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Cagitulo / Introduccion

Trasplante Autdlogo Intracoronario de
Células Madre Derivadas de Medula Osea
en Infarto de Miocardio, (estudio TRACIA).

Capitulo |: Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares representan una de las causas mas frecuentes de
morbilidad y mortalidad general tanto en el mundo, como en México. La importancia de
la epidemia de las enfermedades cronicas no transmisibles rebasa ampliamente a la de
las enfermedades infecciosas y parasitarias, y su velocidad de propagaciéon es mayor
en los paises de economia emergente que en los mas desarrollados. Se suele
considerar que las enfermedades crénicas afectan principalmente a las personas de
edad, pero actualmente se sabe que casi la mitad de las muertes por enfermedades
cronicas se producen prematuramente, en personas de menos de 70 afos y una cuarta

parte de esas defunciones se dan en personas de menos de 60 afios. "
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En nuestro pais, las enfermedades del corazén en conjunto son la primera causa de
mortalidad general cuando se desagrupan como causa Unica, la mas prevalente de
ellas, la cardiopatia isquémica se convierte en la segunda causa de mortalidad general,
debajo de la diabetes mellitus cuya mortalidad es originada principalmente por
complicaciones cardiovasculares. Cuando se considera por género, la diabetes mellitus
sigue siendo la primera causa de mortalidad en las mujeres pero no en los hombres, en

quienes la cardiopatia isquémica ocupa la primera causa de muerte.!”

El infarto agudo del miocardio (IAM) es la primera manifestacién de cardiopatia
isquémica en mas del cincuenta por ciento de los casos; la angina de pecho se
presenta en el treinta por ciento, mientras que la muerte subita en el veinte por ciento.
Cada ano en los Estados Unidos, 800,000 personas sufren de infarto agudo de
miocardio, de las cuales 213,000 fallecen. La mayor mortalidad es por arritmias
ventriculares en la primera hora después de iniciados los sintomas y antes de recibir
atencion médica en los servicios de emergencia. La mayor parte de las muertes
hospitalarias se presentan durante los primeros dias de la hospitalizacién. La mortalidad
a corto y largo plazo depende de varios factores, los mas importantes son la extensién
del dafo al miocardio y las estrategias para su atencién, como es la reperfusion
miocardica temprana, que ha logrado disminuir la mortalidad hospitalaria del 15 al 7%;
esta cifra se relaciona con la forma de tratamiento en la fase aguda del infarto del
miocardio. El prondstico a largo plazo esta relacionado con la extensién del dano al
miocardio. En México, la cardiopatia isquémica es la primera causa de mortalidad en
personas en edad productiva. Para reducir el tiempo de atencién médica es necesario
reconocer que el IAM es una emergencia médica. En algunos casos, el retraso en el
tratamiento se relaciona con la falta de atencidén por parte del paciente para reconocer
que es un padecimiento serio y el retraso en acudir a los servicios de urgencias; en
otros, las causas son la evaluacion pre-hospitalaria de los servicios de emergencia, el
tratamiento inicial y el tiempo de transporte para la atencién definitiva.®

En la ultima década se han dado grandes avances en la terapia con farmacos para
tratar el infarto del miocardio, dando asi, un aumento en la calidad de vida del paciente.
No obstante, los beneficios de la farmacoterapia son limitados en los casos mas
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severos. A la fecha, el tratamiento esta basado en una combinacién de medicamentos
(agentes tromboliticos, inhibidores de glicoproteinas plaquetarias llb/llla, aspirina,
clopidogrel y B blogueadores), intervencion coronaria percutanea, bypass coronario,
trasplante de corazdn vy terapia con dispositivos (marcapasos biventricular vy
desfibrilador cardiaco interno). ¥ Sin embargo, la necrosis miocardica comienza
inmediatamente después de la oclusion coronaria, y en la mayoria de los casos se

produce la pérdida irreversible de musculo a pesar de tener una reperfusién exitosa.

El tejido necrosado activa una serie de sefiales bioquimicas intracelulares que inician y
posteriormente modulan cambios de reparacion que incluyen dilatacion ventricular,
hipertrofia y la formacion de una cicatriz de colagena. Esta remodelacion ventricular
puede mantenerse por semanas o meses, hasta que las fuerzas de distensién sean
contrarrestadas por la fuerza tensional de la cicatriz de colagena. © Una forma de
revertir este proceso de remodelacion ventricular, seria la regeneracion de

cardiomiocitos y la estimulacién de neoangiogénesis dentro del tejido infartado.

Avances en la investigacion de la biologia de células madre han cuestionado la nocién
de que el infarto del miocardio es irreparable. La pluripotencialidad de las células madre
para diferenciarse en lineas celulares especializadas comenzd a ganar interés entre los
cardibélogos cuando fue demostrado en modelos animales que la inyeccion
intramiocardio de células madre derivadas de médula 6sea pueden incrementar la
funcion cardiaca e incluso reparar el tejido después de un infarto al miocardio
inducido.®® De esta manera, una nueva forma adicional de tratamiento parece posible
con el advenimiento de la ciencia de las células madre y su aplicacion en la cardiologia,

el cual ofrece la posibilidad de que el miocardio infartado pueda ser reparado. (Figura 1)
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gue generan angiogenesis

Figura 1.Las células madre son liberadas en el corazén por medio de un catéter intracoronario. Una vez alcanzada el
area infartada, las células madre pudieran incrementar la contractibilidad ya diferenciadas en cardiomiocitos
funcionales y asi aumentar la perfusién con la liberacién de citocinas que inducen angiogénesis. (Adaptado de Kang
H.,et al. Stem cell therapy for myocardial infarction. CMAJ, AUG. 31, 2004; 171)

Durante los ultimos 30 afos, el prondstico de los pacientes con infarto de miocardio ha
mejorado considerablemente gracias al éxito de las estrategias de limitacién de la
necrosis, de estabilizacion eléctrica del miocardio y de facilitacion de la eyeccion
ventricular. Sin embargo, debido a las limitaciones en el uso o la eficacia de los
tratamientos y a dificultades logisticas, todavia es muy baja la proporcion de pacientes
con esta entidad en la que se consigue una repermeabilizacion arterial éptima y una
reperfusion tisular adecuada. Esto explica que la disfuncién ventricular por remodelado
post-infarto siga siendo la causa predominante de la insuficiencia cardiaca y el
mecanismo fundamental de su elevada prevalencia. En consecuencia, se comprende
también que el interés de la investigacién sobre el infarto agudo de miocardio esté
enfocado tanto en el incremento de la aplicabilidad y eficacia de las estrategias de
reperfusion, como en la busqueda de terapias que aumenten la resistencia del

miocardio a la isquemia grave o que permitan regenerar el miocardio destruido. ©®
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Si la implantacion de células madre derivadas de la médula ésea del paciente en la
region infartada sera el siguiente paso para atenuar el fendmeno de remodelado y
reducir la mortalidad de los pacientes con infarto de miocardio es algo todavia sin
respuesta. Sin embargo, los nuevos conceptos sobre la capacidad de regeneracion del
corazén adulto y los resultados experimentales de esta linea de trabajo obligan a
desarrollar estudios clinicos rigurosos sobre la factibilidad y eficacia de este

tratamiento.®®

Trabajos experimentales y clinicos sugieren que el tejido necrético debido al IAM tiene
la capacidad de regenerarse. En el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez en
colaboracién con el Centro Nacional de la Transfusién Sanguinea, se ha comenzado un
estudio clinico para demostrar que la implantacién intracoronaria de células madre es
un procedimiento factible y seguro. En el presente trabajo se muestra la informacion
tedrica implicada con el tema de la terapia con células madre derivadas de médula
O0sea. También asi, se detalla la metodologia por la cual son extraidas, procesadas e

inyectadas las Células Progenitoras Hematopoyéticas autélogas
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Capitulo II: Marco Tedbrico

El corazon.

El corazdén es un érgano cuya funcién es bombear la sangre a través de los vasos
sanguineos del organismo. Se sitla en el mediastino medio en donde esta rodeado por
una membrana fibrosa gruesa llamada pericardio. Esta envuelto laxamente por el saco
pericardico que es un saco seroso de doble pared que encierra al corazén. El pericardio
esta formado por una capa Fibrosa y una capa Serosa. La fibrosa esta formado por
tejido conectivo y adiposo. La capa serosa del pericardio interior secreta liquido
pericardico que lubrica la superficie del corazén, para aislarlo y evitar la friccién
mecénica durante la contraccién. Las capas fibrosas externas lo protegen y separan. ")
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Cagitulo Il Mgrco Teorico

El coraz6n se compone de tres tipos de musculo cardiaco principalmente:

e Mdusculo auricular
e Mdusculo ventricular

» Fibras musculares excitadoras y conductoras especializadas.

