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RESUMEN

Introduccion:

La cardiopatia isquémica no sdlo es la enfermedad cardiovascular con mayor mortalidad en el
mundo sino que ademds determina una extraordinaria morbilidad especialmente cuando
degeneran en insuficiencia cardiaca o angina refractaria. Lamentablemente el arsenal
terapéutico para estos escenarios es limitado y no son pocos los pacientes que no responden.
En este escenario el cardidlogo asiste impotente al progresivo deterioro de la calidad de vida
de los pacientes hasta su inexorable final. Por otro lado se genera una gran demanda sanitaria
donde la sociedad alienta incansablemente a la comunidad cientifica a conseguir mas vy
mejores resultados. En este contexto la terapia celular se ha alzado como una terapia
prometedora en base a los buenos resultados obtenidos en los estudios experimentales tanto
con pequefios como con grandes mamiferos. Los estudios clinicos pioneros fueron realmente
ilusionantes pero la consolidacién de los mismos en ensayos clinicos de mayor tamafio
muestral se enfrenté con incongruencias y limitaciones que han llevado a replantearse hasta
los conocimientos mas fundamentales. Sin embargo este paso atras no ha significado un
abandono de la terapia, mas bien ha permitido que la comunidad cientifica exija unas bases
mas robustas, un mejor disefio de los estudios y una homogenizacién en la forma de evaluar
los resultados.

Asi pues Takayuki Ashara publicé en 1997 un articulo donde demostraba la existencia en
sangre periférica de progenitores endoteliales circulantes. Estudios posteriores confirmaron
gue la médula 6sea es la fuente fundamental de renovacion de las células endoteliales. Este

hallazgo constituye el pilar cientifico en el que se han apoyado diversas lineas de investigacion
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sobre terapia celular en el tratamiento de la isquemia tisular y es el que fundamenta la
hipdtesis de nuestro trabajo.

Actualmente sabemos que la poblacién identificada por Ashara y sus colaboradores contenia
progenitores endoteliales pero también células endoteliales maduras y células hematoldgicas
por lo que ha sido necesario mejorar la identificacion de los progenitores endoteliales
prematuros. A este respecto la identificacion del antigeno CD133, sin funcidn bioldgica
conocida, permite obtener células madre endoteliales precoces que en estudios in vitro han
mostrado una gran capacidad secretora y proliferativa.

Por otro lado gran parte del grueso de pacientes con angina refractaria sin opcion de
revascularizacidn presentan oclusiones crénicas con lo que las células no pueden ser liberadas
por via intracoronaria y la inoculacién directa quirdrgica conlleva por lo general una
considerable morbimortalidad. Por lo tanto la liberacion mediante inyeccion transendocardica
parece el método mas adecuado y ademas viene avalado por estudios previos tanto
preclinicos como clinicos, principalmente en el tratamiento paliativo de la insuficiencia
cardiaca. Ademas la utilizacion del sistema de integracion electroanatomica NOGA, al
incrementar la seguridad y mejorar la discriminacion entre areas viables de las areas de
infarto, mejora notablemente las posibilidades de la terapia.

Hasta la fecha no se habia conjugado el potencial de las células CD133 + con la precision del
sistema de liberacién apoyado por NOGA para tratar a pacientes con angina refractaria sin
mas opcidon revascularizadora y que persistian sintomaticos pese a la medicacion. Nuestro
grupo se planted esta hipdtesis, es decir la terapia puede realizarse de forma practica en
humanos, que no sobrepasa los estandares de seguridad de los procedimientos
intervencionistas de similar magnitud y que es efectiva. Por lo que el objetivo principal del

estudio fue evaluar la seguridad y la factibilidad de la inyeccidén de progenitores endoteliales

12



Tesis Doctoral Juan José Gonzalez Ferrer

CD133+ en pacientes con angina refractaria a la terapéutica convencional. El objetivo
secundario fue evaluar la eficacia analizando las variables que otros estudios en este ambito

habian previamente evaluado.
Metodologia:

Para satisfacer los objetivos marcados se disefié un estudio aleatorio, multicéntrico, doble
ciego y controlado con placebo, que fue bautizado como estudio PROGENITOR (The
endothelial PROGENITOr cells and Refractory angina trial). Los pacientes incluidos debian
presentar angina al menos clase Il de la CCS a pesar de la mejor terapia posible y sin posibilidad
de someterse de nuevo a un procedimiento de revascularizacion, con isquemia inducible o
zonas de viabilidad demostradas por SPECT. Se excluyeron de forma especifica a pacientes con
fibrilacion auricular permanente, infarto agudo de miocardio reciente (menos de 3 meses), la
presencia de trombo intraventricular, que presentasen un espesor parietal en la zona objetivo
menor de 8 mm o cualquier condicion que a juicio de los investigadores podria poner en un
riesgo excesivo a los pacientes. La férmula de aleatorizacion fue computerizada y disefiada
para generar una asignacion 2:1 favorable al tratamiento. En todos los pacientes se estimuld
la médula ésea con G-CSF durante 4 dias sometiéndoles al quinto dia a un proceso de
leucoaféresis. Solo en los pacientes asignados al brazo terapéutico se seleccionaron y aislaron
las células CD133+. El dia del procedimiento a todos los pacientes se les realizo un mapeo
electroanatomico identificandose las zonas objetivo y reconfirmandose su viabilidad al
presentar un voltaje unipolar mayor de 6,9 mV y un acortamiento lineal menor de 12. Sélo a
los pacientes asignados al tratamiento se le inyectd la dosis objetivo (20 a 30 millones de
células) practicandose una simulacidon en pacientes control. Todos los pacientes fueron

supervisados en la unidad coronaria en las siguientes 24 horas realizandose un nuevo control
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clinico a la semana, al mes, a los 3, 6, 12 y 24 meses. A los seis meses se repitio la
coronariografia y el mapeo electroanatémico, la perfusién seria reevaluada con SPECT a los 6,
12 y 24 meses. Las variables principales del estudio fueron la seguridad de la terapia evaluada
como la incidencia de eventos cardiovasculares mayores (muerte cardiovascular, infarto de
miocardio no fatal, ictus no fatal, necesidad de revascularizacién urgente) y de eventos
relacionados con el procedimiento (derrame pericardico/taponamiento, complicaciones
vasculares, taquicardias ventriculares sostenidas y el desarrollo de un infarto de miocardio
tipo 4). Por otro lado se evalud la eficacia terapéutica en funcién de los cambios de perfusién
evaluados en el SPECT, los cambios en la capacidad funcional evaluados con la ergometria y
clinicamente por los cambios en los episodios anginosos mensuales, en el uso de medicacion
de recate, de la clase CCS o en el cuestionario de Seattle. El analisis estadistico se dividié en
dos partes, una parte clasica descriptiva donde las variables continuas se expresaron como
media o mediana y las categdricas como porcentaje o nimero absoluto. La parte analitica
empled de forma general pruebas no paramétricas, en varias ocasiones los resultados se
muestran como diferencia absoluta entre los valores a los 6 meses y los basales con su
correspondiente intervalo de confianza al 95%. En el analisis de las diferencias terapéuticas
entre grupos se empled el analisis de la covarianza con ajuste por el valor basal y otras
covariables. En el analisis de la incidencia de eventos adversos se calculd la probabilidad de
evento en el grupo terapéutico empleando el grupo control como referencia bajo una
distribucién binomial. Al considerarse un estudio piloto el tamafio muestral no fue calculado
a priori. Todos los analisis se realizaron con intencién de tratar empleandose el paquete
estadistico SPSS 15.0 o STATA 9.0. En este trabajo se indica sélo el valor exacto de la p (2 colas)
cuando esta es menor de 0,05. Por razones metodolégicas sdlo se mostraran los resultados

de los primeros 6 meses.
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Resultados:

De 237 pacientes evaluados un total de 28 pacientes fueron incluidos, 19 al grupo terapéutico
y 9 al control. La edad mediana de la muestra fue de 64,4 afios (58,0-73,1), un 85,7% eran
hombres y el 71,4% de los pacientes presentaban una clase funcional de la CCS 2 Ill. Las
caracteristicas basales entre grupos fueron similares excepto la edad que fue
significativamente mayor en el grupo terapéutico y el consumo de antagonistas del calcio que
fue mayor en el grupo control. Todos los pacientes recibieron 30 millones de células CD133+
en la zona objetiva excepto uno que recibié 24 millones. Durante el procedimiento un paciente
del grupo terapéutico presento un episodio de fibrilacion ventricular precedido de una
taquicardia ventricular polimérfica mecdnicamente inducida que fue resuelto sin
complicaciones. También en este grupo se produjo un taponamiento cardiaco con parada
cardiaca que aunque fue evacuado inmediatamente lamentablemente desencadend el
fallecimiento del paciente en las siguientes 24 horas por un shock cardiogénico refractario.
Por ultimo en el grupo terapéutico un paciente presento una elevacion considerable de los
marcadores de necrosis pero no asociado a nuevos trastornos de la contractilidad y ninguna
clinica sugerente, al ser relacionado con un procedimiento percutdneo, quizads una
microembolizacion, se catalogd como un infarto tipo 4a. En el seguimiento clinico de los
primeros 6 meses un paciente del grupo control presento un episodio de FV a las 24 horas del
procedimiento que fue desfibrilado sin complicaciones y se sometié al implante de un DAI
antes del alta. Este paciente fallecid a los 3 meses y medio de manera subita sin registrase
eventos en el dispositivo pero sin conocerse de forma precisa la causa de la muerte por

haberse denegado la autopsia. Dos pacientes en el grupo control y dos en el grupo terapéutico
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tuvieron un ingreso hospitalario por causas cardiovasculares, en el grupo control se debié a
inestabilizacion de la angina y en el grupo terapéutico por agravamiento de la insuficiencia
cardiaca previa. De forma global no se registraron diferencias estadisticamente significativas
en las variables principales de seguridad.

La viabilidad de las células inyectadas fue excelente siendo mayor del 97% al igual que su
pureza que superd el 94%. En cultivo mostraron una buena capacidad proliferativa
adquiriendo capacidades de células endoteliales adultas tales como formar microtibulos o
captar la LDL acetilada.

Clinicamente en el grupo terapéutico se observé a los 6 meses un menor nimero de episodios
de angina con un promedio de 8,5 episodios mensuales menos (-15 a -4), un menor consumo
de nitratos de accién rdpida [3,5 unidades menos (-5,2 a 0,0)] y una mejoria en la clase
Canadiense de la angina CCS, con una disminucién promedio de un orden en la escala (2,0 a
0,0). Estos cambios significativos no se registraron en el grupo control sin embargo la
comparacion directa entre grupos con ajuste de las posibles covariables no mostré diferencias
significativas. El cuestionario de Seattle también mostrd una evolucion favorable en el grupo
terapéutico y no en el control, si bien de nuevo la comparaciéon entre grupos no fue
significativa. Pruebas mas objetivas como la ergometria o la evaluacién de la perfusion con
SPECT demostraron que aunque el grupo terapéutico presentd un mayor tiempo de ejercicio
hasta la angina y unos mejores indices sumatorios de perfusién a los 6 meses, estos cambios
no fueron significativamente diferentes a los obtenidos por el grupo control. Finalmente no
se observo progresion de la enfermedad coronaria en ambos grupos, en el grupo terapéutico
se registré un incremento del acortamiento lineal en los segmentos previamente tratados,
fendmeno no observado en el grupo control. De nuevo la comparacidon entre grupos no

mostré diferencias significativas.
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Conclusiones:

En este ensayo clinico se demuestra por primera vez en humanos que la inyeccién
transendocardica de progenitores endoteliales CD133+ para el tratamiento de la angina
refractaria es segura y factible. Se pudo realizar en todos los pacientes y no se documentaron
efectos adversos mas alla de los esperables para el grado de complejidad terapéutica y de la
evolucion de la enfermedad cardiaca. Aunque el estudio no fue disefiado especificamente
para explorar estadisticamente muchos de los pardmetros estudiados se pude afirmar que los

pacientes tratados mostraron mejoria clinica durante los primeros 6 mes de seguimiento.
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SUMMARY

Rationale and objectives:

Ischemic heart disease is not only the cardiovascular disease with the highest mortality in the
world but also determines an extraordinary morbidity especially related to heart failure or
refractory angina. Unfortunately, the therapeutic arsenal for these scenarios is limited and
there are many patients who do not respond. Cardiology attends helplessly to the progressive
deterioration of the quality of life of patients until its inexorable end. On the other hand it
generates a great health demand and society tirelessly encourages the scientific community
to achieve more and better treatments. In this context, cell therapy has risen as a promising
therapy based on the good results obtained in experimental studies with both small and large
mammals. The pioneering clinical studies were really exciting but the results have not been
consolidated in clinical trials with larger sample sizes showing inconsistencies and limitations,
which make us reconsider even the most basic knowledge. However, this setback has not led
to forget the therapy rather it has allowed the scientific community to demand a more robust

basis, better study design and homogenization on how to evaluate the results.

Takayuki Ashara disclosed in 1997 the existence of endothelial progenitors in peripheral
blood. Subsequent studies have confirmed that the bone marrow is the fundamental source
of adult endothelial cells. This finding is the scientific pillar of several research works regarding

cell therapy in the treatment of tissue ischemia and it is certainly the trail of our work.

Currently it is known that the cell population identified by Ashara and colleagues consits of

not only endothelial progenitors but also mature endothelial cells and other blood cells. Thus
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it was necessary to improve the identification of immature cells. In this regard the
identification CD133 antigen, nowadays without known biological function, allows harvesting
immature endothelial stem cells that in vitro studies have shown a large secretory and

proliferative capacity.

On the other hand much of the bulk of patients with refractory angina without
revascularization option have chronic occlusions so that therapy cannot be released by
intracoronary direct inoculation. In addition other techniques such as an epicardical surgical
approach usually involves a considerable morbidity and mortality. Therefore the release by
transendocardial injection has been judged the most suitable method and came backed by
both previous preclinical and clinical studies, mainly in the palliative treatment of heart failure.
Furthermore the use of electroanatomical NOGA system increases the security and improves
the discrimination between viable areas of necrotic areas improving the successful chances of

the therapy.

So far the potential of CD133 + cells combined with the accuracy of the NOGA delivery system
to treat patients with refractory angina without a revascularization option and frequent
symptoms despite optimal medical treatment have not been evaluated. Our group intends to
defend this hypothesis, namely this therapy can be performed in humans, does not exceed
the safety standards of the interventional procedures of similar magnitude and it is effective.
Thus our main objective was to evaluate the safety and feasibility of injecting CD133 +
endothelial progenitor cells in patients with refractory angina to conventional therapy. The
secondary objective was to evaluate the efficacy using the same variables analyzed in

previously studies.
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Methods:

A randomized, multicenter, double-blind, placebo-controlled study, PROGENITOR (The
endothelial PROGENITOr cells and Refractory angina trial) study, was designed. Patients
included had at least a class Il for angina (Canadian Cardiovascular Society) despite the best
medical therapy with coronary anatomy not amenable for surgical or percutaneous
revascularization and inducible ischemia or viability zones demonstrated by SPECT. Exclusion
criteria were: permanent atrial fibrillation, recent acute myocardial infarction (within 3
months), presence of intraventricular thrombus, left ventricular wall thickness <8 mm in the
target zone or any condition that the trial researchers considered an unreasonable risk for the
patients. Centralized telephonic randomization was performed and designed to generate a 2:
1 ratio favorable to treatment arm. All patients were treated with G-CSF for 4 days, the fifth
day all patients underwent leukapheresis to isolate the mononuclear fraction from peripheral
blood. Only those patients allocated to the cell group CD133+ progenitor cells were isolated
by immunomagnetic selection (CliniMacs). The day of the procedure all patients underwent
an electroanatomic mapping with the NOGA XP platform, identifying again the target areas by
assessing the viability with unipolar voltage and lower linear shortening values [unipolar
voltage >6,9 mV associated with decreased mechanical activity (LLS) <12 respectively]. Only
patients allocated to the treatment arm underwent to transmyocardical delivery of CD133+
progenitors cells (dose 20 to 30 million cells). Patients allocated to control arm a phantom
injection was performed. All patients were monitored in the coronary care unit for 24 h.
Clinical follow up was scheduled at 1 week, 1, 3, 6, 12 and 24 months. At six months, a coronary
angiography and electroanatomic mapping were repeated. SPECT follow up was scheduled at

6, 12 and 24 moths. The primary end point of the study was the safety of the therapy evaluated
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by recording the incidence of major cardiovascular events (cardiovascular death, nonfatal
myocardial infarction, nonfatal stroke, need for urgent revascularization) and events related
to the procedure (pericardial effusion / tamponade , vascular complications, sustained
ventricular tachycardias and the development of myocardial infarction type 4). On the other
hand the effectiveness was assessed by evaluating the changes in perfusion, changes in
functional capacity and clinical status (number of angina episodes per month, number of
nitroglycerin-tablet consumption per month, CCS class and by Seattle test). Statistical analysis
was divided in two parts, one classic descriptive where continuous variables were expressed
as mean or median and categorical variables as percentage or absolute number. In the
analytical study nonparametric tests were generally used. Some results were expressed by
absolute difference between the values at 6 months and baseline values, 95% confidence
interval was added. To assess the treatment effect between groups the covariance analysis
was used and adjusted by baseline value and other covariables. To contrast the difference in
the probability of major adverse cardiovascular and cerebrovascular event between groups,
the probability of an event was estimated using the probability of the control group as a
reference under a binomial distribution. This is a pilot study and therefore no specific sample
was calculated. All statistical analyses were performed according to the intention to treat
principle using SPSS (version 15.0) or STATA (version 9.0) software, all reported P values were
2-sided an statistical significance was set at P< 0,05. For methodological reasons only the first

six months results are showed.
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Results:

237 patients were evaluated, only 28 patients were included. 19 patients were allocated to
the treatment group and 9 to the control arm. The median age of the sample was 64.4 years
(58.0 to 73.1), 85.7% were men and 71.4% of patients had functional class CCS 2 Ill. Baseline
characteristics were similar between groups except age that was significantly higher in the
treatment group and the consumption of calcium antagonists that was higher in the control
group. All patients received 30 million CD133 + cells in the target area except one patient that
received 24 million CD133+ cells. During the procedure, one patient in the treatment group
had an episode of ventricular fibrillation preceded by a mechanically induced polymorphic
ventricular tachycardia that was resolved without complications. Also in this group another
patient had a cardiac arrest due to a cardiac tamponade that was immediately evacuated
although the patient regrettably died within 24 hours after a refractory cardiogenic shock.
Finally in the treatment group a significant increase in markers of necrosis was document in
one patient but it was not associated with new contractile dysfunction or new symptoms,
possibly related to the percutaneous procedure, perhaps a microembolization event, a type
4a myocardial infarction was recognized. In the clinical follow up one patient in the control
group had an episode of VF after 24 hours of the procedure, it was defibrillated without
complications and the patient underwent a defibrillator implant. This patient died suddenly
3.5 months after the procedure, his ICD was assessed without arrhythmic events but precise
etiology of the death is unknown because the autopsy was denied. Two patients in the control
group and two in the treatment group were admitted to hospital for cardiovascular causes. In

the control group it was due to a destabilization of their angina and in the therapeutic group

22



Tesis Doctoral Juan José Gonzalez Ferrer

for worsening heart failure. Globally no statistically significant differences between groups in

the primary end point were recorded.

The viability of the injected cells was excellent being greater than 97% and purity exceeded
94%. In culture these cells showed a good proliferative profile and acquired capabilities of
adult endothelial cells such as microtubules formation or attachment of acetylated LDL.
Clinically in the treatment group the number of episodes of angina at 6 month follow up
decreased with an average of 8.5 fewer episodes per month (-15 to -4), in addition less
consumption of fast-acting nitrates [3.5 units less (-5.2 to 0.0)] and an improvement in CCS
angina class [1,0 class less (2.0 to 0.0)] were noted. In the control arm no significant changes
occurred however direct comparison between groups with adjustment by covariates did not
show significant differences. Seattle Angina questionnaire also showed a favorable trend in
the therapeutic group and not in control while comparison between groups was again not
significant. More objective tests such as treadmill test or SPECT showed that although patients
in cell group took more time to the onset of angina and an improvement in the perfusion
evaluated by SPECT (summed scores) at 6 months in the treatment group was noted, these
changes were not significantly different with those obtained by the control group. Finally, no
progression of coronary disease was observed in both groups, in the treatment group an
increase in the linear shortening on previously treated segments was noted, this was not

observed in the control group. Comparison between groups showed no differences.
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Conclusions:

This first-in-man study confirms that injection of selected CD133+ cells in ischemic
myocardium identified with electroanatomical mapping is feasible and safe. The study is
essentially negative from the standpoint of objective measures of ischemia. However, the
results derived from serial analyses in terms of improvement of angina symptoms and some
SPECT-derived ischemia parameters in no candidates for myocardial revascularization are

encouraging and should be confirmed in a large randomized trial.
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INTRODUCCION

Pacientes con Cardiopatia Isquémica sin opcién a

revascularizacion

Las enfermedades cardiovasculares en su conjunto constituyen la principal causa de
muerte en los paises occidentales. Dentro de este conjunto la enfermedad coronaria es la mas

prevalente y sin duda con mayor mortalidad?.

La insuficiencia cardiaca representa el estadio final de multiples enfermedades
cardiacas como: la hipertensién arterial, la enfermedad valvular o las miocardiopatias, pero
entre ellas la cardiopatia isquémica es su principal responsable. Asi pues, actualmente unos
4,6 millones de americanos sufren este sindrome, estimandose que apareceran 550.000
nuevos casos cada afio?. La insuficiencia cardiaca es la Unica categoria dentro de las
enfermedades cardiovasculares en la que la prevalencia, la incidencia y la mortalidad se han
incrementado a lo largo de estos ultimos 25 afios. Ademads con el envejecimiento de la
poblacion y el descenso en la mortalidad por otro tipo de enfermedades es mas que probable
que la insuficiencia cardiaca continue siendo un problema sanitario de primer orden y que se

magnifique en los afos venideros.

La angioplastia luminar percutanea y la cirugia de revascularizacién miocardica son
técnicas de revascularizacidn coronaria con capacidad de eliminar o reducir los sintomas y
mejorar, en ciertos escenarios, el prondstico de los pacientes con enfermedad coronaria. Sin
embargo a pesar de los avances en el tratamiento médico y en las técnicas de
revascularizacién, existe un grupo de pacientes con isquemia miocardica sintomatica que no

es candidato para ningun tipo de técnica de revascularizacion. Este grupo de pacientes podria



Tesis Doctoral Juan José Gonzalez Ferrer

ser de hasta un 12 % de aquellos que son remitidos para un cateterismo cardiaco diagndstico?

y se esta incrementando por las mismas razones que se esgrimian en el parrafo anterior.

Los pacientes sin opcion son aquellos con enfermedad coronaria difusa, con lesiones
en vasos pequefios, lesiones localizadas en los segmentos distales, con reestenosis intrastent,
oclusiones totales crénicas o con comorbilidades que contraindican cualquier modalidad
convencional de revascularizacion. Estos pacientes constituyen un grupo heterogéneo, con
dos patrones tanto clinicos como prondsticos identificables. Un subgrupo de pacientes
presentaria una gran cantidad de miocardio viable y su sintoma predominante seria la angina
de pecho. En estos pacientes, se ha demostrado que el aumento de la perfusion miocardica
puede mejorar los sintomas, la fraccion de eyeccion, revertir el remodelado ventricular® e
incrementar la supervivencia®. Por el contrario, el otro subgrupo incluiria pacientes con una
viabilidad limitada, en los que predominarian los sintomas de insuficiencia cardiaca. Este
subgrupo de pacientes presentaria una pobre respuesta al incremento de la perfusién

miocdardica®.

