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Resumen

Objetivos

El objetivo de este estudio es determinar si existe un efecto deletéreo de la
terapia celular sobre la reestenosis y la progresion de la aterosclerosis tras un
infarto agudo de miocardio con elevacion persistente del ST (IAMEST). Se evaluan
con angiografia cuantitativa los resultados de tres formas diferentes de terapia

celular en un estudio aleatorizado y con grupo control.
Metodologia y resultados

Ciento veinte pacientes con IAMEST fueron aleatorizados a recibir células
progenitoras presentes en la fraccion mononuclear de médula 6sea (CMMO), factor
estimulador de colonias granulociticas (G-CSF), ambas terapias o ninguna.
Comparamos los cambios angiograficos desde el momento basal a un seguimiento
de 9 meses en los segmentos recubiertos de stent o distales a él en la arteria
responsable (ARI), asi como en otra arteria diferente a la que llamamos
contralateral. No se hallaron diferencias entre grupos respecto de la pérdida
luminal en segmentos tratados (-0.03£0.5 vs -0.10+0.5 vs -0.19+0.4 vs -0.11+£0.7,

p=0.74). Tampoco se encontraron diferencias en los segmentos distales de los
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diferentes grupos frente al control: CMMO (0.12+0.2 vs 0.00+0.2, p=0.36), G-CSF
(-0.08+0.3 vs 0.00+0.2, p=0.67) o terapia combinada (-0.07+0.3 vs 0.00+0.2,
p=0.76). El andlisis de una arteria contralateral tampoco evidencié diferencias
significativas entre los cuatro grupos de tratamiento (-0.52+0.3 vs 0.04+0.4 vs

0.14+0.4 vs -0.11+0.4, p=0.09).

Conclusion

Estos hallazgos sugieren que el uso de terapia celular, en cualquiera de los tres
métodos evaluados, no esta asociado a mayor hiperplasia intimal ni progresion
acelerada de la enfermedad aterosclerética coronaria en un seguimiento a medio

plazo.
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INTRODUCCION
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El Endotelio

I. EL ENDOTELIO SANO

a. La estructura de la arteria sana

Intima o endotelio

Las arterias sanas tienen una estructura trilaminar. La capa mas interna, la tanica
intima, es delgada al nacer. A veces se la define como una fila Unica de células

endoteliales sobre una lamina basal, pero la realidad es mas compleja.

La célula endotelial de la intima constituye el punto crucial de contacto con la
sangre. Estas células poseen mecanismos reguladores de radical importancia para

la homeostasis y no funcionan adecuadamente si existe enfermedad vascular.

Por ejemplo, la célula endotelial es de las pocas superficies, naturales o
sintéticas, capaces de mantener la sangre en estado liquido durante un contacto
prolongado. Esta compatibilidad con la sangre tan importante se debe en parte a la
expresion de moléculas de proteoglicanos heparan-sulfatos en su superficie. Estas

moléculas, como la heparina, sirven como cofactor a la antitrombina III, de modo
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que pueda inactivar la trombina. Ademas, la superficie de la célula endotelial
también contiene trombomodulina, que se une a la trombina y ejerce propiedades
antitrombdticas activando a las proteinas S y C. Por otra parte, si un trombo se
empieza a formar, la célula endotelial normal posee mecanismos fibrinoliticos en su
superficie, ya que es capaz de producir enzimas que catalizan la activacion del

plasmindgeno, que se transforma en plasmina, una enzima fibrinolitica.

Esta capa monolaminar de células endoteliales descansa sobre una membrana
basal que contiene colageno no fibrilar (tipo IV), laminina, fibronectina y otras
moléculas extracelulares. Con la edad, las arterias desarrollan una intima mas
compleja. Aparece un tejido conectivo o matriz subendotelial que contiene células
musculares lisas y colageno del tipo fibrilar (tipos I y III). La célula muscular lisa
produce los componentes de la matriz extracelular de la intima. La presencia de
una intima mas compleja, conocida por los patdlogos como engrosamiento difuso
de la intima, caracteriza la mayor parte de las arterias de los adultos. En algunas
localizaciones tiende a existir un mayor engrosamiento que en otras, incluso en
ausencia de aterosclerosis. Por ejemplo, la arteria descendente anterior a menudo
contiene un cojinete de células musculares lisas mas desarrollado. Este
engrosamiento no supone acumulo de lipidos ni placa de ateroma. La membrana
elastica interna sirve de limite entre la intima y la tinica media, como se ilustra de

modo esquematico en la figura 1'.
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I - e

Matriz subendotelial

Elastica interna

Tunica media

Figura 1 . Estructura de la arteria sana. La intima consiste en una capa mas interna monolaminar de células
endoteliales que descansa sobre tejido conectivo (subendotelial) y que se encuentra separada de las células
musculares de la tdnica media por la elastica interna.

Tunica media

Esta capa se encuentra entre la membrana elastica interna y la externa. Su
composicion varia dependiendo del tipo de arteria. La tinica media de las arteriolas
comprende una Unica capa de células musculares lisas. Las arterias pequeias,
aunque mayores que las arteriolas, tienen una estructura similar pero con una capa
mas gruesa de células musculares lisas. Estas arterias se denominan de resistencia
porque contribuyen a la resistencia vascular y, por ello, afectan directamente a la
presion arterial. En el extremo opuesto se encontrarian las grandes arterias
elasticas o de conduccion, llamadas asi por la alta proporcién de elastina en su
capa media que les permitiria no solo mantener su integridad sino acumular la
energia cinética de la sistole ventricular’. En estas grandes arterias las células
musculares lisas se disponen en capas y en las pequenas arterias de resistencia se

disponen sin un orden claramente laminar. Las células musculares lisas de las
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arterias sanas rara vez proliferan. En la arteria sana ademas existe un estado de
homeostasis de la matriz extracelular, equilibrandose su produccidn con su

destruccién. La Idmina elastica externa forma la frontera con la adventicia® .

Adventicia

Normalmente recibe poca atencidon, aunque recientemente se apunta a su
potencial papel en la homeostasis y la patologia arterial. Contiene fibras de
colageno. En ella encontramos los vasa vasorum y las terminaciones nerviosas, asi

como fibroblastos y mastocitos'.

b. La funcion endotelial

El endotelio vascular cumple una serie de funciones en la homeostasis de los
vasos sanos. Localizado entre la sangre y las células musculares lisas, el endotelio
es capaz de traducir sefiales procedentes de la sangre y regular el tono vascular

mediante la produccién de factores humorales vasoactivos®.

El endotelio produce sustancias que son potentes vasodilatadores, como el factor
relajante derivado del endotelio (EDRF) y el factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (EDHF), y sustancias vasoconstrictoras, como la endotelina 1 (ET-1).

Normalmente, el endotelio promueve la vasodilatacion en respuesta a diferentes
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estimulos. La vasoconstriccién inapropiada caracteriza la respuesta vascular de

pacientes con disfuncién endotelial®.

La vasodilatacion dependiente o mediada por el endotelio tiene lugar tanto en las
grandes arterias de conduccibn como en las pequeias de resistencia. Este
mecanismo se deteriora en presencia de factores de riesgo coronario
considerandose la disfuncion endotelial una fase muy precoz de la aterosclerosis,
previa incluso a su deteccidn por coronariografia. Las arterias sanas se vasodilatan
con el ejercicio, de modo que aumente el flujo coronario. Sin embargo, si existe
disfuncion, el ejercicio puede provocar vasoconstriccion paraddjica tipicamente en
el lugar de la estenosis o en segmentos irregulares. También se observa esta
reacciéon tras la administracion de acetilcolina o en situaciones de estrés

emocional®.

Los factores vasodilatores producidos por el endotelio

En las arterias sanas, la vasodilatacion derivada del endotelio predomina sobre la
vasoconstriccion directa de las células musculares lisas. La vasodilatacion mediada

por el endotelio se realiza a través de dos factores: EDRF y EDHF.

El EDRF es producido por un endotelio intacto y produce vasodilataciéon mediada
por acetilcolina. Ha sido identificado como el radical de 6xido nitrico (NO) formado

por las células endoteliales por la accion de la NO sintasa. El NO difunde hacia las
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células musculares lisas activando la guanilatociclasa intracelular y aumentando el
guanosin monofosfato ciclico (GMPc) y, con ello, disminuyendo el calcio intracelular
y produciendo la vasodilatacién. Una vez liberado de las células endoteliales, el NO
tiene una vida media muy corta®. La liberacién de NO se estimula por productos de
la trombosis (trombina), agregados plaquetarios (serotonina, adenosina) y otros
estimulos quimicos (histamina, bradiquinina). En contraste al NO, los
nitrovasodilatadores (nitroglicerina, nitroprusiato) y la prostaciclina acttan
directamente sobre las células musculares lisas, independientemente del endotelio®.
La adenosina, actia tanto de forma dependiente como independiente del endotelio,

aunque a altas dosis predomina la forma independiente del endotelio.

El NO también impide el reclutamiento y la diferenciacion de las células
inflamatorias mediante la inhibicion de la produccion de citoquinas y moléculas de
adhesién leucocitaria, de modo que la reduccion de NO se ha asociado a la
activacion de placas vulnerables y sindromes coronarios agudos. El mecanismo por
el que el NO reduce el reclutamiento consiste en la inhibicién de la expresion de
genes implicados en este proceso, como son: molécula de adhesion intercelular-1
(ICAM-1), molécula de adhesién del tejido vascular (VCAM-1), selectina derivada de

las plaquetas (P-selectina) y proteina quimiotactica de los monocitos (MCP-1)"".

El NO reduce la entrada de lipidos en la intima®™. Por su parte, las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) reducen la NO sintasa, al igual que los productos de la

degradacion de quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).
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La reduccién de NO se debe tanto a un descenso de la produccién como a un
aumento de su destruccion. Esto se ha objetivado en pacientes dislipémicos,

hipertensos, diabéticos o fumadores'??*®,

Por otra parte, la vasodilatacion derivada del endotelio también sucede por la
hiperpolarizacion de las células musculares lisas mediante la activacién de canales
de potasio dependientes de calcio, en respuesta al EDHF . Este factor parece ser
mucho mas importante en vasos pequefios. Se libera por estimulos similares al NO.
El NO inhibe la produccion de EDHF. Si disminuye el NO, se mantiene la funcion

vasodilatadora por la regulacién al alza de EDHF.

Los factores vasoconstrictores derivados del endotelio

Los factores vasoconstrictores mejor caracterizados son las endotelinas. A
diferencia del NO, que se activa e inactiva en segundos, la constriccién mediada
por la endotelina es de inicio mas lento y puede llegar a durar horas. Las
endotelinas son estimuladas por la trombina, la angiotensina, la epinefrina, la
vasopresina. La ET-1 ejerce su efecto uniéndose a receptores presentes en las
células musculares lisas induciendo la constriccion y la proliferacion. Las particulas
de LDL oxidadas son un potente estimulo para la sintesis de ET-1. Las
concentraciones plasmaticas de ET-1 estan elevadas en la hipercolesterolemia,

hipertension, aterosclerosis, infarto de miocardio e insuficiencia cardiaca *’.
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Por tanto, el endotelio sano es capaz de mantener la sangre en estado liquido y
de regular el tono vascular. Veremos en los préximos apartados como distintos
agentes externos pueden “enfermarlo” o “lesionarlo” y cdmo es capaz de generar

mecanismos locales y centrales para su “reparacion”.

I1. EL ENDOTELIO ENFERMO

a. El inicio de la aterosclerosis

Acumulacion de lipidos

Los primeros pasos en la aterogénesis en humanos no estan perfectamente
definidos. Se cree que pequefas lipoproteinas se acumulan en la intima. Estas

particulas se agrupan en agregados y son oxidadas y modificadas quimicamente®®,

El LDL de la circulacién es capaz de difundir de forma pasiva a través de las
uniones intercelulares endoteliales. La tasa de difusion es mayor cuanto mayores
sean los niveles de LDL a través de un endotelio con permeabilidad aumentada.
Otras fracciones lipidicas también son importantes en la aterosclerosis. La
lipoproteina(a) tiene una estructura molecular similar al LDL con una
apolipoproteina adicional y es altamente aterogénica, se acumula en la pared
arterial de forma similar al LDL y estimula la proliferacion de las células musculares

lisas'® 2°,
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La acumulacién de lipidos subendoteliales, particularmente si estan oxidados, es
un estimulo para la reacciéon inflamatoria que inicia y mantiene la activacion
endotelial. El endotelio activado expresa selectina y otras moléculas de adhesién y
quimiotacticas. De hecho, el efecto protector de las lipoproteinas de alta densidad

(HDL) es en parte explicado por su capacidad para bloquear esta expresion ..

Es dificil explicar cdmo factores de riesgo sistémicos pueden dar lugar a lesiones
focales. Hay quien sugiere un origen “monoclonal”, como si se tratara de un
leiomioma®, sin embargo la preferencia por bifurcaciones o tras la salida de una
rama sugiere un origen hidrodinamico. El flujo alterado en un punto favorece las
fases iniciales de la formacion de la placa de ateroma, del mismo modo que un

flujo laminar parece prevenirlo®.

Reclutamiento de leucocitos

También ocurre en fases tempranas de la aterosclerosis. La célula endotelial
normal generalmente resiste interacciones adhesivas con leucocitos. Incluso en
tejidos inflamados, la mayor parte del reclutamiento de leucocitos tiene lugar en las
vénulas postcapilares, no en las arterias. Sin embargo, existen leucocitos que se
adhieren al endotelio y se deslizan por diapédesis entre las uniones celulares,
entrando en la intima y acumulando lipidos en su interior (la futura célula
espumosa). Ademas de monocitos, los linfocitos T también se acumulan en las

lesiones aterosclerdticas. La expresion de ciertas moléculas de adhesion en la
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superficie de la célula endotelial regula la adherencia de los monocitos y los

linfocitos T.

Existen dos tipos de moléculas de adhesién: por un lado las pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, como la VCAM-1 o la ICAM-1, y por otro las
selectinas. La VCAM-1 interacciona con una integrina presente en los leucocitos
implicados en la aterogénesis**. La ICAM-1 es mas inespecifica tanto en el tipo de
leucocitos con que interacciona como en su localizacion en la circulacion, que es
practicamente ubicua. La E-selectina (del endotelio) recluta preferentemente
polimorfonucleares y no parece jugar un papel fundamental en la formacién de la
placa de ateroma. Sin embargo, la P-selectina si parece desempefiar un papel
importante y se encuentra expresada en mayor cantidad sobre el endotelio de las

placas de ateroma®.

Una vez adheridos al endotelio, los leucocitos reciben una sefal para penetrar en
la pared arterial. Para que se produzca esto se precisa de factores de quimiotaxis,

algunos especificos de monocitos (MCP-1) y otros de linfocitos® %’.

Formacion de células espumosas. La estria grasa.

El monocito, una vez reclutado por la intima, se llena de lipidos tranformandose
en un macréfago o célula espumosa. Este acimulo nada tiene que ver con el

receptor habitual de LDL sino con otros receptores (depuradores). Una vez
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transformados en células espumosas pueden dividirse gracias a moléculas como el

factor estimulador de colonias de monocitos®®

Histoldgicamente nos encontramos en la fase de la estria grasa (figura 2). El

acumulo subendotelial de células espumosas v linfocitos T es una fase asintomatica

y no estendtica. Dependiendo del posterior equilibrio entre factores

proaterogénicos y antiaterogénicos, algunas de estas estrias grasas progresaran a

ateroma y otras regresaran®. En estudios anatomopatoldgicos postmortem se

observa que estas estrias se presentan en la aorta al final de la primera década, en

las coronarias al final de la sequnda y en la circulacidn cerebral en la tercera®
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Figura 2. Primera fase de la aterosclerosis. La formacién de la estria grasa. Las pequefas lipoproteinas LDL
difunden a través del endotelio y son oxidadas. Esto estimula la activacion del endotelio que expresa moléculas de
adhesion (selectinas, VCAM-1, ICAM-1) para la captacion de leucocitos que atraviesan el endotelio estimulados por

factores de quimiotaxis (MCP-1). Una vez dentro, el monocito se llena de lipidos transformandose en célula
espumosa. M: monocitos. LT: linfocitos T.



Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

b._Evolucidn de la placa de ateroma

Las células inflamatorias o de inmunidad

Se ha demostrado el papel principal de la inflamacién en la aterogénesis. Existe
una inmunidad frente a la placa de ateroma que denominamos innata, sin antigeno

desencadenante, y otra adaptativa o mediada por antigeno (figura 3).

Las células espumosas sirven no sélo como reserva de lipidos sino también como
fuente de agentes proinflamatorios y factores activadores de plaquetas. Pueden
también formar grandes cantidades de agentes oxidantes. Todo ello promueve la

inflamacion y la progresién de la placa y se considera “inmunidad innata”*°.

La “inmunidad adaptativa” o mediada por antigeno comienza con la presentacion
del antigeno por las células dendriticas de la lesion a las células T (como
lipoproteinas modificadas) activandolas. A su vez, estas células T activadas liberan
citoquinas que modulan la aterogénesis. Las células T helper (CD4) pueden
producir citoquinas proinflamatorias (Th1) o antiinflamatorias (Th2). Las células T
citoliticas (CD8) expresan factores que inducen la apoptosis y citolisis de células
musculares lisas, endoteliales y macréfagos. No queda claro el papel de las células

B ni de los anticuerpos (la inmunidad humoral)®.
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Figura 3 Evolucién de la placa de ateroma. En respuesta a péptidos angiogénicos se generan neovasos fragiles
que tienden a romperse. La hemoglobina liberada se une a la haptoglobina (Hp) y es fagocitada por los
macroéfagos. Los macréfagos activados liberan citoquinas (TGFb y PDGF) que estimulan la migracién de las células
musculares lisas y la produccion de matriz extracelular asi como activan la inmunidad adaptativa (linfocitos). LT:
linfocitos T. Th: linfocito T helper. Tc: linfocito T citolitico.

Las células musculares lisas

Las células musculares lisas que se encuentran en la tunica media de las arterias
sanas, difieren de aquellas que se encuentran en la intima de la placa de ateroma.
Aunque algunas células musculares lisas se encuentran en la intima
tempranamente, la mayor parte proceden de la tunica media atraidas por
sustancias quimiotacticas como el factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF) que producen los macréfagos. Las células musculares lisas de la intima
presentan un fenotipo mas inmaduro que las células quiescentes de la tunica
media. Por ejemplo, presentan mas miosina de isoforma embrionaria y contienen

mas reticulo endopldsmico y menos fibras contractiles ..
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Estas células musculares lisas pueden dividirse en la intima durante la
aterogénesis. Aunque la replicacion de las células musculares lisas es lenta en la
placa de ateroma estable, puede dispararse en determinados momentos como
cuando se produce la ruptura de la placa con exposicién a potentes mitdgenos,
como la trombina. Por el contrario, puede inducirse la apoptosis de estas células en
respuesta a citokinas inflamatorias solubles o por actuacion directa de las células T.
Existen en el citoplasma un tipo especifico de proteasas, denominadas caspasas,
implicadas en esta muerte programada celular. La apoptosis esta implicada tanto
en la progresién como en la regresién de la placa, en sus complicaciones y en el

remodelado vascular®.

La matriz extracelular subendotelial

Gran parte del volumen de una placa de ateroma avanzada es matriz extracelular.
Esta constituida por colagenos (tipo Iy III), proteoglicanos vy fibras de elastina. Las
células musculares lisas producen estas moléculas. Los estimulos son: el PDGF
(también implicado en atraer a las células a la intima, como vimos) y factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B). En esta matriz extracelular existe un
balance entre produccién y destruccién, que llevan a cabo las metaloproteinasas'.
Estas metaloproteinasas, producidas también por las células musculares, juegan un
papel fundamental en la migracién de la célula muscular lisa y en el remodelado
arterial, de modo que inicialmente se produce un remodelado positivo con

crecimiento externo de la intima y después, cuando el crecimiento de la placa
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supera aproximadamente el 40% del area de seccion transversal, se produce la

estenosis luminal®.

La angiogénesis en la placa

La célula muscular lisa no esta sola en su proliferacion y migracién en la placa
aterosclerética. Se generan nuevos vasos en respuesta a péptidos angiogénicos
que se producen en la placa. Esta microvasculatura tiene un significado funcional,
proporcionando nutrientes y oxigeno y reclutando mayor nimero de leucocitos (son
ricas en VCAM-1). Estos neovasos son mas fragiles y tienden a romperse. La
hemorragia y la trombosis in situ promueven aun mayor replicacion de las células

musculares lisas y acimulo de matriz extracelular.

En ausencia de enfermedad, los vasa vasorum nutren la parte mas externa de la
arteria y la intima se nutre por difusion de oxigeno desde la luz. Conforme la intima
se engruesa, los vasa vasorum suponen una fuente cada vez mayor de nutrientes.
Los vasa vasorum consisten en una red de pequefias arterias y venas. En las
arterias coronarias, estos vasos se originan desde las bifurcaciones de los vasos

epicardicos’.

La neovascularizacién o la angiogénesis es el proceso por el que se generan
nuevos vasos. Los mecanismos moleculares que llevan a esta formacion de

neovasos se relacionan con la hipoxia. Aunque recientemente se sefialan otros
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mecanismos independientes de la hipoxia, mediados por inflamacién y la activacion

de receptores Toll-like®.

La neovascularizacién ocurre cuando la intima se engruesa mas alld de las 500
micras. Se sugirid6 que la angiogénesis favorecia la aterosclerosis mediante el
“goteo” de lipoproteinas a la intima a través de estos microvasos permeables® pero
la realidad es que la neovascularizacidon ocurre raramente en ausencia de
aterosclerosis previa. Se ha visto que puede preceder a la disfuncion endotelial, con
lo que se deduce que juega un papel fundamental en las fases iniciales de la
aterosclerosis. Los neovasos reclutan leucocitos, lo que resulta fundamental para la
evolucién de la placa y se ha objetivado una menor infiltracién leucocitaria en

placas calcificadas que tienen menor cantidad de neovasos®.

El proceso seria el siguiente (ver de nuevo figura 3 en pagina 33). La
neovascularizacién desde la adventicia se desarrollaria con el desencadenante de
los depdsitos de LDL oxidados en la intima. Los neovasos ayudarian a eliminar
estos depdsitos siempre que exista un gradiente, es decir, siempre que la
concentracion de LDL sea menor en la luz del neovaso. Sin embargo, los neovasos
permitirian también la salida de eritrocitos (hemorragia intraplaca) atrayendo
macréfagos. La permeabilidad de estos vasos esta regulada por dos factores: el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) A y la angiotensina II, ambos

potentes estimuladores de la permeabilidad®*.
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Tras el acimulo de lipidos y la hemorragia intraplaca se produce la activaciéon de
macréfagos por la hemoglobina (Hb) libre. La haptoglobina (Hp) se une
rapidamente a la Hb intentando minimizar el dafo. El complejo Hp-Hb se elimina
por los macréfagos uniéndose al receptor CD163, el cual puede desencadenar una
respuesta proinflamatoria o antiinflamatoria. Esto depende del genotipo de la
haptoglobina: Hp-1 resulta en una respuesta antiinflamatoria y Hp-2 en
proinflamatoria®®. Los macrdfagos activados estimulan la migracién de células
musculares lisas asi como activan la inmunidad adaptativa, como vimos en los
apartados previos. Ademas, liberarian metaloproteinasas que romperian la cubierta

fibrosa precipitando la ruptura de la placa y la trombosis®.

En conclusion, los microvasos derivados de los vasa vasorum nutren la placa
aterosclerotica y permiten la comunicacion permanente entre circulacion sistémica
y la placa de ateroma, permitiendo que leucocitos y eritrocitos se extravasen y se
desencadene la respuesta inflamatoria. La inhibicion de la angiogénesis podria

tener efectos beneficiosos en el tratamiento de la aterosclerosis.

La mineralizacion de la placa

Las placas a menudo desarrollan areas de calcio conforme evolucionan. Algunas

células musculares lisas secretan proteinas osificantes’.
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c._Complicacion de la aterosclerosis

La estenosis arterial

La formacion y la evolucién de la placa a lo largo de las fases previamente
descritas llevan afios y normalmente transcurren asintomaticas. Al superarse la
capacidad de remodelado positivo, la luz arterial se va viendo comprometida. Esta
evolucién es discontinua, con periodos de crecimiento y otros de mayor estabilidad.
Cuando la estenosis es mayor del 60% puede generar limitacién de flujo en
situaciones de incremento de la demanda, generando angina estable. Pero en
muchos casos de IAM, no existe historia previa de angina y, de hecho, no se

relacionan siempre con grandes estenosis con compromiso de flujo®® >/,

La placa vulnerable

El estudio anatomopatoldgico de pacientes fallecidos por muerte subita ha
permitido definir tres situaciones distintas: ruptura de placa, erosion de placa y la
calcificacion de la placa (de mas a menos frecuente). Consideramos placa
vulnerable a aquella que tiende a trombosarse. Podriamos anadir una cuarta
situacion, aquella que se produce por oclusién aguda en segmentos coronarios

tratados y en los que se ha inhibido la reparacién (stent recubierto)®.
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La rotura de la placa (60-70% de eventos coronarios)

Generalmente se considera placa vulnerable a aquella con un gran nucleo lipidico
y con una cubierta fibrética que sufre un fendmeno litico, de modo que se
establece contacto entre las plaquetas y lipidos y entre los factores de coagulacion
y el factor tisular (figura 4). Cuanto mas fina sea la cubierta serd mas vulnerable®.
La cubierta fibrotica de la placa esta constituida por colageno. Un factor que reduce
la sintesis de colageno por las células musculares lisas es la citoquina interferon
gamma de las células T. Sin embargo, el TGF- y el PDGF liberados por plaquetas
tienden a reforzar la cubierta al incrementar la sintesis®. También el catabolismo
de la matriz extracelular por las metaloproteinasas contribuye al debilitamiento de
la cubierta, a su ruptura y a la trombosis. Son las mismas enzimas que contribuyen

a la migracién de la célula muscular lisa'.

Otra caracteristica de la placa vulnerable es una relativa escasez de células
musculares lisas. La pérdida de células musculares en determinados lugares de la
placa por inflamacion y apoptosis contribuyen a la rotura de la placa, a la vez que

la sintesis de matriz es menor'.

Por Ultimo, otra caracteristica de la placa vulnerable es el gran acimulo de
células espumosas activadas que intervienen en la destruccién de matriz y la
apoptosis de células musculares lisas y que, desde un punto de vista biomecanico,

forma zonas de “hombro” mas propensas a romper. Ademas, producen factor
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tisular capaz de inducir la trombosis tras la ruptura de la placa. El éxito de la
terapia hipolipemiante se debe al menor acimulo de lipidos y la menor inflamacién

y trombogenicidad de la placa’.

Se ha visto que la ruptura de placa puede ser multifocal y suceder en diferentes
puntos a la vez y asi se ha demostrado por ecografia intravascular (IVUS) en al
menos el 79% de los casos. Es decir, existe un proceso inflamatorio sistémico. De
ahi, el hablar del paciente vulnerable y del papel fundamental de farmacos como
los inhibidores de los receptores plaquetarios IIbIIla (farmacos antilIbIIla) en vez

de Unicamente la terapia mecénica focal®®.

Plaquetas

? === =
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Figura 4. Placa de ateroma complicada. La rotura de la placa. Se produce un acimulo importante de células
espumosas que activan la inmunidad adaptativa. Las células T activadas liberan INFy que inhibe la sintesis de
colageno por las células musculares lisas, haciendo que la cubierta de la placa sea mas fina y vulnerable. La rotura
de la cubierta fibrética pone en contacto las plaquetas y el nicleo lipidico. El contacto de los factores de cogulacién
con el factor tisular induce la cascada de la coagulacién. Por otra parte, la TGFB liberada por las plaquetas induce
la produccién de colageno.
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La erosion de la placa (30-40% de eventos)

Este proceso es menos conocido y fue identificado por el grupo de Virmani®.
Corresponde a un grupo diferente de pacientes (jovenes, fumadoras, mujeres, con
mayor indice de hipertrigliceridemia y diabetes mellitus). Se produce una erosion
del endotelio en placas ricas en células musculares lisas y proteoglicanos y pobres

en células inflamatorias y calcificaciones. El mecanismo no esta claro.

La calcificacion de la placa

Este proceso fue descrito por el mismo grupo a raiz de los estudios
anatomopatoldgicos™. Se observd trombosis luminal en placas con solucidn de la
continuidad endotelial donde se observd protusion de nddulos calcificados vy

ausencia de células inflamatorias.

Trombosis arterial en segmentos tratados

Con el objetivo de minimizar la reestenosis tras la angioplastia se utilizan
estrategias que inhiben la reparacion de modo que favorecen, como hemos visto, la
trombosis. La lesion tratada presenta una placa aterosclerética, con necrosis intimal
y con “agujeros negros” (pérdida de neointima en los struts del stent). Los stents
recubiertos inhiben la reestenosis pero también la reendotelizaciéon y dan lugar a la

trombosis tardia®.
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d._El paciente vulnerable

Este término se introdujo para referirse a un paciente con alta probabilidad de
sufrir un evento cardiaco. La aparicién de varias placas rotas simultdneamente en
estudios anatomopatoldgicos sugiere un proceso sistémico de “vulnerabilizacion”. Y
sin embargo, son evidentes los beneficios de tratar las lesiones focales limitantes

de flujo mediante técnicas de revascularizacion percutdneas o quirdrgicas*.

Se han buscado biomarcadores plasmaticos de vulnerabilidad. La proteina C
reactiva de alta sensibilidad parece identificar a aquellos pacientes con mayor
riesgo independientemente de los valores de colesterol. Otros biomarcadores son:
citoquinas (IL-6, IL-18), LDL oxidados, glutation peroxidasa, la fosfolipasa A2
asociada a lipoproteina, la fosfolipasa A2 secretora tipo 2, mieloperoxidasa (MPO),
metaloproteinasas de matriz (MMPs), la MCP-1, el factor de crecimiento placentario
(PIGF), la proteina plasmatica asociada al embarazo A (PAPP-A) o el CD40 ligando

soluble®.

