[1R0S

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION MEDICA
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
UMAE HOSPITAL DE CARDIOLOGIA

TRASPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS CD34*
EN CARDIOMIOPATIA DILATADA DE ETIOLOGIA
NO ISQUEMICA. ESTUDIO PILOTO

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
ESPECIALISTA EN CARDIOLOGIA
PRESENTA:

DR. JOSE ANGEL CIGARROA LOPEZ
TUTORES:

DR. MARTIN HORACIO GARRIDO GARDUNO
DR. JOSE ANTONIO MAGANA SERRANO

GRUPO DE INVESTIGACION:
DR. RUBEN ARGUERO SANCHEZ
DR. RODOLFO CASTANO GUERRA
DR. JESUS ZAIN CAMPOS LARIOS
DR. HUGO ESTRADA ALCANTARA

[ DRA. MARIA DE JESUS NAMBO LUCIO
@ DR. GUILLERMO CAREAGA REYNA

Im MEXICO, DISTRITO FEDERAL; OCTUBRE DEL 2005.

A3S0PR2



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AN

Dr. Rubén Argii&o Sanchez
Director G
Hospital de Cardiologia Centro Médic

—

Dr. Juan Carlos Necoeghea Alva
Director de Educaci6n e Investigacion !
Hospital de Cardiologia Centro Méd{go Nacienal Siglo XXI

0
Dr. Rodolfo Castafiq Glue

Titular del curso de Cardiologia icar.l%irector Médico
Hospital de Cardiologia Centro M¢dicp Nacional Siglo XXI

acional Siglo XXI

Tator | ol
Jefe de la Clinica d¢ 1 iciencig’Cardiaca' "~
Hospital de Cardiologia Centyo/Médic

Dr. Martin Horac zi'riIo Gardufio

e

Dr. Jos¢ Antonioldagafia Serrano

s Tutpr

Meédico Adscrito a la Clinich de Insuficiencia Cardiaca
Hospital de Cardiologia Cenfro Médico Nacional Siglo XXI1




AGRADECIMIENTOS

A Dios, por ser el guia de mi camino.

A mis padres, José Luis y Rosa, quienes me demostraron que siempre se puede vencer
ante cualquier adversidad.

A mis hermanos, Edgar, Miriam, Daniel, quienes junto a mis padres, José Luis y Rosa,
me hacen darme cuenta del sentido de la vida: la familia.

A mis amigos, quienes siempre me han brindado su apoyo, comprension, alegria, en
especial a Ivan, Erick, Paco, Luis, Benito, Yolo, Esme.

A mis Maestros, quienes supieron orientarnos en el dificil campo de la Cardiologia. En
especial a Dr. Martin Garrido y Dr. José Antonio Magafia, por su invaluable ayuda para
la realizacién de éste trabajo.

A todos, mi agradecimiento, pero en especial a los pacientes, quienes representan la
fuente inagotable del conocimiento y la razén para continuar en ésta noble profesion.

Bibliotecas de i
Autorizo a la Dirscclén Ganeral de B L
UNAM a difundir en formato alocirmico o impresc €

al.
mj frabajo fecepcion
contenido dem; rﬁm? Crqarvea
MBRE: , [
NO EEPLL d ==}
21-10 .03

‘ 7
~ECHA: g
“TRMA ! e s



TITULO

Trasplante autélogo de células madre (CD34")
en cardiomiopatia dilatada de etiologia no
isquémica. Estudio piloto.

AUTOR DE TESIS
Dr. José Angel Cigarroa Lopez
TUTORES

Dr. Martin Horacio Garrido Garduifio
Dr. José Antonio Magafia Serrano

GRUPO DE INVESTIGACION

Dr. Rubén Argiliero Sanchez
Dr. Rodolfo Castafio Guerra
Dra. Maria de Jests Nambo Lucio
Dr. Guillermo Careaga Reyna
-Dr. Jesus Zain Campos Larios
Dr. Hugo Estrada Alcantara



iNDICE

L= Agradecimientos. ... .....co.iiciiiit it e e
[l- RESUMEN. ... ..ot e
HL= IntroducCiOn. .. .o e
IV.- JuSHfICACION. ...t e

V.- Planteamiento del problema...............cc.ooiiiiiiiiiiii
[ I 1]+ T0 1 £ PN
Ve ObBJetiVOS. ..ottt e e
VIIIL- Material y MéEtodos. ...

DX - Variables. ..o e

D A 0 ] o T N
XV .- Resultados. .. ..o e

D QT R B Yo LY o s

XVIIL.- Hoja de consentimiento informado ......cccocvviveieiiienecon v s

XEX.- Bibliografia.........oooii i



RESUMEN

La insuficiencia cardiaca (IC) es la principal causa de hospitalizaciones en personas
mayores de 63 afios ¥ se ha considerado la epidemia del Oltimo siglo, estiméndose que
50 de los 1000 millones de personas que viven en los 47 paises que conforman la
Sociedad Europea de Cardiologia presentan problemas con la IC'. En los Estados
Unidos es un problema de salud publica mayor. Cerca de 5 millones de pacientes en
€ste pais, tienen IC y 500000 nuevos casos son diagnosticados por afio. Requiere de
900000 hospitalizaciones por afio y ocurren 300000 muertes en el mismo periodo de
tiempo. La mortalidad se ha considerado incluso que es del 76.5% y del 87.6% de los
pacientes hospitalizados al cabo de 5y [0 afios respectivamentez‘ 3, incluso se considera
que la mortalidad por IC es superior cuando se compara con el céncer de colon o
prostata en el hombre y al del ovario en la mujer’. En México se ha estimado que
existen 750,000 personas con IC que anualmente se presentan 75,000 casos nuevos.
Segun el Instituto de salud Publica de México, en el afio 2000, las enfermedades del
corazdn, representaron la primera causa de muerte en los hombres y la segunda en Jas
mujeres, aunque no se especifica, la estimacion rea! por IC. La prevalencia de la IC
sigue aumentando gracias al incremento en las expectativas de vida de la poblacidn
general.

En estadios finales de la IC por CMD, el dnico tratamiento eficaz hasta el
momento es el transplante cardiaco, sin embargo, existen avances recientes, con el uso

de células troncales intramiocérdicas, con alentadores resultados, principalmente en



pacientes de etiologia isquémica, condicionando mejoria en la expectativa de vida, en
funcion de mejoria de la perfusion y de la contractilidad.

Por lo anterior se ha considerado iniciar éste estudio disefiado para someter a
pacientes con IC terminal, por CMD, mediante la inyeccion intramiocérdica de células
madre. La finalidad serd comparar a estos pacientes antes y después del tratamiento, al
cuantificar la magnitud del cambio en los pardmetros de funcién contréctil por

ecocardiografia y de perfusion cuya evaluacion se realizara mediante medicina nuclear.



INTRODUCCION

Las cardiomiopatias constituyen un grupo de‘enfermedades caracterizadas por
afectacion del musculo cardiaco. Estas cardiomiopatias son actualmente causa de
morbimortalidad importante. La clasificacién actual es la reconocida por la OMS y
corresponden a Miocardiopatia dilatada, Hipertrofica, Restrictiva y otras formas que
corresponden a miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho y la no clasificada
(incluyendo fibroelastosis, disfuncion sistélica con dilatacion minima y la afectacion
mitocondrial).

La cardiomiopatia dilatada (CMD) es un sindrome caracterizado por dilatacion y
disfuncion sistolica del ventriculo izquierdo o de ambos, de origen familiar, genético,
viral o autoinmune, téxica, idiopatica o asociada a factores conocidos de enfermedad
cardiovascular o especifica. Constituye una importante causa de morbimortalidad,
condicionada por insuficiencia cardiaca o arritmias” *™*°. La incidencia de la CMD es
reportada de 5 a 8 casos por 100000 habitantes/afio y existe tendencia a incrementarse.

La CMD es 3 veces mas frecuente en pacientes de raza negra ¥ en hombres,
condicionando una peor sobrevida cuando se comparan con pacientes de raza blanca y
mujeres®’.  Se considera que la CMD es responsable de una cuarta parte de la
insuficiencia cardiaca (en una serie de nifios australianos se ha considerado que
representa el 58.6%)%, en los Estados Unidos, la mayoria es causada por secuelas de
enfermedad coronaria o enfermedad hipertensiva. En América Latina, 16 millones de
personas son portadoras de la enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana), con

mayor prevalencia en Brasil y Argentina, con localizacion a nivel cardiaco en un 28%
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de los casos, evolucionando en miocardiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca. En el
Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, se ha documentado la
incidencia de CMD por enfermedad de Chagas, en un 7.8% (prueba convencicnal) y
del 8.2% por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), sabiendo que al momento
actual es considerada en mas del 90% como post-viral y gue anteriormente se le
denominaba idiopatica.