Cuando se produce una reduccion de la perfusién miocardica, espontaneamente se
desarrolla circulacién colateral que intenta suplir al drea en isquemia. La severidad de la
isquemia residual dependerd, por tanto, de la capacidad individual para la neoangiogénesis,
con menores posibilidades a mayor niumero de factores de riesgo cardiovascular. Este proceso
estaria principalmente limitado en pacientes diabéticos, con insuficiencia renal o en los
ancianos’. La capacidad neovascularizadora tiene implicaciones tanto clinicas como
pronosticas; asi por ejemplo, en el seno de un infarto agudo de miocardio, la presencia y
potenciacion (arteriogénesis) de colaterales limita el tamafio de infarto y preserva la

viabilidad, reduciendo la mortalidad a largo plazo®1°. En los pacientes con angina estable el
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desarrollo de colaterales se asocia a una menor frecuencia de episodios de angina y a una
mejor capacidad funcional sin angina. Por ultimo la presencia de colaterales tras una
intervencion coronaria percutanea se asocia a una disminucion de los eventos a largo plazo 1.
Estudios previos han mostrado que la circulacién colateral es visible por angiografia en menos
de 10 dias tras una oclusion coronaria aguda persistente 2. Sin embargo el tiempo exacto para
el desarrollo de colaterales en humanos no se puede estimar con precisidon puesto que se
desconoce, por lo general, el estado de desarrollo que presentaban previo a la oclusién. En
estudios animales el desarrollo de la circulacidn colateral comenzaria en las primeras 24 horas
y se completaria en la primera semana'?, siendo la maduracién funcional final hacia las 12

semanas'4®® (Figura 1).

Por todo ello la investigacién en el campo de la génesis vascular ha cobrado una
relevancia clinica significativa al entender que el desarrollo terapéutico de la misma puede
constituirse en un elemento esencial en el arsenal terapéutico de este tipo de pacientes,
quizas la ultima esperanza. En este sentido la terapia celular mediante el trasplante de células

madre autdlogas representa un drea prometedora'® ’.
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Figura 1. Mecanismos implicados en la neovascularizacion cardiaca. Los vasos de un corazén adulto
(postembrionario) se mantienen quiescentes y sélo ante una situacion de estrés tisular o en condiciones
patoldgicas, como se darian en la hipoxia tisular mantenida o en un infarto de miocardio, el lecho
vascular podria proliferar. Se distinguen tres mecanismos diferentes: la vasculogénesis seria el
procedimiento de formacion de nuevos vasos a partir de células madre endoteliales procedentes de la
médula dsea y células madre adultas residentes. La angiogénesis consiste en la proliferacion de vasos
a partir de los preexistentes a modo de brotes debido a la replicacion de células endoteliales adultas.
Por ultimo la arteriogénesis consiste en el crecimiento y el desarrollo muscular de las colaterales
preexistentes. Obsérvese que aparte de la participacion de células madre su capacidad paracrina y

autocrina son claves para este proceso.”
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El manejo médico de los pacientes con angina refractaria sin
opcidn a la revascularizacion

El corazén es un érgano aerdbico que basa su produccidn de energia casi exclusivamente en
la oxidacidn de sustratos. La circulacién coronaria consta de tres sistemas vasculares
conectados en serie (arterial, capilar y venoso). El sistema arterial presenta una porcidén
proximal constituida por las arterias coronarias epicardicas (didmetro mayor de 500 um) de
baja resistencia. La porcién media la representan las prearteriolas (entre 500 um y 100 um) y
la distal las arteriolas (menor de 100 um), ambas responsables de un 70% de la caida de
presién de perfusidon®®1®, Durante la sistole las arterias coronarias aumentan su contenido
sanguineo en un 25% adquiriendo energia elastica. En diastole esta energia se trasforma en
energia cinética que determina la reapertura de los vasos distales. Las prearteriolas serian las
encargadas de mantener una presion de perfusién dentro de unos limites adecuados y las
arteriolas, a su vez, determinarian el flujo en funcion de las demandas metabdlicas. Asi pues
la perfusidén miocdrdica estad limitada a la didstole, donde la presién de perfusién es la
diferencia de presion entre la raiz de la aorta y la del seno coronario (o intraventricular en las
venas de Tebesio); cuando esta presion estd por debajo de 50 mmHg cesa la circulaciéon
coronaria (presion de flujo cero). Aunque en el corazén parado la conductancia de los vasos
subendocdardicos es mayor, en el corazén latiendo se invierte debido a la presién
intraventricular y a una mayor compresiéon de la masa ventricular. Sin embargo el ajuste
vasomotor de los vasos subendocardicos permite satisfacer las necesidades metabdlicas que

en este estrato son siempre mayores. El estrato subepicardico tiene una funcion reguladora
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sobre el subendocardio, de modo que la vasoconstriccion selectiva mejoraria la perfusion

subendocardica®®.

El tono de las arterias coronarias es dinamico y responde a multiples factores. Uno de ellos
seria los cambios de flujo coronario en las arterias coronarias y en las prearteriolas proximales
donde es fundamental mantener constante la tensidn de cizallamiento (shear stress) 21. En
este mecanismo participarian multiples sustancias pero la principal seria el dxido nitrico con
una menor participacion de las prostaciclinas. Otro factor seria los cambios de presidén de
perfusion. Asi pues para un determinado nivel de consumo metabdlico miocardico, se
mantendria el flujo adecuado en un rango amplio de presiones, de forma general entre 60 a
140 mmHg. Este mecanismo de autorregulacion es principalmente miogénico donde estaria

implicado probablemente un canal catidnico no selectivo 2.

La circulacién coronaria es capaz de adaptar rapidamente el flujo sanguineo, mediante
cambios en el tono vascular, satisfaciendo cualquier demanda metabdlica (pudiendo
incrementar el aporte de 02 hasta en cinco veces el consumo basal). Asi pues a medida que
las demandas metabdlicas aumentan, el tono vascular disminuye, respuesta denominada
hiperemia funcional. La hiperermia es maxima en situaciones donde el flujo no es capaz de
satisfacer las demandas metabdlicas produciendo isquemia. En esta respuesta el principal
responsable es la adenosina, producto de la degradacién del monofosfato de adenosina

cuando no es posible sintetizar mas ATP, a través del receptor A2 23,

Los determinantes fundamentales del consumo de oxigeno miocardico son: la frecuencia
cardiaca, la postcarga, el estado de inotropismo cardiaco y la precarga. De estos cuatro los

mas importantes son la frecuencia cardiaca y la postcarga, por lo que la primera derivada del
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doble producto de la frecuencia cardiaca por la tension arterial sistdlica es un indicador fiable

del nivel de consumo miocardico 24.

La reserva de flujo coronario >, cociente entre el flujo coronario cuasi maximo y el flujo en
reposo, es un indicador fiable de la funcién de la circulacién coronaria y depende del flujo
sanguineo basal, el drea vascular por unidad de volumen miocardico, la resistencia y la presion
de perfusion. De forma general se admite que la reserva de flujo coronario normal se
estableceria por encima de 2 a 2,5. Asi por ejemplo la reduccién del didmetro de una arteria
coronaria afiadiria un aumento de resistencia en serie al flujo coronario. Los mecanismos de
preservacion del flujo compensarian la caida de la presidn de perfusidon hasta que se alcanzase
una reduccion del calibre en un 50%. A partir de dicha cifra se reduciria la reserva de flujo
coronario hasta una reduccion del calibre de al menos 80% donde la reserva de flujo coronario
seria de 1 26, Ademas de la reduccién fija del didmetro luminal de las arterias coronarias
epicardicas habria otros factores que podrian contribuir a la reduccién del flujo tal como serian
el vasoespasmo sobre placa (no oclusivo, a diferencia de la angina vasoespastica), la disfuncién
de la microcirculacién coronaria, el incremento de la presidn telediastélica o la reduccién del

contenido de oxigeno en la sangre?’.

Es por todo ello que para el tratamiento dptimo de la cardiopatia isquémica son necesarios
mas elementos de juicio que la mera evaluacion de la reduccidon del calibre de un vaso
coronario. Asi pues se han desarrollado varias técnicas diagndsticas para evaluar la reserva de
flujo coronario y asi revascularizar sdlo las lesiones que originan un deterioro funcional mas
que anatémico. Entre ellas se encontraria la reserva fraccional de flujo (FFR), la reserva de
flujo coronario (CFR) y el indice de resistencia microcirculatoria (IMR). La técnica de

evaluacion de la FFR es la mas sencilla de todas y resulta del cociente entre la presién distal a
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la estenosis y la presidon en la raiz adrtica en hiperemia maxima obtenida generalmente

mediante la administracion de adenosina.

Las otras dos determinaciones requieren de la cuantificacion del flujo coronario mediante una
técnica de termodilucion (tiempo de transito) donde la CFR resultaria del cociente del flujo
hiperémico maximo y el basal y el IMR del cociente de la presidon distal a la estenosis entre la

inversa del flujo en hiperemia méxima 28.

La isquemia produciria cambios estructurales y funcionales en el miocito que finalizarian con
la necrosis cuando ésta es intensa y prolongada. Cuando la isquemia es reversible y de breve
duracion la region afecta va a ser mas resistente a subsecuentes episodios, fendmeno
conocido como preacondicionamiento isquémico 2°. Cuando los episodios son de mds
duracion, la normalidad de la funcion tarda en recuperase indefectiblemente en un tiempo
variable (aturdimiento) 3° mientras que cuando la isquemia es mantenida pero no de
suficiente magnitud para conducir a la necrosis, como por ejemplo en una estenosis coronaria

critica, la recuperacion funcional tras la revascularizacién es posible (miocardio hibernado)

31

Como se comentaba con anterioridad el desarrollo de colaterales es un mecanismo fisiologico
gue intenta mitigar los efectos deletéreos de la isquemia miocardica. Hay tres procesos
principales en el desarrollo vascular (neoangiogénesis) 1’: la arteriogénesis, la vasculogénesis
y la angiogénesis. De los tres, la arteriogénesis es el mas importante y consiste en la
potenciacion de las pequefias colaterales (de 20 a 100 um) que se encuentran en el corazén
humano, al igual que en otras especies. Esta potenciacidn estaria estimulada por el desarrollo

de gradientes de presiéon asi como por factores quimicos derivados de la isquemia y
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comenzaria en las primeras horas tras la isquemia, finalizando en un plazo de unas 12 semanas
con la presencia de colaterales que pueden alcanzar hasta 1 mm de didmetro. En la
arteriogénesis habria una proliferacion celular con el fin de incrementar tanto el diametro
luminal como la resistencia del vaso a diferencia de los otros dos procesos donde se

desarrollarian nuevos vasos 32.

Las consecuencias clinicas de la isquemia aparecen en una secuencia bastante predecible
conocida como “cascada isquémica” y comenzaria con los efectos metabodlicos observandose
precozmente un aumento en la concentracién de H+ y K+ extracelular. Se continuaria con los
efectos funcionales con pérdida de la relajacion-contractilidad en el territorio donde el flujo
se viese comprometido, le seguiria las alteraciones eléctricas y finalizaria con la estimulacion

nociceptiva 33.

El diagndstico de la cardiopatia isquémica estable es eminentemente clinico y las distintas
pruebas diagndsticas adicionales ayudan a confirmar el diagndstico en casos dudosos y a

establecer el riesgo de eventos en el futuro.

El tratamiento general de la cardiopatia isquémica presentaria tres pilares fundamentales:

-El primero seria la modificacion del estilo de vida con reduccion del peso en caso de
sobrepeso u obesidad, la adquisicion de una dieta cardiosaludable (mediterranea), el

abandono del habito tabaquico y de la vida sedentaria.

- El segundo consistiria en el tratamiento médico para la optimizacién de los factores de

riesgo cardiovascular, la reduccion de los eventos cardiovasculares y el alivio sintomatico.
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-El tercero y ultimo seria el tratamiento revascularizador, bien percutaneo o bien quirurgico
en aquellos casos de angina refractaria o con un riesgo de eventos cardiovascular (muerte o

infarto no fatal) mayor del 3% anual.

Las guias actuales de practica clinica definen la angina refractaria como una condicién croénica
caracterizada por la presencia de isquemia inducible y angina que no puede ser
adecuadamente controlada con tratamiento médico, angioplastia o cirugia. En este grupo de
pacientes se podria considerar como opciones terapéuticas segun las guias europeas de
practica clinica (indicacion 1lb): la contrapulsacion externa (enhanced external
counterpulsation) con un nivel de evidencia B, la neuroestimulacion eléctrica transcutanea
(transcutaneous electrical nerve stimulation) con un nivel de evidencia C y la estimulacién
de la médula espinal (spinal cord stimulation) con un nivel de evidencia B. Otras alternativas
o estan contraindicadas, como son la revascularizacion transmiocardica con laser bien
quirurgica bien percutanea, o estdn en fase de experimentacion como seria la terapia celular

o la oclusion del seno coronario 34 (Figura2).
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Enfermedad coronaria con isguemia inducible mas
1% del miocardio 0 anglna a pesar de medicacion optima

L

Evaluacion de opciones de revascularizaclon
Percutanea, Quirdrgica o Hibrida

Factores anatomicos Multisegmentn, oclusion cronica, localizacion, didmetro,
bifurcacion, Syntax score

Factores Clinicos Edad, comorbifidades, diabstico, funcion del Vi, calidad de
vida

Factores Técnicos/Particulares Capacidad de revasculzarizacion completa. Preferencia

| paciente. Lista de espera

¥
Revascularizacion imposible o fallida

Terapia celular
Estimulacion espinal

Contrapulsacion externa
Unidad de dolor crdnico

Uso compasivo de medicacian

Figura 2. Estrategia global de intervencion en la enfermedad coronaria estable con isquemia
inducible demostrada.
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Concepto de Cluster of Differntiation

Las moléculas de la superficie o del interior celular permiten, mediante el uso de
anticuerpos monoclonales especificos, identificar el tipo celular, su estado de diferenciaciony
actividad. Los anticuerpos monoclonales especificamente elaborados van a reconocer
regiones especificas (epitopos) de estas moléculas o antigenos. Estas moléculas generalmente
tienen una funcién definida como ser receptores de factores de crecimiento, citoquinas,
mediar en la adhesién endotelial o la intercomunicacion celular, etc. Mediante un procesado
posterior (p. ej. inmunofluorescencia) se va a poder reconocer por distintos métodos de
analisis, principalmente mediante citometria de flujo o microscopia confocal, que este

antigeno se encuentra en la muestra celular estudiada (Tabla 1).

Las grandes discrepancias encontradas a la hora de tipificar las células hematoldgicas en las
distintas enfermedades oncohematoldgicas con los métodos histoldgicos previos,
eminentemente morfoldgicos, hicieron necesario desarrollar este tipo de identificacion
celular. Asi en 1982 en Paris®® se establecié el uso de anticuerpos monoclonales para la
identificacion de linfocitos y otras células hematoldgicas. Un antigeno era tipificado como CD
si dos anticuerpos monoclonales reaccionaban con dicho antigeno con unos estandares de
calidad prefijados. Si sélo se observaba positividad con un anticuerpo o se observaba alguna
incongruencia se afiadia el valor w (CDw) de provisional. A cada demarcacién CD le sigue un
numero en funcidn de criterios taxonédmicos. Un factor de determinacién puede encontrarse
en distintas células y en una misma célula puede expresarse de forma variable en funcion de
su diferenciacion o su actividad como se referia al inicio del capitulo. El uso de un conjunto de
factores de determinacién puede identificar de una forma muy especifica y sin ambigiiedades
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a un tipo celular, a este conjunto se le define como inmunofenotipo celular 3. La tipificacion
es esencial para el estudio de células madre, para poder diferenciar su estirpe y su estado de
maduraciéon. No obstante no es infrecuente que el inmunofenotipo varie a lo largo de tiempo
al encontrase nuevos antigenos, al refinarse los métodos previos y al implementarse nuevos
métodos de reconocimiento. Esto es particularmente cierto para las células

madre/progenitoras endoteliales como se vera mas adelante.
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034 HACAL L-selecting * ¥ Adhesian
L4 H-CAM Metaloproteasas - + Adhesian y Migracon
Co45 oA Cuinasas * - Reguiador finfocitos
[crecimiante/difarensiacidn)
OG0 Thy-1 C045 ) . Adhesion
Ch133 Prominin-1 4 - Supresian de ka3 diferenciacién
ch117 C-kit Duiinasas + . Receptor tirasin quinasa (supresidn,
acthvacion, proliferacion y guimiotasis)
C013as FlK2 Faligando # - Supervivencia/Proliferacion/
Deferenciucdn espatialmants linfocitos
Chl138 Syndecan-1 Fibronectina + + Profiferacion/migracion,’
Interaccion matriz
CO309 VEGFRZ VEGF + + Angtogenesis v regulador permeabilidad
wascular
Sca-1 Ly-6 A/E - 1 - Autorregulacion de progenitores

hemateddgicos, Inhibicidn de
proliferacion/diferenciacion de linfocitos T

Tabla 1. Muestra los factores de determinacion (CD) y marcadores de superficie que constituyen el
inmunofenotipo de las células madre hematopoyéticas (HSC) y células endoteliales adultas (EC).
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Las células endoteliales en las enfermedades cardiovasculares

Las células endoteliales tapizan la luz de todos los vasos sanguineos y linfaticos, en su
conjunto llegan a pesar un kiloy medioy representan un area de 600 m2. Su funcion asi como
laintegridad de las uniones intercelulares son esenciales para la correcta homeostasis vascular
y, lo que es mas importante, de todos los tejidos. Histoldgicamente son planas, de poco
diametro y nucleo pequefio. Caracteristicamente presentan un gran numero de vesiculas
cerca de la membrana, las vesiculas picnociticas o los cuerpos de Weibel-Palade que
almacenan el factor de von Willenbran, P-selectina, interleucinas, etc. El endotelio no sdlo
regula el paso de sustancias a los tejidos acorde con sus necesidades también modula la
respuesta inflamatoria y trombdtica. Desde el punto de vista inmunohistoquimico se
caracterizan por ser positivas a multiples factores de dominio (CD) —principalmente CD34,
CD31 y CD309-, ademas de captar la LDL acetilada o fijar la lecitina del Ulex europaeus,

técnicas empleadas para evaluar de forma adicional su funcionalidad. 37

Embriolégicamente proceden de la capa mesodérmica, especificamente de los
hemangioblastos o con menor importancia de las células madre de la regién adrto-gonado-
mesonéfrica. En el adulto es universalmente reconocido que existen células madre que
contribuyen al mantenimiento de la celularidad endotelial y que participan en la creacién de
nuevos vasos, cuestion fisiopatoldgica incuestionable en procesos tales como el cancer o la
isquemia tisular. En 1997 Ashara et al. 3 demostraron que en la sangre periférica se
encontraban células madre hematopoyéticas que participaban en la angiogénesis y en la
reparacion tisular. Inicialmente se afirmd que estas células en su conjunto eran responsables
de tal asombroso mérito pero investigaciones posteriores determinaron que su capacidad

proliferativa era escasa y que dentro de este grupo celular existirian varios subgrupos con
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cualidades diferentes entre las que se encontrarian células de estirpe mieloide-monocitica
gue podian mostrar transitoriamente rasgos fenotipicos de células endoteliales sin ser células

madre o células endoteliales en distinto grado de diferenciacién.

Los progenitores endoteliales de médula dsea, como se vera mas adelante, son también un
grupo heterogéneo de células. Ademas aun no es posible definir con total exactitud que es
una célula madre o progenitora endotelial (EPC). La definicion antigua “aquella que comparte
fenotipo endotelial y hematopoyético” no es del todo acertado, como veiamos antes, y en la
actualidad seria mas apropiado definirla como aquella que puede formar colonias de clones
endoteliales. En cualquier caso la mayor parte de los autores coinciden en que las células

madre endoteliales mostrarian al menos los siguientes marcadores: c-kit+ y VEGFR2 +.

El cultivo in vitro de la fraccién mononuclear de sangre periférica centrifugada y mantenida

en un medio endotelial permitiria distinguir dos tipos de EPC (Figura 3) 3°:

- EPC precoces, donde la diferenciacion endotelial se observaria a los 4-7 dias de cultivo.
Morfolégicamente adquiririan forma de huso y presentarian una inmunohistoquimica
bastante heterogénea, destacando los marcadores endoteliales como el VEGFR2, la
VE- cadherin o el CD133 y mieloides como el CD14 o el CD45. Su capacidad proliferativa
y proangiogénica seria limitada pero tendrian una alta capacidad secretora. In vitro
desaparecerian a las 4 semanas.

- EPCtardias, donde se observaria diferenciacién endotelial a las 2-3 semanas en cultivo.
Morfolégicamente con un citoplasma mas homogéneo pueden tapizar en forma de
empedrado la placa (como las células endoteliales derivadas de cordén —HUVEC-). En

su inmunofenotipo disminuiria la expresion de marcadores mieloides como el CD14 o
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el CD45 y aumentaria la expresion de marcadores de células endoteliales adultas. Este
subgrupo presentaria una alta capacidad proliferativa pero con menor capacidad

“angiocrina”.

Mayor importancia estan adquiriendo las células endoteliales residentes o EPC vasculares,
gue se encontrarian en cualquiera de las tres capas vasculares (intima, media, adventicia).
Actualmente se admite que las mismas tendrian un papel esencial en el proceso de
reparacion y regeneracion vascular con participacion de otras células madre residentes
de otras estirpes como las mesenquimales y por supuesto de las células madre

procedentes de médula dsea.

En este contexto se postula que la accién principal de las células madre endoteliales
circulantes seria fomentar las capacidades innatas de las células madre residentes (vide
infra) mediante: la liberacién de sustancias que se secretan como citoquinas, factores de
crecimiento o quimiocinas, de moléculas de membrana (sheddome) como los
proteoglicanos de heparan sulfato transmembrana o sindecanes, mediante la fusidn
celular, la formacidn de tuneles nanométricos para la trasferencia de organelas celulares
(p. ej. mitocondrias) o de microvesiculas (vesiculas rodeadas de membrana plasmatica

que contendria proteinas, RNA mensajero y microRNA).

Tanto el envejecimiento como los factores de riesgo cardiovascular clasicos,
principalmente la diabetes o la insuficiencia renal son causas conocidas de disminucion de
la concentracion de progenitores endoteliales circulantes y de las capacidades de
proliferacién, migracion, diferenciacion o supervivencia de las mismas. Varios grupos han

observado una deficiencia en la expresion del gen Sirtuina-1 (SIRT1) como responsable
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principal de la disfuncion de las EPC. Los genes que codifican Sirtuinas estan
evolutivamente muy preservados y en el ser humano se reconocen hasta 7 tipos distintos.
Las proteinas codificadas actuarian principalmente como enzimas deacetiladoras o ADP
ribosiltransferasas, dependientes de nicotinamida (NAD). Su papel biolégico mas
plausible seria dar respuesta a estresores o toxicos limitando la capacidad proliferativa o
la supervivencia celular ademas de modificar significativamente el metabolismo en

general.
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EPC temprana
3-5 has !

EPE tardia
sgimanas

Figura 3. Cambios secuenciales del cultivo en placa (medio endotelial) de la fraccion mononuclear de
sangre aislada y centrifugada. La imagen a muestra la morfologia en el primer dia tras el cultivo. Las
imdgenes b a la e muestran distintas etapas de las células progenitoras tempranas, idénticas a las
mostradas en el trabajo original de Ashara et al. 38 Las imdgenes f a i muestran las células progenitoras
endoteliales tardias con la imagen tipica en empedrado en fases avanzadas de proliferacion y
adherencia.*
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Introduccion a la terapia celular en el campo de la Cardiologia

Las células madre son aquellas que presentan la capacidad de auto-regenerarse vy
diferenciarse a formas maduras. El termino auto-regeneracién hace referencia a la capacidad

de proliferar sin obligacion a diferenciarse o envejecer.

Las células madre pueden tener diversos grados de capacidad de diferenciacion o potencia;
asi pues aquellas que pueden diferenciarse a cualquier tipo celular tanto de tejido
embrionario como de tejido extraembrionario (membranas) se denominarian totipotenciales.
Estas células son, por tanto, el ovocito recién fecundado o las constitutivas de la mérula
embrionaria. Las células pluripotenciales se podrian diferenciar a cualquier célula de cualquier
linea germinal y serian tanto las células madre embrionarias como las células pluripotentes
inducidas —iPS (Figura 4) “° -; mientras que las que sélo pueden diferenciarse a cualquier célula
de un tipo solo de linea germinal (endodermo, mesodermo o ectodermo), como serias las
células madre adultas, se denominan multipotenciales. Las células madres adultas se
localizarian en casi todos los érganos y serian responsables del mantenimiento-reparacién de
los mismos, esta propiedad iria declinando con el envejecimiento y no seria uniforme en todos

los érganos.*42
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1 Células aisladas del
paciente (epidérmicas o
fibroblastos) crecidas en
una placa.

)
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e reprograma mediante
la activacidn de
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R Semanas de transformacion

Fil Dazarrollo

da las iPC (- 5 Los cambios en las condiciones de cultivo

estimulan la diferenciacidn a una variedad
de tipo celular.