Los métodos de imagen no invasivos para la identificacién de placas vulnerables
se han centrado en las carétidas (de mayor tamafio, sin movimiento y mas
superficiales). Asi, el grosor de la intima por ultrasonidos o el tejido rico en lipidos
por resonancia magnética (RM) son sugerentes de vulnerabilidad. EI movimiento
del arbol coronario hace que actualmente la técnica no invasiva mas prometedora

sea la tomografia computarizada multidetector (TCMD), si bien todavia no es capaz
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de discernir del todo con fiabilidad qué placa resulta mas vulnerable. Otros
métodos invasivos para la determinacion de la morfologia de la placa coronaria son

la técnica de IVUS y la tomografia de coherencia dptica (OCT)™.

III.EL ENDOTELIO LESIONADO

a._El intervencionismo coronario percutaneo (ICP)

La revascularizacién percutanea con stent ha suplantado a la intervencion
quirdrgica en muchas ocasiones y sus resultados dependen de las caracteristicas

del paciente, de la anatomia coronaria y del procedimiento.

La angioplastia con baldén supone la rotura y aplastamiento de la placa de
ateroma con expansion de la lamina elastica externa y la redistribucion axial de la
placa a lo largo del vaso. Este beneficio inicial es contrarrestado por el retroceso
elastico precoz y el remodelado negativo crénico del vaso en el sitio tratado. El
stent es una protesis endoluminal capaz de sellar disecciones y oponerse al

retroceso elastico y al remodelado negativo mejorando los resultados del balon.

Sigwart y col fueron los primeros en implantar stents en arterias coronarias de
humanos en el afio 1986™. El grupo promotor del stent de Palmaz-Schatz

desarroll6 dos estudios aleatorizados multicéntricos en 1994 demostrando menos
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disecciones residuales, mayor ganancia luminal y menor pérdida de luz tardia con

implante de stent que sin é** %,

Desde la introduccién de los stents el problema ha cambiado. Ahora la pérdida de
luz se produce por engrosamiento neointimal dentro del stent y se trata de un
tejido mixomatoso rico en matriz extracelular con células musculares lisas. Esta
proliferacion se inicia por un dafo mecanico, bioquimico e inmunoldgico del vaso
que supone la erosidn del endotelio y su disfuncién, la inflamacion, y la activacion y

proliferacion de células musculares lisas™.

Los stents recubiertos de farmaco emergen como la solucién a la reestenosis del
stent metdlico convencional. La primera aplicacion en humanos del stent recubierto

de rapamicina fue en 2001 y estudios posteriores apoyaron su eficacia®” *.

b._El endotelio danado por stent convencional

La subita distension de la pared arterial por el balon o el stent ocasiona una
lesion en la pared vascular que provoca denudacion endotelial, fractura de la placa
en el 90% de los casos, con extension a la capa media en el 80% y depdsito de
plaquetas. La respuesta a esta agresion tiene lugar durante un largo periodo de
tiempo y se manifiesta como hiperplasia intimal, un tipo especial de

aterosclerosis™.
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Los factores de riesgo de mayor reestenosis tras el implante de stent son: la
localizacion (peor resultado en arteria descendente anterior), diabetes mellitus,
presencia de estenosis residual, tamafio del vaso, nimero de stents, longitud del

stent, desobstrucciones y lesiones de bifurcacién u ostiales™.

El proceso reestendtico tiene varios mecanismos fisiopatoldgicos de diversa
trascendencia segun se trate de una angioplastia con balén o de la implantacién de
un stent:

« Retroceso elastico, que ocurre en los primeros 60 minutos tras el inflado y que
ocasiona la pérdida de parte de la ganancia inicial, que es debida al
componente elastico del vaso y a la lesion aterosclerotica.

« Hiperplasia neointimal con células musculares lisas.

+ Acompafando a la proliferacion de la intima se produce un cambio en la
seccion de la arteria denominado “remodelado negativo”, que ocasiona un
estrechamiento del vaso que ocurre también a lo largo de los primeros meses

posdilatacion®.

Las arterias tratadas con stent tienen una ganancia inicial mucho mayor que las
tratadas con angioplastia con baldn debido al andamiaje producido por el mismo,
que previene el retroceso elastico. Pero los stents producen un mayor

engrosamiento intimal en comparacion a la angioplastia con balén.

45



Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

Definiciones y conceptos basicos

El fendmeno de hiperplasia intimal engloba cualquier célula que forme un
compartimento multilaminar internamente a la lamina elastica interna y que
exprese de forma permanente o transitoria actina alfa. De este modo incluimos
todas aquellas células heterogéneas pero que se asemejan a la célula muscular

lisa*.

La reestenosis intrastent angiografica se define como el reestrechamiento de mas
del 50% del diametro dentro del stent o en sus 5 mm proximales o distales. Se

clasifica segun su longitud en focal (<10mm) y difusa (>10mm)*.

El concepto de reestenosis tiene el inconveniente de que es dicotdmico (si/no).
Por ello se prefiere hablar de “ganancia aguda” inicial (diferencia de didametro
luminal antes e inmediatamente después de la dilatacion) y “pérdida de luz tardia”
en el seguimiento (diferencia en el diametro postintervencion y en el seguimiento).

Ambas variables definidas en valores absolutos en milimetros*.

Fisiopatologia de la reestenosis

La fisiopatologia de la reestenosis implica la acumulacién de nuevo tejido dentro
de la pared arterial. Este proceso sigue una secuencia que comienza con una fase
inicial trombdtica que se produce en los tres primeros dias, y que es el resultado de

la inmediata activacién y agregacién de plaquetas seguida de la formacién de un
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trombo rico en fibrina pegado a la masa plaquetaria. En los siguientes 3-8 dias se
desarrolla una fina capa de células endoteliales acompafiada de un intenso trafico
de células inflamatorias (sobre todo macréfagos) hacia el interior de la pared
arterial por la produccion de moléculas de adhesion y citoquinas por las plaquetas,

leucocitos y células musculares lisas™.

En una fase mas tardia, las células musculares lisas de la media se transforman y
migran a la intima donde proliferan. Alli producen matriz extracelular rica en
proteoglicanos y colagenos y el componente celular del neotejido supone

finalmente sélo un 11%°.

La proliferacion y la migracién de las células musculares lisas de la media son
fundamentales para la reestenosis, puesto que son las productoras de matriz
extracelular. Se acepta que las células musculares lisas son células multifuncionales
del sistema vascular y que pueden transformarse perdiendo su capacidad de
contraccién y ser simplemente productoras. Asi, constituyen un grupo heterogéneo
en el que existe un pequeno grupo que difiere en su comportamiento y fenotipo y
que se las considera precursoras, que proliferan y sintetizan matriz siendo la base

de la reestenosis™.

El papel de la formacion de neovasos del que hablamos en el fendmeno de la

aterosclerosis no esta tan ampliamente estudiado en la reestenosis, pero dado que
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ambos fendmenos comparten similares factores de crecimiento, parece ldgico

pensar que podria estar implicada.

Generalmente el proceso se completa en 20-40 dias en los stents convencionales

pero se prolonga mas alla de los seis meses en los stents recubiertos.

c._El endotelio dainado por stent liberador de farmaco (SLF)

Los stents convencionales no recubiertos reducen el retroceso elastico y el
remodelado de la angioplastia con balén. Sin embargo, inducen mayor dafo
vascular desencadenando mayor hiperplasia neointimal. Se han contemplado
diversas sustancias como inhibidoras del proceso de reestenosis (antiinflamatorias,
antiproliferativas, factores de endotelizacién). Los SLF proporcionan una alta
concentracion local de estos agentes bioactivos en los 30 primeros dias tras el

implante, que se consideran criticos.

Tipos de SLF

Tras algunos intentos fallidos de evitar la reestenosis, mediante tratamientos
sistémicos 0 mediante radiacién local, aparecidé el SLF'. Especificamente, los
resultados del RAVEL* y SIRIUS®? llevaron a aprobar el SLF de rapamicina o
sirolimus (CYPHER) vy los resultados de TAXUS I°, II** y IV® a aprobar el stent

recubierto de paclitaxel (TAXUS). La pérdida de luz tardia (a los 6 meses) es menor
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en aquellos recubiertos de sirolimus que en los de paclitaxel (0.16 £ 0.3 mm vs
0.36 £ 0.5 mm)®'. Ambos stents constan de una plataforma metalica, un polimero
biocompatible y wuna droga antiproliferativa y han demostrado reducir
significativamente el grado de reestenosis. Se considera a estos stents la primera
generacidon de SLF y aunque muchos estudios han avalado su seguridad y eficacia a
corto y medio plazo, existe aun el debate de su seguridad a largo plazo en relacion

a las trombosis intrastent muy tardias’’.

Recientemente ha aparecido una nueva generacién de SLF. El primero de ellos,
también recubierto de citostatico, fue el de zotarolimus (ENDEAVOR) que fue
testado en los estudios ENDEAVOR 1y II demostrando pocas trombosis muy tardias
o efectos adversos en relacién a su respectivo stent convencional. Sin embargo, el
estudio ENDEAVOR III no logré demostrar la no inferioridad respecto del stent
recubierto de sirolimus en términos de pérdida de luz tardia o reestenosis binaria.
El estudio ENDEAVOR IV mostrd no inferioridad respecto del stent recubierto de

paclitaxel®'.

Otro stent de reciente aparicién es el recubierto de everolimus (XCIENCE V) que
en el estudio SPIRIT I mostrd su superioridad con menor pérdida de luz tardia que
el stent convencional y, posteriormente, con el SPIRIT II y III, su superioridad

frente al stent recubierto de paclitaxel, con similar tasa de trombosis intrastent”.
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Finalmente, existen también stents no recubiertos de farmacos citostaticos. El
stent GENOUS esta recubierto de anticuerpos monoclonales anti-CD34. De este
modo captura del torrente de sangre circulante las células progenitoras de células
endoteliales y logra una endotelizacién completa en menos de un mes, evitando asi
el uso prolongado de terapia doble antiagregante. Su indicacion estaria reservada a
aquellos pacientes que, por riesgo hemorragico, requieren una terapia

antiagregante menos agresiva®.

Las lineas de investigacion actuales buscan la combinacion de los beneficios de
ambos tipos de stents recubiertos. De esta forma, se estd intentando desarrollar
una plataforma que pueda albergar recubrimientos diferentes en su superficie
luminal y en su superficie parietal, de manera que puedan liberar farmacos
citostaticos hacia la pared arterial que impidan la hiperplasia neointimal y la
subsiguiente reestenosis, y por su cara luminal tengan un recubrimiento capaz de
lograr la rapida endotelizacion completa de los struts y con ello disminuir el riesgo

de trombosis aguda®®.

El stent liberador de rapamicina (sirolimus)

Nos vamos a detener en el stent recubierto de rapamicina, que es el utilizado
especificamente en nuestro trabajo. La rapamicina fue aislada por primera vez en
un cultivo de Streptomyces hygroscopicus y se desarrolld como agente

antifingico®’. Posteriormente se vio que era un potente inmunodepresor y se usd
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en el trasplante renal para prevenir el rechazo del injerto. Después se descubrid
que inhibia la proliferacion y migraciéon de la célula muscular lisa y lo desarrollaron

como agente antirreestendtico®® >°.

El stent Cypher (Cordis Johnson & Johnson) consiste en sirolimus (140
microgr/cm2) en una amalgama de dos polimeros bioestables (un grosor de 5
microm) que se monta sobre un stent de acero inoxidable Bx Velocity stent. La
liberacion de sirolimus se ve ralentizada por un polimero que actia de barrera de
difusion, de modo que el farmaco (la mayor parte de él) se libera a lo largo de los

primeros 28 dias®.

Reestenosis tras el implante de un SLF

La reestenosis tras el implante de un stent es una reaccidn excesiva de
reparacion del dafo vascular. Los SLF han demostrado reducir este fendmeno. Sin
embargo, los resultados en la practica clinica no son tan sorprendentes como en los
estudios aleatorizados ya que se han implantado en lesiones y pacientes complejos
que no estaban incluidos en estos trabajos (off label). En el registro RESEARCH®,
se establecieron predictores de reestenosis tras el implante del stent de
rapamicina: tratamiento de reestenosis previa, lesiones ostiales, diabetes, mayor
longitud, menor didametro de vaso de referencia, vaso diferente a la descendente

anterior. Otro predictor de gran importancia es la falta de expansion completa
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(malaposicionamiento). Incluso se ha descrito resistencia celular de ciertos

individuos a la rapamicina®.

El proceso de reestenosis que se caracteriza por la secuencia de inflamacién y
proliferacion y migracion de células musculares lisas se ve interrumpido por el
farmaco citostatico. Pero también la reendotelizaciéon. Tanto las células endoteliales
como las musculares lisas que proliferan en la intima son en parte derivadas de
células progenitoras que se movilizan desde la médula ésea a los vasos. Los SLF
inhiben la movilizacién y la diferenciacién a células endoteliales y musculares, de
modo que no sdlo inhiben la reestenosis, sino también la reendotelizacién, lo que

puede llevar a la trombosis tardia del stent®.

Trombosis intrastent en los SLF

La trombosis intrastent supone la oclusion aguda de una arteria coronaria,
generalmente principal, y se acompafa de una alta mortalidad. La definicién de
trombosis intrastent varia en la bibliografia. Se ha convenido que es definitiva
cuando el diagndstico es angiografico o por anatomia patoldgica, probable cuando
se trata de una muerte inexplicable en los primeros 30 dias tras el procedimiento o,
independientemente del momento, cuando se produce un infarto de dicho territorio
arterial sin confirmacién angiografica ni otra causa posible, y posible cuando se

trata de una muerte inexplicada mas alla de los 30 dias®.
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Segun el momento de la trombosis, se dice que es aguda en las primeras 24
horas tras el procedimiento, subaguda entre las 24 horas y el mes, tardia entre el
mes y el afio y muy tardia si se produce mas alld del afio. Los SLF la presentan
menos en el primer mes respecto de los stents convencionales pero su incidencia

es mayor mas alla del afio®.

Como factores de riesgo de trombosis intrastent en los stents recubiertos se
encuentran factores relacionados con el paciente, con la lesidon y con el
procedimiento. Algunos de estos factores son: diabetes mellitus insulin-
dependiente, insuficiencia renal, disfuncidon ventricular, calcificacion de la lesion,
oclusiones cronicas, bifurcaciones, nimero de lesiones tratadas, longitud del stent,
las disecciones residuales, el flujo coronario disminuido tras la angioplastia,
estenosis residuales en los bordes del stent, la mala expansion del stent, el menor
calibre del stent®.

En estudios anatomopatoldgicos se ha objetivado la endotelizacién incompleta del
SLF y su papel en la trombosis mas alla de doce meses tras la implantacion. Otros
estudios no invasivos con OCT también han objetivado este fendmeno de lenta

endotelizaciéon®.
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IV.EL ENDOTELIO REPARADO

La respuesta al dano vascular: local y central

La pared arterial dafada produce, ademas de una respuesta local que ya hemos
repasado, una profunda respuesta sistémica que implica una cascada de sucesos
moleculares y celulares que promueven la reparacion de la pared vascular. Esta
respuesta incluye la produccion de citoquinas y factores de crecimiento, la
liberacion de progenitores celulares desde la médula ésea y otros érganos, el
anclaje de los progenitores a la luz arterial, la integracion de los progenitores en un
nuevo y rejuvenecido endotelio, y la regulacion autocrina, paracrina y endocrina
por los progenitores y por el endotelio reparado. La respuesta depende de la

capacidad local y sistémica para la reparacion®.

La inflamacion del tejido vascular dafiado promueve el reclutamiento de células
mononucleares derivadas de la médula dsea. En particular, precursores endoteliales
con capacidad intrinseca para la reparacion de la pared vascular. Estas células son
producidas vy liberadas por la médula dsea y otros tejidos en respuesta a senales
del tejido endotelial dafado o enfermo. La ausencia o disfuncién de estas células

supone mayor enfermedad vascular®.
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Los precursores endoteliales (EPC)

En un pasado reciente, se creia que la diferenciacion de células multipotentes a
angioblastos y posteriormente su diferenciacion a células endoteliales sdlo ocurria
en el desarrollo embrionario. Pero en 1997 se aislaron en sangre periférica unas
células con marcadores CD34+ y receptor para VEGF (VEGFR2/CD309/KDR) que se
llamarian precursores endoteliales circulantes (EPC) y que se diferenciaban ex vivo
a células endoteliales maduras®®. Al afio siguiente, se pensd en la médula dsea
como tejido formador de estos precursores en el adulto®. Finalmente, quedaron
definidas como células portadoras de los marcadores CD34+ y VEGFR2. Estudios
posteriores introdujeron el marcador CD133 (o AC133) como indicador de forma
precursora o inmadura de célula endotelial®®.

Posteriormente se objetivd un origen diverso de los precursores endoteliales, de
médula dsea y de otros drganos, y diferencias en su capacidad proliferativa y su
aspecto (mas o menos fusiforme segun su grado de madurez)®. Existen ademas
fendmenos de transdiferenciacién de otras células a precursores endoteliales’. Es

dificil actualmente definir la “verdadera” célula precursora endotelial.

El papel de los EPCs en la neovascularizacion

La neovascularizacion es la opcion terapéutica ideal para rescatar tejidos en

peligro por isquemia critica. El hallazgo de que células derivadas de la médula ésea
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podrian asentarse en lugares de isquemia y expresar marcadores endoteliales una
vez alli ha empujado a su uso con el objeto de lograr una vasculogénesis
terapéutica. Se ha objetivado su capacidad para aumentar la densidad capilar y la

neovascularizacion del tejido isquémico”*.

En cuanto a los diferentes tipos morfoldgicos y funcionales que engloban los
precursores endoteliales, todos ellos contribuyen a la neovascularizacién, sin
embargo, aquellas células totalmente diferenciadas y maduras (CD34-) no mejoran

la neovascularizacién’?.

La incorporacién de los EPCs en tejidos vasculares sanos es muy baja y se ve
incrementada en presencia de lesién. Pero incluso en presencia de lesion, el
numero de células que se incorporan es relativamente bajo y sin embargo el
resultado es evidente. Esto se debe a un efecto paracrino. Es decir, los EPCs
liberan factores proangiogénicos. Existe un efecto de incorporacion fisica al tejido
vascular y efectos paracrinos que concluyen en una mejora de la

neovascularizacion’?.

Sin embargo, recordemos que la angiogénesis juega también un papel
fundamental en la progresion de la aterosclerosis y, de hecho, existen estudios
preocupantes que sefialan la posibilidad de que las células precursoras aumenten el

tamafio de la placa y su inestabilidad”.
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El papel de los EPCs en la regeneracion endotelial

En el pasado, la regeneracidon del endotelio dafiado se atribuia a la migracién y
proliferacion de células endoteliales vecinas. Estudios mas recientes, sin embargo,
indican que existe una reparacion adicional. Asi, se ha visto que injertos de dacron
se recubrian por células derivadas de la médula dsea CD34+°" o incluso con células
mas inmaduras CD133+ que concomitantemente expresaban el VEGFR2’*. Walter y
colaboradores demostraron que los precursores endoteliales circulantes se
asentaban en las zonas desnudas del endotelio tras la dilatacién con balén en una
arteria’. Pero al estudiar en pacientes trasplantados el origen de las células resultd
ser tanto del receptor (procedentes de médula ésea) como del donante (células

residentes) 7.

Lo que parece claro es que la rapida regeneracion de la monocapa de células
endoteliales previene la cascada inflamatoria que lleva a la reestenosis al
recuperarse de forma precoz la funcidon endotelial y mecanismos protectores del

endotelio como el mediado por el éxido nitrico.

La movilizacion de los EPCs

Fisioldgicamente, se creia que la isquemia era la sefial predominante que inducia
la movilizacion de los EPCs desde la médula ésea. De modo que la isquemia

incrementaria el VEGF y factor derivado de las células estromales tipo 1 (SDF1) y
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que estos, a su vez, inducirian la movilizacion

71,77

farmacos que afectan a la movilizacién de estos precursores (tabla 1y 2)72,

Estimulo Respuesta
Edad Menor supervivencia de EPC
Menor movilizacion y actividad
Estrogenos Mayor n° EPC
Ejercicio Mayor n© EPC
FRCV
-Tabaquismo Menor n°® EPC
-HTA Mayor n® EPC con menor supervivencia
-DL Menor n® y peor supervivencia
-DM Menor n° EPC
C. Isquémica
-IAM Mayor n® EPC
-Al Mayor n® EPC
-EC severa Menor n° EPC

Insuficiencia Cardiaca

-NYHA I-II Mayor n° EPC

-NYHA III-1V Menor n° EPC
Insuficiencia renal Menor n© EPC
Farmaco Respuesta
IECAs Mayor n% EPC
ARA I Mayor n° EPC
Estatinas Mayor n© EPC
Nitratos Mayor n° EPC
EPO Mayor n® EPC
G-CSF Mayor n® EPC

Tabla 1 y 2. Relacion establecida entre algunos factores clinicos y farmacos con las células precursoras endoteliales.
FRCV: factores de riesgo cardiovascular. IAM: infarto agudo de miocardio. Al: angina inestable. EC: enfermedad

coronaria. EPC: célula precursora endotelial.
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Como vemos, la enfermedad coronaria es reflejo de un déficit de reparacion. Sin
embargo, cuando la rotura de placa tiene lugar se produce una movilizacién de
progenitores en un intento de reparacién, que no es suficiente. De hecho, tras el
infarto agudo de miocardio (IAM) se produce en las primeras 2 horas una elevacion
del nimero de progenitores circulantes (respecto de la poblacién control) que dura

hasta 60 dias después del evento’.

El anidamiento y la diferenciacion

El mecanismo por el que esto sucede no se conoce bien. El primer paso en el
anidamiento implica la adhesion de los precursores a las células endoteliales
activadas y la transmigracion de los precursores a través de la monocapa
endotelial. Las B2 integrinas parecen mediar en este proceso de adhesion al

endotelio”.

Otro aspecto importante es la quimiotaxis. Los factores que atraen los EPCs al
tejido isquémico son: SDF-1, mediadores lipidicos y otros factores liberados por
células inmunes. En los primeros dias tras un infarto se produce una
sobreexpresion de SDF-1 con el objetivo de atraer estos precursores ¥, al igual que

otros factores como VEGF’’, MCP-1 o determinadas interleucinas ®'.
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Finalmente, el proceso de diferenciacion de los EPCs a endotelio funcional
también es desconocido, aunque el VEGF, entre otros, parece intervenir en este

proceso.

El envejecimiento en presencia de factores de riesgo y

aterosclerosis

La reparacion arterial puede ser exitosa y completa, de modo que la inflamacion
que sigue al dafio vascular se resuelva. En muchas ocasiones, sin embargo, la
reparacion es incompleta o patoldgica y lleva a remodelado de la pared arterial. El
remodelado patoldgico puede llevar a formacidn de aneurisma, estenosis,
reestenosis o diseccion de las arterias. Con el envejecimiento, en presencia de
factores de riesgo cardiovascular, la médula dsea puede “gastarse” y no ser capaz
de producir los precursores necesarios para la reparacién vascular®. Del mismo
modo, los niveles bajos de EPC, independientemente de la edad, son
biomarcadores de riesgo, mas fiables incluso que los convencionales®. También

estan descendidos en la diabetes mellitus y en la artritis reumatoide®.
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La terapia celular

I. INTRODUCCION A LA TERAPIA CELULAR

a._Importancia de la terapia celular

En los paises desarrollados, la cardiopatia isquémica supone mas de la mitad de
todas las muertes de origen cardiovascular. El infarto de miocardio es el mayor
componente de esta epidemia y la causa principal de insuficiencia cardiaca. El
tratamiento que se ofrece actualmente y que supone la revascularizacién lo mas
precoz posible ha mejorado la supervivencia. Sin embargo, menos de la mitad de
pacientes que sufren un infarto de miocardio con elevacion del segmento ST
alcanzan la reperfusion (epicardica y microvascular) adecuada antes de que el
miocardio sea irreversiblemente dafado. Como resultado, una gran proporcion de
pacientes que sobreviven al infarto estan aun en riesgo de desarrollar insuficiencia

cardiaca por remodelado ventricular 3.

Ya que la principal causa subyacente del remodelado postinfarto y la disfuncién
ventricular es el dafio irreversible de la pared infartada, el desarrollo de una terapia
regenerativa que permita reconstituir sus componentes musculares y vasculares es
muy prometedor. De hecho existen estudios preclinicos y clinicos con terapia

celular que acercan cada vez mas esta posibilidad. Se ha objetivado una mejoria en
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la perfusidon y en la contractilidad y la reconstitucion del miocardio dafiado por
células madre, si bien los resultados de los ensayos clinicos en humanos han sido

mas dispersos y menos concluyentes que los realizados en animales®.

b.La historia de la terapia celular: desde el drgano post-

mitotico hasta hoy

El concepto de que el corazdn es un dérgano diferenciado definitivamente, incapaz
de reemplazar sus miocitos, ha limitado la investigacion en los ultimos 50 afios. Se
consideraba que la reaccion del corazdn a la sobrecarga de trabajo consistia
Unicamente en la hipertrofia de los miocitos previamente existentes y que cuando
se agotaba la hipertrofia sobrevenia la disfuncion ventricular. Se ignord la
posibilidad de que el corazon era capaz de renovarse e incluso hoy hay quien lo
mira con escepticismo. Estos antiguos conceptos fueron puestos en duda ante la
evidencia de que tras un infarto de miocardio, tras sobrecarga de volumen
prolongada e incluso en el corazdn insuficiente, existia regeneracion tanto en

animales como en humanos®.

Existe evidencia de la homeostasis cardiaca, los miocitos mueren y otros nuevos
aparecen continuamente a todas las edades®. Es el desequilibrio entre el
crecimiento y la destruccion lo que lleva a la descompensacion, la evolucion a fallo
cardiaco y la muerte. A pesar de las dudas iniciales acerca de la formacién de

nuevos miocitos aduciendo su confusién con otros tipos celulares (fibroblastos,
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células endoteliales) que si proliferaban, la prueba que resulté mas definitiva vino
del estudio de corazones trasplantados del otro sexo. Un corazén de mujer
implantado en un hombre presenta miocitos y células vasculares con el cromosoma
Y (quimerismo), lo que sugiere un anidamiento de células del receptor que migran

al corazdn donado®’.

Se ha determinado la presencia de células inmaduras también en corazones no
trasplantados que se han definido como células madre cardiacas residentes®. La
renovacion miocardica es significativa tras el infarto, en la miocardiopatia dilatada y

en la estenosis adrtica® .

c._Conceptos basicos en terapia celular

Se denomina célula madre o troncal a la célula inmadura (que permanece en una
etapa temprana de desarrollo), capaz de autorrenovarse (capaz de formar nuevas
células madre indefinidamente), clonogénica (capaz de dar lugar a células iguales)
y capaz de diferenciarse para producir una progenie de células maduras con

funciones especificas bajo ciertas condiciones (microambiente)3*.

Las células madre pueden dividirse de forma asimétrica dando origen a una célula
comprometida madura y otra célula igual a ella que permanece indiferenciada. Las

células madre se han clasificado segun su potencial de diferenciacién en:
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» Totipotentes: capaces de dar origen a todos los tipos de células, embrionarios o
extraembrionarios (cigoto o mérula).

» Embrionarias o pluripotentes: capaces de dar origen a todas las células del
embrion (blastocisto).

« Adultas multipotentes: capaces de dar origen a un subgrupo de linaje de células
(ectodermo, mesodermo y endodermo).

« Adultas unipotentes o satélite: solo capaces de contribuir con un tipo de célula

madura (ej: mioblastos).

Antes se consideraba que, previo al nacimiento, las células indiferenciadas iban
determinandose y comprometiéndose con la formacion de un nimero cada vez mas
reducido de tipos celulares. Sin embargo, este concepto también hubo de
modificarse al objetivarse transiciones de una linea celular a otra. La habilidad de
las células madre del adulto de generar células distintas a las del tejido en que se
encuentran constituye un proceso denominado plasticidad. Normalmente, los
términos de plasticidad y transdiferenciacion son usados como sinénimos. La
posibilidad de que exista fusidn celular hace dudar de si realmente existe
plasticidad, en el sentido de que en la fusion lo que sucede es que dos células, una
no comprometida y otra ya diferenciada, forman un hibrido y el destino de esta
célula fusionada la determina la célula madura, y no, como tal, una

transdiferenciaciéon®.
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Las células se definen en laboratorio, ademas de por su funcionalidad y
morfologia, segun sus marcadores de superficie, que son moléculas que expresa
una determinada célula en su membrana y que pueden determinarse de forma
sencilla para clasificarla (por ejemplo, CD45 es un marcador caracteristico de
células hematopoyéticas nucleadas). Las siglas CD hacen referencia a “cluster of
differentation” seguidas de un nimero en orden cronoldgico de su descubrimiento.
Aquellas que son especificas de una especie se denominan con las iniciales de la

especie en inglés.

Se define cardiopoiesis al proceso por el que las células multipotentes o
pluripotentes se comprometen de forma definitiva con el programa cardiaco. Como
exponen Behfar y col, se puede guiar la cardiopoiesis si se logran mimetizar las

sefiales cardiogénicas naturales®.

Podemos aumentar la supervivencia de las células con diferentes técnicas de
pretratamiento. La terapia génica es la introduccién de material genético en un
organismo para obtener, mediante la produccidn de proteinas, un resultado
terapéutico. Para introducir el gen necesitamos un vector (un virus, un plasmido)
que penetre en la célula. Asi, podriamos mejorar la supervivencia de las células con
el gen de la transcriptasa inversa de la telomerasa o de la proteinkinasa Akt (que
dificultan la apoptosis) o con el gen del VEGF?* (que mejoran la adhesion al vaso).