Debido a la alta prevalencia de la cardiopatia isquémica como causa de disfuncion
sistélica en la poblacién general, es coman agrupar a los pacientes con CMD en 2
grupos de acuerdo con la presencia o no de enfermedad coronaria obstructiva, como
CMD de causa isquémica y no isquémica. En la practica clinica, se diagnostica como
CMD a los pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva por disfuncion sistolica®. El
diagnostico de CMD se hace por exclusién. El ecocardiograma es el método no
invasivo mas utilizado. Tipicamente se observa hipocinesia global con pobre
engrosamiento parietal, pero pueden haber trastornos segmentarios de la contractilidad
y ello asociarse a mejor pronéstico, asi como si la dilatacién se limita sélo al ventriculo
izquierdo™®.

El estudio microscopico histolégico revela dreas extensas de fibrosis intersticial y
perivascular, particularmente involucrando el subendocardio del ventriculo izquierdo.
Areas pequefias de necrosis e infiltrado celular son vistos ocasionalmente, pero no es lo
tipico. Hay una variacion marcada en el tamafio del miocito, algunas células cardiacas
estan hipertrofiadas y otras atrofiadas. Ha sido decepcionante la falla para identificar
cualquier marcador, histol6gico, inmunolégico, histoquimico, morfolégico y estructural

que pudiese establecer la etiologia, definiéndose como idiopatica® ®. Se le supone un
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origen multifactorial, el que se incluye la posibilidad de origen autoinmunitario. Se han
identificado autoanticuerpos y autoantigenos en la CMD, en la membrana plasmatica,

. 0
78910 Existen

en el citoesqueleto y de estructuras internas (mitocondriales, entre otros)
tratamientos distintos para este tipo origen como son el anti-inflamatorio-modulador,
por elevadas concentraciones de citocinas y Factor de Necrosis tumoral-a (FNT-a), el
tratamiento inmunosupresor, a base de inmunoglobulina intravenosas, mediante
aféresis, plasmaféresis e inmunoabsorcion. Dichos tratamientos no han mostrado
eficacia sustancial en fases avanzadas de la enfermedad concluyéndose hasta el
momento actual, como Unica alternativa, el trasplante cardiaco'!" 1 13 1415,

La insuficiencia cardiaca (IC) es la principal causa de hospitalizaciones en
personas mayores de 65 afios y se ha considerado la epidemia del ultimo siglo,
estiméandose que 50 de los 1000 millones de personas que viven en los 47 paises que
conforman la Sociedad Europea de Cardiologia presentan problemas con la IC’. En Jos
Estados Unidos es un problema de salud puiblica mayor. Cerca de 5 millones de
pacientes en éste pais, tienen 1IC y 500000 son diagnosticados por afio. Requiere de
900,000 hospitalizaciones por afio y ocurren 300,000 muertes en el mismo periodo” .
En la clinica de Insuficiencia cardiaca del Hospital de Cardiologia del Centro Médico
nacional Siglo XXI, se ha documentado una mortalidad a 6 afos del 53% para pacientes
con CMD y del 36% para pacientes con dafio miocardico severo por cardiopatia
isquémica, presentando una incidencia de 3 casos nuevos por mes para CMD y de 2

para cardiopatia isquémica'®. Algunos estudios incluso, sefialan peor sobrevida en

pacientes con insuficiencia cardiaca de etiologia no isquémica.



A pesar de los avances en el tratamiento farmacolégico de la MCD, cuando ésta
llega a sus estadios finales el dnico tratamiento eficaz es el trasplante cardiaco. Este se
indicar4 en aquellos grupos de pacientes con menor probabilidad de supervivencia a
corto plazo, dado el escaso numero de donantes, el elevado riesgo operatorio y la
morbilidad posquirdrgica. En pacientes con grado funcional 1V y choque cardiogénico,
la supervivencia sin transplante es practicamente nula, por lo que en estos casos Ja
indicacion es clara y prioritaria. Otra indicacién clara del trasplante cardiaco, la
constituyen los pacientes en grado funcional 111-1V que presentan arritmias ventriculares
e hipotensién arterial. En ellos la supervivencia con trasplante alcanza el 75% al afto, lo

%17 Los pacientes con

que contrasta con el 20-30% de supervivencia sin trasplante”
disfuncién ventricular y que cursan asintométicos presentan una supervivencia con
tratamiento farmacoldgico que ronda el 90% al afo, por lo que la indicacién de
trasplante en estos casos se descarta.

A pesar de los avances médicos v quirirgicos, como el tratamiento para retencion
salina con diuréticos, el manejo hemodinamico de la pre y poscarga con los
vasodilatadores y la fase de tratamiento para disminuir la hiperactividad neurohumnoral ¥
simpdtica, que han observado mejoria en la Insuficiencia cardiaca, no representan el
tratamiento definitivo. En el estudio AVID, el implante de desfibrilador automaético
(IDA), ha demostrado mejoria en la sobrevida, cuando se aplicaba a pacientes
sobrevivientes de arritmias ventriculares frente a tratamiento con amiodarona o
sotalol'®. Sin embargo, no se ha demostrado ain que el IDA mejore la supervivencia a
largo plazo. La asistencia cardiocirculatoria instrumental (LVAD) ha permitido
mantener vivos a receptores en condiciones criticas como “puente” hasta el trasplante,
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pero por la escasez de donantes se ha sugerido como alternativa permanente. La
cardiomioplastia y la cirugia de Batista no han arrojado resultados satisfactorios y sélo
en ésta Gltima la mortalidad inmediata es variable'®. El implante de marcapasos DDD de
enlace bicameral en pacientes con CMD idiopatica en fase terminal puede inducir una
mejoria clinica, sin embargo, su uso puede aplicarse solo a un reducido niimero de
pacientes. La insuficiencia cardiaca, sobre todo de origen isquémico, es ]a patologia que
maés frecuentemente condiciona la vida de estos pacientes. La fisiopatologia de esta
enfermedad es multifactorial, aunque la pérdida de células cardiacas (que no se pueden

%21 1.a busqueda de nuevos métodos de

regenerar), es el principal factor que juega
tratamiento y cada vez, recursos mas agresivos, ha iniciado los estudios experimentales
y clinicos en la medicina de regeneracién miocardica, asi como su reparacion.

El injerto de células troncales en un miocardio daifado es un acercamiento
pronietedor para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca. Y con la finalidad de evitar
transmision de priones, virus y otros patégenos, las células son obtenidas de! mismo
paciente. Este procedimiento se ha utilizado previamente, a partir de la médula 6sea, en

2. B2 Tomando en

enfermedades hematoldgicas, neuroldgicas, Diabetes, entre otras
cuenta que se han utilizado varios tipos de células progenitoras adultas (todas ellas
autélogas). Las primeras células de relevancia clinica propuestas fueron los
cardiomiocitos, que para uso clinico fueron aislados de biopsias de musculo esquelético,
cultivados in vitro por unos dias o semanas y posteriormente inyectados de forma
directa en la pared vetricular.

Menashé, entre otros, han mostrado la eficacia del trasplante intramiocardico de

miocardiocitos fetales y mioblastos esqueléticos autélogos en el modelo animal con
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falla cardiaca isquémica. Realizaren un estudio de enfermos que se sometieron a cirugia
de revascularizacién, en donde ademas se les inyectaron mioblastos esqueléticos, con
mejoria significativa de la funcion cardiaca, aunque algunos pacientes presentarcn
arritmias  de tipo ventriculares que incluso requirieron de implantacion de
desfibriladores ventriculares. Los mioblastos (también conocidos como células
satélites), que normalmente descansan en un estado de latencia en la membrana basal de
las fibras musculares maduras, tienen propiedades que pueden ser usadas con fines
clinicos: origen autdlogo, facilidad para la proliferacion en cultivo in-vitro, exclusiva
diferenciacion en células musculares y alta resistencia a la isquemia '> *"***°. Debido a
que la mayocr parte de los estudios se han hecho de forma asociada a cirugia de
revascularizacién, es dificil determinar si el trasplante de mioblastos contribuye de
forma directa a mejorar la funcién. Los estudios clinicos que han estudiado la
reparacién miocardica, realizados por Strauer y cols, Ferndndez-Avilés y cols, asi como
los estudios TOPCARE-AMI y BOOST, han puesto de manifiesto que existe mejoria en
fa perfusién, contractilidad, disminucion significativa del volumen sistdlico final, asi
como mejorando la contractilidad regional y global, reportando mejoria del 7 al 9% de
la FEVI) e incrementando la perfusion y viabilidad ademés del flujo de reserva
coronario, constatando la seguridad del procedimiento utilizando células progenitoras
circulantes y de médula dsea, con un gran rango en el ndmero de células aplicadas que
van desde 16x10° hasta valores de 2460x10°%; siendo importante distinguir que éstas
investigaciones se han realizado en el contexto del infarto agudo del miocardio (IAM),
presentdndose ¢ambios significativos en la remedelacion cardiaca a través de