Cardiomiocitos

Células sanguineas Células intestinales

Figura 4. Mecanismo mds frecuentemente empleado para generar células madre embrionarias a partir
de células somdticas adultas —iPC-. La trasferencia a través de vectores virales de factores trascripcion
que modificaban la expresion genética, principalmente Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4, induce la
trasformacion de células madre pluripotenciales similares a las células embrionarias. *°
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La aplicacion en la practica clinica de la terapia celular, que ya se inicié en los afios 60 con el
trasplante de medula dsea 3, ha ido creciendo de una forma trepidante en los Gltimos afios y
de una forma notable en la especialidad de la cardiologia. En esta esfera los estudios
experimentales iniciales fueron francamente ilusionantes pero los estudios clinicos han sido
discrepantes generando nuevas hipdtesis e interrogantes (mecanismos de accién, seguridad,
técnica, etc.) ** que de nuevo la investigacion bdsica y nuevos disefios clinicos tendran que

resolver.

La reparacion cardiaca por células madre es un fendmeno recurrentemente documentado en
la literatura cientifica, tanto por células madre residentes como por células circulantes cuyo
origen principal seria la médula 6sea (Figura 5). Dos trabajos pioneros demuestran este
hecho: en el primero Quainiy sus colaboradores* demostraron la presencia de células madre,
sin los marcadores clasicos de células madre de médula dsea, en el corazén donante con los
mismos cromosomas sexuales que el sexo donante y células madre con los mismos
cromosomas sexuales del receptor (presencia de cromosoma Y en el corazén donado por una
mujer). En el segundo Deb vy su equipo*® observaron la presencia de cardiomiocitos con
cromosoma Y en mujeres que se habian sometido a un trasplante de médula ésea de donante

varon.

Beltrami y colaboradores*’ describieron por primera vez la existencia de células madre
residentes en el corazdn, células caracterizadas por no mostrar los marcadores clasicos de las
células madre procedentes de médula ésea (CD34 y CD45) y si el receptor del factor de

crecimiento de las células madre c-kit. Estas células c-kit+ se podrian diferenciar tanto a células
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endoteliales adultas como cardiomiocitos o células de musculo liso. Sin embargo su densidad

y su capacidad regenerativa eran bajas.

El camino de la terapia celular para limitar las consecuencias del infarto de miocardio, la
cardiomioplastia celular, lo iniciaron Orlic y sus colaboradores en 20018 con la publicacién del
beneficio experimental de las células madre en modelos experimentales murinos.
Posteriormente han sido multiples los estudios experimentales y clinicos que han enfatizado

la capacidad regeneradora de multiples tipos de células madre:

1. Células madre embrionarias, células con una gran potencia pero inmunogénicas y con
la posibilidad de formar teratomas amén de los problemas éticos que genera su
consecucion.

2. Mioblastos, con una gran capacidad de proliferacion, diferenciacion y anidamiento
sobre una escara pero con escaso acoplamiento eléctrico y con riesgo arritmico.

3. Los progenitores mesenquimales, endoteliales o de médula désea (en su fraccién
mononuclear se encontrarian células madre hematopoyéticas, mesenquimales,

III

endoteliales y la subpoblacién “side population cell” que exhibe un patron de
fluorescencia particular con el contraste de ADN Hoechst 33342) han sido los mas

empleados, con mejor perfil de seguridad pero con una gran heterogeneidad en

cuanto a sus beneficios clinicos. 4°

Mencidén especial merecen las células progenitoras cardiacas, en el parrafo anterior se hacia
mencién a las mismas con marcador c-kit +, pero se han encontrado variantes como las Sca-

1+ o el factor de transcripcion de células pancreaticas Islet-1. Son muchos los estudios
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experimentales que han mostrado un gran potencial terapéutico y en los Ultimos afios se han

desarrollado ensayos en humanos con resultados prometedores.

Calulas madre derivas de
o tofido adiposs €25+,
COdd+, COan CO10%, 001
3 . ( '. d G+, COA4-, CD31-, C034-,
L / C45-, CO133-)

Mioblastos
(MyaD, WMyfs,PAXT#)

Progenitores endotellales de sangre
circubante y MO
{CO1d+ CO344 00133+ Flk-1+#)

Células madre de
medula dsea (MO}

Cétulas madre mesenguimales
{C¥4 8, COT3+, COG0+ CD 105+ CO0E
4+, L0166+ Stra-14, 001 16- L0150
AT34 IDa5 |

<\

Células madre “side
populntion” de MO
L0348 [ IH 3 (8% cit+ Sea-l+)
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NEMBKOPOyEt Xt Células madre cardiacas

{C031=, 0034+, C045+,C0133+] |
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(CD31+)

Cardioesferas "
\_ (CD31+,CD34+, CDI0+, CDI0S+, CD133+, c-Kit#, Sca-14) J

Figura 5. Fuentes de células madre adultas mds empleadas para la terapia celular en las enfermedades
cardiacas. Sin duda la médula dsea es la mds usada bien directamente, con la capacidad de obtener
células madre mesenquimales, hematopoyéticas cldsica o su variante “side population”, bien mediante
la recoleccion de sus progenitores circulantes en sangre periférica. Los mioblastos del musculo estriado
son menos empleadas en la actualidad y cobran protagonismo las células madre derivadas del tejido
adiposo (principalmente mesenquimales) o las células madre cardiacas residentes. *°
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El mecanismo de accién de las células madre es complejo y alin no comprendido en su
totalidad. Existen varias hipotesis pero no han sido homogéneamente demostradas en los

distintos estudios experimentales realizados hasta la fecha.

De todos los mecanismos el mas controvertido versa sobre la capacidad de diferenciacidon
(transdiferenciacion) de las células madre. Experimentalmente se ha demostrado, sin lugar a
dudas, la diferenciacion de los mioblastos en miocitos esqueléticos sin expresion de genes
especificos cardiacos. La transdiferenciacion de las células derivadas de médula dsea, de los
progenitores endoteliales o de las células madre mesenquimales a cardiomiocitos se pone en
duda al igual que su potencial efecto proliferativo mediante la fusién con cardiomiocitos. La
capacidad de diferenciacidon de las células madre cardiaca esta limitaday hasta la fecha sélo
se ha observado la evolucidn a cardiomiocitos inmaduros que no alcanzan el fenotipo adulto,
demostrandose ademas que la capacidad regenerativa seria mayor en el contexto de la

isquemia miocardica aguda que en las fases crénicas.

Otro mecanismo beneficioso de las células madre, y menos controvertido, seria la promocién
del desarrollo vascular para disminuir la isquemia tisular, principalmente explorado con los
progenitores CD34+. De todos los mecanismos el paracrino es quizas el mas importante,
mediante la liberacién de citoquinas (factor 1 derivado de las células del estroma), factores de
crecimiento (IGF-1, HGF, VEGF), exones o microparticulas. De este modo estas células podrian
fomentar respuestas favorables en el proceso de reparacién tisular como serian la activacion
de los progenitores in situ, la neovascularizacidn, la inhibicidn de la apoptosis, la modulacion

de la hipertrofia o el control favorable en la nueva constitucidn de la matriz extracelular.

Existen varios abordajes para administrar la terapia celular (liberacién):
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- Meétodos indirectos: la liberacién intracoronaria consigue una distribuciéon mas
homogénea sobre las areas a tratar pero con un porcentaje de anidamiento bajo, la
posibilidad de oclusién microvascular (principalmente con células de gran tamafio
como los mioblastos o las mesenquimales) y la imposibilidad de liberarlas en areas con
oclusion coronaria. Ha sido empleada principalmente en el infarto agudo de miocardio.

- Métodos de administracion directa, como son la quirldrgica (transepicardica) o
percutdnea (transendocdrdica), han sido las mas utilizadas en el escenario de la
cardiopatia isquémica cronica. Presentan la ventaja de poder liberar la terapia de
forma precisa en las zonas objetivo, localizada con un mapeo electroanatémico o
mediante visualizacién directa, independientemente de la anatomia coronaria. Sin
embargo produce anidamientos parcheados donde las condiciones locales de Ph y

nutrientes condiciona en gran parte la capacidad de supervivencia de las mismas.

Por ultimo son varios los riesgos, ciertos o potenciales, de la terapia celular. Entre ellos
encontrariamos la proarritmia (mioblastos o progenitores CD133+), la potenciacion de
desarrollo ateromatoso (progenitores endoteliales), lesiones tumorales o diferenciacion
aberrante (embrionarias) y el dafio a la microcirculacién con las liberaciones

intracoronarias. >°
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Terapia Celular mediante el trasplante de células madre
procedentes de la Medula Osea: seleccién de progenitores
endoteliales

En los ultimos afios se ha estudiado en profundidad la medula dsea como una fuente
prometedora de células madre adultas para regenerar un area dafiada del corazén °!
constituyendo el tipo celular mas ampliamente utilizado en este campo. Ensayos
experimentales han demostrado que las células madre derivadas de la médula dsea tienen la
capacidad de transdiferenciarse a células nerviosas>?, hepatocitos®3, células endoteliales >* y
cardiomiocitos >>°¢, En el campo terapéutico se puede emplear la masa celular global (no
seleccionada) o bien la fraccion mononuclear (seleccionada). A este respecto son varios los
estudios preclinicos®’ que han puesto de manifiesto que la inyeccién directa de células madre
derivadas de la fraccién no seleccionada en tejidos isquémicos es segura®®, induce
angiogénesis terapéutica 385962 y gumenta la perfusién del miocardio isquémico. Por otro
lado la fraccion seleccionada o mononucleada de la médula dsea, bastante heterogénea, esta
compuesta de células mesenquimales, células progenitoras hematopoyéticas, células
progenitoras endoteliales y otras lineas celulares mas diferenciadas como son los linfocitos
natural Killer, linfocitos T o linfocitos B. Por ello, algunos investigadores han empleado una
fraccion celular enriquecida como son la seleccion de las células mesenquimales®® o las

células progenitoras endoteliales.

La médula 6sea adulta humana contiene precursores endoteliales con caracteristicas
funcionales y fenotipicas de los hemangioblastos embrionarios. Estas células se caracterizan

por la capacidad de circular, proliferar y diferenciarse a células endoteliales maduras 4,
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Ademas, expresan el receptor 2 del factor de crecimiento endotelial (VEGFR-2 o flk-1) y poseen
un alto potencial proliferativo mediante la formacién de colonias en repuesta al factor de
crecimiento endotelial (VEGF) ¢7-7°, Estas células progenitoras endoteliales han sido aisladas
mediante la puncidon directa de la médula dsea o de la circulacién periférica y pueden ser
identificadas entre otros, mediante el andlisis de la expresién del marcador de membrana
CD34. Existe una subpoblacién de las células CD 34+ que expresa el marcador CD133. EI CD133
o prominina-1 (Figura 6) es un polipéptido 120-kd glicosilado que contiene 5 dominios
transmembrana con un residuo N extracelular y un residuo C citoplasmatico, codificado por
un gen ubicado en el cromosoma 4p15 7172, Su funcién exacta no es conocida pero su
distribucién en zonas concretas de la membrana celular de tipos celulares de morfologia
compleja como las células epiteliales intestinales o las neuronas hacen probable que se trate
de algun regulador de la composicion y la topologia de la membrana celular. Por otro lado se
ha demostrado que las células CD133+ humanas pueden repoblar la médula dsea en un
modelo ovino 73 y por tanto pueden ser consideradas como células madre hematopoyéticas
pluripotenciales. Asi, la expresion del marcador CD 133 disminuye cuando estas células se
diferencian en células maduras postmitdticas. De hecho, las células hematopoyéticas
diferenciadas que incluyen la serie mieloide madura, los megacariocitos, eritrocitos y la serie
linfoide que estan totalmente diferenciada no expresan el marcador CD133, al igual que las
células endoteliales maduras. Por tanto, es plausible que la prominina-1 tenga una funcion de

supresion sobre la diferenciacién celular.

El subgrupo de células CD34 positivas que expresan CD133 constituye una poblacidn de células
progenitoras endoteliales y células madre hematopoyéticas inmaduras 747°. Las células

CD133+ se pueden aislar tanto a partir de médula ésea como de sangre periférica movilizada

51



Tesis Doctoral Juan José Gonzalez Ferrer

con G-CSF. Las células que expresan el marcador CD133 sdlo constituyen el 0.4% del total de
la poblacion de las células CD 34+, 0.002% de las fraccidon mononucleada de la médula ésea.
Sin embargo con la movilizacion mediante la administracion de G-CSF se incrementa el
numero de células CD 133 al 2%, es decir un 0.02% de las células monucleares movilizadas.
Finalmente se ha demostrado que las células que expresan el marcador CD 133 pero son CD34
negativas podrian ser precursoras de la subpoblacién CD34 y CD133 positivas, funcionalmente

mds potentes en el anidamiento y en la reparacién vascular 7>7°,

Figura 6. Representacion esquemdtica de la glicoproteina transmembrana CD133. Esta proteina
tendria un extremo N-terminal extracelular y un extremo C-terminal citoplasmdtico. Se encontrarian
dos lazos pequefios intracelulares ricos en cisteina y dos grandes extracelulares con cuatro sitios
potenciales para la N-glicosilacién en cada uno.”
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Inyeccion transendocardica con un sistema de mapeo
electromecanico (NOGA)

El sistema NOGA (Biosense-Webster, Diamond Bar, California) es un sistema de
navegacion no fluoroscopica que permite tanto la reconstruccion tridimensional del corazon
como elaborar mapas de actividad eléctrica y mecanica. Mediante la creacién de un campo
electromagnético débil y un sensor pasivo localizado en la punta del catéter se puede conocer
en todo momento la posicion del catéter. Al producirse perturbaciones electromagnéticas con
el movimiento del catéter en el interior de las cavidades cardiacas se puede determinar la

posicion tridimensional de la punta con un nivel de precisidon espacial muy alto.

Brevemente, el mapeo electromecanico del ventriculo izquierdo mediante este sistema
no difiere del procedimiento a realizar cuando se emplean otros sistemas de navegacién no
fluoroscdpica utilizados en la electrofisiologia cardiaca. Los mapas se elaboran mediante la
adquisicion de multiples puntos de la superficie endocardica ventricular izquierda
sincronizando la adquisicion con una derivacion del electrocardiograma de superficie
(generalmente QRS) o una sefial eléctrica interna de referencia con el fin de establecer el
tiempo de activacion. En el sistema NOGA se utiliza un campo magnético de baja intensidad
(107>-107° teslas) que es generado por una plataforma magnética triangular colocada por
debajo del paciente. El sistema no sélo localiza la punta del catéter con una precision de 1
mm, también determina la orientacién de la punta del catéter dentro del ventriculo izquierdo,

esencial para el proceso de inyeccion.
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Estas reconstrucciones tridimensionales permiten la identificacién de zonas viables del
corazdn al integrar la informacion mecanica y eléctrica de cada punto. Asi pues zonas con
menor engrosamiento y con voltajes normales se considerarian viables y por lo tanto objetivos
de intervenciones terapéuticas con células madre 8. Este sistema, ha sido utilizado
ampliamente como sistema de ayuda para la liberacion tranendocdardica de factores de
crecimiento 8!, genes recombinantes 828y células madre 8+% tanto en humanos como en

modelos animales demostrando un excelente perfil de seguridad.

El sistema NOGA utiliza un algoritmo para analizar la contractilidad puntual al establecer
la posicidn de la punta tanto en sistole como en didstole. Ese movimiento es posteriormente
comparado con el movimiento de los puntos vecinos en el area de interés. El valor resultante,
denominado acortamiento lineal local o Lineal Local Shortening (LLS) es expresado como un
porcentaje y es representativo de la funcion mecanica del ventriculo izquierdo en ese punto.
Con el fin de que los mapas sean fiables, los puntos deben ser solamente adquiridos cuando
la punta del catéter estd en contacto temporal y espacial estable con el endocardio®®. Asi pues
se determina automaticamente los siguientes criterios con el fin de decidir la idoneidad del

punto:

- Estabilidad del punto (point loop stability): trayectoria de un punto especifico
durante 2 ciclos cardiacos consecutivos (un valor bajo es indicativo de una buena

estabilidad, debe ser menor de 6 mm).

- Estabilidad de la longitud del ciclo (cycle length stability): diferencia entre la longitud
del ciclo de un punto especifico y la media de las longitudes de ciclo de los 100 latidos

previamente registrados (aceptable menor del 10%).
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- Estabilidad del tiempo de activacion local (local activation time stability): diferencia
entre el tiempo de activacién local de un punto y de otros puntos adyacentes

previamente recogidos (la variacion no debe ser superior a 2 ms).

- Estabilidad local (local stability): variabilidad en la localizacion de la punta del catéter
durante el ciclo cardiaco (entre el final de la sistole y el final de la diastole, aceptable

menor de 4mm).

Ademas de la informacion sobre el tiempo de activacion local y el acortamiento local,
el sistema es capaz de evaluar la magnitud de la sefal eléctrica expresada en voltaje unipolar
(uniV) y bipolar (biV). A cada punto adquirido durante el mapeo se le asigna un valor de voltaje
para asi construir un mapa de voltaje eléctrico del ventriculo izquierdo. De esta manera, cada
punto tiene un valor de LLS y de voltaje. Una vez que el mapa esta completado, todos los
puntos son integrados en una estacion de trabajo y presentados mediante una reconstruccion
tridimensional codificada en color de la superficie endocardica y en unos mapas tipo ojo de
buey (bull’s eye) de 9 0 12 segmentos que muestran la media de los valores de acortamiento
lineal local y voltaje de cada segmento (Figura 7). Las representaciones tridimensionales
adquiridas durante el ciclo cardiaco son utilizadas para calcular los volimenes ventriculares.
El sistema NOGA utiliza el volumen mayor como volumen telediastélico ventricular izquierdo
(VTDVI) y el mas pequeiio como telesistélico (VTSVI). La fraccion de eyeccién ventricular

izquierda es calculada como (VTDVI — VTSVI)/VTDVI.

Toda adquisicion de mapas debe continuarse con un analisis post-proceso, debiendo
aplicarse una serie de filtros para eliminar los puntos indeseables: puntos internos, aquellos

que no cumplen los criterios estandar de estabilidad, los que han sido adquiridos durante
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elevaciones del segmento ST o aquellos puntos que estadn fuera de los limites del ventriculo

izquierdo (por ejemplo en la auricula izquierda).

Figura 7. Imagen que muestra el sistema NOGA con el monitor arriba, la unidad de interfase
inmediatamente debajo, el campo magnético mds abajo y por ultimo la unidad comunicadora.
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Figura 8. Mapas de superficie arriba y polares abajo obtenidos mediante el mapeo endocdrdico con el
sistema NOGA en un paciente con un angina refractaria. Las imdgenes de la izquierda muestran los
voltajes unipolares expresados en milivoltios (mV) y las de la derecha el acortamiento lineal local (LLS).
Puede observarse como en los segmentos septo-anteriores basales hay una reduccion del voltaje y del
acortamiento lineal sugiriendo un drea de necrosis con viabilidad circunscrita y un segmento
apicolateral con voltaje normal pero con acortamiento lineal reducido tipico de segmentos isquémicos.
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Estudios preclinicos en los que se ha utilizado el sistema NOGA como
sistema de inyeccién celular

Existen en la literatura médica varios estudios preclinicos en los cuales se ha utilizado
el sistema NOGA como plataforma de administracion celular. En ninguno de ellos se
reportaron efectos adversos asociados al procedimiento.

Rutanen y colaboradores® realizaron un estudio de terapia génica con el objetivo de
evaluar la naturaleza angiogénica y los potenciales efectos secundarios de dos factores de
crecimiento vasculares que fueron inyectados mediante el sistema NOGA en un modelo no
isquémico porcino. Realizaron un total de 10 inyecciones, de 0,2 cc cada una, sin registrarse
ningun efecto adverso asociado al procedimiento. Las dosis altas de factores de crecimiento
se asociaron a un importante edema miocardico con derrame pericardico. De forma analoga,
Kawamoto y colaboradores®> demostraron que la inyeccion transendocdrdica de células
progenitoras endoteliales autélogas mediante el sistema NOGA era segura y factible en un
modelo porcino de isquemia cronica destacando ademas que la simple inyeccion miocardica

no aumentaba la vascularizacion en la zona objetivo.

Kamihata y colaboradores®” llevaron a cabo un estudio en el afio 2002, en el cual se
comparé el efecto angiogénico de la inyeccion transendocardica, guiada por el sistema NOGA,
de células madre mononucleares derivadas de la médula ésea (CMNQO) frente a células
endoteliales maduras de la microvasculatura coronaria en segmentos miocardicos
hibernados. La inyeccion de células mononucleares procedentes de la médula dsea
incremento la perfusion regional y la funcidén cardiaca, fendmeno que no ocurrid con las
células endoteliales adultas. Estas células sobrevivieron principalmente como células

endoteliales y en menor medida como macrofagos sin encontrase diferenciacién a miocitos o
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fibroblastos. Las CMNO incorporadas mostraron un incremento en la expresién génica de
factores angiogénicos y antiapoptoticos (FGF, VEGF, IL-1B) e indujeron un incremento de la
expresion de los mismos en el tejido hospedador. En esta publicacion los autores tampoco

declararon la presencia de efectos adversos significativos del procedimiento.

Finalmente Chazaud y colaboradores®® realizaron un interesante estudio en el cual se
inyectaban entre 120 y 150 millones de mioblastos en un modelo isquémico porcino con el
objetivo de determinar la eficacia y la seguridad de la inyeccidn transendocardica mediante el
sistema NOGA. Estos autores llegaron a la conclusion que el paso de células a través de este
sistema y su inyeccidn no afecta a la supervivencia, crecimiento o diferenciacion de estas
células. Asi mismo, demostraron que la supervivencia celular a los 15 minutos de la inyeccion
fue superior al 80%, porcentaje mayor que el referido para otros mecanismos de implante
celular. Como en los estudios anteriormente citados, no se observé ningun efecto secundario

asociado al uso del NOGA como sistema de inyeccién celular.
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Estudios clinicos en los que se ha utilizado el sistema NOGA como sistema
de guia para la liberacidn celular

Existen varios estudios clinicos publicados en el ambito de la terapia celular cardiaca

que han utilizado el sistema NOGA como sistema de apoyo a la liberacidn celular.

El primero de ellos fue llevado a cabo por el grupo del profesor Losordo en Boston®3.
Se trataba de un estudio piloto en el cual se valoraba la seguridad y eficacia de la terapia
génica, mediante inyeccidn transendocardica de pldsmidos de ADN desnudos que codificaban
factor de crecimiento endotelial vascular (phVEGF-2), en 6 pacientes con isquemia crénica.
Realizaron un total de 36 inyecciones de 1 ml cada una guiadas por el sistema NOGA y no
observaron complicaciones. Este mismo grupo de trabajo®® realizé posteriormente un estudio
en fase Il, prospectivo, aleatorizado, doble ciego, comparado con placebo y con escalada de
dosis en pacientes inoperables con angina cronica y que se encontraban en clase funcional de
la CCS IlI-IV. Como en el estudio anterior, no aparecieron eventos adversos tras 114
inyecciones de plasmidos de ADN y que practicaron a los 19 pacientes que fueron reclutados.
Ademas se observd una mejoria en los sintomas anginosos y una tendencia no significativa a

una mejor capacidad funcional sin angina.

El grupo dirigido por Emerson Perin®* realizd, en colaboracion con investigadores del
Hospital Pro-Cardiaco (Rio de Janeiro, Brasil), un estudio clinico pionero donde se implantaron
células madre mononucleadas derivadas de la médula ésea en el corazon humano. De forma
consecutiva reclutaron un total de 21 pacientes con miocardiopatia dilatada de origen

isquémico e imposibilidad de tratamiento de revascularizacién (grupo de tratamiento los 14
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primeros pacientes, grupo control los 7 ultimos). Se llevaron a cabo 15 inyecciones de 0,2
cc/inyeccidn (total 30x10° células madre derivadas de la médula ésea por paciente). El sistema
NOGA fue utilizado para identificar areas de miocardio viable (uniV >6.9 mV) donde se
inyectaron las células. No hubo complicaciones derivadas del procedimiento. Este estudio
demostrd que la inyeccidon transendocardica de células madre mononucleadas derivadas de

la médula ésea era segura y factible.

