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Introduccion

1.1 Tratamiento del infarto agudo de miocardio. Perspectiva historica.

A principios del s. XIX el infarto agudo de miocardio (IAM) era considerado una
mera curiosidad médica'. Aunque el término angina fue acufiado por William Heberden® en
1768, no fue hasta el siguiente siglo cuando se empez6 a conocer la fisiopatologia de la
enfermedad coronaria, y los factores de riesgo que influian en el desarrollo de la misma.

En 1880 Carl Weigert’ encontré una fuerte asociacion entre oclusiéon coronaria y el
infarto, y posteriormente Sir William Osler demostré que la oclusion de una rama coronaria
con un trombo era un hallazgo comun en los caddveres de pacientes que habian fallecido por
un infarto. En 1916 James Herrick® anunciaba el beneficio que producia el reposo prolongado
en pacientes que habian sufrido un IAM y en 1928, Parkinson y Bedford’ recomendaban el
uso de la morfina para mitigar el dolor de la angina. Estas terapias se constituyeron como el
pilar fundamental del tratamiento del IAM durante decadas. Aunque el beneficio de la
aspirina para prevenir el infarto habia sido reportado a principio de los afios 50°*, no se habia
demostrado el beneficio de este medicamento en la fase aguda del infarto. Durante la década
de los 50 se estandarizd el uso de oxigeno y de fluidos intravenosos, asi como la
administracion de atropina subcutdnea y papaverina seguido de nitroglicerina sublingual para
prevenir el espasmo coronario. Ademds los anticoagulantes se afadieron al cocktail
terapéutico rutinario para prevenir el reinfarto y la trombosis mural.

Por tanto, hasta la década de los 50, el arsenal terapeutico del que se disponia para el
tratamiento del IAM era puramente paliativo, y las cifras de mortalidad se situaban en torno

al 30 - 35 %, y ésta se producia fundamentalmente por la frecuente aparicion de arritmias
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cardiacas malignas, pero estos datos de mortalidad eran referidos al 4ambito hospitalario, es
decir a la mortalidad del IAM una vez que el paciente llegaba a la puerta del hospital. Por
tanto, son cifras que se refieren a la etapa hospitalaria. Ya entonces se estimaba que, fuera del
hospital la mortalidad era mayor, llegandose a cifras entre un 50 y un 70 % del total de
fallecimientos'®. A partir de ahi el tratamiento del infarto evoluciond gracias a una serie de

hechos trascendentes.

Estos hechos son los siguientes:

1.- Creacion de las Unidades Coronarias

2.-Aparicion de unidades moviles de tratamiento coronario.
3.- Introduccion del tratamiento fibrinolitico.

4.- Introducciodn de la reperfusion mecanica

5.- Avances en la terapia antitrombotica

1.1.1 Creacion de las unidades coronarias

La puesta en marcha en los afios 60 y 70 de las Unidades Coronarias, supuso una
dréstica reduccion de la mortalidad hospitalaria hasta cifras comprendidas entre el 15 y el
20%'"""2, gracias fundamentalmente al cuidado especifico y monitorizaciéon estrecha de la
patologia critica, al descubrimiento y aplicacion de la desfibrilacion en estas unidades, al

desarrollo de los primeros fairmacos antiarritmicos en los afios 70, y posteriormente a la
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incorporacion de medidas especificas contra el shock cardiogénico, la estimulacion eléctrica
cardiaca, etc. Con una monitorizacion estrecha y el diagnostico y tratamiento precoz de las
complicaciones del infarto, se consigui6 reducir la mortalidad. Sin embargo, no se actuaba
limitando el tamano del infarto. Se trataba de una actitud activa dentro de la pasividad, ya que
nada impedia la historia natural de cada proceso necrotico. A pesar del avance obtenido con
la creacion de las unidades coronarias, la mayoria de los infartos fallecian antes de llegar a
los hospitales con dichas unidades. En este sentido, el BEECIM' (Balance Epidemioldgico
Espaiol contra el Infarto Agudo de Miocardio), en 1991, demostrd lo que diferentes autores
venian avanzando desde hacia casi una década: era tal la importancia de la demora en la
atencion inicial a estos enfermos (mas de 7 horas de media en el territorio espafiol), que
permitia que la mayor parte de los IAM fallecieran antes de su llegada a los hospitales con
unidades coronarias, en el medio extra hospitalario, no beneficidndose por tanto de todas
aquellas medidas que habian sido establecidas para su tratamiento dentro de éstos. La
mortalidad en la fase extra hospitalaria seguia siendo del 42% en los primeros 30 minutos y

llegaba a cifras cercanas al 70 % en las primeras 2 horas.

Las Unidades Coronarias también contribuyeron al estudio de la fisiopatologia aguda
del TAM. Con la llegada de técnicas hemodinamicas como el catéter de Swan-Ganz'* fue
posible analizar en cada paciente la presion de llenado del ventriculo izquierdo, la presion
arterial pulmonar, de ventriculo derecho y la presion venosa central. Ello, junto a la
determinacion seriada del indice y gasto cardiaco y la monitorizacion de la presion sistémica

permitia dibujar en cada paciente la fisiopatologia de su proceso. El esquema de Forrester'>'°
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permitia individualizar las medidas terapéuticas en funcion del indice cardiaco y de la presion
de llenado del ventriculo izquierdo. De este modo, se administraban fluidos cuando era
necesario, se betabloqueaba la excesiva descarga adrenérgica de algunos o se usaban
inotropos o nitroglicerina intravenosa en funcion de las necesidades de cada paciente. Estos
avances tampoco suponian detener el proceso necrotico puesto en marcha, aunque algunas

medidas eran capaces de enlentecerlo.

1.1.2 Unidades moviles de tratamiento coronario

El segundo hecho historico fue la aparicion de las primeras unidades de tratamiento
extra hospitalario de la patologia coronaria, en concreto en la URSS por Moiseev en 1962, en
Irlanda por Pantridge'’ en 1966 o EEUU por Grace'® en 1969. Con ello, se introduce un
factor entonces revolucionario en el tratamiento de los sindromes coronarios agudos, al situar
el nivel de tratamiento especializado fuera del ambito hospitalario, alla donde se producen los
primeros sintomas de la enfermedad. Pantridge analiza la mortalidad prehospitalaria del IAM,
demostrando que la introduccion de una "Unidad Movil" para el tratamiento especifico de la
enfermedad triplicaba el impacto de la disminucién de la mortalidad por las medidas
anteriores, al acercar ¢stas a la comunidad hasta los periodos temporales en los que mayor

mortalidad se producia.

En Virginia (EEUU), Crampton et al'’ solo con el uso de unidades de soporte vital

avanzado y asistencia cardioldgica urgente, disminuyeron la mortalidad por IAM durante el
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transporte en un 62%, el beneficio obtenido fue una disminucion general de mortalidad en

menores de 70 afios del 26%, siendo la desfibrilacion la tnica medida introducida por ellos.

En Espaiia, el BEECIM" demostré que al inicio de los afios 90, la demora media
producida en el intervalo temporal "sintoma-soporte coronario" era de 8 horas, 9 minutos,
siendo de tan solo un 8'4% el porcentaje de los enfermos afectos por IAM que ingresaban en
el hospital tras haber sido atendidos y/o transportados por Unidades de Soporte Vital

Avanzado.

1.1.3 Introduccion del tratamiento fibrinolitico

El inicio de la era de la estrptoquinasa data de 1933, cuando William Tiltet®
descubrié de forma casual la capacidad del streptococo hemolitico de disolver un coagulo.
En 1947, Sol Sherry acepto la invitacioén de Tiltet de hacerse cargo de investigar el potencial
terapéutico de esta nueva droga. Durante la siguiente década iniciaron una serie de ensayos
clinicos con estreptoquinasa en pacientes con diversas enfermedades, siendo utilizada con
éxito por su poder fibrinolitico en exudados pleurales con fibrina®', en el hemotérax® y en la
meningitis tuberculosa™. En 1952 Tiltet us6 con éxito estreptoquinasa para lisar un trombo
inducido en las venas marginales de la oreja de un raton®’. Maés tarde Fletcher et al*
realizaron un estudio en pacientes a los que administraba de forma prolongada cantidades
masivas de estreptoquinasa durante periodos prolongados de tiempo tras haber sufrido un

infarto. Excepto por la aparicion de hemorragias en unos pocos pacientes no hubo
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complicaciones significativas, y la mortalidad de los pacientes que habian recibido
estreptoquinasa era significativamente menor que en aquellos que habian recibido otro
tratamiento. En 1959 Ruegsegger™ disolvio por primera vez un trombo intracoronario en un
modelo animal. A pesar de estos resultados prometedores, la droga cay6 en el olvido y dejo
de producirse por sus efectos pirogénicos. Posteriormente, en la década de los 60 diversos
grupos europeos rescataron la estreptoquinasa y realizaron diversos ensayos en el seno del
IAM?" sin obtener claros beneficios, probablemente porque las dosis utilizadas eran
infimas. Rentrop>® en 1979, basandose en los estudios de Chazov®’, utilizd por primera vez la

estreptokinasa intracoronaria, iniciandose asi la era del tratamiento fibrinolitico (figura 1).

ESTRATEGIA: REPERFUSION

LJActitud activa en la limitacion del tamaio...

4 S 2 A

Detencién del proceso
Salvamento miocardico
Mejoria de la supervivencia

Figura 1. fibrinolisis intracoronaria . Situacién basal que muestra oclusion de la circunfleja (Cx) con
posterior recanalizacion tras la administracion intracoronaria de estreptoquinasa
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Por otro lado, De Wood® ya habia demostrado angiograficamente la fisiopatologia de
la trombosis coronaria y Braunwald® en 1980 habia establecido la relacion directa entre el
tamafio del TAM y la mortalidad, incorpordndose rdpidamente al tratamiento del IAM
medidas tendentes a la apertura precoz del vaso. Con ello se perseguia la reperfusion precoz
de la zona infartada y por tanto la limitacion del tamafo final de la zona de necrosis. Asi, se
conseguia no solo la disminucién de la mortalidad, sino un salvamento miocardico y con ello
una importante mejoria en la calidad de vida tras el episodio agudo y por fin tener una
actitud activa en la limitacion del tamafio del infarto. Con el inicio de la reperfusion se
analizaron los determinantes de recuperabilidad funcional® tras la misma, objetivandose una
correlacion entre el tamano del infarto y el tiempo de reperfusion, una mayor recuperabilidad
de la funcion ventricular cuando la arteria responsable era la descendente anterior (infartos
anteriores) o cuando se presentaban con una fraccion de eyeccion deprimida, especialmente
en aquellos casos con mayor potenciacion postextrasistolica, es decir, con mayor reserva

contractil.

1.1.4 Reperfusion mecanica

El padre de la radiologia intervencionista, Charles Dotter, un radi6logo vascular de la
Universidad de Oregon en Portland, introdujo la angioplastia transluminal en 1964,
trabajando con Melvin Judkins. Dotter utilizd6 multiples catéteres para aumentar la luz y
desobstruir arterias de los miembros inferiores con enfermedad aterosclerodtica. A pesar de su

innovacion, debido a la resistencia filosofica de la comunidad quirargica, a la dificultad para
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reproducir sus técnicas y a la aparicion de complicaciones, la angioplastia fue rechazada e
ignorada en los EEUU durante los siguientes 15 afios.

Tras aprender las técnicas de Dotter en Nuremberg, Andreas Griientzig, (figura 2) un
joven médico aleman que trabajaba en el Hospital Universitario de Zurich, Suiza, comenz6 a
sofiar con la idea de afiadir un balon a los catéters de Dotter, empezando a crear prototipos en
su propia cocina e investigando sobre el disefio de posibles materiales viables. En 1975
inventd un catéter de doble luz equipado con un balon de clorhidratopolivinilo que
representaria el nacimiento de una revolucién en medicina. Griientzig presento los resultados
de su balon en experimentacion animal durante la reunion de la American Heart Association
(AHA) de 1976, donde fueron recibidos con escepticismo general, aunque algunos supieron
reconocer el potencial de sus trabajos. El Dr. Richard Myler del Saint Mary’s Hospital en San
Francisco le propuso su colaboracion para la realizacion de la primera angioplastia coronaria,
la cual se efectué de forma intraoperatoria durante una intervencion de bypass. El 16 de
Septiembre de 1977, en Zurich, Griientzig marc6 un hito en la cardiologia intervencionista, al
efectuar de forma programada la primera angioplastia coronaria transluminal percutdnea con
catéter balon en un humano despierto’’. Y seria aquel mismo afio, cuando presentd en la
reunion de la AHA en 1977 los resultados de sus primeras cuatro angioplastias; y en esta
ocasion la comunidad cientifica irrumpié en una ovacién, como reconocimiento a su

descubrimiento.

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2008



Introduccion

Fig 2. Dr. Andreas Griientzig

La angioplastia coronaria transluminal percutinea (ACTP) inauguré la era del
“intervencionismo coronario”. En sus inicios la ACTP se reservd para pacientes con lesiones
coronarias cortas, concéntricas, no calcificadas, situadas en segmentos arteriales proximales,
rectos y sin que estuviesen afectos ramos marginales en bifurcacion. Esta seleccion refleja las
limitaciones que, en aquellos momentos, presentaba el material de dilatacion disponible y la
desconfianza acerca de la respuesta al barotrauma de las lesiones mas complejas. La falta de
experiencia en la evolucidon clinica subsiguiente aconsejaba, por otra parte, limitar el
procedimiento a los pacientes que presentaran angina no controlable con el tratamiento
médico maximo y a aquelllos que fueran buenos candidatos para revascularizacion
quirurgica, en caso de que la angioplastia fallara.

Desde entonces y hasta el momento actual, la técnica de ACTP no so6lo se ha
convertido en un tratamiento aceptado para un reducido grupo de pacientes con enfermedad

aterosclerotica coronaria, sino que ha expandido sus indicaciones en el terreno clinico (angor

10
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. . . . . ., . 42.43
inestable, infarto agudo de miocardio, disfuncién ventricular™

y anatémico (lesiones
calcificadas, en segmentos distales, excéntricas, en angulo, en bifurcacion, en injertos de vena
safena o de arteria mamaria* y en la enfermedad multivaso® o de tronco™). Las indicaciones
de la angioplastia han ido creciendo paralelo a los avances tecnoldgicos, que han logrado
crear sistemas con elevado empuje, alta navegabilidad, muy dirigibles y de bajo perfil con los
que es posible el acceso a casi cualquier tipo de lesion situada a cualquier nivel del arbol
coronario. De igual importancia ha sido el desarrollo de nuevas generaciones de angiografia
digital, que mejoran espectacularmente la imagen radioldgica e introducen la posibilidad de
cuantificacion angiografica automatica inmediata.

Con la llegada de los stents se da un paso mas en el tratamiento percutaneo de las
lesiones coronarias, ya que se consigue solucionar parte de las limitaciones de la angioplastia
con balon. Por un lado, ante una diseccion obstructiva provocada por una dilatacion con
balon, la expansion de un stent puede eliminar el colgajo de la luz y fijar el desgarro de la
intima en la pared arterial, lo que normaliza la geometria luminal y las condiciones reolédgicas
locales, resolviendo la eventual situacion de isquemia aguda secundaria*’™*. Por otra parte, la
implantacién de un stent proporciona una situacion de rigidez capaz de neutralizar la
recuperacion elastica de la arteria (recoil) y de desplazar el volumen estenosante en sentido
subadventicial, permitiendo obtener una luz de gran amplitud que elimina las turbulencias.
Asi se compensaba la reaccién hiperplasica, reduciendose la probabilidad de reestenosis™'.
Sin embargo, a pesar de estos beneficios, su uso en el sindrome coronario agudo, en una

etapa inicial estaba proscrito, ya que por un lado, la accién mecanica de la dilatacion y la

implantacién de un stent provocaba denudacion endotelial y desestructuracion de la pared con

11

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2008



Introduccion

rotura de placa, principales fenémenos desencadenantes de la adhesion, activacion y
agregacion plaquetaria, y de la trombosis coronaria, y ademas el sindrome coronario agudo es
el escenario mas protrombdtico de la enfermedad coronaria, por lo que se consideraba que la
colocacion de una endoprotesis metéalica en este contexto podia derivar en una oclusion
trombdtica del stent.

El 4 de Noviembre de 1993, y basandose en experiencias previas con stents en
lesiones tromboticas, el grupo de Las Palmas comandado por el Dr. Medina implanté por
primera vez un stent primario en la fase aguda de un infarto de miocardio en un paciente con
oclusion de la arteria obtusa marginal (figura 3). Con ello, se conseguia una reperfusion
completa asi como un atrapamiento de contenido trombdtico, evitindose ademas reoclusiones
ulteriores. Lo evidente de los resultados hicieron repetirlo en otros pacientes del grupo
CORPAL, obteniendo pronto una serie de pacientes para su publicacion. La tabla 1 refleja la
suerte que corrio el intento de su publicacion. Después de varios intentos frustrados sin
razones claras por “lobbies” cientificos interesados, la primera serie mundial vio la luz 2 afios
mas tarde en una de las revistas intentadas con un niimero de pacientes inferior, por un grupo
Canadiense.

La publicacion CORPAL acab6 en la Revista Espafiola de Cardiologia®, con la
constatacion evidente de una ciencia menos ciencia, por ser injusta e interesada. Desde

entonces el uso del stent en la fase aguda del infarto fue aceptado por la comunidad cientifica.

12
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PRIMER STENT EN IAM, LLAS PALMAS, 4 NOYIEMBRE 1993

Figura 3 Primer stent en el IAM por el equipo del Dr. Medina

La introduccion de nuevos dispositivos que permiten el tratamiento de lesiones
desfavorables y de las complicaciones que pueden ocurrir con la angioplastia convencional
(aterectomia direccional, el rotablator, el laser y los stents) y el uso de mecanismos de apoyo
hemodinamico (perfusion coronaria, soporte cardiopulmonar femoro-femoral, balén de
contrapulsacion...), han permitido que la angioplastia se realice ahora con mayor confianza y

seguridad, incluso en pacientes anteriormente considerados de riesgo inaceptablemente alto.