. ., . . . . 293 .
neovascularizacion y reduccién de la apoptosis del cardiomiocito® ** #*%7' Es
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importante mencionar que todos los estudios reportan resultados entre 4 y 6 meses.
Notablemente en el estudio BOOOST la funcion global del VI mejord
significativamente en el grupo tratado con células intramiocardicas, que en el grupo
control*'. Ademés en el TOPCARE-AMI se usé la resonancia magnética para medir de
forma dptima la funcion y la masa ventricular, demostrando que la mejorfa y ausencia
de hipertrofia reactiva se preservan después de 1 afio, lo cual sugiere beneficio sostenido
sobre el remodelado cardiaco™. Es de llamar la atencion que a pesar de la diferencia tan
grande del nimero de células infundidas en cada estudio, la mejoria reportada fue casi
similar en cada uno de ellos®.

Diversos estudios han utilizado cardiomiocitos, células madres embrionarias,
cardiacas, mioblastos esqueléticos o células madre derivadas de médula dsea, éstas
ultimas han demostrado, al menos in vitro, diferenciarse en células musculares cardiacas
o endoteliales y contribuir a la funcién contractil, y a la angioneogénesis y
vasculogénesis®™ ** *2. La médula 6sea es un complejo microambiente formado por
distintos tipos de células maduras, células comprometidas y células madre o troncales,
Si bien, la obtencidn de precursores hematopoyéticos a partir de médula dsea conlleva a
bajo riesgo, existe la alternativa de obtencidon de células madre de sangre periférica por
hemoféresis, estimulando su produccidn mediante la administracion de factor
estimulante de colonias de granulocitos (FEC-G), pudiéndose con ello obiener
cantidades suficientes con el uso de separadores celulares. El objetivo es la extraccion
de células madre hematopoyéticas con marcadores asociados comao son la expresién del
antigeno CD34* y ACI33** * % Las células progenitoras derivadas de sangre

periférica, han sido utilizadas para neovascularizacion en enfermedad arterial periférica
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y reparacién cardiaca. Estas células circulantes (células progenitoras endoteliales o
CPE) son derivadas de médula dsea ¢ histéricamente el objetivo terapéutico es la
angiogénesis, de todos los estudios en los que se han utilizado. Para uso clinico las CPE
son aisladas de linfocitos menonucieares de sangre periférica, seleccionados y
cultivados en medios endoteliales especificoes por 3 dias previos a la inyeccion
intramiocardica 2™+ ¥

El uso de factor estimulante de colonias de granulocitos (FEC-G) esta bien
establecido en pacientes y/o donadores de medula 6sea o progenitores hematopoyéticos
periféricos con gran seguridad, casi nulos efectos secundarios, produciendo leucocitosis
y por lo tanto mejorar fa obtencion en el nimero de células madre (CD347). Existen
reportes en la literatura del uso de FEC-G en pacientes post-infarto para estimulacién de
células mononucleadas (stem-cell CD34") para tratamiento con auto-trasplante en
infusién intramiocardica demostrando su utilidad ** *%%7

Estas células madre se han considerado que contribuyen a la regeneracion del
miocardio, gracias a su capacidad de favorecer la angioneogenesis v vasculogénesis, y
posiblemente, a la capacidad de estas células de diferenciarse en cardiomiocitos. En los
pacientes con infarto agudo del miocardio, el trasplante de células progenitoras mejora
de forma significativa el remodelado del ventriculo izquierdo post-infarto a través de
mejorar la neovascularizacion y reducir la apoptosis cardiaca, independientemente de la
transdiferenciacion.

Un concepto que recientemente ha generado excitacion en unos y desconfianza en
otros investigadores es el concepto de la plasticidad de las células madre. Las células

madre son capaces de autorenovarse por transformacién de células progenitoras v
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diferenciarse en su progenie especializada. Tradicionalmente las células madre del
tejido residente adulto se creia que se diferenciaba en su linaje tisular limite, La
plasticidad implica que la célula madre puede transdiferenciarse en tipos celulares
maduros fuera de su linaje original en respuesta al microambiente. Por ejemplo, las
células madre hematopoyéticas, al ser transplantadas en miocardio murino, puede
transdiferenciarse en cardiomiocitos y vasos sanguineos, y con ello mejore su funcién y
la sobrevida. Irdénicamente aunque la terapia celular estd siendo introducida en la
practica clinica, la fusion de las células madre &ansplantadas con el cardiomiocito
residente se ha ofrecido como una alternativa de explicacion de su transditerenciacion.
Sin embargo, los mecanismos que expliquen la terapia celular parece ser mas compleja
que lo previamente mencionado. Se ha propuesto que las células liberan ligandos
angiogénicos, cardiomiocitos protectores de muerte celular por apoptosis y quizds
reclutamiento de las células madre residentes®® ** %,

La accién potencial de los factores paracrinos de la terapia celular podria sugerir
que incluye efectos inmunomoduladores, como se ha mostrado por las células madre
mesenquimales y otras seflales que modulan la cicatrizacion y el remodelado.
Adicionalmente los efectos paracrinos disminuyen la muerte celular directamente, tanto
en el infarto agudo como en la falla cardiaca crénica, independientemente de su causa’’.
Una explicacion de éste principio es el descubrimiento de la timosina §4, una proteina

que promueve Ja migracion celular, sobrevida y reparacion, a través de la via de Akt
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cardiomiocitos puede contribuir a la regeneracion cardiaca.

Figura 1. Mecanismos de accion. Las CP pueden mejorar y recuperar la funcion del miocardio
infartado o insuficiente por varios mecanismos potenciales, incluyendo mejoria directa o indirecta de la
neovascularizacién. Los factores paracrinos liberados por células progenitoras pueden inhibir la
apoptosis, afectando el remodelado o mejorando la reparacion enddgena. La diferenciacion en

Los avances actuales permiten continuar con las investigaciones sobre le terapia

celular regenerativa, sin embargo, en el corto plazo es posible reconocer mas elementos

que constituyan el perfil de cada individuo en quien la respuesta esperada sea

satisfactoria y desarrolle los efectos terapéuticos apropiados. :



JUSTIFICACION

La insuficiencia cardiaca es denominada la epidemia del siglo XX debido a su
alta prevalencia en [a poblacién mayor, con elevada morbi-mortalidad y un alto costo
econémico y social. A pesar de los avances en el tratamiento farmacoldgico de la CMD,
cuando ésta llega a sus estadios finales el Gnico tratamiento eficaz es el trasplante
cardiaco. El trasplante cardiaco se indicara en aquellos grupos de pacientes con menor
probabilidad de supervivencia a corto plazo, dado el escaso nimero de donantes, ¢
elevado riesgo operatorio y la morbilidad posquirirgica. En pacientes con grado
funcional IV y choque cardiogénico, la supervivencia sin trasplante es practicamente
nula, por lo que en estos casos la indicacién es clara y prioritaria. Considerando que la
mortalidad para los pacientes con CMD en espera de trasplante a ¢ afios se ha
documentado en 53%. Sin embargo, debido a la escasez de donantes, consideramos
necesaria |la modalidad terapéutica de implante de células madres autélogas CD347, en
pacientes con cardiomiopatia dilatada que se encuentren en clase funcional 1{/111 de la
NYHA, en condicicnes estables en tratamiento farmacoldgico 6ptimo, de la clinica de
insuficiencia cardiaca del Hospital de cardiologia de éste CMN Siglo XXI, una vez que
ya se ha probado su eficacia, seguridad, y factibilidad en estudios realizados in vitro, en
animales e incluso en humanos, Hlegando a producir angiogénesis, reprogramacién
celular, estabilizar la matriz extracelular y mejorar la contractilidad miocérdica, con la

mejoria clinica que ello represente para el paciente.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

(El implante autdlogo de células tallo mononucleares CD34" dentro del tejido
miocardico en cardiomiopatia dilatada no isquémica, es capaz de mejorar la funcién

contractil, el patron de perfusion coronaria y la clase funcional?

