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RESUMEN.
Introduccion.

El infarto agudo de miocardio estd caracterizado por una pérdida irreparable de
cardiomiocitos. A pesar de un tratamiento adecuado, muchos pacientes sufren un
remodelado ventricular negativo tras el infarto. En pacientes que sufren infarto agudo de
miocardio, las células madre anidadas enddgenas aumentan su tasa de regeneracion con
el objetivo de reparar el musculo dafiado y evitar el remodelado ventricular. Sin
embargo, la diferenciacion y funcionalidad de los nuevos cardiomiocitos es
aparentemente escasa y precaria. Estudios en animales y humanos han reportado la
mejoria de la fraccion de eyeccién ventricular izquierda, del remodelado ventricular, del
grosor miocéardico y del tamafio del infarto tras el implante de células madre aut6logas
en pacientes con infarto agudo de miocardio o cardiopatia isquémica crénica. No
existen estudios publicados con implante celular autélogo de la médula 6sea por via
intramiocérdica asociado a cirugia de revascularizacion coronaria con circulacion

extracorporea en fase subaguda.

Objetivos.

El objetivo principal del estudio es evaluar el efecto del implante de células
mononucleadas autologas de la médula Osea (mediante inyeccion intramiocardica
directa) combinado con cirugia de revascularizacion coronaria sobre la fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo, el remodelado ventricular y la motilidad global y del
area infartada en pacientes con infarto agudo de miocardio transmural no

revascularizado en fase subaguda (10-15 dias tras el infarto agudo de miocardio).

21



Material y métodos.

El estudio presentado es un ensayo clinico unicéntrico, prospectivo, con analisis
centralizado de datos y aleatorizado a doble ciego con grupo control. Se incluyeron un
total de 20 pacientes, tras firmar el consentimiento informado, con infarto agudo de
miocardio transmural no revascularizado, alteracion de la motilidad de la region
infartada, indicacion de revascularizacién miocéardica quirdrgica y fraccion de eyeccion
ventricular izquierda menor al 50% determinada por ventriculografia desde 2007 hasta
2015. Los pacientes fueron aleatorizados a dos grupos en los 10 dias siguientes a sufrir
un infarto agudo de miocardio transmural. El grupo de tratamiento activo (grupo
celular) recibié implante de células madre mononucleadas autélogas derivadas de la
médula dsea mediante inyeccion directa intramiocardica entre el 10° y 15° dia posterior
al IAM (fase subaguda) asociado a cirugia de revascularizacién coronaria bajo
circulacién extracorpérea, frente al grupo control que recibié cirugia de
revascularizacion coronaria e implante de suero salino fisioldgico intramiocardico
(grupo placebo).

Se realizd una resonancia magnética nuclear basal y a los 9 meses. Se realizaron
analisis semicuantitativos de la contractilidad segmentaria siguiendo un modelo de 17
segmentos y andlisis cuantitativo de volimenes ventriculares, masa cardiaca y fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo con inyeccidn de contraste gadolinio, utilizando el
software MASS 6.1.2.

Extraccion e implante de células madre mononucleadas autélogas de la médula dsea.

Mediante puncion en la cresta iliaca del paciente, se obtuvieron 50 ml de médula
Osea bajo anestesia local. Se separ0 la fraccion mononuclear de la médula diluida en

solucion tampon fosfato/heparina utilizando un medio de Ficoll. Se procedi6 a preparar
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una suspension celular con volumen final de 10 mililitros en albumina al 1% diluida en
suero fisioldgico que seran inyectados de forma intramiocérdica.

Inyeccidn directa intramiocardica transepicardica.

Durante la cirugia se identifico la zona no viable (region del infarto)
procediéndose a inyectar a través de una aguja de puncion retrobulbar del n°23 el
volumen total de células (10 ml), para lo cual se realizaron 10 punciones que
atravesaron la region no viable con sus segmentos acinéticos y la region peri-infarto.

El tamafio muestral fue calculado mediante el programa C4-Study Desing Pack
(Glaxo Wellcome, v. 1.1) El andlisis estadistico ha sido llevado a cabo mediante el
programa IBM SPSS Statistics v.21. La comparacion entre ambos grupos (cirugia de
revascularizacién coronaria + implante de células mononucleadas autélogas derivadas
de la medula 6sea frente a cirugia de revascularizacion coronaria aislada) se realiz6
mediante el test Chi-cuadrado y el test exacto de Fisher en el caso de variables
cualitativas y el test T de Student para variables cuantitativas, o su homélogo no

paramétrico, el test U de Mann-Whitney, si no cumplia la hip6tesis de normalidad.

Resultados.

17 pacientes completaron el seguimiento a los 9 meses. No existieron diferencias
estadisticas en las caracteristicas basales entre ambos grupos de comparacion. Un
minimo de 25 millones células fueron implantadas en el grupo de tratamiento activo.

La cirugia de revascularizacion coronaria mejora la mayoria de variables objetivo
estudiadas en ambos grupos, independientemente del implante de células madre
mononucleadas autologas de la médula oOsea.

Sin embargo, no existen diferencias estadisticamente significativas cuando se

compara el grado de mejoria de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo,
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volumen telesistolico y telediastélico, indice de motilidad global y regional del &rea

infartada, indice de motilidad global y regional del rea infartada durante el estrés ni en

el total de la masa necrotica recuperada entre ambos grupos de tratamiento (tabla).
Existe tendencia estadistica entre ambos grupos al comparar el nimero de

segmentos no viables recuperados tras la cirugia (tabla).

Cirugia
coronaria +

células madre Cirugia
mononucleadas | coronaria
Variables p

autélogas de la (n=9)

médula dsea media (SD)

(n=8)
media (SD)
Incremento de la fraccion de eyeccion
izquierda (resonancia magnética nuclear) 7.47 (6.61) 6.99 (4.60) | 0.876

(%).

Incremento de la fraccion de eyeccion
7.50 (6.61) 5.78 (6.48) | 0.596
izquierda (ecocardiograma basal) (%).

Segmentos infartados no viables
2.50 (1.41) 1.28 (1.11) | 0.091
recuperados.

Descenso del indice de motilidad global
0.19 (0.21) 0.17 (0.18) | 0.780
(ecocardiograma).

Descenso del indice de motilidad regional

0.66 (0.56) 0.47 (0.36) | 0.400
del area infartada (ecocardiograma).
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Descenso del indice de motilidad global

0.22 (0.28) 0.28 (0.39) | 0.759
(resonancia magnética nuclear).
Descenso indice de motilidad regional del
area infartada (resonancia magnética 0.74 (0.60) 0.52 (0.38) | 0.415
nuclear).
Descenso del indice de motilidad global
0.15 (0.20) 0.18 (0.21) | 0.736
(ecocardiograma de estrés).
Descenso del indice de motilidad regional
del area infartada (ecocardiograma de 0.59 (0.65) 0.45(0.41) | 0.610
estrés).
Descenso volumen telesistolico del
23.06 (25.03) | 15.42(13.93) | 0.442
ventriculo izquierdo (mililitros).
Descenso del volumen telediastolico del
18.40 (29.89) | 14.05(19.72) | 0.725
ventriculo izquierdo (mililitros).
Descenso de masa necrética miocardica
2.57 (4.68) 8.51(7.28) | 0.095

(resonancia magnética nuclear) (gramos).

La media de bypass permeables a los 9 meses en el grupo células fue 2,88+0,99 y

en el grupo control 3,11+0,782 (p= 0,591). En el 50% de pacientes del grupo células se

utilizaron ambas arterias mamarias.

No se observaron complicaciones asociadas con la extraccién ni el implante de las

células madre mononucleadas autélogas derivadas de la médula 6sea.
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Conclusiones.
El estudio sugiere que la administracion de células madre por via intramiocardica
asociado a revascularizacion miocérdica quirdrgica en pacientes que han tenido un

infarto agudo de miocardio transmural no mejora pardmetros de remodelado ventricular.

Descriptores .

Infarto de miocardio.

Células madre.

Trasplante de células madre.

Trasplante autélogo.

Células de la médula 6sea.

Trasplante de células madre hematopoyéticas.
Cirugia de revascularizacion miocardica.
Angiografia coronaria.

Miocardio.

Resonancia magnética nuclear.
Ecocardiografia.

Ecocardiografia de estres.

Funcion ventricular izquierda.
Enfermedad coronaria.