13
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TABLA 1. Distintos intentos de publicacion del uso del stent en el IAM

Titulo Journal Fecha Fecha Soérdidos comentarios
envio rechazo
...”informed consent probably
“Palmaz-Shatz stent for mentioned to pleased the editorial
acute myocardial Cath board...”
infarction: a Cardiovasc 18-VII-94 | 3-1X-94 ...”’Since reasoning is missing
preliminary report” Intervent nothing remains but the heroism
(n=10) of the interventionalist who’ve
done it...”
...”The authors do not include
“Palmaz-Shatz stent for issues in vascular biology and
acute “.‘y"c AM J Cardiol | 12-XI1-94 | 22-11-95 | Mow it relates o the clinical
infarction” @ _— course of patients in the time
period after stent deployment for
acute myocardial infarction...”
“Primary stent
treatment for acute | g ooy | 12.v-95 | 21X-95 | Ni siquiera
evolving myocardial
infarction” (n=31)

Primer estudio observacional publicado:

Am_J Cardiol 1996;77:451-454;(n=9

De forma paralela se han desarrollado regimenes antitrombdticos que han reducido
dramaticamente la incidencia de trombosis agudas o subagudas.

La ACTP primaria consiste en realizar esta técnica como primera eleccion de
tratamiento inmediatamente después de las medidas estandar de tratamiento inicial sin que el
enfermo haya recibido ningln otro tratamiento trombolitico. Ventajas claras de la ACTP
primaria son la alta tasa del reperfusion precoz (de hasta el 90-95%)>® y de Flujo TIMI 3, que
debe sumarse a una drastica reduccion de hemorragias, sobre todo intracraneal, ademas de a
otras ventajas evidentes como es el conocimiento de la anatomia coronaria del paciente, el

acortamiento de las estancias y la posibilidad de implantar un stent en el mismo acto que
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impide una reoclusion de la arteria. Diferentes estudios epidemioldgicos han enfrentado los
resultados de mortalidad, revascularizacion, pronostico, etc, a corto y medio plazo, entre la
ACTP primaria y la Fibrinolisis en pacientes afectos de IAM. Uno de los subestudios
realizados sobre el Gusto IT (Gusto IIb)*, enfrento los resultados de los pacientes que fueron
tratados con ACTP primaria sobre los tratados con fibrinolitico (t-PA). Los datos obtenidos
demostraron que aunque el beneficio de mortalidad resultante en el grupo de la ACTP no era
estadisticamente significativo, si lo era cuando se asociaban finalmente los resultados de

muerte, reinfarto no letal e ictus incapacitante.

1.1.5 Avances en el tratamiento antitrombaotico

Hace aproximadamente 150 afios Virchow propuso una triada de factores para
explicar la patogenia de la trombosis: cambios en la pared vascular, anomalias del flujo
sanguineo y alteracion de los componentes de la coagulacién que favorecen una situacion de
hipercoagulabilidad, la cual sigue vigente en la actualidad. La activacion de las plaquetas y de
los mecanismos de coagulacion promueve la aparicion de trombosis, un proceso que se ve
modulado por proteinas anticoagulantes circulantes y por el sistema fibrinolitico; la pared
vascular emerge como una compleja estructura de naturaleza antitromboética en su forma
natural, pero que se transforma a un fenotipo protrombdtico cuando es activada o lesionada;
por ultimo, el flujo sanguineo también es importante, no sélo porque facilita el aclaramiento
de factores de coagulacion activados, sino por favorecer el contacto de las plaquetas y otras

células de la sangre con la pared vascular.
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En 1950 se establecieron dos vias distintas de activacion de la coagulacion: la via
extrinseca, que se monitoriza con el tiempo de protrombina, y la via intrinseca que se mide
con el tiempo de coagulacion o el tiempo de tromboplastina parcial. En la actualidad se
asume que la activacion de la coagulacion in vivo se inicia tras exposicion del factor tisular
(FT) localizado en el ntcleo necrotico de las placas aterosclerdticas o expuesto tras lesion
vascular. EI FT se une al factor VII y el complejo resultante activaria los factores IX y X de
la coagulacion. En presencia de calcio, el factor X se une al factor V sobre superficies
fosfolipidicas, presentes en la membrana de las plaquetas, para formar el complejo
protrombinasa, el cual a su vez activa la protrombina para generar la trombina, que constituye
un enzima central en el mecanismo hemostatico, ya que activa las plaquetas y los factores V,
VIII y X, y convierte el fibrindgeno en fibrina. La coagulacion sanguinea es modulada por
tres sistemas: la antitrombina, que en presencia de su cofactor heparina inhibe la trombina y
otros factores de la coagulacion, la proteina C que es activada por el complejo trombina-
trombomodulina y actiia como anticoagulante degradando los factores Va y Vllla, y el
sistema inhibidor de la via extrinseca que, formando un complejo con el factor Xa, inactiva el

factor VIIa>>.

Las plaquetas van a jugar un papel esencial en la trombogénesis, contribuyendo
decisivamente a los procesos de vasoespasmo, aterosclerosis y trombosis caracteristicos de

numerosas enfermedades vasculares localizadas en el territorio arterial.

En la formacién de un trombo arterial intervienen los procesos de adhesion, activacion

y agregacion plaquetar. Cuando se produce una lesion vascular, la matriz subendotelial queda
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expuesta al torrente circulatorio. Esta matriz contiene sustancias que inducen la adhesion de
plaquetas al endotelio a través del receptor Gplb/IX. La activacion plaquetaria se consigue a
través de un sistema de sefiales de transduccion que implica a diversas sustancias que inducen
un aumento de la concentracion intracelular de calcio y la liberaciéon de componentes
intraplaquetarios como el tromboxano A2 (TXA2), que es un potente agonista de la
activacion plaquetaria, con actividad vasoconstrictora. La activacion plaquetar conlleva en
ultimo término la activacion de otra integrina, el receptor Gp IIb/Illa. Una vez activado, este
receptor es capaz de unirse al fibrindgeno soluble y a otros ligandos haciendo que las
plaquetas se agreguen y formen un verdadero trombo. Asi pues, la unidon del fibrindgeno al
receptor Gp IIb/Illa plaquetario representa la via final comun de la formacion del trombo

. 156
arterial™.

Los avances en el conocimiento de los mecanismos moleculares que intervienen en la

trombogénesis han dado lugar al desarrollo de nuevos fArmacos antitromboticos’’.

1.1.5.1 Antiagregantes
Aspirina

El 4cido acetil salicilico (aspirina) fue introducido en la practica médica al inicio del
siglo XX. A finales de 1970, Vane demostr6 que la aspirina inhibe la sintesis de
prostaglandinas y en 1975 Roth y Majerus establecieron su exacto mecanismo de accion, que
consiste en la acetilacion irreversible del enzima ciclo-oxigenasa plaquetar e inhibicion de la

formacion de TXA2,
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En la cardiopatia isquémica se ha demostrado la eficacia de dosis bajas de aspirina
(80-350 mg/24 h). La administracion de la menor dosis eficaz (75-100 mg/24 h) es la mejor
estrategia para reducir los efectos secundarios. Es mejor administrar el farmaco diariamente,
ya que en dias alternos puede ser menos eficaz debido a una gran variabilidad individual en la

produccion de nuevas plaquetas.

Las dosis bajas de aspirina estan indicadas en el tratamiento de la angina estable, los
sindromes coronarios agudos, en el intervencionismo coronario percutaneo asociado con
otros farmacos antiplaquetarios, la cirugia de revascularizacion coronaria y la prevencion
primaria (grupos de alto riesgo) y secundaria®®. La aspirina esta contraindicada en pacientes
con hemorragia gastrointestinal, ya que la inhibicion de la COX-1 reduce la prostaciclina y su

proteccion sobre la mucosa gastrica.

Inhibidores del ADP: tienopiridinas

La ticlopidina y su andlogo clopidogrel son antagonistas no competitivos, pero
selectivos de la agregacion plaquetar inducida por ADP. La eficacia de la ticlopidina ha sido
demostrada de forma convincente en pacientes con alto riesgo de procesos tromboembolicos
arteriales, incluyendo accidentes cerebrovasculares isquémicos, cardiopatia isquémica y
arteriopatia periférica, pero tiene el inconveniente potencial de producir depresion de la
médula 6sea con pancitopenia periférica, lo que obliga a una monitorizacion rigurosa®'. Mas
recientemente se ha empleado clopidogrel que, si bien no esta exento de efectos secundarios,
habiéndose descrito casos de microangiopatia trombotica®®, parece ser menos toxico que la

ticlopidina y posee un claro efecto beneficioso en la prevencion de trombosis arteriales tras
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63-64 ; - "
y en sindromes cardiovasculares de naturaleza aterosclerética,

intervenciones coronarias
. ., . 65
como ha podido demostrarse en el ensayo multicéntrico CAPRIE™.

Antagonistas de los receptores Gp IIb/II1a

Por su mecanismo de accion se pueden considerar dos tipos de familias de farmacos
antagonistas de la Gpllb/Illa plaquetaria: los que bloquean de forma permanente los
receptores plaquetarios, como el abciximab, y los que inhiben de forma competitiva y
reversible, siendo su efecto dependiente de la concentracion plasmatica, como es el caso de

. e 6667
las moléculas sintéticas .

Abciximab: se trata de un anticuerpo monoclonal de origen murino (7E3), que
posteriormente ha sido modificado para reducir su inmunogenicidad originando el abciximab
(Reopro), sustancia que se une al receptor Gpllb/Illa e inhibe la uniéon de ligandos de
adhesion como el fibrindgeno y el factor Willebrand, bloqueando asi la formacion del

trombo.

El abciximab produce una inhibicidn plaquetaria dosis-dependiente, observandose una
reduccion de la funcidn plaquetaria practicamente completa cuando el 80% de los receptores
estan ocupados. La maxima inhibicién plaquetaria se alcanza a las 2 h de la administracion
del bolo y se recupera a las 12-24 h después de finalizar la infusion del fArmaco. No obstante,
el anticuerpo circula y se une a nuevas plaquetas hasta 14 dias después de su administracion.

Para revertir su efecto es necesaria la transfusion de plaquetas.
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La administracion intravenosa en forma de bolo de una dosis de 0,25 mg/kg produce
este nivel de ocupacion de receptores, pero para asegurar una inhibicion completa y sostenida
se requiere una infusion posterior ajustada al peso del paciente (0,125 pg/kg/min durante 12
h). Siempre debe asociarse con aspirina y heparina. La dosis de heparina recomendada es de
70 U/kg, con un méximo de 7.000 U. Entre los efectos secundarios de este farmaco, ademas
del riesgo hemorragico, destaca su capacidad inmunogénica, aunque ésta es
significativamente inferior con los anticuerpos quiméricos que con los murinos. La
trombocitopenia grave ha sido también descrita en los ensayos clinicos, con una frecuencia de

1,6-5%".

Moléculas sintéticas: se han disefiado otro tipo de antagonistas de la GplIb/IIla de tipo

competitivo, basados en la secuencia de reconocimiento arginina-glicina-aspartato (RGD)
que existe en el fibrinogeno. El prototipo de estos péptidos sintéticos es el heptapéptido
ciclico eptifibatide (integrelin). Otro enfoque, también de tipo competitivo, ha sido el
mimetizar la secuencia RGD mediante la sintesis de pequefias moléculas de derivados
peptidicos y no peptidicos con el fin de superar los problemas de inestabilidad y tiempo de
vida corto de los péptidos sintéticos. Constituyen ejemplos el lamifiban que es un
peptidomimético y el tirofiban (Agrastat), derivado no péptido. Alguno de estos preparados
como el xemilofiban ha sido disefiado para su administracion por via oral, si bien su

utilizacion conlleva un aumento de complicaciones hemorragicas®.

Desde el punto de vista clinico, el abciximab se ha mostrado eficaz en pacientes con

sindromes coronarios agudos de alto riesgo, fundamentalmente aquellos que requieren
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procedimientos de intervencionismo coronario, como angioplastia o stent. También ha sido
evaluado en pacientes con infarto agudo de miocardio. De los antagonistas sintéticos el
eptifibatide y el tirofiban han mostrado asimismo un efecto beneficioso en pacientes con

angina inestable de alto riesgo y los sometidos a angioplastia™®">.

1.1.5.2 Anticoagulantes
Heparinas no fraccionadas

La heparina es un mucopolisacarido sulfatado descubierto por McLean en 1916 e
identificado como antitrombina por Abilgaard en 19687, El efecto anticoagulante de la
heparina se ejerce a través de la activacion de la antitrombina, que luego inhibe a la trombina
y al factor Xa, entre otros factores de la coagulacion. Esta inactivacion se realiza tras la
formacion de un complejo ternario en que la heparina, a través de un pentasacérido, se une a

la antitrombina, y este complejo heparina-antitrombina se une finalmente a la trombina.

La heparina no fraccionada es un mucopolisacérido heterogéneo, lo que le confiere un
efecto anticoagulante y unas propiedades farmacocinéticas muy complejas. Se une de forma
no especifica a proteinas plasmaticas, macrofagos y células endoteliales, por lo que el efecto
anticoagulante varia ampliamente entre pacientes y es dificil de predecir, ya que parte de la
heparina queda inactivada. También puede unirse a osteoblastos y osteoclastos y producir
osteoporosis, asi como al factor 4 plaquetario e inducir trombocitopenia inducida por
heparina (HIT). Ademas, en pacientes con procesos tromboembolicos, la cantidad de
heparina que se une a las proteinas aumenta, por lo que se requieren a menudo dosis muy

elevadas de heparina para obtener un efecto anticoagulante 6ptimo’”.
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La dosis habitual en el tratamiento de los sindromes coronarios agudos es un bolo de
5.000 U seguido de una infusion de 1.000 U/h en pacientes que pesan > 80 kg y 800 U/h en
pacientes con peso < 80 kg, durante al menos 48 h. La dosis de mantenimiento se ajusta
segun el aPTT, que debe estar entre 50 y 70 segundos (s). Se debe realizar controles de aPTT

alas4-6,12y24h"™ .

En pacientes en los que se realiza un intervencionismo coronario, el régimen habitual
es 100 U/kg, con bolos adicionales ajustados al peso para mantener un tiempo de coagulacion
activado (ACT) de 300 s. Si se utiliza concomitantemente un antangonista del receptor de la
GP IIb/Illa se debe reducir la dosis a 70 U/kg y mantener el ACT en 200 s. La heparina se
suspende inmediatamente después del procedimiento.El principal efecto secundario es la
hemorragia, cuyo riesgo aumenta con diferentes enfermedades, como la endocarditis
bacteriana, la hemofilia y las enfermedades hepaticas, gastrointestinales y del tracto urinario.
Se debe tener especial cuidado en el control de la heparina asociada con el tratamiento
fibrinolitico por el riesgo aumentado de hemorragia cerebral. La heparina puede producir una
trombocitopenia inducida por heparina (HIT); este diagnostico se establece después de unos
dias de tratamiento con heparina y la reduccion de mas del 50% del recuento de plaquetas.
Habitualmente, el cuadro cede al suspender la heparina y es un problema transitorio. En
ocasiones excepcionales se trata de un problema inmunitario en el que las inmunoglobulinas
se unen a las plaquetas formando trombo (HIT) tipo 2. Si se sospecha este problema, se debe
retirar inmediatamente la heparina y se puede utilizar lepirudina como tratamiento de éste o

un heparinoide’” .
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En la figura 4 se muestran los principales agentes anticoagulantes y su mecanismo de

accion.

Via intrinseca Via extrinseca
Inhibidores

—_— de la coagulacion
Xl Xlla Factor tisular en ICP

X| L la '\flla‘—é'\fll
‘_)__)J Inhibidores indirectos
de la trombina:

' .~HPBM

IX »|Xa — ;
s o Heparina no fraccionada
_/_‘ﬁ F"-J" '—i'/
VIl —= VIl Xa+—X ‘,,f"'
2 Inhibidores directos
V—\Va ) ' de la trombina:

—
... Bivalirudina
Protrombina —» -—

l

Fibrindgeno —— Fibrina )

*Accidn de latrombina
Inhibicién

... Lugar de accidn

Fibrina entrecruzada de farmacos
de uso habitual

X ——=Xllla

Figura 4: mecanismos de acccion de los farmacos anticoagulantes

Heparinas de bajo peso molécular

Son preparados obtenidos por depolimerizacion de la heparina no fraccionada, con
peso molecular entre 4.000 y 6.500 Da, cuyo efecto anticoagulante se basa en actuar como
cofactores de la antitrombina para inhibir preferentemente el factor Xa y, en menor
proporcion, a la trombina. Las mayores ventajas de estos preparados sobre la heparina no

fraccionada radican en su vida media mas prolongada y respuesta mas predecible gracias a un
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menor grado de unidn a las proteinas plasmaticas. Ademas, el riesgo de trombocitopenia y

osteoporosis es menor con los preparados de heparinas de bajo peso molecular (HBPM).

Los 2 productos mas utilizados en cardiopatia isquémica son la dalteparina y la
enoxaparina. La dosis de dalteparina es 120 U/12 h por via subcutinea y la de enoxaparina es
1 mg/kg/12 h también por via subcutanea. Debido a su efecto anticoagulante mas estable, el
tratamiento no se controla. Ambas deben ajustarse (reducir a mitad de dosis) en pacientes con
insuficiencia renal, edad avanzada y coadministracién con farmacos antiinflamatorios no

esteroideos. Siempre se deben administrar asociadas con aspirina.

Las HBPM han sido evaluadas con buenos resultados en la prevencion y tratamiento

8-79 .y
7879 También son

del tromboembolismo venoso y el tratamiento de la angina inestable
prometedores los resultados obtenidos en la prevencion de la restenosis postangioplastia y del

ictus isquémico. Un avance importante con estos farmacos es la posibilidad de su

administracion en régimen ambulatorio™.
Inhibidores directos de la trombina

Por su capacidad para inactivar tanto la trombina libre como la fijada a la superficie
de la fibrina estas sustancias poseerian ventajas adicionales sobre las heparinas no
fraccionadas y de bajo peso molecular. Los inhibidores directos de la trombina que han sido
mas evaluados desde el punto de vista clinico incluyen la hirudina, andlogos semisintéticos y

pequeiias moléculas sintéticas.
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La hirudina, polipéptido de 65 aminodcidos, obtenido inicialmente a partir de saliva
de sanguijuela Hirudo medicinalis y en la actualidad mediante ingenieria genética, es un
potente inhibidor de la trombina que se ha utilizado en la prevencion y tratamiento de la
trombosis venosa, como coadyuvante de la trombolisis, en pacientes sometidos a angioplastia
coronaria y en aquellos con sindromes coronarios agudos, fundamentalmente angina inestable
e infarto agudo de miocardio sin onda Q®®2. Algunos estudios han demostrado que la
hirudina es mas eficaz que la heparina no fraccionada y las HBPM en la prevencion de
trombosis en cirugia ortopédica de alto riesgo®™. Sin embargo, su eficacia no ha sido
demostrada de forma tan convincente en la prevencion y tratamiento de la trombosis arterial y

ademas existe un riesgo elevado de complicaciones hemorragicas.