También se puede pretratar las células mediante la administracion en cultivo de
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moléculas como estatinas, el inhibidor de p38 o los estimuladores de la sintasa de

oxido nitrico endotelial.

Del mismo modo puede pretratarse el tejido receptor. El pretratamiento del tejido
diana se podria realizar con citoquinas que aumenten el reclutamiento celular como

el SDF-1 o el VEGF > 0 mediante ondas de choque™.

Los factores de crecimiento son proteinas capaces de estimular el crecimiento y la
diferenciacion celular, regulando de esta manera procesos celulares de reparacion.
Estos factores se unen especificamente a receptores en la superficie de la célula
donde deben actuar. Algunos son procesados en laboratorio para utilizarlos como
terapia bioldgica. Es el caso del factor estimulador de colonias granulociticas (G-
CSF) que promueve el desarrollo de precursores de granulocitos y neutrofilos y

moviliza células madre pluripotentes de médula 6sea.

d. Las células madre residentes

En definitiva, tras un infarto agudo de miocardio, el corazén no es capaz de
regenerarse a si mismo. Aunque se creen algunos miocitos, la capacidad de
crecimiento del corazén estd limitada y es incapaz de reconstituir el miocardio
dafiado. Pero esto no significa que no exista cierto grado de proliferacion sino que
es insuficiente para un evento agudo y devastador como un infarto de miocardio.

Las células cardiacas residentes progenitoras colaboran en un lento recambio
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celular. La cantidad de crecimiento del que es capaz un corazdn sometido a
sobrecarga es enorme. Hay que buscar estrategias para movilizar las células
residentes hacia el territorio infartado para su reparacion, y para ello es necesaria
la formacion de vasos que proporcionen oxigeno a los miocitos para su

supervivencia y maduracion®.

Por tanto, si existen células madre en el corazon adulto (células madre
residentes) capaces de diferenciarse en los principales tipos celulares cardiacos:
miocitos, células musculares lisas y células endoteliales vasculares. Estas células
sblo suponen una cantidad de 1/10.000 miocitos. Presentan como marcador de
superficie c-kit y cumplen las propiedades de la célula madre. Los beneficios de la
terapia con células madre externas al corazon se producen en parte por efectos

paracrinos que activan las células residentes progenitoras.

Las células madre del corazdon se disponen en nichos. Es decir, un conjunto de
células inmaduras en el nlcleo que conectan externamente con miocitos maduros y
fibroblastos por proteinas de adhesién (conexinas y adherinas). Funcionalmente
estas estructuras son importantes porque regulan mediante interacciones célula a
célula la reparacion tisular. La destruccion de los nichos ademas de los miocitos en

el infarto de miocardio dificulta la curacion®.

De forma similar, en cultivos tridimensionales en suspensidon las células

progenitoras cardiacas forman cardioesferas. Estas cardioesferas se componen de
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células clones c-kit positivas capaces de proliferar en el centro, mientras que en la
periferia existen células diferenciadas con marcadores que sefialan su compromiso
a células musculares lisas (actina alpha), endoteliales (factor de von Willebrand) o
mesenquimales (CD105, CD90). El trasplante de cardioesferas en la periferia del

infarto ha mostrado reparacion tisular en ratones®™.

I1. LOS FACTORES DE CRECIMIENTO

Varias citoquinas hematopoyéticas incluyendo el G-CSF, el factor de las células
madre o SCF, la interleucina 3, el GM-CSF (de granulocitos y macrofagos), el M-CSF
y la eritropoyetina, han mostrado regular el crecimiento y la diferenciacion de los

precursores hematopoyéticos.

La G-CSF enddgena es una potente citoquina hematopoyética que es producida y
liberada por monocitos, fibroblastos y células endoteliales. La G-CSF regula la
produccion de neutrdfilos en la médula dsea y estimula la proliferacion, maduracion
y activacion de los neutrdfilos. La G-CSF se une a su receptor especifico presente
en progenitores mieloides, linfoides y células sanguineas maduras activando
cascadas de sefales que afectan a la supervivencia y diferenciacion celular. La G-
CSF también estd implicada en la movilizacion de células progenitoras desde la
médula 6sea a la sangre periférica®’. Esta movilizacién parece intermediada por el

factor derivado de las células madre o SDF-1%,
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Hay una evidencia cada vez mayor de que la movilizacion de células progenitoras
al corazon y su diferenciacion a miocitos y células endoteliales es un proceso que
tiene lugar de forma natural. Durante un TIAM, hay un aumento de precursores
endoteliales y un anidamiento en el corazén danado. Y aunque el mecanismo no
esta del todo claro, se cree que la administracion precoz de las citoquinas
implicadas favoreceria la recuperaciéon del tejido dafiado. Asi, se ha visto que el
remodelado posterior depende de la capacidad de “movilizar” del paciente, de
modo que, en aquellos con insuficiencia cardiaca avanzada, el numero de
precursores circulantes es menor *°. El retraso en la administracién de factor G-CSF
tras el inicio de los sintomas en un IAM ha sido variable en los estudios, variando
desde 6.5h a mas de 1000h. Las senales de reclutamiento tienen lugar
inmediatamente tras el dano y después disminuyen por lo que parece adecuada la

administracién precoz®.

La administracién de G-CSF se ha estudiado tanto en el contexto de isquemia
crénica como en el del infarto agudo de miocardio. En el contexto de isquemia
crénica, Ripa y col han administrado G-CSF con el objeto de inducir la
vasculogénesis, con pobres resultados. En el contexto del infarto agudo de
miocardio, existen al menos nueve estudios aleatorizados que han evaluado su
seguridad y eficacia. La administracion del factor ha variado, oscilando de 2.5 a 10
mgr/kg durante 4-6 dias, y ha sido bien tolerada. En un estudio inicial se observé
una tasa inesperada de reestenosis en los pacientes tratados con factor que llevd a

interrumpir el estudio (MAGIC)!®, pero ensayos posteriores demostraron la
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seguridad de esta terapia. Parece existir una mejoria en los pacientes tratados
frente al grupo control en funcion ventricular e indices de remodelado en algunos
estudios (FIRSTLINE-AMI ** y RIGENERA !%%). Sin embargo, los beneficios de esta

terapia siguen siendo motivo de controversia®®®°,

Si tomamos dos de esos estudios con conclusiones enfrentadas observamos
algunas diferencias. El estudio FIRSTLINE-AMI concluye que el grupo tratado con
G-CSF tras un infarto agudo de miocardio mejora significativamente el grosor y la
funcion ventricular y disminuye el remodelado. El estudio REVIVAL-2 concluye que
esta terapia no tiene efecto ni sobre la funcién ni sobre el remodelado. Ambos
concluyen que no existe un mayor indice de reestenosis. Las principales diferencias
eran el tiempo de administracion y la edad de los pacientes. En el FIRSTLINE-AMI
la administracion fue muy precoz (una media de 89 minutos tras la reperfusion) y
los pacientes eran mas jovenes y hay descritas respuestas diferentes en relacion a

la edad en estudios animales!'®.

Un metaanalisis reciente con un total de 385 pacientes entre 8 estudios
analizados no mostr6 diferencias significativas tras la administraciéon de G-CSF
aunque si tendencia a aumentar la funcién ventricular y disminuir los indices de
remodelado en los pacientes tratados. Sin embargo, si se observé en el analisis por
subgrupos un beneficio significativo en aquellos que presentaban una funcién basal
inferior al 50% y en aquellos que se administraba de forma precoz (<37 horas) tras

el infarto!®,
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III. LAS CELULAS

a. Las células embrionarias

La célula embrionaria es pluripotente y, por tanto, capaz de originar las tres
capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) y recrear un embridn

completo. Suponen la masa celular mas interna del blastocisto®.

Desde la década de los 80 se ha sabido que las células embrionarias de los
ratones podian diferenciarse in vitro a cardiomiocitos'®®. Mas recientemente se
comunicd la capacidad de células embrionarias humanas de diferenciarse a
cardiomiocitos si se inyectaban en ratones!”’. Se ha propuesto la aplicacidn practica
gue pudieran tener las células embrionarias como tratamiento de defectos
congénitos cardiacos'®, pero sobre todo su uso se ha enfocado a tratar el infarto

agudo de miocardio, la insuficiencia cardiaca y la miocardiopatia®.

Sin embargo, la principal caracteristica de las células embrionarias que es su
pluripotencialidad, la capacidad de dar origen a las tres capas germinales, supone
también su mayor limitacion, por su oncogenicidad. Se han hecho verdaderos
esfuerzos en limitar su potencial de desarrollo de modo que deriven Unicamente a
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células cardiacas con pretratamiento con factores de crecimiento'® o genético'’.
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Varios grupos han comunicado sus beneficios funcionales en el infarto de
miocardio en estudios animales''® y sin embargo, también se ha comunicado el
desarrollo de teratomas!!!. Existe ademds el problema inmune!'? (puesto que se
trata de células alogénicas) y el problema ético de uso de embriones. A dia de hoy,

no es una opcién en humanos.

b._Las células madre pluripotentes inducidas

Precisamente para evitar los problemas éticos y de rechazo por el sistema inmune
de las células embrionarias alogénicas surgen estas otras células artificiales que
derivan de una célula somatica adulta. Se ha logrado constituir estas células
indistinguibles de las embrionarias mediante la transferencia de un nicleo'??,

mediante fusion celular''* y mediante la expresion de ciertos genes'™.

El reciente descubrimiento de que es posible reprogramar la célula somatica
mediante la transduccidn con retrovirus de Unicamente cuatro genes (Oct3/4, Sox2,
c-Myc y KLF4) e incluso prescindir del gen c-Myc obteniendo células que cumplen
las propiedades de la célula embrionaria y son mas seguras (menos oncogénicas)
es un salto importante en la terapia celular'’®. Pero actualmente sigue siendo una

opcién con muchos interrogantes.
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c. Las células derivadas de la médula dsea

La observacion en corazones trasplantados de células del receptor en una
proporcion significativa llevd a la hipétesis de que existian células progenitoras en
el adulto procedentes de la médula 6sea®. Se pensd que estas células poseian la

capacidad de migrar, anidar y diferenciarse en miocitos.

Se iniciaron estudios animales con células progenitoras extraidas de médula 6sea.
Las células progenitoras hematopoyéticas implantadas en corazones de raton a los
que se les habia provocado un infarto de miocardio se diferenciaban a
cardiomiocitos, células endoteliales o células musculares lisas y mejoraban la
funcion cardiaca'’®, aunque los resultados no fueron siempre tan

satisfactorios!!’/118,

En estudios con humanos se ha utilizado frecuentemente la fraccién mononuclear
del aspirado de médula 6sea que contiene diversos tipos celulares y que puede
adquirirse facil y rapidamente, sin previa seleccidon, lo que es importante en la

terapia del infarto agudo de miocardio*°.

En la médula dsea existen diferentes tipos de células madre. La fraccion
mononuclear del aspirado de médula 6sea es heterogénea y contiene diferentes
subpoblaciones de estas células troncales. En terapia celular se han utilizado

principalmente tres tipos: hematopoyéticas (HSC), endoteliales (EPC) vy
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mesenquimales (MSC). Se cree que existe un progenitor comun para las HSC y los

EPC que se denominaria hemangioblasto’’.

Las HSC clasicamente se diferencian en células sanguineas, tanto mieloides como
linfoides. Parece que pudieran diferenciarse también en cardiomiocitos''®. Se
encuentran en médula Osea y sangre periférica. Presentan marcadores de
superficie como CD 34, CD 133, CD45, c-kit (también llamado CD 117 o SCFR), CD
90 low (Thy 1.1), Sca-1 y son negativas para Lin (marcador de linea celular
hematopoyética)*?°.

Las EPC se encuentran también en médula ésea y sangre periférica. Existe un
continuo debate acerca de su fenotipo y caracteristicas funcionales. En general se
definen como células que coexpresan marcadores hematopoyéticos (CD 34, CD
133) con marcadores endoteliales como VEGFR2 (también llamado CD309 o KDR+)
o CD31. La transdiferenciacion de EPCs a cardiomiocitos también ha sido

descrita!?.

La existencia de células madre mesenquimales (MSC) en la médula dsea se
objetivd en 1966'* y después se describirfan en el cordén umbilical y en tejido
adiposo. Las MSC son un pequeio grupo que se puede separar de la fraccion
mononuclear del aspirado de médula dsea gracias a su capacidad para adherirse al
plastico® y que presentan como marcadores de superficie CD 105, CD 73, CD 90

(Thy 1) y carecen de CD45, CD34, CD 133, CD14, CD11b, CD19 o HLA DR®%1%,
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Tienen que poder diferenciarse en musculo, cartilago, hueso, grasa. Estas células
ademds han demostrado ser capaces de diferenciarse a células endoteliales'®”,
musculares lisas'?®, a cardiomiocitos'?® e incluso neuronas tanto in vitro como in
vivo'”’. La proporciéon de células mesenquimales de la médula Gsea es muy
pequeia (0.01-0.001% de la poblaciéon de células nucleadas). Presentan la ventaja

de que son poco inmunogénicas, lo que es importante en trasplantes alogénicos*.

El grupo de Verfaillie describié una subpoblacion que precederia al linaje de MSC,
llamadas células progenitoras adultas multipotentes (MAPC) que tendrian la
capacidad de diferenciarse a las tres lineas celulares. Su existencia ha sido
cuestionada por otros grupos. Son negativas para CD 31, CD 44, CD 45, CD 105,
Thy 1 (CD 90), Sca-1, E-cadherina (CD324), complejos de histocompatibilidad

(MCH Iy II) y Lin y expresan altos niveles de c-kit, VLA-6 (CD49f) y CD 920128,

También se ha descrito otro grupo celular llamado poblacién lateral de células
(Side Population cells, SP) o también llamadas HSC altamente enriquecidas que han
sido aisladas tanto a partir de médula 6sea como de musculo utilizando técnicas de
citometria de flujo basandose en la capacidad para excluir el colorante fluorescente
Hoescht 33342. Las SP podrian diferenciarse a células con caracteristicas de
musculo cardiaco y endotelio. Son CD34 negativas, c-kit y Sca-1 positivas. Estas

células son anteriores a HSC y pueden dar lugar a ellas al hacerse CD34+!%,
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d. Las células madre periféricas: los mioblastos esqueléticos

La capacidad del musculo esquelético de responder a un dafio mediante la
proliferacion y la diferenciacion de células madre se conoce desde hace tiempo.
Esta capacidad regenerativa reside en una pequefia poblacion de células
mononucleares llamadas células satélites y su progenie de mioblastos esqueléticos,
que, en respuesta al dafo, proliferan y eventualmente se fusionan para formar
miotubos multinucleados y poder asi restablecer la normal arquitectura del
musculo. Se pensd en el trasplante de mioblastos del musculo esquelético
especificamente para la cicatriz del infarto crénico de miocardio por razones
practicas, por un lado su potencial proliferativo en cultivo y su gran resistencia a
isquemia ya que al estar parcialmente comprometidas con la linea miocitica no son
tan dependientes del microambiente'’. Ademds, su preparacidén requiere mucho
tiempo impidiendo su uso en contexto del infarto agudo de miocardio. El cultivo
lleva aproximadamente 3 semanas para obtener un nimero suficiente de células.

Tras el cultivo se confirma la presencia de sus marcadores caracteristicos*°.

Desde las primeras comunicaciones en animales'*!, otros muchos estudios han
demostrado la factibilidad de este tipo de terapia celular. Se ha demostrado que los
mioblastos trasplantados anidan y se diferencian en miotubos multinucleados
adquiriendo algunas caracteristicas del misculo cardiaco como la cadena pesada de
miosina de contraccion lenta, pero no se diferencian en cardiomiocitos funcionales

0 establecen conexidon electromecénica con los cardiomiocitos del receptor®.
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Aunqgue la mayor parte de los estudios que usan mioblastos esqueléticos se han
desarrollado en modelos de infarto crénico también podria ser Util en cardiopatia

no isquémica®*2.

Como vias de administracion generalmente se ha usado la inyeccién
intramuscular directa quirdrgica pero también podria administrarse intracoronaria
aunque no hay que olvidar que, dado el tamafio y la adhesividad de los mioblastos,
la administracién intracoronaria podria provocar embolia®®. Otra via de
administracion con estas células ha sido la inyeccidon intramiocardica, pero

percutanea endoventricular'3*.

Los estudios preclinicos indican que la mejora en la funcién tras el trasplante de
mioblastos esqueléticos no se debe a la formacién de nuevas células contractiles'*°.
El efecto beneficioso es probablemente de mecanismo paracrino, aumentando la
angiogénesis y la vasculogénesis, con la excepcion de las recientemente descritas
células precursoras de cardiomiocitos aisladas en el musculo esquelético de ratones
(Spoc) que si se diferencian in vitro e in vivo a cardiomiocitos**. También se ha
objetivado la fusion con los cardiomiocitos in vivo, pero el nimero es demasiado

escaso para justificar la mejora funcional™.

Quizas la complicacidon mas preocupante del trasplante de mioblastos sean las
arritmias cardiacas que se objetivaron con los primeros estudios clinicos con esta

células, sin embargo en estudios posteriores no parecid asociarse de forma
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significativa. Como mecanismos implicados se ha propuesto que la liberacién de
factores de crecimiento altera la duracién del potencial de accidon o que tras el
implante las células se mantienen funcionalmente aisladas de las células

autdctonas y constituyen un substrato proarritmogénico®*.

La pérdida de mas del 90% de las células trasplantadas en las primeras 48hs tras
la inyeccidon intramiocardica es uno de los mayores problemas. Para intentar
minimizar este problema las células han sido pretratadas con antioxidantes
(diazéxido), antiinflamatorios o con transduccion de genes proangiogénicos.
También se han administrado concomitantemente con células de médula dsea que

faciliten su anidamiento por mecanismo paracrino o con biomateriales'*°.

e._Las células madre periféricas del tejido adiposo

El tejido adiposo deriva de la capa mesodérmica del embridn y se desarrolla tanto
pre como postnatalmente. Microscdpicamente, la evidencia mas temprana de la
existencia de los adipocitos en el ser humano es en el segundo trimestre de
embarazo y son similares a fibroblastos. Con la maduracién aparecen en su interior

acumulos lipidicos multi o uniloculares.

Macroscépicamente existen al menos cinco tipos de tejido adiposo: grasa blanca
(unilocular), grasa marrén o parda (multilocular), grasa de la médula désea, grasa

mamaria y mecanica. En cada uno de ellos la funcién es distinta. En la médula dsea
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la grasa tiene un papel activo y otro pasivo. Por un lado rellena los espacios donde
cesa la hematopoyesis y sirve de reserva energética y fuente de citoquinas para los
fendmenos de osteogénesis y hematopoyesis. La grasa parda genera calor. En el
recién nacido esta en los 6rganos (corazon, rindn, aorta, génadas) pero desaparece
con la madurez. La grasa mamaria provee de nutrientes durante la lactancia y esta
regulada por las hormonas del embarazo. Los depdsitos mecanicos (retroorbitario y
palmar) ejercen un soporte mecanico. Finalmente, la grasa blanca sirve de reserva
energética y aislamiento térmico. Y cada vez cobra mayor importancia el papel
endocrino del tejido adiposo, capaz de secretar adiponectina, leptina, resistina y

otras adipokinas.

El contenido de células madre difiere segun el tipo de tejido adiposo y su
localizacién. En ratones la cantidad es mucho mayor en la grasa blanca que en la
marrén y en humanos se ha visto que es mayor en la grasa del brazo que en el

muslo, abdomen o pecho'?’.

El aislamiento de células del tejido adiposo consiste en su incubacion con
colagenasa y centrifugacién con lo que se consigue separar las células adiposas
maduras y queda la fraccidn estromal vascular'®, Esta fraccidn contiene una
poblacién heterogénea de células circulantes, fibroblastos, pericitos y células
endoteliales asi como progenitores. Finalmente, se logran aislar en gran medida

estos progenitores por adherencia. El inmunofenotipo de estas células es similar a
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las células madre derivadas de médula 6sea, y son positivas para CD34 a diferencia

de las MSC.

Los investigadores han postulado un nimero de mecanismos por los que las
células progenitoras del tejido adiposo pueden regenerar tejidos. La primera de
ellas consiste en la capacidad de estas células de producir citoquinas y factores de
crecimiento (efecto paracrino) o la capacidad de modular el nicho de células
residentes favoreciendo la diferenciacion, o proveyendo de antioxidantes, o incluso

proporcionando nuevas mitocondrias a la células danadas.

Se ha considerado no soélo el uso de tejido adiposo autdlogo sino también
heterdlogo. El autdlogo tiene la ventaja de su histocompatibilidad, pero no siempre
es factible. Las células heterdlogas parecen ser compatibles ya que reducen la
expresion de complejos de histocompatibilidad, aunque este hallazgo debe ser

demostrado por otro estudios™’.

La plasticidad in vitro de las células estromales del tejido adiposo subcutaneo esta
bien establecida®®. Uno de los primeros estudios realizado con estas células en
contexto de un infarto de miocardio mostré anidamiento de las células en el
miocardio murino'®. Posteriormente, también se objetivd mejoria de la funcién
ventricular y menor remodelado. Una modalidad consiste en la aplicacion de
monocapas de células adiposas para la reparacion miocardica que objetivd mejora

de la funcién tras el infarto de miocardio con formacién de neovasos vy
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arraigamiento de las capas'*! con un papel del VEGF fundamental en el proceso de

diferenciacion*?.

Dentro de la fraccion de células estromales existen células endoteliales y células
precursoras capaces de diferenciarse en células endoteliales e incluso en células
musculares lisas. Por otra parte, estudios recientes han mostrado que las células
madre derivadas del tejido adiposo pueden formar tumores en ratones

inmunodeficientes. Por ello, hay que hacer una llamada a la cautela™’.

IV. LA ADMINISTRACION

a. El momento de administracion de las células

El proceso de curacion y remodelado del miocardio determina el momento ideal
para la administracion celular. Tras la necrosis, el miocardio es rapidamente
invadido por leucocitos y mastocitos formando una matriz de fibrina cuyo pico se
alcanza entre las 24 y 72 horas. Al final de la primera semana se eliminan los
miocitos necroticos y se reduce el nimero de neutrdfilos y monocitos, aparece el
tejido de granulacién en la tercera semana y la cicatriz se encuentra totalmente

formada aproximadamente a la sexta.

El anidamiento de las células madre inyectadas dependera de la presencia de

factores de crecimiento y adhesién y de la migracion e invasion celular del tejido
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infartado. La supervivencia posterior de estas células también depende de la

aportacidon de nutrientes, del microambiente inflamatorio y de las citocinas.

El nimero de precursores circulantes aumenta rapidamente para descender de
forma progresiva hasta la segunda semana. La movilizacién coincide con la
expresion de factores moduladores de la adhesién y la quimiotaxis. Existe un pico
precoz de radicales de oxigeno que pueden danar las células si son administradas
muy pronto. Se ha analizado la movilizacién fisioldgica de citocinas inflamatorias y
células precursoras tras el infarto que alcanza su pico aproximadamente al séptimo
dia tras el infarto y con todo ello se sugiere que el mejor momento para el implante

es entre el dia 30 y el 70'%,

b. El modo de administracion

El objetivo de cualquier modo de administracion de células es conseguir una
concentracion ideal de células para reparar el miocardio dafiado con el minimo

riesgo para el paciente. Vamos a repasar algunos de los métodos utilizados'*.

Intravascular

Intravenoso

Es poco agresivo y se ha descrito la llegada de las células madre administradas al

tejido dafado pero en escasa cuantia. De hecho esta forma de administraciéon es
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muy dependiente de la presencia de factores quimiotacticos, que se encuentran
aumentados en el contexto del infarto agudo de miocardio pero no en la
cardiopatia cronica. Pero el verdadero problema es que las células quedan

atrapadas en los pulmones, higado y bazo.

Seno coronario

Consistiria en canalizar el seno coronario y avanzar un balén de angioplastia en la
vena cardiaca segun el territorio infartado. Se infla el balén y se inyectan las

células. No siempre es posible este acceso por tortuosidad venosa.

Intracoronario

Es el modo mas popular de administracion especialmente en el infarto agudo de
miocardio. Consiste en interrumpir el flujo con un balén de angioplastia e infundir
las células. Este método precisa de citocinas inflamatorias para la adhesién y el

anidamiento.

Intramiocardico

Transepicardico

Se utiliza durante la revascularizacién quirdrgica. La principal ventaja es que
asegura un gran numero de células inyectadas por area. Es muy invasivo y no

alcanza todas las areas (septo).
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Transendocardico

Se avanza un catéter desde la femoral hasta el interior del ventriculo izquierdo
con un sistema de aguja que permita inyectar en el endocardio elegido las células.
La inyeccién puede guiarse por fluoroscopia o por mapeo electromecanico (con el
acortamiento lineal y con el voltaje de cada punto sensado). EI mapeo
electromecanico permite determinar qué zonas son isquémicas pero viables (poco

movimiento, pero voltaje conservado).

Transvenoso coronario

Consiste en avanzar un catéter hasta el seno coronario e inyectar desde ahi el
miocardio. Se puede guiar con ecografia intravascular. De nuevo nos encontramos

con el problema de la tortuosidad venosa.

V. LA IMAGEN

a._Sequimiento de las células implantadas

El método ideal de seguimiento deberia ser capaz de informarnos del
anidamiento, supervivencia y funcionamiento de las células implantadas. Para ello,
se precisa del marcaje de las células. Este etiquetado celular se puede realizar de

forma directa o “pasiva” (implantando la sustancia a rastrear) o de una forma
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indirecta (implantando los genes que produciran la sustancia a rastrear). Estos
genes "reporteros” llegan al nlcleo celular por transfeccion con virus que actian
como vectores con capacidad para integrarse en el ADN celular de forma estable’®.
La expresion de estos genes es detectada y sefiala no sélo la presencia de la célula,
sino su viabilidad. Es decir, antes de la administracion celular se les transfiere un
gen para su marcaje. Posteriormente, estas células podran ser detectadas
mediante la administracion endovenosa de una sonda reportera (6ptica o
radiomarcada) que es especifica para el producto del gen de las células
administradas. La ventaja de esta forma de marcaje indirecto es que nos asegura
la viabilidad, ya que sin viabilidad no existe trascripcion del gen transferido ni, por
tanto, acumulo de la sonda en un sitio concreto. Otra ventaja es que puede

visualizarse en diferentes ocasiones sin pérdida de sefial*®.

Marcaje directo en resonancia magnética

En resonancia magnética se utilizan dos tipos de particulas para el marcaje
celular. Las SPIO o particulas de éxido de hierro superparamagnéticas mayores de
30nm vy las USPIO (ultrapequefias SPIO) menores de 30nm. Son particulas
cristalinas recubiertas de polimeros como dextrano, polietilenglicol y almidén. Las
USPIO alcanzan una mayor vida media. El mecanismo por el cual el hierro entra en
la célula es la endocitosis**. Estudios animales usando SPIO demostraron ser un
método no téxico de marcaje de células sin afectar a su transdiferenciacién

posterior. El nimero mas pequefio de células que es capaz de detectar la
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resonancia convencional fue de 10°. Con mayores campos magnéticos (mayor
numero de teslas) aumenta la sensibilidad y se logra incluso identificar células
individuales marcadas. Sin embargo, la mayor desventaja es la posibilidad de que
la célula identificada esté realmente muerta. Otra posibilidad es que, al dividirse la

célula, su concentracién de hierro oxidado se diluya y sea indetectable!®.

Marcaje directo en medicina nuclear

El marcaje directo de células con isétopos radioactivos tiene mayor sensibilidad
que las técnicas de resonancia, pero menor resolucion espacial. Estas técnicas
ofrecen mucha informacidon acerca del anidamiento tras la inyeccién celular’®. Se
usan radioisdtopos con una vida media prolongada. Por ejemplo In-111 (2.8 dias)
en la tomografia de foton Unico (SPECT) y Cu-64 (12.7 h) en la tomografia por

emision de positrones (PET)'*.

Ejemplos de la aplicacién de estas técnicas son la deteccion de progenitores
celulares marcados con SPECT en el miocardio infartado de un ratéon o el

atrapamiento pulmonar de progenitores tras la administracion endovenosa'®.

Con el marcaje con PET con fluorodesoxiglucosa con F18 (F18-FDG) se ha
demostrado el anidamiento tras la administracién intracoronaria pero no
endovenosa. El futuro estd en encontrar radioisétopos con mayor vida media para

evitar la pérdida de sefial a lo largo de los dias'®.
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Marcaje indirecto en visualizacion optica

Existen dos técnicas de marcaje dptico, con luminiscencia y con fluorescencia. La
luminiscencia es una luz que se genera en una reaccion enzimatica catalizada por la
luciferasa de la luciérnaga (Fluc). Si una célula posee luciferasa cuando entre en
contacto con la D-luciferina emitira luminiscencia, que sera detectada por una
camara. Existen otras luciferasas que también se han utilizado. La sefal emitida es

tan débil que sdlo se puede utilizar con animales pequefos (ratones).

La fluorescencia se genera por la excitacion de un fluoroforo, como la proteina
verde fluorescente (GFP) que es una proteina que se aisldé de una medusa
(aequoria victoria) y que es espontaneamente fluorescente. No se transmite mas
alld de unos pocos centimetros por lo que la verdadera utilidad de esta técnica es
visualizar las células marcadas en histologia de forma directa con microscopios

convencionales®®.

Marcaje indirecto en medicina nuclear

Se han desarrollado diferentes genes reporteros para SPECT y PET. La enzima
timidinkinasa (TK) del virus Herpes Simple tipo 1 (HSV1-TK) o su mutante HSV1-
sr39tk son capaces de fosforilar diferentes sustratos (que habremos marcado

previamente). Los fosfatos resultantes son acumulados en las células. Las células
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que no poseen el gen no acumulan el sustrato trazador. El sustrato de la TK que se

administra se marca con un isétopo liberador de fotones o positrones.