Isquemia miocardica.

Revascularizacion miocardica.

Disfuncion ventricular.

" Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS).
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Insuficiencia cardiaca.

Insuficiencia cardiaca izquierda.

Sindrome coronario agudo.

Electrocardiografia.
Mioblastos.
Taquicardia ventricular.
Fibrilacién auricular.

Troponina T.

Accidente cerebrovascular.

Mortalidad.
Heparina.

Células sanguineas.
Suero.

Ficoll.
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ABSTRACT.
Introduction.

Acute myocardial infarction is characterized by irreparable loss of
cardiomyocytes. Many patients undergo negative ventricular remodeling after acute
myocardial infarction, despite adequate treatment. In patients with acute myocardial
infarction, endogenous bone marrow stem cells increase the regeneration rate to repair
damaged muscle and avoid ventricular remodeling. However, the differentiation and
function of new cardiomyocytes seem to be scarce and precarious. Studies in animals
and humans have reported improved left ventricular ejection fraction, ventricular
remodeling, myocardial thickness and infarct size after autologous stem cell grafting in
patients with acute myocardial infarction or chronic ischemic heart disease. No
randomized controlled trials with intramyocardial autologous bone marrow stem cell
grafting combined with coronary artery bypass grafting with cardiopulmonary bypass

during the subacute phase

Objetives.

The main objective is to assess the effect of autologous bone marrow
mononuclear stem cells grafting (by direct intramyocardial injection) combined with
coronary artery bypass grafting on the left ventricular ejection fraction, ventricular
remodeling and regional wall motion of the infarcted area in patients with non-
revascularized transmural acute myocardial infarction during the subacute phase (10-15

days after acute myocardial infarction).
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Materials and methods.

The study reported herein is a single-center, prospective, double-blind,
randomized and controlled clinical trial with centralized data analysis. A total of 20
patients with signed informed consent and non-revascularized transmural expired acute
myocardial infarction, altered wall motion of the infarcted region, indication for
myocardial revascularization surgery and left ventricular ejection fraction lower than
50% assessed by ventriculography from 2007 to 2015 were included. Patients were
randomized into two groups within 10 days of transmural acute myocardial infarction.
The active treatment group (stem cell group) was treated with bone marrow
mononuclear cell grafting by direct intramyocardial injection between the 10" and 15"
days after acute myocardial infarction (subacute phase) combined with coronary artery
bypass grafting under cardiopulmonary bypass and were compared with a control group
that was treated only with coronary artery bypass grafting combined with physiological
saline solution grafting by direct intramyocardial injection in the subacute phase of the
myocardial infarction (placebo group).

The baseline and 9-month magnetic resonance imaging scans were performed.
Semi-quantitative analysis of segmental contractility following a 17-segment model and
quantitative analysis of ventricular volumes, cardiac mass and left ventricular ejection
fraction were performed by injecting the contrast agent gadolinium using the software

MASS 6.1.2.

Autologous bone marrow mononuclear stem cell extraction and grafting.

Bone marrow (50 ml) was obtained 24 hours before surgery under local anesthesia
by puncture of the iliac crest of the patient. The mononuclear fraction of the bone

marrow diluted in phosphate-buffered saline/heparin was prepared using Ficoll medium.
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A cell suspension with a final volume of 10 ml enriched with 1% albumin diluted in
physiological serum was prepared for intramyocardial injection.

Direct transepicardial intramyocardial injection.

The non-viable site (acute myocardial infarction region) was identified during the
surgery; subsequently, the total volume of cells (10 ml) was injected using a retrobulbar
23 gauge needle, with 10 punctures that crossed the non-viable region with its akinetic
segments and the peri-infarct region.

The sample size was calculated using the software C4-Study Design Pack (Glaxo
Wellcome, v. 1.1). Statistical analysis was performed using the IBM software SPSS
Statistics v. 21. The comparison between both groups (coronary artery bypass grafting +
bone marrow mononuclear cell and coronary artery bypass grafting alone) was
performed using the chi-squared test and Fisher's exact test in the case of qualitative
variables and the Student T test for quantitative variables or, its non-parametric
counterpart, the Mann-Whitney U test for variables that failed to meet the normality

requirement.

Results.

17 patients completed the 9-month follow-up. No significant differences in
baseline characteristics and in the intraoperative variables were found when comparing
both groups. A minimum of 25 million of cells were implanted in the active treatment
group.

Coronary artery bypass grafting, improves the most outcome variables in both
groups independently of the bone marrow mononuclear cells grafting.

Nevertheless, no significant differences in the enhanced improvement in left

ventricular ejection fraction, left ventricular end-systolic volume, left ventricular end-
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diastolic volume, global wall motion score index, regional wall motion score index,
stress global wall motion score index, stress regional wall motion score index and in
total necrotic mass were found when comparing the control and stem cell groups
(table).

There is statistical trend when comparing the difference (presurgery and at 9
months) in the mean of non-viable akinetic segments recovered between both groups

(table).

Coronary artery | Coronary
bypass grafting artery
+ bone marrow bypass
Outcome variable p
mononuclear grafting
cells (n=8) mean (n=9)
(SD) mean (SD)
Increase of left ventricular ejection
7.47 (6.61) 6.99 (4.60) | 0.876
fraction (magnetic resonance imaging) (%)
Increase of left ventricular ejection
7.50 (6.61) 5.78 (6.48) | 0.596
fraction (echocardiogram) (%)
Non-viable akinetic segments recovered 2.50 (1.41) 1.28 (1.11) | 0.091
Decline in global wall motion score index
0.19 (0.21) 0.17 (0.18) | 0.780
(echocardiogram)
Decline in regional wall motion score
0.66 (0.56) 0.47 (0.36) | 0.400
index (echocardiogram)
Decline in global wall motion score index
0.22 (0.28) 0.28 (0.39) | 0.759
(magnetic resonance imaging)
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Decline in regional wall motion score

0.74 (0.60) 0.52 (0.38) | 0.415
index (magnetic resonance imaging)
Decline in global wall motion score index
0.15 (0.20) 0.18 (0.21) | 0.736
(stress-echocardiogram)
Decline in regional wall motion score
0.59 (0.65) 0.45(0.41) | 0.610
index (stress-echocardiogram)
Decline in left ventricular end-systolic
23.06 (25.03) 15.42 (13.93) | 0.442
volume (ml)
Decline in left ventricular end-diastolic
18.40 (29.89) 14.05 (19.72) | 0.725
volume (ml)
Decline in myocardial necrotic mass (gr.) 2.57 (4.68) 8.51(7.28) | 0.095

The mean of permeable bypasses at 9 months was 2.88+0.99 in the stem cell

group and 3.11+0.782 (p=0.591) in the control group. Both mammary arteries were

used in 50% of the patients from the stem cell group.

No complications associated with bone marrow mononuclear cells extraction and

grafting were observed.

Conclusions.

In conclusion, in our study the intramyocardial stem cells implant during surgical

revascularization in patients with acute myocardial infarction fails to improve

ventricular remodeling parameters.
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Descriptors (medical subject headings).

Myocardial infarction.

Stem cells.

Stem cell trasplantation.
Trasplantation autologous.
Bone marrow cells.
Hematopoietic stem cell transplantation.
Coronary artery by-pass grafting.
Coronary angiography.
Myocardium.

Magnetic resonance imaging.
Echocardiography.
Echocardiography, stress.
Ventricular function, left.
Coronary artery disease.
Myocardial ischemia.
Myocardial revascularization.
Ventricular dysfunction.
Heart failure.

Left-sided heart failure.
Acute coronary syndrome.
Electrocardiography.
Myoblasts.

Tachycardia, ventricular.

Atrial fibrillation.

34




Troponin T.

Stroke.
Mortality.

Heparin.

Blood cells.

Serum.

Ficoll.
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EFECTO DEL TRASPLANTE DE CELULAS MADRE
MONONUCLEADAS AUTOLOGAS DERIVADAS DE LA MEDULA
OSEA MEDIANTE INYECCION INTRAMIOCARDICA DIRECTA

ASOCIADO A REVASCULARIZACION CORONARIA

QUIRURGICA SOBRE LA FUNCION MIOCARDICA Y EL

REMODELADO VENTRICULAR POSTINFARTO DE

MIOCARDIO TRANSMURAL EN FASE SUBAGUDA.