La bivalirudina es un analogo sintético de la hirudina que se une a la trombina en 2
puntos de su molécula (sitio activo y exocito 1) formando un complejo hirudina-trombina. En
este complejo, la trombina rompe el enlace Arg-Pr de la porcion aminoterminal de la
bivalirudina, liberando la porcion de bivalirudina dirigida contra el sitio activo de la
trombina. Este mecanismo no se produce con la administracion de hirudina que forma un
complejo hirudina-trombina irreversible. Esta reversibilidad de la bivalirudina permite a la
trombina participar en la hemostasia, y probablemente le confiere mayor seguridad, ya que se
reducen los problemas hemorragicos®’. La vida media plasmatica es de 25 min; se aclara en
gran parte por via extrarrenal, aunque la dosis se debe ajustar en pacientes con insuficiencia

renal.
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La dosis recomendada es un bolo de 0,75 mg/kg seguido de una infusion de 1,75
mg/kg/h hasta la finalizacion del procedimiento intracoronario; la infusién puede prolongarse

hasta 4 h después de su finalizacion, si es clinicamente necesario.

En pacientes con insuficiencia renal leve-moderada (filtrado glomerular > 30 ml/h) se
mantiene la misma dosis de bolo y se reduce la infusion a 1,4 mg/kg/h. Esta contraindicado
su uso en pacientes con filtrado glomerular < 30 ml/h. El efecto anticoa-gulante s6lo se debe

controlar en pacientes ancianos y en los que tienen una insuficiencia renal leve-moderada.

No hay interacciones con farmacos antiplaquetarios (aspirina, clopidogrel,
antagonistas de los receptores de la GP IIb/Illa). En pacientes previamente tratados con
heparina se puede administrar a los 30 min de la suspension de la heparina intravenosa o a las

8 h de la administracion de heparina de bajo peso molecular por via subcutanea.

1.1.5.3 Fibrinoliticos
Como se comentd previamente los beneficios de la trombolisis han sido claramente
establecidos en el IAM, con una marcada reduccion de la mortalidad y mejora de la funcion

ventricular.

Desde el punto de vista histérico los mayores hitos en el tratamiento trombolitico han
sido la demostracion por autopsia de un trombo coronario en un paciente con IAM por
Herrick en 1912 y la confirmacion angiografica del papel etiologico del trombo en el 90% de
los pacientes por De Wood en 1980°*. La primera utilizacion de tromboliticos en IAM se
realiza por Fletcher” y col en 1958 y, en 1969, Chazov®’ administré estreptoquinasa por via

coronaria, esquema que fue posteriormente reintroducido con éxito por Rentrop en 1979°°. En
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estudios posteriores se demuestra que la administracion de un agente fibrinolitico por via
intravenosa en dosis elevadas consigue importantes tasas de recanalizacion coronaria, siendo

¢éste el esquema mas difundido en la actualidad.

Los tromboliticos mas utilizados en el IAM son estreptoquinasa, t-PA, APSAC y
uroquinasa. Todos ellos se comportan como activadores del plasminogeno, convirtiendo este
proenzima en el enzima activo plasmina, que degrada fibrina originando productos de
degradacion de la fibrina Algunos autores los han clasificado en agentes de primera
generacion, que incluirian estreptoquinasa y uroquinasa, de segunda generacion como el
activador tisular del plasmindgeno, prouroquinasa y complejos acilados de estreptoquinasa-

plasminogeno y de tercera generacion como estafiloquinasa.

La estreptoquinasa es una proteina bacteriana producida por el estreptococo B-
hemolitico que se caracteriza por activar indirectamente el sistema fibrinolitico, formando un
complejo previo con el plasmindgeno que induce un cambio conformacional que permitira su
conversion en plasmina. Al no ser una proteina presente de forma natural, su administracion

puede provocar reacciones anafildcticas, asi como la generacion de anticuerpos.

La uroquinasa es una serin proteasa aislada de orina humana, medio de cultivo de
c€lulas embrionarias de riion humano y mediante ingenieria genética, que activa
directamente el sistema fibrinolitico y no es inmundgena. A dosis terapéutica, tanto la
estreptoquinasa como la uroquinasa inducen fibrinolisis sistémica, lo que ocasiona una

tendencia hemorragica importante.
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El activador tisular del plasminogeno (t-PA) es una glicoproteina monocatenaria
purificada inicialmente a partir de células de melanoma y que se obtiene en la actualidad
mediante ingenieria genética (rt-PA). La principal caracteristica del t-PA es su alta afinidad
por la fibrina, la cual favorece la activacion del plasmindgeno a través de la formacion de un
complejo ternario que permite la generacion local de plasmina y la degradacion de la fibrina

"in situ", fuera del alcance de los inhibidores.

La prouroquinasa es un precursor de la uroquinasa aislado a partir de orina humana y
en la actualidad obtenido con técnicas de ingenieria genética. La prouroquinasa puede
convertirse en uroquinasa por accion de la plasmina, pero también posee actividad intrinseca,
ya que es capaz de activar el plasmindégeno unido a fibrina parcialmente degradada por

plasmina.

Los complejos acilados de estreptoquinasa y plasminodgeno se obtienen quimicamente
mediante la introduccion de un grupo acilo en la molécula del proenzima y acoplamiento con
estreptoquinasa. Estas sustancias poseen elevado poder trombolitico pues, al menos
tedricamente, son activas Unicamente a nivel de la superficie de la fibrina, donde tiene lugar
un proceso de desacilacion esponténea y liberacion local del enzima activo, mientras que la
acilacion impide su neutralizacion por los inhibidores circulantes. Poseen una vida media
larga, aproximadamente 90 minutos, por lo que pueden ser administrados en forma de bolo

intravenoso.

Diversos estudios multicéntricos realizados en la tltima década (GISSI-ISIS-GUSTO,

etc.) han demostrado que estos agentes reducen de forma significativa la mortalidad en
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pacientes con IAM®*®

y que la precocidad en la administracion del firmaco (primeras 6
horas desde el inicio de los sintomas) es mds importante que el tipo de tratamiento

administrado®.

Nuevos fibrinoliticos

Reteplase. Se trata de una variante del t-PA que posee una vida media mas larga (13-
16 minutos comparado con 3-6 minutos del rt-PA). Se ha demostrado en varios estudios
(GUSTO-III, RAPID, INJECT, COBALT) que esta molécula, administrada en forma de bolo
1.v. (en dos dosis), consigue recanalizacion completa en un porcentaje similar o superior a la
que se consigue con otros tromboliticos de segunda generacion, por lo que teniendo en cuenta
la facilidad de administracion podria constituir una alternativa valida al régimen de dosis

acelerada de t-PA,

TNK-t-PA. Se diferencia de la molécula nativa en que tiene sustituciones de
aminodcidos en tres lugares: (T: treonina por asparagina; N: asparagina por glutamina; K:
lisina, histidina y 2 argininas por 4 alaninas). Ello le confiere vida media més prolongada,
mayor especificidad por la fibrina y menor efecto sobre la coagulacion a nivel sistémico,
mayor resistencia a la inhibicion por el PAI-1 (principal inhibidor plasmatico del t-PA) y
mayor actividad sobre coagulos ricos en plaquetas. Ademas, la mayor vida media del TNK-
tPA permite su administracion en dosis unica por via intravenosa en forma de bolo. Estudios
preliminares en pacientes con IAM han demostrado que es posible recanalizacion completa

en 57-64%, cifras comparables a las obtenidas con otros agentes.
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Estafiloquinasa. Se trata de una proteina de origen bacteriano similar a la
estreptoquinasa que se obtiene en la actualidad mediante ingenieria genética. Actla a través
de la formaciéon de un complejo plasmina-estafiloquinasa que posee mayor especificidad por
la fibrina que el complejo estreptoquinasa-plasminégeno e induce menor fibrinolisis
sistémica y, por tanto, un menor riesgo de complicaciones hemorragicas. Estudios recientes
como el STAR han demostrado que puede constituir una alternativa valida al tratamiento

e , 91
fibrinolitico estandar con escasos efectos adversos™ .

1.1.5.4 Régimen antitrombdtico en pacientes tratados con stent

Con la llegada de los stent y su uso en el sindrome coronario agudo se precisaron
régimenes antitromboticos y anticoagulantes para evitar su complicacion mas temida: la
trombosis aguda/subaguda del stent. Estos regimenes han ido variando en su contenido y en
su duracion a lo largo de los afios. Inicialmente se estandarizo una pauta agresiva consistente
en la toma de aspirina, dipiridamol, heparina soédica (hasta obtener un INR en rango
anticoagulante) y warfarina durante tres meses. A pesar de dicha pauta, la tasa de trombosis
aguda/subaguda persistia siendo elevada (5- 16%)”, y lo agresivo del regimen daba lugar a
un numero considerable de complicaciones hemorragicas. Pan et al demostraron que con una
pauta consistente en la administracion de 10000 unidades de dalteparina sddica subcutanea al
dia durante 1 mes y la administracion oral de aspirina 150 mg/dia y ticlopidina 500 mg/dia se
reducian drasticamente la tasa de trombosis aguda/subaguda del stent y disminuian las
complicaciones hemorragicas en relacion con los regimenes previos™. Esta pauta es la que se

ha impuesto hasta la actualidad por sus buenos resultados en la mayoria de los laboratorios
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con la tnica variacion del cambio de clopidogrel 75 mg/dia por ticlopidina a partir del primer

mes o o desde el inicio si se administra una carga de clopidogrel de 300 mg.
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1.2 Bases de la medicina regenerativa

Uno de los campos de la medicina que mas expectativas ha levantado en los tltimos
afios es la terapia regenerativa con células madre. El aislamiento desde 1998 de células
embrionarias humanas, la aparente potencialidad de 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 division asimétrica y capacidad
de diferenciacién en mas de un tipo celular especializado.

1.2.1.1 Capacidad divisién 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 diferenciacion 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
origen adulto; sin embargo, en el caso de las embrionarias es muy superior o practicamente

ilimitada
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1.2.1.2 Diferenciacion: 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 mas de un tipo celular, ya que en caso contrario se trata simplemente de
células precursoras inmaduras de una determinada estirpe. Dicha diferenciacion est4 regulada
por una serie de sefales que desencadenan este proceso. Las sefiales internas estan
controladas por los genes que se encuentran en las cadeneas 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.

Aun quedan cuestiones sin resolver sobre la diferenciacion celular, como si las sefiales
externas e internas que desencadenan la diferenciacion 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.

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
morfologicamente sino también de forma funcional.

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

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

extraembrionario.
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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 5).

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

. . . 94
celulares procedentes de la misma capa embrionaria” .
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Figura 5. Modelo jerarquico de las células madre en funciéon 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 s6lo como

multipotenciales. Sin embargo, trabajos publicados recientemente sugieren que la
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potencialidad de algunos tipos de células madre adultas podria ser mayor de lo esperado,
existiendo células troncales pluripotenciales en algunos 6rganos adultos con capacidad de

9% Es importante

diferenciarse en tejidos derivados de cualquiera de las capas embrionarias
destacar que para que una célula madre pueda considerarse pluripotencial tiene que cumplir
las siguientes condiciones: en primer lugar, una tnica célula debe ser capaz de diferenciarse a
células 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 v,
finalmente, que se produzca un asentamiento claro y persistente de estas células en el tejido
diana, tanto en presencia o ausencia de dafo en los tejidos en los cuales se injerta. En estos
momentos no existe ningin 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
mas evidente que las células madre adultas derivadas de estos o6rganos, no sélo 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 fendomeno, denominado versatilidad,

plasticidad o capacidad de transdiferenciacion de las células madre adultas, no estd exento de
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controversia, ya que mientras algunos estudios lo apoyan, otros trabajos recientes cuestionan
la existencia de una auténtica versatilidad de las células, justificando algunos de los hallazgos

100-102 - .
o incluso cuestionando

de versatilidad en funcién de fenomenos de fusion celular
. . 103 . , .
abiertamente los resultados experimentales ~. En las siguientes lineas revisaremos los

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 osea

Se han descrito diferentes tipos de células madre en la médula 6sea: hematopoyéticas
(HSC)**, mesenquimales (MSC)'", las llamadas Side Population Cells (SP)'” vy

recientemente las células progenitoras adultas multipotenciales 0o 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 mas de 50 afios. El trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos ha demostrado definitivamente que existen células madre multipotenciales

hematopoyéticas en la médula dsea y en la sangre periférica'®’.

Ademas del potencial hematopoyético, diversos trabajos recientes 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

Osea y de sangre periférica son capaces de contribuir a la angiogénesis y vasculogénesis in
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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 endotelial y hematopoyético (hemangioblasto), lo cual vendria apoyado por estos
hallazgos de la potencialidad endotelial de las células troncales hematopoyéticas de la médula
6sea’®. También se han publicado recientemente 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 6sea Lin" y c-kit" (fenotipo de marcadores de superficie tipico de HSC) en el corazon
dafiado, resulta de la colonizacion 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 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 andlisis de
biopsias cardiacas permiti6 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'*®. Aunque el origen de dichas células no se pudo determinar, claramente 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
¢stas podrian diferenciarse a células ovales y hepatocitos. El grupo de Lagasse y col han
demostrado que células madre hematopoyéticas de médula ésea con el fenotipo Lin’, c-kit",

Thy-1, Sca-1 son capaces de regenerar un higado murino en un modelo de dafio hepatico
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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
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 hepatico'® "',
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 recientemente 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 regeneracion 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 pueden ser criticados en este sentido. Sin embargo, si tomamos los
estudios de forma conjunta, si que aportan evidencias de la existencia de HSC con estas

- Y 96-99,112
caracteristicas y potencialidades™ " '“.

1.2.3.2 Células madre mesenquimales (MSC)

La médula osea también contiene células madre mesenquimales, también
denominadas células madre estromales 0 MSC. En los tltimos 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. Las MSC no expresan antigenos de superficie
tipicos de las HSC, como CD34, CD45 o CD14. Experimentos recientes han demostrado in

vitro que las MSC son capaces de diferenciarse a tejidos mesodérmicos funcionales, como
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osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos esqueléticos'®. En nuestro grupo se han
aislado células mesenquimales y diferenciado bajo ciertos estimulos a osteoblastos,

adipocitos y vasos sanguineos (figura 6).

Céluas madre mesenquimales (médula osea ) CD105+CD90+

Deramethasons + Deramethasone Vascular Endothelial
B-glycerolphosahafe + Isobufpinmeth il zanihine + Growsth Eackor

Ascorbic soid Indarefacineg

R

"‘ ';l\r.- ¥ it
e A

Ostecblastos Adipocitos Estruetura vaseular

Figura 6. Diferenciacion 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
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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 ttil en
aplicaciones clinicas para un nimero 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
diferenciar a HSC 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 demostré 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 recientemente por el grupo
de Catherine Verfaillie”. Su descubrimiento ha suscitado la atenciéon 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 humana como murina. Estas MAPCs son capaces de proliferar in vitro mas

de 120 divisiones celulares sin un aparente envejecimiento ya que mantienen unos niveles
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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 diferenciar a tejidos derivados del mesodermo como hueso, cartilago, adipocitos,
musculo esquelético, estroma hematopoyético o endotelio. Pero de momento no han sido
capaces de diferenciar a tejido hematopoyético maduro o cardiomiocitos. Estas células
también han sido capaces de diferenciar a hepatocitos y funcionar como tales, ya que son
capaces de producir urea, albumina, 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 més 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 la diferenciase.
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1.2.4 Pluripotencialidad y células madre no derivadas de la médula osea

La existencia de células madre en diferentes tejidos como el sistema nervioso central,
higado, corazoén, piel y musculo no admite controversia. La vision tradicional de que 6rganos
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 obsoletos. A
continuacion vamos a hacer una breve referencia a algunos estudios que indican la
posibilidad de que células madre obtenidas de alguno de estos d6rganos 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 inyecté células madre neuronales o neuroesferas
procedentes de un ratén transgénico para el gen reportero LacZ en embrion de raton.
Aproximadamente el 25% de los embriones presentaban quimerismo no so6lo en el tejido
neuronal, sino también en tejidos del mesodermo y del endodermo. Cuando estas mismas
neuroesferas fueron inyectadas dentro de un blastocito de raton, la contribucion se extendid 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 basdndose 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 tnica célula y no una poblacion

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 musculo 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.
Ademés el porcentaje de las células con caracteristicas morfoléogicas neuronales o

mesodérmicas es menor al 10%'".

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 corazén dafiado, esto es endotelio, musculo liso y musculo
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cardiaco'"®. Incluso maés sorprendente es el hecho de que dichas células son facilmente
identificables en el corazén 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 fenomenos de diferenciacion: quiza la
pregunta fundamental radica en cual 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 Poblacion 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

existir diversas células madre en la misma poblacidn, cada una con distintas capacidades. Sin
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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 recientes han demostrado que al menos
algunas de las observaciones de pluripotencialidad podrian estar justificadas por procesos de

100.102 " B1 fendmeno de

fusion entre las células madre transplantadas y las células residentes
fusion se suele acompafiar con la formacion de células con caracteristicas de ambas
poblaciones fusionadas y generalmente con doble dotacion cromosémica, lo que induce una
desventaja proliferativa. La existencia del fendmeno de fusion 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 fenomeno puede

ser ventajoso para la regeneracién de un 6rgano o tejido ',

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

posteriormente diferenciarse hacia células de distinta estirpe'**'>.

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
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Figura 7. Posibles mecanismos de potencialidad de las células madre adulto
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Cualquiera que sea la hipotesis cierta, todas pueden combinarse como mecanismos.
Aun no sabemos como ocurre, pero si que “algo” ocurre. La terapia celular regenera
miocardio y otros tejidos. Como no es infrecuente en la investigacion 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 dindmico en el que los miocitos del corazéon conllevan
diferentes ciclos de renovacion a lo largo de la vida. El corazon pues se regenera de forma
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 isquémica

Hasta no hace mucho se suponia que el corazon de los mamiferos era un 6rgano
postmitotico y que estaba diferenciado hasta tal punto que era incapaz de regenerarse.
Estudios experimentales han desafiado este concepto, pues sugiere 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 6sea. Asi Beltrami et a
que los miocitos humanos pueden dividirse después de un infarto agudo de miocardio,
siendo la division 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 movilizaba a las células madre,
demostrandose que tenian capacidad de colonizar el tejido necrotico y proliferar intensamente
hasta conseguir la regeneraciéon 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 demostrandose que hasta el
10% de las células del endotelio vascular y de los miocitos tenian cromosoma Y y eran
proliferativas. Ademdas han sido identificadas un pool de células madre residentes en el

126-129

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 en la terapia celular ha
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 crénica, 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 administraciéon de los que lo

administran a través de una inyeccion intramiocardica o transendocardica (figura 8).