Marcaje indirecto en resonancia magnética

De forma indirecta en resonancia se pueden transfectar las células que vamos a
administrar con un gen de ferritina alterado que induzca una sobreexpresion de
este producto y un acimulo mayor de hierro en la célula administrada que podria
ser detectado por resonancia. Un método parecido se ha desarrollado pero con el
gen receptor de la transferrina alterado. Este método, mas complejo, hace que al
administrar posteriormente particulas USPIO unidas a la TF alterada éstas sélo se

unan a las células que presentan receptores para ella.

Otro método seria marcando las membranas con quelantes de gadolinio que

incrementen su captacion y por tanto una imagen de hipercontraste en T1'%,

b._Métodos para evaluar los efectos de la terapia celular

Funcion del ventriculo izquierdo

Se han utilizado diferentes técnicas para determinar el tamano y la funcion del
ventriculo izquierdo: la ventriculografia, la ecocardiografia bidimensional, SPECT, la

ventriculografia isotdpica y la RM. El método mas exacto es la RM**®,
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Perfusion miocardica

Para ello se ha utilizado el PET, SPECT, el primer paso en la RM vy la
ecocardiografia de contraste. Dentro de los métodos invasivos también se ha

utilizado la reserva de flujo coronario (CFR) y el grado de b/ush miocardico.

Hay que senalar que sélo el PET permite la cuantificacion absoluta de la perfusion
miocardica, ya que el SPECT muestra mas bien diferencias en la captaciéon del
radiotrazador, si bien esta Ultima técnica ha sido la mas ampliamente utilizada con

este proposito*®.

Tamano del infarto

Se han utilizado técnicas directas de visualizacién (PET, SPECT, RM con gadolinio,
ecocardiografia con contraste) o indirectas (ventriculografia, ecocardiografia
bidimensional, RM cine). La mas exacta de las técnicas es la RM con gadolinio,

permitiendo ademas diferenciar entre infarto transmural o subendocérdico '*.

Viabilidad del miocardio

Para ello se ha utilizado el PET (principalmente con F18-FDG) o SPECT (con
agentes marcados con F18-FDG o con Tc99m), ecografia con dosis bajas de
dobutamina o transmuralidad por RM. Entre las técnicas invasivas se encuentran

las técnicas de mapeo de actividad eléctrica (NOGA) .
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VI. EL CONTEXTO CLINICO

La terapia celular ha acumulado experiencia en diferentes contextos clinicos, pero

en humanos sobre todo se ha concentrado en cardiopatia isquémica.

a._Post-infarto agudo de miocardio

Varios estudios han evaluado la terapia celular administrada tras un infarto agudo
de miocardio, algunos con resultados positivos y otros neutros. Casi todos ellos con
administracion intracoronaria una vez abierta la arteria responsable y con fraccion
mononuclear de médula Osea, excepcionalmente se han utilizado células
seleccionadas hematopoyéticas, mesenquimales o EPC, o células progenitoras

movilizadas a sangre periférica'®.

Estudios clinicos aleatorizados con implante de células

Hasta el momento, los estudios con resultados positivos mas significativos son el
BOOST'¥, REPAIR-AMI'®, FINCELL'* y REGENT™. En el BOOST la fraccion
mononuclear de médula dsea demostré mejorar la contractilidad regional y la FEVI
en un 6%. Sin embargo, sdlo los pacientes con infartos mas extensos mantuvieron
la mejoria en el seguimiento a largo plazo (18 meses). En el REPAIR-AMI, la
infusion de células mononucleares mejord la FE en un 2.8% a los 12 meses™!

manteniendo la mejoria a los dos afios™*% En el estudio FINCELL la mejoria fue del
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5%. En el REGENT una mejoria del 3% respecto del control, pero esas diferencias

desaparecieron a los 6 meses.

Por otra parte, estudios con resultados neutros serian el trabajo de Janssens'>, el
estudio ASTAMI™, el estudio HEBE™ vy del grupo americano CCTRN
(Cardiovascular Cell Therapy Research Network) los estudios LateTIMEX® y
TIME™. Janssens y col no observaron diferencias en la FE global pero si mejoria de
contractilidad regional y menor tamano del infarto. En el ASTAMI, no hubo efecto
sobre la FEVI, los volimenes ni el tamafo del infarto. El estudio HEBE no mostrd
diferencias en la contractilidad global o regional. Finalmente, el estudio LateTIME
no mostrd diferencias de contractilidad regional o global realizando la infusion a las
dos semanas del infarto y el TIME tampoco las encontré a los 3 o 7 dias

postinfarto.

Dos estudios han utilizado células mesenquimales tras el infarto, el estudio de
Chen y col*®® y el de Hare' con células alogénicas, con resultados positivos pero
discretos. Otras células como las progenitoras de tejido adiposo se han estudiado

(estudio APOLLO) sin que se hayan publicado los resultados definitivos.

Ademas de estos estudios se han realizado también otros comparando momentos
y modos de administracién (como el MYSTAR)*®. En la tabla 3 aparecen algunos de
los estudios aleatorizados con células madre en contexto de IAM mas relevantes

hasta el momento actual.
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ESTUDIO (afio) N Tipo celular Resultados
(via admon)

TIME (2012)%’ 40 /40 /40 CMMO (ic) No mejor FEVI
LateTIME (2011)'%® 58/ 29 CMMO (ic) No mejor FEVI
Cao (2009)16! 41/ 45 CMMO (ic) Mejor FEVI
Hare (2009)'%° 39/ 21 Alo hMSC (iv) Mejor FEVI
Herbots (2009)!6? 33/ 34 CMMO (ic) Mejor regional

REGENT (2009)*° 80/80/ 40 CMMO nosel/sel (ic) Mejor FEVI
FINCELL (2008)'*° 40 / 40 CMMO (ic) Mejor FEVI
Suérez de Lezo (2007)'%* | 10/10/ 10 CMMO (ic) /G-CSF Mejor FEVI (células)
REPAIR AMI (2006)'* 101/ 103 CMMO (ic) Mejor FEVI
Meluzin (2006)%* 22722/ 22 107 / 108 CMMO (ic) Mejor FEVI (dosis-dte)
Janssens (2006)'% 33/ 34 CMMO (ic) No mejor FEVI
TCT-STAMI (2006)16° 10/ 10 CMMO (ic) Mejor FEVI
ASTAMI (2006)"> 50/ 50 CMMO (ic) No mejor FEVI
MAGIC Cell-3 (2006)'6¢ 25/ 25 G-CSF+CMP (ic) Mejor FEVI
BOOST (2004)% 30/ 30 CMMO (ic) Mejor FEVI
Chen (2004)'%® 34/ 35 MSC (ic) Mejor FEVI
MAGIC (2004)!%° 10/10/ 7 G-CSF+/-CMP (ic) Mejor FEVI

Tabla 3. Estudios clinicos aleatorizados con implante de células madre. CMMO: célula madre de médula ésea
no seleccionada o mononuclear. MSC: célula madre mesequimal. CMP: células mononucleares de sangre
periférica. G-CSF: factor estimulante de colonias granulociticas. FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo

izquierdo. En cursiva aparece el nimero de pacientes control.
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Estudios clinicos aleatorizados con G-CSF aislado

Otra forma de utilizar la terapia celular en el contexto del infarto agudo de
miocardio consiste en la movilizacién de células desde la médula 6sea mediante la
administracion de G-CSF. Varios estudios han sido publicados hasta el momento,
pero los resultados no son muy alentadores. Soélo tres estudios han mostrado
resultados positivos: el estudio FIRSTLINE-AMI'®!, RIGENERA'® y Takano y col'®’.

El resto no mostréd mejorias en la contractilidad (tabla 4).

ESTUDIO (aiio) N Dosis | Duracion Cambios
RIGENERA (2007)%? 14/27 10 5 Mejor FEVI
Takano (2007)*¢ 18/22 2,5 5 Mejor FEVI
Sudrez de Lezo (2007)'* | 10/10/10 10 10 No mejor FEVI (G-CSF)
G-CSF-STEMI (2006)%8 23/21 10 5 No mejor FEVI
STEMMI (2006)'%° 39/39 10 6 No mejor FEVI
Ellis (2006)'7° 6/6/6 | 5/10 5 No mejor FEVI
Zollhafer (2006)7* 56/ 58 10 5 No mejor FEVI
Valgimigli (2005)72 10/10 5 4 No mejor FEVI
FIRSTLINE AMI (2005)1% 15/15 10 6 Mejor remodelado (no FEVI)
MAGIC (2004)® 10/10/7 10 4 No mejor FEVI (grupo G-CSF)

Tabla 4. Estudios aleatorizados realizados con G-CSF exclusivamente. FEVI: fraccion de eyeccion de ventriculo
izquierdo. Dosis expresadas en pgr/kg/dia y duracion en dias.
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Estudios clinicos no aleatorizados con implante de células

Los estudios no aleatorizados con implante celular aparecen recogidos en la tabla
5. El estudio TOPCARE-AMI estudio la eficacia y seguridad de la terapia celular con
dos tipos celulares aleatorizados (células progenitoras de médula désea frente a

circulantes) y un grupo control no aleatorizado'”?

, objetivando igual resultado con
ambas terapias y superioridad en FEVI y viabilidad frente al grupo control y a pesar
de diferencias en el ndmero de células implantadas (menor en el grupo de

precursores circulantes).

ESTUDIO (aiio) N TIPO (via) CAMBIOS
Krause (2009)7* 20 CMMO (i.m.) Mejor FEVI
BALANCE (2009)'7° 62 /62 CMMO (i.c.) Mejor FEVI
HEBE piloto (2008)'7° 26 CMMO (i.c.) Mejor FEVI
Choi (2007)'"7 10/ 63 G-CSF + CMP (i.c.) No mejor FEVI
Li (2007)'78 35/35 G-CSF + CMP (i.c.) Mejor FEVI
Steinwender (2006)7° 20 G-CSF + CMP (i.c.) Mejor FEVI
Bartunek (2005)*®° 19/ 16 CMMO sel (CD133+) (i.c.) Mejor FEVI
Fdez-Avilés (2004)'8! 20/ 20 CMMO (i.c.) Mejor FEVI
Strauer (2002)%2 10/ 10 CMMO (i.c.) Mejor contractilidad

Tabla 5. Estudios no aleatorizados con implante de células en contexto de un IAM. Algunos de estos estudios
presentan grupo control y los cambios expresados son en relacion a ese grupo. CMMO: células mononucleares de
médula dsea. Ic: intracoronaria. Im: intramuscular. FEVI: fraccién de eyeccion de ventriculo izquierdo.
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Estudios clinicos no aleatorizados con G-CSF aislado

Existen dos estudios clinicos no aleatorizados realizados en la fase aguda del
infarto agudo de miocardio con G-CSF. El estudio de Kuethe y col (2005)'®* no
mostrd mejoria significativa de la FEVI pero si describe mejoria en la contractilidad
respecto de un grupo control no aleatorizado. La dosis fue de 10 ugr/kg/d durante
una semana. En ese mismo afno se publica el estudio de Suarez de Lezo y col
(2005)*#* con similar dosis pero durante 10 dias de tratamiento y tampoco describe

mejoria en la FEVI.

b._Cardiopatia isquémica crdnica

Existen dos escenarios en los que se ha ensayado principalmente la terapia
celular dentro de la cardiopatia isquémica crénica: el infarto de miocardio antiguo
con disfunciéon ventricular e insuficiencia cardiaca y la enfermedad coronaria no

revascularizable que condiciona angina estable refractaria a la medicacion habitual.

El reemplazo de la cicatriz acinética por miocardio viable mejoraria la funcion
cardiaca e impediria la remodelacién progresiva del VI. El trasplante de células en
esta patologia se enfrenta a un suministro limitado de sangre y puede no encontrar
el medio ambiente adecuado para la transdiferenciacion en células vasculares o en
cardiomiocitos. El trasplante de mioblastos (MIO), que tienen mejor tolerancia a la

isquemia y son encargados de diferenciarse a miocitos, puede ser la mejor opcion
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en estas circunstancias. Ademas de los mioblastos se han ensayado también

células de la médula 6sea o precursores circulantes.

Para los pacientes que a pesar de recibir una terapia médica dptima siguen con
angina y no tienen opcidon de revascularizacion por enfermedad arterial difusa
también se ha propuesto esta terapia. Ademas, si consideramos que algunos de
ellos tienen asociado un deterioro regional de la funcidon contractil, la cual es
parcialmente reversible cuando la perfusidon tisular es restaurada (miocardio
hibernado), hay una clara necesidad de nuevas estrategias terapéuticas. Parece
gue la inyeccién transendocardica de células de médula dsea o precursores
circulantes mejora el flujo colateral, la perfusion y la fraccion de eyeccién del

ventriculo izquierdo.

No existe gran numero de estudios aleatorizados en estos contextos. Se ha
realizado aleatorizacion e implante de células en contexto de cirugia de
revascularizacidn coronaria como los llevados a cabo por Lai y col'®®, Ang y col'® y

I'®” sin buenos resultados. De forma mas

el estudio MAGIC de Menasché y co
exitosa y también de forma aleatorizada se ha ensayado en cardiopatia isquémica e
insuficiencia cardiaca con implante percutaneo (Dib y col en el estudio CAusMIC!®®),

en enfermedad coronaria no revascularizable (Tse y col 2007*%) y en

desobstrucciones coronarias percutaneas (Erbs y col 2005).
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Estudios clinicos con implante de células via intracoronaria

Los estudios clinicos con o sin aleatorizacion realizados en cardiopatia isquémica
cronica con células precursoras via intracoronaria se muestran en la tabla 6. Los

resultados son contradictorios.

ESTUDIO N TIPO R | CONTX.CLINICO CAMBIOS
GAIN 1(2008) 16 | G-CSF+CMP | NO EC no Efectos adversos.
(CD 133+) revascularizable Igual isquemia.
TOPCARE-CHD(2007)!%2 | 121 CMMO NO Infarto previo Mejor FEVI
Boyle(2006)'% 5 G-CSF + CMP | NO EC no Menos sintomas.
(CD 34 +) revascularizable Colateralizacion.
Gao (2006)* 14/14 CMMO NO Infarto previo Mejor FEVI.
Menos sintomas.
Erbs (2005)'%° 13/13 | G-CSF+CMP | SI ICP a oclusion Mejor FEVI y
crénica contractilidad
Katritisis (2005)% 11/11 MSC NO Infarto previo Mejor viabilidad y
contractilidad.
Kuethe(2005)'% 5 CMMO NO Infarto previo Igual FEVI.
Igual sintomas.
IACT(2005)*’ 18 CMMO NO Infarto previo Mayor viabilidad

Tabla 6. Estudios clinicos con implante celular intracoronario. EC: enfermedad coronaria. R: aleatorizados
si/no. G-CSF: Factor estimulador de conlonias granulociticas. CMMO: células mononucleares de médula dsea.
MSC: células mesenquimales. CMP: células mononucleares periféricas. ICC: insuficiencia cardiaca. EC:
enfermedad coronaria. FEVI: fraccién de eyeccién de ventriculo izquierdo.
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Estudios clinicos con implante celular intramiocardico directo

En contexto de la cirugia de revascularizacion coronaria se han realizado estudios

con implante de células progenitoras de forma directa (tabla 7).

ESTUDIO N TIPO R CONTX. CLINICO CAMBIOS
Lai(2009)'% 22/22 CMMO SI | Revascularizacién gx | No mejor FEVI
Ang(2008)'8¢ 21/21/20 | CMMO (ic/im) | SI IM previo + RQ No mejor FEVI

MAGIC(2008)¢’ 33/34/30 MIO SI IM previo + RQ No mejor FEVI
Stamm(2007)*°8 20/20 CD 133+ MO | NO | Revascularizacidn gx Mejor FEVI
Dib(2005)'* 30 MIO NO | IM previo + RQ/AV Seguro.

Archundia(2005)>® 5 CD 34+ CMP | NO IM previo + RQ Seguro.

+ G-CSF
Chachques(2004)% 20 MIO NO IM previo + RQ Seguro.
Galifianes(2004)%% 14 CMMO NO IM previo + RQ Mejoria
segmentaria.
Siminiak(2004)?% 10 MIO NO IM (>3mss) + RQ Arritmias V.
Stamm(2004)%* 12 CMMO NO IM (>10ds) + RQ Seguro
Menasché(2003)%% 10 MIO NO IM previo + RQ Seguro.
Herreros(2003)%% 12 MIO NO | Infarto previo + RQ Seguro.
Hamano(2001)%"” 5 CMMO NO | Revascularizacién gx Seguro.

Tabla 7. Estudios clinicos realizados con administracién de células mediante inyeccién intramiocardica directa.
R: aleatorizado si/no. CMMO: células de médula 6sea no seleccionadas. MO: médula 6sea. MIO: mioblastos. CMP:
células madre periféricas o circulantes. RQ: revascularizacion quirirgica. AV: asistencia ventricular. CF: clase

funcional. FEVI: fraccion de eyeccion de VI. IM: infarto de miocardio.
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Estudios

percutaneo

clinicos

con

implante

celular

intramiocardico

La administracion celular por inyeccion directa en miocardio no precisa de cirugia,

puede realizarse de forma percutanea (tabla 8).

ESTUDIO N TIPO R | CONTX.CLINICO RESULTADOS
FOCUS (2012)%%® 61/31 CMMO SI ICC + EC no rev No mejor FEVI ni
sintomas.
SEISMIC (2011)%*® 26/14 MIO SI ICC + DAI No mejor FEVL.
Mejoria sintomas.
ACT34-CMI(2011)*° | 56/56/56 CD 34+ SI EC no rev Mejor CFy perfusion
CAUSMIC(2009)88 12/11 MIO NO | IM previo + ICC Mas viable.
Van Ramshorst 25/25 CMMO SI EC no rev Mejor FEVI. Mejor
(2009)1 perfusion y CF
PROTECT- 9/10/9 CMMO SI EC no rev Mejor FEVI y CF.
CAD(2007)'#
Ripa(2006)?'? 16 VEGF+GCSF | NO EC no rev No mejor perfusién
POZNAN(2005)**3 10 MIO NO | IM previo + ICC Mejor FEVI y CF.
Perin (2003)** 14 /7 CMMO NO | ICC + ECno rev Mejor FEVI
Smits (2003)%° 5 MIO NO | IM previo + ICC Mejor FEVI
Tse (2003)%16 8 CMMO NO EC no rev Mejor CF. No FEVI

Tabla 8. Estudios con administracion intramiocardica de células mediante técnica percutanea. MIO: mioblastos.
CMMO: células madre de médula dsea no seleccionadas. IM: infarto de miocardio. ICC: insuficiencia cardiaca. EC
no rev: enfermedad coronaria no revascularizable. FEVI: fraccién de eyecciéon de VI. CF: Clase funcional. R:

aleatorizado si/no.
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Estudios clinicos con factor estimulante de colonias

granulociticas

También en la cardiopatia isquémica crénica se ha realizado movilizacién de
precursores mediante la administracion de G-CSF sin infusion intracoronaria o
inyeccion intramiocardica celular con pobres resultados. Los estudios con G-CSF en

este contexto aparecen en la tabla 9.

ESTUDIO N DOSIS R | CONTX.CLIN RESULTADOS
Meier(2009)*7 | 26/26 10 yg/Kg/d x 14 ds | SI EC no rev Mejor colaterales
Suzuki(2006)*8 | 11/11 2 yg/Kg/d x 10 ds SI EC no rev Mejor FEVI en IM

12/12 IM antiguo antiguo con G-CSF
Wang(2005)?* | 13/16 5 pg/Kg/d x 6 ds NO EC no rev Mejor sintomas.
ICC Peor FEVI
Hill (2005)?%° 16 10 pg/Kg/dx5ds | NO EC no rev No mejor perfusién o

sintomas

Tabla 9. Estudios con G-CSF en cardiopatia isquémica crénica. R: aleatorizado si/no. EC no rev: enfermedad
coronaria no revascularizable. FEVI: fraccién de eyeccién de VI.

c._ Otras miocardiopatias

Por Ultimo, se ha ensayado la terapia celular mediante la infusion intracoronaria
de células progenitoras en otras miocardiopatias, como la idiopatica y la chagasica,

con resultados alentadores y aparecen en la tabla 10.
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ESTUDIO (afio) N TIPO | R CONTX. RESULTADOS
CLINICO
Ribeiro(2012)% 90/93 | CMMO | SI | MCD chagésica No mejor FEVI

Chen(2008)%% 71/187 | CMMO | NO | MCD no isquémica Mejor contractilidad

ABCD(2006)** 24/20 | CMMO | SI MCD idiopética Mejor FEVI y CF.

Huang(2006)%%* 10/8 | CMMO | NO MCD idiopética Mejor sintomas. No FEVI
Vilas-Boas(2006)%%° 25 CMMO | NO MCD chagésica Mejor FEVI

Wang(2006)2% 12/12 MSC SI MCD idiopética No mejor FEVI

Tabla 10. Estudios con infusion celular intracoronaria en otras miocardiopatias diferentes a la isquémica.
CMMO: células médula 6sea no seleccionadas. R: aleatorizado si/no. MCD: miocardiopatia dilatada. FEVI: fraccion
de eyeccion de VI. MSC: células mesenquimales. CF: clase funcional.

VII. LOS RIESGOS

a._Diferenciacion inapropiada

Los mecanismos por los que la terapia celular tiene un efecto beneficioso implica
la diferenciacion de las células progenitoras en miocardiocitos, células endoteliales
0 ambas, fusidn celular y/o efectos paracrinos de las células trasplantadas. Este
aspecto es controvertido ya que algunos estudios sugieren que las células madre
pueden diferenciarse a fibroblastos o incluso calcificarse, aunque estos hallazgos
pueden deberse a defectos en la técnica. Sin embargo, cierto es que el miocardio
dafiado adulto carece de factores de crecimiento embrionarios fundamentales para

la correcta diferenciacion. Es por esto que las nuevas técnicas procuran diferenciar
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las células pluripotenciales hacia el linaje cardiaco antes del trasplante
(cardiopoiesis) aunque queda todavia por conocer en profundidad los mecanismos

de diferenciacién y compromiso celular®’,

b._Eventos cardiovasculares mayores adversos

Las arritmias ventriculares representan un riesgo inherente a cualquier paciente
que sufre un infarto de miocardio. Las arritmias ventriculares se han relacionado
preferentemente con la administracion de mioblastos esqueléticos®”’. Los
mioblastos implantados se diferencian a miotubos multinucleados. Los mioblastos
gue carecen de la expresion de cierta conexina no se unen a los miocitos cercanos,
de modo que constituyen un sustrato arritmogénico por reentrada. Estas células se
encuentran funcionalmente aisladas y laten en asincronia con los cardiomiocitos del
receptor. Pero no soblo la heterogeneidad eléctrica sino otros fendmenos,
contribuyen a la formaciéon de arritmias, como la neoformacidon de nervios y el

edema y dafio local producido en la administracion®*.

No se ha comunicado de forma sistematica un incremento de arritmias
ventriculares con células de la médula dsea, incluso se ha descrito un papel
beneficioso de las células mesenquimales sobre los trastornos de conduccion. Sin
embargo, estudios in vitro han mostrado la capacidad de las células mesenquimales
de generar arritmias mediante circuitos de reentrada y parece estar relacionado

con la unién de miocitos del receptor con las células mesenquimales inexcitables. Si
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esto es asi, las arritmias deberian aparecer algo después del anidamiento celular y

227

no inmediatamente tras la inyeccién intracoronaria, como se ha reportado®”.

Parece claro que existen factores de confusion, como la disfuncién ventricular, que

en si mismos predisponen a la arritmia ventricular. No obstante, quedan por definir

las diferencias celulares, si la incidencia es dosis-dependiente o guarda relaciéon con

el tiempo de implantacion®?’. En la tabla 11 se recogen estos y otros eventos

cardiovasculares descritos.

ESTUDIO N(células/control) Muerte e IM ACVA TV/FV ICC
TOPCARE 173 29(CMMO)/30(CMP)/11 1/1/0 - - -
Fdez- Avilés 18! 20/13 - 1/0 - -
Bartunek & 19/16 - - 2/0 -
Perin !4 14/7 1/0 - - -
Boyle 1% 5 1 - - -
Menasché 2%° 10 - - 4 -
Siminiak 2%3 10 1 - 4 -
Smits 21° 5 - - 1 -
Dib 1% 30 - - 4 -
POZNAN %3 10 - - 1 -
BOOST ¥ 30/30 1/1 - - 3/1
Janssens 1> 33/34 - - - 0/2
REPAIR % 101/103 2/7 - 4/4 0/2
ASTAMI >4 50/50 1/0 - 2/1 -
Strauer ¥ 14/7 1/0 - - -

Tabla 11. Eventos cardiovasculares recogidos en algunos estudios de terapia celular. IM: infarto de miocardio.
ACVA: accidente cerebrovascular. TV/FV: taquicardia/fibrilacion ventricular. IC: insuficiencia cardiaca. CMMO:

células madre de médula dsea no seleccionadas. CMP: células madre periféricas.
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c. Anidamiento fuera del miocardio

A dia de hoy la administracién e implantacién de células en el érgano diana
siguen siendo subdptimas. La eficacia de los métodos de administracion ronda el
3%, si bien aumenta en la inyeccién directa en el miocardio (10-15%).
Independientemente de la via elegida, las células trasplantadas se dirigen a los
pulmones, al higado y al bazo en pocas horas. No hay suficiente conocimiento de la
cinética del anidamiento celular. Se ha comunicado que las células derivadas de la
médula dsea se detectan en el miocardio a las 20 horas tras la inyeccion
intracoronaria, pero sélo en algunos pacientes, y que existe un anidamiento en

higado y bazo. No se ha comunicado que alcancen el sistema nervioso®”’.

d. Efectos sobre aterosclerosis

Recientemente se ha avanzado mucho en la comprension de los mecanismos
moleculares y celulares responsables de la formacidon de colaterales y en la
aterogénesis. Esto se ha acompafado de forma paralela de mejoras en las terapias
disefadas para favorecer la formacion de colaterales e inhibir el desarrollo de la
aterosclerosis. Sin embargo, muchas veces las intervenciones que tenian como
objetivo aumentar las colaterales produjeron un aumento de la aterogénesis y
viceversa. A esto se le conoce como el fendmeno de Jano (o de las dos caras). Asi,

se ha identificado un gran nimero de moléculas que participan y favorecen ambos
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fendmenos, como son: VEGF, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-1 y 2),

MCP-1 y la nicotina.

La aterogénesis, la isquemia y el estrés de las fuerzas de corriente tangentes
(shear stress) favorecen la formacion de colaterales mediante la activacion de
multiples genes relacionados con la inflamacién. Las citoquinas expresadas ejercen
efectos locales, pero también son liberadas de forma sistémica, activando vy
atrayendo células inflamatorias e inmunes de tejidos como la médula 6sea o el
bazo. Estas células anidan en los tejidos activados y contribuyen tanto a la
formacion de colaterales como a la aterogénesis. Dado que existen estos
mecanismos comunes, podemos asumir que si se altera cualquier componente de

estas cascadas la repercusion se observara en ambos procesos®.

Se ha sugerido que las células de médula désea y los progenitores derivados de
sangre periférica podrian contribuir al crecimiento de la microvasculatura intraplaca
derivada de los vasa vasorum, lo que podria predisponer al crecimiento de la lesién
aterosclerotica, la hemorragia intraplaca, la activacion de los macréfagos y, en
consecuencia, la desestabilizacién de la placa. Asi, la infusidon intracoronaria de
células progenitoras podria agravar la progresion de las lesiones aterosclerdticas en
pacientes con enfermedad coronaria. La infusion de células progenitoras puede no
sblo favorecer el desarrollo de reestenosis del segmento tratado con stent sino que
puede también acelerar la progresion de la enfermedad coronaria en el vaso distal

al lugar de infusién de las células progenitoras.
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Por otra parte, algunos estudios en animales®®® han permitido analizar la
composicion y el tamafio de la placa tras la infusion de células mononucleadas de
médula 6sea y el resultado fue que, si bien no parecia alterar la composicién y la
estabilidad de la placa, si se objetivd un aumento de su tamafo. También se han

comunicado efectos negativos en otros estudios®" #*

en los que se concluye que
en el remodelado vascular (en la reestenosis y en la aterosclerosis) las células

derivadas de la médula ésea estan implicadas.

En el contexto de nuestro estudio, tras un infarto de miocardio reciente, se ha
estudiado la progresién de la aterosclerosis tras la infusion celular y tras la

administracion de G-CSF.

Respecto de la infusion celular se presentaron algunos resultados contradictorios.

|232

Bartunek y col”” en el 2005 comunicaron un caso de progresion distal al stent

farmacoactivo con infusion de células de médula ésea seleccionadas y llamaron a la

12 en el afio 2006, también

cautela. Del mismo grupo belga, Mansour y co
expresaron su preocupacion tras objetivar, en un estudio no aleatorizado, mayor
pérdida luminal distal al stent no objetivando progresion en una arteria coronaria
diferente a la ARI. Se utilizaron en este estudio células enriquecidas CD133+. Sin

embargo, Assmus y col***

presentaron los resultados de un estudio tampoco
aleatorizado, pero con mas pacientes (166 frente a los 38) y con células no
seleccionadas y procedentes también de médula dsea, y no observaron diferencias

en la aparicion de lesiones de novo o mayor incidencia de eventos cardiovasculares
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en el grupo tratado. Bien es verdad que no realizaron andlisis de pérdida luminal en
zonas no tratadas de forma sistematica en todos los pacientes. Sin embargo, Kang
y col, en su estudio MAGIC-Cell 3-DES'® aleatorizado (y con estimulacién con G-
CSF), si analizaron la pérdida luminal distal al stent y no objetivaron diferencias.
Posteriormente, en 2010, Arnold y col*®*, de nuestro grupo de trabajo, presentaron
los resultados del analisis angiografico y con ecografia intravascular de segmentos
distales a la infusidn celular y de una arteria contralateral en pacientes tratados con
células de médula ésea no seleccionadas. No se objetivaron diferencias con los

sujetos controles.