HIPOTESIS
HI: La obtencién de células progenitoras hematopoyéticas (Células CD34"), en
pacientes con Insuficiencia cardiaca, secundaria a cardiomiopatia dilatada es segura y

eficaz.

H2: En pacientes portaderes de cardiomiopatia dilatada que han desarrollado dafio
miocérdico, e! implante autdlogo intramiocérdico de células CD34", es capaz de

mejorar la capacidad contractil del ventriculo izquierdo.

H3: En pacientes con cardiomiopatia dilatada, el implante autologo intramiocardico de
células CD34" es capaz de reducir la isquemia miocardica por mejoria en el patrén de

perfusion.

H4: En pacientes portadores de cardiomiopatia dilatada que han desarroliade dafio
miocérdico, el implante autdlogo intramiocardico de células CD34" mejora la clase

funcional.



OBIJETIVOS

J .- Evaluar la seguridad de la obtencion de progenitores hematopoyéticos periféricos
con una maquina separadora de células, previa movilizacién de factores estimulantes de
colonias granulociticas en pacientes con insuficiencia cardiaca.

2.- Comparar la capacidad contractil de pacientes con dafio miocardico antes y después
del implante autlogo de células CD34".

3.- Comparar el patrén perfusorio de pacientes, con insuficiencia cardiaca en fase
terminal, secundaria a  cardiomiopatia dilatada sin posibilidades terapéuticas
farmacologicas, intervencionista y en espera de trasplante cardiaco.

4.- Demostrar en pacientes portadores de cardiomiopatia dilatada que han desarrollado
dafio miocardico, que el implante autélogo intramiocardico de células CD34" mejora la

Clase Funcional



MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio longitudinal, prospectivo, | sélo grupo con control antes-
después.
Se seleccionaréan a pacientes de la Clinica de Insuficiencia Cardiaca, en clase funcional
Il o IlI, en tratamiento farmacolégico optimo, en quienes se sometaran a prueba de
caminata de 6 minutos, con ecocardiografia transtoracica, que presenten FEVI > 20%,
ademas de la realizacion de perfusiéon miocardica por medicina nuclear evaluandose por
grados de acuerdo a la nomenclatura internacional de la Asociacién Americana del
Corazdn.
Todos los pacientes seran sometidos a Sesién Médica Quirirgica, de la Clinica de
Insuficiencia Cardiaca en conjunto con cirugia Cardiotéracica, y con Ja autorizacion y

consentimiento informado de cada paciente.

UNIVERSO

Pacientes de la Clinica de Insuficiencia Cardiaca del Hospital de Cardiologia del Centro

Médico Nacional “Siglo XXI”” con diagnéstico de cardiomiopatia dilatada idiopatica.
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VARIABLES

DEFINICION DE VARIABLES

Variable Independiente (Intervencién):

La realizacion del procedimiento de implante celular autélogo.

Variable Dependiente:

a) Grado de perfusién miocardica:

 Definicion conceptual: Los estudios de perfusién miocardica bajo estrés ergométrico o
farmacolégico, determinan por el conteo de célculos radioactivos, el grado de captacion
del radiofarmaco. La diferencia de los diferentes momentos, permite establecer una
comparacion cuantitativa, en diferentes etapas. En caso de existir empeoramiento de la
perfusion en el post-esfuerzo, se emite la existencia de isquemia miocardica, misma que
puede ser calificada o cuantificada, dependiendo del método empleado y sensibilidad
del equipo empleado.

Definicion operacional: Estudio perfusorio, técnica e interpretacion. Se evaluara
mediante medicina nuclear de acuerdo a fa divisién de 17 segmentos, de acuerdo al
Comité de Imagenes Cardiacas del Consejo de Cardiologia Clinica de la Asociacion
Americana del Corazén, (SAMN), identificando alteraciones la perfusion, graduandose
en isquemia de grado leve, moderado y severo. Se calificars el estado perfusorio del
miocardico para cada segmento como normal o isquémico. En caso de ser isquémico, se
gradard en isquemia leve, moderada y severa. Al realizarse el estudio perfusorio en
SPECT, se cuantificara la isquemia por la mejoria entre estrés y post-estrés. Se analizara
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el indice de isquemia por segmentos correspondiendo a la cara anterior los segmentos
1,7y 13; para el septum los segmentos 2,3,8,9 y 14; para |a cara inferior 4, [0y |5; para
la cara lateral segmentos 5,6,11,12,16 y para el apex el segmento |7. La suma total de
cada uno de ellos corresponder4 a la carga de isquemia por cara involucrada.

Escala de medicion: Nominal cuantitativa.

b) Contractilidad:

Definicion conceptual: Evaluada en la forma habitual de funcion miocérdica, de
acuerdo a determinacion de fraccion de expulsién del ventriculo izquierdo (FEVI).
Definicion operacional: Ecocardiograma, funcién ventricular por medicina nuclear,
técnica ¢ interpretacion. Se evaluaré la contractilidad, la cual se gradaré en porcentaje.
(Hay que seiialar que se usan los mismos segmentos que para el ECO)

Escala de medicién: Cuantitativa discreta

¢) Clase Funcional

Definicion conceptual: La clase funcional, es la capacidad de realizacion de actividades
que tiene el paciente portador de insuficiencia cardiaca por cardiomiopatia dilatada.
Habitualmente refiere el grado de actividad fisica, realizada con ¢l momento en que se
presenta el sintoma. Cuando el sintoma estudiado es la disnea, traduce el momento y
grado de actividad en que el consumo de oxigeno supera al aporte del mismo,
condicionado limitacién de la actividad fisica.

Definicion operacional: Evidenciada por prueba ergométrica de 6 minutos, asi como el
tiempo de ejercicio necesario para alcanzarla.

18



Se realizard cuestionario de Minnesota para insuficiencia cardiaca antes y después del
procedimiento.
Escala de medicidén: Ordinal

Cualitativa (1, II, Il y I'V) para la clase funcional y cuantitativa continua para el tiempo.

d) Seguridad

Definicién conceptual: Se refiere a las complicaciones secundarias al procedimiento,
durante la recoleccion de muestras, durante la cirugia y aplicacion de células madre v en
el posquinirgico.

Definicion operacional: morbi-mortalidad quirdrgica

Escala de medicidn: Nominales

Variables de confusién:
Tiempo de Evolucién de la CMD.
Comorbilidades (DM, HAS, IRC, etc.)
Parametros de funcidn diastolica
Parametros geométricos del ventriculo izquierdo.
Tiempo quirrgico.
Numero de entregas (aplicaciones intramiocardicas de células madves).
Presencia de arritmias previas al procedimiento.
Medicacion previa.
" Criterios de inclusién:
Pacientes hombres y mujeres, entre 30 y 70 afios de edad.
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Con insuficiencia cardiaca terminal secundaria a cardiomiopatia dilatada de etiologia no
isquémica diagnosticada por clinica, estudios complementarios de gabinete
(ecocardiograma) en el cual se demuestre FEVI > 20%. Por medicina nuclear, en la cual
se identifiquen alteraciones en la perfusion para ubicar los sitios de aplicacién de las
células CD34+, inclusive a realizarse cateterismo.

Con trastornos de la movilidad global o segmentaria, al ecocardiograma y al patrén
contractil de la ventriculografia por medicina nuclear.

Con isquemia miocdrdica evidenciada por estudios perfusorios de medicina nuclear.

En tratamiento convencional para cardiomiopatia dilatada.

Que acepten participar en el estudio.

Criterios de no inclusién:

Negativa a participar en el estudio.

Cardiopatia de otra etiologia y/o sin insuficiencia cardiaca.

Pacientes con arritmias graves de dificil control.

Pacientes con valvulopatia agregada de otra etiologia.

Aquellos pacientes que en plazo menor a 6 meses hayan recibido algin otro tipo de
tratamiento, que no sea el farmacoldgico.

Descontrol importante de enfermedades sistémicas asociadas, como Hipertension
Arterial Sistémica o Diabetes Mellitus.

Otras enfermedades con trastornos electroliticos no controlables.

Insuficiencia renal severa, con niveles de creatinina sérica mayores a 2.5mg/dl.

Procesos inflamatorios agudos o neoplasias,
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Criterios de exclusidn:
Pacientes en quienes técnicamente no pueda realizarse el implante celular.

Pacientes con clase funcional [V o en estado de chogque cardiogénico.

Descripcion de procedimiento:
Distribucion de los pacientes:

Los pacientes que cumplan con criterios de inclusion y firmen la carta de
consentimiento informado, seran sometidos a todos los estudios y programados para el
procedimiento quirrgico.

