectaron directamente. Este hallazgo apoya la existencia

de un mecanismo de accion difusa, en lugar de un efecto local*®.

Los pacientes seleccionados para nuestro ensayo clinico tenian en comdn el hecho de
padecer miocardiopatia dilatada idiopatica con disfuncién ventricular severa en tratamiento
médico Optimo, a pesar de lo cual presentaban sintomas de insuficiencia cardiaca. Se trata
pues, de una serie homogénea de pacientes con alto riesgo y dificil tratamiento. En cualquier
caso, el riesgo de mortalidad en estos pacientes es alto, bien por arritmias o bien por el curso

natural de su enfermedad.
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En nuestro estudio de 27 pacientes con miocardiopatia dilatada idiopatica tratados con
infusion intracoronaria de células mononucleares de médula dsea autologa, se demuestra la
factibilidad y la seguridad, ya que no se observaron efectos adversos ni durante el
procedimiento ni al seguimiento y sugiere que dicha terapia podria llegar a producir una
mejora clinica reflejada en su clase funcional y capacidad de ejercicio, asi como la reduccion
significativa en los niveles circulantes de BNP al seguimiento. Ademas, a los seis meses se
observo una disminucién significativa en los volumenes angiogréficos telesistolico y
telediastdlico del ventriculo izquierdo y una ganancia neta media del 9% en la fraccion de
eyeccion, que se correlacionaron con los cambios ecocardiograficos observados. La
evaluacion angiografica seriada de la funcidén ventricular izquierda demuestra mejoras
significativas de los parametros de la funcién ventricular global, observados no sélo en los

latidos sinusales, sino también en los latidos postextrasistélicos.

En cuanto a la capacidad de reserva coronaria, a diferencia de lo que ocurre en los
infartos agudos de miocardio, no existe compromiso de la microcirculacion, y por tanto los

valores basales son normales, y no se modifican al seguimiento.

La ganancia neta media del 9% en la fraccion de eyeccion observada en nuestros

%% en los que se

pacientes contrasta con los valores menores observados en otros estudios
efectud de forma similar infusion intracoronaria de células en pacientes con miocardiopatia
dilatada idiopatica (Tabla 7). En ellos se describe una reduccién significativa del volumen
telesistolico del ventriculo izquierdo y de los niveles del BNP al seguimiento, sin cambios

sobre el volumen telediastolico ni sobre la capacidad de reserva coronaria.

150



iscusion

D

*opJainbzi ojnouuas uooaka ap upoely 134 "45D-DJod sopezIAOLW

eaugysad aiBues 3p +4£ a0 SEIN|3D:9dS 'sopenynd edalad 3uBUBS 3p 53|BIP10PUD S3105INJ31d (dSd ‘ES0 BINPIW AP S3JEI[INUOUOL SBIN|ZD NG

6 €+ 01

b TT+LE 6+8C ELIBUOIOIRIIU] 9 ECHOF I oN aliz5 el)son
e
5'r L'9¥T'0E T'5¥9°5¢ ELIEUOIOJEIIU] E0FETT ETO0FETT ads 15 ‘B3 J9A0UA
6'8 TSTFr'8T ETTF5'61 EJPJEIOILUEIU| -- 97'0%96'0 Jwg ON *|E 12 BUUY JUES
't 'OTFEST SOF6'ET E2|PJEIOILUBIU| -- 9E"0FEE"0 dSd 15 ‘| 12 woly
(45 S'TTHF EE 6'0T+C'0€ ELIEUOJODEIIU] - SE'TT6S'T JN4 ON WD2a-IHVIdOL
65 BTTF'8T £'8757TC ELIEUOIOJEIIU] ST¥T 96°0789°T JN4 15 ey 028V
(%) 3depueven | (5] jeuy 34 (%) 1eseq3d | ugpensiuwpeelp | (0Tx) sepipunjul | (;o1x) sepipunjui | ejnj30 [o1quod
BI2UI3)3Y
+EQD SEIN|ZD se[n|a) odip odnig