= BMCs am infused via the central
lumen of an OTW balloon catheter.
To maximize contact time of BMCs
S with the inner surface of the infarct-

— 11111
e r‘ ralated microcirculation, the balleen
is inflated insido the stent to
transiently interiipt antegiade
blood flaw during infusions

L ‘ wx
’ *: " oW Baloan Catheter
Y

Figura 8. Obtencion de células madre de la médula osea y administracion intracoronaria a
través de un cateter balén coaxial (A). Administracién endocavitaria a través de un catéter
de mapeo electromecanico (B). Inyeccion intramiocardica (C).
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1.3.1 Infusion intracoronaria de células madre derivadas de médula dsea en el

infarto agudo de miocardio

En la mayoria de estos estudios se obtienen las células madre del aspirado de la
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 cateter balon
coaxial.

El primer estudio fue realizado por Strauer et al'*’. A 10 pacientes con IAM
reperfundido se le administr6é una infusioén de células madre de 5 a 9 dias tras el evento agudo
y se comparo6 con un grupo control de 10 pacientes. A los 3 meses se les realizo un estudio de
perfusion miocardica con isétopos. Aunque no se objetivaron cambios en la FE si se
evidencio una reduccion significativa del area infartada en los pacientes tratados con células.
El estudio TOPCARE AMI"' recluté a 59 pacientes con IAM revascularizado que fueron
aleatorizados a recibir a los 5 dias del infarto infusion de células madre derivadas de médula
Osea (29 pacientes) o células progenitoras circulantes (30 pacientes). A los 4 meses fueron
revisados angiograficamente, produciéndose un incremento en la FE del 8% en ambos grupos
y un remodelado favorable (reduccion de 10 ml en el volumen telesistolico). Al afio se les
realizd una resonancia magnética nuclear (RMN) que evidencié una disminucion de la zona
infartada.

Fernandez Avilés et al'*?

realizaron un estudio no aleatorizado en 20 pacientes con
IAM reperfundido a los que se le administré una infusion intracoronaria de células madre

derivadas de la médula osea 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 danado de un ratdn, 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 realizo una RMN, evidenciandose un incremento significativo
de la FE en el brazo de las células madre (incremento del 7% vs 1% del grupo control). Sin
embargo, la RMN a los 18 meses no mostr6 diferencias significativas entre la ganancia de FE
de ambos grupos (5% vs 3%) con RMN'**.

Recientemente se han publicado los resultdos del REPAIR AMI"’ 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 reevaluacion angiografica que mostrdé una mayor ganancia de
la FE en el grupo de las células (5.5 % vs 3%). Dicha ganancia llegd 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 infusion intracoronaria de células madre de médula 6sea o de células progenitoras
derivadas de la sangre. No se encontraron diferencias entre los dos grupos, en los que se
demostré 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 la médula dsea tras el infarto, y 34 placebo). La RMN a
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los 4 meses no mostrd diferencias significativas en la FE, aunque en el brazo que recibio
células madre se objetivo una disminucion de la zona infartada.

1'*® estudiaron a 100 pacientes con IAM anterior y fueron aleatorizados a

Lunde et 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 funcioén ventricular de ambos grupos.

1.3.2 Uso del factor estimulante de colonias granulocitcas (G-CSF) en el infarto

agudo de miocardio

La administracion 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 traumdtico que la aspiracion de médula Osea. A continuacién 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 infusién
de células movilizadas un incremento de la perfusion micardica y de la funcién ventricular,
pero hubo que suspender el estudio por documentarse una tasa de restenosis inesperadamente
alta en el grupo del G-CSF.

Valgimigli et al'*® reclutaron a 20 pacientes con IAM revascularizado

percutaneamente y se aleatorizaron a recibir G-CSF o placebo. Se realizd un estudio basal
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con isOtopos que se repitido a los 3 y 6 meses para estimar los cambios producidos en la
perfusion miocardica y en la funcion ventricular. A los 6 meses se ojetivdo un discreto
incremento de la funcion ventricular y una disminucién de los volumenes telediastolicos en el
grupo al que se administré G-CSF.

Zohlnhofer et al'*! disefiaron un estudio aleatorizado doble ciego en 114 pacientes con
IAM revascularizados percutaneamente, que se dividieron en 2 grupos, uno control (56) al
que se le administro placebo, y otro al que se le administr6 G-CSF (58), y tras analizar los
resultados obtenidos concluyeron que la movilizacion de células madre con factor aunque
segura, no tenian influencia alguna en la funcion ventricular, en el tamafio del infarto o en la
tasa de restenosis. 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.

1.3.3 Tratamiento regenerativo en la cardiopatia isquémica cronica

El nimero de estudios sobre el efecto del tratamiento regenerativo en pacientes con
cardiopatia isquémica crénica es menor que los realizados sobre pacientes con infarto en la
fase aguda. De los estudio mas esperanzadores cabe destacar el realizado por Strauer et al'*
en el que administré una infusion intracoronaria de células madre derivadas de la médula

Osea a 18 pacientes con un infarto antiguo (entre 5 meses y 8 afios), y se compard con un

grupo representativo control. A los 3 meses se produjo una mejora significativa de la funcién
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ventricular (incremento medio de la FE del 15%) en el grupo tratado con terapia celular,
mientras que en el grupo control no se evidenciaron cambios en la funcidon ventricular.

144 . . . . . . .
1" realizaron un estudio en 5 pacientes con insuficiencia cardiaca severa de

Silva et a
origen isquémico que estaban en lista de transplante. Se les administré 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.

Huttmann et al'*® administraron G-CSF a 16 pacientes con insuficiencia cardiaca
crénica, y 9 de ellos eran de origen isquémico, de los cuales 5 mejoraron su grado funcional y
aumentaron la distancia recorrida en el test de los 6 minutos, sin embargo un paciente sufrid
un episodio de fibrilacion ventricular.

Archundia et al'*® estudiaron a 5 pacientes con infarto de miocardio de mas de 1 afio
de evolucién a los que se administrd 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 documentd un incremento

de la FE y una reduccion de los volimenes ventriculares.
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JUSTIFICACION

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 préxima. 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 musculo estriado y
del miocardico. La plasticidad de las células madre de un adulto es mucho mayor de la
esperada, lo que permitiria tedricamente generar linajes diferentes de la del 6rgano en que
residen. Las células madre hematopoyéticas muestran capacidad para regenerar tanto
miocitos como vasos coronarios (angiogénesis). La inyeccion de estas c€lulas en los bordes

130151 por otro lado, dos

de un infarto de un raton adulto mejora su funcién ventricular
determinantes parecen esenciales para conseguir la transdiferenciacion de células madre
primitivas obtenidas de la médula 6sea: la existencia de un tejido dafiado junto a un alto nivel
de células progenitoras en el medio dafiado. En base a ello, Orlic et al'' demostraron en
ratones que la movilizaciéon masiva de células madre de la médula 6sea mediante factor
estimulante de colonias granulociticas (G-CSF), permitia una translocacion de células madre
mediada por citoquinas de una zona infartada, lo que origin6é una regeneracion significativa
del tejido dafiado en 27 dias, como consecuencia de la formacion de 15 millones de nuevos
miocitos con sus arteriolas y capilares unidos a la circulacion coronaria. Como se ha expuesto

en la introduccion, determinados estudios en humanos han mostrado que el miocardio

humano dafiado por un infarto puede también regenerarse mediante la inyeccion quirargica,
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la inyeccion intracoronaria o la inyeccion transendocérdica de células madre previamente
obtenidas de la propia médula 6sea.

Sin embargo, en el momento actual existen multiples incognitas a dilucidar sobre
cémo, cuando, en qué momento o situacion, de qué forma, con qué grado de seguridad se
obtiene el mejor grado de regeneracion miocardica tras un infarto agudo de miocardio. 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 una amplia tradicion en el estudio de la recuperabilidad funcional tras reperfusion
precoz en el infarto agudo de miocardio. Los tratamientos tromboliticos desarrollados
pioneramente en nuestro grupo al comienzo de los afios 80 han permitido un amplio
desarrollo de los métodos de analisis funcional miocardico y los factores que influyen en la
recuperacion funcional tras la reperfusion precoz en el infarto agudo de miocardio*”'**"'*>*. En
segundo lugar, el Servicio de Hematologia del Hospital Reina Sofia continta 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, conforme las primeras cuestiones comiencen a resolverse. No

estimamos en menos de una decada nuestro recorrido investigador de multiples aspectos de la

terapia regenerativa.
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Modelo escogido: el tipo de infarto seleccionado para el estudio regenerativo ha sido

el infarto anterior extenso, analizable por angiografia digital. Ello obedece a 2 razones:

1.- el caréacter dindmico del proceso agudo, junto a los efectos de la reperfusion, hacen
dificil la interpretacion de los cambios funcionales tras la terapia regenerativa. Por tanto el
sinergismo de la pared anterior del ventriculo izquierdo ha de ser nitidamente observable en
una filmacion en proyeccion oblicua anterior derecha a 30°. El territorio a estudio es amplio,
nitido y comun en todos los pacientes, siendo siempre la misma arteria descendente anterior
la responsable del mismo tipo de infarto. Si estudiaramos todo tipo de infarto, entraria en el
analisis otras variables adicionales, como los infartos pequenos, en los que ya se parte de un
funcionalismo casi normal y los posibles efectos regenerativos quedan oscurecidos al ser
pequefia la ganancia hasta la normalidad. Por tanto, el infarto anterior extenso nos
proporciona una amplia ventana de observacion para el analisis de los efectos regenerativos
sobre la funcion.

2.- La segunda razdn es la metodologia angiografica y hemodinamica para el andlisis
de los cambios funcionales. Ello nos permite desde los tiempos de la fibrinolisis en el infarto
estudiar la reserva contractil mediante el analisis de la potenciacion post-extrasistolica. 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. Hemos escogido pues, un modelo
claro de infarto y el método mas intimo para el estudio de los efectos regenerativos sobre la
funcién ventricular.

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
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estriado y el tejido adiposo suponen dos fuentes de facil acceso, tinicamente contienen un tipo
de progenitor (mioblastos y células mesenquimales respectivamente). Sin embargo, en la
médula 6sea, 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 células progenitoras adultas multipotentes'® y los progenitores
endoteliales. Nosotros nos decantamos por esta fuente porque creemos que esta diversidad de

poblacién, puede determinar una regeneracion mas potente.

OBJETIVOS

El proposito y el motivo principal de esta tesis doctoral es el de recopilar y exponer
los trabajos sobre terapia regenerativa en pacientes isquémicos que desde el afio 2002 se
vienen desarrollando por nuestro grupo. Después de 5 afios de experiencia, es momento de
reflexion y de sintesis. Tras la elaboracion de un protocolo conjunto tanto clinico como
biologico, se paso a testar la factibilidad, seguridad y eficacia de distintos tratamientos
regenerativos y de su via de administracion. Tanto la movilizacién masiva de células madre
con factor (G-CSF) como la inyeccion intracoronaria de células mononucleares de la médula
osea fueron testados. Una vez comprobados estos aspectos, y aun siendo los primeros
hallazgos muy prometedores, quedaba por efectuar un estudio comparativo para evaluar los
cambios en funcion ventricular tras tratamiento regenerativo. Teniendo en cuenta que la
reperfusion precoz produce un grado de salvamento miocardico en el infarto, dicho grupo
control podia representar el beneficio alcanzado por la propia reperfusion y revascularizacion,

situaciones ambas que también conllevan los dos grupos de terapia regenerativa. Por otro

58

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2008



Justificacion y objetivos

lado, al comprobarse la eficacia de la transferencia de células en la fase aguda del infarto, se
quiso testar su eficacia en pacientes con cardiopatia isquémica cronica y disfuncion
ventricular severa. Finalmente, se estudiaron los cambios electrocardiograficos seriados a lo
largo de un afio en pacientes con IAM anterior revascularizado tratado con células madre
intracoronarias. Con ello tratamos de relacionar los cambios en la funcidon ventricular con
aquellos otros observables en el ECG de superficie y que pudieran representar parametros
indicativos de electrogénesis. Por tanto los objetivos principales de este proyecto podrian
resumirse en:

1.- Demostrar la factibilidad, seguridad y eficacia de regenerar miocardio infartado a
partir de la movilizacion de células madre de la médula 6sea mediante la administracién
subcutanea de G-CSF recombinante humano.

2.- Demostrar la factibilidad y eficacia de la inyeccion intracoronaria de progenitores
para regenerar miocardio infartado con aplicacion in situ de células madre extraidas de la
médula Osea.

3.- Comparar la eficacia de ambos métodos regenerativos.

4.- Comparar los grupos de terapia regenerativa con un grupo control de pacientes con
infarto de miocardio reperfundidos precozmente.

5.- Analizar los factores clinicos, hemodinamicos y hematologicos capaces de influir
favorablemente en un mayor grado de recuperacion funcional tras tratamiento regenerativo.

6.- Analizar los cambios seriados en el electrocardiograma de pacientes con 1AM
anterior sometidos a tratamiento revascularizador y a transferencia intracoronaria de células

madre de la médula 6sea
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7.- Analizar la eficacia de la terapia regenerativa en la mejora del grado funcional y
de la funcién ventricular en pacientes con cardiopatia isquémica crdénica y disfuncion

ventricular severa.
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Material y métodos

3.1 Pacientes

3.1.1. Estudio observacional con G-CSF en pacientes con IAM.

En este estudio se muestran los hallazgos observados en un grupo de 13 pacientes con
infarto agudo de miocardio anterior que fueron revascularizados con stent intracoronario y
posteriormente tratados con factor estimulante de colonias granulociticas recombinado.

Se estudio prospectivamente a 13 pacientes con IAM anterior revascularizado que
aceptaron participar en un estudio de factibilidad y seguridad sobre los efectos de la
movilizacion masiva de células madre en el curso de un infarto con los siguientes criterios de
inclusion: Pacientes mayores de 18 afios y menor de 80 afos, con IAM anterior extenso, y
disfuncién ventricular revascularizado que aceptaron el protocolo y seguimiento establecido.
En cuanto a los criterios de exclusion se desestimaron aquellos pacientes con enfermedades
neoplasicas o hematologicas concomitantes. El estudio fue aprobado por el comité ético
institucional y todos los pacientes dieron el consentimiento informado. Los datos basales
quedan resumidos en la tabla 2. Todos ellos fueron tratados con fibrinolisis a su llegada con
el objetivo de lograr una reperfusion precoz. No obstante, en dos pacientes se preciso
realizar un cateterismo de rescate con implantacion de stent para conseguir la reperfusion de
la arteria descendente anterior. Los 11 restantes mostraron signos clinicos,
electrocardiograficos y enzimatios de reperfusion y estabilizacion, programandose un
cateterismo entre los dias 2 y 5 postinfarto. De este modo se realiz6 cateterismo cardiaco a
todos los pacientes entre los dias 0 y 5 de la fase aguda del infarto, y este estudio se considerd

como basal para la valoracion ventricular izquierda.
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TABLA 2. Datos basales (n=13)

Edad (aiios) 54+8
Varones 12 (92%)
Factores de riesgo
- Diabetes 2 (15%)
- Hiperlipemia 4 (31%)
- Hipertension 3(23%)
- Fumadores 8 (62%)
Pico de CK 3950+3110
Pico de CK-mb 486+470
Tiempo de recanalizacion (horas) |5.2+3.4
Tiempo dolor-pico de CK (horas) |20+24
Numero de radios afectos (%) 4614

CK:creatin-quinasa

La revascularizacion miocardica obtenida en este punto aseguraria la viabilidad de la
pared anterior, asi como la llegada y el posible anidamiento de células madre a la zona
infartada. Se realiz6 un registro de los tiempos desde el inicio del dolor hasta la
recanalizacion, la revascularizacion con stent, y el pico de creatinquinasa (CK) (tabla 2). Tras
el cateterismo inicial, los pacientes fueron incluidos en el estudio tras aceptar su
participacion. Todos fueron tratados con G-CSF y se realizd un seguimiento estrecho tras el
alta hospitalaria. El segundo cateterismo cardiaco fue programado a los tres meses de
seguimiento; el sumatorio de ondas Q (£Q), que refleja el grado de necrosis de la pared

anterior fue medido y comparado en milimetros.
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3.1.2. Estudio comparativo entre la infusion intracoronaria de células madre y la
movilizacion masiva de células madre con G-CSF en pacientes con IAM
Se estudiaron a 30 pacientes con IAM anterior revascularizados que aceptaron
participar en un estudio comparativo para evaluar la eficacia del tratamiento regenerativo con
células madre vs G-CSF.
Los criterios de inclusion fueron los siguientes:
1) Pacientes con IAM anterior que llegaran al hospital en las primeras 12 horas
desde el comienzo de los sintomas
2) Funcion ventricular deprimida (FE angiografica <45%)
3) Reperfusion precoz de la arteria descendente anterior (DA)
4) Revascularizacion percutanea de la arteria DA responsable del infarto
anterior, lo cual era mandatario para entrar en el estudio
Los criterios de exclusion fueron los siguientes:
1) Edad>80 afos
2) Aparicion de complicaciones mecanicas del IAM o shock cardiogénico
3) Enfermedad hematoldgica concomitante; y

4) Enfermedad sistémica maligna o pre-maligna.

Una vez superados estos criterios después del primer cateterismo, los pacientes que
aceptaron entrar en el estudio fueron aleatoriamente asignados a cada grupo. Tras la
revascularizacion percutanea fueron aleatorizados a grupo control (10 pacientes), infusion de

células madre (10 pacientes) o tratamiento con G-CSF (10 pacientes). Todos los pacientes
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firmaron el consentimiento para participar en el estudio. En la tabla 3 quedan resumidos los

datos basales de los tres grupos, que fueron similares.

TABLA 3. Datos basales clinicos y angiograficos

Grupo I Grupo 11 Grupo III

(Infusién células) |(G-CSF)  |(Control) |P~
Edad (afios) 52+12 54+9 55+11 NS
Sexo (masculino) 8 9 7 NS
Tiempo de recanalizacion (h) | 4+2 5+3 4+3 NS
CK+ pico (IU/dl) 4455+1573 4936+3091 |3063+1672 |NS
CK+mb pico (IU/dl) 464+264 579+472 248+197 NS

CK: creatin quinasa

A su llegada al hospital todos los pacientes recibieron fibrinolisis intravenosa con el
fin de lograr una reperfusion precoz. Cinco de ellos fueron revascularizados en la fase aguda
del infarto, inmediatamente después de la fibrinolisis, y 3 pacientes precisaron angioplastia de
rescate por fibrinolisis ineficaz. Los 22 restantes tuvieron criterios clinicos, enzimaticos y
electrocardiograficos de reperfusion, y fueron programados para la realizacion de un
cateterismo cardiaco entre los dias 2 y 5 post -IAM.