Se agrupardn los pacientes con cardiomiopatia dilatada terminal de origen no
isquémico, cuya unica alternativa serd la terapéutica celular.

Todos los pacientes serdn evaluados mediante ecocardiograma transtoracico y

estudios de perfusion miocdrdica con medicina nuclear. (SPECT).

Condiciones del paciente:
I.- Deber4 llevar una via venosa central
2.- Impregnacion completa con amiodarona.
3.- Manejo habitual de la insuficiencia cardiaca, a base de diuréticos,
betabloqueadores, [IECA, glucdsidos cardiacos, agentes vasodilatadores,
bloqueadores de la aldosterona, anticoagulacién, etc.
4.- Determinacion de clase funcional, evaluada por prueba ergométrica (Naughton o

caminata de 6 minutos).
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5.- Estudios con no mas de | mes de antigiiedad:
a) ventriculografia con radiontclidos

b) cateterismo con coronariografia

¢) Talio de esfuerzo con reinyeccion

d) Monitoreo Holter de 24 horas

e) Ecocardiografia

Obtencidn y preparacion de las células troncales:

Las células madre seran obtenidas de sangre periférica por citoaféresis. Los
pacientes seran evaluados por el servicio de Hematologia para determinar la via de
obtencion de células madre: venas del antebrazo o a través de catéter central. Si es
necesario instalar un catéter central, se utilizara e} de Hickman (13.5Fr) especial para

aféresis, que serd colocado en quirdfano con la técnica habitual.

Se estimularan los leucocitos con Factor Estimulante de Colonias Granulocitarias
(FEC-G) a dosis de 10uw/Kg de peso, por via subcutanea durante 4 dias, hasta obtener

una leucocitosis de 15000/mm?.

Se tomardn muestras de sangre para examenes de laboratorio basal: biometria
hematica completa (BHC), quimica sanguinea (QS), electrolitos séricos (ES), pruebas
de funciohamiento” hepatico (PFH), tiempo 'de protrombina (TP), tiempo parcial de
tromboplastina (TPT). Tiempo de trombina (TT), creatin-cinasa (CPK), y nuevamente
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antes de la cosecha (recoleccién de células posterior a la movilizacion con FEC-G)

esperando obtener leucocitosis superiores a | 5000/mm?,

Posteriormente se efectuard la recoleccion de células progenitoras periféricas
(células mononucleadas CD347) por medio de maquina separadora de células (Baxter
€S 3000) en equipo cerrado, para obtener niimero de células en promedio 3-5X10°/L
(nimero equivalente para transplante autSlogo de células progenitoras en padecimientos

hematoldgicos) en un volumen no mayor a 80cc,

El procedimiento se realizard en el Hospital de Oncologia, en el area de aféresis.
Durante el procedimiento de recoleccidn de células por medic de la maguina separadora
de células {Baxter CS 3000) los pacientes estaran bajo monitorizacion durante el
tiempo necesario para la recoleccion, teniendo el soporte necesario para cualquier
eventualidad, (hipocalcemia, hipotension, angor, arritmias, etc.), y la recoleccidn se
realizara en forma programada y supervisada por el grupo clinico en sesiones diarias de

3 horas, hasta obtener la cantidad de células requerida.
Posterior a la recoleccidn, el catéter de Hickman seré retirado (reiteramos que en

pacientes con accesos venosos en buenas condiciones en ambos brazos, no requerira de

catéter de Hickman).

23



Se realizara conteo de células CD34" en cada recoleccion.

Las células recolectadas se almacenaran con dimetilsulféxido en refrigeracion a -4

a 7°C, hasta su utilizacion.

[nyeccion directa
inlramiocardica de
ce¢lulas madre en la
cirugia abierta.

Aplicacidn de células troncales:
Seleccion del sitio de implantacion.

Serad determinado en sesion médico-quirurgica por el
equipo completo, previo al procedimiento. Se
seleccionaran aquellas zonas que muestren isquemia en
los estudios perfusorios, o en zonas isquémicas
hipocinéticas que tienen evidencia de tejido viable.

Bajo anestesia general y previa monitorizacion

convencional para cirugia cardiaca (trazo

electrocardiografico continuo, linea arterial, catéter venoso central y catéter vesical), se

procede a realizar asepsia y antisepsia y se delimita drea operatoria con campos

estériles. EI abordaje se realizard por esternotom{a media, pericardiotomia y exposicion

del corazén. Se realizara la inyeccién intramiocardica de células madre en las zonas

afectadas por isquemia, seleccionadas con base en los resultados de la evaluacién

preoperatoria. Se ubicaradn las aplicaciones en cara posterior, lateral, anterior, septal y

apical, en base a la experiencia internacional. Se realizarad cuidadosa hemostasia y el

cierre de la pared tor4cica se hara en forma habitual, estern6n con puntos separados de

alambre calibre 5, tejidos blandos con material absorbible calibre 2-0 y piel con

monofilamento de polipropileno 2-0.
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Técnica del implante de las células:

El Implante se realizard por medio de la inveccion intramiocérdica, bajo visién
directa. Se cargardn jeringas estériles de Jcc (insulina), graduadas en unidades de 0.2ml.
Se aplicardn 20+ 2 por paciente, 5-6 ml por zona afectada, a fin de cubrir el 4rea de
forma completa. En cada implante, se aplicard Im] y se realizaran 20+2 implantes por
zona afectada, a fin de cubrir el area determinada con distancia minima entre

aplicaciones de 5Smm y de 7mm como maxima.

Seguimiento:

Los pacientes pasardn en postoperatorio inmediato bajo vigilancia intensiva en la
Unidad de terapia Posquirirgica (TP(Q), donde se haran medidas continuas de presion
arterial media, presion venosa central, diuresis, sangrado, equilibrio 4cido-base,
modificaciones en el ritmo, frecuencia o caracteristicas del trazo electrocardiografico,
requerimiento de medicamentos inotrépicos o antiarritmicos. Una vez, el paciente

estabilizado, sera retirado el apoyo mecanico ventilatorio.

Terapia posoperatoria;

Seré responsabilidad del grupo clinico y debera incluir:

1.- Monitareo electrocardiografico continuo, hasta egreso a piso.

2.- Laboratorio de rutina para la terapia posoperatoria, con especial cuidado en mantener
los elecirolitos séricos en niveles adecuados.

3.- Radiografia de torax al ingreso a TPQ, vy al egreso. Puede realizarse durante la
estancia, en caso necésario. |

4.- Cuidado de sondas mediastinales o pleurales hasta su retiro.
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Seguimiento:

|.- Se mantendra tratamiento con amiodarona en todos los pacientes por un minimo de 3
meses.
2.- Manejo habitual de la insuficiencia cardiaca. Usote IECA, betabloqueadores,
diuréticos, anticoagulacion, glucosidos cardiacos, etc.
3.- Estudios a realizar al egreso del paciente:
a) Ecocardiograma
b) Monitoreo Holter de 24 horas
c) Teleradiografia de torax
4.- A los 3 meses se deberd realizar:
a) Ecocardiograma
b) monitoreo Holter de 24 horas.
5.- A los 6 meses se realizara:
a) Ecocardiograma
b) Talio de esfuerzo con reinyeccién
¢) Ventriculografia con radionuclidos
d) Monitoreo Holter de 24 horas.
e) Determinacion de clase funcional evaluada por prueba de Naughton o
caminata de 6 minutos.
La intencion de éstos estudios sera detectar presencia de arritmias, modificacion
en la fraccién de expulsion del ventriculo izquierdo o derecho, modificacion en la
contraccion ;niocérdica por segmentos y var{aciones en la perfusion miocérdlica,

posteriores a la inyeccion de células madre.
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Analisis estadistico:

Las variables continuas serdn expresadas como media + desviacion tipica y las
variables categoricas, como valor absoluto y porcentaje. La comparacién de las
variables continuas se ha realizado mediante el test de la ¢ de Student para datos

apareados; en las variables no normales se ha utilizado el test de Wilcoxon para datos

apareados. El valor de p para considerar significativas las diferencias, sera p <0.005.

Tamaiio de la muestra:

Se trata de un estudio piloto, calculado a realizar un corte para analisis de

resultados a los primeros 6 pacientes.
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RECURSOS NECESARIOS;

Material necesario para la citoaféresis:

Catéter tipo Hickman, calibre 13 Fr

Factor estimulante de colonias granulociticas (FEC-G)
Separador de células CS 3000.

Equipo cerrado de aféresis para CS 3000

Bionectores, conectores.

Citdmetro de flujo para determinacion de CD34"

Monitor.