YIILYdOIdI VAv.1Ylid VILYdOIad IOl N3 HY1N13D VidYYH3l 3d SOIdNLS3 S3LN3Y341a - £ vigvL




Discusién

Varias razones podrian explicar estas diferencias. Por un lado, en el estudio
TOPCARE-DCM® tras la infusién intracoronaria de las células mononucleares, repitieron de
forma sistematica la angiografia coronaria para comprobar la permeabilidad del vaso, lo que
pudo influir negativamente en la capacidad de diferenciacion y/o anidamiento de los
progenitores hematopoyéticos. Por otro lado, el nimero total de células CD34+ infundidas
directamente en nuestro estudio es casi 20 veces mayor que el publicado previamente.

Apoyando estos datos, se ha observado que los factores de riesgo cardiovascular, se
correlacionan inversamente con el nimero de células CD34/KDR+ circulantes y la respuesta
migratoria celular. En un estudio observacional en el que incluyeron a mas de 500 pacientes
con un seguimiento de doce meses, el nimero de células progenitoras CD34+/KDR+, se
correlacionaba inversamente con la muerte por causas cardiovasculares, eventos
cardiovasculares mayores, revascularizacion y hospitalizaciones**’.

Ademas, los sujetos con mayor riesgo de eventos cardiovasculares tenian mayores tasas de
senescencia en estudios in-vitro de células progenitoras que los que tienen menor riesgo

cardiovascular*?®.

Una mayor concentracién de progenitores infundidos localmente en el miocardio

podria jugar un papel primordial en proporcionar mejores respuestas funcionales al

|129

seguimiento. En estudios experimentales con ratas, Schuster et al™~ observaron que un

aumento del numero de angioblastos circulando en la zona resultd en una neovascularizacion
dosis-dependiente, con desarrollo de capilares de un tamafio progresivamente mayor.

130
|

Hoffmann et al™™" monitorizaron el anidamiento miocardico y la biodistribucion de células
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madre tras la inyeccidn terapéutica en pacientes con 1AM, demostrando que una pequefia
fraccion de células trasplantadas con infusion intracoronaria anidaron en el miocardio,
mientras que no se detectaron células anidadas tras la infusion intravenosa de células
marcadas. Por tanto, el nimero y tipo de células infundidas y la via de administracion
pudieran jugar un papel importante. Ademas del numero de células infundidas, parece
adquirir una importancia capital el método de adquisicion y preparacion de las células, ya que

pueden influir en la capacidad regenerativa de las mismas.

Sin embargo, en nuestra serie, la ganancia en la fraccion de eyeccion tras la terapia de
células varié entre los pacientes. En algunos de ellos, la mejora funcional resulta clara
(Figura 33-34), mientras que otros no muestran cambios funcionales o incluso empeoran su
fraccion de eyeccidn, siendo los respondedores significativamente mas jovenes. Sabemos que
la edad puede influir en la funcionalidad de la médula ésea. Con la edad, el contenido de
grasa de la médula 6sea es mayor y el envejecimiento también disminuye la poblacién de
células madres y las unidades formadores de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CFU)
en la médula 6sea, asi como las células CD34 +, KDR +, CD133 vy los niveles sanguineos de

SDF-1y IGF-1%%,

Curiosamente, a las 24 horas, la capacidad migratoria de la suspensién celular a
VEGF y SDF-1, fue significativamente inferior en los respondedores. Las células de médula
6sea que pueden migrar a lo largo de un gradiente de VEGF en 24 horas son casi todos los
progenitores maduros, mientras que las células madres inmaduras realmente necesitan varios

dias para migrar. Por lo tanto, la ganancia en la fraccion de eyeccion también parece estar

153



Discusién

relacionado con una menor capacidad de migracion de la suspension de células, con un