De este modo se realizé un cateterismo cardiaco a todos los pacientes entre los dias 0
y 5 de la fase aguda del infarto, y este estudio se consideré como basal para la valoracion de
la funcion ventricular izquierda. Al grupo de pacientes que recibieron células madre se les

program6 un segundo cateterismo entre los dias 5-10 del infarto para la infusion de células
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madre desde la arteria descendente anterior. Los pacientes randomizados a tratamiento
regenerativo con factor (G-CSF) iniciaron su tratamiento al quinto dia del infarto a una dosis
de 10 pg/kg/min durante 10 dias. Tras el alta hospitalaria se realizé un seguimiento estrecho
en todos los pacientes. A los 3 meses de seguimiento se program6 un nuevo cateterismo para
evaluar los cambios en la funcidon ventricular izquierda. Se compararon los
electrocardiogramas obtenidos antes del alta hospitalaria y a los 3 meses de seguimiento; el
sumatorio de ondas Q, que representa el grado de necrosis de la pared anterior fue medido y

comparado en mm.

3.1.3. Evaluacion de la infusion de células madre derivadas de médula dsea en

pacientes con cardiopatia isquémica cronica. Estudio oservacional.

En este estudio se muestran los hallazgos observados en un grupo de 13 pacientes con
infarto anterior de mas de 1 mes de evolucidon y funcion ventricular deprimida, a los que se
les administr6 una infusion intracoronaria de células madre tras revascularizar
percutaneamente el arbol coronario.

Se estudiaron prospectivamente a 13 pacientes con los siguientes criterios de
inclusion:

1) Pacientes mayores de 18 afios y menor de 80 afios
2) Infarto anterior extenso de mas de un mes de evolucion
3) Disfuncién ventricular: FE< 45% revascularizado que aceptaron el protocolo y

seguimiento establecido
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En cuanto a los criterios de exclusion se desestimaron aquellos pacientes con
enfermedades neopldsicas o hematoldgicas concomitantes. El estudio fue aprobado por el
comité ético y todos los pacientes firmaron el consentimiento informado. Los datos basales

quedan resumidos en la tabla 4.

TABLA 4. Datos basales (n=13)

Edad (aiios) 54+8
Varones 11 (85%)
Factores de riesgo
- Diabetes 2 (15%)
- Hiperlipemia 5 (38%)
- Hipertension 6 (46%)
- Fumadores 5 (38%)
Tiempo de recanalizacion (horas) |168+289
Tiempo dolor —células (meses) 29+50
Tiempo stent-células (meses) 17+£22
CK pico 6134+4080
CK-mb 827+630

CK: creatin quinasa

El tratamiento del infarto en la fase aguda fue con fibrinolisis y revascularizacion
electiva en 6 pacientes, fibrinolisis aislada en 3, tratamiento convencional y revascularizacion
electiva en 2 y tratamiento convencional en otros 2. En todos los pacientes se consiguié una
revascularizacion completa previa a la inyeccion de células. Cuatro pacientes precisaron
tratamiento percutdneo de lesiones en territorio distinto al de la DA. De esta forma

asegurariamos la llegada y posible anidamiento de las células a la zona infartada, y se
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eliminan factores de confusion que pudieran influir negativamente en la mejora funcional
como podria ser una revascularizacién incompleta.

Una vez revascularizado se program6 un cateterismo en el que se realiz6 un estudio de
funcién ventricular y reserva coronaria y se administraron las células madre obtenidas de la
médula 6sea del paciente la misma mafiana. El tiempo medio transcurrido desde la fase aguda
del infarto hasta la infusion de células fue de 28+45 meses. A los 6 meses de seguimiento se
realiz6 un nuevo estudio hemodinamico en condiciones idénticas a las del estudio basal.

Ademas en este grupo de pacientes se les hizo un test de consumo de oxigeno y se
analiz6 el umbral de anaerobiosis en cada uno de ellos, y se repitio el estudio a los 6 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.

3.1.4. Evaluacion de los cambios electrocardiograficos en pacientes con

tratamiento regenerativo

Se analizaron los hallazgos electrocardiogramas (ECG) de 21 pacientes con infarto
agudo de miocardio anterior tratados con revascularizacidbn percutanea e inyeccion
intracoronaria de células madre (10 del estudio randomizado y 11 de un estudio previo
observacional en el que se quiso valorar la seguridad y eficacia de este tratamiento
regenerativo).

Se obtuvieron ECG al alta, a los 6 meses y al afio y se analizaron los siguientes

parametros: frecuencia cardiaca, eje eléctrico, duracion del QRS, [1Q, intervalo QT
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corregido y amplitud de la onda R en V6. Los resultados obtenidos fueron correlacionados

con la ganancia funcional.
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3.2 Cateterismo cardiaco diagndstico y terapéutico

3.2.1. Estudio observacional con G-CSF en el IAM.

Se realizaron dos cateterismos cardiacos durante el estudio. El primero fue llevado a
cabo entre los dias 0 y 5 tras el IAM; el segundo a los tres meses de seguimiento. En el
primer estudio se realizd un cateterismo cardiaco izquierdo diagnoéstico, incluidas una
ventriculografia izquierda y una angiografia coronaria. El tratamiento mecénico de la arteria
descendente anterior causante del infarto se realizd siempre con un stent liberador de
rapamicina. Una vez obtenida la revascularizacion de la arteria epicardica, se efectuaron
estudios de reserva coronaria para evaluar la situacion del lecho vascular. En 3 pacientes se
implantaron otros stents en lesiones coronarias remotas no relacionadas con el infarto. Como
resultado, en todos los pacientes se obtuvo una revascularizacion completa. Todos los
procedimientos terapéuticos se llevaron a cabo con catéteres 8 F y recibieron heparina no
fraccionada a razéon de 2mg/kg; el tratamiento se continué con heparina de bajo peso
molecular 10000 U/dia, ticlopidina 500 mg/dia y aspirina 150 mg/dia durante 4 semanas y se
sigui6 con clopidogrel y aspirina durante un afio. Cinco pacientes recibieron dosis
convencionales de abcisimax (0,25 mg/kg en bolo y perfusion intravenosa de 0,125
pg/kg/min durante 12 horas) que se iniciaron durante la revascularizacion. La heparina
circulante fue neutralizada con protamina tras el procedimiento. Después se retird el
introductor femoral y se efectud el cierre de la puncién arterial con un dispositivo Angioseal

de 8 F. A los 3 meses de seguimiento se realizé un nuevo estudio hemodindmico. En este
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estudio la ventriculografia izquierda, la coronariografia y la determinacion de la reserva

coronaria se realizaron en condiciones idénticas a las del estudio anterior.

3.2.2. Estudio comparativo entre la infusion intracoronaria de células madre y la

movilizacion masiva de células madre con G-CSF en pacientes con IAM

A todos los pacientes se les realizaron 2 cateterismos durante el estudio. El primero se
llevo a cabo entre los dias 0 y 5 tras el infarto y el segundo a los tres meses de segumiento.
A los pacientes aleatorizados al brazo de c€lulas madre se les realizé un cateterismo adicional
entre los dias 5 y 10 del infarto para la infusion intracoronaria de células. El tratamiento
mecanico de la arteria descendente anterior se realizd con un stent liberador de rapamicina
(Cypher®), y tras la revascularizacion se realizo un estudio de reserva coronaria para evaluar
la situacion del lecho vascular. En 9 pacientes se precisé el uso de un cateter de aspiracion
para la extraccion del trombo. Todos los procedimientos terapéuticos se llevaron a cabo con
catéteres 8 F y recibieron heparina no fraccionada a razon de 2mg/kg; el tratamiento se
continu6 con heparina de bajo peso molecular 10000 U/dia, ticlopidina 500 mg/dia y aspirina
150 mg/dia durante 4 semanas y se siguid con clopidogrel y aspirina durante un afio. Catorce
pacientes recibieron dosis convencionales de abcisimax (0,25 mg/kg en bolo y perfusion
intravenosa de 0,125 pg/kg/min durante 12 horas) que se iniciaron durante la
revascularizacion. La heparina circulante fue neutralizada con protamina tras el
procedimiento. Después se retird el introductor femoral y se efectuo el cierre de la punciéon
arterial con un dispositivo Angioseal de 8 F. A los 3 meses de seguimiento se realizdo un

nuevo estudio hemodinamica en condiciones idénticas al estudio basal.
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3.2.3 Evaluacion de la infusion de células madre derivadas de médula dsea en

pacientes con cardiopatia isquémica cronica. Estudio observacional

En este estudio se realizaron 2 cateterismos, en el primero de ellos se revascularizo la
arteria descendente anterior con stent liberador de rapamicina. En 4 pacientes hubo que tratar
territorios distintos al de la DA para conseguir una revascularizacion completa.

Todos los procedimientos terapéuticos se llevaron a cabo con catéteres 8 F y
recibieron heparina no fraccionada a razén de 2mg/kg; el tratamiento se continué con
heparina de bajo peso molecular 10000 U/dia, ticlopidina 500 mg/dia y aspirina 150 mg/dia
durante 4 semanas y se siguio con clopidogrel y aspirina durante un afio.

La heparina circulante fue neutralizada con protamina tras el procedimiento. Después
se retiro el introductor femoral y se efectud el cierre de la puncion arterial con un dispositivo
Angioseal de 8 F. A los 6 meses de seguimiento se realizd un nuevo estudio hemodinamica

en condiciones idénticas al estudio basal.
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3.3 Estudios de funcion ventricular izquierda

El modelo escogido para el estudio, el infarto anterior extenso, permite un analisis
minucioso del sinergismo de la pared anterior del ventriculo izquierdo, que es nitidamente
observable en una proyeccion oblicua anterior derecha.

El estudio de funcion ventricular se realizé en la condicion basal y al seguimiento (a
los 3 meses en el estudio observacional con factor y en el comparativo células-factor y a los 6
meses en es estudio de cronicos).

En ambas condiciones del estudio practicamos al menos una ventriculografia
izquierda en proyeccion oblicua anterior derecha de 30 grados. La ventriculografia izquierda
se realizd con un cateter pigtail de 7 F. Se inyectaron 40 ml de contraste no ionico a una
velocidad de 15 ml/seg. Durante la realizacion de la ventriculografia se consiguieron latidos
sinusales y latidos postextrasistolicos'>* para determinar la reserva contractil de dos éreas
ventriculares: el area afectada por el infarto (pared anterior) y las zonas hipercinéticas
compensadoras (pared inferior). Los latidos postextrasistolicos fueron inducidos mediante el
propio cateter, una vez filmado un latido sinusal bien opacificado. En todas las ocasiones, el
intervalo R-R’ del latido prematuro inducido y de la pausa post extrasistdlica fueron
registradas y medidas.

Las mediciones y célculos se realizaron off line. Se calcul6 la fraccion de eyeccion y
los volimenes ventriculares, y se efectud un analisis de la motilidad regional de la pared. Se

155
1

utilizé el método de Sheehan et al ™ para estudiar la extension del dafio parietal. El segmento

de contraccion anormal fue definido como el porcentaje de radios con aquinesia o
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disquinesia. El nimero de radios afectados se definié como el numero de radios aquinéticos,
disquinéticos e hipoquinéticos. Asi, se observo de forma seriada el comportamiento del
miocardio infartado tras el tratamiento, lo que permiti6 evaluar la posible respuesta. La
recuperacion funcional se definié como la ganancia en la FE, la reduccion del area infartada y
del numero de radios afectados entre la situacion basal y la del seguimiento. Adicionalmente

también se evaluo el comportamiento de las zonas hiperquinéticas compensadoras.
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3.4 Estudio vascular: medicion de reserva coronaria

Se utiliz6 el sistema Flow-map® para medir las velocidades intracoronarias y de la

156 . ., . .. ,
Tras la revascularizacion de la descendente anterior, se posicion6

reserva coronaria (CFR)
una guia doppler intracoronaria de 0,014 pulgadas distal al stent. La velocidad de flujo se
registrd de forma continua. El pico de velocidad se registrd tanto en situacion basal como tras
la administracion de un bolo intracoronario de 60 pug de adenosina (figura 9). La CFR fue
calculada como la relacion entre la la velocidad de flujo maxima tras la inyeccion de
adenosina y la velocidad de flujo basal. A los tres meses de seguimiento se efectudé un nuevo

estudio doppler en la descendente anterior. La recuperacion funcional de la microcirculacion

infartada fue definida como la ganancia en CFR entre la fase aguda y el seguimiento.

36 Tras adenosina

Figura 9. Reserva coronaria de flujo obtenido de la razén de la velocidad pico en
condiciones basales y tras adenosina
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3.5 Movilizacion con G-CSF y estudios de laboratorio

Los pacientes que recibieron G-CSF de forma subcutanea (13 pacientes del estudio
observacional y 10 pacientes del estudio aleatorizado) lo hicieron durante 10 dias a razoén de
5 png/Kg cada 12 h. Se obtuvo una muestra de sangre periférica los dias 0, 3, 5 y 10. Se
realizo un recuento total de serie blanca, del porcentaje de células CD 34 + circulantes y de su
inmunofenotipo. Asimismo se determinaron las enzimas cardiacas durante la fase aguda y el

tratamiento con G-CSF.

Marcadores de membrana de células mononucleares
(Infundidas/Circulantes en pacientes tratados con G-CSF)

Marcador de pluripotencialidad

asimononucl

cd117+ Células con expresidén mieloide. Diferenciacion en células
endoteliales. Capacidad de angiogénesis

cd33+ Células con expresién mieloide.

cdd1+ Células con expresién megacariocitica

cd71+ Células con expresion eritroide

Marcador de pluripotencialidad. Diferenciacion en células
estromales y endoteliales

HLAdr- Marcador de pluripotencialidad

cxcrd+

cd38- Marcador de pluripotencialidad

cd90+ Marcador de pluripotencialidad

Figura 10. Caracteristicas de las subpoblaciones CD34
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La cuantificaciéon en la sangre periférica de CD34+ movilizados con G-CSF fue

157 eqe , . ,
. Se utilizo la citometria de

realizada en concordancia con las guias ISHAGE
inmunofluorescencia de 3 colores para determinar la expresion de diferentes moléculas de
CD 34+ movilizadas en la sangre peiférica (figura 10). Las células se tifieron con anticuerpos
monoclonales de CD 34 humano marcados con la proteina peridin-clorofila (PerCP) y con los
siguientes AC monoclonales antihumanos: anti-CD33, anti-CD 117, anti CD 41, anti CD 71,
anti-fusin, anti CD-90, anti-HLA-DR y el anti-CD38 marcados con fluoresceina isotiocianato
o ficoeritrina. Las caracteristicas de los distintos marcadores de membrana de las
subpoblaciones CD 34 quedan resumidas en la figura 10. Las células fueron cosechadas y
analizadas en el citometro de fluyjo FACS calibur utilizando el programa cell-quest. Para

distinguir las poblaciones de células hemopoyéticas de los eritrocitos y de los residuos se

utilizaron las sefiales esparcidas delanteras y laterales.
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3.6 Obtencion y preparacion de células madre

Cuatro horas antes del cateterismo en el que se administra la suspension celular, se
procede a la obtencion de la médula 6sea autdloga. El procedimiento de obtencion se realiza
en una habitacion dotada con presion positiva para garantizar al maximo las condiciones de
esterilidad. La médula osea del paciente se obtiene mediante aspiraciones repetidas sobre la
cresta iliaca posterior bajo anestesia local, hasta alcanzar un volumen aproximado de 100-150
ml de médula. La médula obtenida es recolectada en una bolsa de transferencia conteniendo
solucion ACD-A como anticoagulante en una proporcion de 1:5 del volumen de médula osea.
El procesamiento de la médula osea consiste en la eliminaciéon de plasma, hematies y
granulocitos, obteniéndose exclusivamente Células Mononucleadas (CMN) (Figura 11).

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 albiimina humana al 4%
en la misma méquina 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 se introducen en una jeringa a través de la cual se inyectardn en el catéter.
Se obtienen muestras para recuento celular, viabilidad y control microbioldgico de cada uno

de los injertos, asi como las muestras necesarias para investigacion.
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La suspension celular final se transporta en condiciones de esterilidad por personal
sanitario hasta la Unidad de Hemodindmica para su inmediata administracion al paciente.
Toda la manipulacion 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.

Se tomaron muestras de las células madre infundidas a los pacientes con infartos

crénicos para ser estudiadas in vitro y poder analizar la capacidad migratoria de las mismas.
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3.7 Infusion intracoronaria de células madre

En el estudio aleatorizado, antes de los 10 dias del infarto se programo un cateterismo
para la infusion de células madre en los pacientes asignados a este grupo. En el estudio
observacional con infartos de mas de un mes de evolucion la infusion se hizo tras obtener una
revascularizacion completa. Se les realizé ventriculografia izquierda y angiografia coronaria
antes de la infusion. Las células se transplantaron directamente en la zona infartada mediante
el uso de un cateter balon coaxial que se posiciono en la arteria descendente anterior a nivel
del segmento stentado. El tamafio del balon se seleccion6 en funcion del tamaiio del vaso de
forma que se consiguiera una oclusion completa y un “stop flow” durante la infusion de
células. Con esto preveniamos la pérdida de células mediante flujo retrogrado y se
proporcionaba un estancamiento del flujo que facilitaba el anidamiento celular. Una
suspension de 10 ml de células madre se inyectod a través del cateter balon durante 3 a 4

minutos.

3.8 Estudio estadistico

Todos los datos cuantitativos se expresan como media + desviacion tipica. Los datos
cualitativos se expresan en porcentaje. Se estudioé la normalidad de la muestra con el test
estadistico de Kolmogorov-Smirnov. La t de Student pareado se utilizé para comparar medias
en cada grupo, mientras que el andlisis de la varianza y el test de Scheffé se utilizaron para

comparar medias entre grupos (comparar tres valores cuantitativos). Para comparar variables
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cualitativas se utilizo el test de chi cuadrado. Los coeficientes de correlacion de Pearson (1)
fueron calculados para valorar las asociaciones lineales. Se efectué un calculo del poder
estadistico (1- B) para la comparacion de la ganancia en FE. Se acepté como significacion
estadistica una p< 0.05. Para el andlisis estadistico se ha utilizado el progre SPSS version

13.0.
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4.1 Estudio observacional con G-CSF en pacientes con IAM.

Hallazgos clinicos y de laboratorio

Todos los pacientes sobrevivieron al IAM. Cuatro de ellos precisaron farmacos
inotropos durante la fase aguda. Ningln paciente presentdé complicaciones derivadas del
cateterismo cardiaco, tanto en la fase aguda como en el seguimiento. Durante el tratamiento
con G-CSF no se observaron aumentos adicionales de las enzimas cardiacas. Se registraron
cifras elevadas de leucocitos circulantes durante el tratamiento con G-CSF junto con un
aumento del nimero total de CD34+, cuyo valor maximo se alcanz6 al quinto dia del inicio
del tratamiento.