INTRODUCCION







Introduccion

1- INTRODUCCION.

1-1 Cardiopatia isquémica e insuficiencia cardiaca.

La cardiopatia isquémica (CI), segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), es la primera causa de mortalidad en la poblacion mundial durante los
ualtimos 15 afios. La CI y el accidente cerebrovascular (ACV) son responsables de
aproximadamente 15 millones de fallecimientos en el mundo durante el afio 2015. Si
atendemos a la mortalidad ajustada por desarrollo econdémico, la CI sigue siendo la
primera causa de mortalidad en todos los paises excepto en aquellos con ingresos
bajos 0 en vias de desarrollo, en los cuales las primeras causas de mortalidad son las
infecciones respiratorias y la diarrea’. En este contexto, multiples reportes cientificos
y demograficos han declarado la CI como una de las causas mas importantes de
morbi-mortalidad en el mundo y un grave problema de salud publica global®. En
Espafia, se produjeron 422.568 defunciones durante el afio 2015 y la primera causa
de mortalidad fueron las enfermedades del sistema circulatorio (Figura 1).

Dentro de este grupo, las enfermedades isquémicas del corazon se mantienen
como la primera causa de muerte con un total de 33.769 fallecimientos®. Si
disgregamos la mortalidad por sexos y enfermedades durante el afio 2015, la Cl es la
primera causa de muerte en los varones con 19.563 fallecimientos y la segunda en las

mujeres (tras la enfermedad cerebrovascular) con 14.206 defunciones (Figura 2).
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Figura 1. Distribucion de defunciones seglin capitulos de la Clasificacion

Internacional de Enfermedades .

Capitulos de la CIE-10 N°de %
defunciones

Total Defunciones 422 568 100,0
Enfermedades del sistema circulatorio 124197 294
Tumores 111.381 26.4
Enfermedades del sistema respiratorio 51.848 12,3
Enfermedades del sistema nervioso y de los érganos de los sentidos 25835 6,1
Trastornos mentales y del comportamiento 21.333 50
Enfermedades del sistema digestivo 20.360 48
Causas externas de mortalidad 15.079 36
Enfermedades endocrinas, nutricionales y metabdlicas 14.065 3.3
Enfermedades del sistema genitourinario 12.169 29
Sintomas, signos y hallazgos anormales clinicos y de laboratorio 9.504 272
Enfermedades infecciosas y parasitarias 7.567 1.8
Enfermedades del sistema osteomuscular y del tejido conjunfivo 4148 1.0
Enfermedades de la sangre y de los érganos hematopoyéficos y ciertos

franstornos que afectan al mecanismo de la inmuinidad 2.028 0,5
Enfermedades de la piel y del tejido subcutaneo 1.563 04
Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias cromosémicas 802 0,2
Afecciones originadas en el periodo perinatal 674 0,2
Embarazo, parto y puerperio 15 0,0

Figura 2: Distribucion de defunciones ajustada por sexo segln las causas de

mortalidad mas frecuentes’.

Total Hombres Mujeres
Total defunciones 422.568 213.309 209.259
Enfermedades isquémicas del corazén 33.769 19.563 14.206
Enfermedades cerebrovasculares 28.434 12.077 16.357
Céncer de bronquios y pulmoén 21.596 17.239 4.357
Demencia 20.442 6.642 13.800
Insuficiencia cardiaca 19.029 6.944 12.085
Enf. cronicas de las vias respiratorias inferiores (ECVRI) 16.764 12.375 4.389
Enfermedad de Alzheimer 15.578 4.574 11.004
Enfermedad hipertensiva 12.675 4.052 8.623
Céncer de colon 11.526 6.668 4.858
Neumonia 10.209 5.229 4.980
Diabetes meliitus 10.181 4.421 5.760
Insuficiencia renal 6.490 2.994 3.49%
Céncer de pancreas 6.406 3.311 3.095
Cancer de mama 6.310 75 6.235
Cancer de prostata 5.757 5.757 -

(1) Causas con peso relativo superior a 1,3%

" Tomado de la OMS 2017. http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/es/.
" Tomado de la OMS 2017. http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/es/.
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Dentro de la CI, el infarto agudo de miocardio (IAM) tiene una especial
trascendencia, ya que el musculo cardiaco por si mismo posee una capacidad
limitada de regenerarse, y por tanto, la necrosis de una region miocérdica aboca
inevitablemente a la formacion de una cicatriz fibrosa. EI IAM conlleva una
mortalidad aguda entre el 10 y el 30%, vy es el responsable del 60-70% de las muertes
de causa cardiaca. Dependiendo del area afectada por la cicatriz del infarto y el
mecanismo de remodelado ventricular posterior, los pacientes pueden desarrollar una
disminucion progresiva e irreversible de la contractilidad cardiaca que conducira al
sindrome de insuficiencia cardiaca (IC) cronica.

La IC se ha revelado durante los ultimos afios como uno de los problemas de
salud publica de mayor envergadura por su incidencia, impacto social, econémico y
sobre todo humano, ya que supone una grave limitacion de la calidad de vida para el
individuo que la padece®. En los paises desarrollados, un 2% de la poblacién adulta
padece IC. La prevalencia de esta grave enfermedad aumenta exponencialmente con
la edad, siendo inferior al 1% en personas menores de 50 afios y superando el 8%
entre los mayores de 75 afios. El elevado nimero de casos de IC en Espafia esta
determinado fundamentalmente por el envejecimiento progresivo de su poblacion y
por el marcado aumento de la esperanza de vida®. Por otra parte, existen hipotesis
que argumentan que los avances en el tratamiento de la CI y el mejor control de los
factores modificables de riesgo cardiovascular” han conseguido reducir la mortalidad
de los pacientes, a expensas de que los supervivientes queden con una fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) deteriorada y desarrollen IC
posteriormente®. En estudios europeos, se ha estudiado la incidencia de la

insuficiencia cardiaca, describiéndose una tasa de 1,4 (cada 1.000 personas-afio) a los

“ Hipertension arterial, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, diabetes mellitus, tabaquismo,
sedentarismo, obesidad y homocisteinemia.
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50-59 afios a 3,1 a los 60-64 afios, 5,4 a los 65-69 afios, 11,7 a los 70-74 afios y
mayor de 17,0 a los 75 y més afios’.

En Espafia disponemos de un estudio sobre la incidencia de la IC, focalizado en
la poblacién de Puerto Real (Cadiz) entre los afios 2000 y 2007. La incidencia
encontrada fue de 2,96/1.000 personas-afio en 2000 y 3,90/1.000 personas-afio en
20078, Los valores, como puede comprobarse, son similares a los del estudio de
Framingham, realizado en Estados Unidos, en el cual, la incidencia de IC en los
mayores de 45 afios era de 4,7/1.000 personas-afio®.

Durante afios se han desarrollado multiples estrategias farmacoldgicas y no
farmacoldgicas (asistencias circulatorias, corazon artificial total, etc.) para mejorar el
tratamiento de la IC; sin embargo, ain no hemos conseguido de una forma eficiente
detener la evolucion a largo plazo de la IC terminal. Actualmente, el tratamiento del
que disponemos en la préactica clinica es el trasplante cardiaco, cuyas limitaciones
mas importantes son la desproporcién entre el nimero de donantes y receptores
potenciales y la necesidad de tratamiento inmunosupresor de por vida.

Como ya se ha comentado previamente, el IAM esta caracterizado por una
pérdida irreparable de cardiomiocitos y conlleva una gran morbimortalidad aguda
asociada. Los avances médicos en materia de reperfusién precoz de la arteria
coronaria responsable del infarto (fibrindlisis, angioplastia primaria, etc.) han sido
evidentes y han tenido un gran impacto en la supervivencia de las personas, ya que
consiguen limitar la extensién del IAM. El tamafio del infarto es el mayor factor
prondstico a largo plazo para desarrollar un sindrome de IC y ensombrecer el
prondstico vital de estos pacientes. A pesar de estas técnicas descritas, es frecuente
una disminucion cronica y progresiva de la FEVI y un remodelado ventricular

agresivo y negativo tras el infarto™®*".
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1-2 Las celulas madre como estrategia de regeneracion cardiaca.