Respecto de la administracién de factor estimulador, Takano y col*®” en 2007
analizaron segmentos coronarios tratados y no tratados sin evidenciar progresion

en aquellos sujetos que recibieron G-CSF.

e._Efectos en la endotelizacion y la reestenosis

La preocupacion por un aumento de la hiperplasia intraluminal en relaciéon a la
terapia celular comenzd con la comunicacién en 2004 por parte de Kang y col
durante el desarrollo del ensayo clinico conocido como MAGIC!®, en el que se
infundian células madre intracoronarias movilizadas con G-CSF, un incremento
inesperado del numero de reestenosis sobre stent convencional que llevo a

suspender el reclutamiento.
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En nuestro contexto, tras un infarto agudo de miocardio, se han analizado los

efectos tanto del factor estimulador como de la infusion directa de células.

Respecto de la administracion de G-CSF, posteriores al MAGIC son los resultados

de Valgimigli y col'”?

, estudio aleatorizado con un 50% de pacientes tratados con
stent convencional y con similar pérdida de luz tardia entre los grupos. También
Ripa y col*®®, con un 64-67% de stent convencional, en su estudio aleatorizado
STEMMI mostrd que no existia pérdida luminal mayor ni en el segmento cubierto

con stent ni en el conjunto tratado que incluye los bordes. Takano y col*®” tampoco

objetivaron diferencias con stent convencional.

En el caso de la infusion directa de células progenitoras, de nuevo Mansour y
col®®, en 2006, con stent convencional, células seleccionadas y estudio no
aleatorizado, presentaron sus resultados con una mayor pérdida de luz tardia
intrastent. Sin embargo otros autores, como Assmus y col**, también con stent
convencional, no objetivaron mayor reestenosis, ni tampoco el estudio posterior

MagicCell3-DES™® o FINCELL'*, estos dos Ultimos con stents recubiertos.

Parece adecuada la eleccion de stents recubiertos de farmacos antiproliferativos
como precaucion ante un eventual incremento de la tasa de reestenosis en terapia
celular. La terapia celular aplicada a este tipo de stents incluso puede resultar
beneficiosa para su mas rapida endotelizacion y, en consecuencia, menor tasa de

complicaciones como la trombosis tardia®®.
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HIPOTESIS

109



Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

110



Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

Hipotesis

La infusién intracoronaria de células madre de médula dsea, la administracion de
factor estimulador de colonias o la combinacion de ambos tratamientos en el
contexto de un infarto agudo de miocardio no incrementa la reestenosis del stent

recubierto de rapamicina ni acelera la enfermedad aterosclerética coronaria.
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OBJETIVOS
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Objetivos

« Comparar la pérdida de luz tardia del stent recubierto de rapamicina en
aquellos pacientes que, en contexto de un infarto agudo de miocardio, reciben
infusion intracoronaria de células madre, factor estimulador de colonias o

ambas estrategias terapéuticas frente al tratamiento convencional.

» Comparar la progresion de la enfermedad aterosclerética en un segmento distal
al tratado y en una arteria diferente a la tratada, en aquellos pacientes que, en
contexto de un infarto agudo de miocardio, reciben infusién intracoronaria de
células madre, factor estimulador de colonias o0 ambas estrategias terapéuticas

frente al tratamiento convencional.
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MATERIAL Y METODOS
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Introduccion

El estudio del grupo TECAM (terapia celular aplicada al miocardio) aleatorizado
fue un ensayo clinico randomizado, multicéntrico, coordinado por el Instituto de
Ciencias del Corazén (ICICOR) del Hospital Clinico Universitario de Valladolid en
colaboracién con el Servicio de Hematologia del Hospital Universitario del Rio
Hortega de Valladolid y el Instituto de Biologia y Genética Molecular (IBGM) de la
Universidad de Valladolid, en el que 120 pacientes con infarto agudo de miocardio
con elevacion persistente del segmento ST y revascularizacion adecuada fueron
aleatorizados a una de las siguientes cuatro estrategias de tratamiento: Grupo 1
con implante intracoronario de células progenitoras adultas, Grupo 2 con factor
estimulador de colonias granulociticas subcutaneo, Grupo 3 con implante celular
combinado con factor estimulador y Grupo 4 con tratamiento convencional, con el
objeto de valorar el efecto de dichas terapias sobre la funcién, volumen y

contractilidad ventricular.

Los hospitales participantes en el reclutamiento de pacientes fueron: Hospital
Clinico Universitario de Valladolid (Valladolid), Hospital General Universitario
Gregorio Marafndén (Madrid), Hospital Universitario de Salamanca (Salamanca),
Complejo Hospitalario de Ledn Virgen del Camino (Ledn), Hospital General Yagie
(Burgos), Hospital de Segovia (Segovia), Hospital Rio Carrion (Palencia) y Hospital

Universitario Rio Hortega (Valladolid).
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El estudio se inicidé en 2005 vy finalizd en septiembre de 2010, al completarse el

seguimiento del ultimo paciente incluido.

Esta misma poblacion es la utilizada en esta tesis doctoral para valorar, mediante
angiografia cuantitativa, el efecto de la terapia celular sobre las lesiones tratadas o

sobre las lesiones aterosclerdticas de segmentos alejados.

Protocolo del estudio

I. Poblacion del estudio

En el estudio se incluyeron pacientes con infarto agudo de miocardio con
elevacion significativa y persistente del segmento ST de cualquier localizacion, en
los que se habia efectuado revascularizacion con implante de stent recubierto de
rapamicina en la arteria responsable en las primeras 72 horas desde el comienzo

del infarto y tras firmar el consentimiento informado.

a. Criterios de inclusion

» Edad entre 18 y 75 anos.

« Infarto agudo de miocardio (dolor toracico de mas de 30 minutos de

duracion que no responde a nitroglicerina con curva enzimatica tipica de
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necrosis miocardica) con sumatorio en mm de ST elevado en el
electrocardiograma (ECG) de 12 derivaciones superior a 6 mm.

« Implantaciéon de stent/s recubierto/s de drogas antiproliferativas en lesién
culpable del infarto, con evidencia de recuperaciéon de un flujo epicardico
normal (flujo TIMI grado 3) y con estenosis residual post-stenting <30%
dentro de las 72 horas posteriores al comienzo de los sintomas.

« Revascularizacién adecuada mediante implantacion de stent/s recubierto/s
de drogas antiproliferativas de lesiones significativas no culpables en la
arteria responsable, salvo localizacion muy distal, y de aquellas lesiones
severas en otras arterias principales no responsables del infarto que irriguen
territorio viable y funcionalmente importante.

+ Alteracion en la motilidad en la regién dependiente de la arteria
responsable.

* Firma del consentimiento informado escrito.

b. Criterios de exclusion

« Clase clinica Killip III 6 IV.

« Sospecha o evidencia de complicacion mecanica del infarto.

« Historia de taquicardia ventricular sostenida o fibrilacién ventricular
posterior a las primeras 24 horas del infarto.

» Portador de desfibrilador cardiaco implantable o potencial candidato para su

implantacién.
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Tratamiento en las 4 semanas previas con cualquier farmaco en
investigacion.

Uso actual o potencial de drogas antineoplasicas o inmunosupresoras.
Historia de cancer en los Ultimos 5 afios.

Tratamiento previo con revascularizacion transmiocardica con LASER.
Mujeres en edad fértil (salvo intencion expresa de no concepcion).
Cualquier enfermedad que pueda afectar la supervivencia del paciente
durante la duracién del estudio.

Imposibilidad de retirada del tratamiento con anticoagulantes.

Hemorragia activa o cirugia mayor en las 2 semanas previas que
contraindique la utilizaciéon de heparina o antiagregantes.

Hemopatia maligna previa (leucemias o linfomas) o estados de
hipercoagulabilidad (sindrome antifosfolipidico, déficit de antitrombina,
proteina C y proteina S, Factor V Leiden).

Insuficiencia renal previamente conocida con creatinina > 2.5 mg/dL.
Accidente cerebrovascular de cualquier tipo en el Ultimo afo o accidente
cerebrovascular hemorragico en alguna ocasion.

Estar pendiente de algin procedimiento de cirugia mayor de cualquier
localizacién en el proximo ano.

Enfermedad vascular que impida la realizaciéon de un cateterismo.
Antecedentes de hipersensibilidad al Filgrastim, proteinas derivadas del £.

coli o cualquier componente de la formulacion.
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No firmar el consentimiento informado.

c._Grupos de tratamiento

En las 24 horas siguientes al implante del stent los pacientes incluidos eran

aleatorizados (1:1:1:1) a uno de los siguientes grupos de tratamiento (figura 5):

Grupo 1 (trasplante intracoronario): terapia convencional mas extraccion
(puncidon médula dsea cresta iliaca posterior) y trasplante de células madre
de médula désea autdlogas entre el 3* y 7° dia tras la aleatorizacion.

Grupo 2 (movilizacién de progenitores con G-CSF): terapia convencional
mas administracion por via subcutanea del Factor Estimulador de Colonias
de Granulocitos (G-CSF; 10 ug/Kg/dia subcutaneo), comenzando
inmediatamente después de la aleatorizacion y manteniendo dicha pauta
durante 5 dias.

Grupo 3 (combinacion de trasplante celular intracoronario y movilizacion de
progenitores con G-CSF): terapia convencional mas trasplante de células
madre y administracion subcutanea de G-CSF. Los pacientes asignados a
este grupo de tratamiento son sometidos a extraccién y trasplante
intracoronario de células madre de médula 6sea autdlogas entre el 3*" y 70
dia tras la aleatorizacidn, y el mismo dia de la aleatorizacion comienzan a
recibir tratamiento con G-CSF por via subcutanea continuando 5 dias.

Grupo 4 (control): terapia convencional sin ningun tratamiento de

regeneracion con células.
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IAM extenso con revascularizacion de ARI
(stent rapamicina) en primeras 72 horas

ALEATORIZACION

/

Células G-CSF G-CSF + células Control
n=30 n=30 n=30 n=30
RM basal
ANGIO + ESTUDIO MICROVASCULAR + IVUS 13 sem
\4
ANGIO + ESTUDIO MICROVASCULAR + IVUS er
1~ mes
\4
ANGIO + ESTUDIO MICROVASCULAR + IVUS
RM final 90 mes

Figura 5. Esquema del protocolo del estudio TECAM aleatorizado. IAM: infarto agudo de miocardio. G-CSF:

factor estimulador de colonias de granulocitos. ANGIO: coronariografia y ventriculografia. IVUS: ecografia
intravascular. RM: resonancia magnética.

I1. Protocolo de imagen

a._Durante el ingreso hospitalario

« Cateterismo cardiaco en la primera semana tras la aleatorizacion, en el que se

realizd ventriculografia y coronariografia selectiva, andlisis de la reserva de flujo
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coronario y de la perfusion en la arteria responsable del infarto (ARI), y estudio
IVUS intracoronario.

* RM cardiaca también en primera semana tras la aleatorizacion (estudio de
volimenes ventriculares, funcion sistdlica, grosor miocardico y viabilidad y

tamano del infarto).

b. Al mes de la randomizacion

 Cateterismo cardiaco con ventriculografia y coronariografia selectiva, analisis de
la reserva de flujo coronario y de la perfusion en la arteria responsable, y

estudio IVUS intracoronario de la arteria responsable.

c. A los 9 meses de la aleatorizacion

« RM cardiaca de volimenes ventriculares, funcion sistdlica global, grosor
miocardico y viabilidad y tamafio del infarto.

» Cateterismo cardiaco con ventriculografia y coronariografia selectiva, analisis de
la reserva de flujo coronario y de la perfusidn en la arteria responsable, y

estudio IVUS intracoronario.
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III1. Protocolo angiografico y de revascularizacion

a._Cateterismo prealeatorizacion

e Los pacientes fueron sometidos a un cateterismo cardiaco en las 72 horas
siguientes al inicio del infarto de acuerdo con el siguiente protocolo:

« Acceso vascular via femoral o radial con catéteres de 6F.

» Se procedié a heparinizacion si era necesario segun el tratamiento recibido por
el enfermo en el momento del cateterismo.

» Se utilizdé contraste idnico hiposmolar.

« Se realizd una ventriculografia en proyeccién oblicua anterior derecha (OAD) a
30 grados con al menos dos latidos contiguos en ritmo sinusal con velocidad de
inyeccion de 10-14 mlL/s durante 4 segundos. Y, en ausencia de
contraindicacion, también en proyeccidn oblicua anterior izquierda (OAI) a 60°.

» Se realizd una coronariografia selectiva completa comenzando por la arteria no
responsable del infarto con al menos tres proyecciones ortogonales para la
arteria coronaria izquierda y dos para la derecha. Se eligieron las proyecciones
que permiten la mejor visualizacion del segmento con minimo acortamiento
arterial y minimo grado de entrecruzamiento de ramas.

+ Al comienzo de la grabacidon de cada una de las proyecciones de la
coronariografia el catéter esta vacio de contraste y se visualizan dentro del
fotograma al menos 3 centimetros de la parte distal del catéter.

+ Se filmé a 25 imagenes por segundo y se grabé en CD-R en formato DICOM.
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Después del cateterismo diagndstico se realizd la angioplastia con stent de la
arteria culpable y del resto de lesiones en otras arterias siempre que fue necesario
con los criterios siguientes:

e La arteria culpable es nativa.

« La estenosis culpable es mayor del 70% (valoracién visual) o del 50% por
cuantificacién automatica.

« Didmetro de referencia mayor de 2.5 mm por valoracién visual.

« Alta probabilidad de acceso a la lesién culpable con el stent (ausencia de
enfermedad difusa o tortuosidad proximal excesiva).

« Alta probabilidad de expandir el stent totalmente (ausencia de calcificacion
severa).

« Aquellas estenosis significativas (mayor del 70% por valoraciéon visual) no
adyacentes a la lesion culpable en la ARI (salvo localizacion muy distal) fueron
revascularizadas percutaneamente (stent recubierto) siempre que fue posible.
En caso de afectacion multivaso, aquellas estenosis superiores al 90% por
valoracion visual localizadas en arterias coronarias principales no responsables
del infarto que se consideraron susceptibles de revascularizacion percutanea,
fueron tratadas con implante de stent (recubierto) cuando fue posible y el
territorio irrigado era viable y funcionalmente importante (oclusiones cronicas
no incluidas).

« Se consideré revascularizacién funcional adecuada cuando se trataron de

manera satisfactoria (estenosis residual inferior al 10% post-stenting en dos

127



Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

proyecciones ortogonales) todas aquellas lesiones significativas no culpables

localizadas en la arteria responsable o en otras arterias coronarias principales

no culpables que irriguen territorio supuestamente viable.

No se realizd angioplastia de la arteria culpable cuando se objetivo:

Una estenosis no significativa (menor del 70% por estimacion visual o
menor del 50% por cuantificaciéon semiautomatica).

Una estenosis del tronco de la arteria coronaria izquierda >60% por
estimacion visual.

Una lesion ostial que si fuera tratada pudiera afectar al tronco comun de la
arteria coronaria izquierda, a menos que esté protegido.

O ramas laterales mayores de 2.75 mm que pudieran ser obliteradas por el

stent.

El procedimiento de angioplastia se realizd de acuerdo a las consideraciones

siguientes:

El diametro deseable del stent se determind por angiografia, para alcanzar
un diametro luminal final un 10% mayor del de referencia.

Se utilizaron stents un 10-15% mas largos que la lesién para “atrapar” el
material trombdtico de la placa y evitar asi su embolizacion.

Se utilizaron stents recubiertos con farmacos antiproliferativos

(principalmente de rapamicina).
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Se prefirié el implante directo de stent sin predilatacion para evitar la
compresion y embolizacién de material tromboético.

Si el implante directo de stent no fue posible se predilaté con un balén no
distensible cuyo tamafio fuera 1 mm menor que el diametro de referencia.
Ante la posibilidad de mal resultado con un stent mas largo, se utilizaron
stents mas cortos adyacentes hasta cubrir la longitud deseada, comenzando
la implantacion en sentido distal-proximal.

La presion de expansion maxima fue de 12 atm.

Se valor6 el resultado inicial mediante criterios angiograficos, considerando
que es satisfactorio cuando el flujo postimplantacion es normal (TIMI 3) y la
estenosis postimplantacion es menor o igual al 10% en 2 proyecciones
ortogonales.

Si se necesitd una expansion posterior del stent, se hizo con un balén no
distensible sobredimensionado de 0.25 a 0.50 mm respecto al didametro

arterial de referencia a alta presion (14 a 20 atm).

En cuanto a las arterias no culpables del infarto:

En caso de afectacién multivaso, se trataron aquellas lesiones significativas
en arterias no culpables del infarto que irrigaran territorio supuestamente
viable (oclusiones crénicas no incluidas) para conseguir una adecuada

revascularizacion funcional.
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« Si una adecuada revascularizacion funcional no pudo ser lograda y el
paciente no es un buen candidato para cirugia de pontaje coronario, se
buscd la revascularizacion percutanea mas extensa posible.

+ La angioplastia en arterias 0 segmentos no culpables fue con stent
recubierto siempre que: a) la accesibilidad del segmento estenosado fuera
facil; b) la estenosis fuera severa (>90% por estimacién visual); c) el area
viable irrigada por el vaso fuera funcionalmente importante; d) el didmetro

de referencia del vaso fuera mayor de 3 mm por estimacion visual.

b._Cateterismos posteriores

Se realizaron siguiendo el siguiente protocolo:

« Se recogid el tamano, el modelo y la marca del catéter utilizado.

« Se realizd una coronariografia selectiva completa con al menos tres
proyecciones ortogonales para la arteria coronaria izquierda y dos para la
derecha. Se eligieron las proyecciones que permitian la mejor visualizacién del
segmento con minimo acortamiento arterial y minimo grado de
entrecruzamiento de ramas.

» Se realizd ademas un estudio de perfusion angiografico, el analisis de reserva
coronario y ecografia intravascular de la arteria responsable.

 Se realiz6 una grabacion especifica en CD formato DICOM para cada uno de los
pacientes de cualquier rama de tratamiento y esta grabacion se envid a la

Unidad de Andlisis Centralizado de Imagen Cardiaca del ICICOR (ICICORELAB,
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Hospital Clinico Universitario de Valladolid) para analisis centralizado ciego de la

misma.

IV. Protocolo de extraccion medular e implante celular

Se realizd entre el dia 3% y 7° postrandomizacion de acuerdo con el protocolo
siguiente:

« Extraccion médula dsea: por medio de puncién en la cresta iliaca del paciente,
se obtenian 50 mL de médula 6sea. Se separd la fraccion mononuclear de la
médula diluida en PBS/heparina mediante Ficoll. El producto final se
resuspendid con plasma salino heparinizado preparado para su infusion.

« Infusion intracoronaria: a través de un baldén de angioplastia inflado a baja
presion para impedir el flujo retrégrado de la suspensidn, se alternaron
periodos de infusidon continua (2 minutos) con otros de reperfusion (1 minuto)

hasta finalizar.

a._Material especifico para el implante celular

« Introductor de 7 F, por la conexién lateral de toma de presiones constantes.
« Catéter guia de 6 F.
« Alambre-guia de 0.014 “J” con soporte adecuado y de 300 cm de longitud (en

su defecto, guia de 180 cm + extension).
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+ Catéter balon coaxial.

« Alargadera de 25 cm. de alta presidn macho-hembra con rotor.
« Bomba de perfusidn con jeringa.

» Protector estéril (tipo IVUS).

« Jeringa de 20 mL conteniendo las células madre y llave de tres vias.

b. Procedimiento de implante

« Se conectaba la jeringa de células madre a la bomba de perfusion.

» La velocidad de infusion fue de 1 mL/min.

« Premedicacién habitual como en otros procedimientos intervencionistas.

» Protector estéril en la bomba.

« Puncion arterial segun técnica de Seldinger.

« Introductor 7F y conexion a presiones por colateral.

« Canalizar la arteria coronaria responsable del infarto con el catéter guia de 6 F.

« Avanzar y situar la guia en la arteria responsable del infarto.

» Pasar a través de la guia el catéter baldon previamente purgado con plasma
fisiolégico 0.9% por la conexidén central, mientras que la conexion lateral es
para el inflado del balon.

« Situado el catéter baldén se comprobaba a qué presidon impedia el paso del flujo
sanguineo (2 a 4 atm).

+ Se extrajo la guia y se conectd la jeringa de 10 cc cargada con 2-3 cc de

plasma fisioldgico 0.9% para hacer el purgado del catéter.
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Conexion de la alargadera de alta presidn por la terminacidon - macho al catéter
balén y por la terminacion hembra a la llave de tres vias que previamente
estara conectada a la jeringa de las células madres.

Comenzar la perfusion y poner crondmetro en marcha.

El volumen utilizado a través de todo el sistema es de 1.4 cc, eso significa que
transcurrido 1 min y 40 seg comienzan a salir las células madre por el orificio
distal del catéter baldn.

En ese momento se infla el balén de 2 a 4 atmdsferas (impidiendo el paso de
flujo sanguineo).

Continuar con la perfusion de células durante 2 minutos mas.

Transcurridos los 3 min 40 seg, cerrar bomba y desinflar el balén con presién
negativa minima y muy lentamente.

Dejar reperfundir la arteria durante 1 minuto.

Repetir el implante de células madre con inflado y desinflado del balon. Los
sucesivos implantes seran exactamente de 2 minutos.

Una vez concluida la perfusidn, conectar a la llave de tres vias una jeringa con
5-6 cc de plasma fisiolégico 0.9% y comenzar a lavar muy lentamente (1°40")
todo el sistema para asegurar una entrada completa de las células madre.

Se retira el sistema de infusion y el catéter guia y el procedimiento se da por

concluido.
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V. Protocolo de administracion del factor estimulador

El G-CSF (filgrastim) se administr6 en las primeras 24 horas
postrevascularizacion, inmediatamente después de la aleatorizacion y siempre que
le correspondiera seguin su grupo de tratamiento, y se mantuvo durante 5 dias (10

ug/kg/dia por via subcutanea en una dosis).

a._¢éQué es el filgrastim?

Filgrastim es un factor estimulador de las colonias humanas de granulocitos que
se obtiene mediante la tecnologia del DNA recombinante. EI Neupogen (factor
metionil-recombinante estimulador de las colonias de granulocitos humanos, r-
metHuG-CSF) es la marca de filgrastim registrada por la empresa Amgen Inc. y la
utilizada en este estudio, y consiste en una proteina de 175 aminoacidos producida
por una bacteria Escherichia Coli inoculada con gen del G-SCF humano. Los
factores de estimulacién de las colonias de granulocitos son glicoproteinas que
actuan sobre las células hematopoyéticas uniéndose a sus receptores de superficie
y estimulando su proliferacion, su compromiso de diferenciacion y algunas de sus

actividades celulares finales.

Los niveles séricos de filgrastim alcanzan su pico a las 2-6 horas tras la
administracion subcutanea y “plateau” en 3-5 dias. Su efecto se observa en las

primeras 24 horas y se ha comprobado que la cifra de neutrdfilos disminuye un
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50% a los 2 dias de suspender el G-CSF y vuelve al rango normal a los 4-7 dias; el
pico plasmatico puede mantenerse 12 horas. Por via subcutanea se absorbe en un
100%. Se metaboliza por degradacion sistémica, tiene una vida media de
eliminacion de 1.8-3.5 horas y no se tiene evidencia de acumulacién del farmaco en
un periodo por encima de 11 — 20 dias. La dosificacion es individual y se basa en

el peso real (incluso en pacientes con obesidad mérbida).

Por sus acciones, el filgrastim es ampliamente usado en la clinica onco-
hematoldgica: a) en enfermos con cancer no mieloide para acelerar y optimizar la
recuperacion de neutrofilos después de diferentes tratamientos con quimioterapia
mielosupresora, y disminuir asi la frecuencia y la severidad de las infecciones
potencialmente asociadas a estas terapias; b) para reducir el tiempo de
recuperacion de neutrdfilos en pacientes con leucemia mieloide aguda después del
tratamiento de consolidacién con quimioterapia; c) en pacientes con cancer no
mieloide sometidos a mieloablacion con quimioterapia mas trasplante ulterior de
médula dsea, para reducir la duracion de la neutropenia y sus efectos secundarios;
d) en pacientes que van a ser sometidos a leucoaféresis y posterior trasplante de
células hematopoyéticas, para aumentar el contenido de estas células en sangre
circulante y aumentar asi la rapidez y eficacia de los injertos; y €) en pacientes con
neutropenia cronica severa, para disminuir la severidad y las consecuencias de esta

situacion mediante la administracion cronica de G-CSF.
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b._Reacciones adversas significativas descritas

Suelen ser de caracter leve y pasajero y se relacionan con la dosis.

Efectos frecuentes (>10% de los pacientes tratados): 1) Sistema nervioso
central: fiebre. 2) Dermatoldgico: alopecia. 3) Gastrointestinal: nauseas,
vomitos, diarrea, mucositis, esplenomegalia (mas comin en pacientes que
prolongaron >14 dias el tratamiento y normalmente es subclinica). 4)
Neuromuscular y esquelético: dolores dseos (24%) sobre todo en sacro, crestas
iliacas y esternon.

Efectos poco frecuentes (1% a 10% de los casos tratados): 1) Cardiovascular:
dolor toracico, edemas. 2) Sistema nervioso central: cefalea. 3) Dermatoldgico:
rash cutdneo. 4) Gastrointestinal: anorexia, estomatitis, estrefiimiento. 5)
Hematoldgico: leucocitosis, trombocitopenia. 6) Local: dolor en el sitio de
inyeccion; 7) Neuromuscular y esquelético: debilidad, osteoporosis. 8)
Respiratorio: disnea, tos, molestias faringeas. 9) Endocrino y metabdlico:
elevacion reversible del acido urico. 10) Hepatico: aumento de LDH o fosfatasa
alcalina. 11) Renal: hematuria, proteinuria.

Efectos raros (menos del 1% de los pacientes tratados): Pericarditis,

tromboflebitis, taquiarritmia supraventricular.
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c. Contraindicaciones

Hipersensibilidad al filgrastim, proteinas derivadas de E. co/i o cualquier

componente de la formulacién; tratamiento concomitante con quimioterapia

mielosupresora o radioterapia.

d._Advertencias y precauciones

Previo al uso de filgrastim debe realizarse un contaje sanguineo completo.

No se debe utilizar G-CSF en el periodo 24-48 horas antes o después de la
administracion de quimioterapia por la posibilidad de aumentar la tasa de
divisién celular mieloide.

Existe un efecto en el crecimiento tumoral sobre todo en neoplasias mieloides,
pero otros tumores pueden tener receptores de membrana para el G-CSF.

Usar con precaucién en pacientes con antecedentes de gota o psoriasis.

En caso de sepsis vigilar la posibilidad de desencadenar distrés respiratorio.

Las reacciones de tipo alérgico han ocurrido tanto tras la primera dosis como en
dosis posteriores. Suelen ser mas frecuentes con la administracion intravenosa
y dentro de 30 minutos de infusién. La mayoria de los casos se resolvio
rapidamente con anti-histaminicos, esteroides, broncodilatadores y/o
epinefrina. Los sintomas se repitieron en >50% de pacientes con una nueva
dosis.

La mayoria de los pacientes experimentan un 30% a 50% de disminucién en

los leucocitos circulantes en los 1-2 dias tras la interrupcién del tratamiento.
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« Drogas que pueden facilitar la desgranulacién de neutrdfilos como el litio,

deben usarse con cautela.

e. Efectos toxicos / Sobredosificacion.

Ningun efecto adverso clinico se ha visto con las dosis altas que producen una
cifra de neutrdfilos >10.000/mm3. Al cesar el tratamiento, hay un 50% de
disminucion en los neutrdfilos circulantes dentro de 1-2 dias, y una nivelacion de

las cifras en los 1-7 dias posteriores.

VI. Protocolo de seguimiento clinico

a._Momento de recogida

Se recogieron variables clinicas y analiticas durante la fase hospitalaria y las

sucesivas visitas al mes, a los cuatro meses y a los nueve.

b. Variables recogidas

Variables clinicas

« Examen fisico (solo se analizaron sexo, peso, talla)
« Factores de riesgo cardiovascular (diabetes mellitus, hipertension arterial,

hipercolesterolemia, tabaquismo).
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« Historia del infarto actual (fecha del infarto, tipo de reperfusion)

« En el grupo de implante o grupo combinado (fechas de extraccion e implante,
numero de células implantadas)

» Tratamiento (IECAs, ARA II, estatinas, anticoagulantes orales, diuréticos,

nitratos, betabloqueantes, antagonistas del calcio, AAS, clopidogrel)

Variables analiticas

Analitica basal (creatinina, Hb, hematocrito, plaquetas, leucocitos, neutrdfilos,
linfocitos, monocitos, T protrombina, fibrindgeno, colesterol total, HDL, LDL,

triglicéridos, TTPa) y valores maximos de marcadores de lesion cardiaca.

VII. Protocolo de analisis angiografico

a._Unidad de Imagen Cardiaca del ICICOR

El andlisis de las imagenes (resonancia magnética, coronariografias y
ventriculografias y ecografia intravascular) se ha realizado en la Unidad de Imagen
del ICICOR, y para ello, cada centro remitié las imagenes en formato DICOM en CD

a esta unidad.

Esta unidad de imagen se form6 a partir de la necesidad de disponer de

determinadas unidades centrales que apoyaran la investigacién de los centros
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pertenecientes a la Red de Enfermedades Cardiovasculares (RECAVA), red

financiada por el Instituto de Salud Carlos III.