Smits y colaboradores® realizaron en el Thorax Center de Rotterdam el primer estudio
en humanos en el cual demostraron el potencial y la seguridad de la inyeccidn
transendocardica de mioblastos, guiandose con el sistema NOGA, en pacientes sintomaticos
con insuficiencia cardiaca tras un infarto agudo de miocardio de localizacidén anterior. En cada
uno de los 15 pacientes se realizaron 16 + 4 inyecciones (rango de 9 a 19) de 0,3 ml cada una
en las zonas de escara. Como en los casos anteriores no observaron eventos adversos
asociados con el procedimiento. Aunque ninguno de los pacientes de este estudio habia
sufrido eventos sincopales o taquicardias ventriculares previamente, los autores observaron
2 muertes subitas y 3 taquicardias ventriculares en el seguimiento a largo plazo tras la
inyeccion transendocardica de mioblastos, obligando el comité de seguridad a implantar un
desfibrilador a todos los pacientes de la cohorte. Sin embargo, ninguno de estos eventos se
asocid al procedimiento de inyeccidn en siy posiblemente se deba al desarrollo de una mayor
distorsion de la propagacion eléctrica en el area infartada donde se implantaron los
mioblastos. Hasta la fecha no se ha demostrado una arritmogenicidad significativa de los

mioblastos cuando se implanta en zonas de miocardio sano.’!

Sin embargo en esta fase de desarrollo un estudio reporté efectos secundarios graves

asociados con la utilizacion del sistema NOGA en terapia celular %2. El estudio EUROINJECT
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ONE fue un estudio multicéntrico llevado a cabo en varios paises europeos y en el cual se
aleatorizaron, en proporcién 1:1, a 80 pacientes con isquemia severa cronica, clase funcional
CCS avanzada y que no eran susceptibles de ningun tipo de revascularizacion. Se dividieron en
2 grupos de 40 pacientes cada uno: el grupo de tratamiento recibid terapia génica con factor
de crecimiento vascular endotelial (phVEGF-A1ss) y un grupo de control que recibid
inyecciones de plasmido placebo (sin el gen VEGF). Se realizaron 10 inyecciones de 0,3 cc cada
una en las regiones de isquemia inducible valorado con SPECT. Se registraron durante el
procedimiento de mapeo electromecanico e inyeccién transendocardica un total de 6
complicaciones severas (4 en el grupo de tratamiento y 2 en el grupo control): 2 pacientes
sufrieron taponamiento cardiaco con muerte en uno de ellos, uno sufrid un accidente
isquémico transitorio con pérdida subita de visidn, otro paciente sufrid un episodio de
elevacion transitoria del segmento ST, un paciente presento un shock séptico tras el
procedimiento y por ultimo se observd un bloqueo auriculo-ventricular que precisé implante
de marcapasos. En la metodologia publicada se puede apreciar que el umbral del voltaje
unipolar por debajo del cual evitaban la inyeccién era de 5 mV cuando la recomendacién mas
aceptaba aconsejaba utilizar un limite inferior mayor de 6,9 mV para minimizar los riesgos de
perforacion. Aunque grupos anteriores habian establecido ese limite en 5 mV, otros grupos,
como el dirigido por Emerson Perin &, habian observado que dreas de miocardio infartado, de
escaso espesor, pueden tener voltajes superiores a 5mV pero no superiores a 7mV cuando el
mapeo era exhaustivo. Asimismo no se utilizé de forma sistematica la resonancia magnética
nuclear o un ecocardiograma con ecopotenciador previo al procedimiento, con lo que se
hubiera descartado la presencia de trombos intracardiacos y probablemente se hubieran
evitado los fendmenos embdlicos. Finalmente aunque el estudio no mostro una mejoria

significativa en la perfusidn valorada de forma semicuatitativa ni diferencias en la clinica entre
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grupos, que mejord significativamente en ambos, subanilisis desarrollados posteriormente
demostraron una mejoria de la perfusién integrando la informacién del SPECT con la aportada
por el NOGA. Asiaunque la perfusion no llego a normalizarse durante el esfuerzo en el grupo
tratado mejord notablemente acompafidandose de una mejoria en la contractilidad

segmentaria, principalmente en los segmentos con peor contractilidad previa®? (Tabla 2).
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Rutenen et al. =

Eawamoto et al. **

Eamihata et al ¥

Charsud et al. ¥

Clinicos
losordoetal ™

Parin et al. *

smits et al. @

EURDINIECT ONE.

Objetivo

Evaluar la angiogenesis y los efectos secundanos
de ld inyeccién guiada por NOGA de dos factores
de crecimiento: (VEGF-D* v VEGF-A") en un
muadele porcina.

Eveluar [z angiogenesis v los efectos sacundarios
de fa inyeccidn guiada por NOGA de progenitores
endotadiales  fremte- & placebn o células
mononecleares CO31- en un modelo porcing de
isquemia eronlca;

Eveluar el efecto bicldgico ¢ los  efectos
secundarios de a inyeccion guiada por NDGA de
células marcadas de |a fraccion manonucleads de
la medula dsea en un modelo porcino de isquamia
cronica frente a los efectos dela inyeccidn de
celulas endoteliales adultas o swern,

Evaluar la supervivencia v la factibilidad de la
imyeccion guiada por NOGA de mioblastos en un
modele porcing,

Estudio fase 2 aleatorio/clego pama evaluar la
seguridad y explorar la eficacia  de la imyeccidn
gulzda por NOGA de plasmidos desnudos de ADN
gue contlene & pen del VEGFZ (12) frente a
placebo (7] an pactentes con angina refractaria
HI/T sk opchdn,

Estudio fase 2 aleatono/ciego para  ewvaluar
seguridad v explorar fa eficacia de fa Inyeccidn
gulzda por NOGA de celdas de la fraccign
monanisclear de la médula osea en pacientes (21)
con insuficiencia cardiaca avaniads,

Evaluar la eficacia y seguridad de fa imveccidn
transendocardica [lz mayoria gulada por NOGA| de
migblastos autdlogas en tonas de escara en
pacient=s {15] con Insuficiencla cardiaca,

Estudic fase I alestorio/ciego para explorar -z
eficacla  de la Inveccidn pulada por NOGA de
plasmidos cubbertos {adenovirus] gue contiene el
gen del VEGFZ —phVEGF-A™-{40) frente 3 placebo
(40] en packentes con anging:refractara [V sin
opcian.

Juan José Gonzalez Ferrer

Resultado

A los b dias se observo un potente efecto angiopensco, transmural y mayor
con VEGF-A'" que con VESF-DY | E| estudio de perfusion com
ecocontraste demastrd un incremento de |8 misma en zonas inyectadas. Las
dosis mas altas del factor de crecimiento. se asocio 3 edema miocardico v
gerrame pericdrdicn,

A |as 4 semanas 52 observo un incremento angiografico de colaterzles, de la
FEVI y de la depsidad capilar en e estudio &P Mo se observaron
complicaciones y la neovascularizacksn no se registro en el grupo contral
{placebo ¥ monucleares COH1-).

A |2z 3 semanas en los cerdos tratados se obsenvo en la zona ohdetive un
incrementa del flujo sanguineo, de vasos visibles angiograficamente v de ka
funcidn cardiaca. El estudio AP dermostrd wuna mayor densidad capllar y una
mayar expresion de factores proangiogenicos. Ademas se encontraron fas
células marcadas en ¢ 31% de los neccapllares y en un BTN de los
macrafagos de la 2ona. No se registraron complicaciones.

5e demuestta gue mantenides  adecuadamente  preimplantacian  los
mioblastos no sufren un gran impacto en su supenivencia inmediata y en 54
funcldn. 52 conslgue Invectar las células en la 2o0nas objetivos prefijadas en
todos kos cerdos.

Se observa Gna melora significativa en |z clase funcional CC5 ¥ ne
significativa en la puntuacién del test de Seattle, tempo de elercico o en s
perfusion {SPECT). Sin complicaciones agudas

A los 2 v 4 meses s& observo una mejoria de l3 disnea, reduccion de los
episodios anginosos, mejora en la capacidad funcional y en WO2 max,
mejoria en ia FEVI, una reduccion de |2 isgquemia inducible, una disminucidn
del volumen telesistalico ¥ mejora del acortamiento lineal en los paceentes
tratados, Sin complicaciones:

%e observd una mejoria no significativa en la FEVI v en el WMSI, Durante el
mapea se registraron en 2 pacientes 2 episodios de TV. Durante el
seguimisnto s& observo 1 muerte subita posibiemente arritmica con lo que
sa implanto un DAl 8 los siguientes de |z cohorte. Un paciente con D& murig
tras una tormenta arritmica. Otros 3 pacientes tuvieron TV sostenida.

Mo ze evidencio mejoria en los parametros de perfusion ni de |3 isguemia
inducible, En ambos grupos la dlinica anginasa mejors ¥ en el gripa
terapeutico s intensidad del trastornos: de la contractilidad segmentana se
redujo. Se registraron 5 complicationes graves en relacian 2l procedimiento.

Tabla 2. Tabla resumen mostrando los principales estudios preclinicos o experimentales y clinicos donde
utilizan la inyeccidon transendocdrdica guiado por el sistema NOGA.
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Estudios Clinicos y Preclinicos en Terapia Celular realizados
mediante la administracion de la Fraccion Mononucleada de la
Médula Osea

Estudio preclinicos

Existen multiples estudios preclinicos publicados en la literatura médica que han
utilizado la médula ésea como fuente de células madre. Ademas algunos de ellos han utilizado
como método de administracién celular la inyeccidn transendocardica guiada por el sistema
NOGA. En todos se llegd a la conclusidn de que la administracion de estas células en tejidos
isquémicos era segura y aumentaba la perfusion tisular en las zonas inyectadas.

El primer estudio con células madre de médula ésea, en 1999, fue realizado en el
Hospital de Toronto donde in vitro se demostrd que las células de médula dsea cultivadas en
un medio con 5-azacitadina desarrollaban miotubulos que presentaban tincidn positiva para
la troponina | y la cadena pesadas de miosina. Al mismo tiempo inyectaron en ratas, a las que
se les habia producido una criolesidn sobre el ventriculo izquierdo 3 semanas antes, células
de medula ésea (MO) frescas y cultivadas, células de MO cultivadas con 5-azacitadina o
placebo. Los tres grupos de células de médula ésea mejoraron la funcién cardiaca valorada
mediante el desarrollo de presiones sistdlicas y el examen histolégico encontrd células con
tincion positiva para proteinas del sarcolema ademas de un significativo desarrollo de

capilares vasculares %

En el afio 2001 se llevaron a cabo varios estudios de enorme relevancia en el campo

de la terapia celular cardiaca:
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En primer lugar, Jackson y cols.?® utilizaron una subpoblaciéon de células madre
hematopoyéticas (CD34—/low, c-Kit+, Sca-1+), que presentan un patrdn caracteristico en el
analisis espectral con el contraste de Hoechst, llamadas de la poblacién marginal o “side
population”. A ratones letalmente irradiados se les trasplantd esta subpoblacion celular,
procedente del modelo transgénico Rosa26 que expresa el gen de la B-galactosidasa (lacZ+),
y posteriormente se les ligd la arteria coronaria descendente anterior. Se observd que las
células lacZ+ expresaban alfa actina en la region infartada, en vias de diferenciacion a
cardiomiocito, y otras lacZ+ expresaban Flt-1, conocido marcador endotelial, ambas
evidencias sobre la capacidad regenerativa de la médula ésea. El estudio, ademas, fue pionero

al emplear la subpoblacion CD34- en el contexto de la isquemia cardiaca.

En segundo lugar el grupo de Kamihata y cols.®” empleo la fraccién mononuclear de la
médula ésea en un modelo isquémico porcino. Como veiamos con anterioridad, en este
estudio se demostrd un incremento de la perfusién miocardica, de la densidad capilar y de la
contractilidad regional en las regiones tratadas con células madre. No se observaron arritmias
ni formacién de tumores. Dichas células parecian evolucionar a células endoteliales y se
incorporaban a nuevos capilares sin diferenciarse a mioblastos o fibroblastos, ademas

segregaban factores angiogénicos como VEGF o angiopoyetina-1.

Fuchsy cols. ®® en un modelo de isquemia crénica en cerdos, inyectaron células frescas
de médula 6sea mediante aspiracion del fémur y filtrado de la muestra. Dicha inyeccion,
realizada de forma transendocardica con el sistema NOGA, fue segura sin que se observasen
eventos adversos en relacién con su administracion. Los autores encontraron un aumento en
la perfusidon en las zonas isquémicas y un aumento de la fraccion de eyeccion del ventriculo

izquierdo. Ademas se realizd un estudio in vitro donde se evidencio que las células madre
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derivadas de la médula désea segregan factores angiogénicos (VEGF y proteina quimo-
atrayente de macrofagos MCP-1) e inducian la proliferaciéon de las células endoteliales

recolectadas de la aorta del propio cerdo.

97 utilizaron también células mononucleares de médula dsea en un

En el afno 2004 Liu y cols.
modelo murino, pero en este caso se inyectaron directamente de forma quirurgica,
transepicardicamente, tras la creacién de un infarto de miocardio. El estudio se disefid para
esclarecer los mecanismos por los qué estas células favorecian la angiogénesis. Mediante el
estudio con RT-PCR se analizd el contenido de citoquinas y sus receptores tanto a nivel
cardiaco como en la médula ésea en el grupo control y en el terapéutico. No se observd una
diferencia en el nivel de citoquinas proangiogénicas en el corazén en ambos grupos si bien se
confirmd un aumento del receptor de la factor de crecimiento hepatocitario (HGF) c-met en
el grupo terapéutico. No se observaron diferencias en el nivel de los receptores o de las
citoquinas a nivel de médula dsea si bien el estudio puso de manifiesto que los niveles de HGF
en MO era mayores que en el corazén y superiores a los encontrados en especimenes sanos,

otra prueba de concepto sobre la capacidad de la médula dsea para modular la reparacién

tisular y como la terapia celular podria potenciar esta capacidad innata.

Ya en el afio 2006, Bhaktay cols. ®8 utilizaron un modelo porcino de isquemia crénica
e infundieron de forma intracoronaria células marcadas de la fraccion mononuclear de Ila
médula ésea. Aunque el estudio incluyd un nimero reducido de animales (5 especimenes),
los autores identificaron que dichas células se incorporaban a estructuras perivasculares
cardiacas ademas de encontrarse en el bazo del cerdo. No se produjeron nuevos infartos de
miocardio. El estudio concluyd que la administraciéon intracoronaria de estas células era

segura y que se localizaban en las regiones objetivo en el territorio de |a arteria tratada.
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% inyectaron transendocardicamente células de la fraccién

Goodchild y cols.
mononuclear de la médula désea guiado por fluoroscopia con el catéter Stiletto (Boston
Scientific) en modelo porcino de isquemia crénica. El objetivo principal del estudio fue
demostrar la seguridad del procedimiento, principalmente desde el punto de vista arritmico.
No se evidenciaron cambios histopatoldgicos tras la inyeccion de las células que sugiriesen el

desarrollo de un nuevo infarto o de un teratoma. El procedimiento no se asocié a

complicaciones y el estudio electrofisioldgico no indujo arritmias en los especimenes tratados.

100 compararon, en un modelo murino, el efecto de la inyeccidn

Guarita-Souza y cols.
de células madre mesenquimales obtenidas de la médula dsea frente al de la fraccidon
mononuclear de la médula ésea o placebo. Una semana después de provocar un infarto de
miocardio, que les condicionaba una disminucién de la fraccién de eyeccion significativa
(FEVI<40%), se procediod a su inyeccion quirurgica. No se objetivaron cambios en la FEVI en

los animales tratados con ambos tipos de células, pero si una disminucién de la FEVI en los

controles, un prometedor efecto antirremodelado de la terapia celular.

Yokoyama y cols. %! evaluaron otra via de administracion. En cerdos con un infarto de
miocardio tanto agudo como antiguo, aislaron la fraccion mononuclear de la médula éseay la
administraron de forma retrégrada a través del seno coronario. En ambos escenarios, tanto
agudo como cronico, el tratamiento celular incrementd la funcidn cardiaca, favorecio la
neoangiogénesis, provoco un aumento en la secrecién de factores de crecimiento como VEGF

0 FGF-2 y conllevd una disminucién de los péptidos natriuréticos.
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Estudios Clinicos

El primer estudio clinico que utilizd las células mononucleadas de la médula ésea para
la creacién de angiogénesis se llevd a cabo en pacientes con isquemia vascular periférica
(TACT study). Tras la administracién intramuscular de estas células se observé un aumento de
la perfusion y se demostré un aumento de la arteriogénesis mediante la visualizacion de

nuevos vasos en la angiografia 192,

Tras este resultado prometedor en un modelo de isquemia vascular periférica estas
células han sido utilizadas en diferentes escenarios clinicos y liberadas mediante diversos
métodos de administracion: la inyeccidon intracoronaria en pacientes postinfarto de
miocardio, inyeccion directa en el miocardio durante la cirugia de revascularizacion
miocdrdica o la administracidon percutanea mediante la inyeccion transendocardica guiada por

NOGA.

Asi en el seno del infarto agudo de miocardio existen varios estudios publicados que
utilizan la via intracoronaria para la administracién de las células madre. Strauer y cols. 193
incluyeron 20 pacientes (10 tratados con terapia celular y 10 controles). Estos autores
demostraron que la infusidn intracoronaria de células autélogas de la médula ésea, a los 5-9
dias de un infarto agudo de miocardio, reducia en un 26% el defecto de perfusién en el grupo
tratado observandose ademas una mejoria en la geometria ventricular con una reduccion de
los volumenes telediastélico y telesistdlico. Ademds se evidencid un incremento en la

contractilidad en el 4rea tratada a los 3 meses de seguimiento. Otros estudios preliminares,
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como el desarrollado por el profesor Fernandez Avilés o como el estudio BOOST 104106

demostraron que esta terapia era segura y posiblemente efectiva.

De forma sorprendente los resultados de los siguientes estudios aleatorizados fueron
contradictorios en términos de eficacia. Tanto el trabajo de Lunde et al. como el de Janssens
et al. no mostraron beneficio ni en la funcion cardiaca ni en la perfusién miocardica con el
tratamiento de células madre procedentes de médula 6sea administradas de forma
intracoronaria en pacientes con infarto agudo de miocardio'’-1%8, Sin embargo el estudio
aleatorizado de mayor tamafio muestral (REPAIR-AMI) 1% |levado a cabo por el grupo de
Franckfurt, mostré un incremento significativo de la fraccion de eyeccién en el grupo
aleatorizado a recibir tratamiento celular (células madre mononucleares de la médula dsea)
en comparacion con el grupo control, 5,5%, grupo de terapia celular frente a 3%, en el grupo
control, y una disminucién del evento combinado de muerte, infarto recurrente y necesidad
de nueva revascularizacion al afio de seguimiento. Adicionalmente este estudio destacé que
los pacientes que mas se beneficiaban del tratamiento eran precisamente aquellos con peor

fraccion de eyeccion (<50%).

En este mismo contexto clinico el estudio realizado por Assmus y cols. % incluyé 20
pacientes con fraccion de eyeccion preservada (media de 52%). Nueve pacientes recibieron
precursores endoteliales obtenidos de la sangre periférica y posteriormente expandidos
durante 4,311,5 dias tras el infarto de miocardio. Estos pacientes se compararon con un grupo
representativo de forma no aleatorizada (n=10). A los 4 meses de seguimiento, se observé un
incremento significativo de la fraccién de eyeccion, un incremento de la contractilidad
segmentaria en la zona del infarto y una reduccién del volumen telesistdlico. Por otro lado la

reserva coronaria de flujo se incrementd en la arteria responsable del infarto y mediante
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tomografia de emision de positrones (PET) con FDG-18 se demostré un incremento
significativo de la viabilidad miocardica en la zona del infarto. No se registraron

complicaciones significativas.

111 ytilizd la via de administracidn transendocardica

Mas adelante el grupo de Tse
guiada mediante NOGA para tratar a 8 pacientes con angina refractaria y funcion sistdlica
conservada (media de la fraccion de eyeccidn del 57,6%). A los 3 meses de seguimiento se
observé un descenso en el promedio del niUmero de episodios de angina y en la necesidad de
administracion de nitroglicerina por semana, de 26.5 a 10.1 (p<0,0001) y desde 23.9 a 6.8
(p=0,002), respectivamente. La resonancia magnética cardiaca reveld un incremento en el
grosor de la pared y en la contractilidad regional (11,6% y 5,5%, respectivamente),
observandose una reduccion de la masa de miocardio hipoperfundido. Por ultimo se

demostré que el procedimiento era seguro, no registrdandose derrame pericardico de

importancia, arritmias sostenidas u otro tipo de complicacion.

Como se referia anteriormente Perin y cols. 8 llevaron a cabo un estudio en 21
pacientes (14 tratados y 7 controles) con isquemia miocdardica sin opcion a revascularizacién
y disfuncidn ventricular a los que se les tratd con la fraccién mononucleada de la médula ésea
mediante inyeccidn transendocardica guiada por NOGA. El procedimiento fue seguro, sin
registrarse complicaciones. A los 4 meses de seguimiento se demostré un aumento de la
fraccion de eyeccion desde el 20% al 29% en promedio (p=0,003) y se redujo
significativamente el didmetro telesistélico (p=0.03) en el grupo tratado. Al afio de
seguimiento 2 se observd un descenso significativo de los defectos reversibles evaluados
mediante SPECT y un aumento de la capacidad funcional medida mediante una ergometria

con consumo de oxigeno en el grupo tratado (Tabla 3).
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Tomita et al.

Jackson et al. B

Kamihata et al.*

Fuchsetal™

Liugtal ™

Bhaktaetal ®

Goodchild st al, =

GuaritaSouza et al,

Vokoyama etal

Evaluar |3 capecdad  de  diferenciacidn,
supervivencia en-escara y efecto de-la inyecodn
directs- de céfulas de MO tnto frescas como
cultvadas en el tomzon de rata sometide @
erilesianes,

Evafuar el efecto del trasplante de wna
suhpohiation de células madee hematopoyeticas
{side-population) en ratomes letabmante adiados @
log gue posteriormente se [e Inducts un infarto de
miocardia,

Evaluar e efecto Diologica v dos efectos

secundanics e |3 inyeccion puiaca por NOGA de

eehulas marcadas de |2 fraceion mononucleads de
{a médula 052 2n in medelo porcing de sguemia
eromica frente 3 los efactos de l2 inyeccion de
cefulas endoteliales adultas o suero,

Evaluar &l efectn de la Imyecridn gugada par NOGA
de células freicas de M0 en = modelo de
isguemnia crinica pordno,  Estutia funcional in
vitro,

Evaluar 2l efecto de la invection direct de células
de-medula tsez =0 un medelo squemico cranico
poreine mediante [z cusntificacidn del nivel de
citoguinas  sus receptonss.

Evaluar-lz seguridad de i3 inyeccion intracaronans
de calulas moncnucleares de MO marcadas en un
madelo de souemiz cronics porcing,

Evzluar |3 seguridad, principaimante arritmica, de
fa inyeccion no gutada por NOGA de células freseas
de WD en un maodelo de isquamis cranico parcing

Evalugron el efecto de la ingeccion directs de
ceilas de la fracoian monoclear de M0, medulas
mesenquimales de MO o placebo en modeios
subagudos de isquenia en roedores,

Evaduar |2 sezuridad y eficada de la administragidn
retrograda por el sero coronano de cehlas
manonlcleares de MO en un medels de souesmia
#20do v cronice en cerdos,

Juan José Gonzalez Ferrer

Objetivo Resultado

Se absenvo que fas celulas de médala diea desamollaban miotubulos ademas:
de ser proangiogenicas mejorando & fncion hemodnamica: No-se chservo
|3 forrnasidn de tumpres,

Histoldgicamente se observo maovilizacion de estas celulas, previaments
marcactas; 2 & rana del infarto-en vias de diferenciztion 2 cardiomaacites (%
actina| y progenitor andotelial (Fit-14).

-4 [a5°3 semanas en fos cerdos tratados e observo en (2 zoma obfetre un

incremento del fluje sanguinao, de vases visibles angiograficamenta y dels
funcidn cardiaca. El astutio AP demostrd una mayer dersidad capilar y una
mayor expresin de factores proangiogenicos. Atemis s encontraron las
chlulas marcadas en el 31% de los neccapiares v en un 57% de fos
macrofagos. Mo seregistraron complicaciones.

n vive 32 obsErve L incremienta de {a perfusion regional y de la FEVI en fos
corazones del grupo tratado que ro obsenva an el control, n vitro =2 chearn
una peoduccidn Ggnificativa de factores angiogénicas [VEGF y MCP-1)
ademas de promover b proliferacion de cebilas endoteliales adulias.