Una célula madre o troncal es aquella que es capaz de dividirse
indefinidamente y diferenciarse a distintos tipos de células especializadas, no sélo
morfolégicamente sino también de forma funcional'®. Segin su potencial de

diferenciacion se pueden clasificar en:

e Totipotenciales: capaces de producir tejido embrionario y extraembrionario.

e Pluripotenciales: capaces de diferenciarse a tejidos procedentes de
cualquiera de las tres capas embrionarias.

e Multipotenciales: capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares

procedentes de la misma capa embrionaria®.

Clasicamente se ha aceptado que los cardiomiocitos son células diferenciadas
sin capacidad de replicarse, y por tanto sin capacidad de regeneracion. Sin embargo,
en contra de este pensamiento clasico, las lineas de investigacidn han descubierto que
el miocardio humano lesionado (ya sea por necrosis, rechazo, sobrecarga, infarto
etc.) puede regenerarse a partir de células madre™. De hecho, multiples estudios
sugieren que en pacientes que han sufrido un 1AM existe un pequefio porcentaje de
cardiomiocitos capaces de activarse y entrar en ciclo celular, aumentando, de este
modo, su tasa de regeneracion con el objetivo de reparar el musculo dafiado y evitar
el remodelado ventricular. Sin embargo, la baja proporcion de células activadas en
relacién al mdsculo dafado, la baja tasa de replicacion y la precaria y escasa
diferenciacion y funcionalidad de los nuevos cardiomiocitos hace que el impacto
clinico de este fenémeno sea muy limitado™.

Por ello, hace casi dos décadas, surgio la idea de regenerar y recuperar el tejido

cardiaco dafiado con la utilizacion de tratamientos de terapia celular mediante el
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trasplante de diferentes tipos de células madre progenitoras extracardiacas con el fin
de contribuir a evitar el remodelado postinfarto y el desarrollo ulterior de IC. La
investigacion clinica progresiva ha sugerido que las células madre pueden tener un
efecto reparativo neoangiogénico y neomiogénico beneficioso para el corazén
infartado. Estos hallazgos han alimentado la esperanza de evitar el remodelado
ventricular y el fallo cardiaco cuando las células madre se aplican en la fase aguda
(primeros 8 dias tras el infarto) y mejorar la contractilidad de las zonas con necrosis
ya establecida (y consecuentemente la FEVI a largo plazo) cuando se aplican en la
fase cronica (después de los 15 dias de padecer el infarto) del IAM™,

Varios estudios (en modelos animales y humanos) han reportado la reparacion
del miocardio dafiado tras un infarto agudo con la utilizacion de diversos linajes de
células madre: mioblastos®, células madre multipotenciales de la médula ésea’’,
células madre del corddén umbilical, células madre embrionarias, progenitores
adiposos y endoteliales®® e incluso plasmidos bacterianos y virales para vehiculacion
de genes de diferenciacion especifica'®. Existen series de casos actuales, en ratones,
con mejoria de la FEVI tras la inyeccion intracoronaria de genes (vehiculados por
plasmidos) implicados en la diferenciacion y reparacion celular de cardiomiocitos™.
Aunque las células madre embrionarias del cordon umbilical y la terapia génica con
plasmidos han demostrado la capacidad de diferenciarse in vitro a tejidos de las 3
capas embrionarias en modelos animales, su utilizacion en humanos es controvertida
por los problemas éticos y la posibilidad de desarrollo de neoplasias®®?"%.

Existen mdltiples estrategias dirigidas a la regeneraciéon del musculo cardiaco a

partir de células madre con capacidad miogénica®.

“ Formacién de nuevo tejido miocérdico y de nuevos vasos sanguineos respectivamente.
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1-2-1 Células madre embrionarias.
Las células madre embrionarias han demostrado su capacidad de
diferenciarse “in vitro”" a tejidos derivados de cualquier capa embrionaria®®?%,

abriendo nuevas perspectivas en el campo de la terapia celular regenerativa. Su

utilizacion en humanos presenta problemas técnicos importantes:

Las células embrionarias cuando son implantadas en animales forman

espontaneamente teratomas?.

e A pesar de su gran capacidad proliferativa, el control del proceso de
diferenciacion es extremadamente complejo.

e Existen problemas de rechazo debido a la existencia de diferencias en los
antigenos de histocompatibilidad entre las células embrionarias y el
receptor.

e La utilizacién de células madre embrionarias conlleva importantes

problemas éticos.

A partir de tejido fetal o de lineas celulares cultivadas “in vitro” se ha
observado que es posible conseguir injertos cardiacos estables en modelos
experimentales®®. Sin embargo, la funcionalidad a largo plazo de estos injertos y

los problemas descritos anteriormente condicionan su aplicabilidad clinica.

1-2-2 Células madre adultas.
La mayoria de datos existentes en la literatura médica son con células madre

adultas y extracardiacas®.

“ Técnica desarrollada en un ambiente controlado fuera de un organismo vivo.

47



Introduccion

1-2-2-1 Células madre del musculo estriado esquelético (mioblastos

esqueléticos).

Al contrario de lo que ocurre con el musculo cardiaco, el musculo

esquelético posee la capacidad de regenerarse a partir de sus propias células
madre (células satélite). Las células satélites o mioblastos se localizan por
debajo de la membrana que rodea las fibras musculares y permanecen en estado
quiescente?®. En respuesta a situaciones de estrés o traumatismos son capaces de
entrar en ciclo celular y proliferar, generando progenitores musculares con
capacidad de diferenciarse hacia células musculares esqueléticas y finalmente a
fibras musculares”’. Los mioblastos tienen potencial contractil tras la
diferenciacion (inherente a su naturaleza) y pueden ser cultivados y expandidos
“ex-vivo” en grandes cantidades®®. De hecho, Pagani et al. observaron que tras
el implante de mioblastos en humanos, éstos evolucionaban para formar
miotubos tras el analisis inmunohistoquimico del corazon después del trasplante
cardiaco de los pacientes®®.

La posibilidad de cultivar y expandir células satélite “in vitro” y los
estudios experimentales y clinicos que demuestran la versatilidad de las células
musculares esqueléticas capaces de adquirir caracteristicas tipicas de musculo
cardiaco®, han posibilitado el desarrollo de la Ilamada cardiomioplastia
dindmica y su aplicacion clinica en modelos animales y humanos®*®. La
preparacion de estas células es laboriosa y larga, por lo tanto, el trasplante de
mioblastos no puede realizarse para prevenir el remodelado en la fase aguda del
infarto. Unicamente podria beneficiar a pacientes que se encuentran en fase
cronica del 1AM vy clasicamente han sido implantados por via intramiocardica.

Los resultados de diferentes estudios indican que los mioblastos aut6logos
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infundidos directamente en el corazén son capaces de injertar y adaptarse al
musculo cardiaco, donde acaban su proceso de diferenciacion, transformandose
en fibras musculares. Aunque sugieren que se produce una transdiferenciacion
hacia fibras musculares con caracteristicas de masculo cardiaco (presencia de
discos intercalares, uniones GAP, expresion de conexina 43" etc.) en general la
diferenciacion funcional final de las células implantadas es mas parecida al
musculo esquelético que al masculo cardiaco, y por lo tanto, poseen dificultad
para trasmitir el estimulo electromecanico, entre otras importantes
limitaciones®*34%°,

Existen varios ensayos aleatorizados y series de casos en este campo con
resultados no uniformes.

Menasché et al.'® publicaron los resultados obtenidos en 10 pacientes con
FEVI inferior al 35% e implante de mioblastos en regiones necroticas antiguas
durante la cirugia de revascularizacion coronaria (CRC)" que no inclufa esas
areas. El seguimiento clinico medio fue de 10 meses. Ademas de una mejoria
de la clase funcional (CF)* y de la FEVI, que podria atribuirse a la
revascularizacion miocardica, se observd una mejoria de la contractilidad
regional en las zonas necréticas donde se implantaron los mioblastos.
Desafortunadamente, debe resefiarse que 4 pacientes necesitaron un
desfibrilador automético implantable (DAI) por arritmias graves en el
postoperatorio.

Herreros et al.*, inyectaron mioblastos obtenidos de una biopsia de

musculo estriado a 12 pacientes en regiones con |IAM antiguo durante la CRC.

“ Tipos de conexiones intercelulares y expresion de proteinas representativas de los cardiomiocitos.

" Cirugia de revascularizacion miocardica mediante bypass arterial 0 venoso, salvando la lesion de la
arteria afectada.