El fin de estas unidades es disponer de todos los medios necesarios para medir
cualquier parametro que, obtenido mediante técnicas de imagen en cardiologia,
sea considerado como objetivo equivalente o “sustituto” en los ensayos clinicos y

poner esos medios a disposicion de cualquier centro que lo precise.

b._Formacion de un experto en analisis angiografico

Para llevar a cabo este proyecto de tesis el doctorando se ha formado en el
andlisis angiografico mediante el aprendizaje tutorizado en la Unidad de Imagen

del ICICOR. El programa de formacién ha incluido los siguientes aspectos:

Conocimiento practico de la realizacion de la ventriculografia y

coronariografia

Como parte de su formacion en cardiologia, el doctorando ha permanecido
durante 9 meses en la seccion de hemodinamica del Hospital Clinico Universitario
de Valladolid. Durante este periodo ha adquirido los conocimientos tedricos y

practicos para la realizacién e interpretacion de un cateterismo cardiaco.
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Conocimientos tedricos sobre el funcionamiento general de una

unidad central de analisis de imagen

El doctorando ha obtenido los conocimientos adecuados que le han permitido
entender la necesidad de utilizar una unidad de imagen para hacer investigacion
clinica de forma rigurosa con el objetivo de obtener unos resultados fiables y
reproducibles. En la formacion del doctorando se ha puesto especial énfasis en los
conceptos de variabilidad y de objetivos surrogados. Ademads, ha aprendido
aspectos practicos sobre la organizacion de la unidad como el control de calidad y
los sistemas de almacenamiento de imagenes. El doctorando ha adquirido los

conceptos basicos sobre la formacién, transporte y almacenamiento de imagenes.

El programa de formacién ha incluido los conceptos tedricos necesarios para
llevar a cabo el analisis angiografico:
« Definicidn de los parametros analizados.
« Conocimiento de los métodos de analisis.
« Factores técnicos que influyen en el analisis de las distintas variables.
« Limitaciones que pueden aparecer en el analisis.
« Relacidon de las variables analizadas con los eventos clinicos.

« Comparacion de los valores obtenidos con otras técnicas de imagen.
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Aprendizaje de la técnica de analisis cuantitativo angiografico

El aprendizaje de la técnica de analisis cuantitativo angiografico es el aspecto

esencial del programa de formacion.

El doctorando ha permanecido en la Unidad de Imagen un nimero de horas
suficiente para conseguir, al término del periodo de formacion, hacer un analisis

cuantitativo de cualquier pardmetro angiografico.

Al final del periodo de formacién el doctorando ha realizado un examen para ser
acreditado como experto de andlisis cuantitativo. Para analizar la concordancia
entre variables cuantitativas se utilizo el coeficiente de correlacion intraclase (CCI),

considerandose el examen aprobado cuando el CCI fue mayor a 0.7.

c._ Analisis angiografico cuantitativo

Software utilizado

QCA-CMS 6.0 de Medis medical imaging systems (Leiden, Holanda) es el software

que se utilizd para el andlisis angiografico cuantitativo del arbol coronario.

Este programa permite visualizar y calibrar estudios coronariograficos y realizar
medidas de distintos parametros relacionados con el grado y longitud de la

obstruccién con exactitud de una forma sistematica y objetiva.
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Las imagenes no deben haber sido comprimidas por ningln algoritmo que
distorsione el original (JPEG, por ejemplo). Las imagenes analizadas proceden de
ficheros de datos DICOM (Digital Imaging and Communication in Medicine). DICOM
es el estandar reconocido mundialmente para el manejo, almacenamiento,
impresién y transmision de imagenes médicas. Se diferencia de otros ficheros de
datos en que agrupa la informacidn dentro de un conjunto de datos, de modo que

la imagen no puede ser separada por error del ID del paciente, entre otros datos.

Seleccion de una imagen adecuada

Es importante elegir una imagen correcta para el andlisis. Los criterios para su
seleccion son:
« El vaso debe estar en una situacion estable (respecto de los “frames” cercanos)
« La arteria debe estar llena de contraste y al final de la diastole
« La proyeccion elegida debe ser aquella en que la estenosis sea mas
pronunciada

« El segmento a estudio debe situarse en el mismo plano que el objeto calibrado.

La calibracion

Para poder obtener datos objetivos en medidas convencionales (mm) es
necesario calibrar la imagen antes del analisis arterial. En el programa de CMS

existen distintos modos de calibracion: de rejilla, de esfera y de catéter.
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En nuestro caso, el método de calibracion elegido fue el de catéter. El analista
selecciona un segmento del catéter y el programa de forma automatica detecta los
bordes, de modo que conociendo el grosor de este catéter (en French) se
correlaciona con los mm/pixel de la imagen. En nuestro protocolo, el catéter

elegido fue de 6F de 2 mm de grosor.

La imagen de catéter seleccionada debe mostrar sus bordes de forma nitida, sin
superposicion con otras estructuras. De forma general, la imagen seleccionada es
aquella en que el catéter aparece relleno de contraste en el momento

inmediatamente previo a su inyeccidn en el interior de la arteria coronaria.

El analisis cuantitativo de lesiones no tratadas

Conceptos iniciales

Es importante seleccionar aquella imagen del segmento coronario en que éste
aparezca lleno de contraste (generalmente en el segundo o tercer ciclo cardiaco de
la grabacion), en el final de la didstole (el registro electrocardiografico puede
ayudar), libre de superposiciébn con otros vasos o ramas y aquel en que el

segmento aparezca mas extendido.

Es importante estandarizar los segmentos analizados segun las recomendaciones

de la AHA o ACC/AHA utilizando bifurcaciones como limites naturales.
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En nuestro andlisis es frecuente encontrar varios segmentos contiguos enfermos
y tratados. En esos casos es recomendable iniciar y terminar el analisis en

porciones sanas, lo que puede llevar a incluir mas de uno de los segmentos.

Segun las recomendaciones de la AHA de 1975, los segmentos coronarios se

numeran como aparece en la tabla 12.

CD TCI DA CX
Proximal (1) Principal (5) Proximal (6) Proximal (11)
Media (2) Media (7) OM (12)
Distal (3) Distal (8) Distal (13)

IVP (4) 1 Diagonal (9)

2 Diagonal (10)

Tabla 12. Segmentos coronarios segun la AHA. CD: coronaria derecha. TCI: tronco coronario izquierdo. DA:
descendente anterior. CX: circunfleja. IVP: interventricular posterior. OM: obtusa marginal.

El andlisis se inicia estableciendo un punto inicial y uno final del segmento a
analizar. De forma automatica de establece una linea de recorrido entre ambos
puntos que debe encontrarse dentro de los bordes arteriales, si no, puede
reconducirse con un tercer punto. Una vez aceptada la linea de recorrido aparecen
los contornos arteriales. En general, se considera que vasos con diametro medio

menor de 1.5 mm no deben ser analizados.
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Parametros obtenidos

Una vez aceptados los contornos, los parametros obtenidos son los siguientes:
El didametro de luz minimo (MLD)
El diametro de referencia interpolado a nivel de la estenosis. Es decir, el calculo
del didametro de referencia se obtuvo de acuerdo a una funcién calculada a
partir de todos los didmetros del segmento analizado excepto la zona de
obstruccién.
Porcentaje de estenosis de diametro: (1 - D obst / D ref) x 100%.
La longitud de la zona de obstruccidn. Es la distancia entre dos puntos cuyo
diametro es igual o excede a sus respectivos diametros de referencia.

La longitud del segmento total a analizar.

¢Como realizar el analisis de un segmento coronario no tratado?

Se selecciona una imagen adecuada.

Se calibra la imagen

Se selecciona un punto proximal y otro distal (y en este orden) sanos que
engloben el segmento a estudio (preferentemente entre bifurcaciones y de
acuerdo a los segmentos estandarizados)

Se comprueba que la linea de recorrido que se establece automaticamente
entres los puntos proximal y distal esté dentro de los limites de la arteria.

Se obtienen contornos automaticos segun el algoritmo del programa. Se

corrigen los bordes fallidos.
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« Si existen zonas que distorsionen de forma significativa el didametro de

referencia (por ejemplo zonas aneurismaticas) pueden excluirse del analisis

(“flagging”).

El analisis cuantitativo de lesiones tratadas

Conceptos iniciales

Tras determinar el segmento coronario total a estudio se fijan los limites del stent
obteniéndose los siguientes subsegmentos (figura 6):
« Segmento recubierto con stent.
e Segmentos de borde proximal y distal del stent. Junto con el segmento previo

constituyen el segmento tratado que coincide con el segmento analizado.

» Segmentos sanos proximales y distales. Constituyen junto con el segmento

analizado el segmento coronario a estudio.

BORDE STENT RECUBIERTO 4’( BORDE

SANDO |« SEGMENTO ANALIZADO

SANO

SEGMENTOCOROMNARIO AESTUDIO

Figura 6. Dibujo esquematico del segmento coronario analizado cuantitativamente y, dentro de él, el segmento
tratado que incluye el stent y sus bordes.
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Por tanto en el analisis apareceran detallados estos subsegmentos y, por cada
uno de ellos, obtendremos los siguientes parametros:
+ el diametro luminal minimo (MLD)
« la posicion del MLD respecto del punto inicial de analisis
+ la longitud de la obstruccién
+ el diametro medio
+ el diametro de referencia
« el porcentaje de estenosis en diametro
* lalongitud de cada segmento

+ la posicidn del segmento respecto del punto inicial de analisis

¢Como se analiza un segmento con stent?

« Se siguen los mismos pasos que en los segmentos no tratados y después se
determinan los limites (de forma manual) del stent. Es Util para hacer esto
visualizar la imagen sin contraste y posteriormente en movimiento.

« Se obtiene un grafico similar al obtenido con andlisis de segmentos no tratados
sobre el que aparecen sefalados ademas los limites del stent y de los bordes

proximal y distal.

Variables de seguimiento

De las variables obtenidas en el analisis de cada coronariografia podemos obtener

por cada paciente otras variables de seguimiento:
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Ganancia de luz aguda: diferencia entre el MLD tras la ICP y el MLD antes de la
ICP.

Ganancia de luz neta: diferencia entre el MLD en el seguimiento (a los 9 meses)
y el MLD antes de la ICP.

Pérdida de luz tardia: diferencia entre el MLD tras la ICP y el MLD en el
seguimiento (a los 9 meses). Este analisis se realizara en el area recubierta por
stent ("in stent”) y en el segmento coronario tratado (“in segment”).
Reestenosis angiografica: cuando en el seguimiento se supera el 50% de

A\\H
|

porcentaje de estenosis en diametro. También analizable “in stent” o “in

segment”.

Metodologia de analisis de nuestro estudio

El protocolo de analisis de cada paciente consta de los siguientes puntos:

Analisis de la lesion culpable previamente y tras la revascularizacion.

Anadlisis del segmento tratado a la semana de la angioplastia y a los 9 meses
(para determinar la pérdida de luz tardia o la reestenosis del stent implantado).
Andlisis de un segmento distal al stent a la semana de la angioplastia y a los 9
meses (para vigilar la progresion de la enfermedad aterosclerdtica distal a la
lesion culpable tratada). Se estudia un segmento distal, mayor de 20 mm y
hasta 50 mm y con un didametro medio mayor de 1.5 mm.

Anadlisis de un segmento de una arteria diferente a la ARI a la semana de la

angioplastia y a los 9 meses (para vigilar la progresion de la enfermedad
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aterosclerdtica en la arteria contralateral). Del mismo modo, se estudia un

segmento de 20 a 50 mm.

Las variables angiograficas recogidas y analizadas son:
« Para el seguimiento de reestenosis:
o Estudio basal (a la semana de la ICP):
= Didametro minimo (total/subsegmentos)
= Diametro de referencia
= O%Estenosis (Estenosis residual)
o Estudio a los 9 meses:
= Diametro minimo (total/subsegmentos)
= Diametro de referencia
= 9%Estenosis (Reestenosis binaria)
o Pérdida de luz tardia (total/subsegmentos)
» Variacién del diametro minimo
« Para el seguimiento de la aterosclerosis:
o Estudio basal (a la semana de la ICP):
= Didmetro minimo
= Diametro de referencia
o Estudio a los 9 meses:
= Didmetro minimo

= Diametro de referencia
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o Pérdida luminal a los 9 meses:
= Variacion del didametro minimo

= Variacion del diametro de referencia

VIII. Analisis estadistico

Las variables categodricas se expresan como valor absoluto y porcentaje y las
continuas como media + desviacion estandar y/o mediana y rango intercuartilico.
La asuncién de normalidad en las variables cuantitativas se ha comprobado

mediante el analisis de la curtosis y asimetria y el test de Shapiro-Wilk's.

La comparacién entre grupos de las variables categdricas se ha realizado
mediante el test Chi Cuadrado. Para las comparaciones de variables cuantitativas
se utilizd el andlisis de varianza (ANOVA) cuando se trataba de distribuciones
normales y la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis cuando no seguian una
distribucién normal. En caso de significacion, se realizaron comparaciones multiples
mediante el test de Tukey. Todos los test fueron bilaterales y las diferencias
consideradas significativas si p <0,05. El analisis se realizd con el programa

estadistico SPSS Inc. Versién 18.0 (Chicago, Illinois).
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RESULTADQOS

153



Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

154



Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

Caracteristicas clinicas basales de los

pacientes

Fueron incluidos 120 pacientes en el estudio. Treinta pacientes recibieron células,
28 pacientes tratamiento combinado con G-CSF, 30 pacientes exclusivamente
estimulacion con G-CSF y 31 fueron controles. Uno de los pacientes retird su
consentimiento y ninguno de sus datos clinicos ni angiograficos han sido utilizados

para este andlisis.

I. Descriptivo general

La media de edad de nuestros pacientes fue de 56.3 + 9.96 afios. El 89.9%, es
decir, 107 pacientes, eran varones. El peso medio fue de 79.0 £ 11.7 kg y la talla

de 169.3 = 8.26 cm, con un IMC calculado de 27.6 + 3.75.

En cuanto a su perfil cardiovascular, encontramos que 16 pacientes tenian
diagndstico de diabetes mellitus (13.4%), 42 pacientes de hipertension arterial
(35.3%), 54 pacientes de dislipemia (45.4%) y 68 pacientes presentaban

antecedentes de tabaquismo (57.1%).
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En la figura 7 mostramos la distribucidon de frecuencias de la muestra, segun el
nimero de los factores de riesgo cardiovascular previamente citados que
acumulaba cada individuo. La media por individuo fue de 1.5 £ 0.91 factores de

riesgo cardiovascular.

B4 B3 B2 8100

11,8% 0,8%

Figura 7. Distribucién de los pacientes de la muestra de acuerdo al nimero de factores de riesgo
cardiovascular acumulados.

La localizacién del infarto fue en su mayoria anterior (69.7%) englobando
anterolaterales extensos y otros de menor significacion en el electrocardiograma.
Otras localizaciones fueron: inferior en 15 pacientes (12.5%), inferoposterior en 13
pacientes (10.8%), inferoposterolateral en 7 pacientes (5.8%) y lateral sélo en un

paciente (0.8%).

Acorde a estos resultados, se obtiene que los segmentos arteriales mas
frecuentemente responsables del infarto segun la clasificacion de la AHA de 1975

fueron: el segmento 6 (descendente anterior proximal) con 51 pacientes (42.9%),

156



Andlisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

el segmento 7 (descendente anterior media) con 32 pacientes (26.9%) vy el

segmento 2 (CD media) con 18 pacientes (15.1%) (figura 8).

Figura 8. Segmentos arteriales coronarios, segln la clasificacion de la AHA, relacionados con el infarto. Distribucion
de frecuencias en los pacientes de la muestra.
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La estrategia de reperfusion no fue sometida a aleatorizacion, sino que fue
determinada por indicacién del cardidlogo responsable en cada paciente, de
acuerdo a su situacién clinica. Asi se obtuvieron frecuencias similares para la
angioplastia primaria, la angioplastia reglada tras fibrindlisis exitosa y la
angioplastia de rescate (figura 9). Sélo doce pacientes no recibieron fibrindlisis y se
les realizd angioplastia de forma tardia (pero siempre dentro de las primeras 72

horas).

BICPprimaria MICPprogramada = [CPrescate M ICPtardia

10,1%

Figura 9. Distribucién del tipo de terapia de reperfusion. ICP: intervencionismo coronario percutaneo.

La longitud media del stent farmacoactivo utilizado fue de 21.35 = 6.16 mm vy el

diametro medio fue de 3.31 + 0.34 mm.

El implante de células se realizd entre los dias 5 y 16 (media 8.82 dias) con una
media de 407.98 millones de células implantadas (13.82 millones/ml). El objetivo
de extraccién medular e implante celular a los 3-7 dias tras la aleatorizacidon no se
logré por motivos logisticos en todos los pacientes (ver figura 10). El dia de inicio

de la estimulacién con G-CSF respecto del dia del infarto fue el dia 2.24 + 0.981.

158



Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

16
14

12 A
" / N

/ AN

N

AN e 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

NUm de pacientes

O N A 0

Dias post-randomizacion

Figura 10. Dia de implante celular desde el momento de la angioplastia. En azul aparecen los dias
correspondientes a la administracion de G-CSF, que en los grupos que recibian estimulacion se inicid tras la
aleatorizacion y se mantuvo durante 5 dias.

El listado de variables de laboratorio del total de pacientes aparece en la tabla 13.

Variable Minimo Maximo Media SD
CK-MB pico (U/L) 3 859 333,6 221,36
Creatinina (mg/dl) 0,5 1,5 0,9 0,18
Hemoglobina (g/dl) 10,4 17,4 14,0 1,39
Hematocrito (%) 29 52 41,2 4,02
Plaquetas (/mm3) 104.000 375.000 211.571,4 57.587,90
Leucocitos (/mm3) 2.470 57.900 12.787,7 8.781,61
Neutrdfilos (/mm3) 494 51.600 9.747,8 7.724,54
Linfocitos (/mm3) 592 5.876 2.069,8 927,73
Monocitos (/mm3) 123 3.075 754,5 487,54
T Protrombina (s) 10 117 19,7 19,78

Fibrindgeno (mg/dl) 254 758 472,1 124,38
Col Total (mg/dl) 76 363 173,3 43,73
HDL (mg/dl) 21 79 39,7 12,27
LDL (mg/dl) 32 273 105,8 35,70
Triglicéridos (mg/dl) 58 352 135,2 52,61

Tabla 13. Variables de laboratorio analizadas. CK-MB: Creatinina-kinasa isoenzima especifica de miocardio. T
Protrombina: tiempo de protrombina. Col total: colesterol total. HDL: lipoproteina de alta densidad. LDL:
lipoproteina de baja densidad.
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El tratamiento al alta fue el convencional, con un 95.7% de pacientes tratados
con AAS, un 99.1% tratado con clopidogrel, un 81.2% con IECAs, un 89.7% con

betabloqueantes y un 96.6% tratados con estatinas.

I1. Comparacion de las variables no angiograficas

El objetivo de este analisis es comprobar que los cuatro grupos de tratamiento
presentan caracteristicas homogéneas en cuanto a variables clinicas y analiticas se
refiere. También analizamos diferencias en el manejo clinico hospitalario y en el

tratamiento al alta sin hallazgos significativos (tabla 14).

No encontramos diferencias significativas entre los grupos de estudio salvo en el
numero de células implantadas (en millones de células) que fue mayor en el grupo
que recibia previa estimulacién frente al que no la recibia (751.6+671.8 vs
88.10+40.1, p<0.001). En la figura 11 (pagina 162) mostramos la serie blanca que
presenta diferencias que no alcanzaron la significacién estadistica en relacion a la
estimulacion con el factor G-CSF. Se observd que el nimero de leucocitos fue
mayor en los grupos sometidos a estimulacién con G-CSF (estimulacion aislada o
combinada con implante de células). Las diferencias no alcanzaron la significacion
para el total de leucocitos (p=0.13), linfocitos (p=0.16) y monocitos (p=0.48). En
cuanto a los neutrdfilos (en azul en el grafico), las diferencias no alcanzaron la

significacién estadistica tras corregir el analisis para comparaciones multiples.
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Variable Células G-CSF G-CSF Control Valor
+células de p
Edad (afios) 54+11 56+9 56+8 57+11 0.65
Varon (%) 29 (96.7) 25 (86.2) 25 (89.3) 28 (90.3) 0.57
DM (%) 4 (13.3) 2 (6.9) 6 (21.4) 3(9.7) 0.38
Hipertension (%) 8 (26.7) 12 (41.4) 8 (28.6) 14 (45.2) 0.35
Dislipemia (%) 17 (56.7) 14 (48.3) 11 (39.3) 11 (35.5) 0.35
Tabaquismo (%) 17 (56.7) 18 (62.1) 16 (57.1) 17 (54.8) 0.95
IMC 27+4 29+4 2614 28+3 0.10
CK-MB (U/L) 3374262 307+188 350+223 328+209 0.92
Creatinina (mg/dl) 0.91+0.21 0.88+0.17 0.86+0.20 0.90+0.15 0.78
Col total (mg/dl) 183+46 169+47 179+40 160+38 0.20
HDL (mg/dI) 42+13 38+12 41+14 39+10 0.56
LDL(mg/dI) 114+40 104+38 111433 93+27 0.13
Triglicéridos (mg/dl) 139459 138+50 140+53 118+38 0.30
Hemaoglobina (g/dl) 14.4+1.2 14.0£1.5 13.9+1.3 13.8+1.5 0.39
N° plaquetas (x10°)/L 218465 204+37 217467 209459 0.90
T de protrombina (s) 20424 19+17 21421 19+18 0.14
Fibrinégeno (mg/dL) 506+130 460+127 452+115 466+126 0.51
Infarto anterior (%) 19 (63.3) 20 (69) 23 (82.1) 21 (67.7) 0.44
Longitud stent 2316 2145 21+6 207 0.52
Didmetro stent 3.3+£0.3 3.44+0.4 3.3£0.3 3.3+0.3 0.72
ICP Primaria (%) 8 (26.7) 8 (27.6) 8 (27.6) 8 (25.8) 0.89
ICP Programada (%) 13 (43.3) 8 (27.6) 8 (27.6) 10 (32.3)
ICP Rescate (%) 7 (23.3) 8 (27.6) 10 (34.5) 10 (32.3)
ICP Tardia (%) 2 (6.7) 5(17.2) 2 (6.9) 3(9.7)
Tratamiento alta (%):
Aspirina 27 (90) 29 (100) 26 (96) 30 (97) 0.28
Clopidogrel 30 (100) 29 (100) 27 (100) 30 (97) 0.42
IECAs 25 (83) 24 (83) 23 (85) 23 (74) 0.70
B-bloq 28 (93) 24 (83) 24 (89) 29 (93) 0.48
Estatinas 28 (93) 28 (97) 27 (100) 30 (97) 0.59

Tabla 14. Caracteristicas basales y datos de la infusion celular y la estimulacion con factor en los pacientes
segln grupo de tratamiento. DM: diabetes mellitus. IMC: indice de masa corporal. G-CSF: Factor estimulador de
colonias granulociticas. CK-MB: creatinina-kinasa isoenzima especifico de miocardio. HDL: lipoproteina de alta
densidad. LDL: lipoproteina de baja densidad. ICP: intervencionismo coronario percutdneo. IECAs: inhibidores de

la enzima convertasa de angiotensina.

161




Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

12000+

10000+

8000+

O Neutrofilos
M Linfocitos
40001/ O Monocitos

60001

20001"

Células G-CSF + células Control

Figura 11. Comparacion de la férmula leucocitaria en valores absolutos (x10°/L) entre grupos de tratamiento.

Variables cuantitativas del stent

I. Situacion basal de la arteria responsable

Los segmentos obstruidos antes de la revascularizacion no presentaron

diferencias significativas y las variables angiograficas se muestran en la tabla 15.

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=30) 2.61 + 0.54 0.77 £ 0.59 68.96 (54.30-100)
G-CSF (n=27) 2.86 + 0.83 0.53 + 0.59 100 (61.20-100)
G-CSF + células (n=26) 2.74 + 0.54 0.60 + 0.58 75.61 (57.92-100)
Control (n=27) 2.86 + 0.82 0.77 £ 0.68 67.97 (54.55-100)
Valor de p 0.48 0.36 0.27

Tabla 15. Variables angiograficas analizadas en el momento previo a la angioplastia en los segmentos obstruidos
en los cuatro grupos de tratamiento. G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.
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II. Situacion de Ila arteria responsable tras Ia

revascularizacion

Los segmentos analizados a la semana de la revascularizacion tampoco
presentaron diferencias significativas y las variables angiograficas se muestran en
la tabla 16. En cuanto a la longitud del segmento analizado fue estadisticamente
similar (p=0.55), en el grupo de células se analizaron 39.5 mm (34.7-54.8), en el
de estimulacién 36.6 mm (33.3-46.3), en el combinado 33.6 mm (29.4-44.6) y en

el control se analizaron 37.2 mm (26.0-49.3).

En conclusion, los segmentos analizados tras la revascularizacion son similares,
homogéneos en cuanto a didmetro y longitud, sin diferencias estadisticamente
significativas entre los cuatro grupos de tratamiento. Estos didmetros seran los
utilizados como referencia para valorar la pérdida de luz y la reestenosis en el

seguimiento a los 9 meses.

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=29) 2.89 + 0.57 2.15 £ 0.52 25.11 (17.10-30.59)
G-CSF (n=29) 3.24 £ 0.72 2.38 £ 0.48 26.84 (16.61-31.09)
G-CSF + células (n=27) 2.89 + 0.50 2.24 £ 0.55 22.33 (18.19-27.63)
Control (n=28) 3.03 £ 0.59 2.35 + 0.58 18.92 (14.63-30.83)
Valor de p 0.12 0.37 0.82

Tabla 16. Variables angiogréficas analizadas a la semana de la revascularizacién en los segmentos tratados en
los cuatro grupos de tratamiento. G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.

163



Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

a._Analisis de subsegmentos en el implante

Explicamos en el capitulo previo de material y métodos que en un segmento
tratado con stent distinguiamos el subsegmento stentado, el borde o subsegmento
distal (5 mm distal al stent) y el borde o subsegmento proximal (5 mm proximal)

como se mostro en la figura 6 (ver pagina 147).

El analisis de los bordes es fundamental, ya que parte de la pérdida de luz tardia
o0 reestenosis se produce en ellos y no en el segmento propiamente recubierto por

stent.

Para profundizar en la busqueda de diferencias entre los grupos de tratamiento,
analizamos los segmentos a estudio en conjunto y en cada uno de sus
subsegmentos, para confirmar que efectivamente se trata de segmentos similares

en el momento del implante.
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Subsegmento distal en el implante

Las variables obtenidas del andlisis cuantitativo angiografico de los 5 mm distales
al stent no mostraron diferencias significativas entre los cuatro grupos de
tratamiento (tabla 17). Estos didmetros nos serviran de referencia para la
determinacién de pérdida de luz tardia en el subsegmento distal a los 9 meses tras

la angioplastia.

La longitud real analizada fue cercana a los 5 mm tedricos en todos los grupos de
tratamiento, sin diferencias significativas (p=0.71). Asi, se analizaron 4.92 mm
(4.85-4.97) distales al stent en el de grupo de células, 4.92 mm (4.85-5.00) en el
de estimulacion, 4.87 mm (4.79-4.96) en el grupo combinado y 4.86 mm (4.77-

4.95) en el grupo control.

En conclusién, los subsegmentos distales en el momento del implante, eran

similares en diametro y longitud entre los cuatro grupos de tratamiento.

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=29) 2.66 £ 0.51 2.21 £ 0.58 14.86 (10.24-23.57)
G-CSF (n=29) 2.90 + 0.62 2.33 £ 0.57 17.08 (13.67-26.37)
G-CSF + células (n=27) 2.64 £ 0.38 2.20 £ 0.51 14.51 (9.89-23.07)
Control (n=28) 2.78 £ 0.51 2.38 £ 0.65 15.29 (3.09-21.38)
Valor de p 0.22 0.59 0.81

Tabla 17. Variables angiograficas analizadas a la semana de la revascularizacion en los 5 mm distales al stent
en los cuatro grupos de tratamiento. G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.
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Subsegmento proximal en el implante

Las variables obtenidas del analisis cuantitativo angiografico de los 5 mm
proximales al stent no mostraron diferencias significativas entre los grupos de

tratamiento (tabla 18).

La longitud del segmento proximal analizado fue cercana a los 5 mm tedricos en
todos los grupos, sin diferencias significativas (p=0.53). Se analizaron 4.85 mm
(2.73-4.93) proximales al stent en el grupo de células, 4.87 mm (3.67-4.96) en el
de estimulacién, 4.83 mm (3.72-4.94) en el combinado y 4.85 mm (3.98-4.95) en

el control.

En conclusion, los subsegmentos proximales en el momento del implante, eran

similares en diametro y longitud entre los cuatro grupos de tratamiento.

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=29) 3.33 £ 0.40 2.91 + 0.56 11.21 (4.76-22.28)
G-CSF (n=29) 3.40 £ 0.55 2.93 + 0.58 12.35 (5.57-24.56)
G-CSF + células (n=27) 3.26 + 0.45 2.83 + 0.54 14.25 (5.38-19.87)
Control (n=28) 3.46 £ 0.48 3.07 £ 0.59 9.61 (5.06-16.81)
Valor de p 0.43 0.48 0.59

Tabla 18. Variables angiograficas analizadas a la semana de la revascularizacién en los 5 mm proximales al stent
en los cuatro grupos de tratamiento. G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.
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Subsegmento stentado en el implante

Los subsegmentos recubiertos por stent analizados a la semana de Ia

revascularizacion no presentaban diferencias significativas (tabla 19).

No se apreciaron tampoco diferencias estadisticamente significativas al comparar
la longitud tratada con stent en los diferentes grupos (p=0.52). El analisis mostrd
una longitud analizada de 24.24 mm (16.53-29.79) en el de células, 18.03 mm
(15.82-21.23) en el de estimulacion, 17.43 mm (14.21-28.02) en el grupo

combinado y 20.86 mm (12.23-29.32) en el grupo control.