Estos se pueden agrupar en dos grupos, musculos de la contraccién y musculos de la
excitacién. Los musculos de la contraccién se encuentran en el musculo auricular y
musculo ventricular; mientras que los de excitacion se encuentran en las fibras

musculares excitadoras y conductoras especializadas. ")
Localizaciéon anatémica:

El corazén se localiza en el mediastino inferior medio, entre el segundo y quinto espacio
intercostal, izquierdo. El corazén esta situado de forma oblicua, aproximadamente dos
tercios a la izquierda del plano medio y un tercio a la derecha. El corazén tiene forma de
una pirdmide inclinada con el vértice en el “suelo” en sentido anterior izquierdo; la base,
opuesta a la punta, en sentido posterior y 3 lados: la cara diafragmatica, sobre la que
descansa la piramide, la cara esternocostal, anterior y la cara pulmonar hacia la
izquierda. "

Estructura del corazon:
De adentro hacia afuera el corazén presenta las siguientes capas:

e El endocardio, una membrana serosa de endotelio y tejido conectivo de
revestimiento interno, con la cual entra en contacto la sangre. Incluye fibras
elasticas y de colagena, vasos sanguineos y fibras musculares especializadas.
En su estructura encontramos las trabéculas carnosas, que dan resistencia para

aumentar la contraccion del corazén.

» El miocardio, el musculo cardiaco propiamente dicho; encargado de impulsar la
sangre por el cuerpo mediante su contraccion. Encontramos también en esta
capa tejido conectivo, capilares, capilares linfaticos y fibras nerviosas.

-12 -
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o El epicardio, es una capa fina serosa mesotelial que envuelve al corazén

llevando consigo capilares y fibras nerviosas. Esta capa se considera parte del

pericardio seroso. ")

1.-Auricula derecha

2.-Auricula izquierda

3.-Vena cava superior

4.-Arteria Aorta

5.-Arteria pulmonar

6.-Vena pulmonar

7.-Vélvula mitral

8.-Valvula adrtica o Bictspide
9.-Ventriculo izquierdo

10.-Ventriculo derecho

11.-Vena cava inferior

12.-Valvula trictspide

13.-Valvula pulmonar

Miocardio (parte rosa)

—Epicardio (capa exterior del miocardio)
—Endocardio (capa interior al miocardio)

Figura 2. Morfologia cardiaca. Las flechas blancas indican el flujo normal de la sangre.

El corazén se divide en cuatro cavidades, dos superiores o auriculas (o atrios) y dos

inferiores o ventriculos. Las auriculas reciben la sangre del sistema venoso, pasan a los

ventriculos y desde ahi salen a la circulacion arterial.

La auricula derecha y el ventriculo derecho forman lo que clasicamente se denomina el

corazon derecho. Recibe la sangre que proviene de todo el cuerpo, que desemboca en

la auricula derecha a través de las venas cavas superior € inferior. Esta sangre, baja en

oxigeno, llega al ventriculo derecho, desde donde es enviada a la circulacién pulmonar

por la arteria pulmonar.

-13-
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Dado que la resistencia de la circulacion pulmonar es menor que la sistémica, la fuerza
que el ventriculo debe realizar es menor, razébn por la cual su tamano es

considerablemente menor al del ventriculo izquierdo.

La auricula izquierda y el ventriculo izquierdo forman el llamado corazén izquierdo.
Recibe la sangre de la circulacién pulmonar, que desemboca a través de las cuatro
venas pulmonares a la porcién superior de la auricula izquierda. Esta sangre esta
oxigenada y proviene de los pulmones. El ventriculo izquierdo la envia por la arteria

aorta para distribuirla por todo el organismo. ")

El tejido que separa el corazdn derecho del izquierdo se denomina septo o tabique.
Funcionalmente, se divide en dos partes no separadas: la superior o tabique
interauricular, y la inferior o tabique interventricular. Este ultimo es especialmente
importante, ya que por él discurre el fasciculo de His, que permite llevar el impulso a las
partes mas bajas del corazén.

Valvulas cardiacas.

Las valvulas cardiacas son las estructuras que separan unas cavidades de otras,
evitando que exista reflujo retrégrado. Estan situadas en torno a los orificios
atrioventriculares (o auriculo-ventriculares) y entre los ventriculos y las arterias de

salida. Son las siguientes cuatro:

« La valvula tricuspide, que separa la auricula derecha del ventriculo derecho.
e Lavalvula pulmonar, que separa el ventriculo derecho de la arteria pulmonar.
« La valvula mitral, que separa la auricula izquierda del ventriculo izquierdo.

« La valvula adrtica, que separa el ventriculo izquierdo de la arteria aorta. ©®

-14 -



Cagitulo Il Mgrco Teorico

Fisiologia del musculo cardiaco.

Ciclo cardiaco.

Cada latido del corazén lleva consigo una secuencia de eventos que en conjunto
forman el ciclo cardiaco, constando principalmente de tres etapas: sistole auricular,
sistole ventricular y diastole. El ciclo cardiaco hace que el corazén alterne entre una
contraccién y una relajacidon aproximadamente 75 veces por minuto, es decir el ciclo

cardiaco dura unos 0,8 segundos. "

Sistole Diastole

Figura 3. Ciclo cardiaco, durante este ciclo se produce la sistole, que es en si la contraccion del misculo cardiaco y
la diastole, que es la relajacion del tejido cardiaco.

Durante la sistole auricular, las auriculas se contraen y proyectan la sangre hacia los
ventriculos. Una vez que la sangre ha sido expulsada de las auriculas, las valvulas
atrioventriculares entre las auriculas y los ventriculos se cierran. Esto evita el reflujo de
sangre hacia las auriculas. El cierre de estas valvulas produce el sonido familiar del
latido del corazon. Dura aproximadamente 0,1 s.

La sistole ventricular implica la contraccion de los ventriculos expulsando la sangre
hacia el aparato circulatorio. Una vez que la sangre es expulsada, las dos valvulas
sigmoideas, la valvula pulmonar en la derecha y la véalvula aértica en la izquierda, se

cierran. Dura aprox. 0,3 s. ") (Figura 3)
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Por dltimo la diastole es la relajacién de todas las partes del corazon para permitir la

llegada de nueva sangre. Dura aprox. 0,4 s. ") (Figura 3)
En el proceso se pueden escuchar dos ruidos:

» Primer ruido cardiaco: cierre de valvulas tricuspide y mitral.
» Segundo ruido cardiaco: cierre de valvulas sigmoideas (valvulas pulmonares y

aortas). "

Ambos ruidos se producen debido al cierre subito de las valvulas, sin embargo no es el
cierre lo que produce el ruido, sino la reverberacion de la sangre adyacente y la
vibracion de las paredes del corazdén y vasos cercanos. La propagacion de esta

vibracion da como resultado la capacidad para auscultar dichos ruidos.
Este movimiento se produce unas 70 a 80 veces por minuto.

La expulsion ritmica de la sangre provoca el pulso que se puede palpar en las arterias

radiales, carétidas, femorales, etc.

En la fisiologia del corazdn, cabe destacar, que sus células se despolarizan por si
mismas dando lugar a un potencial de accidén, que resulta en una contraccion del
musculo cardiaco. Por otra parte, las células del musculo cardiaco se "comunican" de
manera que el potencial de accion se propaga por todas ellas, de tal manera que ocurre

la contraccién del corazén. )

Electrocardiograma

Cuando el impulso cardiaco atraviesa el corazon, la corriente eléctrica también se
propaga desde el corazdn hacia los tejidos adyacentes que lo rodean. Una pequena
parte de la corriente se propaga hacia la superficie corporal. Si se colocan electrodos en
la piel en lados opuestos del corazén se pueden registrar los potenciales eléctricos que

se generan por la corriente; el registro se conoce como electrocardiograma. ©
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El electrocardiograma normal esta formado por una onda P, un complejo QRS y una
onda T. Con frecuencia, el complejo QRS esta formado por tres ondas separadas: la
onda Q, la onda R y la onda S. La onda P es producida por los potenciales eléctricos
que se generan cuando se despolarizan las auriculas antes del comienzo de la
contraccion auricular. ElI complejo QRS esta formado por los potenciales que se
generan cuando se despolarizan los ventriculos antes de su contraccion, es decir, a
medida que la onda de despolarizacién se propaga por los ventriculos. Por tanto, la
onda P como los componentes del complejo QRS son las ondas de despolarizacion.

La onda T es producida por los potenciales que se generan cuando los ventriculos se
recuperan del estado de despolarizacion. Este proceso normalmente aparece en el
musculo ventricular entre 0.25 y 0.35 segundos después de la despolarizacién y la onda

T se conoce como onda de repolarizacion.

La onda P se produce al comienzo de la contraccion de las auriculas y el complejo QRS
de ondas se produce al comienzo de la contraccion de los ventriculos. Los ventriculos
siguen contraidos hasta después de que se haya producido la repolarizacién, esto es,
hasta después del final de la onda T.