% también

mayor porcentaje de células inmaduras infundidas. Fisher-Rasokat et al
observaron una correlacion inversa significativa, entre el grado de recuperacion de la
hipocinesia ventricular izquierda y la funcionalidad de las células infundidas, medida por su
capacidad de formacion de colonias. Estos hallazgos podrian implicar un mayor efecto de la
suspension celular cuando hay una mayor proporcion de células no diferenciadas sin
capacidad migratoria o de formacién de colonias hematopoyéticas. Observaciones similares

se observaron en pacientes con infarto de miocardio cronico tratados con infusion

intracoronaria de células mononucleares de médula 6sea®.

Ademas, se observO una correlacion inversa entre la ganancia en la fraccion de
eyeccion y los niveles de HDL séricos basales, lo que sugiere una mayor ganancia con los
niveles de HDL bajos. En nuestro estudio, los niveles basales de HDL también se
correlacionan inversamente con el nimero de progenitores inmaduros CD 34 +, CD 117 + de
las células infundidas. El papel de los niveles de HDL circulantes parece estar siempre en
crecimiento. In vitro, el crecimiento celular y la formacién de colonias se inhiben en HDL

suplementado con suero **

. In vivo, HDL es bien conocido por promover el eflujo de
colesterol desde las celulas espumosas, y por sus propiedades anti-inflamatorias y anti-
aterogénicas*****. HDL contribuye a las caracteristicas antioxidantes, vasodilatadoras y
antitromboticas y modula la activacion de las plaquetas'® e incluso juega un papel en el

sistema inmune*3®

. Ademas, los niveles de HDL en plasma estan relacionados con el nimero
de células progenitoras endoteliales circulantes'®”. Tso et al ** sugieren un papel de HDL en

la promocion de la reparacion mediada por células progenitoras endoteliales. De hecho,
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niveles bajos de HDL son un predictor independiente de la disfuncion endotelial ***. A nivel
de la médula 6sea, HDL es conocido por suprimir la proliferacion de células madre
hematopoyéticas™*® A la inversa, la disminucién de los niveles de HDL pueden jugar un papel
en la promocién de la proliferacién en pacientes con procesos neoplasicos™>**!. La relacion
inesperada entre la ganancia en la fraccidn de eyeccion y los niveles basales de HDL podria
sugerir que los bajos niveles de HDL en plasma podria representar un entorno favorable para
la proliferacion celular en el miocardio después de la infusion intracoronaria de células
mononucleares de médula 6sea. Nuestros resultados también sugieren una relacion entre la

funcionalidad de la médula 6sea y los niveles circulantes de HDL colesterol.

Hay un gran interés en la definicion del papel de las diferentes enfermedades,
medicamentos y otros factores bioldgicos o fisiologicos en el nimero de células, asi como su
funcidén y capacidad angiogénica. La enfermedad coronaria se asocia con una disminucion del
numero de células CD34+ y CD34/KDR+, unidades formadoras de colonias, asi como la
migracion y adhesién celular. La diabetes mellitus también parece poner en peligro el nimero
de células circulantes CD34+, las células progenitoras endoteliales, asi como su capacidad
angiogeénica in-vitro. La hipertension se asocia con menos células CD34/KDR+, CD34+, asi
como una disminucion de su capacidad de migracién y mayor senescencia celular. Ademas,
el anormal metabolismo lipidico puede resultar en menos CD34/KDR+, CD34+, células
progenitoras endoteliales, unidades formadoras de colonias, menos migracién, proliferacion y
adhesion, asi como menos capacidad angiogénica?®. Estas observaciones se resumen en la