En conclusion, los subsegmentos recubiertos de stent en el momento del
implante, eran similares en didmetro y longitud entre los cuatro grupos de

tratamiento.

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=29) 3.02 £ 0.40 2.65 £ 0.43 12.52 (9.00-15.42)
G-CSF (n=29) 3.17 £ 0.55 2.86 £ 0.53 10.35 (7.62-12.10)
G-CSF + células (n=27) 3.05 + 0.38 2.70 + 0.35 11.59 (7.29-14.38)
Control (n=28) 3.20 + 0.42 2.79 + 0.41 11.83 (7.88-14.30)
Valor de p 0.37 0.27 0.10

Tabla 19. Variables angiograficas analizadas a la semana de la revascularizacién en el subsegmento recubierto
por stent en los cuatro grupos de tratamiento. G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.
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b._Acute gain 0 ganancia aguda

Con las variables previamente determinadas de MLD basal (antes de la
revascularizacion) y el MLD tras la dilatacién, se puede obtener la ganancia aguda
expresada en milimetros o “acute gain”, es decir, el diametro luminal ganado tras

la dilatacion, que no es otra cosa que la diferencia de dichos valores.

La ganancia aguda (expresada como media £ SD) fue de: 1.90+0.66mm en el
grupo celular, 2.38+0.78mm en el de estimulacién aislada con G-CSF,
2.10£0.71mm en el combinado y de 2.03+£0.75mm en el control, sin diferencias

significativas entre ellos (p=0.10).

A estas alturas, hemos descartado razonablemente diferencias angiograficas
significativas entre los cuatro grupos de tratamiento de nuestro estudio en el

momento basal.
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II1. Situacion de la arteria responsable a los 9 meses

Los segmentos tratados de los cuatro grupos de tratamiento no presentan

diferencias significativas en el seguimiento (tabla 20).

Se considera reestenosis angiografica como variable categoérica dicotomica (con
Unicos valores posibles “si” 0 “no”) cuando el valor del porcentaje de estenosis
supera el 50%. Esto sucedid en tres pacientes. Uno de ellos del grupo control con
un 63.96% en el subsegmento stentado, otro en el grupo de células con un
53.27% también en el subsegmento stentado y otro en el grupo de estimulacion

con un 53.45% en el subsegmento proximal. No se realizé ICP a ninguno de ellos.

En cuanto a la longitud del segmento analizado fue estadisticamente similar
(p=0.56). En el grupo de células el segmento total analizado media 38.31 mm
(33.25-52.75), en el de estimulacion 35,48 mm (29.25-42.62), en el combinado

33.74 mm (30.19-46.76) y en el control 35.80 mm (27.44-51.71).

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=30) 3.01  0.65 2.12 + 0.53 26.93 (19.97-37.04)
G-CSF (n=25) 3.10 £ 0.52 2.28 + 0.52 23.51 (17.26-31.59)
G-CSF + células (n=27) 2.78 £ 0.58 2.05 + 0.48 25.94 (14.89-34.85)
Control (n=25) 3.04 + 0.58 2.16 + 0.75 28.05 (18.59-35.46)
Valor de p 0.23 0.52 0.69

Tabla 20. Variables angiograficas analizadas en el total del segmento tratado a los 9 meses de seguimiento en
los cuatro grupos de tratamiento. G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.
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a._Analisis de subsegmentos a los 9 meses

Subsegmento distal a los 9 meses

Los diametros obtenidos del analisis de los 5 mm distales al stent en los cuatro

grupos de tratamiento a los 9 meses de seguimiento fueron similares (tabla 21).

El andlisis mostré una longitud analizada cercana a los 5 mm tedricos en todos

los grupos de tratamiento, sin diferencias significativas (p=0.95). Se analizaron

4.92 mm (4.83-4.97) en el grupo de células,

4.89 mm (4.83-4.94) en el de

estimulacion, 4.92 mm (4.83-4.98) en el grupo combinado y 4.91 mm (4.81-4.98)

en el grupo control.

En conclusién, los subsegmentos distales analizados

seguimiento eran similares en diametro y longitud entre

tratamiento.

a los 9 meses de

los cuatro grupos de

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=30) 2.55 + 0.53 2.20 £ 0.54 14.07 (9.29-17.34)
G-CSF (n=25) 2.81 + 0.47 2.37 £ 0.42 16.78 (9.11-20.85)
G-CSF + células (n=27) 2.55 + 0.36 2.16 + 0.45 11.22 (8.54-18.85)
Control (n=25) 2.66 + 0.50 2.28 £ 0.52 12.37 (9.05-19.02)
Valor de p 0.16 0.41 0.64

Tabla 21. Variables angiograficas analizadas en los 5 mm distales al stent a los 9 meses de seguimiento en los

cuatro grupos de tratamiento. G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.
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Subsegmento proximal a los 9 meses

Los diametros obtenidos del andlisis de los 5 mm proximales al stent en los
cuatro grupos de tratamiento a los 9 meses de seguimiento fueron similares (tabla

22).

El andlisis mostré una longitud analizada cercana a los 5 mm tedricos en todos
los grupos de tratamiento, sin diferencias significativas (p=0.62). Se analizaron
4.83 mm (2.45-4.97) proximales al stent en el grupo de células, 4.89 mm (3.80-
4.93) en el de estimulacion, 4.83 mm (3.35-4.93) en el grupo combinado y 4.87

mm (3.54-4.97) en el grupo control.

En conclusién, los subsegmentos proximales al stent analizados a los nueve
meses eran similares en longitud y didmetro al comparar los cuatro grupos de

tratamiento.

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=30) 3.11 £ 0.43 2.60 + 0.58 14.29 (4.81-24.87)
G-CSF (n=25) 3.18 £ 0.45 2.61 £ 0.63 12.73 (7.69-24.39)
G-CSF + células (n=27) 3.22 + 0.50 2.70 £ 0.59 10.48 (6.76-21.71)
Control (n=25) 3.32 £ 0.47 2.95 + 0.61 8.43 (3.99-15.34)
Valor de p 0.39 0.13 0.58

Tabla 22. Variables angiogréficas analizadas en los 5 mm proximales al stent a los 9 meses de seguimiento en
los cuatro grupos de tratamiento. G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.
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Subsegmento stentado a los 9 meses

Los diametros obtenidos del andlisis del subsegmento recubierto de stent en los

cuatro grupos a los 9 meses de seguimiento fueron similares (tabla 23).

No se apreciaron tampoco diferencias estadisticamente significativas al comparar
la longitud del segmento recubierto de stent en los diferentes grupos (p=0.70) que
fue de 22.47 mm (15.62-30.53) en el grupo de células, 17.03 mm (15.23-25.37) en
el de estimulaciéon, 15.88 mm (15.01-25.94) en el grupo combinado y 22.02 mm

(14.69-26.02) en el grupo control.

En conclusion, los subsegmentos propiamente recubiertos de stent analizados a
los nueve meses eran similares en longitud y didmetro al comparar los cuatro

grupos de tratamiento.

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=30) 2.85 + 0.45 2.36 = 0.57 16.64 (8.85-23.55)
G-CSF (n=25) 3.00 + 0.46 2.59 = 0.44 12.31 (9.54-15.97)
G-CSF + células (n=27) 2.98 + 0.46 2.64 + 0.43 10.44 (7.94-13.68)
Control (n=25) 3.09 £ 0.47 2.65 £ 0.61 12.32 (8.77-16.57)
Valor de p 0.27 0.13 0.21

Tabla 23. Variables angiograficas analizadas en el subsegmento recubierto de stent a los 9 meses de
seguimiento en los cuatro grupos de tratamiento. G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.
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b. Pérdida de luz tardia

Hemos analizado la situacion de los segmentos y subsegmentos a los nueve
meses de seguimiento y no hemos hallado diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, vamos a comparar ahora la evolucién de los cuatro
grupos de tratamiento, utilizando para ello el diametro luminal minimo al inicio y a
los nueve meses, determinando con ellos la pérdida de luz tardia (“late lumen loss”

o LLL) en el segmento coronario tratado. La pérdida de luz tardia en el segmento

total a los 9 meses fue similar (p=0.74).

La similar evolucion del diametro luminal desde el MLD inicial al MLD en el

seguimiento en los cuatro grupos se muestra en la tabla 24.

Variable Células G-CSF G-CSF + Control Valor
células P

MLD preICP 0.77+0.59 0.53+£0.59 0.60+0.58 0.77+0.68 0.36

Ganancia aguda +1.90+0.66 +2.38+0.78 +2.10+0.71 | +2.03+0.75 0.10

MLD postICP 2.15+0.52 2.38+£0.48 2.23+0.55 2.35+0.58 0.37

LLL -0.03+0.51 -0.10+0.52 -0.19+0.41 -0.11+0.72 0.74

MLD 9 meses 2.12+0.53 2.28+0.52 2.05+0.48 2.16%0.75 0.52

Tabla 24. Evolucién del didmetro minimo luminal (MLD) desde la angioplastia hasta los 9 meses de seguimiento
en el conjunto del segmento tratado. Valores expresados en milimetros con signo positivo si son ganancias y
negativo si son pérdidas. ICP: intervencionismo coronario percutaneo. LLL: pérdida de luz tardia.
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Se analizd también la pérdida luminal por subsegmentos sin hallarse tampoco
diferencias significativas ni en el subsegmento stentado (p=0.06), ni en el proximal
(p=0.25) ni en el subsegmento distal (p=0.67). La evolucion angiografica se recoge
en la tabla 25. Se descartan diferencias significativas entre grupos de tratamiento
en pérdida de luz tardia tanto analizando el conjunto del segmento stentado, como

por subsegmentos.

Variable Células G-CSF G-CSF + Control Valor
células p
Distal MLD postICP 2.21+0.58 | 2.33£0.57 | 2.20+0.51 | 2.38+0.65 0.59
Distal MLD 9 ms 2.20+0.55 | 2.37+0.42 | 2.16+0.45 | 2.28+0.52 0.41
LLL distal -0.01+£0.5 | +0.07+£0.4 | -0.04+0.3 -0.06+0.4 0.67
Stent MLD postICP 2.65+0.43 | 2.86%+0.53 | 2.70+0.35 | 2.79+0.41 0.27
Stent MLD 9 ms 2.36%£0.57 | 2.59+0.44 | 2.64+0.43 | 2.65+0.61 0.13
LLL stent -0.29+0.4 | -0.26+0.3 -0.06+0.4 | -0.10+0.4 0.06
Proximal MLD postICP 2.91+0.56 | 2.93+0.58 | 2.83+0.54 | 3.07+0.60 0.48
Proximal MLD 9 meses 2.60+0.58 | 2.61+0.63 | 2.70+0.59 | 2.95+0.61 0.13
LLL proximal -0.29+0.5 -0.35+0.7 | -0.13+£0.38 | -0.11+0.48 0.25

Tabla 25. Evolucién del didmetro luminal por subsegmentos. Valores expresados en milimetros. LLL: pérdida
luminal tardia. MLD: didmetro minimo luminal. ICP: intervencionismo coronario percutdneo. G-CSF: Factor
estimulador de colonias.
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Variables cuantitativas de la progresion

de la enfermedad

Presentamos los resultados del andlisis angiografico cuantitativo de segmentos
coronarios no tratados para objetivar si existe aceleracién de la enfermedad
aterosclerédtica con las distintas terapias en nueve meses de seguimiento. Para ello
hemos decidido analizar segmentos localizados distalmente al stent implantado en
la arteria responsable y segmentos localizados en otra arteria coronaria principal

distinta a la responsable, preferentemente con enfermedad moderada no tratada.

El objetivo del primer analisis es estudiar el posible efecto local (distal al sitio de
implante celular) sobre la aterosclerosis. El objetivo del segundo andlisis es estudiar
el posible efecto deletéreo de la terapia celular sobre lesiones coronarias no
tratadas y que no reciben infusién de células de forma directa, mas especialmente,
del factor estimulador. En ambos casos, basaremos nuestro analisis en la evolucion

de los diametros luminales minimos y de referencia en esos segmentos.

Los requisitos angiograficos para el andlisis fueron: segmentos de al menos 20
mm de longitud (siempre que fue posible), con un calibre mayor o igual a 1.5 mm

de diametro luminal medio y al menos 5 mm distales al stent.
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I. En la arteria responsable y tratada con stent

Iniciamos el andlisis con 103 pacientes. Diecisiete pacientes no presentaban
estudio basal o de seguimiento 0 no presentaban segmentos distales subsidiarios
de estudio. A continuacion, se excluyeron para el andlisis aquellos pacientes cuyo
didametro luminal medio fuera menor de 1.5 mm. Finalmente, los resultados que se
muestran son de aquellos pacientes que cumplian los requisitos de analisis, un total

de 84 pacientes (19 células, 23 estimulacién, 21 combinada y 21 control).

a._Situacion al implante del segmento distal de la ARI

Empezamos el analisis confirmando la homogeneidad de los cuatro grupos en el
momento del implante. En la tabla 26 se recogen los didmetros luminales minimos
y de referencia, asi como la estenosis en porcentaje, en los segmentos distales al

punto de infusidén en el momento basal, una semana después de la angioplastia.

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=19) 1.89 + 0.40 1.32 £ 0.27 24.35 + 8.15
G-CSF (n=23) 2.05 + 0.42 1.57 £ 0.33 20.96 + 6.89
G-CSF + células (n=21) 2.05 £+ 0.37 1.51 + 0.37 22.43 + 10.23
Control (n=21) 1.98 + 0.35 1.51 £ 0.29 20.14 £ 6.71
Valor de p 0.48 0.09 0.37

Tabla 26. Variables angiogréficas basales del segmento distal de la ARI en los cuatro grupos de tratamiento.
G-CSF: Factor estimulador de colonoas de granulocitos.
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b._Situacion a los 9 meses del segmento distal de la ARI

En la tabla 27 se recogen los didmetros luminales minimos y de referencia de los
segmentos distales al punto de infusion a los 9 meses de seguimiento y se
comprueba que no existen diferencias significativas. En un paciente del grupo

control se objetivo una obstruccién total distal al stent (mas alla de los 5 mm).

c. Pérdida de diametro luminal y de referencia

Mas allad de no haber encontrado diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos de tratamiento en la situacion de los segmentos en el momento inicial y
a los nueve meses, se quiso analizar si existian diferencias en la progresion,
entendida como pérdida de didmetro luminal minimo o de referencia en el
seguimiento. En la tabla 28 aparece el andlisis de la varianza de las variables

evolutivas en este segmento distal de la arteria responsable del infarto.

El hallazgo de un valor de p estadisticamente significativo en el analisis de la
varianza supuso un analisis posterior con el test de Tukey (tabla 29), que descart6

significacién respecto del grupo control.

Con todo ello, concluimos que la terapia celular aplicada en pacientes tras sufrir
un infarto agudo de miocardio no produce una aceleracidn de la enfermedad distal

a la arteria responsable del infarto.
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Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=19) 2.00 + 0.41 1.45 + 0.29 21.55 + 8.24
G-CSF (n=23) 2.13 £ 0.44 1.49 + 0.30 23.10 + 12.47
G-CSF + células (n=21) 1.94 £ 0.34 1.44 £ 0.35 22.56 + 8.02
Control (n=21) 1.51 £ 0.26 1.51 £ 0.27 21.34 £ 8.60
Valor de p 0.35 0.84 0.92

Tabla 27. Variables angiograficas en el seguimiento del segmento distal de la ARI en los cuatro grupos de
tratamiento. G-CSF: Factor estimulador de colonoas de granulocitos.

Variable Células G-CSF G-CSF Control Valor
+Células dep

A MLD 0.12+0.22 -0.08+0.26 -0.07+0.26 0.00+0.19 0.03

A Diam Referencia 0.11+0.43 0.08+0.34 -0.11+0.34 0.01+0.26 0.18
A Estenosis (%) 2.81+8.66 2.14+£13.13 0.12+9.20 1.20+6.77 0.41

Tabla 28. Cambios en didmetros minimos y de referencia a los 9 meses respecto de los valores basales
expresados en milimetros, asi como de porcentaje de estenosis. Con signo positivo aparecen los incrementos de
luz y en negativo las pérdidas. MLD: diametro luminal minimo. Didm Referencia: didmetro de referencia. G-CSF:
factor estimulador de colonias de granulocitos.

Grupo I Grupo J I-] Error Standard Valor de P
Control Células -0.12 0.075 0.36
Control G-CSF 0.08 0.071 0.67
Control G-CSF + Células 0.07 0.072 0.76

Tabla 29. HSD de Tukey del incremento de didmetro luminal minimo. HSD: Diferencia honestamente
significativa. G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.
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II. En una arteria principal diferente a la tratada

(contralateral)

Presentamos los resultados del analisis de una arteria diferente a la tratada y no
responsable del infarto. Se ha optado por una arteria coronaria nacida del tronco
coronario izquierdo (es decir, DA o CX) en caso de que la arteria responsable fuera
la coronaria derecha y al revés, la CD cuando la ARI era la DA o la CX, y se la ha

llamado “contralateral”.

a._Situacion basal del segmento contralateral

Nuestro objetivo inicial fue confirmar que los segmentos a estudio eran similares
en los cuatro grupos de tratamiento y que presentaban un calibre apropiado para

una cuantificacion fiable.

En la tabla 30 se muestran los didametros luminal minimo y de referencia del
segmento de la arteria no responsable que escogemos para estudio y en el
momento del implante, que no presentaron diferencias significativas y que eran,

por tanto, similares.
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b._Situacion a los 9 meses del segmento contralateral

En la tabla 31 se muestran los didmetros luminal minimo y de referencia del
segmento de la arteria no responsable que habiamos escogido a los 9 meses de

seguimiento, que tampoco presentaron diferencias significativas.

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=29) 2.52 £ 0.66 1.89 +£ 0.61 23.68 + 12.38
G-CSF (n=25) 2.68 £ 0.73 1.91 +£ 0.67 24.03 + 11.81
G-CSF + células (n=25) 2.56 £ 0.77 1.90 + 0.55 23.07 + 8.02
Control (n=19) 2.65 £ 0.77 2.02 + 0.65 23.21 +£ 11.00
Valor de p 0.48 0.89 0.99

Tabla 30. Variables angiograficas basales del segmento a estudio de la arteria contralateral en los cuatro grupos
de tratamiento. G-CSF: Factor estimulador de colonoas de granulocitos.

Variable Diametro Diametro %
Referencia minimo Estenosis
Células (n=29) 2.65 + 0.64 1.83 £ 0.66 28.81 + 13.94
G-CSF (n=25) 2.66 £+ 0.63 1.95 + 0.58 24.02 + 10.74
G-CSF + células (n=25) 2.85 £ 0.91 2.04 +£0.73 20.96 + 7.95
Control (n=19) 2.61 £ 0.91 1.91 £ 0.72 24.76 + 12.03
Valor de p 0.71 0.74 0.0.10

Tabla 31. Variables angiograficas de seguimiento del segmento a estudio de la arteria contralateral distal en los
cuatro grupos de tratamiento. G-CSF: Factor estimulador de colonoas de granulocitos.
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c._ Pérdida de diametro luminal y de referencia

Del mismo modo que antes, estudiamos la evolucién del didmetro luminal y de
referencia en la arteria contralateral no tratada. En la tabla 32 aparece el andlisis
de la varianza de las variables evolutivas en este segmento distal de la arteria
responsable del infarto. El hallazgo de un valor de p significativo en el primer
analisis con ANOVA supuso un analisis posterior con el test de Tukey (tabla 33) que

descarto significacion respecto del grupo control.

Variable Células G-CSF G-CSF Control Valor
+Células p

A MLD -0.05+0.28 0.04+0.39 0.14+0.37 -0.11+0.36 0.09

A Didm referencia 0.13+0.40 -0.02+0.45 0.29+0.57 -0.04+0.34 0.05

A Estenosis (%) 5.134+8.21 -0.01+7.95 -2.11+7.07 1.55+10.17 0.02

Tabla 32. Cambios en diametros minimos y de referencia a los 9 meses respecto de los valores basales
expresados en milimetros, asi como de porcentaje de estenosis. Con signo positivo aparecen los incrementos de
luz y en negativo las pérdidas. MLD: diametro luminal minimo. Diam referencia: didmetro de referencia. G-CSF:
factor estimulador de colonias de granulocitos.

Grupo I Grupo J I-J Error estandar Valor P
Control Células -3.59 2.45 0.46
Control G-CSF 1.55 2.52 0.93
Control G-CSF + Células 3.65 2.52 0.47

Tabla 33. HSD de Tukey del incremento de didmetro luminal minimo. HSD: Diferencia honestamente
significativa.
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III. Subanalisis del efecto del factor estimulador de colonias

Decidimos estudiar con mayor profundidad si existia un efecto proaterosclerético
con la administracion subcutanea de G-CSF sobre segmentos no tratados ni
sometidos a la infusion directa de células progenitoras. Para ello realizamos un
subanalisis formando dos grupos: aquellos que recibieron terapia convencional
frente a aquellos que recibieron factor estimulador (en este Ultimo grupo se
incluyeron los pacientes que recibieron Unicamente G-CSF y aquellos que recibieron
terapia combinada). Luego comparamos la evolucién de los segmentos de la arteria
contralateral de los dos grupos formados. No se apreciaron diferencias entre los

grupos que recibian estimulacion frente a los controles (tabla 34).

Variable G-CSF Control Valor p
N 50 19
A Didmetro luminal minimo +0.09+0.38 -0.11+0.36 0.06
A Diametro referencia +0.13+0.53 -0.04+0.34 0.19
A Estenosis (%) -1.06+7.52 1.55+10.17 0.25

Tabla 34. Cambios en diametros minimos y de referencia a los 9 meses respecto de los valores basales
expresados en milimetros, asi como de porcentaje de estenosis. Con signo positivo aparecen los incrementos de
luz y en negativo las pérdidas.
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DISCUSION
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Exposicion del fundamento del estudio

I. El prometedor futuro de la terapia celular y el temido

“fenomeno de Jano”

La evidencia de que el corazon tiene capacidad regenerativa ha despertado el
entusiasmo de los investigadores. En una sociedad donde el infarto de miocardio y
sus secuelas suponen mas de la mitad de las muertes de origen cardiovascular, la
posibilidad de reparar el tejido dafado, aunque sea lejana, es, y ha de ser, de
interés general®.

Ahora sabemos que existen células residentes precursoras en el tejido cardiaco y
que tras el sindrome coronario agudo también se produce una movilizacion de
progenitores procedentes de médula dsea, lo que se interpreta como un intento de
reparacion insuficiente’”®. Existen diferentes formas de aumentar el nimero de
precursores que llegan al miocardio. Una de ellas es la administracién
intracoronaria directa de la fraccidn mononuclear del aspirado de médula dsea.
Ademas, para que el aspirado sea mas rico en células progenitoras, podemos
administrar factores estimuladores del crecimiento como el G-CSF antes de su

extraccion. Otra opcidn es movilizar las células progenitoras al torrente sanguineo y
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confiar en que el aumento sistémico de células en sangre periférica alcanzara de

forma suficiente al tejido diana®’.

Los estudios con terapia celular tras el infarto agudo de miocardio se centran en
analizar los beneficios en la perfusion y en la contractilidad global y regional. Sin
embargo, estos mismos precursores a los que se les presupone una capacidad
reparadora del tejido lesionado estan implicados en la endotelizacion del stent y en
la aterosclerosis. El equilibrio que finalmente se establezca entre el potencial
proaterogénico y antiaterogénico es dificil de prever. Es decir, potencialmente estas
células pueden no sélo no ser beneficiosas para el buen resultado de la angioplastia
con stent y para las placas de ateroma, sino dafinas. Este es el conocido como

efecto de Jano o de las dos caras’.

En el trabajo que presentamos se pretende analizar este aspecto a veces
ignorado. Pero, écomo vigilar el temido efecto proaterogénico de las células
precursoras sin afiadir un riesgo significativo al paciente? Nuestro planteamiento
parte de que la hiperplasia intimal del stent se relaciona con una pérdida de
didmetro luminal. Del mismo modo entendemos que la progresion de la
aterosclerosis puede ser valorada por esta misma pérdida de luz y de didametro de

referencia.

Basandonos en nuestra propia experiencia, con los estudios previamente

publicados por Villa y col acerca de la reestenosis intrastent®® y por Arnold y col
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acerca de la enfermedad coronaria distal al stent implantado®®®

nos parecio
oportuno aplicar a este nuevo estudio aleatorizado los conocimientos adquiridos

por nuestro grupo para el seguimiento de la reestenosis y la aterosclerosis.

I1. El analisis cuantitativo angiografico

La coronariografia fue introducida en 1958. Se presentd como el procedimiento
definitivo para estudiar la distribucion y la severidad de la enfermedad coronaria en
sujetos vivos. Se estudid y se concluyd que el mayor determinante del impacto
hemodindmico de una lesidbn era su didmetro minimo. Rafflenbeul y col
determinaron que lesiones de mas del 90% eran mas propensas a ocluirse que
lesiones menores en un estudio coronariografico de control anual en pacientes con

angina inestable®®.

Durante algunas décadas los cardidlogos interpretaron estos estudios de forma
subjetiva o semicuantitativa. La variabilidad entre cardidlogos experimentados a la
hora de cuantificar la mayor estenosis se estimaba en un 25%. En 1971, Gensini y
col presentaron la angiografia cuantitativa. Los estudios para determinar la eficacia
de medidas contra la aterosclerosis coronaria dejaron de basarse Unicamente en el

seguimiento clinico para hacerlo también con angiografia cuantitativa®®.

El software informatico de autodeteccion de bordes y andlisis ha ido

perfeccionandose hasta nuestros dias. Asi, la primera generacién de programas
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(CAAS, ARTREK) que magnificaban los diametros de los vasos, sobre todo en los
mas pequefos, dejaron paso a la segunda generacion (CMS, CAAS II, AWOS,
Cardio 500) que corregian este defecto y se mostraban mas fiables en lesiones
complejas. La tercera generacion utiliza detectores con panel digital e incluso

existen reconstrucciones tridimensionales a partir de dos imagenes®*.

Cierto es que la angiografia sélo nos muestra la luz del vaso y que, sin embargo,
la aterosclerosis es la enfermedad de la pared del vaso. Sabemos que la placa de
ateroma crece mucho antes de que la luz comience a estrecharse. De hecho, la
mayor parte de los sindromes coronarios agudos son desencadenados por la rotura
de una placa sin estenosis significativa. Es una realidad que la coronariografia no
cuenta la historia entera. Otras técnicas, como la tomografia dptica, la ecografia
intravascular y mas recientemente el TCMD coronario, aportan informacion
complementaria acerca de la composicion de la placa coronaria y su

vulnerabilidad®** 2*2,

Sin embargo, la obtencién de imagenes angiograficas es un procedimiento
sencillo y accesible, con un riesgo de muerte excepcional estimado en 1-2/1000. El
andlisis cuantitativo posterior permite obtener conclusiones acerca de la seguridad
de la terapia celular sin riesgo afnadido. La realizacion de un IVUS afade un riesgo
de complicaciones que varia de 1.5 a 3.9%. La mayoria se deben a espasmo
coronario inducido por la guia o el catéter y es reversible con nitroglicerina

intracoronaria. Otras complicaciones derivadas del procedimiento (diseccion,
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oclusién aguda, trombosis coronaria, IAM, necesidad de cirugia urgente) son
excepcionales, pero existen. No parece por tanto justificado el uso habitual de IVUS
en los estudios de terapia celular con objeto de garantizar la seguridad. El TCMD
supone una radiacion absorbida por el paciente comparable a 700-1000
radiografias de tdérax, lo que al menos dobla la cantidad estimada para la

realizacion de una coronariografia diagnostica (155-555 radiografias de térax).

III1. La pérdida de luz tardia

El seguimiento del fendmeno de la hiperplasia intimal intrastent fue objeto de
debate hace afios®*®. Con la aparicién de las angioplastias con implante de stent se
realizaron estudios angiograficos de control que intentaban determinar la
reestenosis en el seguimiento de los segmentos tratados. Existian muchas
definiciones para la reestenosis de acuerdo al porcentaje de estenosis: un aumento
del 30% respecto del estudio basal, estenosis de mas del 70% en el seguimiento,
una pérdida del 50%... Ademas, el porcentaje de estenosis era una variable

dependiente de otras dos, el didametro minimo y de referencia.

En 1988 Serruys y col abogaron por el uso de valores absolutos, es decir, el
didmetro minimo, y no porcentajes para facilitar la comparacion de los distintos
estudios. Se impuso la angiografia cuantitativa y aparecio el concepto de pérdida
de luz tardia®**. Se comprobé la mayor reproducibilidad de esta Ultima medida que

se fue abriendo paso en los estudios de seguimiento de los stents. En definitiva,

189



Analisis de los efectos proliferativos de la terapia celular

parece claro a dia de hoy que la pérdida de luz en el seguimiento nos informa

adecuadamente de la hiperplasia intimal y de la reestenosis del stent.

Hemos presentado la reestenosis como un tipo especial de aterosclerosis, en el
que el dafo inicial al que se somete el endotelio (ya de por si enfermo) es
mecanico. En nuestro estudio se utiliza del mismo modo el didmetro luminal
minimo y el didmetro de referencia como medidas factibles, sencillas vy
reproducibles para el seguimiento de la aterosclerosis. De hecho, el porcentaje de
estenosis de la luz de un vaso ya ha sido relacionado tiempo atras con los eventos
clinicos. Esta pérdida de luz también se ha utilizado en anteriores estudios de

terapia celular para vigilar la progresién de la enfermedad aterosclerdtica®® 23,

IV. Desarrollo del modelo de analisis angiografico

El seguimiento angiografico realizado por los distintos grupos de trabajo con

células madre ha evolucionado desde los primeros estudios publicados.