Las auriculas se repolarizan entre 0.15 a 0.2 segundos después del fin de la onda P.
este momento coincide aproximadamente con el momento en el que se registra el
complejo QRS en el electrocardiograma. Por tanto, la onda de repolarizacion auricular,
la onda T auricular, habitualmente esta oscurecida por el complejo QRS, que es mucho
mayor. Por este motivo raras veces se observa la onda T auricular en el
electrocardiograma. ®

La onda de repolarizacién ventricular es la onda T del electrocardiograma normal.
Normalmente el musculo ventricular comienza a repolarizarse en algunas fibras
aproximadamente 0.2 segundo después del comienzo de la onda de despolarizacion
(complejo QRS), pero en muchas otras fibras tarda hasta 0.35 segundos. Asi, el
proceso de repolarizacién ventricular se extiende a lo largo de un periodo prolongado,
de aproximadamente 0.15 segundos. Por este motivo la onda T es una onda
prolongada en el electrocardiograma. (Figura 4) ©®
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Figura 4. Electrocardiograma normal. El ECG es el estudio por excelencia para el diagndstico y la
clasificacién del IAM.

Las alteraciones tipicas encontradas en el ECG comienzan por el segmento ST, el que
puede supradesnivelarse o infradesnivelarse respecto a la linea base, y prosiguen con
los cambios en la onda T. El supradesnivel del ST se considera tipico de un IAM que
suele evolucionar como transmural, pero cuando es transitorio o cede con nitroglicerina
se trata de un fenémeno de Prinzmetal, es decir un espasmo coronario, mientras que el
infradesnivel significa una injuria que es compatible con un IAM de localizacion
subendocardica si es persistente. ©
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Cardiopatia isquémica.

La cardiopatia isquémica es un conjunto de enfermedades del corazén o cardiopatias
cuyo origen radica en la incapacidad de las arterias coronarias (coronariopatia) para
suministrar el oxigeno necesario a un determinado territorio del musculo cardiaco, lo
que dificulta el funcionamiento de éste. Por ello, el corazén enferma debido a la mala
funcion de las arterias coronarias. La causa mas frecuente de disminucién del flujo
sanguineo coronario es la aterosclerosis. La aterosclerosis es una enfermedad de las
arterias grandes e intermedias en la que surgen lesiones grasas llamadas placas
ateromatosas en las superficies intermedias de las paredes arteriales. Estas placas
comienzan con el depoésito de cristales minusculos de colesterol en la intima y el
musculo liso subyacente.® Los depésitos de colesterol complementado con la
proliferacion celular crecen tanto que la placa sobresale en la luz del vaso y reduce en
gran medida el flujo sanguineo, incluso algunas veces obstruye completamente el vaso.
Aunque no se llegue a la oclusion, los fibroblastos de la placa acaban depositando tal
cantidad de tejido conjuntivo denso que la esclerosis (fibrosis) se intensifica y las
arterias se vuelven rigidas e inflexibles. Pasado el tiempo, precipitan sales de calcio
junto al colesterol y otros lipidos de las placas, dando asi calcificaciones con dureza
0sea que hacen a las arterias rigidas. Estos estadios de la enfermedad corresponden a
la esclerosis o endurecimiento de las arterias. Las arterias arterioscleréticas pierden
distensibilidad y, debido a las zonas degenerativas de las paredes, se rompen con
facilidad. Alli donde las placas sobresalen en el flujo sanguineo, la rugosidad de su
superficie provoca la formacién de coagulos, con la aparicion de trombos que bloquean
stbitamente el flujo sanguineo de la arteria. ©

Estas situaciones dificultan la llegada de la sangre a las células del corazén, que son
muy sensibles a la disminucién del aporte de sangre. Asi, la cantidad de oxigeno que
llega al corazén es insuficiente y se manifiesta la enfermedad coronaria o cardiopatia
isquémica. ®
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El infarto agudo de miocardio integra junto con la angina inestable y la muerte subita la
forma aguda de la cardiopatia isquémica que actualmente recibe el nombre de

sindromes coronarios agudos (SCA) ©

Con STT = IAM-STE

SCA

Aguda Angina inestable
sinsT 4

IAM-SEST

Muerte
subita

Cardiopatia
Isquémica

Angina estable
Croénica Isquemia silente
Miocardiopatia isquémica

Cuadro 1. Clasificacién de la cardiopatia isquémica. SCA, sindromes coronarios agudos; ST, IAM-STE,
infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST del electrocardiograma; IAM-SEST, infarto
agudo de miocardio sin elevacién del segmento ST del electrocardiograma. (De Mautner B. Cardiologia,
Basada en la evidencia y la experiencia de la fundacion Favolara. Editorial Grupo Guia, 2003. Buenos Aires ,
Argentina.)

Infarto agudo de miocardio.

Se denomina infarto agudo de miocardio (IAM) a la muerte celular de las miofibrillas
(grupo de miocitos unidos por colagena) causada por falta de aporte sanguineo a una
zona del corazén que es consecuencia de la oclusion aguda y total de la arteria que
irriga dicho territorio. Se dice que la zona de musculo que tiene un flujo cero o poco flujo
que no puede mantener la funcién muscular cardiaca esta infartada. El proceso global
se denomina infarto de miocardio. ")

Poco después del inicio del infarto, comienzan a filtrarse pequefas cantidades de

sangre colateral en la zona infartada, lo cual, combinado con la dilatacién progresiva de
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los vasos sanguineos locales, hace que la zona se llene en exceso de sangre
estancada. Simultdneamente, las fibras musculares usan los ultimos vestigios del
oxigeno en sangre, provocando que la hemoglobina se desoxigene totalmente. Por
tanto, la zona infartada adquiere una coloracion azulada o marrén y los vasos
sanguineos de la zona parecen estar ingurgitados, a pesar de la ausencia de flujo
sanguineo. En etapas posteriores las paredes de los vasos son mas permeables y
pierden liquido; el tejido muscular local se vuelve edematoso y los miocitos cardiacos
comienzan a hincharse porque disminuye el metabolismo celular. ©

El IAM tiene dos formas posibles de presentacion: la que produce necrosis de todo el
espesor del miocardio de epicardio a endocardio, al que se llama IAM transmural, o el
que produce necrosis parcial de la pared, por ende no transmural, que lleva un nombre
determinado por su ubicacién. Si esta ubicado en la zona subendocardica se llama IAM
sudendocardico, etc. La mayoria de los IAM transmurales se caracterizan
electrocardiograficamente por presentar onda Q patolégica y la mayoria de los no
transmurales por no presentarla, aunque no siempre se cumple, por lo que para no
prejuzgar se dividieron en IAM Q y IAM no Q, lo cual genera diferencias en el manejo y

el pronostico de ambos.

Actualmente, el IAM se divide en dos tipos: con elevacion del segmento ST del
electrocardiograma (IAM-STE) y sin dicha elevacion (IAM-SEST). En este ultimo, la
diferencia reside, ademas de los factores que se han mencionado, como la existencia
de circulacion colateral que suple parcialmente la disminucién del flujo coronario por la
obstruccién, en la disolucién mas temprana, generalmente alrededor de una hora, del
trombo, con lo cual se produce una isquemia sostenida que llega a necrosar una
porcion menor del miocardio. En cambio, cuando el trombo no se disuelve produce la
necrosis completa del tejido miocardico irrigado por la coronaria obstruida, generando el

cuadro clinico del IAM-STE, comtnmente denominado IAM a secas (cuadro 1) ©

El IAM se ha asociado a factores de estrés emocional o ambiental que activan el
sistema nervioso simpatico con incremento de las catecolaminas. El aumento de la
estimulacién simpatica eleva el consumo de oxigeno por el corazén con aumento de la

contractilidad y la frecuencia, y aumenta también la tension sufrida por las lesiones
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vasculares al incrementar la contraccidn, la torsion y la presion arterial. Estas fuerzas
pueden provocar la rotura de la placa en una zona debilitada por la inflamacién. Los
niveles elevados de catecolaminas pueden aumentar la formacién de trombos activando

las plaquetas.'?

Si el deficiente flujo sanguineo al corazén dura lo suficiente, puede iniciar un proceso
llamado cascada isquémica, en la que las células del corazén mueren, principalmente
por necrosis, y por apoptosis en menor grado, sin que puedan regenerarse. En ese
punto de muerte celular se forma una cicatriz de colageno permanente, dafando la

arquitectura cardiaca.

Hipertrofia, necrosis y apoptosis del cardiomiocito.