Tabla 81?8
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Es crucial tener en cuenta estos hallazgos a la hora de disefiar una terapia efectiva basada
en células autdlogas. Se ha convertido en un hecho méas que evidente que el nimero y las
propiedades funcionales de las células madre derivadas de pacientes con enfermedad
cardiovascular, pueden mejorar al menos parcialmente por el tratamiento farmacologico.
Curiosamente, las estatinas parecen aumentar el nimero de células progenitoras
CD34/KDR+, el numero de células CD34+ en sangre periférica y la diferenciacion de células
mononucleares en progenitores endoteliales, después de cuatro semanas de terapia en
pacientes con enfermedad coronaria estable. Por lo tanto, las estatinas podrian acelerar el
proceso de reendotelizacion. Ademas, se ha encontrado que las estatinas pueden disminuir la
senescencia celular y modular la expresion de genes del ciclo celular de las células

progenitoras endoteliales'?.

La evaluacion general del impacto del tratamiento con células mononucleares de médula
6sea es muy dificil. En primer lugar por la enorme heterogeneidad de los ensayos clinicos
realizados hasta la fecha, unos basados en pacientes con infarto de miocardio reciente, otros
con isquemia cronica u otro tipo de miocardiopatias como la miocardiopatia dilatada
idiopética. En segundo lugar, en ellos se han utilizado distintos tipos celulares, por lo que los
resultados, no pueden ser comparados directamente. Por otra parte, incluso comparar los
ensayos que utilizaron el mismo tipo de células es dificil, ya que han utilizado diferentes

procedimientos de aislamiento y almacenamiento celular, asi como la via de administracion.
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Los estudios futuros deberian tender a definir la técnica dptima de preparacion celular,
estandarizar los procedimientos de separacion celular y evaluacion de la calidad del producto
final, descubrir el mejor tipo de célula, cantidad necesaria a infundir, la técnica ideal de
administracion, asi como tratar de establecer las indicaciones de la terapia celular en las
diversas enfermedades cardiacas. Para ello, asi como para conocer los mecanismos
relacionados con la reparacion cardiaca, es esencial la cooperacidn entre la investigacion pre-

clinica y clinica.

Aunque el numero de pacientes de este ensayo es pequefio y no se trata de un estudio
aleatorizado, presenta un poder estadistico suficiente para detectar cambios significativos en
la fraccion de eyeccion en pacientes que durante doce meses 0 mas no habian experimentado
ninguna mejoria de la misma con el tratamiento convencional. El objetivo principal fue
determinar la seguridad y eficacia, ambos de los cuales tuvieron resultados favorables. El
numero de pacientes considerados como no respondedores es pequefio, pero se observan dos
grupos cuyas respuestas a la terapia de células fueron claramente diferentes y puede ser un

punto de interés para estudios posteriores.
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Conclusiones

1.- La inyeccién intracoronaria de células mononucleares de médula Gsea en nuestro
estudio produjo una ganancia funcional media del 9%, asi como una reduccién significativa

de los volumenes ventriculares.

2.- El tratamiento regenerativo con células madre derivadas de la médula 6sea en
pacientes con miocardiopatia dilatada idiopatica y disfuncién ventricular severa es factible y
seguro. No se produjeron complicaciones relacionadas con la infusion celular ni en cualquier

otro procedimiento del protocolo de estudio

3- Esta recuperacion funcional también parece proporcionar una mayor reserva

contréctil, como se deduce de la potenciacion postextrasistélica obtenida en el seguimiento.

4.- Los pacientes que tuvieron una respuesta positiva en la funcidon ventricular

mejoraron su grado funcional

5.- La mejoria en la funcion ventricular se mantuvo al afio de seguimiento

6.- La ganancia funcional obtenida es mayor de lo que se ha publicado en la literatura,

y lo atribuimos a que el numero de celulas inyectadas en nuestro estudio es

considerablemente mayor
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Conclusiones

7.- Los pacientes mas jovenes con miocardiopatia dilatada idiopatica y niveles
plasmaticos méas bajos de HDL parecen tener mayor beneficio funcional tras terapia celular.
La mejoria funcional también parece aumentada en aquellos pacientes con capacidad

migratoria mas baja de las células infundidas.
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