COSTO DEL ESTUDIO POR PACIENTE:

Procesamiento del injerto celular (hemoféresis, catéterde |$  12,500.00
Hickman, factor estimulante de granulocitos)

Prueba perfusoria de Talio con reinyeccion (2) $ 12,000.00
Funcidén ventricular por medicina nuclear (2) $ 8,000.00
Ecocardiograma (3) $  2,400.00
Costo procedimiento de implante celular $ 15,000.00
Estudios: EKG y monitoreo Holter (10 v 3) $  3,000.00
Consulta evaluatoria y seguimiento mensual (7) $  3,500.00
Estudios de laboratorio (terapia y seguimiento) 3 4,500.00
TOTAL § 62,900.000

Estos costos son estimados con base en el promedio de 3 diferentes hospitales de nivel
privado.
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RESULTADOS:

Se incluyeron en el estudio 6 pacientes, 5 hombres y una mujer, con edad media
de 54.5 afios (rango de 48-66 aiios), todos con diagnéstico de cardiomiopatia dilatada no
isquémica, en clase funcional II/11l de la NYHA. 4 de los pacientes con HTAS, 2 con
dislipidemia y 2 con tabagquismo. Todos los pacientes presentaban bloqueo completo de

rama izquierda.

Implante celular

El implante de la fracciéon mononuclear de sangre peritérica, en su mayoria células
CD347, se realiz6 por via intramiocardica bajo vision directa. Se administraron

52X 10% 34X10° células mononucleadas.

Evolucién clinica

Las mediciones de marcadores miocardicos (CPK, CPK-MB, DHL, AST) tras el
implante celular fueron normales. Durante el procedimiento quirtirgico, se presentaron
extrasistoles ventriculares frecuentes, prolongacién del QRS (mayor de 0.04s) y
taquicardia ventricular no sostenida. La evolucion clinica posterior de los pacientes fue
satisfactoria. Con una estancia media en la terapia posquirirgica de 2 dias y hospitalaria
total de 7 dias. A todos €Hos se les dio seguimiento durante " 7.3 meses (rango de 3 a 14

meses), en donde no se apreciaron complicaciones posteriores al procedimiento En los
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meses de seguimiento no se observd ninglin evento cardiaco, asi como tampoco se ha
presentado la necesidad de internamiento en alguno de ellos, por descompensacion (Fig.
2). Se present6 un internamiento en el postoperatorio inmediato secundario a neumonia
de adquisicion intrahospitalaria, que requiri6 de tratamiento antimicrobiano especifico,
y lograndose egresar a los 8 dias aproximadamente. No hubo fallecimientos y a todos

ellos se les pudo realizar los estudios de seguimiento.

2_
1.5
OPAC LLQ
B PAC JOB
11 B PAC JGGM
O PAC EVM
B PAC JMGM
0.5 m PAC AOG
oA PF - P
BASAL 3 MESES 6 MESES

Figura 2. Internamientos previos al procedimiento y posterior al procedimiento.
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Ecocardiograma

Este estudio demostrd los siguientes parametros basales del ventriculo izquierdo:
didmetro telediastélico (DD) de 62.83+£7.167 mm, diametro telesistdlico (DS) de
534£6.132 mm, volumen telesistélico (VSF} de 145+50.87 ml, fraccién de expulsion
(FEVI) de 26.33+4.22 %. A los 3 meses no hubo diferencias, aunque si se observd,

tendencia a la disminucién en todos los parametros, al igual que la FEVI (p= NS).

60

50 X=26.3 =32 ® X=235.33

—e— PACLLO
i - PAC JOB
—&— PAC JGMG
-3 = PAC EVM
- -& - PAC JGGM
—& - PAC AQG

10

BASAL 3 MESES & MESES

Figura 3 .- Evolucién de la Fraccion de expulsion del Ventriculo lzquierdo en ¢l grupo de 6
pacientes seguidos a 3 meses v 6 meses.

En el seguimiento realizado a 6 meses en 3 pacientes no se observé cambio
significativo en el DD (6.67+8.08mm a 69+2.26mm), tampoco en el DS (56.67+4.61 a
59.33+6.42mm); en el VSF (Fig. 7)se observé una disminucion de 142.33£52.01 a

139+£72.33% (p= 0.80). En la FEVI se observa aumento de 25.67+6.02% a
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35.33£5.85% (p= 0.174). Uno de nuestros pacientes, en quien la dilatacion del
ventriculo izquierdo, era menor, presentd los datos mas relevantes en cuanto a la

disminucién de los didmetros, volimenes y fraccion de expulsion (Fig. 3,4,5,6y 7).

80 -
X=62.8 X=59.5
75 p="023
70 % —4— PAC LLQ
65 . —8 PAC JOB
PR —t— PACJGGM
L ey A —X — PAC EVM
60 . —m
~ . -4 - PAC JMGM
S — =
55 e T PAC AQG
50 e
45 .
BASAL 3IMESES

Figura 4.- Diametro Diastolico Final del Ventriculo izquierdo a 3 meses
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Figura 5.- Diametro Diastélico Final del Ventriculo izquierdo a 6 meses.
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Figura 6 - Diametro sistolico final del ventriculo izquierdo a 3 meses de seguimiento,
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Figura 7.- Volumen Sistolico Final del Ventricule lzquicrdo a3 y 6 meses

Isquemia

Se registré la carga isquémica total (CIT) basal correspondiendo a una media de
24.40+17.85 (Fig. 8) y por segmentos; Anterior

6.60+4.09, lateral 0.60+1.34 y apical 2.60+1.51. La FEVI basal fue de 24.83+ 4.07%. (Fig.

9)

A los 3 meses del segnimiento se observo una disminucién de la CIT y de los indices por
regiones {(p=NS). Sin embargo, la FEV| aument6 a 30£2.82% (p= 0.336). En 2 pacientes
se realizd el seguimiento a 6 meses con la misma tendencia hacia la disminucion del grado

de isquemia (p= 0.61). La FEVI incremento de 22.5+ 3.53 a 33+ 2.82% (p= 0.03), siendo

VSF (ml)

estadisticamente significativa (Fig. 10)

5.40+4.93. Septal 9.20+8.40, Inferior
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Figura §.- Carga Isquémica Total (CIT) en pacientes con Cardomiopatia Dilatada sometidos a lmplante
Celular a 3 meses.
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Figura 10.- Evolucion de la FEV] por medicina nuclear a 3 v & meses.

La prueba de caminata de 6 minutos basal demostrd un consumo de 2.5 mets,

frecuencia cardiaca (FC) inicial de 74+12.9 latidos por minuto (Ipm), FC maxima de

103.6+13.20 Ipm y FC en recuperacion de 69+6.85 Ipm, con una distancia realizada de

416.20+20.54 mts. Nuestros pacientes antes del procedimiento, 33% cursaban con

clase funcional 111 de NYHA, y el 66% en clase funcional 11 (Fig.11).
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En ¢l seguimiento a 3 meses se obtiene una FC inicial de 68.5+9 Ipm, menor a

mismo consumo de mets (2.5), distancia de 454+20.54 mts, en donde se demuestra un
incremento (p= 0.58). Mantienen misma clase funcional, respecto a la basal. En el
seguimiento a 6 meses de 2 pacientes se obtiene un incremento en la distancia de

416.20+20.54 a 454+25.1 mts, alcanzando una p= 0.004 (Fig. 13)

Respecto a la escala de Minnesota para evaluar la calidad de vida en la insuficiencia
cardiaca realizada antes del procedimiento de transplante, arrojé una puntuacion de

48.33+18.60, correlacionandola con la CF 1II de la NYHA.

En el puntaje de la escala de Minnesota, obtenido a 3 meses posterior al
procedimiento, los ubica en 15.50+18.78 v con ello se correlaciona con la CF I de la

NYHA (Fig. 14), encontrandose significancia estadistica (p<0.0001)

En el seguimiento que se realiza a cada uno de ellos, hasta el momento actual,
permanecen sin internamientos, sin descompensaciones, con recuperacion clinica, en la
autoestima, en la capacidad de mantener actividades de forma independiente. Hasta el

momento no se han presentado defunciones durante éste periodo.
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Figura 12.- Representa la disminucion a 3 meses de la FC maxima del grupo de pacientes (p= NS).
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Figura 14.- Clase Funcional Evaluada por Cuestionario de Minnesota antes del procedimiento y
a 3 meses de seguimiento.
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DISCUSION

Nuestros resultados preliminares sugieren que el implante de células madre, aut6logo,
mediante la aplicacién intramiocérdica de células CD34, es un procedimiento seguro y
factible en pacientes con cardiomiopatia dilatada de etiologia no isquémica. No hubo
ninguna complicacién durante el procedimiento quirdrgico mayor (sélo arritmias no
sostenidas, condicionadas por la manipulacion e inyeccion del material autdlogo), ni
durante la estancia hospitalaria de etiologia cardiaca. Se requirié de un internamiento por
neumonia, sin complicaciones. Este valor agregado al procedimiento, representa una

considerable mejoria repercutiendo en la adecuada evolucion clinica de cada paciente.