52 observa que fa mavar expresion del receptor el factor de crecimiento
hepatocitaric {c-met| se da en los especimenes sametides 3l trasplants

La iryeccion no se zsocia af desarroda de un inferto de mintzadio. Las celulas
marcadas sz encontraron alredzdor de los capilares de la zona tratada yen &f
bazo.

El procedimiento transeurrt sin complicationes. Mo se mdujeran arritmizs
& o cerdos tratades i cambios Mistopatoldgicos significathas.

Mo se-observo una mejona en i FE o en los volimenes 5 bien ef ratamiento

<48 F5000 @ una ausencla de deterion de |3 FE o de los vollmenes gue sise

ohserit £n kos cantroles,

Los corarones tratsdos mostraron mejor FE v dsminucion de pegtidos
natriurétices; se observe en el andisls histologico un incrementa en &
menangugenesis  del mivel de tonuines prosngiogémcas,
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Tabla 3. Tabla resumen mostrando los principales estudios preclinicos o experimentales y
clinicos donde utilizan las células madre de médula ésea para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares.
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Estudio Preclinicos y Clinicos llevados a cabo mediante la
administracion de Progenitores Endoteliales Seleccionados

Estudios preclinicos

Como se ha comentado previamente debido a que la fraccion mononuclear de la
médula ésea es una muestra celular muy heterogénea, algunos autores han intentado buscar
subpoblaciones con perfiles a priori mas eficaces como seria la subpoblacién CD 34+/CD 133+.

113 inyectaron en un modelo murino células humanas procedentes de la

Asi Kocher y cols.
médula dsea que expresaban el marcador CD34+. Estas células fueron recogidas mediante la
estimulacion de la médula ésea con G-CSF y posteriormente seleccionadas con anticuerpos
monoclonales contra CD34+. El analisis de la poblacién recogida mostré que las células
presentaban tanto marcadores hematopoyéticos como endoteliales que los autores
reconocieron similares a los hemangioblastos embrionarios. A las 48 horas, tras provocar un
infarto de miocardio mediante la ligadura de la arteria coronaria descendente anterior, las
células seleccionadas fueron inyectadas en los segmentos infartados. En este estudio, se
demostré que el grupo tratado desarrollo un incremento significativo de |Ia
microvascularizacion en la zona del infarto ademas de una reduccion de la densidad de
fibrosis en comparacion con el grupo control. Del mismo modo, Orlicy cols. 11 demostraron,
en un modelo similar en el que se inducia a los especimenes un infarto de miocardio, que las
células madre procedentes de la medula ésea, principalmente c-kit+ con marcadores de linaje

hematoldgico negativo (Lin-), movilizadas mediante la administracion de citoquinas (Stem Cell

Factor y G-CSF) se veian atraidas al tejido dafiado. En la zona del infarto anidaban, proliferaban
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y se diferenciaban a células maduras contribuyendo de forma significativa en el proceso de
reparacion tisular. Los animales tratados presentaron una disminucion del tamafio del infarto,
de los volumenes ventriculares y de la mortalidad. Estos mismos autores en otro estudio con
ratones®® inyectaron directamente células procedente de la médula dsea en la zona del

infarto produciéndose regeneracién de miocardio de novo.

Como menciondbamos antes, en el afio 2003 Kawamoto y cols. 8 investigaron si
mediante la inyeccién transendocardica de células progenitoras endoteliales autdlogas
asistidos con el sistema NOGA se podia promover la neovascularizacion del miocardio
isquémico. Para ello crearon un modelo porcino de isquemia subaguda. A las cuatro semanas
se aislaron de la sangre periférica un total de 10 millones de células progenitoras endoteliales
autdlogas CD34* que fueron inyectadas en dareas miocardicas isquémicas. Estos autores
observaron que la densidad capilar en las zonas miocardicas isquémicas era significativamente

superior en los cerdos trasplantados comparados con el grupo control.
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Estudios clinicos

De forma especifica la fraccion seleccionada de células CD133+ obtenida en sangre
periférica ha sido utilizada en varios estudios clinicos con el objetivo de reparar y regenerar
tejidos enfermos, principalmente para inducir miogénesis tras un infarto o angiogénesis en

tejidos isquémicos.

Pompilio y cols.1?®

establecieron un protocolo en humanos para estimular la médula
Osea con el fin de poder seleccionar y procesar cantidades suficientes de células progenitoras.
Las células recolectadas fueron inyectadas en un grupo de 4 pacientes durante la cirugia de

revascularizacién coronaria. El procedimiento en su conjunto fue seguro sin que se registrasen

complicaciones durante el seguimiento.

Stamm vy cols.'®

en un estudio con 6 pacientes, purificaron células CD133+ de la
médula dsea y las inyectaron en el borde de una escara durante una cirugia de
revascularizacién miocardica. El procedimiento fue seguro y sin complicaciones. A los 16
meses de seguimiento no se registrd ningun evento clinico de interés, todos los pacientes
permanecieron vivos y en ninguno se observo la aparicion de arritmias ventriculares o
neoplasias. Ademas, se contempld en el 83% de los pacientes un aumento de la perfusién
mediante SPECT y en un 66% un incremento en la contractilidad segmentaria de la zona
infartada.

Bartunek y col. 17 incluyeron 35 pacientes con infarto agudo de miocardio que fueron

tratados con angioplastia y stent de la arteria responsable del infarto. De este grupo, 19

pacientes recibieron una infusion intracoronaria de células CD 133+ a los 11 dias del infarto y
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el resto constituyeron el grupo control. El procedimiento fue seguro. A los 4 meses de
seguimiento se observé un incremento significativo de la fraccidn de eyeccion y una reduccion
significativa del defecto de perfusidon en el grupo tratado, cambios que no se observaron en el
grupo control. En este estudio se observd una considerable tasa de reestenosis del stent en
ambos grupos, si bien en el grupo tratado se produjeron 2 oclusiones subagudas del stent
previo. Los autores postularon que fisiopatolégicamente pudieron influir las oclusiones
intracoronarias con el balén del catéter de infusién a nivel del stent recientemente
implantado. Por otro lado los mismos autores reconocieron que la poblacién inyectada no
superé el 82% de pureza de células CD133+ con una importante contaminacion
linfomonocitaria, por lo que no es posible atribuir, a ciencia cierta, un posible efecto
reestendtico a las células CD133+. Finalmente el escaso numero de pacientes y el tipo de
estudio, no aleatorizado, hacen plantearse otros interrogantes tanto técnicos como

metodoldgicos '8 (Tabla 4).
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Objetivo

Juan José Gonzalez Ferrer

Resultado

Kocher et al. 1 Evalusr ef afecto de célulzs mononucleadas CO34+
humanas imyéctadas &n un modelo murino de
lsquemda sehaguda

Orliceral 1M Evaluar ef efecto de s células madre |c-kit+ Lin-}

autdlogas estimuladas con factores de crecimiento
en un modelo muring de isguemia miocardics.

Kawamoto at al_ &

Evaluar la anglogeénesis y fos efectos secundanos
de |3 inyecoidn guiada por NOGA de progenitores
endoteliales (mononucleares CO31:) en un
modelo porcing de Bguemia tronica.

Pompilio et al, 1

Estudio fase | para evaluar seguridad y factibilidad
de ka Inyeccidn directa de etlulas CD133+
recolectadas  mediante  sféresiz en  zangre
periférica en paclentes con enfermedad coronariz

{3 recihieron  adicionalments
revascularizacion coronarial

Estudio fase 1 para evaluar seguridad y factibilidad
de fa inyeccidn directa de oehulas CDI33+
recolactadas en MO en pacientes con enfermedad
coronaria e infarto previc sometidos a cirugia de
bypass aortocoranario,

clrugia de

Stamim et al. HE

Bartumek et al. *" Estudio fase 2 aleatoriofciego para  evaluar
seguridad y explorar |2 eficacia  de la inyeccién
|mtracoronaria de und muestra enriquecida con
celulzs C01334 extraida da |z MO en 35 pacientes

con un infarto de miocardio.

En ol sxamen histologico se observo unz mayor densidad capilar y una
mienor fibrosis en los reedores tratades frenté a los contrales.

Se ohserve una reduccin de la mortalidad en los especimenes tratados, con
disminucidn del tamafio del infarto, mejor contractiidad regional v menos
estres diastdlico, Todo acompafiado de una mayor preservacidn tisular y una
gyl denaldad capilar

A fas 4 semanas s ohservo un incremiento angiografico de colaterales; de la
FEW| vy de la densidad capilar en el estudio AF. Mo se observaron
complicackones y 18 necvascularizacion no e registro en el grupo control
{placebo ¥ monucleares CO3L-).

MNix ge registraron complicaciones

%in complicaciones. En el seguimiento se observo mejoriz en la perfusidn de
segmentos infartados,

5e ohsaruo una mejorla significativa en [z FEVI v en |3 perfusidn gue no se
observo en ios controles. Se registro una slta tasa de reestenosis (11) tanto
eén cantroles como en los packentes tratedes. En estos witimos ademis se
registro 2 trombosis subagudas del stent.

Tabla 4. Tabla resumen mostrando los principales estudios preclinicos o experimentales y clinicos donde
utilizan las células progenitores endoteliales para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.
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OBJETIVOS Y VARIABLES PRINCIPALES DEL ESTUDIO.

Los principales objetivos de este estudio fueron:

A-Demostrar la seguridad y factibilidad de la inyeccidén transendocardica de células
madre CD 133 positivas en pacientes con isquemia miocardica demostrada en un territorio sin
ninguna opcion de revascularizacidn, tanto percutanea como quirudrgica, y que se encuentran

sintomaticos a pesar de un tratamiento médico dptimo.

La factibilidad se evalud atendiendo a la posibilidad de realizar todo el procedimiento
predeterminado mientras que la seguridad se determind como la incidencia de eventos
adversos (muerte cardiovascular, infarto no fatal, complicaciones neuroldgicas,
complicaciones vasculares, derrame pericardico/taponamiento cardiaco, taquicardias
ventriculares sostenidas o ingresos hospitalarios de causa cardiovascular) durante el

seguimiento del estudio.

B-Demostrar la eficacia de la inyeccidn transendocardica de progenitores endoteliales
CD133+ en pacientes con isquemia miocardica refractaria, tanto en términos clinicos como
de perfusidn, de preservacion de la funcién miocardica y de reclutamiento de segmentos no
contractiles.

La eficacia de esta estrategia terapéutica sera evaluada mediante las siguientes variables

alos 6,12y 24 meses del tratamiento:

1. Aumento de perfusion/viabilidad miocardica en el area tratada en el seguimiento
mediante Gated-SPECT-TAC (tomografia computarizada por emision de fotdn

Unico-tomografia axial computarizada).
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2. Evolucién de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, de los diametros
ventriculares y de la contractilidad segmentaria durante el seguimiento.

2. Cambios en la capacidad funcional y de la clinica anginosa mediante la evaluacién
de pardmetros de la ergometria (METS, minutos hasta la aparicion de angina, duracién
total de la prueba).
3. Clinica y calidad de vida mediante el analisis del cuestionario de Seattle y la escala
de dolor anginoso segun la Canadian Cardiovascular Society (CCS).

C- Evaluar in vitro las caracteristicas morfo-funcionales de los progenitores endoteliales

CD133+.
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio y diseno del mismo

Con el objetivo de dar respuesta a las hipotesis planteadas, es decir la inyeccidn de
progenitores endoteliales es una estrategia segura, factible y en menor medida eficaz, se
disefd el estudio como un ensayo clinico en fase I/l (estudio PROGENITOR). Por lo tanto se
trata de un estudio prospectivo, aleatorizado (a recibir tratamiento con células madre o el
mejor tratamiento posible con mapeo endocardio pero sin inyeccidn intramiocardica) y doble
ciego (el paciente desconoce el tratamiento asignado, los evaluadores de los eventos
desconocen la asignacion pero no asi el médico responsable de inyectar las células). En el
proyecto participaron tres hospitales: el Hospital Clinico San Carlos de Madrid, el Hospital
Clinic de Barcelonay el Hospital de Sant Pau de Barcelona. El estudio cumplia con los principios
de la declaracion de Helsinki en investigacion en humanos y fue aprobado por todos los
comités institucionales correspondientes en los tres hospitales. El mecanismo de
aleatorizacion fue disefiado para que hubiese el doble de pacientes tratados que de controles

y fue generado por un programa informatico disenado para tal efecto.

Criterios de inclusion

Los criterios de inclusidn para la participacion en este estudio fueron los siguientes:
e C(lase II-IV de la Sociedad Canadiense de Cardiologia para angina bajo el
tratamiento médico maximo posible. El estado funcional y el maximo tratamiento

médico fueron determinados por un comité cardiolégico (al menos 2 cardidlogos).
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e Isquemia miocardica/viabilidad demostrada por un defecto reversible de perfusion
detectado por las técnicas de imagen.

e Enfermedad coronaria no susceptible de ningln tipo de revascularizacion
(quirdrgica o percutanea) en la zona diana. Se precisé la evaluacion de un
cardidlogo intervencionista y un cirujano cardiaco del Hospital Clinico de Madrid
para determinar las posibilidades de revascularizacién.

e Firmar el consentimiento informado.

Criterios de exclusién

Los pacientes fueron excluidos del estudio si presentan una o mas de las siguientes

caracteristicas:

Menores de 18 afios o mayores de 80 afios.

e Fibrilacion auricular permanente.

e Presencia de trombo en el ventriculo izquierdo.

e Patologia valvular adrtica significativa (mayor de grado ).

e Embarazo o periodo de lactancia.

e Diatesis hemorragica.

e Historia de cancer en los 5 afios previos.

e [nfarto de miocardio reciente (menos de 3 meses).

e Grosor de la pared del ventriculo izquierdo en la zona a inyectar menor de 8 mm.
e Cualquier condicién que a juicio de los investigadores someteria al paciente a un

riesgo injustificable.
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Nudmero se sujetos previstos y justificaciéon del mismo

Para conseguir una adecuada gestion estadistica el nUmero de pacientes previstos maximo
serian 30, 20 tratados con células y 10 controles. Al concebirse como un estudio piloto no se
predetermino, a priori estadisticamente, el tamafio muestral. Estudios previos consiguieron
demostrar diferencias significativas con tamafios muéstrales de 21 pacientes por lo que se

establece este nimero como minimo tamafio muestral.®*

Criterios de finalizacién del estudio

Se prefijé que el estudio finalizaria en el caso de que se cumpliese alguno de los siguientes

criterios:

-Tras un periodo de 5 afios maximo de reclutamiento (minimo 21 pacientes hasta un maximo

de 30 pacientes).

-En caso de que la mortalidad fuese excesiva: los pacientes serian analizados en grupos de 5
de tal forma que una mortalidad en las primeras 48 horas superior o igual a 2/5 seria causa de

finalizacién del ensayo.
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Desarrollo del estudio y descripcion de los procedimientos.

Desarrollo del ensayo

Procedimiento de seleccion de pacientes e inclusion en el estudio

A todos los pacientes candidatos se les completd la historia clinica y el examen fisico. A todos
se les realizd un electrocardiograma (ECG) de 12 derivaciones y varias determinaciones
analiticas (hemograma general, bioquimica, coagulacion, datos de funcién hepatica, Proteina
C reactiva -PCR-, Péptido natriurético cerebral —NT pro BNP-, Troponina | —Tnl-, Creatinfosfo-
kinasa —CPK- y su fraccion muscular -CPK-MB- Ademas se extrajo sangre para el andlisis
seroldgico: VIH (serologia VIH-1, VIH-2), VHB (HBsAg, anti-HBc), VHC y VDRL. Se solicité un
Holter de 24 horas, una ergometria limitada por sintomas, un ecocardiograma transtoracico
(ETT) y una prueba de determinacién de perfusion mediante SPECT. Se realizé una evaluacion
de la clase funcional para la angina de la Sociedad Canadiense de Cardiologia y se cumplimentd
el cuestionario de valoracién integral al paciente con angina de Seattle. Cuando se corrobord
gue se cumplia con los criterios de inclusidn, por lo que era necesario que se hubiese realizado
un cateterismo izquierdo en los 6 meses previos, y no se presentaba ningln criterio de
exclusion se solicitd la firma del consentimiento, reiterdndose el derecho de abandono en
cualquier momento sin merma en su manejo médico. Se realizd la aleatorizacion a recibir

tratamiento celular o el mejor tratamiento posible.
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Procedimiento e ingreso hospitalario

A todos los pacientes incluidos se les realizaron las siguientes pruebas:

-Ventriculografia izquierda y coronariografia selectiva (si no se dispone de un estudio previo

realizado en los 3 meses previos a la implantacion).

-Mapeo electromecdanico (MEM) del ventriculo izquierdo utilizando el sistema NOGA.

-Trasplante transendocardico de progenitores o simulacion, segun aleatorizacion, guiado por

el sistema NOGA.

-Ecocardiograma inmediatamente tras el procedimiento para evaluar la funcién ventricular y

detectar la existencia de complicaciones.

- Ingreso en la unidad coronaria durante las primeras 24 horas para monitorizaciéon de
constantes vitales y ECG. Seriacion enzimatica (CPK, CPK-MB, Tn-I) cada 6-8 horas tras el

implante de células.

- Paso a planta si no habia complicaciones. Evaluacién clinica completa previa al alta

hospitalaria.

A la semana del trasplante

Evaluacidn clinica completa. Analitica general que incluia perfil renal, hepatico, hemograma,
formula leucocitaria y estudio completo de coagulacion, PCR y niveles de BNP, hemoglobina

glicosilada, y marcadores miocardicos. Holter de 24 horas y ECG de 12 derivaciones.
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4 semanas del trasplante

Evaluacién clinica completa. Analitica general. Holter ECG de 24 horas y ECG de 12

derivaciones.

Alos 3 meses del trasplante

Evaluacién clinica completa. Analitica general. Holter ECG de 24 horas y ECG de 12

derivaciones.

Alos 6 meses del trasplante

Control clinico exhaustivo (incluia valoracion del estado clinico, revisién del tratamiento
farmacologico para comprobar cambios de medicacion, registro de eventos adversos, presion
arterial, frecuencia cardiaca, peso, exploracion general y cardiovascular. ECG de 12
derivaciones. Cateterismo cardiaco que incluyese ventriculografia y coronariografia selectiva.
Mapeo electromecanico ventricular izquierdo (MEM). Holter de 24 horas. Ergometria limitada
por sintomas. Analitica general. SPECT-TAC. Ecocardiograma transtoracico Evaluacion de la
calidad de vida mediante el cuestionario de Seattle y Escala de dolor anginoso segun la

Canadian Cardiovascular Society (CCS).

Alos 12 y 24 meses del trasplante

Control clinico exhaustivo (incluia valoracion del estado clinico, revisién del tratamiento
farmacoldgico para comprobar cambios de medicacion, registro de eventos adversos, presion
arterial, frecuencia cardiaca, peso, exploracion general y cardiovascular). ECG de 12
derivaciones. Analitica general. SPECT-TAC. Ecocardiograma transtoracico Evaluacion de la
calidad de vida mediante el cuestionario de Seattle y Escala de dolor anginoso segun la

Canadian Cardiovascular Society (CCS).

86



Tesis Doctoral Juan José Gonzalez Ferrer

Procedimientos

Movilizacién y recoleccién de células CD 133 de sangre periférica

A todos los pacientes del estudio se les programd para la movilizacion de células de sangre

periférica segun el siguiente esquema:

Se obtuvo una muestra de sangre periférica basal para determinar el porcentaje
de células CD133+ como el numero total de células CD133+ por centimetro cubico
de sangre.

Se inicid la administracion oral del factor estimulante de colonias de granulocitos -
G-CSF- (Neupogen ®, Amgen, Thousand Oaks, CA) a razén de 5 pg/kg cada 12 horas
los 4 dias previos al procedimiento de leucoaféresis. Debido al dolor dseo
frecuentemente inducido se les prescribié Paracetamol si no tenian alergia o
Metamizol si era asi.

Recoleccion de células de sangre periférica (leucoaféresis) utilizando el protocolo
estandar de recoleccion de progenitores hematopoyéticos. Se procesé un total de
2-3 volemias.

Sélo en los pacientes asignados al grupo terapéutico se procedié a la seleccién de
células CD133 positivas, reservando el producto en el resto. Una vez finalizado el
proceso se determind el numero total y relativo de células CD133 procediéndose
a realizar una seleccién y enriquecimiento de la muestra utilizando el sistema de

CliniMacs (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladback, Germany). Brevemente, el sistema
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selecciona las células mediante el uso de anticuerpos conjugados con oxido de
hierro, las células que presentan el antigeno especifico se veran atraidos por un
campo magnético (“magnetically-activated cell sorting”) mientras que
pasivamente elimina otras tipos celulares no deseados (p. ej. Linfocitos) '°. El
objetivo prefijado era obtener un total de entre 20-30 x 108 células CD133 positivas
tras el procedimiento de seleccién. Se almacenaron muestras para analisis de la
viabilidad y pureza.

Se realizaron los controles de calidad pertinentes (test de esterilidad —Gram y
cultivo- y deteccion de ausencia de Micoplasma).

Se realizé exclusivamente una leucoaféresis por paciente.
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Metodologia
Seleccion de células CD133+:

G-CSF 5ug/ke/12 horas durante 4 dias

Aféresis Seleccion positiva Células CD133+

CliniMacs Magnetic Cell Separation device
(Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladback, Germany)

Dosis: 20-30 mill cells

Figura 9. Esquema que representa los pasos a sequir para la obtencion de las células a inyectar.
En primer lugar se realizara una leucoaféresis al paciente. La volemia procesada se someterd a
un proceso de seleccion y enriquecimiento mediante el sistema CliniMacs. La muestra a inyectar

presentara al menos 30 millones de células sin ningun pardmetro que indique contaminacion
de la misma.
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Cateterismo cardiaco

Los pacientes fueron sometidos a un cateterismo cardiaco siguiendo este protocolo:

e Acceso vascular via femoral con catéteres de 8F y posterior técnica de Judkins.

e Se administré heparina a dosis de 35 Ul/Kg de peso.

e Se utilizé siempre contraste iénico iso-osmolar.

e Serealizd antes de la coronariografia dos ventriculografias de contraste, de buena calidad,
en la proyeccion oblicua anterior derecha (OAD) a 30 grados con al menos dos latidos
contiguos en ritmo sinusal. La velocidad de inyecciéon fue de 10-14 ml/s durante 4

segundos.

e Se midid la distancia tubo-intensificador con la que se realizé la ventriculografia. Si no
habia contraindicaciones se realizo otra ventriculografia en la proyeccion oblicua anterior

izquierda (OAl) a 602 con ligera cranealidad (10-159).

e Se grabd una rejilla preparada al efecto en OAD a 30 grados y a la misma distancia tubo-

intensificador a la que se realizo la ventriculografia.

e Después de la ventriculografia se realizd una coronariografia selectiva completa. Se
requirieron al menos tres proyecciones ortogonales para la arteria coronaria izquierda y
dos para la derecha. Al comienzo de la grabacion de cada una de las proyecciones de la
coronariografia, el catéter estuvo vacio de contraste, debiendo visualizarse dentro del
fotograma al menos 3 centimetros de la parte distal del catéter. Se recogio el French, el

modelo y la marca del catéter utilizado.
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e Se filmo a 15 imagenes por segundo y se grabara en CD-R en formato DICOM. Ademas de
la grabacién destinada al archivo convencional, se realizé una grabacién especifica en CD-
R formato DICOM para cada uno de los pacientes del estudio. Cada CD-R angiografico
incluyo Unicamente los datos correspondientes a un paciente y una exploracion. Cada CD-
R se emplazé en su estuche protector y fueron etiquetados con los datos siguientes: a)
nombre del estudio b) tipo, fase y fecha de la exploracidon que contiene; c) Iniciales del
paciente; d) numero de inclusién en el estudio (n2 del Cuaderno de Recogida de Datos); e)

datos demograficos del paciente; f) los datos de archivo angiografico (n2 de cateterismo).