En la figura 12 se muestra el efecto de G-CSF en los recuentos de serie blanca de
sangre periférica, asi como el numero total de células circulantes. El andlisis
inmunofenotipico de las células CD 34+ circulantes en el quinto dia del tratamiento demostrd
que aunque muchas células expresaban los marcadores hematopoyéticos tipicos (CD33,
CDI117, CD41, CD71), muchas otras mostraban caracteristicas de células madre muy
inmaduras (CD38-, HLA-DR-, CD90+), proporcionando un niimero total considerable de

células CD34+ tedricamente pluripotentes.
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Fig. 12. Determinacion seriada del niimero absoluto de las células CD34+ (arriba) y de leucocitos y
granulocitos (abajo) durante el tratamientocon G-CSF. La concentracion maxima de CD34+ se observé
el quinto dia de tratamiento.

En la tabla 5 se exponen los porcentajes y numeros totales de las distintas
subpoblaciones de los CD34+ circulantes. Todos los pacientes fueron dados de alta sin
sintomas y bajo tratamiento vasodilatador y antitrombotico. Como efectos adversos se
observaron con frecuencia febricula y dolor muscular leve, normalmente bien tolerados por

parte de los pacientes.
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TABLA 5. Inmunofenotipo de células CD 34+ movilizadas

al quinto dia de tratamiento con G-CSF

CD38 - |HLADr- |CXCR4+|CD90+ |[CD33+ |CD117+|CD41+ |CD71+
% de
13.9+9.8 | 12.3+1.4 | 7.5+5.8 [17.3+4.3|21.6+9.2 | 67+16.3 |4.2+1.1 | 5.4+1.6
CD34+
Total
circulantes 17+6 1344 3+1 21+10 | 22+12 [ 61.4+£2.9| 3+0.7 62
(cells / pL)

No obstante, el mayor efecto adverso fue observado en un paciente que presentd una

rotura esplénica espontanea (figura 13) y precisé una esplenectomia de urgencia en el dia 13

tras el IAM, todavia bajo tratamiento con G-CSF. La administraciéon del factor fue

interrumpida y el paciente evolucion6 favorablemente tras la cirugia. El estudio

anatomopatoldgico puso de manifiesto signos de esplenitis aguda severa y una hemorragia

subcapsular como causa de la rotura. Tras un seguimiento clinico medio de 9+2 meses, los 13

pacientes siguieron asintomaticos. Hasta el momento no se han registrado episodios de

angina o fallo cardiaco en ningin paciente. La media de XQ obtenida en los

electrocardiogramas mostr6 una disminucion significativa en el seguimiento (tabla 6) lo que

sugeriria algun grado de recuperacion eléctrica.
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Figura 13 Imagen del bazo tras esplenectomia y corte anatomo patolégico

Hallazgos hemodinamicos y angiograficos

En la tabla 6 se exponen los cambios principales observados en la funcion ventricular
izquierda global y regional, desde la fase aguda hasta los 3 meses de seguimiento. Como se
pudo observar no hubo cambios significativos en los volimenes cardiacos. No obstante, se

aprecio una mejora en la funcion global y regional en el seguimiento.
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TABLA 6. Hallazgos clinicos, hemodinamicos y angiograficos

Basal 3-meses p
YQ (mm) pared anterior 30+18 19+14 0.001
PTDVI (mmHg) 27+10 24+11 NS
CFR 1.4+0.3 2.4+0.6 NS
VTDVIi (ml/m?) 138+21 175+43 NS
VTSVIi (ml/m?) 82:+17 98+49 NS
Fraccion de eyeccion (%) (sinusal) 40+7 46+15 0.1
lli{jlcc;i(m de eyeccion (%) (post- 5349 58414 NS
SCA (%) (sinusal) 32+16 21+16 0.002
SCA (%) (post-PVC) 20+16 12+14 0.03
% de radios afectos (sinusal) 46+14 36+24 0.001
% de radios afectos (post-PVC) 36+15 24421 0.04
MLD-post (mm) 3.2+0.5 2.9+0.7 NS

El porcentaje de segmentos de contraccion anormal (SCA) y de radios afectados de la

SCA: segmentos de contraccion anormal ; CFR: reserva de flujo coronario; VIDVI: volumen telediastélico del
VI; PTDVI: presion telediastolica del VI; VISVI: volumen telesistolico del VI; MLD: minimo didmetro
luminal obtenido en la lesioén diana tras la revascularizacion; PVC: latido ventricular prematuro ; 2Q: sumatorio
de onda Q;

pared anterior en los latidos sinusales presenté una importante reduccion en el seguimiento,
sin que se observaran cambios en las zonas compensadoras de la pared inferior (tabla 7). Esto
condujo a un leve, aunque no significativo incremento de la FE global. De forma similar, los

latidos postextrasistolicos mostraron mejora significativa en la capacidad contractil de la
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pared anterior. La CFR del territorio infartado mejoré de forma significativa en

el

seguimiento y recuperd la respusta normal a los estimulos vasodilatadores. No hubo relacion

entre la ganancia en CFR y la observada en la FE.

TABLA 7. Cambios observados en la asinergia ventricular izquierda

% de acortamiento de la pared ventricular
Basal 3-Meses p

PARED ANTERIOR

a- sinusal 46+16 4621 NS
a- post-EV# 53+12 52+20 NS
b- sinusal 349 13+13 0.02
b- post-EV# 77 16+15 0.05
c- sinusal -0.1+13 7£12 0.05
c- post-EV# 6+13 18+17 0.02
PARED INFERIOR

a- sinusal 2549 25+8 NS
a’- post-EV# 33+14 30+6 NS
b’- sinusal 36+12 35+15 NS
b’- post-EV# 43+14 45+11 NS
¢’- sinusal 3215 32428 NS
¢’- post-PVC# 44+18 45+28 NS

*a: anterobasal ; b: antero-ecuatorial; ¢: antero-apical; a’: inferobasal;
b’: infero-ecuatorial; ¢’: infero-apical; #EV: latido ventricular prematuro
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Determinantes de recuperabilidad funcional

La ganancia absoluta de FE oscil6 entre -22 y +18% (6,2 £12,3) y se correlacion6 de
forma significativa (r =0,71; p<0,006) con la ganancia en el porcentaje de radios afectados de
la pared anterior. De esta manera, aunque la recuperacion funcional global vari6 entre los
pacientes, los cambios observados dependian mayormente de los cambios en la pared anterior

(figura 14).
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Figura 14. Cambios individuales observados en la fraccion de eyeccion (FE), el segmento
de contraccion anormal (ACS) y el nimero de radios afectados de la pared anterior.
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En la figura 15 se muestra un ejemplo en el que se producen cambios eléctricos
llamativos y en la figura 16 un ejemplo de recuperacion funcional significativa. No obstante
la funcién de 2 pacientes (15%) evoluciondé de forma desfavorable; a los 3 meses de
seguimiento se constatd en ellos un claro empeoramiento de la funcion ventricular izquierda

global.

Fase aguda

Pre-alta

3 meses

Figura 15. Electrocardiograma al ingreso, al alta y a los 3 meses de seguimiento, observandose
una disminucion de la onda Q de necrosis
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Basal 3 meses

Figura 16. ventriculografia basal y a los 3 meses de seguimiento. Se observa una mejoria funcional
significativa al seguimiento . Las flechas muestran el segmento discinético en el apex. Los corchetes
marcan el segmento de contractilidad

Investigamos los factores que podian influir en la recuperacion funcional (figura 17).
La ganancia en la FE se relacion6 de forma inversa con la presion telediastolica ventricular
izquierda en situacion basal (r = 0,56; p<0,05) y con el valor maximo de la fraccion MB de la
CK (r =-0,82; p<0,002). Estos hallazgos sugieren que un mayor tamafio del infarto ejerce una
influencia adversa en el grado de recuperacion funcional. Por el contrario la ganancia en la
FE se correlacion6 de forma directa con el namero total de células CD34+38- circulantes al
quinto dia de tratamiento con G-CSF (r =0,78; p<0,003). Asimismo, el nimero total de
CD34/ul circulantes se correlacion6 con el porcentaje de ganancia en la FE (r = 0,66;
p<0,05). La FE del latido postextrasistlico en condiciéon basal se correlacion6 de forma

significativa (r=0,70; p<0,01) con la FE en el latido sinusal al seguimiento.
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Figura 17 Correlaciones significativas en nuestro estudio

La CFR basal, obtenida inmediatamente después de la implantacion del stent, se

relacion6 de forma inversa con el porcentaje de SCA (r = -0,75; p<0,003) en la condicién

basal. Por lo que se refiere a la recuperacion funcional de la red capilar de la region infartada,

la ganacia absoluta en CFR oscil6 entre -0,5 y + 2,2 (0,98 £ 0,62). Este incremento no se

correlacion6 con los parametros de funcion venrtricular izquierda basal y fue independiente

de los cambios de ésta. De igual forma los cambios observados en la CFR no se

correlacionaron con el nimero toal de CD34+38- circulantes en el quinto dia de tratamiento

con factor.
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4.2 Estudio comparativo entre la infusion intracoronaria de células madre
y la movilizacion masiva de células madre con G-CSF en pacientes con

IAM

Hallazgos clinicos, angiograficos y de laboratorio

La tabla 8 muestra los principales hallazgos clinicos y angiograficos basales en los 3
grupos. No hubo diferencias significativas entre los grupos en términos de tiempo de
recanalizacion, elevacion enzimatica pico, Y Q o parametros basales de funcion ventricular.
Todos los pacientes sobrevivieron al IAM. Doce de ellos necesitaron drogas inotropicas
durantes la fase aguda. Ningin paciente presentd complicaciones secundarias a cualquier
estudio hemodinamico realizado durante la fase hospitalaria o al seguimiento. En los
pacientes del grupo I, el niimero total de células mononucleares infundidas fue de 9+3-10°.
De ellas, 17+13-10° fueron CD34+. Los pacientes del grupo II evidenciaron una movilizacién
significativa mediante la elevacion de leucocitos circulantes y células CD34+ durante la
administraciéon G-CSF. Los niveles maximos de progenitores circulantes fueron observados
el dia 5 tras el comienzo de la administracion de G-CSF. La tabla 9 resume estos hallazgos.
En la valoracion clinica a los 3 meses de seguimiento, 24 pacientes estaban en clase funcional
I, 4 pacientes estaban en clase funcional II y 2 pacientes en clase funcional III. No hubo
reestenosis en el estudio hemodindmico a los 3 meses. El didmetro minimo de la luz del
segmento tratado fue de 2.6+0.7 mm y la pérdida luminal tardia fue de 0.3+0.4 mm. No hubo

diferencias en clase funcional o en medidas luminales entre los distintos grupos.
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TABLA 8. Datos basales clinicos y angiograficos

Grupo I Grupo 11 Grupo II1

(Infusién células) | (G-CSF) | (Control) | P~
Edad (afios) 52+12 54+9 55+11 NS
Sexo (masculino) 8 9 7 NS
Tiempo de recanalizacion (h) 4+2 543 4+3 NS
CK pico (1U/d1) 4455+1573 4936+3091 | 3063+1672 | NS
CK mb pico (1U/d1) 464+264 579+472 248+197 NS
>Q 2616 34+19 2549 NS
Fraccion de eyeccion (%) 3745 3945 38+6 NS
Presion telediastolica (mmHg) 30+8 29+10 2547 NS
SCA* (%) 32+12 3611 28+14 NS
N° de radios afectados (%) 40+16 47+14 36=x11 NS
Potenciacion Post-PVC]|| (%) 15+8 11+7 13+8 NS
Reserva coronaria 1.5+0.3 1.4+£0.3 1.7+£0.4 NS
Intervalo RR (msec) 983+172 890+161 935+179 NS
Intervalo RR’ (msec) 465+111 600+166 580+288 NS
Intervalo R’R (msec) 11524280 1155+227 940+314 NS

SCA: Segmento de contraccién anormal; CK: creatin-quinasa; PVC: Contraccién ventricular prematura.
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TABLA 9. Células infundidas y movilizadas

Cm Cétutas
Células infundidas .
circulantes
MNCs* (x10%) 913
CD34+ cells (x10%) 17+13
Leucocitos (xlO6 /ml)
(dia 5 de tratamiento) o 48+16
Leucocitos (x10° /ml)
(dia 10 de tratamiento) o 54+16
Granulocitos (x10°/ml)
(dia 5 de tratamiento) - 43+15
Granulocitos (x106 /ml)
(dia 10 de tratamiento) - 42+16
Células CD34+ (x10°/ml) 8847
(dia 5 de tratamiento)
Células CD34+ (x10°/ml) 20475
(dia 10 de tratamiento)

MNCs*: Células mononucleares.

Volimenes ventriculares y funcion cardiaca
La tabla 10 muestra los cambios observados en los volumenes de VI y en los
pardmetros funcionales en los 3 grupos. Se observd una reduccion significativa en los

volumenes al seguimiento en el grupo I. En cambio, los pacientes de los grupos II y III no

96

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2008



Resultados

tuvieron reducciones similares de los volimenes ventriculares al seguimiento. La FE aumento

significativamente al seguimiento en el grupo I, no observandose cambios significativos en

los grupos II y III. La proporcion de la recuperacion en FE al seguimiento no fue diferente

entre los grupos I y III. Ademas, el porcentaje del SCA y de los radios afectados se redujo

significativamente al seguimiento en el grupo I, pero no mostrd cambios significativos en los

grupos Il y II1.

TABLA 10. Volumenes y funcion ventricular izquierda

Grupo I Grupo 11 Grupo 111
(Infusion de células) (G-CSF) (Control)
Basal 3 meses Basal 3 meses Basal 3 meses
VTDVI (ml/m?) 142135 134+29 14121 182+46 140430 159+43
VTSVI (ml/m?) 89+27 61+19 87+15 110+50 83+25 87+35
FE (%) 37+5 58+9 3745 42+14 39+6 4548
SCA (%) 33+12 8+10 39+7 25+16 27+13 169
Radios afectados (%) 47+6 24+17 52+6 44420 4611 3620

SCA: Segmento de contraccién anormal. FE: fraccion de eyeccion. VIDVI: volumen telediastélico de

ventriculo izquierdo. VISVI: Volumen telesistélico de ventriculo izquierdo

Grado de recuperacion funcional

La figura 18 y la tabla 11 muestran la ganancia neta observada en parametros

funcionales en los 3 grupos. Los pacientes del grupo I siempre mostraron una ganancia

favorable en FE que oscil6 entre +11% y +34%. Los pacientes del grupo II mostraron una

97

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2008



Resultados

ganancia en FE que oscil6 entre -22% y +18%. La ganancia en FE en pacientes del grupo

control (grupo III) oscild entre -6% y +21%. La ganancia en FE, SCA y nimero de radios

afectados fué significativamente mayor en pacientes tratados con infusion de células

Intracoronarias.

TABLA 11. Ganancia neta en recuperacion funcional

Grupo I Grupo I1 Grupo III Anova

células (G-CSF) (Control) p<
Ganancia en FE 20+8 4+13* 6+10%* 0.003
Ganancia en SCA 2015 -12+11 -6+3** 0.05
Ganancia en radios

-26+11 -9+16** -12+12 0.05
afectados
Ganancia en CFR 0.9+0.7 1.1+0.5 0.4+0.7 ns
Gananciaen ) Q -12+10 -13£10 -6£5 ns

SCA: Segmento de contraccion anormal; CFR: Reserva coronaria;
FE: Fraccion de eyeccion. * p<0.01 vs grupo I. ** p<0.05 vs grupo I
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Recuperacion funcional
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Figura 18. Ganancia en fraccion de eyeccién y cuerdas en los 3 grupos

Se observé una correlacion significativa (r=0.81; p<0.001) entre la ganancia en FE y
la reduccion en el nimero de radios afectados en la pared anterior, sugiriendo que los
aumentos en la funcion global fueron principalmente secundarios a la recuperacion de la
pared anterior infartada. Los pacientes del grupo I mostraron una mejora significativa, no
solo en la FE del latido sinusal sino también en la del latido post-extrasistélico, lo cual no fue

observado en los grupos restantes (figura 19).
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SINUSAL

POST-EV

Figura 19. Ventriculografia de latido sinusal y post extrasistélico
en condicion basal y al seguimiento.