La mayoria de los tipos de falla cardiaca son precedidas por hipertrofia celular y de
cavidades. El desarrollo de la hipertrofia miocardica representa en un principio, un
mecanismo adaptativo al estrés hemodinamico importante. Este proceso esta
caracterizado por cambios estructurales en los miocitos, que producen alteraciones en
las dimensiones y geometria de las cavidades, lo que se conoce como remodelado. El
IAM produce alteraciones en la topografia del ventriculo, tanto en el area infartada
como en la no infartada. ©
El proceso de remodelado esta determinado por tres factores: tamafno del infarto,
cicatrizacion del area infartada y estrés parietal.
Los mediadores neurohormonales y autocrinos / paracrinos de la hipertrofia incluyen la
noradrenalina (via alfa-receptores o beta-receptores), angiotensina Il, la endotelina |, los
factores de crecimiento fibroblastico, factores de crecimiento B1, el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 1B (IL-1B). Estos agonistas transmiten sus
sefales a través de proteinas para activar un familia de enzimas como la proteincinasa,
las proteincinasas mitogeno activadas que inducen cambios en la expresion genética de
proteinas contractiles y alteraciones en el metabolismo del Ca?* que modifican la
actividad contractil. La activacion de isoformas de proteincinasas estimulan la hipertrofia
que lleva a la miocardiopatia fibrética. ©
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Por lo tanto, la hipertrofia no es simplemente una manifestacion de incremento de
proteinas contractiles, sino que se asocia con cambios en la expresion genética que

llevan a alteraciones en la funcion contractil.

Ademas de la activacibn neurohumoral, se estimulan un numero de citocinas
proinflamatorias (TNF-o. e IL-1B). Estas provocan inflamacion miocérdica mediada por

reaccién autoinmunitaria, necrosis y apoptosis, intensificando la disfuncién cardiaca. ©

Necrosis. La necrosis miocardica puede ocurrir por isquemia grave (lo habitual) y por
procesos inflamatorios (menos frecuente). La primera suele ser Unica y de tamafo
importante, dependiente de la arteria de cuya obstruccidn depende. Las necrosis
inflamatorias son de un tamafo mucho menor y siempre multiples. Las necrosis
isquémicas comunmente se producen en el ventriculo izquierdo y debido a la escasa o
nula circulacion perilesional, son de reparacion lenta. En consecuencia, las alteraciones

eléctricas que se producen persisten por lapsos variables, pero siempre prolongados. ¥

Apoptosis del cardiomiocito. Un componente muy importante en el proceso de
remodelado y de la transicion desde la hipertrofia adaptativa hacia la falla cardiaca es la
apoptosis. Este programa genético es estimulado por una gran variedad de factores,
que incluyen hipoxia, incremento de actividad de proteinas G estimuladas por activacion
de alfa y beta receptores, angiotensina Il (AG Il), TNF-a, injuria mitocondrial, sobrecarga
miocitaria de Ca?*, radicales libres de Oy; activacién de receptores de sarcolema vy
finalmente la accion de determinadas proteasas (caspasas). El cizallamiento de los
sarcomeros resulta en la liberacién de AG Il desde las células cardiacas, lo cual

estimula directamente la apoptosis.
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Aspectos clinicos del Infarto Agudo de Miocardio

Sintomas

Los sintomas clasicos del IAM consisten en dolor toracico. El dolor tiene intensidad
variable; en muchos pacientes es intenso y a veces intolerable. Puede durar desde 30
minutos hasta varias horas. La molestia se describe como una sensacion de
constriccién, aplastamiento, opresion o compresion. El dolor suele ser retroesternal y se
difunde a ambos lados de la pared anterior del térax, con predileccién por la mitad
izquierda. A menudo se irradia hasta la cara cubital del brazo izquierdo y genera una
sensacion de hormigueo en la muneca, mano y dedos. En algunos casos el dolor del
infarto comienza en la zona del epigastrio y remeda diversos trastornos abdominales, lo
que ocasiona el diagnostico erroneo de indigestion en vez de infarto. En otros pacientes
las molestias se irradian a hombros, miembros escapulares, cuello, maxilar inferior y
region interescapular. El dolor por lo comiun cede con opiaceos, en particular con
morfina. se piensa que la angina de pecho y el dolor del AMI nace de terminaciones de
nervios en el miocardio isquémico o lesionado pero no necrético, de este modo, en el
infarto agudo la estimulacién de fibras nerviosas en la zona isquémica del miocardio

que rodea al area central necrética quiza es la que da origen al dolor. "

Diagnéstico diferencial

Los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud para diagnosticar IAM exigen la
presencia de por lo menos dos de los tres elementos siguientes: antecedente de
molestia retroesternal de tipo isquémico, cambios evolutivos en los
electrocardiogramas obtenidos de modo seriado, y un incremento y un descenso de los
marcadores cardiacos en el suero. '
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Diagnostico electrocardiografico.

El electrocardiograma (ECG) es muy sensible para la deteccion de isquemia e infarto,
pero a menudo no posee la capacidad de discriminacion suficiente como para
diferenciar la isquemia de la necrosis. EI ECG permite hacer el diagnéstico de infarto
agudo del miocardio en la inmensa mayoria de los casos. Signo de necrosis miocardica
es la aparicién de ondas Q anormales. Durante las primeras horas de evolucién del
infarto, el hallazgo mas importante es la elevacion del segmento ST-T (lesion
subepicérdica) en la fase aguda de la evolucion de un infarto en los dias siguientes
aparecen las ondas Q de necrosis, disminuye la lesion subepicardica y aparece
isquemia subepicardica (ondas T negativas y simétricas) en el curso de las primeras

semanas. (%

En general son suficientes para el diagnéstico de infarto agudo al miocardio, las
manifestaciones clinicas y las alteraciones electrocardiograficas, pero deben
complementarse con la determinacion de las enzimas plasmaticas para asegurar el

diagnostico.

Marcadores séricos de dano en el miocardio.

A medida que los miocitos muestran necrosis, se deteriora la integridad de la
membrana sarcolémica y comienzan a difundirse en el intersticio cardiaco
macromoléculas intracelulares (marcadores séricos del corazén) para pasar por ultimo a

") El dato fundamental es la

vasos mas finos y linfaticos en la region del infarto. {
elevacion en la concentracion de moléculas plasmaticas y las mas frecuentemente

estudiadas son:

Cinasa de Creatinina (creatine kinase, CK). El incremento de CK sérico es un detector
enzimatico sensible de IAM. La actividad de la CK rebasa los limites normales en
término de 4 a 8 h de haber comenzado el infarto agudo de miocardio y disminuye
hasta los limites fisiolégicos en un lapso de dos a tres dias. "
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Isoenzimas de CK. Por electroforesis se han identificado tres isoenzimas de la cinasa
de creatinina (MM, BB y MB). A pesar de que en tejidos diferentes del corazon se
detectan cantidades pequenas de la isoenzima CK-MB, se considera que el incremento

de la actividad sérica de dicha fraccién es consecuencia de IAM. (")

Mioglobina. Esta proteina se libera en la circulacion de células miocardicas lesionadas
y su presencia se demuestra en término de horas de haber comenzado el infarto. Sin
embargo la utilidad clinica de las mediciones seriadas de la mioglobina en IAM es
mermada por la duracion breve de tal incremento y su inespecificidad; esta ultima es
consecuencia del hecho de que la mioglobina es constituyente del musculo estriado. '

Troponinas cardioespecificas. El complejo de troponina consiste en tres subunidades
que regulan el proceso mediado por calcio de la contraccién del musculo estriado, estos
son: troponina C, troponina | (Tnl) y troponina T (TnT). Tnl y TnT estan en el masculo
cardiaco y el estriado. Varias investigaciones han confirmado la fiabilidad de las nuevas
técnicas para detectar lesion del miocardio, y se ha postulado que la medicién de Tnl y

TnT constituye un nuevo criterio diagnéstico de IAM. "

Tratamiento

El objetivo principal del tratamiento del infarto agudo del miocardio es evitar la muerte
del enfermo, evitar la necrosis del miocardio isquémico en riesgo y la extensién del
mismo, evitar la aparicidn de complicaciones o dar tratamiento a ellas si ya se han
presentado. Esta bien establecido que la mayoria de las muertes por infarto del
miocardio ocurren dentro de la primera hora del inicio y que la causa habitual es la
fibrilacién ventricular. De ahi la importancia del transporte inmediato del paciente a un
hospital.
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Medidas generales

Analgesia. El alivio del dolor y la ansiedad sigue siendo un elemento esencial en el
cuidado del paciente con IAM. El enfoque para el tratamiento del dolor consiste en
aliviar la isquemia y atacar el dolor directamente. El tratamiento anti-isquemia consiste
en reperfusion, betabloqueantes, nitratos y administracién de oxigeno. Los analgésicos
narcoticos alivian el dolor no solo de manera directa sino también de manera indirecta
al reducir la estimulacion del sistema nervioso simpatico y la secrecion de
catecolaminas, lo que disminuye el consume de oxigeno y la isquemia. En la mayoria
de los casos, la morfina es el farmaco de eleccion, dado que ofrece analgesia y alivia la
ansiedad. "%