Mapeo Electromecdnico (MEM)

Después del cateterismo diagndstico un cardidlogo intervencionista con amplia experiencia
en el manejo de catéteres intracardiacos realizd un MEM del ventriculo izquierdo siguiendo el

siguiente protocolo:

e Se colocd una plataforma triangular que crea el campo electromagnético por debajo del
paciente, anclado en la parte inferior de la mesa del laboratorio de hemodinamica. Se
colocd un parche de referencia en la espalda del paciente a la izquierda de la columna
vertebral a la altura del corazdn. Se heparinizé al paciente para conseguir una ACT entre
250-300 segundos. Se utilizd el mismo introductor femoral 8 French que para el
cateterismo. Se eligid la curva del catéter de mapeo Navistar (BSD, Johnson & Johson Inc.)
-pala D o pala F mas grande- en funcién del tamano de la aorta y del ventriculo izquierdo
visualizado en el cateterismo. Se avanzo el catéter de mapeo bajo fluoroscopia a través de
la aorta con la punta curvada para evitar posibles embolizaciones de placas

aterosclerdticas. Se atraveso la valvula adrtica con la punta curvada (posicion maxima de
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flexidn) con el fin de avanzar el catéter a la cavidad ventricular sin dafiarla. Se deflexiond
el catéter y se dirigid hacia el dpex ventricular, donde se registrd el primer punto. Otro
punto en la pared lateral y otro en el septo ventricular fueron adquiridos con el fin de
establecer los ejes del corazdn. Posteriormente se fueron registrando puntos por toda la
superficie endocardica ventricular izquierda hasta tener construido un mapa que recogia
las propiedades electromecanicas del corazon. Todos los puntos debia de cumplir las
siguientes caracteristicas para considerarlos como validos: estabilidad del tiempo de
activacion local < 2 ms, estabilidad del punto< 2 mm. Se eliminaron manualmente aquellos
puntos internos o que se encontraban fuera de la cavidad ventricular (por ejemplo en la
auricula izquierda) y los que se hubiesen adquirido sin cumplirse los anteriores criterios.
Se delined manualmente la zona diana de inyeccién, que debe ser aquella en la que se
demostraba mediante el acortamiento lineal local y el voltaje unipolar que presentaba

isquemia y/o viabilidad.

Protocolo de Inyeccién de Progenitores Endoteliales Autdélogos (CD133+)

Sélo se realizé en pacientes asignados a la terapia celular. Se ajusté la aguja extensible situada
en la punta del catéter Myostar (BDS, Johnson & Johson Inc.) a 02y 902 y se rellend el espacio
muerto de la aguja con 0,1 cc de la suspension celular. Para garantizar la seguridad y limitar la
posibilidad de inyectar las células fuera del miocardio, en todo momento debia haber una
relacion extension de la aguja/grosor muscular <1/4. La maxima extension de la aguja era de
6 mm. Se utilizd el mismo introductor 8 french que en el mapeo electromecanico previo. La
curva del catéter de inyeccion (D y F) se eligio en funcion del tamafio de la aortay ventriculo
izquierdo visualizados en el cateterismo cardiaco. Se avanzo el catéter de inyeccidén por la

aorta bajo visiéon fluoroscdpica y se introdujo en el ventriculo izquierdo atravesando la valvula
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adrtica como se refirid en el apartado anterior. La punta del catéter se colocd dentro de los
limites de la zona diana previamente delimitada. Cada sitio elegido fue cuidadosamente
evaluado previamente a la inyeccidon para aumentar la seguridad de la inyeccion y confirmar
la liberacién intramiocardica de las células. Se tenian que cumplir los siguientes criterios:

0 Posicidn perpendicular del catéter en la pared ventricular;

0 Excelente estabilidad (<4 mm);

0 UniV en ese punto <6,9 mV;

0 Presencia de una extrasistole ventricular al extender la aguja dentro del

miocardio.

Un total de 30 x 10° células fueron inyectadas en la zona diana. Cada una de las 15
inyecciones contendra 0,2 ml de la suspensién de células (concentracion de 2 millones de
células en cada sitio de inyeccién). Cada estudio fue grabado en un disco dptico que incluyo
Unicamente los datos correspondientes a un paciente y una exploracion. Cada disco éptico y
su estuche protector fueron etiquetados con los datos siguientes: a) nombre del estudio; b)
tipo, fase y fecha de la exploracion que contiene; c) Iniciales del paciente; d) nimero de
inclusion en el estudio (n2 del Cuaderno de Recogida de Datos); e) datos demograficos del

paciente; f) los datos de archivo angiografico (n2 de cateterismo).
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Figura 9. La imagen de la derecha muestra el catéter Myostar con la jeringa cargada con la suspension
celular. A la derecha el detalle mostrando la aguja del catéter extendida.
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Protocolo SPECT cardiaco

Todos los pacientes se sometieron a un Gated-SPECT-TAC de perfusién miocardica en reposo
y tras el esfuerzo mediante la administracion *™Tc-sestamibi (MIBI). Se administré una dosis
de ™Tc-MIBI basal por via intravenosa 4 minutos tras la administracién de nitroglicerina
sublingual y en el pico de esfuerzo o tras la administracion de dipiridamol (0,56mg/Kg en 4
minutos). Las imagenes se adquirieron 60 min después de la administracion del radiofarmaco.
Las adquisiciones se practicaron en una tomo-gammacdmara de tomografia por emisién de
fotén unico (SPECT)-tomografia axial computarizada (TAC), en un equipo modelo SPECT-TAC
Infinia (General Electric Medical Systems, GE Healthcare) que incorpora un TAC de 4 cortes.
Este equipo tiene una resolucion espacial en SPECT (C: central; T: transversal; R: radial): C=9,9
mm, T= 9,9 mm, R= 7,0 mm, y tiene un campo: 540 x 400 mm.. El TAC de correccion de

atenuacion se realizd con 1ImAy 120 kV.

Se obtuvieron 60 proyecciones sobre una 6rbita semicircular de 1802 en modo step-
and-shoot, iniciada en la posicion oblicua anterior derecha a 452 y con detecciones cada 32 de
25 segundos cada una. En el estudio de Gated-SPECT se adquirieron 8 imagenes por angulo
de proyeccion durante cada ciclo cardiaco. Las imagenes fueron reconstruidas empleando un
filtro Butterworth de orden 5y frecuencia de corte de 0,4 ciclos/ pixel, obteniéndose los cortes
de eje corto, eje largo horizontal y eje largo vertical. El VI se dividié en 17 segmentos 2% 1-
anterior basal. 2-anteroseptal basal. 3-inferoseptal basal. 4-inferior basal. 5 inferolateral

basal. 6-anterolateral basal. 7-anterior medio. 8-anteroseptal medio. 9 inferoseptal medio.
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10-inferior medio. 11-inferolateral medio. 12-anterolateral medio. 13-anterior apical. 14-

septal apical. 15-inferior apical.16-lateral apical. 17-apex puro.

A cada uno de éstos se le asignd una puntuacion de 1 a 4 segun el nivel de captacion:
1 = normal, 2 = defecto ligero, 3 = defecto moderado y 4 = defecto severo. Todos los estudios
fueron validados con el consenso entre 2 observadores expertos, calculandose los indices de
perfusion en reposo y en estrés (suma de la puntuacion en reposo y en estrés). Ademas se
informo sobre el nimero de segmentos con defectos reversibles e irreversibles. Del estudio
Gated-SPECT-TAC de reposo se calcularon los volimenes y la FE del VI mediante un algoritmo
de cuantificacion automatica que opera tridimensionalmente y que utiliza el volumen de la

cavidad ventricular en las imagenes sincronizadas de eje corto.

Protocolo Ecocardiograma

Se realiz6 con equipos que presentaban transductores multielemento de cristales
piezoeléctricos -antena- en fase (phased array). El estudio se llevd a cabo segun los estandares
de calidad de la Sociedad Americana de ecocardiografia 2. Se anotaron las dimensiones de
todas las cdmaras y los espesores parietales. Se valord la funcidn sistdlica segmentaria en los
distintos planos (16 segmentos) informandose cada segmento como normocinético (grado 1),
hipocinético leve (grado 2), hipocinético severo (grado 3), acinético (grado 4) y discinético
(grado 5). Con estos datos se calculé el indice de motilidad parietal o “wall motion score” —
WMS- como la suma de todos los niveles de contractilidad de cada segmento dividido entre
el niumero de los mismos. La funcidn sistélica global se estudid mediante el método de
Simpson biplano. Se cuantifico la severidad de las valvulopatias, siendo leve el grado |, leve a

moderado grado I, moderado a severo grado lll y severo grado IV. La presencia de derrame
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pericardico se evalué como leve cuando es menor de 10 mm, moderado entre 10y 20 mmy

severo cuando es mayor de 20 mm.

Protocolo Holter ECG

Sobre el térax limpio y rasurado se emplazaron las pegatinas-electrodos en las distintas
posiciones internacionalmente determinadas para registro y sobre las mismas se acoplaron
los cables del registrador diferenciados por colores. El registrador era de lectura automatica.
El registro debia mostrar al menos 3 derivaciones electrocardiograficas y el registro minimo
fue de 24 horas. Las variables que se analizaron fueron la frecuencia cardiaca (Fc) media, la Fc
maxima, la Fc minima, la desviacién maxima del ST en cualquier variacién, las pausas mayores
de 3 segundos, la presencia de bloqueos AV mayores de 1 grado y la presencia de fibrilacidn

auricular (mayor de 30 segundos).

Protocolo analitico

La cuantificacion analitica se realizd con los distintos equipos de determinacién, todos
testados y estandarizados para su funcion y se llevé a cabo por el servicio de analisis clinicos
de cada hospital, comprobandose que la técnica era homologable para cada determinacion.
De forma prioritaria se explord los cambios en la concentracion de hemoglobina, del NT-

proBNP, de la hemoglobina glicosilada, de la creatinina y de la proteina C ultrasensible.

Protocolo test de Seattle

El test de Seattle fue desarrollado en 1995 por John Spertus y sus colaboradores 22 con el fin
de obtener una evaluacion clinica global de los enfermos con patologia coronaria estable. Este

test serviria para la comprobar la eficacia de distintos tratamientos mas alld de los distintas
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variables hasta entonces utilizadas, donde no se estudiaban los multiples factores que pueden
afectar a la evaluacion terapéutica, como la adhesién al tratamiento, el status psicoldgico o la
capacidad fisica del enfermo. El test estd dividido en 5 dominios: el primero explora la
capacidad fisica del enfermo preguntando sobre la capacidad para realizar distintas
actividades dejando la opcidn para que el paciente muestre que se encuentra limitado por
otras causas. El dominio 2 (cuestién 2) explora la estabilidad de la angina mientras que el
dominio 3 (cuestiones 3 y 4) evalua la frecuencia de los episodios anginosos. El dominio 4
explora (preguntas 5 a 8) la satisfaccion del tratamiento recibido, cuestién esencial para inferir
la adhesién al mismo, mientras que el dominio 5 evalla la percepcidn por el enfermo sobre
la limitacidn que tiene su enfermedad en la calidad de vida (cuestiones 9 a 11) permitiendo
estimar de una forma sencilla cambios en la calidad de vida. Cada dominio esta validado frente
a otros test que exploran la actividad fisica, la calidad de vida o la frecuencia de angina con
una correlacion significativa. El test podia ser rellenado por el paciente o ser rellenado por el
personal del estudio realizando las preguntas al enfermo, generalmente en no mas de 5

minutos.

La puntuacidn del test se informé por dominio, la puntuacién de cada uno se expresé como la
suma de los valores de cada respuesta en cada item, sabido que por pregunta los valores
varian del 1 al maximo valor ordinal (1 peor respuesta a 5 0 6 a la mejor respuesta) siendo 0

cuando no es aplicable o no se contesta.

Protocolo Ergometria

Se realizé una prueba libre de cinta sin fin (ergometria) siguiendo el protocolo de Naughton

123 de 2 minutos por etapa con un MET de incremento por etapa. Se registré de forma
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prioritaria el tiempo total de ejercicio, el tiempo hasta la angina y la capacidad funcional

evaluada en equivalentes metabdlicos METs.

Procesamiento y estudio funcional in vitro de los progenitores endoteliales

Cultivo celular:

Parte de la fraccidn de células CD133 positivas obtenidas por leucoaféresis se resuspendid en
medio de cultivo para células endoteliales MV2 completo estéril (PromoCell, Heidelberg,
Germany) suplementado con 50 pg/ml de gentamicina. A continuacidn, las células se
sembraron en placas de 24 pocillos previamente tapizadas con 10 pg/ml de fibronectina
humana (Sigma Aldrich Quimica SL, Madrid, Spain), ajustandolas a una concentracion final de
10° cél/ml. Las placas se mantuvieron en una estufa a 372 Cy 5 % de CO, durante 7 o 14 dias,

realizdandose cambios del medio de cultivo cada 3-4 dias.

Una vez cultivadas, a los 7 o 14 dias, las células se levantaron con tripsina para realizar los
estudios por citometria de flujo. Brevemente, se recogié el sobrenadante de los pocillos
correspondientes en un tubo de 10 ml. A continuacién se afiadiéo 100 ul de tripsina-EDTA
(Biowest, Nuaillé, Francia) a cada pocillo, tras 5 minutos de incubacion en la estufa se recogid
el sobrenadante en el tubo anteriormente mencionado y se neutralizo la tripsina con un
volumen igual de suero bovino fetal (Biowest, Nuaillé, Francia) que también se recogié en el
tubo de 10 ml. Finalmente se centrifugaron los tubos durante 5 minutos a temperatura
ambiente a 2000 rpm, se deshechd el sobrenadante y se resuspendieron los precipitados en

PBS 1x.
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Andlisis de la capacidad de formacién de colonias:

Después de 7 y 14 dias de cultivo se contd el niumero de unidades formadoras de colonias por
pocillo mediante un microscopio invertido de contraste de fases, considerandose colonias a
agrupamientos de células fusiformes distribuidas alrededor de un nucleo de células

redondeadas.

Estudio de la formacién de microtiibulos en matriz tridimensional:

Como parte de los estudios de funcionalidad de las células endoteliales progenitoras se analizé
la capacidad de formacién de microtubulos de las células CD133 positivas en cocultivo con

Células Endoteliales de la Vena del cordén Umbilical (HUVECs. Innoprot, Bizcaia, Spain).

Para ello se sembraron las células CD133 positivas en medio MV2 completo estéril con
gentamicina, en placas de 48 pocillos previamente tapizadas con 100 ul de matrigel (gel ECM
de sarcoma murino EHS. Sigma Aldrich Quimica SL, Madrid, Spain), a una concentracién final
de 1,5x10° cél/ml. Tras 24 horas de cultivo en una estufa a 372 Cy 5 % de CO,, se afiadi6 al
medio 6 pug/ml de LDL acetilada marcada con Dil (DilAcLDL. Tebu-Bio, Yveline, France) y se
dejo incubando 2 horas en la estufa, tras las cuales se retird el sobrenadante y se lavaron las
células con PBS 1x atemperado. A continuacién, se afiadié a cada pocillo con células CD133
positivas las HUVECs a una concentracion final de 1x10° cél/ml y medio de cultivo MV2 hasta
un volumen final de 200 pl/pocillo. Pasados 3-4 dias los pocillos se incubaron durante 1 hora
con lectina de Ulex europeaus (Sigma Aldrich Quimica SL, Madrid, Spain) a una concentracion
final de 20 pg/ml, se lavaron con PBS 1x atemperado y se observd la formacion de

microtubulos a 20-40 aumentos en un microscopio de fluorescencia.
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CITOMETRIA DE FLUJO

Estudio de la expresiéon de marcadores de superficie:

Para el estudio de fenotipo tanto de las células aisladas como en cultivo se utilizo la técnica
de citometria de flujo que se basa en el marcaje de las células con anticuerpos conjugados con
sondas fluorescentes que reconocen especificamente antigenos de la superficie de la
membrana celular. Se utilizd el citdometro de flujo modelo Gallios (Beckman Coulter Inc)
equipado con 3 laseres, uno azul que emite a una longuitud de onda de 488 nm, otro rojo que
emite a una longuitud de onda de 633nm y otro violeta que emite a una longuitud de onda de
405 nm. También presenta detectores de tamafio y complejidad celular asi como 10
detectores de fluorescencia para diferentes fluorocromos. El citdmetro de flujo permite
analizar o no la expresion de antigenos de superficie celular al excitar los laseres los
fluorocromos conjugados con los anticuerpos especificos para cada antigeno. Se utilizaron
diferentes antigenos de superficie anti-CD45-FITC (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), anti
CD133-PE ((Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), anti CD34-PC7 (Beckman Coulter Inc, Miami,
Florida, USA), anti CD14-PC5, anti-CD31- FITC (eBioscience Inc, San Diego,CA, USA) anti-TIE2-
Alexa Fluor 488 (BD Biosciences, San Jose CA, USA), anti KDR Alexa Fluor 700 (BD Biosciences,

San Jose CA, USA), anti-CD144-Alexa Fluor 700 (eBioscience Inc, San Diego,CA, USA ).

El marcaje se realiz6 aiadiendo a la suspensién celular (células aisladas “frescas” o de cultivo
celular) el volumen especificado por la casa comercial de cada uno de los anticuerpos: 5L de
los anticuerpos anti-CD144-Alexa Fluor 700, anti-TIE2-Alexa Fluor 488 y anti-CD31-FITC ; 10uL
de los anticuerpos anti-CD45-FITC, anti CD133-PE, anti CD34-PC7 y anti CD14-PC5; 20 uL del

anticuerpo anti KDR Alexa Fluor 700; se utilizaron los correspondientes isotipos como tubos
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control. Las muestras se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad, una vez transcurrido ese tiempo se analizaron inmediatamente en el citdmetro de
flujo. Para realizar la deteccion simultanea de diferentes antigenos de superficie se
seleccionaron segun su espectro de emisidon para que no hubiera solapamiento segun los
laseres utilizados. Los resultados de citometria se expresaron como porcentaje de célula

marcada.

Andlisis de la actividad Aldehido Deshidrogenasa (ALDH):

Para determinar la actividad aldehido deshidrogenasa se utiliz6 el kit ALDEFLUOR ™ (Stemcell
Technologies, Vancouver, Canadd) Este kit consta de un reactivo fluorescente no toéxico
(BODIPY aminoacetaldehido (BAAD)) cuyo espetro de emision es similar al de FITC , que
difunde libremente en células viables a través de la membrana plasmatica y al ser
metabolizado por la enzima ALDH se convierte en un compuesto cargado negativamente
(BODIPY aminoacetato (BAA)) que se acumula en el interior celular gracias a un inhibidor de
las bombas de flujo MRD presente en el buffer del kit. Como control negativo se utiliza un

potente inhibidor de la enzima ALDH, el dietilbenzaldehido (DEAB).

El protocolo seguido para este ensayo consistié en incubar una muestra de células CD133*
aisladas (108 cél/mL) o células despegadas tras 7 y 14 dias de cultivo (0,3x10° cél/ml) con el
buffer del kit en un volumen final de 1mL con el reactivo fluorescente que posteriormente se
repartié en dos muestras de volumen final 500uL . Una correspondia al tubo control al que se
le afiadio el inbidor DEAB y otra el tubo problema para analizar. Ambas muestran se incubaron
a 372C durante 50 minutos en oscuridad, transcurrido ese tiempo se realizé una centrifugacion

de 5 minutos a 250G, y el pellet celular de cada tubo fue resuspendido en 500ulL de Aldeafluor
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Assay Buffer ™. Inmediatamente se analizaron por citometria de flujo. Las células fueron
adquiridas por citometria de flujo en modelo Gallios (Beckman Coulter Inc, Miami, Florida,
USA) equipado con software de analisis Gallios (versién 1.1, Beckman Coulter Inc, Miami,

Florida, USA) segun las especificaciones del kit ALDEAFLUOR ™,

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con intencion de tratar y se utilizaron los paquetes estadisticos
SPSS (versidn 15.0) y STATA (version 9.0). Las variables cuantitativas se describieron con su
media y la desviacién estdndar o como mediana y rango intercualtilico cuando la distribucién
mostrase grandes irregularidades. Las variables cualitativas se expresaron en frecuencia
absolutas y porcentajes. En el andlisis de dos medias independientes se utilizd la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney. En la evaluacién de mas de dos medias independientes se
empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Para determinar la significacion
estadistica de dos variables cuantitativas se utilizaron la prueba de regresion lineal mientras
gue si se trataban de variables cualitativas se emplearon la prueba de Chi cuadrado o la prueba
exacta de Fisher. En el analisis de datos apareados (“antes-después”) se utilizaron las pruebas
de simetria exacta de McNemar (proporciones), de Wilcoxon y de Friedman (medias). Para el
andlisis estratificado se empled el analisis de la Covarianza (ANCOVA) donde se analiza el
efecto terapéutico en funcién de otras covariables cuando se cumplen los supuestos de
aplicacion. Para evaluar la significacidn estadistica de la diferencia de probabilidad de eventos
adversos mayores entre los grupos se emplearon modelos de regresion especificos (regresion
Bayesiana). Al considerarse un estudio piloto el tamafio muestral no fue calculado a priori.
Todos los analisis se realizaron con intencidn de tratar empleandose el paquete estadistico

SPSS 15.0 o STATA 9.0 mostrandose sdlo el valor exacto de la p cuando esta fue menor de
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0,05. Los datos analizados corresponden a los 6 primeros meses de seguimiento realizado en

todos los pacientes.

Al tratarse de un estudio multicéntrico la recoleccion de los datos de seguimiento y su analisis
trascurre mas lentamente de lo que se planed en un inicio por lo que sélo se pueden mostrar

los resultados de los primeros seis meses.
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RESULTADOS

Descripcion de la muestra

Durante un periodo de 5 afios de reclutamiento, se evaluaron a 237 pacientes. 209

fueron excluidos por diversas razones: 140 por no cumplir los criterios de inclusién o alguno

de exclusién. 32 declinaron participar y 37 abandonaron antes del

desarrollaron alguna patologia que les excluia del procedimiento.

procedimiento o

Finalmente 28 pacientes fueros incluidos en el estudio. 19 se asignaron al grupo

terapéutico y 9 al grupo control (Figura 10)

Fases del estudio | | Evaluacion inclusian [n=237) i e

.

uidas [n=204]

Par eriterics (n=140|
Rachazo (n=31}
Otras razones n=3¥)

Alaatorizackin {ne28) |

.

¥

Asignados a terapla ne19
Terapia recbids &an 19 ples

Asignados & placebs n=9
Realizado MEA on 9 pies

[ | Seguimiento a & meses |

x

T

Sin perdidas en seguimiento. 1 pte
rechaza procedimsento invasivo. 1
miserte.

Sin perdidas #n seguimiento. 1 pte
rechaza procedimiento invative, 1 12 analisis |
| miuerte.
|
- | Seguimiento a 12 y 24 meses |

Figura 10. Flujo de desarrollo del estudio PROGENITOR. MEA Mapeo electro-anatomico.
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La edad mediana de la muestra era de 64,4 (RIQ 15,1) afios. 24 (85,7%) eran varones.
Un 14,3% (4) eran fumadores, 53,6% (15) eran diabéticos, 89,3% (25) eran hipertensos y un

82,1% (23) hipercolesterolémicos.

Un 46,4% (13) habian sufrido previamente un infarto de miocardio, un 10,7% (3)

presentaban claudicacién intermitente y otro 10,7% (3) insuficiencia renal crénica.

Con respecto al tratamiento, el 82,1% (23) tomaba Inhibidores de la Enzima
Convertidora de la Angiotensina (IECA), un 85,7% (24) tomaban Beta-bloqueantes, un 82,1%
(23) tomaba formulas orales o transdérmicas de Nitroglicerina, un 46,4% (13) tomaba
Antagonistas del calcio, un 14,3% (4) tomaba Ivabradina, todos tomaban Estatinas y todos
tomaban Acido acetilsalicilico. Un 67,9% de los pacientes (20) tomaba Clopidogrel, un 7,1% (2)

tomaba Acenocumarol/Warfarina.

Clinicamente el 100% de los pacientes tomaban al menos 2 antiangionosos con un
frecuencia promedio de angina mensual de 13 (SD 9,2) episodios al mes, con un consumo
mensual promedio de nitroglicerina sublingual de 6 unidades/mes (SD 6). La mediana de la

clase funcional de la CCS (Cardiology Canadian Society) era de 3 (RIQ 2).