El grupo de Kang y col (Hospital Universitario Nacional de Seull) comienza a
trabajar en el afio 2003' con células madre periféricas movilizadas con factor G-
CSF en el estudio MAGIC. La ICP tras la estimulacion se realizd con stent
convencional. Realizaban una coronariografia de control a los 6 meses mediante un
analista independiente y detuvieron el estudio por objetivar en los pacientes que

recibian G-CSF una tasa de reestenosis intrastent mayor de lo esperado. Como
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variables de analisis utilizaron la pérdida diametro minimo luminal y el aumento de
volumen de placa en el segmento recubierto de stent, ademas de la variable
binaria de reestenosis. Considerando que la hiperplasia intimal intrastent podia
haberse exacerbado con la estimulacién con factor se decidieron a utilizar sélo
stents recubiertos. Asi, afios después, en el 2006 *°, publican su estudio MAGIC
Cell 3 DES. Rectificando errores previos, se administra a los pacientes el G-CSF tras
la ICP y se utiliza stent recubierto. Realizan un control angiografico a los 6 meses.
Como variables de andlisis se utiliza la pérdida de luz tardia en los segmentos
tratados (incluyendo los bordes) y la variable binaria de reestenosis sin encontrar
diferencias significativas. Ademas, incluyen el andlisis de la pérdida de didmetro
luminal en el segmento distal en la ARI, en relacién a estudios publicados por otros
grupos de trabajo acerca del riesgo de acelerar la aterosclerosis, y concluyen que la
infusion celular intracoronaria y el uso de G-CSF tras la ICP con stent recubierto

son seguros. Finalmente, en el afio 2008%*

, presentaron un subestudio con IVUS.
Se analizaron tanto el segmento stentado (incluyendo bordes) como segmentos de
referencia proximales y distales y no encontraron diferencias, pero refieren una

tendencia a mayor hiperplasia intimal en los bordes del stent, sobre todo en

relacion a los stents recubiertos de paclitaxel.

También en el afio 2003'%°

, el grupo de Ripa y col (Ringshospitalet, Copenhague)
inician el STEMMI trial, que consistia en la administracién de G-CSF tras un infarto
con angioplastia primaria. Se realizd una coronariografia de control a los 6 meses,

analizando la zona de lesion y la zona stentada y no encontraron diferencias
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significativas en los diametros minimos o de referencia ni tampoco en las pérdidas

0246

luminales. En el afo 2010°™, publicaron un subestudio con IVUS sin evidenciar

diferencias en la pérdida de luz tardia (expresada como volumen de neointima ni
como area luminal minima intrastent) a los 6 meses. Finalmente, en 2013%*¥,
publican los resultados clinicos del estudio a los 5 afos de seguimiento y no

encuentran mayor incidencia de eventos cardiovasculares en el grupo que recibe G-

CSF.

En el afio 2005, Bartunek y col (Aalst, Bélgica) publican sus resultados con la
administracion intracoronaria de células seleccionadas CD 133+ tras un IAM con
ICP. Objetivan una mayor tasa de reestenosis a los 4 meses de seguimiento que
relacionan con los inflados repetidos de balon para el implante celular. En el ano
2006°%, publican los resultados de analizar el efecto de la infusién celular en el
segmento stentado, en el segmento distal y en una arteria diferente a la ARI, a la
que llaman contralateral. Veintiin pacientes recibieron terapia celular, y 17 fueron
controles, no aleatorizados. La ICP se realizd con stent convencional. Analizan FFR
y diametros luminales y de referencia, asi como pérdida luminal expresada en
milimetros y objetivan una mayor pérdida luminal intrastent y aceleracién de la
aterosclerosis en los segmentos distales. No se apreciaron diferencias en la
contralateral. En 2007%*, publican un estudio con 24 pacientes que recibieron
células seleccionadas CD 133+ en la primera semana tras el IAM o meses después.
Se realiza un estudio angiografico y de FFR en los segmentos distales de ARI y en

una arteria no ARI o contralateral (que llaman control) a los 4 meses y a los 8
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meses. Concluyen que la administracion precoz en la primera semana tras un IAM

puede acelerar la aterosclerosis en la ARI distal al punto de infusion.

Sin embargo, en 2011**

, Mansour y col publican sus resultados con células
seleccionadas CD 133+ en el COMPARE-AMI, aleatorizado y prospectivo, placebo-
control, con control angiografico y FFR a los 4 meses, con control de la arteria

contralateral, esta vez sin hallazgos.

En 20012, el grupo de Frankfurt (Assmus, Zeiher) inici el estudio TOPCARE-AMI
con células progenitoras de médula ésea o periféricas. No reportaron un aumento
inesperado de reestenosis en el control angiografico a los 4 meses. En 2006%,
presentan un subestudio enfocado a vigilar la progresion de la aterosclerosis y la
reestenosis con un control histérico. Se analizaron los didmetros luminales y la
pérdida a los 4 meses asi como las lesiones de novo distales al stent. No hubo
diferencias significativas. Finalmente, en 2010, realizan un nuevo estudio, esta
vez aleatorizado, donde no objetivan ni mayor reestenosis ni progresion de la

aterosclerosis ni diferencias en eventos cardiovasculares.

Finalmente, la experiencia de nuestro grupo comienza en el afio 2002'® con la
infusién de células progenitoras no seleccionadas de médula dsea. Se publicaron
los resultados frente a un grupo control no aleatorizado y no se objetivd mayor

9238

pérdida luminal ni reestenosis como variable binaria. En 2009°, Villa y col

publicaron un subestudio comparando pacientes sometidos a terapia celular y que
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recibian un stent recubierto frente a los que lo recibian convencional y confirmaba
la persistencia del efecto beneficioso en términos de menor hiperplasia intimal en
los pacientes que recibian stent recubierto, lo que animaba al uso de este tipo de
stents como sugerian desde Corea. El estudio coronariografico se complementoé con
un subestudio con IVUS. En 2010°*°, Arnold y col publicaron los resultados del
andlisis de la ARI distal y la arteria contralateral, de acuerdo al grupo belga, sin
evidenciar diferencias entre el grupo que recibia células frente al control. También

se realizd IVUS con similares hallazgos en un subgrupo de pacientes.

En el trabajo actual, se ha recogido la experiencia de los diferentes grupos, con el
objetivo de vigilar la seguridad de la terapia celular. Hemos introducido en nuestro
estudio la rutina del analisis por subsegmentos dado el diferente comportamiento
de los territorios limitrofes al stent en los estudios de seguimiento (el conocido
como efecto borde) y tras los resultados publicados por Kang y col en relacion al
stent de paclitaxel**. Hemos realizado controles angiograficos mas tardios (a los 9
en vez de a los 6 meses) que parecen recomendables en relacién al fendmeno de
reestenosis tardia o “late catch-up” de los stents recubiertos. Hemos analizado
segmentos diferentes a la arteria tratada para vigilar la progresion de la
aterosclerosis, asi como segmentos distales a la infusion, en relacion a los riesgos
publicados por el grupo de Bartunek y col. Ademas, la presencia de diferentes
grupos de tratamiento nos ha permitido valorar por separado el efecto de la terapia
celular en tres modalidades: estimulacion sistémica de progenitores e infusidn

celular directa con o sin estimulacion previa.
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El deseo de dar una solucion a nuestros pacientes tras haber sufrido las
consecuencias de un infarto de miocardio no puede hacernos olvidar la seguridad
como criterio previo y fundamental. Las células progenitoras tienen un potencial no
del todo conocido y sus mecanismos de accidn, directos y paracrinos, escapan a
nuestro conocimiento a dia de hoy. Es obligada la realizacion de controles que
descarten un efecto paralelo dafino de la angiogénesis, tan beneficiosa para el
tejido isquémico pero potencialmente deleterea para la progresion de la placa de

ateroma y para la hiperplasia intimal.

Caracteristicas de nuestro estudio

Hemos analizado, de forma centralizada y ciega, las grabaciones de los estudios
coronariograficos y hemos determinado la pérdida de calibre de los segmentos
stentados y de segmentos no tratados. Todo ello lo hemos comparado con un
grupo de pacientes sometido a terapia convencional y que son sujetos controles

que afaden fiabilidad a nuestras conclusiones.

Nuestros resultados en contexto

Como presentamos en el capitulo previo, nuestros resultados apoyan la seguridad
de la terapia celular. No se ha evidenciado una mayor pérdida de luz tardia

intrastent en los pacientes que recibieron infusidon celular intracoronaria directa ni
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en los pacientes que recibieron estimulacién con G-CSF ni terapia combinada. Del
mismo modo, no se ha objetivado una aceleracion de la aterosclerosis en la arteria
responsable del infarto, distalmente al segmento tratado, ni en otra arteria

diferente a la que se llamo contralateral.

El analisis se inicid estableciendo la homogeneidad de los cuatro grupos de
tratamiento en el momento basal, sobre todo en aquellas variables que pudieran
falsear nuestras conclusiones finales. Ya dijimos que las células progenitoras ven
modificado su numero y actividad segun la edad, sexo, farmacos y factores de
riesgo cardiovascular’®, y que la reestenosis se relaciona clasicamente con la
longitud del stent, el didametro de referencia del vaso, los factores de riesgo
cardiovascular como diabetes mellitus, o con la estenosis residual. Todos estos

predictores fueron analizados sin hallar diferencias significativas.

I. Estudios con factor estimulador de colonias

En el contexto del infarto agudo de miocardio se han realizado varios estudios
con administracion aislada de G-CSF con el objeto de prolongar

farmacoldgicamente la movilizacion de células madre de la médula dsea.

Algunos de ellos se han preocupado por vigilar el resultado del stent a largo plazo
y han realizado estudios angiograficos de control. Sin embargo, el posible efecto

sobre segmentos no tratados mecanicamente ha sido menos estudiado.
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a. Pérdida de luz tardia en vasos tratados con stent

Sobre este aspecto encontramos bastantes antecedentes en la literatura. Nuestro
estudio viene a reafirmar los hallazgos y descarta que la estimulacion con G-CSF en

la fase aguda del infarto pueda aumentar la pérdida luminal del stent implantado.

La preocupacion por el incremento de reestenosis se presentd con la publicacion
del estudio MAGIC!® en el que los pacientes tras la angioplastia con stent
convencional y que eran sometidos a estimulacion con G-CSF parecian presentar
mayor reestenosis. Estudios posteriores arrojaron resultados tranquilizadores. Asi,
un ano después, en 2005, dos estudios rechazaron el aumento de reestenosis. Por
un lado, Valgimigli y col”* presentaban sus resultados con un pequefio grupo de 20
pacientes, aleatorizados a recibir G-CSF a dosis algo menores de 5 pgr/kg/dia y
durante 4 dias o grupo control. El 60% de pacientes recibié stent convencional. El
perfil clinico y angiografico de la muestra era muy similar a nuestro estudio. En
este caso, analizan pérdida de luz tardia y la variable binaria de reestenosis y
concluyen que no existen diferencias y que el G-CSF se muestra seguro en este
aspecto. Ese mismo afio 2005, Ince y col'® publican su estudio FIRSTLINE-AMI con
50 pacientes con IAM sometidos a angioplastia con stent convencional y G-CSF y

analizan a los 6 meses pérdida de luz tardia sin hallar tampoco diferencias.
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En el afio 2006, Ripa y col*® presentan el STEMMI trial, quizas el mas cercano a
nuestro método de analisis. Presentamos mas en detalle ambos estudios en la

tabla 35.

La conclusién a la que llegan, como nosotros, es que la terapia con G-CSF no

incrementa la pérdida de luz tardia.

Estudio TECAM G-CSF | TECAM Control | STEMMI G-CSF STEMMI Control
N pacientes 30 31 39 39
Edad 56,8 57,4 57,4 54,7
Varon 86,2% 90,3% 72% 87%
DM 6,9% 9,7% 8% 10%
HTA 41,4% 45,2% 33% 26%
Dosis 10 pg/kg/d - 10 pg/kg/d -
Dias admon 5 - 6 -
Angio control 9 meses 9 meses 6 meses 6 meses
BMS 0% 0% 64% 67%
LLL in-segment 0,10+0,52 0,11+0,72 0,43+0,59 0,69+0,64
LLL in-stent 0,26%0,33 0,1+0,38 0,45+0,50 0,63+0,64
Software CMS 6.0 (Medis) | CMS 6.0 (Medis) | CMS 5.3 (Medis) CMS 5.3 (Medis)
Mayor LLL No No No No

Tabla 35. Andlisis comparativo de nuestros datos en relacién al estudio STEMMI. DM: diabetes mellitus. HTA:
hipertension arterial. BMS: bare metal stent o stent convencional. LLL: Late lumen loss o pérdida de luz tardia.
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Los analisis cuantitativos angiograficos fueron realizados por un laboratorio de
imagen centralizado, como en nuestro estudio. Las dosis utilizadas de G-CSF fueron
similares. EL mayor porcentaje de uso de stent convencional en el estudio STEMMI
se relaciona probablemente con sus peores resultados de pérdida de luz tardia. En

todo caso, no existieron diferencias significativas con los controles respectivos.

Nuestro estudio incorpord el analisis por subsegmentos que confirmé la ausencia
de diferencias significativas. Ademas el control angiografico fue posterior, a los 9
meses de la angioplastia. Esto seria mas cercano a los estudios de eficacia y

seguridad del stent®.

b. Pérdida de luz tardia en vasos no tratados

Son pocos los estudios con factor estimulador que muestran su preocupacion
acerca de la progresion de la enfermedad coronaria en los segmentos no tratados.
En relacion a la infusidn intracoronaria de células progenitoras si se habia referido
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una progresion de la aterosclerosis , pero no existen muchos datos con factor

estimulador.

Por ejemplo, en el trabajo de Takano'® se hace una referencia a esta
preocupacion. Para ello analizaron los segmentos proximales coronarios de los

pacientes que recibian factor estimulador y no apreciaron aumento del grado de
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estenosis valorado en porcentaje. Pero no se valord el cambio en didmetro minimo

y de referencia de los vasos.

Tampoco en los estudios con G-CSF aplicados a enfermedad coronaria crénica®!®
y estable, hemos encontrado un protocolo sistematico de valoracion de calibre
luminal en relacidn al tratamiento con factor estimulador. A diferencia de esto, si se
ha estudiado la formacién de colaterales tras un tratamiento con G-CSF durante

dos semanas con resultados positivos®*” *!, lo que nosotros no valoramos.

Para evaluar el efecto del G-CSF sobre la aterosclerosis en términos de pérdida
luminal angiogréfica nosotros estudiamos un segmento de la ARI (distal al punto de
obstruccién del infarto) y un segmento de una arteria principal diferente (no
obstruida en ningln momento). En nuestro analisis del segmento distal de la
arteria responsable no hubo diferencias en la pérdida de calibre minimo o de
referencia. Ni tampoco en la arteria contralateral. Concluimos que no existia

progresion de la aterosclerosis.

I1. Estudios con infusion intracoronaria de células

La preocupacion por un aumento de la hiperplasia intraluminal en relacién a la
infusion de células comenzd con el ya mencionado estudio MAGIC en 2004'®. En
este estudio la infusion se combinaba con estimulacién con G-CSF y se relaciond

con éste Ultimo. Pero dos afios después, Mansour®® volvia a llamar a la prudencia
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con sus resultados con implante de células progenitoras sobre stent convencional al
evidenciar una mayor pérdida de luz tardia intrastent. Sin embargo otros autores,
como veremos mas adelante, no objetivaron mayor reestenosis ni con stent

convencional ni con recubierto.

Haremos aqui mencion al trabajo de Villa y col*®

, que presentd los resultados
comparativos (no aleatorizado) de pacientes que recibieron terapia celular y un
stent convencional (37 pacientes) frente al stent recubierto (22 pacientes) con
control coronariografico a los 6-9 meses. Los analisis se realizaron con software
CMS 6.0 y a un subgrupo de 30 pacientes se le realizd IVUS. La pérdida de luz
tardia fue de 0,35+0,66 en los stents recubiertos y de 0,71+0,38 en los
convencionales, confirmando que el efecto beneficioso de los stents recubiertos se

mantenia en pacientes que recibian infusion de células progenitoras. Los resultados

de IVUS (12 BMS, 18 DES) confirmaron los hallazgos.

En el contexto del infarto agudo de miocardio se han realizado varios estudios
con administracion intracoronaria de células progenitoras extraidas de médula
Osea. Hemos seleccionado aquellos que presentan datos sobre la pérdida luminal,

ya sea del stent o de otros vasos enfermos no tratados.
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a._Pérdida de luz tardia en segmentos tratados con stent

En la tabla 36 recogemos los valores obtenidos por dos estudios no aleatorizados
con stent convencional y resultados contradictorios, asi como los valores de stent
convencional extraidos del estudio SIRIUS®?. La diferencia en pérdida luminal
detectada por Mansour®? alcanzd la significacion. Sin embargo, el estudio de

Assmus?** no mostré diferencias.

Estudio Mansour Mansour Assmus Assmus SIRIUS
CD133 Control CMMO Control
N 21 17 83 83 525
Angio control 4-8 mss 4-8 mss 4 mss 4 mss 8 mss
LLL 0.42+0.07 0.22+0.06 0.9+0.7 0.9+0.8 0.81+0.67

Tabla 36. Pérdida de luz tardia recogida en dos estudios realizados con stent convencional y resultados
contradictorios y el valor de referencia del stent convencional recogido del estudio SIRIUS. CMMO: células madre
de médula dsea. LLL: Late lumen loss o pérdida de luz tardia.

En la tabla podemos observar la reducida pérdida de luz tardia tanto de los
pacientes tratados como no tratados con células de la muestra de Mansour. No
conocemos las caracteristicas clinicas de los pacientes que nos permita establecer

una hipotesis con estos resultados.

En la tabla 37 mostramos nuestros resultados frente al estudio aleatorizado
FINCELL'* muy similar al nuestro. Las principales diferencias fueron que el stent
recubierto elegido fue de paclitaxel y los didmetros minimos determinados por

IVUS.
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Ambos estudios concluyen la ausencia de diferencias en pérdida de luz tardia en

los grupos que reciben células progenitoras frente a los controles.

Estudio TECAM CMMO TECAM Control FINCELL FINCELL
CcMMO Control
N 30 31 40 40
Edad 56.8 57.4 60 59
Varon 86.2% 90.3% 90% 85%
DM 6.9% 9.7% 13% 8%
HTA 41.4% 45.2% 40% 33%
Angio control 9 mss 9 mss 6 mss 6 mss
LLL 0.03+0.51 0.11£0.72 0.23+0.51 0.31£0.6
Software CMS 6.0 CMS 6.0 Galaxy Galaxy

Tabla 37. Presentacion de nuestros resultados en comparacion con el estudio FINCELL. CMMO: células madre
de médula 6sea. LLL: Late lumen loss o pérdida de luz tardia.

b._Pérdida de luz en segmentos no tratados

De forma menos frecuente se ha analizado la repercusion que pudiera tener la
infusion celular sobre segmentos no tratados. Especial interés se ha mostrado por
los segmentos distales al punto de infusién, sobre todo el grupo belga de Bartunek
y col. En el afio 2005 comunicaron un caso de progresion distal al stent

farmacoactivo con infusion de células de médula 6sea seleccionadas.
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Posteriormente en el afio 2006*, reportaron también en un estudio no
aleatorizado, una mayor pérdida luminal distal al stent pero no objetivaron
progresion en una arteria coronaria diferente a la ARI. Es este grupo el que

III

introduce el término de “contralateral” para referirse a esta arteria diferente a la
del infarto. En este Ultimo estudio al que nos referimos, de Mansour y col, merece
la pena destacar que los didmetros de referencia y minimos de los segmentos
distales de la ARI que se estudian, presentan ya basalmente diferencias
significativas, siendo menores los diametros en el grupo que recibe la terapia
celular. Asi los didametros de referencia son de 2.03+0.08 y 2.38+0.11
respectivamente, con p<0.05. Los didmetros minimos son 1.70+0.07 y 2.06+0.11,

con p<0.05. Esta falta de homogeneidad puede hacer desconfiar de la conclusion

de una mayor pérdida de calibre distal.

Finalmente, otros estudios con mas pacientes, como el de Assmus y col** ¢

on
células no seleccionadas de médula 6sea, no observaron diferencias en la aparicion
de lesiones de novo o mayor incidencia de eventos cardiovasculares en el grupo
tratado. Sin embargo, no realiza un estudio sistematico de calibre luminal. Mas
reciente, Kang y col, en su estudio MAGIC Cell-3-DES aleatorizado®® con terapia

combinada con estimulacion con G-CSF si analizé la pérdida luminal distal al stent y

no obijetivd diferencias.

|235

De nuestro grupo, Arnold y col”” presentaron los resultados de 37 pacientes

(59% DES) que recibieron células frente a un grupo control no aleatorizado
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analizando segmentos distales a la infusién y en una arteria contralateral. No hubo
diferencias en la pérdida de calibre minimo o de referencia en la ARI ni en la

contralateral. Se realizd un subanalisis con IVUS que confirmo los resultados.

En nuestro andlisis, con pacientes aleatorizados, se confirmd la ausencia de

diferencias significativas.

III1. Estudios con terapia combinada

En el contexto del infarto agudo de miocardio se han realizado varios estudios
con administracion intracoronaria de células progenitoras tras la estimulacion con
factor estimulador. Sin embargo, la obtencion de las células suele ser por aféresis y

no por puncion directa de médula dsea.

a._Pérdida de luz tardia en segmentos tratados con stent

En 2006, Steinwender y col*”® con 22 pacientes con terapia combinada, sin grupo
control, reportaron una alta tasa de reestenosis (como variable binaria) del 40% en

el seguimiento a los 6 meses. Ninguna de las reestenosis fue con stent recubierto.

Sin embargo, ese mismo afio, Kang y col*®® presentaron los resultados de un
estudio aleatorizado con stent recubierto y bastantes similitudes al nuestro. Aunque

en este caso, las células madre no se extraian directamente de la médula dsea,
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sino que se movilizaban previamente a sangre periférica y de ahi se extraian

mediante aféresis. Estudiaron a 50 pacientes con infarto agudo de miocardio,

aunque también a 32 pacientes con infarto pasadas las dos semanas. Si

comparamos nuestros resultados con los de los pacientes con infarto agudo del

MAGIC Cell-3-DES nos encontramos con la tabla 38.

Estudio MAGIC Cell3DES MAGIC Cell3DES TECAM TECAM
AMI CP AMI Control C+G-CSF Control
N pacientes 25 25 28 31
Dosis 10 pg/kg/d 10 pg/kg/d 10 pg/kg/d 10 pg/kg/d
Dias admon 3 dias 3 dias 5 dias 5 dias
Edad 60.6 59.4 56.8 57.4
Varones 80% 80% 86.2% 90.3%
DM 20% 28% 6.9% 9.7%
HTA 60% 36% 41.4% 45.2%
Angio control 6 meses 6 meses 9 meses 9 meses
BMS 0% 0% 0% 0%
Pérdida luminal 0.27+0.34 0.30+0.49 0.19+0.41 0.11£0.72
Software Quantcor V4.0 Quantcor V4.0 CMS 6.0 CMS 6.0
Mayor LLL No No No No

Tabla 38. Comparacion de nuestros resultados en relacion a los pacientes con infarto agudo del estudio
MAGIC Cell-3-DES. C+G-SCF: células madre de médula dsea mas factor estimulador. LLL: late lumen loss o

pérdida de luz tardia.
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Ambos estudios parecen confirmar la ausencia de mayor pérdida luminal tras la

terapia combinada.

Hemos de comentar también el estudio que realizé Choi y col*’” en 2007 con 10
pacientes que recibieron estimulacion con G-CSF, aféresis e implante celular
intracoronario frente a dos grupos controles, con ICP primaria y tardia. Se analizé
cuantitativamente la reestenosis como variable binaria y no se obtuvieron

diferencias significativas.

b._Pérdida de luz en segmentos no tratados

No existe ningun estudio con terapia combinada que analice segmentos en una
arteria contralateral. Este analisis, de una arteria diferente a la ARI, se habia

realizado con terapia celular aislada.

Si existen resultados del andlisis distal al punto de infusion celular en el estudio
MAGIC Cell-3-DES, con terapia combinada. Este estudio presenta una pérdida de
luz distal de 0.14+0.84 en sujetos tratados (engloba los resultados de AMI y OMI)

y 0.01£0.34 en control, sin presentar diferencias significativas.

Llama la atencién que, siendo la estimulacion con G-CSF de administracion
sistémica, no exista un control de otros segmentos enfermos aunque no reciban

infusion directa celular.
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En nuestro analisis del segmento distal de la arteria responsable tampoco hubo
diferencias en la pérdida de calibre o de referencia. Tampoco las hubo en la arteria

contralateral.

Limitaciones de nuestro estudio

Es un subestudio:

Nuestro analisis presenta la limitacion de ser un subestudio. El tamano de
muestra es pequeiio y no fue estimado para valorar los cambios en pérdida
luminal. No se puede concluir por ello la ausencia de efecto deletéreo de la
administracion de progenitores sobre la proliferacion intimal o la progresion de la

aterosclerosis.
Existen pérdidas:

Si consideramos que se precisa de una coronariografia en el implante y otra en el
seguimiento para la valoracion de la disminucién de calibre, ya sea de los
segmentos tratados como de aquellos que no lo fueron, hemos considerado
pérdida a aquellos pacientes en que no contdramos con ambos estudios. Las
pérdidas fueron homogéneas entre grupos de tratamiento y supusieron un 12,5%

en el analisis de los segmentos stentados (15 pacientes), un 14,17% en el analisis
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del segmento distal (17 pacientes) y un 18,33% en el analisis de la arteria
contralateral. Estas pérdidas se explican por tratarse de un subestudio, alejado del

objetivo principal, y por su caracter multicéntrico.
No permite el estudio de la placa:

El fendmeno de la aterosclerosis es muy complejo para reducirlo a una pérdida de
diametro luminal. La angiografia cuantitativa valora Unicamente calibres y no

composiciones de placa.
Limitaciones del método de cuantificacion:

El andlisis requiere un calibre luminal adecuado, con lo que segmentos muy

distales no son cuantificables con esta técnica.

Futuras propuestas

1. Estudios dirigidos a la reparacion endotelial

La posibilidad de reparar el endotelio se presenta cercana y factible. Encontramos
multiples estudios que pretenden la recuperaciéon funcional del miocardio perdido,
pero también seria de enorme utilidad lograr la reparacién de la placa de ateroma

complicada o la endotelizacion precoz de los stents.
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Las células mononucleares de médula 6sea se diferencian in vitro a células
endoteliales’. Muchos estudios se han realizado con células de médula dsea sin

147-149,153,154,161

seleccionar, como el que se trata en este trabajo o0 bien
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seleccionadas, con mayor proporcién de EPCs, como células CD133+"" o células

CD34+™°, Las células seleccionadas serian células mas comprometidas con el linaje

endotelial®2.

Las células progenitoras endoteliales nos permiten imaginar un manejo diferente
del sindrome coronario agudo sin elevacion persistente del ST. La placa de ateroma
erosionada estd desencadenando la inflamacion y activando la cascada de la
coagulacion. Encontrar la forma de que estos precursores administrados
sistémicamente llegaran a la placa vulnerable y que ésta se reparara, supondria la

estabilizaciéon hasta la reparaciéon mecanica.

Del mismo modo, si la administracion de estas células tras la angioplastia
supusiera una reendotelizacion mas precoz, la necesidad de doble antigregacion,

con la morbimortalidad que esto conlleva, seria mucho menor.

I1. Estudios con otras técnicas de imagen

El IVUS y la OCT no parecen buenas opciones para la vigilancia de la progresion

de la aterosclerosis y la reestenosis a largo plazo en los estudios de terapia celular,
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ya que suponen un abordaje invasivo y no exentos de complicaciones. Sin

embargo, permiten estudiar las caracteristicas de la placa de ateroma.

La posibilidad de usar el TC multidetector coronario es atractiva y estudios con
esta técnica podrian plantearse, aunque ya dijimos que la radiacion absorbida por
el paciente no es despreciable. EI TCMD no sélo estima el didametro luminal sino
que permite caracterizar el nucleo lipidico de forma equiparable al IVUS**2. En un
futuro, quizas la resonancia magnética capaz ahora de valorar la intima de las
arterias cardtidas permita un acercamiento mas inocuo a la aterosclerosis

coronaria®>.

II1. Estandarizacion de analisis angiograficos

Analizando los estudios de terapia celular en su conjunto se adivina la intencion
por parte de todos los grupos de vigilar la seguridad, en cuanto al grado de pérdida
de didametro luminal intrastent como a la progresion de la aterosclerosis no tratada.

Sin embargo, cada uno difiere en su metodologia.

Entendemos que el andlisis angiografico cuantitativo posterior centralizado y
ciego no supone ningun riesgo adicional para el paciente y, sin embargo, si supone

una herramienta accesible y eficaz para vigilar la seguridad de esta terapia.
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Creemos que la estandarizacion de las variables recogidas en estos estudios
angiograficos permitiria alcanzar una mayor potencia estadistica en los posteriores

andlisis de seguridad.
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CONCLUSIONES
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1. La infusién intracoronaria de células progenitoras no seleccionadas procedentes
de la fraccion mononuclear de médula 0dsea, la estimulacion mediante
administracion subcutanea de G-CSF o la combinacion de ambas terapias no

produce una mayor pérdida de luz tardia intrastent que la terapia convencional.

2. La infusion intracoronaria de células progenitoras no seleccionadas procedentes
de la fraccion mononuclear de médula 6dsea, la estimulacion mediante
administracion subcutanea de G-CSF o la combinacion de ambas terapias no
produce una mayor aceleracion de la aterosclerosis en el segmento distal al

stent respecto de la terapia convencional.

3. La infusion intracoronaria de células progenitoras no seleccionadas procedentes
de la fraccion mononuclear de médula 6dsea, la estimulacion mediante
administracion subcutanea de G-CSF o la combinacion de ambas terapias no
produce una mayor aceleracion de la aterosclerosis en un segmento diferente a

la arteria responsable del infarto respecto de la terapia convencional.
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