Nitroglicerina. Se trata de un farmaco anti-isquémico, no solo debido a su capacidad
de disminuir la precarga y la poscarga, sino también debido a sus acciones

vasodilatadoras de las arterias coronarias. "9

Aspirina. El acido acetilsalicilico resulta eficaz en todo el espectro de sindromes
coronarios agudos y en la actualidad es parte integral del tratamiento inicial de
individuos con sospecha de infarto agudo. Con este farmaco se intenta bloquear a
breve plazo la formacién de tromboxano A, en plaquetas por inhibicién de la ciclo

oxigenasa. "V

Oxigeno. En pacientes con IAM puede aparecer hipoxemia, por lo comun por
anormalidades de la ventilacion-perfusion que son secuela de insuficiencia ventricular

izquierda. Por esta razén se administra oxigeno via nasal a estos pacientes. '

Bloqueadores de los receptores adrenérgicos Beta. Los betabloqueantes interfieren
en los efectos inotrépicos y cronotrépicos positivos de las catecolaminas, por lo que
reducen el consumo de oxigeno por el miocardio. Los unicos betabloqueadores
aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) son el metoprolol y el atenolol.!'?
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Trombolisis. En algunos pacientes se produce espontaneamente la reperfusion (riego
sanguineo), pero en la mayoria de los casos hay oclusién trombdética persistente en
tanto el miocardio esta en fase de necrosis. La reperfusion oportuna constituye el
medio mas eficaz para restaurar el equilibrio entre el aporte y la demanda de oxigeno
del miocardio. '

Los tromboliticos recanalizan la oclusiéon trombética propia de 1AM vy la restauracion del
flujo coronario limita el tamafo del infarto y mejora la funcién y supervivencia del
miocardio. "' Se utilizan cuatro tromboliticos para su uso habitual: estreptocinasa (EC),
activador del plasmindégeno tisular recombinante (rt-PA), anistreplasa (APSAC) y
reteplasa (r-PA). Estos han demostrado limitar el tamafno del infarto, preservar la

funcién ventricular y mejorar las tasas de supervivencia. ('%

Angioplastia coronaria. Una ventaja importante de la angioplastia coronaria
transluminal percutanea (ACTP), en el IAM es la capacidad de logar reperfusion del
vaso intacto sin el peligro de hemorragia inherente a la administracién de tromboliticos.
Con una guia de alambre y un catéter con globo es mas facil cruzar una oclusién total
de un trombo fresco; de este modo, la angioplastia con globo guiada con alambre es util
para la reperfusion en dos circunstancias: 1) en vez de tromboliticos, en cuyo caso se le
conoce como angioplastia directa o primaria, y 2) como terapéutica coadyuvante junto
con los tromboliticos. '

Es una técnica que consiste en introducir un catéter a través de la arteria femoral, cerca
de la ingle, a fin de hacerlo llegar a la arteria coronaria donde se ha producido la
obstruccién del flujo sanguineo por acumulacién de grasa o trombos. Cuando se llega a
la arteria obstruida, un bal6n inflable en la punta del catéter, es hinchado a una
determinada presién para desbloquear y restablecer el flujo sanguineo. 'V
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Valoracion de la funcion cardiaca.

El aparato cardiovascular abastece a los tejidos de oxigeno y sustratos metabdlicos y
elimina el diéxido de carbono y otros productos del metabolismo. Para estas funciones
es necesario que se integren todos sus componentes (circulacion venosa, hemicardio
derecho, sistema vascular pulmonar, hemicardio izquierdo, circulacion arterial y
sangre). La mayor parte (aunque no todas) de las disfunciones circulatorias de origen
cardiaco en el adulto es ocasionada por anormalidades del hemicardio izquierdo. Por
tanto, para evaluar la funcién cardiaca se valora principalmente la funcién del ventriculo

izquierdo. ('

Métodos incruentos. El cateterismo cardiaco y la angiografia selectiva cuantitativa
constituyen los recursos tradicionales para evaluar la funciéon del corazén, pero estos
métodos cruentos conllevan cierto riesgo y no pueden repetirse en el mismo paciente.
Por consiguiente, se han buscado alternativas para evaluar el volumen cardiaco sin
penetrar en el organismo. Estas técnicas son necesarias en especial para detectar
cambios seriados en la funcién cardiaca y evaluar los efectos tanto agudos como
crénicos de algunas acciones, como son las sustancias farmacologicas y la cirugia
cardiaca. Cuatro son los métodos incruentos principales para evaluar la funcién
cardiaca: la ecocardiografia, la angiografia con radiondclidos, la tomografia
computarizada ultrarrapida y la resonancia magnética con compuerta. Estos métodos
son coadyuvantes de la angiografia con contraste, para medir los volumenes
ventriculares y las dimensiones y de esta manera obtener por medios incruentos un
célculo de los indices de la fase de expulsién. La tension de la pared se calcula
combinando la presién arterial, el radio ventricular y el espesor de la pared. Los cuatro
métodos imagenologicos permiten calcular los volumenes ventriculares sistolico,

diastdlico y la fraccion de expulsién (FE), tanto global como regional. ('

Fraccién de expulsiéon. Se llama fraccion de expulsién (FE) a la razoén o cociente entre
el volumen sistolico (SV) del ventriculo izquierdo, que es la cantidad de sangre que se
expulsa con cada latido, y el volumen telediastélico (EDV); dando asi. SV/ EDV. (1"
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Terapia con células madre en infarto agudo de miocardio.

A pesar de los avances en el tratamiento de problemas cardiacos, la tasa de morbilidad
y mortalidad se mantiene alta a nivel mundial "®. Esta epidemia médica sigue
incrementandose, dando por un lado, un numero considerable de pacientes que
sobreviven después de un infarto del miocardio. La patofisiologia post-infarto del
miocardio es provocada por la pérdida de cardiomiocitos, debida a la necrosis
isquémica aguda y a la incapacidad de los cardiomiocitos restantes para compensar
dicha perdida. '® Asi, el concepto de reparacién o regeneracion de tejido miocardico via
terapia celular (cardiomioplastia) toma suma importancia como alternativa para tratar de

mejorar la calidad de vida de los pacientes.

En la década pasada, muchas de las investigaciones se enfocaron en identificar el tipo
celular ideal con la cual se pudiera promover la regeneracion del miocardio. Muchos
tipos celulares fueron estudiados en modelos animales incluyendo, fibroblastos,

(19 cardiomiocitos fetales '¥), y células progenitoras endoteliales!™®.

mioblastos éseos
Los resultados con estas células fueron alentadores con apreciables beneficios para la
renovacion post-infarto del miocardio; aunque ninguno resultd en una definitiva

diferenciacion fisioldgica significativa en la regeneracion de cardiomiocitos.

En el ano 2002, notables investigaciones sugirieron, por primera vez, que células
madre derivadas de medula 6sea (células madre hematopoyéticas) podrian tener el
potencial de regenerar cantidades significativas de miocardio en ratones después de un

1617 " dando inmenso entusiasmo y subsecuentemente escepticismo en

infarto inducido |
la reparacion y regeneracion de tejido cardiaco. Mas recientemente, la identificacién de
células madre progenitoras cardiacas residentes ha atraido aun mas el interés de los
cientificos. Estos resultados han impulsado el entendimiento de la biologia y fisiologia
del miocardio y han introducido un nuevo paradigma sobre el corazén como un 6rgano

no-terminalmente diferenciado.
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A pesar de la incapacidad del tejido miocardico para recuperarse adecuadamente
después de un dafno agudo, la polémica para considerar el tipo celular ideal para la
terapia, y la falta de comprensién del mecanismo celular fundamental mediador en la
regeneracion cardiaca, se mantiene el optimismo que la terapia celular pueda ser
suficientemente desarrollada para regenerar efectivamente tejido del miocardio después
de un infarto. '®

Células madre progenitoras cardiacas.

Por décadas, el corazon ha sido considerado como un 6érgano terminalmente
diferenciado con capacidad de proliferacion limitada. Los cardiomiocitos sufren
hipertrofia, poco después hiperplasia, en respuesta al estrés hemodinamico, en
contraste con otros tejidos, como lo puede ser el higado, intestinos, y musculo
esquelético. Estos principios de la biologia del miocardio recientemente han sido
cuestionados y se ha propuesto que se considere al corazén como un 6rgano

parcialmente auto-renovable.