Este hallazgo puede sugerir una mejoria funcional adicional en reserva contractil en
los pacientes que recibieron transferencia de células intracoronarias. Se observo una
correlacion inversa significativa, (r =-0.45; p=0.02) entre la CK pico y la ganancia en FE, lo
que sugiere una peor recuperacion funcional en pacientes con mayor dafo valorado por

métodos enzimaticos (figura 20).
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Factores de recuperabilidad funcional

Tiempo dolor-recanalizacion
Inyeccion células mG-CSF 4 horas =>4 horas

anancia FE (%)

-
2
=
b
2
o
c
o
=
[
o

%]

{

{

Potenciacion post-PYC basal
Kmb pico (UI/dl)

Figura 20. Factores de recuperabilidad funcional

La potenciacion post-extrasistolica basal se correlaciond (r=0.39; p=0.04) con la ganancia
en FE sinusal al seguimiento. Ademads, hubo una correlacion significativa (r=0.80; p<0.001) entre
la FE post-extrasistolica a los 3 meses y la ganancia neta en FE sinusal. La CFR no se correlaciond
con los parametros de funcion ventricular y la ganancia en CFR tampoco se correlacion6 con la

ganancia en FE en ningin grupo (figura 21).
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CORRELACION ENTRE LA RESERVA DE FLUJO CORONARIO
Y LOS CAMBIOS EN LA FRACCION DE EYECCION
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FE a los 3 months Cambios en FE(3 meses-poststent)

Figura 21. Ausencia de correlacion entre la ganancia de FE y de reserva coronaria
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4.3 Evaluacion de la infusion de células madre derivadas de médula o0sea en

pacientes con cardiopatia isquémica cronica . Estudio observacional

Hallazgos clinicos, angiograficos y de laboratorio

En la tabla 12 se resumen los principales hallazgos obtenidos en la evaluacion clinica,
hemodindmica y angiografica. Todos los pacientes sobrevivieron al procedimiento y no se
detectaron complicaciones derivados del mismo. Tras la reevaluacion angiografica se
produjeron dos fallecimientos, ambos achacados a una progresion de enfermedad coronaria.
En uno de los casos se objetivo una reestenosis severa del stent implantado en la DA a los 18
meses y se tratd con un stent in stent, pero tras el procedimiento sufrido en la planta de
hospitalizacion un episodio de fibrilacion ventricular y parada cardiorrespiratoria. El otro
paciente fallecio en su domicilio tras haber comenzado dos dias antes con angina de esfuerzo
6 meses después de la reevaluacion angiografica. Dos pacientes rechazaron la revision
angiografica al seguimiento. El niimero total de células infundidas fue de 10.6+4.5 x 10%, y de
ellas, 26,418 x 10° fueron CD 34 +. Al seguimiento, un paciente deterioré su grado
funcional basal (de grado funcional III a grado funcional IV), 5 pacientes mantuvieron su
grado funcional basal (2 en grado funcional I y 3 en grado funcional II) y 4 pacientes
mejoraron con respecto a su condicion basal (2 pasaron de grado funcional II a grado
funcional I y los otros 2 de grado funcional III a grado funcional II). No se objetivaron

cambios significativos en el consumo de oxigeno ni en el umbral de anaerobiosis.
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TABLA 12. Hallazgos clinicos, angiograficos y hemodinamnicos

Basal 6-meses P
PTDVI (mmHg) 31+110 29+12 NS
CFR 2.4+0.83 2.5+0.9 NS
VTDVIi (ml/m?) 227+60 235469 NS
VTSVIi| (ml/m?) 165+58 168+62 NS
Fraccion de eyeccion (%) (sinusal) 25+6 32+£10 0.02
Fraccion de eyeccion (%) (post-PVC#) 33+8 41+12 0.07
SCA (%) (sinusal) 3611 32+11 NS
SCA (%) (post-PVCH#) 27+14 22+14 NS
% de radios afectos (sinusal) 67+9 48+16 <0.01
% de radios afectos (post-PVC#) 5611 38+19 0.02
Sumatorio onda Q 27£20 27£17 NS
Consumo de O; pico 24,1+10 24,9+5 NS
Umbral de anaerobiosis 18+10 1443 NS

SCA: segmentos de contraccion anémala ; CFR: reserva de flujo coronario; VIDVI: volumen telediastdlico del
VI; PTDVI: presion telediastolica del VI; VISVI: volumen telesistolico del VI; PVC: latido ventricular

prematuro
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Volimenes y funcion ventricular

Un paciente deteriord la funcion ventricular al seguimiento (del 26% pasé al 21%),
documentandose reestenosis del stent a la DA que se tratd, pero se volvid a reevaluar
angiograficamente por recurrencia clinica y se objetivd oclusion del stent, por lo que fue
incluido en la lista de trasplante. En el resto de pacientes del estudio se produjo un
incremento de la fraccion de eyeccidn, con una ganancia absoluta de 7 %. Este incremento de
la FE se consigui6 a expensas de una disminucién de segmentos hipoquinéticos en la pared
anterior, tanto en el latido sinusal como el postextrasistolico. La figura 22 muestra los
cambios individuales producidos en la FE y la reduccion de cuerdas hipoquinéticas, y la
figura 23 muestra un paciente con gran mejoria funcional al seguimiento. Se hallé una
correlacion directa entre la ganancia de FE y la disminucién de radios afectos en la pared
anterior (r = 0.76, p< 0.01), y una correlacion negativa entre la FE al seguimiento y el pico de

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 reduccion de
los volumenes ventriculares ni de una disminucién del sumatorio de Q al seguimiento. En
cuanto a la CFR era normal en la condicion basal y no se observaron diferencias
significativas en el seguimiento. Por otro lado, se analiz6 la capacidad de migracion in vitro
de las células infundidas, y se hall6 una correlacion positiva entre la potenciacion de la FE
basal y distintos indicadores de migracion (% de migracion basal: r: 0.73, p<0.05, % de

migracion a VEGF: 1: 0.68 p<0.05).
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Figura 22. Cambios en la FE y en el nlimero de cuerdas hipoquinéticas

FE: 53%

Figura 23.Ventriculografia basal y al seguimiento. A los 6 meses se objetiva un incremento
de la FE con una disminucion de los segmentos de contraccion anormal de la pared anterior
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4.4 Evaluacion de los cambios electrocardiograficos en pacientes con IAM

anterior y tratamiento regenerativo

Los resultados obtenidos quedan resumidos en la tabla 12.

TABLA 12. Hallazgos electrocardiograficos

Basal | 6 meses p 1 aiio p
FC 68+15 64+16 ns 66+13 NS
2Q 35+17 18+13 | <0.05 | 1413 | <0.05
N°Q* 4.5+1.7 | 2.45+1.6 | <0.05 | 1.84+1.6 | <0.05
QTec 36040 | 401+24 NS 387+27 | NS
QRS mseg 90+22 94+19 NS 88+29 NS
R V6 mm 5723 | 6.3+3 NS 6,6+3 NS

FC:frecuencia cardiaca, XQ:sumatorio de Q, N°Q: nimero de derivaciones
con onda Q, QTc:QT corregido, QRSmseg: duracion del QRS, R V6 mm:
altura de R en V6 en mm

No existieron diferencias en términos de frecuencia cardiaca, eje eléctrico, duracion
de QRS, QT corregido y amplitud de R en V6. Sin embargo encontramos una reduccion
significativa y progresiva del X de ondas Q (33+16 mm basal, 1813 mm a los 6 meses y 14
+14 mm al aflo; p< 0.001) (figura 24) y del nimero de derivaciones con onda q (4+1,6 mm al
alta, 2,45+1,6 mm a los 6 meses y 1,9+1,6 mm al afo). El £ de ondas Q después de un afio se

correlacion6 de forma inversa con la ganancia en la FE (1= -0.67; p< 0.001) (figura 25).
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Alta

Figura 24: cambios electrocardiograficos al alta y a los 6 meses, objetivindose una
reduccion en el niimero de derivaciones con onda Q y en el sumatorio de Q

Cambios electrocardiograficos tras tratamiento regenerativo
(n=21)

r=-0,7
p<0.001
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Al alta 6 meses 1 afio
Sumatorio Q al afio {(mm)

Figura 25: la grifica muestra la progresiva reduccion del sumatorio de Q y
su correlacion inversa con la ganacia en la FE.
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5.1 Estudio observacional con G-CSF en pacientes con IAM.

En el primer estudio se demuestra la factibilidad y la seguridad de la movilizacioén de
células madre en pacientes con IAM, y se sugiere que el tratamiento con G-CSF podria llegar
a influir en la recuperacion funcional. El concepto de regeneracion miocardica tras el [AM

98,151
I’>" en un modelo

mediante movilizacion de células madre fue demostrado por Orlic et a
experimental en ratas. De igual forma, también se ha demostrado en primates que la
movilizacion celular mediante factores hematopoyéticos de crecimiento promueve la

158 7 s
. No obstante, no se detectd una reparacion

angiogénesis del miocardio infartado
miocardica en este modelo experimental, quizd debido a que la reperfusion no fue
considerada mandatoria. La naturaleza y el nimero de células movilizadas también pueden
variar entre las especies de mamiferos. Estos hallazgos en modelos animales han generado
expectativas sobre una posible aplicacion clinica y en la actualidad hay un interés creciente,
pese a la escasa informacioén disponible, por la factibilidad, seguridad y eficacia de la
movilizacion de células madre con GCSF en los pacientes con IAM. Las estrategias, los
tiempos, la dosificacion y la duracion del tratamiento con G-CSF tras el IAM son empiricas y
pueden variar segin el disefio del estudio. En un articulo, Kang et al'*’ estudiaron en 10
pacientes los efectos de la infusion intracoronaria de células madre movilizadas y recogidas
mediante aféresis, al mismo tiempo que se practicaba revascularizaciéon con stent. En el

seguimiento se observd un cambio favorable en términos de funcion ventricular, pese a una

influencia negativa en la incidencia de reestenosis de la lesion causante. Los autores
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sugirieron que esta alta incidencia podria estar condicionada por una diferenciacion de células
progenitoras en células musculares lisas dentro del segmento arterial tratado. Si este hallazgo
adverso es atribuible a la movilizacion de las células madre, podria limitar la eficacia de este
tipo de tratamiento y crear nuevas e inesperadas consideraciones al respecto. No obstante, en
nuestros pacientes no hemos observado reestenosis. En nuestro estudio de factibilidad en
pacientes con IAM anterior, la reperfusion precoz y la revascularizacion con stent fueron
siempre obtenidas como premisa de seleccion, aunque en 2 de ellos fue preciso realizar un
procedimiento de rescate. Asi, la implantacion del stent en la lesion causante fue efectuada
antes del inicio del tratamiento con G-CSF. Considerando que el tratamiento de 10 dias, a
razon de 10 pg/dia de G-CSF, empezaba el quinto dia tras el IAM y que el pico de
concentracion de las células progenitoras movilizadas fue observado al quinto dia de
tratamiento con el factor, las células madre circulantes podrian tener menor probabilidad de
diferenciarse en células musculares lisas dentro del segmento arterial tratado, sobre todo si
tenemos en cuenta que las maximas concentraciones en la sangre periférica no coincidian en
el tiempo con el implante del stent. Esta diferencia en el tiempo, junto con el uso de los stents
liberadores de rapamicina en nuestros pacientes, podria explicar la ausencia de reestenosis en
nuestro estudio. No obstante, el seguimiento angiografico de nuestros pacientes fue realizado
a los 3 meses, de manera que siguen bajo una estrecha vigilancia clinica ante la posibilidad de
una isquemia residual tardia de la pared anterior. Otro punto de interés es la dosis y la
duracion ideal del tratamiento con G-CSF. Hemos optado por un periodo de 10 dias
empezando el quinto dia tras el IAM. Con ello intentamos separar en el tiempo las

concentraciones maximas de células progenitoras movilizadas de la fase aguda del infarto.

111

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2008



Discusion

Esto podria, en teoria, favorecer el anidamiento miocdrdico y la diferenciacion.
Adicionalmente, las células movilizadas no se han utilizado para colectarlas e infundirlas de
forma intracoronaria, sino que la movilizaciéon masiva y mantenida de las células madre fue
inducida con la expectativa de anidacion miocérdica en respuesta a las citoquinas

98,151,159

quimiotacticas . La dosis seleccionada de G-CSF est4 universalmente aceptada para la

160161 o5 1a utilizada en nuestro centro en donantes sanos. Las determinaciones

movilizacion
de laboratorio seriadas confirmaron una movilizacion celular persistente hasta el décimo dia
del inicio de tratamiento con G-CSF, lo que son 15 dias tras el IAM. De esta manera, una
cantidad considerable de células inmaduras (CD38-, HLA-DR—, CD90+) circulan en la
sangre periférica 10 dias tras el IAM, brindando una posibilidad para el anidamiento en el
miocardio infartado. Adicionalmente, el G-CSF también podria estimular las células madre
residentes para su diferenciacion y division. Hemos tenido una complicacion inesperada en
un paciente que presento una rotura esplénica espontanea al octavo dia del tratamiento con G-
CSF. La causa fue una esplenitis aguda y una hemorragia subcapsular. Los leucocitos

162-164

movilizados podrian ser parcialmente capturados por el bazo pero la rotura espontanea,

103167 " e5 extremadamente rara como complicacién en el

aunque descrita en la bibliografia
tratamiento con G-CSF en pacientes hematoldgicos o en donantes sanos. Nuestro paciente fue
operado con éxito y presentd una mejoria funcional significativa en el seguimiento (ganancia
en FE del 13%). La posibilidad de una esplenitis aguda inducida por la masiva movilizacion
celular debe vigilarse con cautela, considerando sobre todo que la hemorragia subcapsular

podria estar favorecida por el necesario régimen antitromboético para prevenir la oclusion

subaguda del stent en estos pacientes. Finalmente, el estudio de los efectos de estas
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estrategias en la regeneracion miocardica contintia siendo una dificultad para la investigacion
clinica. Considerando que la reperfusion precoz y la revascularizacion con stent son
necesarias para asegurar el flujo adecuado en el territorio infartado, resulta dificil diferenciar
los cambios en la funcidn ventricular izquierda debidos al salvamento del miocardio en riesgo
de los que son fruto de una regeneracion miocardica con éxito, sobre todo si consideramos
que el grado de movilizacion de células madre puede variar entre los pacientes y que no
siempre es igualmente eficaz. También se puede producir un empeoramiento de la funcion
ventricular izquierda global en un pequefio porcentaje de casosl8 (el 15% en nuestra
experiencia). Las razones para explicar este empeoramiento son desconocidas y parecen
multifactoriales, incluyendo la lesion posreperfusion y la posibilidad de microinfartos
celulares'®. Se precisan estudios aleatorizados para discernir claramente estos efectos, los de
la reperfusion y los de la regeneracion miocardica. Mientras tanto, nuestros hallazgos
sugieren que la recuperacion funcional de la pared anterior infartada podria estar favorecida
por una alta concentracién maxima de células inmaduras movilizadas en el quinto dia de
tratamiento con GCSF. Algun grado de recuperacion eléctrica, como el observado en el XQ
del electrocardiograma de superficie, podria traducir algin grado de electrogénesis en la
pared anterior infartada. Nuestro estudio angiografico seriado de la funcidén ventricular
izquierda demuestra mejoras significativas de los parametros de la funcion ventricular global
y de la movilidad parietal regional, observados no solo en los latidos sinusales, sino también
en los latidos postextrasistdlicos. Esto podria sugerir que la mejora en la potenciacion

postextrasistolica de la pared anterior infartada se traduce en una preservacion de la reserva
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40,154
1%

contracti . No obstante, este beneficio funcional podria estar limitado en los pacientes

con infartos mas extensos.
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5.2 Estudio comparativo entre la infusion intracoronaria de células madre
y la movilizacion masiva de células madre con G-CSF en pacientes con

IAM

Una vez evaluada la factibilidad y seguridad del tratamiento con factor era necesario
saber cuanto del benefico funcional era debido a la terapia de reperfusion y cuanto se podia
atribuir al tratamiento regenerativo. Para ello disefiamos un estudio aleatorizado en el que
comparamos 2 tratamientos regenerativos (infusion de células mononucleares derivadas de la
médula 6sea o tratamiento con G-CSF) con el tratamiento de repercusion (grupo control).

Analicemos cada uno de los grupos:

Terapia de reperfusion

Las modernas estrategias de reperfusion consiguen una recuperacion funcional en una
proporcion significativa de pacientes que sufren un IAM, lo que ha sido asociado a una
mejora de la supervivencia. Sin embargo, esto no siempre ocurre asi y otra proporcion de
pacientes no recupera funcion o incluso la empeora, a pesar de una reperfusion y
revascularizacion precoz. Los factores que influyen en tales evoluciones diferentes tras

0169172 "B tiempo de la

terapias de reperfusion en el IAM han sido ampliamente estudiados
reperfusion junto a una adecuada recuperacion del flujo coronario son de importancia capital.

La determinacién de un nivel bajo de CK pico, un pardmetro que estima la extension de la

necrosis, también ha sido identificado como un potente predictor independiente de una
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subsecuente recuperacion funcional. Por tanto, diferentes factores y condiciones pueden
influir en el grado de recuperacion funcional tras un IAM en cada paciente. La valoracion de
la recuperacion funcional también precisa una consideracién aparte. La mejora de la
motilidad regional en la zona infartada no es inmediata y sigue un curso que puede variar en
la fase inicial. Inmediatamente tras la reperfusion puede incluso observarse un ligero
empeoramiento de la funcion global, que parece asociarse a una reduccion de la hiperquinesia
compensadora en las zonas no infartadas*™'”®. Se ha considerado que el tiempo ideal para
valorar el estatus funcional final tras el dafio miocardio del IAM es a partir de los 3 dias del
mismo'"’. En un estudio multicéntrico, se observd que la mayor parte de las mejorias
funcionales ocurrieron alrededor del dia 14 tras el IAM'%. A los 90 dias, se observd una
recuperacion completa en el 22% de los pacientes y casi la mitad de los pacientes mostraron
una mejoria mayor del 5% en la fraccion de eyeccion, mientras que el 16% de los pacientes
estudiados mostré un empeoramiento de la fraccion de eyeccion mayor del 5%. Por tanto,
actualmente sabemos que la reperfusion precoz y la revascularizacion en el IAM, combinado
con estrategias farmacoldgicas modernas, consiguen un amplio espectro de recuperacion
funcional que oscila entre un claro empeoramiento y una recuperaciéon completa. Este dato
debe ser tenido en cuenta a la hora de evaluar el posible beneficio de una nueva terapia

coadyuvante para el IAM en estudios clinicos.

Movilizacion con G-CSF

La movilizacion de células madre mediante la administracion de G-CSF ha sido otro

tipo de terapia que ha causado expectacion en los ultimos tiempos. Sin embargo, los efectos

116

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2008



Discusion

beneficiosos de la movilizacion de células madre inducidas por el G-CSF han sido también
cuestionada. Diferentes estudios clinicos han evaluado la seguridad y factibilidad del G-CSF
- - 139,140,174 -
recombinado en pacientes con [AM . Aunque como comentamos previamente un
. , . , . . . 133
estudio clinico observo un aumento de la frecuencia de reestenosis coronaria intrastent ~° la
mayor parte de los estudios clinicos sugieren que la administracion de G-CSF puede
proporcionar beneficios de recuperacion funcional y no muestra influencia sobre la posible

1'** han demostrado que la movilizacion

reestenosis coronaria. Recientemente, Zohlnhofer et a
de células madre mediante G-CSF en pacientes con IAM y reperfusiéon mecanica con éxito,
no tiene influencia sobre el tamafno del infarto, la funciéon ventricular o la reestenosis
coronaria. Los resultados de nuestro estudio confirman esta linea de evidencia, mostrando de
nuevo que los pacientes que reciben G-CSF y revascularizacion con stent no difieren del
grupo control. Sin embargo, aun persisten muchas cuestiones sobre el papel de la citoquinas
como tratamiento del IAM. Existen respuestas individuales en relaciéon al numero de
progenitores circulantes tras la administracion de G-CSF que pueden variar ampliamente
entre pacientes. En el estudio observacional previamente detallado, hemos observado una
correlacion directa y significativa entre los niveles circulantes de progenitores movilizados
obtenidos en el dia 5 tras el comienzo del tratamiento con G-CSF y la ganancia en fraccion de
eyeccion al seguimiento, lo que parece sugerir una mayor recuperacion funcional cuando
existen niveles altos de progenitores circulantes (22). Actualmente, parece que el tratamiento
con G-CSF en infartos revascularizados proporciona un amplio grado de recuperacion

funcional, pero este no difiere del observado en grupos control. Diferentes razones podrian

explicar por qué el tratamiento con G-CSF fracasaria en promover una regeneracion
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miocardica significativa. Una explicacion bioldgica podria basarse en la pérdida de
propiedades de las células progenitoras movilizadas. La exposicion de células madre a
citoquinas como el G-CSF, han demostrado inducir cambios en la expresion de moléculas de
adhesion, tanto en vivo con propoésitos de movilizacién, como in vitro en la expansion de
cultivos'”. La pérdida de propiedades adhesivas en células circulantes podria dificultar su

potencial anidamiento en el miocardio infartado.