Considerando que los pacientes con CMD, presentan un deterioro progresivo, es de
ilamar la atencion que previo al procedimiento presentaban un internamiento medio de 0.7,
y que posterior a el trasplante, ningin paciente lo ha requerido. Ante esto los resultados
ecocardiograficos demuestran que existe mejoria en ta FEVI, siendo notoria hasta los 6
meses del seguimiento, asi como una tendencia a mantener los didmetros diastolico y
sistolico del ventriculo izquierdo, asi como del volumen sistdlico final, € incluso; la
disminucién de los mismos, aunque en rangos no significativos, y con ello pudiera
originarse un retraso en la progresion de la enfermedad, la cual como se ha mencionado por
Chukshik, posee una mortalidad de hasta el 50% al afio de efectuado el diagnostico y hasta
del 80% a los 2 afios’. En cuanto a la evolucion de los parametros ventriculares por
ecocardiografia, nos hace albergar esperanzas, sobre la posibilidad de que ‘un tejido
cardiaco, con fibrosis intersticial y perivascular, con mayor cantidad de coladgena, con
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hipertrofia de la media, proliferacion muscular de la intima, degeneracion endotelial, con
alteraciones en la forma y geometria del miocito, que se creia irreversiblemente dafiado,
pudiese recuperar su funcién y con ello lograr cambiar la historia natural de la enfermedad
en cuanto a la dilatacion, ya que por conducta normal de la misma, la progresion es
continua y eso representa un deterioro del paciente, llevandolo a la muerte por insuficiencia
cardiaca congestiva o arritmias. Si bien, pudiera considerarse que los efectos producidos
por las células madre CD34" trasplantadas, en la insuficiencia cardiaca cronica producida
por cardiomiopatia dilatada, pudieran deberse a los resultados que Ohno y Nagoya
presentan en donde reportan los efectos de induccion, miogénesis, angiogénesis y
neovascularizacion, asi como diferenciacion de las células madre en cardiomiocitos,
células de musculo liso y del endotelio vascular. Incluyendo mayor liberacion de péptidos
antiapoptoticos y angiogénicos como factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
factor de crecimiento del hepatocitc (HGF), adrenomedulina (AM) y factor de crecimiento
ligado a insulina (IGF-1}; ésta tltima hormona mediadora de crecimiento miocardico. La
AM es un péptido vasodilatador y cardioprotector que previene la apoptosis del
cardiomiocito a través de la via fosfatidinilinositol 3-cinasa/Akt dependiente, y tiene un
potente efecto angiogénico. La AM inhibe la proliferacion de fibroblastos a través de la via
dependiente de cAMP. Su administracién inhibe el remodelado cardiaco y mejora la

funcioén cardiaca en el corazon insuficiente.

Los cambios hemodindmicas presentados en ambas series, consistieron ¢n la disminucion
de’ la presion diastolica final de ventriculo izquierdo, y aumento en la'dP/dt, ademés de

observarse aumento en la fraccion de acortamiento y disminuciéon en los didmetros
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diastélicos del ventriculo izquierdo. La reduccion de la fibrosis miocardica se hizo patente
mediante la disminucién de |a traccion de colageno demostrada por la menor expresion de
metaloproteinasas 2 ¥ 9, disminuyendo con ello el remodelado extracelular que juega un
papel crucial en la fibrosis que involucra a los pacientes con CMD y la insuficiencia

H 27,39, 42 43
cardiaca ’ "

Las células madre pueden mejorar y recuperar Ja funcioén del miocardio infartado o
insuficiente por varios mecanismos potenciales, incluyendo mejoria directa o indirecta de la
neovascularizacion. Los factores paracrinos liberados por células progenitoras pueden
inhibir la apoptosis, afectando el remodelado o mejorando la reparacion endogena. La
diferenciacion en cardiomiocitos puede contribuir a la regeneracion cardiaca. La accion
potencial de los factores paracrinos de la terapia celular podria sugerir que incluye efectos
inmunomoduladores, como se ha mostrade por las células madre mesenquimales y otras
sefiales que modulan la cicatrizacion y el remodelado. Adicionalmente los efectos
paracrinos disminuyen la muerte celular directamente, tanto en el infarto agudo como en la
falla cardiaca crénica, independientemente de su causa’’. Una explicacion de éste principio
es el descubrimiento de la timosina B4, una proteina que promueve la migracién celular,
sobrevida y reparacién, a través de la via de Akt''. Todos estos factores pudieran
considerarse como los causantes directos de la mejoria en Jos parametros ecocardiograficos
reportados, asi como el sostenimiento de los didmetros y volimenes del ventriculo
izquierdo y el incremento en la fraccién de expulsion, que reportamos en nuestra serie, la
cual, aunque es muy pequefia, no nos permite realizar afirmaciones rotundas , pero sus
resultados sugieren que el implante de células madre CD34, aumenta la capacidad de
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respuesta del miocardio y la regeneracién del mismo, y por tanto, podria incrementar la
capacidad de esfuerzo de los pacientes, asi como también, repercutiendo en la progresion
de la enfermedad y con ello cambiando su evolucion con el desenlace final de bienestar e

incremento en la sobrevida para nuestros pacientes.

En nuestro estudio observamos una tendencia a la mejoria en el patroén de isquemia,
reportada con respecto al basal, correlacionandose con los reportes existentes de que la
CMD presenta defectos de perfusion que van desde el 40 al 80%, v cuanto mayor sea €ste
defecto, genera un incremento en la mortalidad. Nosotros evidenciamos que existe
tendencia hacia la mejoria en la reduccion de isquemia a 3 y 6 meses, aunque no alcance
significacia estadistica, debido a que nuestra serie reportada es muy pequefia; consideramos
que de incluir a mas pacientes en el procedimiento, se podria objetivizar dicha recuperacion
y disminucién del grado de isquemia. Esto se viene demostrando desde 1991 por Doi y
Chikamori ** 45, quienes encontraron defectos de la perfusion e isquemia, revelando en su
estudio, que a mayor grado y severidad de dicha isquemia, la mortalidad se incrementa,
principalmente por arritmias, llegando a presentarse hasta en el 80% con trastornos severos
de la perfusion y principalmente por taquicardia ventricular y condicionadas por
alteraciones microvasculares, concluyendo que de existir defectos graves revela una
sobrevida a 1, 3 y 5 afios del 84%, 76% y 34% respectivamente. Por tal motivo,
consideramos que si la tendencia se mantiene, como observamos en nuestro estudio
reportado, incidimos directamente sobre la mortalidad y con ello logramos aumentar la
sobrevida de nuestros pacientes. Esto a mencién que de nuestra serie reportada, el 66% de -

los pacientes presenté en el estudio de perfusion trastornos severos, reportados como
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isquemia severa e incluso zonas de necrosis. Los cambios generados a partir del
tratamiento en nuestro paciente que presento reduccion de FEVI, diametros y volumenes,
asi como en la perfusion, nos sugiere la posibilidad de que a menor grado de progresion de
la enfermedad, los resultados son mas favorables, sin embargo, es una hipétesis que no
podemos probar y se tendra que responder en estudios controlados, para evaluar a los
pacientes receptores del procedimiento y en quienes  se esperaria mejor respuesta al

tratamiento.

En cuanto a la perfusién miocardica, diferentes estudios han sugerido que se debe a la
regeneracion de la microcirculacion o de la funcion celular. Refieren que existe mejoria en
la pertusion, contractilidad, disminucion significativa del volumen sistélico final, asi como
mejoria en la contractilidad regional y global, reportando mejoria del 7 al 9% de la FEV/I.
Mediante gated-SPECT se ha observado que poco mas de la mitad de los pacientes con
infarto lateral y hasta el 28% de pacientes con infartos anteriores, presentaron un
incremento >5% de la FEVI entre una primera determinacién practicada antes del alta
hospitalaria y al cabo de 12 meses, sin que el tratamiento farmacolégico pudiese explicar

o 27,28,29, 30,
esta mejoria > 2% 2% 3031,

Nuestro estudio arroja una tendencia a la disminucién de la isquemia por regiones, asi
como en la carga isquémica total. Nuestro reporte en cuanto a la fraccién de expulsion por
medicina nuclear, coincide con lo expresado en las series de pacientes isquémicos al
incrementarseé de manera optimista a los 3 meses del seguimiento, pero su comparacion a

los 6 meses, alcanza la significancia estadistica de p= 0.03, representando uno de los
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objetivos del presente estudio. Sin embargo, la diferencia entre los pacientes isquémicos y
Jos nuestros, radica en que nuestra serie representa a pacientes con CMD, situandolo como
el Gnico estudio con éste tipo de pacientes, en el contexto del trasplante celular autélogo y
que representa una mejoria para éste grupo de pacientes, los cuales, al presentar mejoria en
la funcién cardiaca y la clase funcional ¥ disminucién de la isquemia miocdrdica, hacen que

en conjunto, cambie de forma radical el prondstico de vida y calidad de 1a misma.