* Clase Funcional segiin la NYHA (ver anexo 1).
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Se observd una mejoria de la FEVI mediante ecocardiografia y de la viabilidad
mediante tomografia por emision de positrones (PET) en las regiones tratadas
frente a los segmentos que no recibieron terapia celular. A diferencia del
ensayo de Menasché et al., en este estudio no se observaron arritmias
ventriculares. Los autores atribuyeron dicha ausencia al uso de suero aut6logo
del paciente en la manipulacién y conservacion de los progenitores celulares.
La etiologia de estas arritmias sigue en estudio y probablemente tenga un
origen multifactorial (distribucion no homogénea de las uniones intercelulares
GAP, diferencia de isotipos de los canales ionicos de ambas estirpes celulares,
liberacion de mediadores inflamatorios, etc.). Dib et al. publicaron su
experiencia en trasplante de mioblastos autdlogos en pacientes con
miocardiopatia isquémica asociado a CRC o implante de dispositivos de
asistencia ventricular izquierda (DAVI) como puente a trasplante. Se trata de
un estudio no aleatorizado en el que se encontr6 una discreta mejoria de la
funcién cardiaca al afio y los dos afios de seguimiento; el analisis histolégico
del 6rgano de 4 pacientes que fueron trasplantados revel6 una supervivencia y
anidamiento significativo de los mioblastos en la zona del infarto previo®’. El
mecanismo de accion que pueda explicar estos resultados aun se encuentra en
debate. Se postulé la posibilidad de un buen acoplamiento electromecanico®,
pero posteriormente se observd una deficiente integracion eléctrica entre
miofibras esqueléticas y cardiacas®. En algunos estudios recientes explican
dicha mejoria por efecto paracrino de los mioblastos (y de practicamente

cualquier estirpe de progenitor implantado) sobre el tejido circundante™.
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1-2-2-2 Células progenitoras endoteliales.

Las células progenitoras endoteliales también han sido utilizadas con el
objetivo de la reparacion celular tras el IAM o la CI cronica. Esta estirpe
celular proviene de las células madre hematopoyéticas y se libera en la sangre
en pequefas cantidades en funcion de estimulos concretos. Suelen expresar
CD34+ (marcador de superficie de grupo celular positivo nimero 34), CD133+
y fundamentalmente factor de crecimiento del endotelio vascular (FCEV),

diferenciandose, por tanto, a endotelio vascular “in vitro”*

e incorporandose a
tejidos con procesos activos de neovascularizacion en humanos*.. Sin embargo,
a pesar de las prometedoras aplicaciones iniciales en este grupo, es una estirpe

celular limitada con un gran deterioro funcional (especialmente en pacientes

mayores y diabéticos) y con una expansion compleja “ex vivo”.

1-2-2-3 Células madre adultas derivadas de la médula ésea.

Las células madre adultas (células madre obtenidas de tejidos adultos) han
demostrado su capacidad de diferenciarse a tejidos derivados de las tres capas
embrionarias. En concreto, diversos trabajos han demostrado que existen
células en la médula 6sea adulta como las células madre hematopoyéticas y las
células madre multipotenciales, con capacidad de diferenciarse a tejido
endotelial y musculo cardiaco en modelos animales, contribuyendo a regenerar
el tejido miocardico dafiado y a mejorar la funcién cardfaca****.

Inicialmente, varios estudios preclinicos indicaron que después de

producirse un IAM, el trasplante intramiocardico de células progenitoras

derivadas de la médula 6sea autdlogas, resulta en una regeneracion de todos los

“ Célula madre sanguinea inmadura con capacidad para diferenciarse en cualquiera de los 3 tipos de
células sanguineas: hematies, leucocitos o plaquetas.
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elementos de la estructura miocérdica que es funcionalmente eficaz*. Este
mismo efecto parece observarse cuando en lugar de implantar las células, se
administran factores estimulantes de crecimiento de granulocitos (FECG) que
estimulan la produccion de progenitores por parte de la médula désea y se
favorece su salida al torrente circulatorio. Este fendmeno da lugar al
anidamiento selectivo de dichos progenitores en la zona necrética del corazon,
con marcada multiplicacion intramiocardica, regeneracion de los diferentes
componentes del tejido cardiaco, y claro beneficio en mortalidad, tamafio del
infarto, recuperacion del espesor miocérdico y volimenes ventriculares™.

Entre las células madre hematopoyéticas podemos dividir los estudios de
regeneracion cardiaca en trabajos con células mononucleadas sin seleccionar y
ensayos en los que han utilizado células madre purificadas. La mayor parte de
los estudios clinicos realizados han utilizado células sin seleccionar, es decir un
conjunto celular que incluye células madre mononucleares derivadas de la
médula 6sea (CMMAMO) y células sin seleccionar.

Galifianes et al.* observaron una mejoria de la contractilidad cardiaca
valorada con ecocardiograma, en los segmentos miocardicos que se habian
tratado quirdrgicamente con CRC con circulacién extracorpérea (CEC) e
implante de células, sin observarse mejoria en los segmentos miocardicos que
habian recibido uno de los dos tratamientos aislados. Quedd demostrada la
seguridad del tratamiento, no observandose ningun tipo de complicaciones
relacionadas con el implante celular.

Por otro lado Patel et al.*® randomizaron 20 pacientes en dos grupos:
CRC sin CEC con o sin implante de células. Tampoco aqui se observaron

complicaciones relacionadas con el implante celular, y se hall6, de manera
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estadisticamente significativa, mediante ecocardiografia, PET y angiografia, un
mayor aumento de la contractilidad cardiaca en el grupo de pacientes con
implante de células.

Si atendemos a los estudios con células purificadas, la expresion del
antigeno de superficie 133+ define una poblacién de células madre enriquecida
en progenitores hemangioblasticos (célula con capacidad de diferenciarse tanto

4748 stamm et al.

a células hematopoyéticas como a células endoteliales)
implantaron células madre purificadas y enriquecidas en CD133+ en los bordes
del infarto durante la CRC en 6 pacientes. Durante un seguimiento de 3-9
meses se observo una mejoria de la FEVI en 4 pacientes y una mejoria de la
perfusion en 5 de ellos. Posteriormente ampliaron el estudio a 12 pacientes
demostrando con escintigrafia con talio” un aumento de la perfusion local en el
area infartada tratada con células madre y un aumento medio de la FEVI desde
39.7% a 48.7%".

Actualmente, un nimero importante de reportes cientificos en humanos
ratifican la mejoria de la FEVI, del remodelado ventricular (volumen
telesistdlico -VTS- y volumen telediastélico -VTD- del ventriculo izquierdo),
del grosor miocardico y del tamafio del IAM tras el implante de células madre

autologas de la médula 6sea (y de otros origenes) en pacientes con IAM en fase

aguda o crénica®.

1-3 Supervivencia celular.
Uno de los grandes retos del implante celular es la supervivencia de los

progenitores una vez que se han implantado en el miocardio®. Las células madre

“ Prueba diagnéstica de medicina nuclear que permite estudiar cuantitativa y cualitativamente el flujo
sanguineo del miocardio.
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trasplantadas deben sobrevivir e integrarse en el tejido muscular cardiaco del
huésped para proporcionar los efectos beneficiosos esperables. Una ventaja de las
células madre es su potencial para proliferar y diferenciarse en diferentes subtipos
celulares que se pueden adaptar al medio para sobrevivir; sin embargo, segin los
datos observados solamente un pequefio ndmero de células sobrevive tras el
implante. EI mecanismo molecular por el cual las células madre mueren en el
corazon isquémico en grandes cantidades obedece a factores dependientes de la
isquemia, respuesta inflamatoria, factores enddgenos y factores proapoptéticos™.
Otros mecanismos descritos para explicar la muerte celular son el dafio durante el
injerto, la fuga de células a otros territorios y la pobre migracion homogénea hacia el
musculo tras la inyeccion. Se han descrito multiples estrategias para promover la
supervivencia celular después del trasplante, incluido el uso de factores de
crecimiento, quimiotacticos, factores inducibles por hipoxia y agentes
antiapoptoticos®>**** Existen mdltiples métodos para valorar la supervivencia
celular tras el implante de progenitores. La gran mayoria de los mismos incluyen
pruebas de medicina nuclear (gammagrafia, PET, pruebas con radionucleétidos e
inmunohistoquimica, etc.) con marcadores especificos para detectar la presencia

celular en el tejido diana.