La identificacién de células madre progenitoras cardiacas residentes ha puesto, a este

1920) 'y sugiere la capacidad del miocardio de

concepto, a la vanguardia cientifica
mantenerse en homeostasis fisioldgico, en cierto grado, por medio de las células madre

cardiacas residentes. ®" (Tabla 1)

Los estudios hechos por Hierlihy et al®® en 2002 fueron los primeros en identificar la
presencia de un tipo de células madre en corazones adultos basados en la capacidad
especifica de estas células para tefiirse con la técnica de Hoechst. Esta técnica fue
utilizada en un principio para identificar células progenitoras hematopoyéticas altamente
enriquecidas, denominadas “Side Population” (SP), en medula 6sea ?®. Recientemente,
esta metodologia ha sido utilizada para identificar células madre progenitoras en otros
organos incluyendo pancreas, pituitaria, testiculos, glandulas mamarias, pulmones,

@4 Usando andlisis

higado, musculo esquelético, y por supuesto, corazoéon
inmunohistoquimico, Hierlihy et al encontraron que tejido miocardico retenia células SP
especificas, capaces de diferenciarse en cardiomiocitos, in vitro'®?.
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En 2003, Beltrami et al describieron detalladamente un conjunto de células madre
cardiacas (células c-kit+) encontradas en racimos residiendo entre cardiomiocitos en
corazén adulto '?. In vitro, las células cardiacas c-kit+ parecen ser clonogénicas, ya
que fueron capaces de sufrir auto-renovacion y diferenciacidon a lineas celulares
cardiacas (cardiomiocitos, endotelio y musculo liso).

Mas importante aun, estas células c-kit+, cuando fueron trasplantadas en corazones de
ratdn después de un infarto del miocardio, mantuvieron la capacidad de diferenciarse en
cardiomiocitos, in vivo. En este mismo afo, Oh et al emplearon un marcador diferente
de células madre, Sca-1, para identificar otra poblacién de células progenitoras
cardiacas residentes en corazones adultos. Similarmente, las células Sca-1 fueron
capaces de diferenciarse en cardiomiocitos, in vitro e in vivo, en respuesta a la 5-

azacitidina e isquemia del miocardio, respectivamente.

Komuro et al estudiaron la eficiencia en el establecimiento y la diferenciacién de las
células cardiacas SP cuando fueron inyectadas por via intravenosa a tejido miocardico
de rata ® dafiado intencionalmente. Se encontré que células cardiacas SP de rata
neonatal eran capaces de establecerse en areas donde el miocardio estaba dafado y
sufrir diferenciacion en cardiomiocitos, células endoteliales, células de musculo liso y
fibroblastos. Otro marcador potencial de células progenitoras cardiacas, Isl-1, fue
recientemente reportado por Laugwitz et al ®”). Estas células guardan similar potencial
cardiomiogénico in vitro, aunque fueron fenotipicamente distintas que las células SP.
Sigue en investigacion si estas poblaciones de células progenitoras son realmente
diferentes entre si, 0 son las mismas células, pero en una diferente fase en el proceso

de diferenciacion.

La identificacion de células madre progenitoras cardiacas residentes evoca un nuevo
entendimiento del mecanismo por el cual el corazéon adulto puede mantenerse en
homeostasis. Esto aun es una cuestién de debate entre si la homeostasis es mantenida
unicamente por células progenitoras endégenas o mediante fuentes extra-cardiacas,

células madre derivadas de medula ésea. %>
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Tabla 1. Sumario de células madre progenitoras cardiacas reportadas. '®

Célula | Marcador de | Expresion Auto Diferenciacion | Diferenciacion | Especies
superficie genética renovacion in vitro in vivo
SP Sca-1+, Nkx2.5, Cardiomiocito, | Cardiomiocito,
CD31+,CD34- | GATA4, Si Células Ratén,
, c-kit-, CD45- | MEF2C, endoteliales, Células cerdo,
, Isl- Tie2 Células de endoteliales humano
musculo liso.
c-kit Sca-1+, Nkx2.5, Cardiomiocito, | Cardiomiocito, | Ratén,
SP+Lin-, GATA4, Si Células Células rata,
CD45-,CD31- | MEF2C endoteliales, endoteliales, perro,
, CD34- Células de Células de cerdo,
musculo liso. musculo liso. humano
Sca-1 CD31+, Nkx2.5,
CD34- Lin-, GATA4, No Cardiomiocito | Cardiomiocito Raton,
CD45-, c-kit- MEF2C, | Determinado perro
Tie2
Isl-1 Lin-, CD45-, Nkx2.5, No Raton,
c-kit-, CD34-, GATA4 Si Cardiomiocito | Determinado rata,
CD31-, SP- humano

SP, células side population; c-kit, células c-kit; Sca-1, antigeno de células madre 1(adaptado de Liao R, et al. The
Bone Marrow - Cardiac Axis of Myocardial Regeneration. Prog Cardiovasc Dis. 2007 ; 50(1): 18-30.)

Células madre adultas derivadas de médula osea

Es sabido que la médula 6sea es un excelente reservorio de muchas células madre
adultas, y que células madre derivadas de médula 6sea han sido empleadas para el
tratamiento de trastornos hematolégicos. Investigaciones recientes han demostrado que
células madre derivadas de médula ésea tienen la capacidad de cruzar fronteras entre
lineas celulares y transdiferenciarse en hepatocitos, células endoteliales, musculo

%031 Mientras la habilidad de las

esquelético y neuronas con la apropiada estimulacion |
células madre para diferenciarse en cardiomiocitos se mantiene en controversia,
mucho del progreso de las investigaciones en regeneracion cardiovascular, en animales
y humanos, ha sido logrado mediante el uso de poblaciones de células madre derivadas
de medula ésea, incluyendo células madre hematopoyéticas (HSC), células madre

mesenquimales (MSC), y células progenitoras endoteliales (EPC).
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Células Madre Hematopoyéticas (HSC)

Las HSC pueden ser aisladas de la médula 6sea a través de una tipificacion selectiva
de los receptores de superficie particulares (lineage , c-kit+, Sca-1, CD34"°, CD38")
(3233) La habilidad de las HSC para reconstituir el sistema hematopoyético de un
paciente mieloablativo condujo a la primera aplicacion de células madre adultas hace ya

%), No obstante, el fracaso de los estudios para probar

mas de tres décadas
definitivamente la diferenciacion de HSC en cardiomiocitos, in vitro, algunos estudios
en ratones han demostrado el potencial de las HSC para diferenciarse en

cardiomiocitos o células vasculares después de una falla cardiaca, in vivo'®.
Células Madre Mesenquimales (MSC)

Dentro del estroma de la médula 6sea se encuentra una pequena poblacion de células
no-hematopoyéticas que tienen la capacidad de diferenciarse en células de origen
mesenquimal ®®. Estas células representan aproximadamente 0.001 a 0.01% del total
de la poblacién de células nucleadas de la médula. Las MSC son auto-renovables y
pueden desarrollarse in vitro usando técnicas estandar de cultivo celular.

Inmunofenotipicamente, las MSC carecen de antigenos hematopoyéticos tipicos (CD45,
CD34, CD14), pero expresan moléculas de adhesién especificas (ALCAM/CD44) y
otros antigenos (SH2/SH3/SH4/STRO-1) ®”. En un principio, se pensé que las MSC
contribuian solamente a la formacién del microambiente del estroma de la médula 6sea
y que mantenia las funciones y la supervivencia de las HSC. Subsecuentes estudios
dieron a conocer que las MSC por si mismas tiene la capacidad de ser multipotenciales,

y diferenciarse en osteoblastos, neuronas, musculo esquelético y cardiomiocitos (*°2839,
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Células Progenitoras Endoteliales (EPC)

Las células progenitoras endoteliales (EPC) representan un subtipo de células madre
hematopoyéticas. Las EPC expresan los marcadores de células madres
hematopoyéticas CD133, CD34 y el marcador endotelial Flk-1 (VEGFR-2). Las EPC
pueden ser aisladas directamente de la médula ésea o de sangre periférica y

desarrollarse, in vitro. “°
Nichos de células madre

El concepto de nicho hace referencia a un microambiente, donde las interacciones entre
moléculas de adhesién y sus respectivos ligandos, asi como citocinas, quimiocinas y
sus correspondientes receptores dirigen el destino de las células madre y su progenie.
En la médula 6sea adulta, los osteoblastos son componentes criticos para mantener la
auto-renovacion de las HSC, la propiedad esencial para la hematopoyesis. Mecanismos
intrinsecos y extrinsecos definen el estado en el que la célula puede encontrarse. Los
mecanismos intrinsecos incluyen factores de transcripcién y reguladores epigenéticos
actuando a través de remodelacion de cromatina. Los mecanismos extrinsecos son
dictados por el ambiente estromal y los osteoblastos. Algunas quimiocinas son
responsables para el establecimiento de las HSC en el nicho. La interaccion fisica
directa entre las HSC vy el nicho celular esta mediado por moléculas de adhesion, tales
como integrinas y caderinas. “?