Nuestros resultados en cuanto a |a clase funcional demostrada por prueba de caminata
de 6 minutos, ademds del resultado de evaluacion de la calidad de vida por el cuestionario
de Minnesota, arrojan datos objetivos sorprendentes, va que dentro de los pardmetros que
alcanzan representacion estadistica, corresponden a la disminucién en la frecuencia
cardiaca maxima para la finalizacion de dicha prueba, en donde ademds, se abserva,
mejoria importante en la distancia alcanzada, lo cual hace objetivo que el paciente realiza
un menor esfuerzo, para recorrer una mayor distancia y con ello la respuesta al gjercicio es
mejor, as{ como su tolerancia. Ademads, estos pacientes realizan una mayor actividad fisica,
incluso laboral, ya que 3 de nuestros pacientes (50%) se han incorporado a la vida
productiva, sin limitaciones y con un rendimiento mayor a la basal que les condiciond el
retiro temporal, incapacidad laboral prolongada y limitacion de actividades ordinarias. Es
importante recalcar que los pacientes ademds de haber mejorado, en cuanto a la clase
funcional y la calidad de vida, disminuyeron la cantidad de fanmacos y dosis de los mismos,
para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca, disminuvende con ello, los efectos

colaterales que representaba su ingestidn cronica y sostenida.
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Tomando en cuenta que en pacientes con JC avanzada, los sintomas y la calidad de
vida tienen mayor importancia que la duracién de la vida misma, los resultados favorables
de ésta mejoria son importantes de mencionarse por la importancia que representa. Por otra
parte, Jas puntuaciones obtenidas en el cuestionario de Minnesota por nuestros pacientes,
guardan una relacién importante, con respecto a otros aspectos significativos, como su
situacion clinica, ademas de su clase funcional, y el nimero de ingresos o internamientos
por afio. A esto Gltimo encontramos que los pacientes disminuyeron a cero el nimero de
internamientos por descompensaciéon de la insuficiencia cardiaca hasta el periodo
comprendido de seguimiento de 7.5+4.41 meses, y ello permite una reduccioén en cuanto a
los costos por insuficiencia cardiaca. Consideramos que la aplicacién de éste procedimiento
de trasplante celular, a un nimero mayor de pacientes, nos llevaria a una significancia

estadistica importante, ya que las tendencias arrojan el beneficio esperado.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados preliminares sugieren que el trasplante celular autélogo de células
madre es un procedimiento seguro y factible. Los resultados coinciden con los estudios
reportados en cuanto mejoria en la perfusién, disminucion de la isquemia, mejoria en la
contractilidad y fraccién de expulsién ventricular izquierda. Ha aumentado la  clase
funcional en todos ellos, evidenciado por mejoria clinica, incremento en el nimero de
actividades realizadas y acoplamiento a un mejor estilo de vida previo al procedimiento. Es
importante mencionar que en la tendencia a largo plazo, el procedimiento pudiera
incrementar la sobrevida de éstos pacientes, asi como retrasar su progresion. Sin embargo,
tenemos la responsabilidad de seguirlos en el mediano y largo plazo para conocer su
evolucién y la probable presencia de complicaciones tardias, hasta ahora no conocidas, ya
que éste trabajo, es el primero en su tipo en nuestro medio respecto a pacientes con
insuficiencia cardiaca, en el contexto de la cardiomiopatia dilatada y con dafio miocardico
severo y da pié a que se incremente ¢l interés de parte de nuestro grupo de estudio en
continuar con la terapia de trasplante celular,

Debemos ser prudentes con Jos resultados y reconocer que el apasionante cambio en
la cirugia de regeneracién celular, dirigida a la prevencién o tratamiento de la disfuncion
ventricular apenas inicia y como se resume en todas las series hasta el momento publicadas
existen mds preguntas que respuestas. Todavia no se sabe con certeza si las células
permanecen en la zona aplicada. En éste sentido, Paganini y cols. han demostrado que los
mioblastos no sélo sobreviven en el corazén humano, sino que forman injertos viables. Los
estudios realizados en el trasplante celular mejoran la funcién cardiaca en modelos

experimentales y en humanos pero de corazones con enfermedad isquémicas, existiendo
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poca informacion acerca del beneficio potencial en la falla cardiaca crénica, hasta la fecha.
El trasplante autologo de células madre tiene potencial como una estrategia terapéutica
nueva para el tratamiento de la cardiomiopatia dilatada. Un punto de interés agregado en
éste trabajo, corresponde a que es el primero que evalia de forma objetiva, en base a la
presentacion clinica actual de cada paciente, respecto a la calidad de vida, de acuerdo al
cuestionario de Minnesota, el cual es el instrumento mas utilizado para este fin. Este punto
de mejoria significativa en la calidad de vida representa las bases para mantener como
programa permanente, para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca crénica secundaria a
dafio miocérdico severo, por cardiomiopatia dilatada, isquémica, y quizas, en el contexto de
las cardiomiopatias restrictivas. Alin es pronto para definirlo, sin embargo, a pesar de que
nuestro grupo es muy pequefio, si sobresalen las tendencias hacia la mejoria, y eso
representa un arma mas en el tratamiento de esta patologia denominada, la pandemia del
siglo XXI.

Finalmente quedan muchas cuestiones practicas que solo estudios clinicos
aleatorizados podran responder: ;se favoreceria la regeneracion miocardica con la
asociacion a farmacos?, ;cual es la ventaja terapéutica en la insuficiencia cardiaca crénica?,
icudles son las células madre que deben implantarse?, ;qué nimero de células deben
implantarse?, ;cudl es la via de aplicacién ideal?. La terapia de regeneracién miocardica a
partir de células madre, representa un cambio drastico para los pacientes con insuficiencia
cardiaca cronica de cualquier etiologia, sin embargo, requiere de mayor investigacion para
poder definir que pacientes son los candidatos ideales, en quienes la respuesta sea mas
favorable. Por |0 tanto, éste tratamiento emerge como una prometedora herramienta eh la

era de la terapia celular.
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F. a de de 2005

Yo, _, afumo que he sido
informado del proyecto de investigacién “lmplante autélogo de células CD34+ en
cardiomiopatia dilatada” y doy mi aprobacién a los Doctores: Rubén Argitero Sanchez,
Maria de Jesus Nambo Lucio, Rodolfo Castafio Guerra, Guillermo Careaga Reyna, Martin
Horacio Garrido Gardufio, José Antonio Magaifia Serrano y José¢ Angel Cigarroa Lopez,
para que tomen las muestras de sangre necesarias, venosa periférica o de médula ¢sea, para
Ja obtencién de linfocitos mononucleares (CD 34) y Sse procesen para posterior
implantacion, via inyecciones; dentro de las paredes de mi corazon.

Estoy conciente que cualquier procedimiento, incluyendo la extraccion de una muestra
sanguinea, puede tener complicaciones de las que ya he sido informado, asimismo se me
han explicado las modificaciones que se producen por el implante celular y los riesgos
relacionados, asi como que puede generar arritmias graves.

El protocolo de estudio requiere adem4s utilizar informacion de mi expediente, incluyendo
historia clinica y resultados de estudios recientes, por lo que también los autorizo para su
utilizacion, sabiendo que no seré mencionado a manera personal en ningiin foro, mantendré
mi anonimato y tendré la posibilidad de abandonarlo en el momento que yo lo considere
necesario, sin que ello altere de manera alguna mi tratamiento o derechos en el Hospital de
Cardiologia y en el instituto Mexicano del Seguro Social. Se me ha asegurado que este
proyecto de investigacion ha sido revisado por el comité local de investigacidén del Hospital
de Cardiologia y cumple con los lineamientos establecidos sobre la investigacion en seres
humanos de la Ley General de Salud (Art. 100 - 103) y lineamientos internacionales sobre
las buenas précticas médicas.

FIRMA

Testigo Testigo
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