1-4 Ventana terapéutica y vias de aplicacion de las células madre.

La ventana terapéutica para la aplicacion de células madre en el IAM no esta
claramente definida. En un implante quirdrgico, seria conveniente evitar los 5
primeros dias de la fase aguda, puesto que la inflamacion y el dafio tisular podria
comprometer el anidamiento de los progenitores exdgenos. A partir de las dos

semanas postinfarto se desarrollan de manera irreversible los procesos de
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cicatrizacion responsables del remodelado cardiaco, causante de la disfuncion de la
contractilidad miocardica. Parece claro que en determinadas circunstancias y
momentos, la administracion de las células madre puede mejorar la contractilidad y
la FEVI, sin embargo, sus posibilidades para limitar o incluso revertir el remodelado
ventricular necesitan aun ser investigadas.

Las vias de aplicacion de las células madre descritas hasta el momento
incluyen el acceso intravascular (intracoronario o intravenoso, aunque este Gltimo
presenta el problema del anidamiento de células en otros 6rganos ademas del
corazén) o bien directamente por administracion intramiocardica (por via quirurgica
0 mediante catéter y mapeado electromecanico para la identificacion de las zonas de
miocardio viable y no viable).

La via intracoronaria es la mas ampliamente utilizada para el implante de
células madre autélogas®”***°. Dicha via posee un porcentaje de anidamiento celular

miocéardico sensiblemente bajo®*®*

en comparacién con la via intramiocardica. El
abordaje intramiocardico es fundamental cuando el paciente es subsidiario de una
CRC asociada, pudiéndose beneficiar del implante de células en el mismo acto
quirdrgico. Existen escasos estudios aleatorizados con grupo control, en humanos, y
en los cuales, las células madre hayan sido implantadas por via intramiocéardica
directa asociada a cirugia de revascularizacién miocardica quirdrgica®®*’ 2%, En
todos estos estudios, el implante celular fue en fase crénica de la IC tras el IAM, y en

los trabajos de Zhi Qi et al. y Fujian Duan et al.®*®

el implante se llevd a cabo a
través del injerto del bypass, y no directamente por puncién intramiocardica. No
existen estudios aleatorizados con control, con implante celular autélogo de la

médula 6sea intramiocardico asociado a CRC con CEC en fase subaguda del infarto

(10-15 dias después del IAM).
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Ademas, los estudios referentes al uso de células madre en este campo, son
heterogéneos en cuanto al disefio, metodologia, clase y tipificacion celular mas
efectiva, seguridad en el implante, recuento celular, momento de implantacion de las
células (para garantizar el mejor anidamiento y diferenciacion en cardiomiocitos
funcionales) y via de implantacion.

La resonancia magnética (RM) con gadolinio presenta un perfil de sensibilidad
y especificidad muy alto para la valoracién de la funcién cardiaca, del remodelado
ventricular y de la anatomia y motilidad regional del area infartada. Cuando se asocia
RM, ecocardiografia basal y ecocardiografia de estrés se consigue una valoracion

integral de la funcion cardiaca de estos pacientes.
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2- HIPOTESIS DE TRABAJO.

En comparacion con el tratamiento convencional, la estimulacién en fase
subaguda de la regeneracion miocardica mediante inyeccion directa intramiocardica de
CMMAMO asociada a CRC convencional, en pacientes con IAM transmural
evolucionado (que no han recibido reparacién percutanea adecuada de la arteria
responsable del infarto), reduce el remodelado ventricular adverso e induce una mejoria
de la contractilidad miocérdica ventricular izquierda global y regional de la zona

infartada.
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3- OBJETIVOS DEL ESTUDIO.

3-1 Objetivo principal general.

Demostrar que en los pacientes con IAM transmural no revascularizado,
sometidos a implante de CMMAMO mediante inyeccion directa intramiocérdica en
fase subaguda (entre 10 y 15 dias posteriores al infarto) en asociacion con CRC
(grupo de tratamiento activo), se produce un aumento de la funcion cardiaca, una
disminucion de los volumenes ventriculares y una mejoria de la contractilidad en las
regiones infartadas a los 9 meses de la cirugia (en situacion basal y de estrés)
superior a lo observado en pacientes sometidos al tratamiento de CRC aislada

convencional (grupo control).

3-2 Objetivos principales especificos.
Para conseguir el objetivo principal general expuesto en el aparatado anterior,
se analizaran los siguientes pardmetros en ambos grupos de tratamiento a los 9 meses

de la CRC:

e Modificacion a los 9 meses en la FEVI, medida por RM y ecocardiograma,
en comparacion con el valor basal obtenido (por medio de las mismas
técnicas), en la primera semana post-aleatorizacion.

e Modificacion a los 9 meses en el indice de motilidad global del ventriculo
izquierdo (GWMSI) y en el indice de motilidad regional del area infartada
del ventriculo izquierdo (RWMSI) , medido por RM y ecocardiograma, en
comparacion con el valor basal obtenido (por medio de las mismas
técnicas), en la primera semana post-aleatorizacion.

¢ Modificacion a los 9 meses en el GWMSI y RWMSI en condiciones de

maximo estrés medido con ecocardiograma de estrés con dobutamina, en
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comparacion con el valor basal obtenido (por medio de la misma técnica) en
la primera semana post-aleatorizacion.

e Modificacion a los 9 meses en los VTS y VTD del ventriculo izquierdo,
medidos por RM, en comparacion con el valor basal obtenido (por medio de

la misma técnica) en la primera semana post-aleatorizacion.

3-3 Objetivos secundarios generales.

e Demostrar mediante RM que la masa necroética miocardica (MNM) del area
infartada  (calculada mediante RM con gadolinio) disminuye, en los
pacientes que han recibido trasplante de CMMAMO mediante inyeccién
directa intramiocardica en fase subaguda, en comparacion con los pacientes
del grupo control, a los 9 meses de la aleatorizacion.

e Demostrar mediante RM con realce tardio con gadolinio que el nimero de
segmentos acinéticos recuperados en el area infartada es mayor en los
pacientes que han recibido el trasplante de CMMAMO, en comparacién con
los pacientes del grupo control tras 9 meses de la aleatorizacion.

e Demostrar que el trasplante quirdrgico de CMMAMO, en asociacion a CRC
en fase subaguda del IAM no reperfundido es un procedimiento seguro.
Para ello se compara la incidencia de eventos cardiacos (muerte, re-infarto,
arritmias y episodios de IC) y eventos totales cardiacos y no cardiacos
(complicaciones hemorragicas, vasculares, gastrointestinales, cerebrales,
hepaéticas, respiratorias, infecciosas, etc.) entre el grupo que recibe trasplante
de CMMAMO vy el grupo control.

e Tipaje y estudio de viabilidad de las células progenitoras extraidas de

médula 6sea para su implante intramiocardico (fenotipos CD117+, CD133+
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y CD34+") para correlacionar la riqueza de una determinada poblacién con

la eficacia clinica del trasplante.

3-4 Objetivos secundarios especificos.

Para conseguir los objetivos secundarios generales expuestos en el apartado
anterior, se analizaran las siguientes variables en ambos grupos de tratamiento a los 9

meses de la CRC:

3-4-1 A los 30 dias.

¢ Incidencia de eventos/acontecimientos adversos mayores (ver anexo 2),
definidos como cualquier evento (relacionado o no con los drganos,
medicamentos o intervenciones que intervienen en el estudio) que
produce la muerte, pone en riesgo la vida del paciente, prolonga la
hospitalizacion inicial, requiere nueva hospitalizacién, o resulta en
invalidez significativa o permanente del paciente.

e Incidencia combinada de eventos cardiacos mayores definidos como
muerte cardiaca, IAM (re-elevacion de proteinas creatin-kinasa o0
fraccion MB de la proteina creatin-kinasa (CK/CK-MB) > 2 veces el
limite superior de la normalidad 6 elevacion significativa de troponina T
(TnT), o necesidad de revascularizacion del arbol coronario, mediante
angioplastia o nueva CRC.

e Incidencia aislada de cada uno de los eventos cardiacos mayores

consignados en el apartado anterior.