Citocinas secretadas localmente definen el curso que tomaran las HSC por medio de la
activaciéon de mecanismos de sefalizacion especificos entre las células. Los ejemplos
mas notables son el factor de células madre (SCF), el ligando flt3, angiopoyetina,
ligandos Notch y ligandos wnt , los cuales en conjunto actian de manera sinérgica. %
(Figura 5)
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Figura 5. Representacion grafica de los mecanismos extrinsecos e intrinsecos en el nicho iniciados con la
interaccién funcional de la hormona paratiroide (PTH) y el sistema nervioso con los osteoblastos, el
establecimiento de HSCs en respuesta a la quimiocinas (SDF-1, factor de derivacién estromal 1), la
interaccion fisica que incluye a las caderinas e integrinas (VLA); y regulacion del estado de las HSC,
autorrenovacién y expansion por accion de citocinas: SCF, factor de células madre; ligando FIt3 (FIt3-L),
angiopoyetina-1 (ang-1), ligando notch (jagged y delta) y ligando wnt. Seguida por la sefalizacion de los
receptores y comenzando asi la expresion de genes. (Adaptado de Haematopoietic stem cell
trasplantation. The EBMT handbook. J. Apperley, E. Carreras. 2008)

Movilizacién de células madre de médula dsea y su establecimiento en miocardio

isquémico

A pesar de la existencia de células madre progenitoras cardiacas, la capacidad
enddgena de regeneracién es insuficiente para mediar en la reparacién después de una
falla cardiaca severa. Asi, la habilidad del miocardio dafiado para reclutar células madre
extra-cardiacas seguido de un dafo es critico para ayudar en la reparacion vy

regeneracion del tejido. '®
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Al menos tres son los componentes importantes en la regulacion de esta complicada
orquesta, el miocardio dafado, la médula ésea y la circulacién periférica.

El miocardio dafiado es el responsable de enviar sefiales via sangre periférica para la
movilizacidn de células madre extra-cardiacas del mayor reservorio, la médula ésea,
hacia circulacién periférica. Después de movilizadas las células, son capaces de seguir
senalizaciones especificas, subsecuentemente salen de circulacion, y migran hacia el
sitio dafiado para iniciar el proceso de reparacion del tejido (figura 6).

Estas tres partes involucradas en la movilizaciéon y establecimiento deben de trabajar
conjuntamente para lograr una significativa y funcional reparacion y regeneracién del

tejido mediada por células madre. ('®

- Auto renovacion
- Diferenciacion
- Reparacion/regeneracion

Dafio isquémico

"h

\_.'-:_h — 2

- Auto renovacion

- Diferenciacion Sefiales para

el establecimiento
(homing)

® Células madre progenitoras cardiacas '\\
@ Células madre derivadas de medula osea ~—/

Figura 6. Representacion esquematica de la reparacion miocardica mediante células madre. Senales de
movilizacion y establecimiento deben de trabajar de forma integrada entre el miocardio, sangre periférica
y medula ésea para logar la regeneracién y la reparacion funcional significativa.(adaptado de Liao R, et al.
The Bone Marrow - Cardiac Axis of Myocardial Regeneration. Prog Cardiovasc Dis. 2007 ; 50(1): 18-30.))
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Se ha demostrado que existen factores cruciales que promueven la movilizacidén de las
células madre derivadas de médula 6sea hacia circulacion periférica, tales como factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de
granulocitos/ macréfagos (GM-CSF), factor de células madre (SCF), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y
eritropoyetina (EPO) “*?). Se sabe que la isquemia del miocardio induce movilizacién de
G-CSF“34)  gCF#4) yEGF#4+4546)  gDF-14340) y EPO“/ ¥ estas citocinas parecen
ser las responsables del establecimiento de las células madre derivadas de médula
Osea después de un infarto del miocardio.

SCF, ligando para c-kit, es un receptor expresado en células madre incluyendo células
madre cardiacas residentes. Al igual que G-CSF y GM-CSF, SCF es un factor
hematopoyético que regula la proliferacién, diferenciacién y supervivencia de células
madre derivadas de medula 6sea.***"

SDF-1, y su receptor CXCR4, son componentes importantes en la regulacién de la
movilizacion de células madre hacia el miocardio danado. Se ha demostrado que la
inhibicion de SDF-1/CXCR4, mediante la neutralizacién con anticuerpos, retarda la

movilizacion de células madre V.

Se sabe que la isquemia del miocardio induce produccion de citocinas y moléculas de
adhesion, causando movilizacién de células madre provenientes de médula 6sea, como
son células madre mesenquimales, células madre hematopoyéticas y células
progenitoras endoteliales hacia el sitio de la lesiébn por medio de un proceso llamado

%254 De entre las citocinas y quimiocinas producidas en

“establecimiento” (homing) '
respuesta al IAM, se encuentran el factor de derivacion estromal (SDF-1a), tenascina C,
fibronectina, molécula-1 de adhesién celular vascular (VCAM-1), laminina, y factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). Esta ultima particularmente responsable de la
movilizacién de las diferentes células madre de médula 6sea >

Todos estos factores liberan proteasas que parten las moléculas de adhesion para asi
ayudar a las células a disociarse de la matriz de la médula ésea. ©”

Las células madre mesenquimales usan integrina a4/B1, integrina a5/ 1, y CD29 para
migrar hacia el miocardio isquémico. Pero la produccion endégena de todos estos

factores no son suficientes para obtener beneficios terapéuticos significantes. 2
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Por esta razén, diversos métodos terapéuticos han sido usados para aumentar y
promover la movilizacion enddgena de células madre. El factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF) aumenta la liberacidbn de metaloproteinasa-9, neutréfilo
elastasa y catepsina G. Estas proteasas cortan a las moléculas de adhesién en el
estroma de la médula désea y facilitan asi la movilizacibn de células madre
hematopoyéticas, monocitos y macréfagos hacia sangre periférica. °® G-CSF actua a
través de la via SDF-10/CXCR4 para movilizar diversas células madre. ®® Pero el
riesgo de una seria complicacién, como lo es una restenosis de las arterias coronarias,
limita su uso. "

No obstante, los Ultimos beneficios obtenidos de la terapia moduladora de la
movilizacién de células madre endégenas esta aun muy lejos de las expectativas.®®
Los resultados desalentadores de las terapias de movilizacibn han establecido la

necesidad del trasplante de células madre.®” (figura 7)

2
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Figura 7. Movilizacion de células madre de médula ésea y establecimiento en miocardio isquémico.
Después del evento isquémico inicial (1), la medula ésea es cebada (2) por el factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF) y por el factor de derivacién estromal (SDF-1a), causando la liberacion
de proteasas granulociticas y la formacién de agrupaciones celulares, las cuales provocan la salida de
células progenitoras endoteliales (EPC) y células madre hematopoyéticas (HSC). Al mismo tiempo, la
movilizacion de células madre ocurre a través de integrinas (3). Estando ya en circulaciéon sanguinea (4),
las células llegan al tejido afectado. BSrC, células estromales de médula 6sea; CXCR4, quimiocina (C-X-
C motif) receptor 4; MSC, célula madre mesenquimal; VCAM-1, molécula-1 de adhesion celular vascular;
VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular. (Adaptado de Nathan M Novotny, et al. Stem Cell Therapy in
Myocardial Repair and Remodeling.doi:10.1016/j.jamcollsurg.2008.04.013.)
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Mecanismos de accion de las células madre en la terapia regenerativa de
miocardio

Se ha propuesto que la terapia de células madre pudiera actuar a través de alguno de
los siguientes mecanismos: diferenciacidon en cardiomiocitos, fusién de las células

trasplantadas con cardiomiocitos residentes del paciente y efectos paracrinos. ©¢"

Diferenciacion en cardiomiocitos

Recientes estudios indican la posibilidad de divisién de cardiomiocitos en adultos 2%,
Estas investigaciones mostraron que una fraccién significante de cardiomiocitos, en
corazén de rata adulta, disminuian la actividad en la telomerasa y se apreciaba el
acortamiento de la longitud del telomero asociados con el recambio de miocitos. Esto
sugiere que la existencia de la divisibn de cardiomiocitos juega un rol vital en la
restauracion de la funcion cardiaca normal. Corazones post-infartados de pacientes
mostraron un marcado incremento del numero de miocitos en el borde de la zona
isquémica una semana después del infarto. 4

El crecimiento celular por si solo no puede compensar la pérdida de cardiomiocitos ni el
dano provocado luego de un infarto de miocardio, asi también la proliferacién celular
ocurre solo en la buena reperfusién de la zona infartada.®Pero el origen de los
precursores de miocitos cardiacos esta aun por determinarse. Ellos pueden originarse
de células madre cardiacas residentes o de células madre circulantes que se dirigen al
corazon después del infarto. El dafo del érgano y el alto nivel de células madre en
circulacién son dos importantes factores que influyen en la transdiferenciacion de
dichas células en distintos sitios. ¢®

Mecanismos de sefalizacién, incluyendo G-CSF y proteina jagged-1, son utilizados por
el microambiente miocérdico dafado para  estimular a células madre para
diferenciarse.®” También se ha observado que el contacto célula con célula esta
implicado en este mecanismo de diferenciacion.®® (figura 8).
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Interesantemente, células Lin™ c-kit* al igual que células derivadas de médula ésea,
pueden reconstituir miocardio de ratén in vivo. '®°® G-CSF incrementa el reclutamiento
de monocitos y células c-kit" derivadas de médula 6sea o macréfagos, que se
diferencian en miofibroblastos en la zona infartada. *°%® G-CSF también aumenta la
diferenciacion cardiomiocitica de células madre mesenquimales derivadas de médula
bsea. 5961