La FEVI media era de un 53% (SD 11), la media del indice de motilidad regional (WMS)
era de 1,4 (SD 0,4), un 43% (12) presentaban una insuficiencia mitral > 22 vy el didmetro

telediastdlico medio fue de 53,1 mm (SD 8,1).

26 (92,9%) pacientes se habian sometido a un procedimiento de revascularizacion
previo; 23 pacientes se habian sometido a un procedimiento de revascularizacién percutanea
y un 46,4% (13) a un procedimiento de cirugia de derivacidn aortoconario (bypass). La

mediana de segmentos coronarios enfermos (estenosis mayor del 50%) era de 4 por paciente
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(RIQ 6), con una mediana de vasos coronarios epicardicos principales con estenosis
significativas de 3 (RIQ 3). La fraccidn de eyeccién (FEVI) evaluada por angiografia fue del 55%

(RIQ 45%).

Estratificado por grupos terapéuticos encontramos de forma general una muestra bien
balanceada observandose tan solo dos diferencias estadisticamente significativas. Asi en el
grupo terapéutico la edad media fue superior al del grupo control. Asimismo un mayor
porcentaje de pacientes en el grupo control tomaban antagonistas del calcio no
dihidropiridinicos y dihidropiridinicos. La tabla 5 muestra las caracteristicas clinicas de los

pacientes del grupo terapéutico frente al grupo control.
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Caracteristicas basales Grupo terapeutico [n=19) Grupo controd [n=1) Valor dela P

Edad en-afios (RIC) Tz 58,2 (18) .02
Homibee, n %) 15(78.5] ajin0 NS
Fumador, n (%) 3 116] 111} M5
Diabeético, n (%) 152} 3(35) N5
HTA, n{%| 15 (24) a(100] NS
Hiperoolestenalamia, m [%) 17 (89) & (6o} M5
WIC e K fmiz (R0} 749 (&) 78312 (15
infarto previa, n (%) 13(68.4] BB6.7] L
Revacufarizacion pre, n (%) 17(89.5] a(100) i
Enfermedad vascular perifénca, n (%) 1118.5) 1i111) NS
ECA, n %} 17(89.5) (178 M5
B-Bloq, n [%) 18(94.7) 178 NS
Mitratos, n (%) 16(84.3) 81885 NS
Estatinas, n (%) 19 {100 9{100) M5
Antag. Ca,n |¥)] Bj42.1) 5(E6.7 0,042
BAS, r %] 18194.7) 8i83.5| N5
Clopadogral, m (%) 15(75.9) 5{55.5] NS
NY eplsadies angina/mes. (RIQ| 12123 10 (&) 5
NE NTG /mes [RIG) 4119) i N5
s 33 ETE NS
FEVI en % 4RIC] 51 (23) 55(12.3) N5
Digmetno Telediastosico &n mm (RIC) 52 [13) 50 &) NS
NE segmentos conanarios enf =50 41=13 383=18 3
Hemaglatins (g/dl} 50 138407 147406 N5
Creatining (mefd] =50 1.2=03 132T04 NS
NT-pro8NF =50 [pg/ml) 180+332 156=180 N5
Proteina C reactiva (G (mgdl} 0,27 [0,53) 11346,8) NS
Hble =50 (%) 6609 7019 S
Frecyencia cardiaca promeia (Ipm) =147 12108 NS
tsp

085 [ms} =5 104228 105=139.2 [ H]

Tabla 5. Los datos se muestran como mediana y rango intercuartilico, como medias y desviacion
estdndar o como numero absoluto y su porcentaje.
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Estudios de las caracteristicas y funcionalidad in vitro

La pureza de células CD133+ fue del 94,5% con una alta viabilidad (Tabla 6). La expresion de
antigenos CD133+, CD34+ vy la actividad ALDH disminuyd en los cultivos celulares entre el 72
y el 152 dia. Sin embargo la expresiéon de marcadores endoteliales (KDR, VE-Cadherin, P1H12,
TIE-2, Dil-Ac-LDL) se incrementd en cultivo entre el 72 y el 152. Todo ello fue congruente con
una maduracion de los progenitores endoteliales. El andlisis funcional mostré ademas que las

células adquirian las capacidades de células endoteliales maduras (Figura 11).
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Células

inyectadas

A los 7 dias en
cultivo

Juan José Gonzalez Ferrer

A los 14 dias en

cultivo

Viabilidad

(7-aminoactinomicing-0 ). %

NECD133 por millan
Dosis celular {por millon)
NE CD45+/NE Células (%)
N2 CD133+/Ne Células (%)
N2 CD34+/Ne Celulas (%)

Me CD14+/Ne Células (%)
N2 CD314/N¢ Célutas (%)
N2 CD117+/NE Calulas (%)
MNE KDR+/N2 Calulas (%)

M2 VE-Caderina/MN2 Ceélulas (%)

N2 P1H12/Ne Células (%)

Me Tie+/MN2 Células (%)

UFC
ALDH Brieht (5¢)
Dil-AcLDL (%)

Formacion Microtubulos (%)

basal

91.31(2.3)

65.21(62.9)

301(6)
08727 94.1(7.9) 94010.7)
04.5(6.9 40,6 (69.3) 7.8(23.4)
93,7 (11) 30,2 (60.6) 2.2(3.6)
0.7(2.3) 0.2{29) 0.8 {13.1)
635 (55,9) 63.1(30.6) 3407.4)
27.9(3527) 41,1(30.3) 365 (18)
0,3(2.2) 33(64) 57(8.7)

0.6 (1.8) 25.81(36,3) 13,4 (28.1)
0,2 0.3} L5(11.3) I3:3 241
24(2.9) 11.5(15.1) 21.3(36)

Analisis funcional
3.2{17)
88371181 11:230.3) 2212 4)
840 (20.2) Qr2ifs i)

0.006

0.001

<001

M&

NS

NS

(006G

0,041 ]

<, 0tk

0,001

<0.007

NS

Tabla 6. Los datos son expresados como mediana y rango intercuartilico o porcentaje. UFC Unidad
Formadora de Colonias. ALDH 579" indica Aldehido deshidrogenasa; KDR, receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular tipo 2; Tie, indica el receptor tirosina quinasa; P1H12 anticuerpo frente
a CD146 (Endo-CAM) y VE, vascular endotelial. UFC hace referencia a Unidad Formadora de Colonias.
Dil-AcLDL hace referencia a LDL acetilada marcada con una molécula fluorescente (1,1'-dioctadecyl-

3,3,3',3'-tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate).
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Figura 11. A Tincidon con hematoxilina-eosina de las células recién seleccionadas (CD133+). Se observa
la caracteristica morfologia de célula hematoldgica inmadura con una forma redondeada, ntcleo
prominente y escaso citoplasma. B Tincion fluoroscdpica AcDiLDL de las células tras 2 meses de cultivo
indicando su maduracion endotelial. C De igual modo el cocultivo con células de la vena umbilical
humana (HUVEC) -2x10° células y 2x10° células, respectivamente- en un gel de matriz extracelular y
factor de crecimiento endotelial (50 ng/ml de VEGF) permitié observar el desarrollo de estructuras
tubulares (x 20 aumentos) y en D tefiidos con lecitina del Ulex Europeus.
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Resultados inmediatos del procedimiento

A todos los pacientes se les pudo realizar el procedimiento, elaborando un mapeo
electroanatdmico preciso en todos los sujetos y la inyeccidn de células madre a los pacientes
asignados al grupo terapéutico. En este grupo 18 pacientes recibieron 30 millones de células
progenitoras endoteliales CD133+ (dosis media 0.4+0.1/kg) y tan sélo uno recibié 24x10° de

células CD133+.

Después del procedimiento en un paciente se registré una elevacion significativa de
los marcadores de necrosis miocdrdica sin cambios electrocardiograficos o alteraciones
ecocardiogréficas 2. La mediana de la concentraciéon de Troponina | fue de 1,3 (1,0-2,0)

ng/ml.
Durante la estancia hospitalaria se registraron tres eventos adversos mayores:

Un paciente en el grupo control presento una parada cardiorrespiratoria por fibrilacion
ventricular a las 24 horas del procedimiento. Se realizé una desfibrilacién precoz y la
recuperacién transcurrid sin secuelas, antes del alta hospitalaria el paciente se sometio al

implante de un desfibrilador.

Otro paciente en el grupo terapéutico presento un episodio de fibrilacién ventricular
durante el procedimiento de mapeo que fue desfibrilado sin mayores consecuencias. Este
paciente no presentaba indicacidn de DAI por prevencion primaria y se interpreto el evento

en el contexto de una manipulacién excesiva e induccion mecanica de una TV polimorfica.
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La complicacion mdas grave ocurrid en un paciente del grupo terapéutico. Durante la
inyecciéon se produjo una perforacién cardiaca cerca del anillo mitral sufriendo un
taponamiento cardiaco inmediato. Se realizé una pericardiocentesis consiguiendo estabilizar
al paciente que se sometié a una cirugia cardiaca reparadora. Desafortunadamente el

paciente fallecid por shock cardiogénico en el postoperatorio inmediato.

Eficacia evaluada por la entrevista clinica y el cuestionario de
Seattle

A los seis meses de seguimiento el nimero de episodios de angina y el consumo de
nitratos de corta duracién disminuyé de forma significativa en el grupo terapéutico (Figuras
12 ala 14). Se observd una diferencia absoluta de 8.5 episodios menos (IC 95%; -15.0 a -4.0)
y una diferencia absoluta en el consumo de nitratos de corta duracion de 3.5 unidades menos
(1C95%; -5,2 a 0.0). Alternativamente no se encontraron cambios significativos en el grupo
control [diferencia absoluta 1.5 episodios menos, (IC95%; -8.7 a 15.0) y 0.5 unidades menos
(95%Cl; -6.5 a 0.5), respectivamente]. Por otro lado, la clase CCS mejord significativamente
en el grupo terapéutico con disminucion promedio en la escala de 1 nivel, (95%Cl; -2.0 a 0.0)
mientras que no se observaron cambios en el grupo control (diferencia absoluta 0.0, (IC95%Cl;

-1.0 a2 0.5).

Sin embargo en el analisis estratificado entre grupos no se observaron diferencias

significativas:

- Diferencia absoluta de episodios anginosos mensuales menos de 4,6 episodios en el

grupo terapéutico [IC 95%:-13,2 a 4,0; p=0,28].
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- Diferencia absoluta de consumo de nitratos de accion rapida/mes fue de 4,6
comprimidos menos [IC 95%: -11,3 a 2,0; p=0,14].
- Diferencia absoluta en la clase funcional CCS fue de 0,6 menor [IC 95%: -1,2 a 0,01;

p=0,13].

Control 2.5 (2.0-24.0) Tratamiento
o 12.0 (6.0-28.0)

10.0 (5.0-11.0)

2.5 (0.0-4.0)

1R
| p=0.86 | | P<0.001 |

I I I I ] I

Basal I meses 6 meses Basal 3 meses 6 meses

Figura 12. Cambio en el promedio de episodios de angina mensual en los grupos a lo largo del
seguimiento (3 y 6 meses). El eje Y representa el intervalo de confianza al 95% y el eje X los diferentes
puntos de tiempo.
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e 1.5 (0.0-5.2)
Control T Tratamiento
4.0(2.0-12.0)
10
: 2.5(2.0-24.0)
5= L ] L ]
| 0.5 (0.0-2.0)
o I I
| p=0.50 | | p=0.003 |
1 | ] ] | | 1
Basal 3 meses 6 meses Basal 3 meses b meses

Figura 13. Cambio en el promedio en el consumo de Nitroglicerina de accion rdpida mensual en los
grupo a lo largo del sequimiento (3 y 6 meses). El eje Y representa el intervalo de confianza al 95% y el
eje X los diferentes puntos de tiempo.
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Control Tratamiento

i I
3.0(2.5-3.0)

- 3.0(2.0-3.0) I I

2.0(2.0-3.0)

1= 2.0 (1.0-2.0)
| p=0.10 [ P=0.002 |
e
Basal 3 meses 6 meses Basal 3 meses 6 meses

Figura 14. Cambio en la clase funcional de la Canadian Cardiovascular Society en los grupos a lo largo
del seguimiento (3 y 6 meses). El eje Y representa el intervalo de confianza al 95% y el eje X los diferentes
puntos de tiempo.

El anadlisis de los cuestionarios de Seattle reveld que basalmente los pacientes en el
grupo terapéutico presentaban, de forma estadisticamente significativa, una peor capacidad
funcional, evaluada en el dominio de actividad fisica, y una mayor frecuencia de angina,
evaluado por el dominio especifico, con respecto al grupo control. Tras el procedimiento los
pacientes asignados al grupo terapéutico experimentaron mejoria clinica, tanto en su
capacidad funcional, como en la frecuencia de la angina y en la percepcién del tratamiento

recibido. Esto no fue observado en el grupo control. Sin embargo el andlisis ajustado con
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respecto a los valores basales y la edad no mostré que existiesen diferencias significativas

entre grupos en ninguno de los dominios evaluados a los 6 meses (Tabla 7).

3 meses 6 meses P intragrupo

Actividad fisica control 32,5(11.8) 33(16) 29,5(14) NS.
Actividad fisica tratamiento 24(5.5) 31(14,25) 30,5(6,75) 0,01
Estabilidad angina control 31 31} 31) NS
Estabilidad angina tratamiento 3{1) 3(1}) 5(3) NS
Fr. Angina control 9,5(2) 10(3) 10(7} NS
Fr. Angina tratamiento 713.25) 8,5(4,5) 10,5(3,25) 0,001
Satisfaccion control 16(4) 16(4) 18(5) NS
Satisfaccion tratamiento 19{4,5) 19(4,25) 19(3} NS
Percepeian enf. contral 8(3,8) 8(4) 10(3) NS
Percepcion enf. tratamiento Bi5) a{4,25) 9,5(5,25) 0,001

Tabla 7. Puntuacion en el test de Seattle por dominios a lo largo del seguimiento del estudio.
Los datos se muestran como la mediana de puntuacion y su rango intercuartilico. A mayor
puntuacion en cada dominio mejor situacion clinica o calidad de vida apreciada
subjetivamente. El asterisco indica que el valor de la P estd ajustado por el valor basal y la edad.
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Eficacia evaluada por las pruebas.

Perfusion miocardica evaluada por SPECT.

La tabla 8 muestra los parametros evolutivos de la perfusién miocardica evaluada
mediante Gated-SPECT durante el seguimiento, tanto en el grupo control como en el
terapéutico. Se observo durante el seguimiento en el grupo terapéutico una disminucién de
los segmentos con isquemia reversible y, sorprendentemente, con defectos irreversibles
aungue dichos cambios no alcanzaron la significacion estadistica. No obstante la sumatoria
del valor de perfusion de cada segmento (17 segmentos, siendo el valor 1 perfusion normal)
tanto en reposo como en el pico de estrés mostro una disminucidn significativa a los 6 meses,
fendmeno que no ocurrié en el grupo control (Figura 15). Sin embargo en la comparacién

entre ambos grupos el andlisis tampoco demostré una mejoria en términos de perfusién.
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Tratamiento Contrel (n=7)

(n=17) absoluta absoluta+(IC

Basal - 53.3134] 57.01205) 083 (5.2a103) 05(13,1a120)

6 meses 55,0(325) 57.0{10}

P intragrupe NS NS

Basal 17,6(15) 11,8012 32136281 51(-14a117)
b masas 12,0118) 11,8(13)

P intragrupo N5 NS

Basal 147(19.4) 0,0{103} 02144247 16169237
b mesas 88{176) 0.0{103)

P intragrupo NS NS

Basal 21,08} 18014 0412304 071-16a01)
f meses 195153) 175035

P intragrupo 0.3 NS

Sumasere :

Basal 24045.0) 10,055 0452303 071233049
b mesas 2351731 w0052

Pintragripo ooz NS

Tabla 8. Pardmetros de perfusion y ventriculografia valorados mediante Gated-SPECT. Los
datos se expresan como mediana y rango intercuartilico. IC hace referencia a intervalo de
confianza. * expresa la diferencia absoluta entre los grupos (Grupo tto-Grupo control) ajustado
por la variable basal. + expresa la diferencia absoluta entre los grupos (Grupo tto-Grupo
control) ajustado por la variable basal y la edad.
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Figura 15. Un ejemplo de 2 pacientes incluidos en el estudio. Las figuras A y B muestran, en un sujeto
control, los mapas polares (estrés y reposo) en la parte superior y los mapas adquiridos por NOGA en
la parte inferior, a la derecha el mapa de voltaje unipolar (en rojo valores inferiores a 6,9 mV) y la
izquierda el mapa de acortamiento local (en purpura valores superiores a 12%) en una proyeccion
lateral izquierda caudal. Los datos de perfusion estdn codificados por colores de acuerdo a la escala
semicontinua mostrada en la linea del margen derecho, de modo que cada color representa un
intervalo del 10% de perfusion desde el azul (el inferior) al blanco (superior). Del azul al amarillo son
colores con una perfusion menor del 50% (los numeros en cada segmento del mapa polar indica el valor
de perfusion calculado). La imagen A muestra defectos de perfusion en segmentos inferolaterales con
viabilidad mostrada en el NOGA por valores preservados de voltaje unipolar y acortamiento lineal
reducido. En B el estudio en el mismo paciente a los 6 meses, con un mayor defecto de perfusion y
contractilidad local. Las figuras Cy D muestran el estudio en un paciente asignado a la inyeccion de
células CD133+. En la figura C se observa basalmente defectos de perfusion inferoapicales con
viabilidad preservada (las bolas rojas indican los puntos de liberacion). El estudio a los 6 meses, D, se
observa una casi normalizacion de la perfusion desapareciendo los defectos de contractilidad
segmentaria.
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Cambios ecocardiograficos

Con respecto a los datos ecocardiograficos no se observaron cambios significativos en
la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo asi como en los didmetros ventriculares en
ambos grupos de estudio. El indice de motilidad parietal tampoco se modificd sustancialmente

(Tabla 8). No se registraron derrames pericardicos en el seguimiento.

Tratamiento | Control (n=7) Diferencia Diferencla
[n=17) absoluta*{IC95%) absoluta+{IC35%)
Fraccidn de eyeccion del ventriculo izgulerdo (%)
Basal 510023 55.12.3) 16-89a121| 501174274
B mesas 611420 55.09)
P intragrupa NS N%

Digmetro telediastolico (mm]

Basal 52100 50[8) 19127364 1732365
b mesas 23113 51,5(8,3)

P intragrupa 11 NS

Digmetra telesistalico (mm

Basal 38 (13,7) 34(85) 25(-26385) 29(-26385|
B mesas 375133 318

P introgrupa W& NS

Ingice da motiidad pariatal

Basal 12107 11003 B1{01a04] 003602303
§ meses 1307} 100,

P introgrupa NS NS

Tabla 9. Pardmetros ecocardiogrdficos. Los datos se expresan como mediana y rango
intercuartilico. IC hace referencia a intervalo de confianza. * expresa la diferencia absoluta
entre los grupos (Grupo tto-Grupo control) ajustado por la variable basal. + expresa la
diferencia absoluta entre los grupos (Grupo tto-Grupo control) ajustado por la variable basal y
la edad.
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Cambios en la capacidad funcional valorada con ergometria

La capacidad funcional medida por el test de cinta sin fin no fue ejecutado en 6
pacientes (4 pacientes en el grupo de tratamiento y 2 en el grupo control) debido a la
imposibilidad fisica de realizar la prueba (mala adaptacion a la cinta). El tiempo de ejercicio y
los equivalentes metabdlicos no fueron diferentes en los dos grupos. Sin embargo el tiempo
mediano a la angina en la prueba se incremento en el grupo terapéutico de forma significativa

y no lo hizo en el grupo control (Tabla 10).

Tiempo de ejercicio

Tratamiento 515,0(221) 652,0 (239) NS
Contral 604,58 (427) 09,0 [563) NS
P intergrupo NS

Equivalentes metabdlicos (METS)

Tratamiento &4.6(1,3) 5,7 12.1) M5
Contral B.01{3.5) 7.0(2.7) NS
P intergrupo N5

Tiempo hasta la angina

Tratamiento 4284 186} 635 (254) 0,046
Cantral 46b,5 (407) 4866,5 (771) NS
P intergrupo NS

Tabla 10. Pardmetros de la ergometria (protocolo Naughton). Los datos se expresan como
mediana y rango intercuartilico. El tiempo se expresa en sequndos.
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Evolucion de los mapas de voltaje y acortamiento lineal

A los 6 meses, un mapa electroanatémico con el sistema NOGA fue realizado en todos

los pacientes excepto en 2 que rechazaron someterse de nuevo a un procedimiento invasivo.

En otros dos se produjeron problemas técnicos con el sistema y los datos fueron excluidos del

analisis. Los registros muestran una mejora significativa en el acortamiento local lineal sin

cambios en el voltaje unipolar en los segmentos donde se habia inyectado. No se observé

cambio alguno en el grupo control (Tabla 11). No obstante la comparacion entre grupos no

mostro diferencias significativas a los 6 meses.

Tratamiento | Control {n=6) |

{n=16)
Voltaje Unipolar
Basal 104(6,8)
6 meses 10.1(62)
P intragrupo NS
Acortamiente lineal local
Basal 10,6/10]
6 meses 123(13)
P intragrupo 0,01

10,7(13,6]
8.9(88)
NS

Diferencia Diferencia
ahsoluta*{IC35%) absoluta+IC35%)
0413320 10(-10a31)
41(-72309 2564313

Tabla 11. Pardmetros NOGA. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartilico. IC

hace referencia al intervalo de confianza. * expresa la diferencia absoluta entre los grupos

(Grupo tto-Grupo control) ajustado por la variable basal. + expresa la diferencia absoluta entre

los grupos (Grupo tto-Grupo control) ajustado por la variable basal y la edad.

123



Tesis Doctoral Juan José Gonzalez Ferrer

Variaciones analiticas, electrocardiograficas y angiograficas.

No se observaron en el seguimiento grandes cambios en los pardmetros analiticos evaluados.
La concentracién mediana de hemoglobina basal en ambos grupos era normal y se mantuvo
normal descartandolo como posible efecto confundidor con respecto al efecto terapéutico.
Fue registrado un incremento inicial de la concentracién de NT-proBNP en ambos grupos que
fue disminuyendo a los 6 meses. Esto se debe poner en contexto del estrés que puede
generarse con el mapeo electroanatémico extenso. Asi mismo se observé un incremento en
la concentracidn de la proteina C reactiva en el grupo control sin significacion estadistica y no
acompafado de otros datos clinico-analiticos que pudieran sugerir infeccion. El analisis

estadistico no mostro diferencias significativas entre grupos e intragrupo.
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3 meses 6 mesas P intragrupo
Hb (g/dl) contral 14.5(2) 14.4(2) 14,5(2) NS
He (g/dl) tratamiento 14,1{2) 14.4(1,9) 14,3(1,9)
Creatinina {mg/dl) control 1,16(0,95) 0,97{0.8) 1,0(0,8)
Creatinina {mg/dl) tratamiento 1,13(0.97) 1,14(0,3) 1,12{0.7)
HblAc (%) control 6,1(4,5) 6,4(4) B6,4{4}
HblAc|%) tratamiento 6,3(2,9) 6,2(1,2) 6,2(1,2)
NT-proBNP (pg/mil} control 327 (453) 553 {450) 502 (448)
NT-proBNP {pg/ml) tratamiento 249 (1021) 255 (1471) 275 (1400)
Prot, C reactiva (mg/dl) control 0,13(0,6) 0,51(0,2) 0,47 (0,3)
Prot. C reactiva {mg/dl) tratamiento 0,2710,53) 0,2 (0,28) 0,23 (0,4} NS

Tabla 12. Pardmetros analiticos. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartilico.

En el seguimiento con Holter ECG de 24 horas no fue posible realizar registros a todos los
pacientes en los puntos de evaluacion a los 3 y los 6 meses pero toda la cohorte se sometié a
esta prueba en este periodo (Tabla 13). No hubo diferencias significativas en la frecuencia
cardiaca media ni basal ni a los 6 meses. No se registraron eventos de bradicardia significativa
(pausa sinusal mayor de 3 segundos o BAV mayor de 12) ni ventriculares significativas (TV
sostenidas o TV polimérficas) ni ningln evento de isquemia silente (por el descenso o ascenso

del segmento ST).
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FC control 72 £10,6 65 13,4 NS
FC tratamiento 69 £14,7 66 +8,5 NS
P intergrupo NS NS*
Ep. Isguemia silente control 0(0) 0(0) NS
Ep. Isquemia silente tto 0(0) 0(0) NS
Pintergrupo NS NS*

Tabla 13. Pardmetros electrocardiogrdficos. Los datos se expresan como media y desviacion
estdndar (media+SD) o como mediana y rango intercuartilico. La frecuencia cardiaca (FC) se expresa
en latidos por minuto.