“ “Cluster determination” 6 marcador de grupo celular: son proteinas de superficie que caracterizan
diferentes tipos de células. Concretamente el CD34 se expresa en células madre precursoras de
hematopoyesis. EI CD117 se expresa en células pluripotenciales de la médula ésea adulta.
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e Incidencia de arritmias graves, definidas como la evidencia de
taquicardia ventricular (TV) sostenida o reanimacion por muerte stbita
en el postoperatorio de la cirugia cardiaca.

e Incidencia de complicaciones vasculares o hemorragicas graves,
definidas como aquellas que producen dafio cerebral permanente,
requieren intervencion quirdrgica 0 transfusion de hemoderivados,
prolongan la estancia hospitalaria inicial, o requieren nueva
hospitalizacion.

e Incidencia de cualquier complicacion cardiaca o0 no cardiaca
(complicaciones hemorragicas, vasculares, gastrointestinales, cerebrales,
hepaticas, respiratorias, infecciosas, etc.) no definida en apartados

anteriores.

3-4-2 A los 9 meses.

e Cambio en la MNM del area infartada, medido por RM, en comparacion
con el valor basal, obtenido por la misma técnica en la primera semana
post-aleatorizacion.

e Cambio en el nimero de segmentos acinéticos no viables recuperados,
medido por RM con realce tardio con gadolinio, en comparacion con el
valor basal, obtenido por la misma técnica, en la primera semana post-
aleatorizacion.

¢ Incidencia de eventos adversos mayores (ver anexo 2), definidos como
cualquier evento (relacionado o no con los drganos, medicamentos o

intervenciones que intervienen en el estudio) que produce la muerte, pone
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en riesgo la vida del paciente, prolonga la hospitalizacion inicial, requiere
nueva hospitalizacion o resulta en invalidez significativa o permanente.
Incidencia combinada de eventos cardiacos mayores definidos como:
muerte cardiaca, infarto de miocardio (re-elevacion de CK/CK-MB > 2
veces el limite superior de la normalidad), o necesidad de
revascularizacion del arbol coronario, mediante angioplastia o nueva
CRC.

Incidencia aislada de cada uno de los eventos cardiacos mayores
consignados en el aparatado anterior.

Incidencia de arritmias graves, definidas como la evidencia de TV
sostenida o reanimacion por muerte subita.

Incidencia de complicaciones vasculares o hemorragicas graves,
definidas como aquellas que producen dafio cerebral permanente,
requieren intervencion quirdrgica 6 transfusion de hemoderivados,
prolongan la estancia hospitalaria inicial, o requieren nueva
hospitalizacion.

Incidencia de cualquier complicacion cardiaca o no cardiaca
(complicaciones hemorragicas, vasculares, gastrointestinales, cerebrales,
hepaticas, respiratorias, infecciosas, etc.) no definida en apartados

anteriores.

67






MATERIAL Y METODOS







Material y Métodos

4- MATERIAL Y METODOS.

El estudio presentado es un ensayo clinico unicéntrico, prospectivo, controlado
externamente (ver anexo 3), con analisis centralizado de datos (Icicorelab”, Valladolid,
Spain), aleatorizado a doble ciego con grupo control y coordinado por el Hospital
Clinico Universitario de Valladolid en colaboracion con el Servicio de Hematologia del
Hospital Universitario del Rio Hortega de Valladolid y con el Instituto de Biologia y
Genética Molecular (IBGM) de la Universidad de Valladolid. EI ensayo clinico consta
con la aprobacion del comité ético independiente’ y ha sido desarrollado acorde con la
Declaracion de Helsinki* y las normas de Buena Practica Clinica de la Unién Europea y
el Ministerio de Sanidad y Consumo del Gobierno Espafiol. Se incluyeron un total de 20
pacientes respetando estrechos criterios de inclusion (Tabla 1) y exclusién (Tabla 2)
con IAM transmural evolucionado de cualquier localizacion (categorizado segun la
clasificacion clinica de Killip-Kimball®), no revascularizado, con alteracion de la
motilidad de la region infartada, indicacion de CRC y FEVI menor al 50% (determinada
por ventriculografia posterior al IAM) desde el afio 2007 hasta el 2015, tras firmar el
consentimiento informado™ pertinente. El ensayo clinico respetd estrictamente las
directivas sobre los ensayos clinicos en humanos segun la Legislacién Espafiola’. Los
pacientes, tras la realizacion de cateterismo cardiaco (dentro de las 72h siguientes al
inicio de los sintomas) fueron aleatorizados a dos grupos en los 10 dias posteriores a
sufrir el 1AM. El grupo de tratamiento activo (grupo celular) recibio implante de

CMMAMO mediante inyeccion directa intramiocardica en la zona infartada y peri-

" Unidad de Imagen del Instituto de Ciencias del Corazén del Hospital Clinico Universitario de
Valladolid.

" Consideraciones éticas (ver anexo 4).

* Declaracion de Helsinki (Asociacion Médica Mundial, 182 Asamblea, 1964) en su Gltima version
revisada (64% Asamblea General, Fortaleza, Brasil, octubre 2013) (ver anexo 5).

% Seguin la Clasificacion de Killip-Kimball en cuanto a la gravedad del IAM (ver anexo 6).

“ Formulario original de consentimiento informado del estudio (ver anexo 7).

™ Real decreto 1090/2015, de 4 de Diciembre, por el que se regulan los ensayos clinicos con
medicamentos, los Comités de Etica de las investigaciones con medicamentos y el Registro Espafiol de
Estudios Clinicos (ver anexo 8).
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infarto entre el 10° y 15° dia posterior al IAM (fase subaguda) asociado a CRC bajo
CEC frente al grupo control, que Unicamente recibio CRC aislada con implante de suero

salino fisioldgico (SSF) en la zona infartada (Figura 3):

1. Grupo de tratamiento activo (CRC asociada a CMMAMO): Pacientes con necesidad

anatomica de CRC con CEC. Ademas se asocia implante de CMMAMO mediante
inyeccion directa intramiocérdica en fase subaguda entre el dia 10° y el 15° posterior

al infarto.

2. Grupo control (CRC aislada): Paciente con necesidad anatomica de CRC con CEC

realizada en fase subaguda entre el dia 10° y el 15° posterior al 1AM, asociando
inyeccion intramiocardica de SSF bajo las mismas condiciones del grupo de

tratamiento celular activo.
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Figura 3: Diagrama de métodos del ensayo clinico ™.

SELECCION DE PACIENTES SEGUN CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

*Ecocardiografia de estrés.

Indicacion de revascularizacion ] “Auggrallacoromarixcon
miocardica quirdrgica ventriculografia (72h tras IAM).

*RMN con contraste gadolinio.

\ 4

Aleatorizacion: 1- 10 dias tras el IAM

! !

Grupo de tratamiento: CRC + Obfencién de CMMAMO Grupo control: CRC aislada +
implante intramiocardico de a0 sdeccionadas implante intramiocardico de
CMMAMO (10-15 dias después suero salino (10-15 dias

del IAM) después del IAM)
| ]
v
Control clinicoy Holter-ECG 24h }Al alta

3 meses

Control clinico, analitico y Holter-ECG 24h

-9 meses

Control clinico, Holter-ECG 24h, ecocardiografia de
estrés, angiografia coronaria/ TAC coronario
multidetector y RM con contraste gadolinio

“ ECG: Electrocardiograma.
" TAC: Tomografia axial computerizada.
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Tabla 1: Criterios de inclusion en el ensayo clinico.

Edad comprendida entre 30 y 80 afios.

Infarto de miocardio agudo transmural evolucionado con un maximo de 10 dias de

evolucion.

Caracteristicas definitorias del infarto agudo de miocardio:

e Curva enzimatica tipica de necrosis miocardica, medida mediante troponina | y

T y troponina ultrasensible en su defecto.

e Presencia de onda Q patoldgica (200 milisegundos o voltaje superior al 25% de
la onda R en la misma derivacion) en al menos 2 derivaciones del

electrocardiograma (ECG) de superficie correspondientes al area infartada.

Alteracion en la motilidad miocardica regional del infarto (detectada mediante

ventriculografia en el cateterismo previo a la cirugia).

Indicacion quirdrgica de CRC sin realizacién previa de revascularizacion percutanea.
Dicha indicacion se realizard en la primera sesion médico-quirdrgica posterior al

cateterismo.

FEVI entre el 25 y 50%, determinada por ventriculografia.
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Tabla 2: Criterios de exclusion en el ensayo clinico.