Infusion intracoronaria de células de la médula dsea

Diferentes estudios en humanos han demostrado que la inyeccion intracoronaria de
células madre derivadas de médula 6sea autdloga puede tener un efecto beneficioso en el
remodelado ventricular post-infarto. Ademas, se han observado mejorias significativas en la
funcidn ventricular que oscilan en una mejora de la fraccion de eyeccion entre el 2% y el 9%
B30-138 Bl mecanismo bioldgico que explica tales efectos beneficiosos ain resulta
desconocido. Los resultados de este estudio muestran claramente que los pacientes que
recibieron terapia coadyuvante con la infusion intracoronaria de células de la médula 6sea
tuvieron una importante mejoria en la funcion ventricular (ganancia neta del 20% en FE) que
fue significativamente diferente de una mejora media del 4% y del 6% en los pacientes del
grupo II y III, respectivamente. Ademas, los pacientes que recibieron infusion intracoronaria
de células mostraron al seguimiento un aumento significativo en la maxima capacidad
contractil (FE post-extrasistolica), lo cual no fue observado en los pacientes de los grupos 11 y

III. La potenciacién post-extrasistolica proporciona un estimulo efectivo para detectar la

reserva contractil en pacientes con disfuncién miocardica isquémica. El andlisis de esta
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capacidad podria ayudar a discriminar entre la recuperacion funcional observada en ciertos
pacientes con IAM revascularizado de aquella recuperacion adicional proporcionada por un
tratamiento regenerativo efectivo. La deteccion de una respuesta similar o peor en reserva
contractil al seguimiento puede representar la no viabilidad del tejido necrosado. Sin
embargo, mejoras en la reserva contractil al seguimiento representan un beneficio adicional.
La ganancia neta media del 20% en FE observada en nuestros pacientes del grupo I

130-138

contrasta con los valores menores observados en otros estudios , en los que se efectud de

forma similar infusion intracoronaria de células en pacientes con IAM (Tabla 13).

TABLA 13. Numero de células infundidas y

recuperacion funcional en estudios previos

Referencia #células # células CD34+ | FE basal* | Ganancia en
infundidas (x10%) | infundidas (x10°) (%) FE* (%)
Strauer et al *° 0.28 0.59+0.78 51+14 2
Asmus et al'*® 7.35+7.3 5249 8
Fernandez A. et al '* 0.78+0.41 - 51+7 6
Schiichinger et al ! 2.13+0.75 2.6+2.5 5010 8
Wollert et al '3 24.6+9.4 9.5+6.3 50+10 7
Janssens et al %’ 1.72+0.72 2.8+1.7 49+7 3
Lunde et al '** 0.687 0.7+ 42+11 8
Schiichinger et al ** 2.36+1.74 3.6+3.6%* 4819 5.5
Nuestro estudio 9+3 17£13 37+5 20

FE*: fraccion de eyeccion; **: CD34+CD133+CD45+.
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Varias razones podrian explicar estas diferencias. Por un lado, el niimero total de
células CD34+ infundidas directamente en nuestro estudio es de 2 a 5 veces mayor que el
publicado previamente. Una mayor concentracion de progenitores infundidos localmente en
el miocardio infartado podria jugar un papel en proporcionar mejores respuestas funcionales
al seguimiento. En estudios experimentales con ratas, Schuster et al'’® observé que un
aumento del nuimero de angioblastos traficando en la zona infartada resultdé en una
neovascularizacion dosis-dependiente, con desarrollo de capilares progresivamente mayores

de tamafio. Hoffmann et al'”’

han monitorizado recientemente el anidamiento miocardico y la
biodistribucion de células madre tras la inyeccion terapéutica en pacientes con [IAM,
demostrando que una pequeiia 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. Recientemente
se han comparado los protocolos de 2 estudios'™ con disefios similares y resultados dispares
(el estudio ASTAMI™® en el que no se evidencié una mejoria significativa de la FE en el
grupo al que se le administrd células, frente al REPAIR-AMI'™, en el que se objetivd un
incremento de la FE en el grupo con terapia celular). Esta publicacion muestra que con el

protocolo usado en el REPAIR-AMI se obtenia mayor nimero de células madre a pesar de

tener el mismo volumen de aspirado medular, y ademas estas células tenian mayor capacidad
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migratoria 'y mayor capacidad de neovascularizacién en un modelo in Vitro. Nuestro

protocolo es similar al usado en el REPAIR-AMI'*

, con la diferencia de que las células se
infunden inmediatamente y no se conservan durante la noche. Por otro lado, en la mayor
parte de estudios que evaltian los cambios en funcion ventricular en el IAM tras terapia
celular presentan una FE basal que se acerca a valores normales (media 50%). En pacientes
con infartos pequenos y, consecuentemente fraccion de eyeccion casi normal, el beneficio
funcional de un tratamiento dado puede resultar mas dificil de evaluar si no se investiga la
reserva contractil. El estudio comparativo de infartos grandes con pobre funcion ventricular
puede detectar mejor el grado de recuperacion funcional. El estudio REPAIR-AMI'*® ha
mostrado también mejores respuestas funcionales en pacientes con IAM y pobre funcién
ventricular.

La principal limitacion de nuestro estudio es el pequefio numero de pacientes
estudiados, pero el estudio posee un poder estadistico suficiente para detectar un 14% de
diferencia en ganancia de fraccion de eyeccion entre los grupos (poder=91.6%). La estricta
seleccion de pacientes fue disefiada para analizar infartos extensos localizados en el mismo
territorio e irrigados por la misma arteria. El estudio de un modelo uniforme de IAM puede
limitar el nimero de observaciones pero podria también mejorar la exactitud de la
observacion. Por otro lado, el pequefio tamafio de la muestra no garantiza la eficacia de la
randomizacion ni la distribucion homogénea entre grupos de los parametros basales que

podrian también influir en cambios en la funcion ventricular, a pesar de no mostrar

diferencias significativas
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5.3 Evaluacion de la infusion de células madre derivadas de médula 6sea en

pacientes con cardiopatia isquémica cronica . Estudio observacional

La mejora de la funcion ventricular en pacientes con infarto agudo de miocardio tras
administracion intracoronaria de células madre derivadas de la médula 6sea ha sido
demostrada, tanto en nuestro estudio como los publicados en la literatura. Estos resultados
obtenidos invitan a pensar que este tratamiento regenerativo, podria ser beneficioso en
pacientes con infartos cronicos, por lo que disefiamos un estudio para evaluar los efectos de
esta terapia en pacientes con un modelo de infarto similar al de nuestros estudios previos
(infarto anterior revascularizado y funcion ventricular deprimida) pero con més de un mes de

evolucion (tiempo medio desde el infarto hasta el tratamiento con células de 29 meses).

La ganancia neta en la FE al seguimiento fue del 7%, observandose a los tres meses
una disminucion de los segmentos de contraccion anormal en la pared anterior. También se
increment6 la reserva contractil al seguimiento, con una ganancia de la FE en el latido
postextrasistolico del 8,4%. Estos resultados son prometedores, y sugieren que el
estancamiento de células madre en la region infartada podria provocar un anidamiento de las
células a dicho nivel e inducir mecanismos regenerativos. Sin embargo, el beneficio funcional
obtenido es menor que el conseguido con pacientes agudos, y no se consigue un remodelado
favorable, ya que los volumenes ventriculares no disminuyen en el seguimiento. Esto se

podria explicar por una serie de factores que exponemos a continuacion.
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La peculiaridad de los pacientes cronicos de nuestro estudio radica en que el infarto se
ha consumado, y persisten con disfuncion ventricular a pesar de la revascularizacion, por lo
que la esperanza de una mejoria funcional es muy baja. Ademds, en esta situacidon no se
produce la “llamada de socorro” que ocurre en la isquemia aguda, en la que se podria
conseguir a través de la quimiotaxis y de efectos pardcrinos estimular tanto a las células
madre residentes como a las de la médula 6sea. El SDF-1 es un potentisimo factor
quimiotactico que atrae a las células madre circulantes al unirse al receptor CXCR4 que éstas
expresan en su membrana. Es posible que las concentraciones de SDF-1 en este escenario
sean menores a las que existen en la fase aguda del infarto, y ésto condicione una menor
capacidad migratoria de las células al tejido dafiado, determinando un menor grado de
regeneracion. Por otro lado, estudios previos sugieren que los pacientes con cardiopatia
isquémica cronica tienen afectacion medular'”, ya que las células madre tienen menor
capacidad migratoria que las derivadas de una médula 6sea sana. De hecho, se especula que
un dafio medular, podria desencadenar o acelerar el desarrollo de enfermedad coronaria en un
individuo, ya que la capacidad de “reparacion cardiaca” por parte de la médula osea esta
mermada. Los hallazgos obtenidos en nuestro laboratorio van en concordancia con esta
teoria, y podrian explicar un efecto regenerativo menos potente. No obstante, en el estudio
realizado in vitro sobre las células infundidas, vimos que existia una correlacion positiva
entre la reserva contractil y distintos indicadores de migraciéon (el porcentaje de migracion
basal, el porcentaje de migracion a VEGF, y el porcentaje de migracion especifica a VEGF).
Por tanto, en este sustrato de pacientes, aquellos con mayor reserva contractil, conservan

mayor capacidad de migracidn, y por ende mayor capacidad regenerativa.
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Por otro lado, se trata de infartos muy extensos, con gran componente cicatricial, lo

que determina que la funcidn ventricular basal esté severamente deprimida (FE: 25%+ 6). La

CK media de este grupo de pacientes fue la mas alta de todos los estudios presentados (tabla

14), y tuvo una correlacion negativa con la FE a los 6 meses, al igual que en el estudio

realizado en agudos, en el que también los infartos con CK mas alta eran los que menos

mejoria funcional tenian. Por tanto, el gran tamafio de los infartos podria explicar una menor

ganancia funcional.

TABLA 14. Tamaio del infarto en los diferentes estudios

Células G-CSF Células agudos | G-CSF agudos gg:(t;;)osl
cronicos (13) | agudos (13) | comparativo(10) | comparativo(10) (10)
CK pico 61344080 | 3950+3110 4155+1573 49363091 3063+1672
CK pico Mb 827+630 486+470 4641264 579+472 248+197
FE 25+6 40+7 37+6 39+5 38+6

CK: creatin quinasa, FE: Fraccion de eyeccion

Ademas hay que tener en cuenta que la disfuncidon ventricular es un predictor

independiente de efectos adversos al seguimiento, lo que supone otro handicap a tener en

cuenta; de hecho, en este estudio se documentd una reestenosis severa en un paciente que
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falleceria posteriormente y en otro paciente se documentd oclusion del stent, lo que
determino un empeoramiento funcional y tuvo que entrar en lista de trasplante. En cuanto a la
CFR, a diferencia de lo que ocurre en los infartos agudos, no existe compromiso de la
microcirculacion, y por tanto los valores basales son normales, y no se modifican al

seguimiento.

La mayor limitacién del estudio es que la muestra es pequena, por lo que los

resultados obtenidos se han de analizar con cautela. No obstante, estudios como los de
143 . . . . . yoo 7

Strauer et al'* invitan al optimismo, ya que consigue en pacientes cronicos una reduccion del

area del infarto y un incremento de la FE del 15%.
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5.4 Evaluacion de los cambios electrocardiograficos en pacientes con

tratamiento regenerativo

Los ensayos clinicos mas importantes en los que se ha evidenciado una mejoria
funcional con tratamiento regenerativo con células madre aut6logas obtenidas de médula 6sea
han sido enumerados a lo largo de los distintos estudios presentados. Sin embargo poco se ha
descrito a cerca de los cambios electrocardiograficos observados en este grupo de pacientes.
La mayoria de las observaciones han ido encaminadas a descartar trastornos del ritmo, que si
bien han sido descritos en el tratamiento con mioblastoslgo, no han sido documentados
cuando las células empleadas han sido células madre derivadas de la médula 6sea. Nosotros
estudiamos los electrocardiogramas basales y al seguimiento de 21 pacientes con [AM
anterior extenso que recibieron tratamiento regenerativo con células mononucleares derivadas
de la médula osea.

La disminucion del niimero de derivaciones con ondas Q y del sumatorio de Q hace
pensar que el tratamiento regenerativo se acompafia de una electrogénesis, y que ésta se
correlaciona con el grado de ganancia funcional. Ademds se puede deducir que la
regeneracion es global, y que la miogénesis, se acompana de angiogénesis y electrogénesis

ordenada (no arritmias documentadas).
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5.5 Nuevas perspectivas

Por tanto, una vez analizados los 4 estudios y evaluado las disitntas terapias
regenerativas, parece que la infusion intracoronaria de células madre es superior al factor, y
este beneficio ha sido testado tanto en la fase aguda del infarto como en la cardiopatia
isquémica cronica. Sin embargo los escenarios en los que se estd aplicando la terapia
regenerativa aumentan. Actualmente estan en desarrollo estudios en pacientes con
miocardiopatia dilatada a los que se les esta aplicando esta terapia. Los buenos resultados
obtenidos en nuestro estudio nos invitaron a utilizar la terapia con células madre en un caso
excepcional que les muestro a continuacion con resultados sorprendentes.

Se trata de un lactante de 7 meses, diagnosticado a los 3 meses de edad de coronaria
anomala. En esta cardiopatia congénita 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 lugar a infartos masivos. El diagnostico de la
cardiopatia fue tardio (normalmente da la cara 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 diagnostico fue sometido a una intervencion quirtrgica en la que
se desinsert6 la coronaria izquierda de la arteria pulmonar y se insert6 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 multiples infecciones respiratorias. Dado que la mejoria

fue nula y que persistia con disfuncion ventricular severa (FE en torno al 13%) fue remitido
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de su hospital de referencia para ser incluido en la lista de transplante. Ante la sospecha de
que se pudiera haber acodado la coronaria izquierda tras la cirugia se decidi6 realizar un
cateterismo cardiaco. El estudio confirm¢é la sospecha, objetivandose una oclusion completa
de la coronaria izquierda que se rellenaba en su totalidad a través de circulacion colateral
desde la coronaria derecha (figura 25). En el mismo procedimiento se consiguié avanzar una
guia de 0.014 pulgadas distal al acodamiento de la arteria, y posteriormente dilatar el tronco
de la coronaria izquirda e implantar un stent farmacoactivo de 2.25x12, quedando de este

modo la arteria permeable (figura 25).

BASAL POST

ia izguierda

Figura 25. Coronariografia pre y post
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Se inicidé entonces un régimen antitromboético con aspirina ticlopidina y fragmin
ajustado al peso del lactante. 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 ST-T (Figura 26). Sin embargo a los 15 dias comenz6 con un sangrado
abdominal, por lo que hubo que suspender la heparina de bajo peso molecular. Esto
determin6 que se produjera una oclusion trombdtica del stent 5 dias después, comenzando
con un episodio de insuficiencia cardiaca aguda que precisé intubacion orotraqueal, elevacion
del ST-T en precordiales y elevacion de marcadores de necrosis miocardica. Se realizd un
nuevo cateterismo el el que se decidié optimizar el stent del tronco con un balén de 3 mm de

diametro, reintroduciéndose entonces la heparina.

POST PRE

Figura 26: cambios producidos en el ECG tras recuperar la coronaria izquierda
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Dado el nuevo infarto producido por la oclusion del stent y la persistencia de la
disfuncion ventricular, y basadndonos 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 27).

PROCESADO DE ASPIRADO DE MEDULA OSEA

Figura 27.0btencién de células madre

A partir de aqui el paciente tuvo una mejoria clinica sorprendente. Al mes fue dado de

alta, y comenz6 a ganar peso. Los cambios electrocardiograficos se normalizaron, y las
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ecocardiografias seriadas en el seguimiento mostraron un incremento paulatino de la FE,
llegando a ser del 45% en el altimo control.

Con este ejemplo mostramos la potencia de la terapia regenerativa y nos muestra un
horizonte esperanzador, en el que es posible que el abanico de enfermedades cardiovasculares

que podrian beneficiarse de esta terapia aumenten el los proximos afios.
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Conclusiones

1- La movilizacion de células madre con G-CSF es un tratamiento factible para
intentar la regeneracion miocardica en pacientes con IAM anterior revascularizado
percutaneamente aunque la posibilidad de producirse una esplenitis aguda inducida por la
movilizacion celular masiva en el contexto de un regimen antiagregante y anticoagulante

debe tenerse en cuenta.

2- El ntimero total de células inmaduras movilizadas al quinto dia de tratamiento (CD
34+ CD 38 -) se correlaciond de forma directa con la ganacia en la FE. Por el contrario
dicha ganancia fue inversamente proporcional al valor maximo de de la CK-MB, lo que
sugiere que un tamafio mayor del infarto ejerce una influencia adversa en el grado de

recuperabilidad funcional.

3- La inyeccion intracoronaria de células madre derivadas de la médula 6sea en
pacientes con IAM anterior y funcioén ventricular deprimida promueve una mejora funcional
de la zona infartada (ganancia de FE del 20% y reduccion significativa de los volimenes
ventriculares) a corto plazo, siendo significativamente mayor que la obtenida en el grupo de

tratamiento con factor y en el grupo control.

4- La ganancia funcional obtenida es mayor de lo que se ha publicado en la literatura,
y lo atribuimos a que el numero de células inyectadas en nuestro estudio es
considerablemente mayor y a que los pacientes seleccionados tenian un infarto extenso, a

diferencia de la mayoria de los estudios, en los que los pacientes seleccionados tenian infartos
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pequefios y una funcion ventricular preservada, siendo en estos casos dificil de evaluar el

beneficio funcional de un tratamiento regenerativo

5- Esta recuperacion funcional también parece proporcionar una mayor reserva

contractil, como se deduce de la potenciacion postextrasistolica obtenida en el seguimiento.

6- La movilizacion de células madre con G-CSF en estos pacientes no tuvo una
influencia significativa en el grado de recuperacion funcional, siendo similar a la obtenida en

el grupo control.

7- El tratamiento regenerativo con células madre derivadas de la médula 6sea en
pacientes cronicos es factible y seguro. En nuestro estudio se produjo una ganancia funcional
media del 7%.

8- Podemos observar una mejoria eléctrica progresiva en pacientes con IAM anterior
revascularizados percutdneamente y posterior infusion de células madre derivadas de médula

Osea, y una correlacion inversa entre el £ Q al afio y la mejoria de la funcion.
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