En el control angiografico a los 6 meses, dos pacientes rechazaron someterse de nuevo a un
procedimiento invasivo. No se observaron cambios significativos en la fraccion de eyeccidén
evaluada por la ventriculografia ni en la progresién en la enfermedad coronaria en ambos

grupos (Tabla 14).

Fraccion de eyeccidn

Tratamiento 50,0 (26) 52,0(15,5) NS
Control 58,0 (15) 63,0(8) ap
P intergrupo N5

Me de vasos enfermos

Tratamiento 35+t13 3.51.4 2
Control 76+138 28*16 ta
P intergrupo NS

Tabla 14. Pardmetros angiogrdficos. La Fraccion de eyeccion (%) se expresa en mediana y rango
intercuartilico y el numero de vasos enfermos en mediana y desviacion estdndar.
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Complicaciones en el seguimiento

Durante el seguimiento un paciente en el grupo control fallecié de forma subita. Se trata del
paciente que presento fibrilacion ventricular a las 24 horas del procedimiento. A los tres meses
y medio de su inclusion y sin que previamente advirtiésemos un deterioro en su estado
presentd un episodio de dolor toracico subito que se siguié de la pérdida de conocimiento.
Los servicios de emergencias lo encontraron en parada cardiorrespiratoria por asistolia y los
esfuerzos de la reanimacién cardiopulmonar fueron infructuosos. La familia denegd la
autopsia clinica y el analisis del desfibrilador implantable no mostro ni taquicardia ventricular
ni fibrilacién ventricular.

Se registraron en cada grupo dos ingresos por causas cardiovasculares. En el grupo terapéutico
dos pacientes fueron admitidos por reagudizacion de la insuficiencia cardiaca. En el grupo
control dos pacientes fueron ingresados por angina inestable. En estos ultimos se potencié

aun mas el tratamiento antianginoso (Tabla 15).
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Grupo terapeutico (N=15) Grupo contral (M=9) Valor de la P

Fventos cardiacos o cershrovascudares 2(10.5) LD NS
mayores, nif)

Muzrta cardiaca, n (%)

L{5:3) 1(111) NS
Infarto de miocardio no fatal, n (%) 0 NS
Vsl DSk 1(53) 1111 NS
Taponamiento cardiaco, n(%) 153) 0 NS
Complicaciones vasculares, nd%) 0 0 :
Complicaciones nauroldgicas, n|%) 5 0 )
Hospitalizacion por causas ardiacas, ALY 1(35) N§

%)

Tabla 15. Eventos clinicos en el seguimiento de 6 meses
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DISCUSION

Los resultados del estudio permiten responder a varias de las hipotesis formuladas.

En primer lugar la inyeccion transendocardica de progenitores endoteliales CD133 es
un procedimiento factible y pudo completarse en todos los pacientes. Ademas es un
procedimiento relativamente seguro pues aunque se registraron complicaciones durante el
mismo, el porcentaje de las mismas no excedié a las registradas en estudios similares °2. En el
ultimo registro de la Sociedad Espafiola de Cardiologia la incidencia de taponamientos
cardiacos en el contexto de la ablacion de la taquicardia ventricular fue superior al 2%
mientras que en nuestro estudio fue del 3%, mostrando que no hay grandes discrepancias en
la incidencia habida cuenta que dichos procedimientos estan realizados por cardiélogos
electrofisiélogos muy experimentados en la cartografia del ventriculo izquierdo %°. Sin
embargo derivado de una de estas complicaciones fue necesaria una cirugia cardiaca urgente.
Lamentablemente la paciente fallecié en las horas posteriores debido al desarrollo de un
shock cardiogénico refractario. La complicacién se produjo en una mujer con superficie
corporal pequeiia y un ventriculo izquierdo hipertréfico con un volumen de cavidad izquierda
reducida. Utilizando un catéter de liberacidn de pala convencional (pala D) sobre el segmento
laterobasal, la ectopia mecanica al extender la aguja se siguié de una pausa postextrasistolica
gue propulsd el catéter, inicialmente no presentaba un exceso de corriente de lesion en el
registro unipolar, llevando a la perforacion con taponamiento inmediato. Este acontecimiento
nos empujo a emplear y recomendar el uso de palas ajustadas al tamafio del ventriculo
izquierdo, reservandose las palas D y F Unicamente en pacientes con dilatacion del ventriculo

izquierdo y la pala C o B en ventriculos normales.
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Por otro lado no resulta sorprendente la induccion de fibrilacién ventricular durante
un procedimiento de mapeo complejo en un paciente con isquemia miocardica residual. Mas
sorprendente fue el evento de muerte subita presenciada y recuperada de un paciente
asignado al grupo control en las primeras 24horas post-procedimiento. Este paciente
presentaba una disfunciéon ventricular sistélica severa (FEVI<30%) y taquicardia ventricular no
sostenida previamente al procedimiento y se sometié a un implante de desfibrilador antes del
alta hospitalaria 1%6. Este paciente fallecié de forma subita a los 3,5 meses de la inclusion de
causa previsiblemente cardiaca pero no confirmada por la denegacidn a la practica de una

autopsia.

A diferencia de las tasas de complicaciones publicadas en los distintos registros de
cardiologia intervencionista, no se registraron eventos adversos vasculares o neuroldgicos
alrededor del procedimiento. Aunque se produjo una elevacidn significativa de los marcadores
de necrosis miocardicos (cinco veces por encima del limite superior) en un paciente del grupo
terapéutico, posiblemente secundario a una microembolia coronaria, esto no se acompafié
de sintomas anginosos, cambios electrocardiograficos o de la contractilidad segmentaria. Sin
embargo lo consideramos como un infarto sin elevacion del ST de acuerdo a la definicién

actual de infarto tipo 4a'?.

Durante el seguimiento un paciente fallecié en el grupo control probablemente debido
a un infarto fatal. Se contabilizaron dos ingresos por insuficiencia cardiaca en el grupo
terapéutico y dos por angina inestable en el grupo control. Estos datos estdan en concordancia
con estudios previos que ponen de manifiesto que los pacientes con angina refractaria
constituyen un grupo de pacientes con mal prondstico, asi pues Andrell et al. publicaron que

este tipo de pacientes presentaban una mortalidad anual del 10% frente un 0,7% anual que
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presentan los pacientes con control sintomético 1?7. Por ultimo, no se registraron arritmias
significativas, progresion de la enfermedad coronaria o trombosis tardia de los stent

previamente implantados durante el seguimiento.

En segundo lugar el estudio no consiguié demostrar un beneficid clinico neto entre
grupos en ninguno de los parametros estudiados. Sin embargo observamos que los pacientes
gue recibieron progenitores endoteliales mostraron una mejoria, estadisticamente
significativa, en la situacion clinica, en la calidad de vida y en el tiempo hasta la angina en la
ergometria. Todo pese que el tratamiento anti-anginoso era similar entre los grupos. Ademas
se registro6 una mejoria en la perfusion miocardica evaluado por SPECT durante el
seguimiento, donde la sumatoria del nivel de perfusién de los segmentos tanto en reposo
como en estrés mejoro significativamente en el grupo terapéutico y no en los controles. En
este punto encontramos una cierta paradoja al no observarse cambios significativos en el
numero de segmentos con defectos de perfusidon durante el seguimiento y si en los indices
sumatorios. A este respecto especulamos que son varias las razones que pueden explicar esta
discrepancia: una de ellas se relacionaria con aspectos técnicos de la evaluacion de los
parametros del SPECT, sabido que el tipo de analisis empleado y que el uso de Tc99m-
Sestamibi pueden infraestimar la viabilidad y la reversibilidad principalmente en pacientes con
enfermedad multivaso, °* 1?8 y |a otra versa sobre la limitacion metodolégica por el tamafio
muestral que limita la significacion estadistica a grandes cambios de magnitud. En
concordancia con los otros resultados obtenidos, observamos un incremento en el
acortamiento lineal local evaluado por NOGA, afiadiendo un punto mas a la evidencia sobre
la eficacia clinica de los progenitores endoteliales en el tratamiento de la angina refractaria. Y

es que ademas de los datos clinicos, los estudios in vitro avalan el potencial beneficio de los
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progenitores endoteliales al demostrarse sus cualidades funcionales. El estudio muestra de
forma reproducible la capacidad proliferativa de las células CD133+ desarrollando marcadores
de células endoteliales adultas, asimismo se observo la formacion de estructuras tubulares en
el cocultivo con células endoteliales de cordén umbilical y una capacidad funcional endotelial

in vitro apropiada a tenor de la captacion de la lipoproteina de baja densidad acetilada.

Las células madre CD133+ han sido utilizadas previamente tanto para reducir el
tamario del infarto agudo de miocardio como para tratar la disfuncion ventricular debida a la

125 ytilizaron las células CD34+ y

cardiopatia isquémica crénica. Kurbonov y colaboradores
CD133+, directamente recolectadas de la médula dsea y liberadas de forma intracoronaria,
para tratar a pacientes con cardiopatia isquémica crénica. Dicho estudio demostrd
principalmente un incremento en la perfusién miocdardica valorado por SPECT. Stamm et al.
116]as emplearon conjuntamente en la revascularizacién coronaria quirdrgica y Bartunek et al.
117 en el tratamiento subagudo de un infarto agudo de miocardio. En ambos casos se observo
una mejoria en los parametros de perfusion. El estudio PROGENITOR también ha empleado

células progenitoras endoteliales pero es pionero al evaluar su efecto mediante la inyeccién

transendocdrdica en pacientes con angina refractaria sin mayor opcién terapéutica.

Estudios previos han demostrado la presencia de células endoteliales maduras y de
progenitores endoteliales en la sangre de la circulacion periférica 8. Ambas poblaciones
expresan el marcador de superficie CD34+ por lo que como marcador aislado para la seleccién
de progenitores no es util. Por otro lado, el marcador de superficie CD133+ es altamente
expresado en dichos progenitores sin apenas expresion en las células endoteliales adultas. Por
ello la seleccion de células CD133+ permite la obtencién de células endoteliales inmaduras

con una alta capacidad para la diferenciacién a células endoteliales maduras. Estudios

132



Tesis Doctoral Juan José Gonzalez Ferrer

recientes muestran que un subgrupo de células endoteliales CD133+, las células CD133+
CD34- 7%, tendrian una mayor capacidad proliferativa que el subgrupo CD34+. Sin embargo el
efecto clinico de esta seleccidén comparada con otras subpoblaciones es desconocida y tendra

que ser explorada en ensayos futuros.

La potencial relevancia clinica del uso de células endoteliales CD133+ en la angina
viene avalada por estudios previos en los cuales se demostraba una relacién directa entre la
magnitud del efecto clinico de la inyeccidén transendocardica con el porcentaje de células
CD133 positivas en la muestra inyectada. El estudio mas significativo asigno de forma aleatoria
a 92 pacientes sintomaticos sin mas opcion (con una FEVI £ 45% e insuficiencia cardiaca o
angina limitante) a recibir tratamiento convencional mas inyeccién transendocardica de
placebo o a la administracién de 100 millones de células mononucleares de médula dsea. El
estudio no mostro diferencias significativas con respecto a sus variables resultado primarias
(incremento en la FEVI, consumo de oxigeno maximo o reduccién de los defectos de perfusién
inducibles) pero en un andlisis secundario claramente se observd una relacién entre el
incremento de la FEVI, con una diferencia absoluta de hasta 2,7%, y el porcentaje de células
CD133+/CD34+ positivas inyectadas. Este hallazgo sugirid a los autores que este tipo celular

podria tener un beneficio clinico en este tipo de pacientes 1%,

Dejando aparte el tipo celular usado en el estudio PROGENITOR, los resultados
favorables en términos de reduccién de los episodios de angina y mejoria en la calidad de vida
estan en concordancia con otros estudios, la mayoria de los cuales emplearon poblaciones
celulares no enriquecidas para el tratamiento de la angina refractaria. En un estudio fase Il 13!
se asignaron aleatoriamente 50 pacientes a recibir por via transendocardica células

mononucleares no seleccionadas de médula 6sea (98 millones promedio) o placebo. Alos 6
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meses la clase Canadiense de la angina, la capacidad funcional o la FEVI medida por resonancia
magnética cardiaca mejoraron significativamente en el grupo terapéutico. Tanto la calidad de
vida como la perfusion evaluada por SPECT mejord en ambos grupos pero el incremento
documentado fue mayor en el grupo terapéutico. Con respecto a la mejoria en la perfusién en
el grupo control, los autores especulan que pudo deberse a la estimulacién angiogénica
inducida mecanicamente en la inyeccidon transendocdardica. Como se veia con anterioridad
esta hipdtesis no es corroborada por todos los investigadores y los estudios de la
revascularizacion con laser tansmiocardico, tanto quirdrgico como percutaneo, no mostraron
un beneficio clinico significativo, con resultados no congruentes sobre la mejoria de perfusion
y claramente sin impacto en la supervivencia 32, En el estudio PROTECT-CAD, 28 pacientes
fueron asignados de forma aleatoria a recibir transendocardicamente células mononucleares
de médula dsea en dos concentraciones (2x 10%/0,1 ml o 1x 108 /0,1 ml) o placebo. Se observé
un incremento en la capacidad funcional (clase NYHA) y en la FEVI en el grupo terapéutico
pero mostro un empeoramiento paraddjico de la clase CCS en ambos grupos. Ademas no se

documentaron cambios en los pardmetros de perfusién evaluados por SPECT. 133

El Unico estudio que ha utilizado hasta el momento células progenitoras endoteliales
para el tratamiento de la angina refractaria ha sido el estudio ACT34-CMI. En este ensayo
clinico fase Il se incluyeron 167 pacientes con angina refractaria severa, clase llI-1V, que fueron
aleatorizados (1:1) a recibir dos dosis diferentes de una poblacion seleccionada CD34+ (1x10°
0 5x10° células/Kg) o placebo. Se registraron dos episodios de taponamiento cardiaco durante
el procedimiento de los cuales uno de ellos llevo a la muerte a un paciente. Los resultados
fueron sorprendentes al observarse que sélo las dosis bajas se asociaron a una mejoria clinica

con una significativa reduccion de los episodios de angina semanal, mejoria en el tiempo de
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esfuerzo hasta la angina, en la puntuacion de severidad de la angina evaluada por el
cuestionario de Seattle y en la perfusion evaluado por SPECT (Unicamente el sumatorio de la
perfusion de estrés). Los autores argumentan que la discrepancia de efectos entre las dosis
bajas y altas se deba en parte a la respuesta bifasica que se viene observando con la
manipulacion bioldgica de la angiogénesis. Por otro lado analizan las razones por las que no
obtuvieron una mejora uniforme en los parametros de perfusion como ocurridé en nuestro
estudio. Ademas de las cuestiones anteriormente esgrimidas se enfatiza en la limitacion del
SPECT al ser una técnica validada Unicamente para detectar reducciones del flujo sanguineo
coronario por estenosis coronarias y no por problemas de la microvascularizacién. Y es que el
efecto beneficioso de la terapia celular radicaria en la potenciacién del desarrollo

microvascular y no se concentraria en los segmentos clasicos de irrigacion coronaria. 13413>

A diferencia de otros escenarios, como la insuficiencia cardiaca o el infarto agudo de
miocardio 1367137 |a terapia celular ha mostrado de forma homogénea buenos resultados en
el tratamiento de la angina refractaria. Como en nuestro caso la mayoria de los estudios han
presentado limitaciones metodoldgicas en el tamafio muestral o en la evaluacién de los
resultados, pero todos han mostrado beneficios en términos clinicos. Otros tratamientos, ya
aprobados para la angina, también han sido publicados reflejando limitaciones terapéuticas o

resultados discrepantes. Asi por ejemplo la Ranolazina 138

, un nuevo antianginoso con
capacidad de inhibir las corrientes de sodio tardias, incrementa el tiempo de esfuerzo hasta la
angina en unos 24 segundos de promedio pero no modifica el tiempo hasta la depresién del
segmento ST y su efecto sobre la perfusidon cardiaca no ha sido evaluada. En nuestro estudio

el tiempo hasta la angina también se incrementd de forma significativamente en el grupo

terapéutico, en unos 3 minutos de promedio, sin modificarse el tiempo total de ejercicio. La
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Ivabradina, un inhibidor de las corrientes If, produce bradicardia sin producir efectos
inotrépicos negativos. En el estudio SIGNIFY 3 se observd que 10mg cada 12h (dosis
maximas) no disminuia la incidencia de la variable combinada de muerte por causa
cardiovascular o infarto de miocardio. Es mas en pacientes con angina limitante la incidencia
del “end-point” fue significativamente mayor en los pacientes tratados. Por ultimo el
dispositivo de oclusion del seno coronario se ha asociado de forma significativa a una mejoria
en la clase funcional de la angina CCS a los 6 meses sin mostrar diferencias en el tiempo de

ejercicio hasta la angina o mejoria en el indice de contractilidad parietal (WMI). 140

En este estudio no se observaron cambios significativos durante el seguimiento, en
ninguno de los brazos de asignacidn, ni en la FEVI ni en la funcidn contractil regional. Con
respecto a la fraccidn de eyeccion en promedio basalmente estaba conservada en ambos
grupos, principalmente en el control, por lo que no se esperaba que este pardmetro fuera a
modificarse sustancialmente en el tiempo. Por otro lado especulamos que es dificil estimar la
mejoria de la contractilidad segmentaria con la terapia celular sabiendo que su estimacion es
muy subjetiva y que por su efecto de accidn angiogénico no es posible un efecto vigoroso
circunscrito al extenderse entre segmentos adyacentes sin concentrarse en uno

exclusivamente.

Otras caracteristicas que son particulares del estudio, que difieren con respecto a otros
similares, son por un lado que en todos los casos las células fueron procesadas e inyectadas el
mismo dia evitando los posibles efectos deletéreos del almacenaje y por otro que no se
realizaron inyecciones transendocardicas en el grupo placebo con el fin de evitar la posible
estimulacion de la angiogénesis mecanica disminuyendo ademas el riesgo de perforacion.

Finalmente el acortamiento lineal evaluado por el sistema NOGA se incrementd en el grupo
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terapéutico en las zonas inyectadas aunque sin alcanzar la diferencia significacidon estadistica
con respecto al grupo control. La evaluacion del acortamiento lineal ha sido criticada por
algunos investigadores, al ser muy dependiente del nimero de puntos o de “visitas” a la
superficie endocardica y de la posicion de la punta con respecto a la superficie, pero ha sido
empleado en varios estudios como parametro de efecto 4! y cumpliéndose los estdndares de
calidad indudablemente constituye una variable con menor subjetividad que la contractilidad

segmentaria evaluada por eco o resonancia magnética 42,

Limitaciones

La principal limitacion del estudio fue su pequeno tamafio muestral. Se trata de una
limitacién relativa pues nos encontramos ante un estudio de viabilidad y seguridad de la
técnica con ambiciones exploratorias (estudio piloto) sobre la eficacia clinica con el objetivo
de abrir una puerta a un estudio multicéntrico de mayor tamafio muestral. Sin embargo, el
tamafio pudo condicionar el analisis estadistico al no observarse un beneficio neto de la
terapia entre grupos vy si un claro beneficio dentro del grupo terapéutico sin cambios en el
grupo control. Es por ello que nos inclinamos a pensar que la probabilidad del error tipo Il,
esto es la probabilidad de aceptar la ausencia de diferencias siendo falso, fuese elevada.
Ademas el sistema de aleatorizacion 2:1 empleado incrementa sustancialmente la posibilidad
de no arrojar significacidon estadistica pese a existir diferencias manifiestas. No obstante
consideramos correcto y ético maximizar la posibilidad de beneficio clinico en el mayor
numero de pacientes. Es indudable que los analisis empleando covariables ante desequilibrios
en los grupos resta potencia al estudio y pese a que la aleatorizacidn tiende a formar grupos
equilibrados, en nuestro estudio la edad, un claro factor confundidor, era mas alta en el grupo

terapéutico.
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Por otro lado el hecho que los implantadores no fueran ciegos a la terapia empleada,
pues no se utilizd placebo, puede constituir un potencial sesgo de medicion si dichos
operadores evalian algun pardmetro del seguimiento pero esto no ocurrido pues las

mediciones fueron realizadas por investigadores que desconocian el tratamiento asignado.

El estudio no puede aportar ninguna evidencia sobre si la inyeccion transendocardica
“per se” podria tener efectos angiogénicos por dano tisular. Estudios previos de
revascularizacién transmiocdrdica con laser fracasaron al no mostrar efectos beneficiosos con
ésta técnica pero es cierto que varios grupos han mostrado efectos clinicos beneficiosos en

los sujetos control a los que se les realizo una inyeccién transendocdrdica de placebo 3.

Por ultimo en los estudios in vitro las células seleccionadas CD133+ mostraron su
capacidad angiogénica y su predisposicion a diferenciarse a células endoteliales maduras. Sin
embargo el cocultivo con células endoteliales de vena umbilical (HUVEC) puede haber
contribuido a dichos efectos y no se puede imputar totalmente los hallazgos a las células

cultivadas CD133+. 143
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CONCLUSIONES

Pese a los grandes avances realizados en la Cardiologia, la enfermedad vascular
arterioesclerdtica continla siendo el enemigo mas importante de la salud cardiovascular. No
solo es una de las principales causas de muerte en el mundo occidental sino que determina
estados de gran incapacidad y demanda como son la insuficiencia cardiaca y la angina

refractaria, ambas con opciones terapéuticas limitadas y no del todo satisfactorias.

Con el descubrimiento y el desarrollo de la terapia celular se ha abierto la puerta de la
esperanza a un tratamiento eficaz y seguro para ambas patologias. Sin embargo el entusiasmo
inicial ha chocado con el muro de la realidad y la diversidad de resultados o los eventos
adversos han obligado a la comunidad cientifica a apoyarse de forma mas estrecha en la

investigacion experimental.

A este respecto el conocimiento critico sobre el papel que juegan los progenitores endoteliales
en la reparacion vascular de los tejidos isquémicos y la capacidad para seleccionar poblaciones
de progenitores endoteliales sin limitaciones para la angiogénesis o la vasculogénesis, como
serian las células CD133, motivaron el desarrollo de este ensayo clinico. Su objetivo esencial
fue evaluar la seguridad y la eficacia de esta terapia en pacientes con angina de pecho sin
opcidn a un tratamiento revascularizador convencional y sin una respuesta satisfactoria al
tratamiento médico. EI método de liberacion mediante la realizacion de un mapa
electroanatdmico e inyeccién transendocardica se concibié como idéneo a la luz de la
seguridad observada en estudios previos, la posibilidad de alcanzar segmentos irrigados por
vasos coronarios ocluidos y la posibilidad de reconfirmar que los segmentos eran viables, es

decir con un “mistmach” entre el acortamiento local y el voltaje unipolar.
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Los resultados muestran que se trata de un procedimiento factible y seguro, al no observarse
diferencias entre los grupos en los eventos adversos, que por otro lado fueron los esperados
a tenor de las caracteristicas de los pacientes y de tratarse de un procedimiento invasivo. Sin
embargo no dejamos de enfatizar que la seguridad de este tipo de procedimientos es muy
dependiente de la formacién y de los medios tecnoldgicos por lo que no consideramos que
pueda constituir un tratamiento rutinario y si un tratamiento para pacientes muy

seleccionados.

En cuanto a la eficacia el estudio no mostro diferencias estadisticamente significativas en
todos los pardmetros evaluados entre grupos y todo a pesar de la mejoria clinica, de perfusion,
del tiempo hasta la angina y del acortamiento lineal claramente observado en el grupo
terapéutico. No obstante la naturaleza del estudio no permitido disponer de la potencia
estadistica necesaria como para poder concluir si la terapia celular para el tratamiento de la

angina refractaria es realmente util o no.

El estudio PROGENITOR 14 permite afirmar que la terapia con células CD133+ administradas
por inyeccion transendocardica es un procedimiento factible y seguro en pacientes con angina
refractaria y sin opcidn. La terapia presenta unos efectos beneficiosos prometedores que

tendrian que ser validados en ensayos clinicos de mayor tamafio.
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