Clase clinica IV de la New York Heart Association (NYHA) o Killip IV" durante el

IAM, previo a la indicacion de cirugia.

Complicacién mecanica del infarto’.

Historia de TV sostenida ¢ fibrilacion auricular (FA) posterior a las 24 horas del IAM.

Portador de DAI.

Cirugia cardiaca previa de cualquier tipo.

Tratamiento con cualquier farmaco en investigacion durante las 4 semanas previas al

infarto.

Uso actual o prevision de uso potencial de drogas antineoplésicas.

Historia de neoplasia (tumoracion) maligna en los ultimos 5 afos.

Uso actual o prevision de uso potencial de drogas inmunosupresoras.

Tratamiento previo con revascularizacion transmiocéardica con laser.

Mujeres en edad fértil, a no ser que exista un test de embarazo negativo.

Cualquier enfermedad que potencialmente pueda afectar a la supervivencia del paciente

durante la duracion del estudio.

Hemopatia maligna previa (leucemias, linfomas etc.) 6 enfermedades que cursen con
estados de hipercoagulabilidad (sindrome antifosfolipidico, déficit de antitrombina IlI,

proteina C, proteina S, Factor V de Leiden).

Insuficiencia renal previamente conocida con creatinina > 2,5 mg/dL.

“ Segun la Clasificacion de Killip-Kimball en cuanto a la gravedad del IAM (ver anexo 6).
" Rotura de pared libre cardiaca, aneurisma ventricular, rotura del septo interventricular o rotura de
musculo papilar.
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Accidente cerebrovascular de cualquier tipo en el dltimo afio o accidente

cerebrovascular hemorrégico en cualquier momento previo.

Paciente en espera de procedimiento de cirugia mayor de cualquier localizacion en el

préximo afo.

Enfermedad vascular previamente conocida que impida la realizacion de un cateterismo.

No firmar el consentimiento informado.

Se realiz6 un seguimiento exhaustivo de los pacientes hasta los 9 meses
postoperatorios.
El protocolo de pruebas y valoracion clinica durante el ingreso y a los 9 meses

de seguimiento se detallara a continuacion.

4-1 Resumen del protocolo de seguimiento del paciente.

4-1-1 Durante el ingreso hospitalario.

e Estudio hemodinamico inicial (cateterismo cardiaco basal): Se realizara
en las primeras 72 horas postinfarto y constard de ventriculografia y
coronariografia selectiva de arteria coronaria derecha e izquierda.

e RM (basal): Se realizara previa a la cirugia y se obtendran datos acerca
de los volumenes ventriculares, FEVI, contractilidad global y regional
del area infartada, MNM y nimero de segmentos acinéticos no viables
del area infartada mediante realce tardio con Gadolinio.

e Ecocardiograma de estrés con dobutamina. Se realizara previo a la

cirugia y se obtendran datos acerca de la FEVI, contractilidad global y
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regional del area infartada y nimero de segmentos acinéticos no viables
del area infartada en condiciones basales y de estres.

e Analiticas seriadas para controlar la evolucion de las tres series
heméticas, la fraccion N-terminal del péptido cerebral natriurético (NT-
proBNP) y el estado inflamatorio: Proteina C reactiva (PCR),
procalcitonina (PCT) a partir de muestras obtenidas el primer dia
posterior a la aleatorizacién y antes del alta.

e Control clinico pre-alta: Constard de exploracion fisica completa del

paciente, ECG, radiografia de torax y holter-ECG de 24 horas.

4-1-2 A los 3 meses de la cirugia.

e Control clinico: Constara de valoracion del estado clinico, optimizacion
de tratamiento, registro de eventos adversos, exploracion fisica
exhaustiva, ECG, radiografia de torax y holter de 24 horas.

e Analitica que incluird perfil renal, hepatico, hemograma, foérmula

leucocitaria y estudio completo de coagulacion.

4-1-3 A los 6 meses de la cirugia.

e Control clinico: Constara de valoracion del estado clinico, optimizacion
de tratamiento, registro de eventos adversos, exploracion fisica
exhaustiva, ECG, radiografia de torax y holter-ECG de 24 horas.

e Analitica que incluird perfil renal, hepéatico, hemograma, formula

leucocitaria y estudio completo de coagulacion.
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4-1-4 A los 9 meses de la cirugia.

e Control clinico completo similar al mencionado en los apartados
anteriores de 3 y 6 meses de seguimiento.

e Analitica que incluird perfil renal, hepatico, hemograma, formula
leucocitaria y estudio completo de coagulacion.

e RMN cardiaca: Se obtendrdn datos acerca de los volimenes
ventriculares, FEVI, contractilidad global y regional del area infartada,
MNM vy nimero de segmentos acinéticos no viables del area infartada

mediante realce tardio con Gadolinio.

e Estudio hemodindmico inicial (cateterismo cardiaco) con ventriculografia
y coronariografia selectiva o tomografia axial computerizada (TAC)
coronario multidetector.

e Ecocardiograma de estrés con dobutamina. Se obtendran datos acerca de
la FEVI, contractilidad global y regional del area infartada y nimero de
segmentos acinéticos no viables del area infartada en condiciones basales

y de estrés.

4-2 Protocolo de tratamiento previo a la intervencién quirurgica.
4-2-1 Uso de farmacos antiagregantes.
Se administrard &cido acetil-salicilico de forma continuada (100-300
miligramos (mg)/ dia), salvo alergia u otra contraindicacion (como alternativa se
administrara clopidogrel 75 mg/dia), hasta el momento de la indicacion

quirdrgica.
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4-2-2 Uso de beta-bloqueantes.

Los pacientes del estudio que no presenten contraindicaciones recibiran

tratamiento beta-blogueante:

e Esrecomendable que el tratamiento beta-bloqueante se instaure en la fase
aguda del IAM y se mantenga durante un periodo minimo de 24 meses.

o El tratamiento beta-blogueante puede iniciarse por via intravenosa u oral
en la fase aguda del infarto siempre que la presién arterial sistolica sea
superior a 100 milimetros de mercurio de presion (mmHg) y la
frecuencia cardiaca mayor de 60 latidos/minuto.

e Si el tratamiento beta-bloqueante no puede instaurarse en la fase aguda
del infarto, debe instaurarse por via oral antes del alta hospitalaria, si no
existen contraindicaciones para ello.

e EIl farmaco de eleccion en nuestro estudio inicialmente es el atenolol que
puede administrarse mediante una dosis intravenosa inicial de 5 mg en 2
minutos que se repetira 10 minutos después, comprobando antes de la
repeticion que la presién arterial sistélica es superior a 100 mmHg y la
frecuencia cardiaca supera los 60 latidos/minuto. Posteriormente se
administraran 50-100 mg al dia por via oral en dosis Unica, lo que se
mantendra al menos durante el primer afio.

e Como alternativa al atenolol se empleara el metoprolol, que puede
administrarse mediante una dosis intravenosa inicial de 15 mg durante 2
minutos, que se repetira transcurridos 10 minutos y 20 minutos desde la
primera dosis, comprobando antes de cada repeticion que la presion
arterial es superior a 100 mmHg vy la frecuencia cardiaca supera los 60

latidos/minuto. Posteriormente, se administraran 50 mg cada 6 horas por
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via oral durante 48 horas seguidos de una dosis de mantenimiento de 100

mg cada 12 horas durante al menos 1 afio.

Alternativamente a los dos anteriores se empleard también el bisoprolol,

unicamente por via oral, 5mg al dia hasta una dosis maxima de 10 mg al

dia y se mantendré al menos el primer afio tras el infarto.

La presencia de signos de IC moderada o severa (Clase Killip Il o

superior) durante las primeras horas tras el infarto puede limitar la

administracion inicial de beta-bloqueantes por via intravenosa. Sin

embargo, esta circunstancia, cuando es transitoria, constituye una

indicacion clara para la administracion de beta-bloqueantes por via oral

antes del alta y para el mantenimiento indefinido de esta terapia.

Los beta-blogueantes estan claramente contraindicados si se da alguna de

las circunstancias siguientes, cualquiera de las cuales obliga a desestimar

o0 interrumpir su administracion:

++ Frecuencia cardiaca inferior a 60 latidos / minuto.

+ Presion arterial sistolica inferior a 100 mmHg.

+¢+ Signos de ins