Fibroblastos cardiacos y cardiomiocitos maduros, que se encuentran en el borde de la
zona isquémica, forman nuevos cardiomiocitos. La reperfusion luego de la isquemia,
eleva la transcripcion de actina de musculo liso y es responsable de la diferenciacién de

fibroblastos cardiacos en miofibroblastos. ©

+
<——  NRG-Ip

e =

erbB2 )

G-CSF
l o Proteina Jagged 1

MsC /

+
SDFLa/CHCRA g

Factores de transcripcion
espectﬁcos de cardiomiocitos

Tensidén mecanica
Rigidez de ECM

paxillin

Lamellipodia

T,

| Elongacion de miocitos
\\ Restauracion por contacto celula con cehla

4+ p21 @ Cardiomiocito
"

& AcTA2 + Miofibroblasto cardiaco

HGF
Reperfusion
"

— fl\

-.r YB1 —_ =
Fibroblasto cardiaco

Figura 8. Mecanismos de diferenciacion celular. En este diagrama se representa a los mecanismos de
respuesta de cada tipo celular que se movilizan al tejido isquémico en el corazén: MSC,EPC, fibroblastos
cardiacos y cardiomiocitos. Acta2, actin alpha 2; CXCR4, quimiocina (C-X-C motif) receptor 4; EPC,
célula progenitora endotelial; G-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos; HGF, factor de
crecimiento de hepatocitos; MSC, células madre mesenquimales; NGR-18, neuregulin-1p3; SDF-1a, factor
derivado estromal-1a; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; YB1, proteina de unién Y-box.

(Adaptado de Nathan M Novotny, et al. Stem Cell Therapy in Myocardial Repair and
Remodeling.doi:10.1016/j.jamcollsurg.2008.04.013.)
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Fusion de células madre trasplantadas con cardiomiocitos residentes

Algunas investigaciones sugieren que la expresion de marcadores proteinicos cardiacos
dirigen hacia fusidn celular en vez de un proceso de diferenciacién. Se piensa que los
genes de las células trasplantadas pudieran compensar la pérdida de material genético

de las células residentes afectadas durante el dafo isquémico y adoptar el fenotipo de

69,70

los cardiomiocitos ahi existentes. *’% El trasplante de células derivadas de médula

0sea puede inducir el crecimiento de nervio cardiaco mejorando la funcion inotrépica del

M La fusién de células madre con células de Purkinge ha sido también

(72)

corazén.
demostrada. Estos estudios sugieren que la fusion celular es un importante

mecanismo para regenerar tejido después de un infarto de miocardio.
Efectos paracrinos

Se piensa que los efectos benéficos inmediatos de la terapia celular en el infarto de
miocardio son mediados a través de accion paracrina. Si bien, muchas células
trasplantadas inicialmente injertan en el miocardio hospedero exitosamente, también
sufren muerte celular no apoptotica con el paso del tiempo. "

Las células madre inhiben apoptosis en cardiomiocitos, aumentan la angiogenesis, y
salvan miocitos dafiados mediante la accién de citocinas y factores de crecimiento
producidas por las células implantadas o por el tejido reactivado del hospedero de
modo autocrino o paracrino. ¥ El factor de necrosis tumoral (TNF)-o. protege a miocitos
cardiacos de dafio hipéxico.”® El VEGF incrementa la angiogenesis en la zona préxima
al infarto.”® Las células madre trasplantadas modifican la matriz extracelular vy
promueven favorablemente la remodelacion mediante la disminucién de la produccion
de colagena tipo I, colagena tipo lll, y metaloproteinasa 1, oponiéndose asi a los efectos
de los fibroblastos cardiacos, los cuales sobre-expresan las anteriores moléculas.
Como resultado, las células madre limitan significativamente la expansion del infarto y

la hipertrofia del miocardio mediante reduccién de la reactividad de la colagena. ¢
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Vias de administracion de las células madre

Las rutas potenciales de liberacion de células madre en el corazdn son varias: inyeccion
intramiocéardica directa durante la cirugia cardiaca abierta, inyeccion intramiocardica con
catéteres de forma percutdnea guiados por fluoroscopia o con técnicas de cartografia
electromecanica, administracion intracoronaria de las células, movilizacion de las
células de la médula 6sea usando agentes farmacol6gicos que son capaces de
estimular la proliferacion de estas células en la propia médula 6sea y su posterior
liberacién al torrente sanguineo. Otras vias hipotéticas en investigacion serian la simple
administracién intravenosa periférica o de forma directa en el sistema venoso coronario
a través del seno coronario. Todas estas vias de administracion tienen sus ventajas y
sus inconvenientes, pero todavia se esta lejos de saber cual es la mas ventajosa y
adecuada. Quiza todas ellas tengan aplicaciones determinadas segun la situacion
clinica del paciente. En un paciente con infarto agudo de miocardio, la via intracoronaria
seria la mas adecuada, o bien la movilizacion de células madre con farmacos. Sin
embargo, lejos de buscar una competencia entre las diferentes formas de
administracién de las células madre, lo mas sensato es complementarlas y usar la mas
adecuada segun las caracteristicas del paciente y la situacién clinica que se quiera
resolver. ®

Otro tema en plena fase de investigacién es cual es el momento mas adecuado para
realizar el trasplante de células madre. Esto tiene una gran importancia en los pacientes
con infarto agudo de miocardio. Los datos de experimentacion animal indican que el
mayor beneficio se obtiene después de la fase inflamatoria del infarto agudo de
miocardio y antes de comenzar la fase de necrosis. En los humanos se han utilizado

ventanas que van de los 4 a los 15 dias postinfarto de miocardio.
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Seguimiento de los pacientes que reciben terapia celular

El seguimiento de los pacientes que reciben terapia celular tiene una enorme
importancia por dos motivos: para valorar la seguridad y la eficacia de la técnica. En
relacién con la seguridad, tiene una gran trascendencia conocer el dafo miocardico
secundario a la técnica empleada. Los siguientes parametros pueden usarse para
valorar la eficacia: funcion ventricular global y regional, viabilidad, tamafo del infarto,
grosor de la pared infartada, reserva contractil, perfusion y reserva coronaria.

Las funciones global y regional pueden calcularse con angiografia, ecocardiografia y
resonancia cardiaca. Quiza esta ultima técnica sea la de eleccion para seguir a estos
pacientes, al tratarse de un procedimiento no invasivo, con una alta resolucion temporal
y espacial y, ademas, con una alta reproducibilidad. Ademas, es mas precisa que la
angiografia y la ecocardiografia para valorar el remodelado, porque no realiza
asunciones en relacién con la geometria ventricular, que es crucial en los ventriculos

distorsionados después de un infarto de miocardio. ®

La viabilidad es otro parametro de gran importancia en estos pacientes. Puede
calcularse con ecocardiografia de estrés con dobutamina a dosis bajas, técnicas de
medicina nuclear o mediante resonancia cardiaca con realce tardio con gadolinio.
Varias investigaciones han demostrado que el grosor de la pared infartada, calculado
por resonancia cardiaca o ecocardiograma, se correlaciona bien con la viabilidad. La
reserva contractil se define como la potencialidad del miocardio para incrementar su
contractilidad después de la administracién de inotrépicos y se puede determinar
monitorizando la respuesta del ventriculo con ecocardiografia o resonancia magnética
con administracion de dobutamina a dosis bajas (desde 5 a 10-20 pg/kg/ min). La
tomografia de emision de positrones y las técnicas de medicina nuclear permiten una

estimacion muy precisa de la perfusién miocardica.
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Terapia con células madre derivadas de médula 6sea, estudios clinicos pioneros

En los primeros estudios clinicos, el trasplante intracoronario de células progenitoras
adultas después de IAM probaron la factibilidad y seguridad de la aplicacién terapéutica
de estas células. Adicionalmente, pacientes tratados con esta terapia experimentaron
un inesperado incremento en la vascularizacién, un modesto incremento de la funcion
ventricular izquierda y reduccién del remodelamiento patolégico, indicando asi un efecto
benéfico del tratamiento con células madre en las consecuencias post-infarto. 7:® A

continuacion se hace mencion a los primeros y mas notables estudios realizados.

La primera experiencia clinica fue reportada por Strauer en el afno 2002. Se incluyeron
pacientes con IAM reperfundidos exitosamente con ACTP primaria, a los que una
semana después de la reperfusion se les administr6 por via intracoronaria, células
madre derivadas de medula 6sea autdlogas (del propio paciente).”®

El grupo de Fernandez-Avilez incluyé 20 pacientes en donde se evaluo la capacidad
regenerativa in vitro y el efecto en la remodelacién ventricular post-IAM de la infusién de
células madre derivadas de médula 6sea. A 6 meses de seguimiento, se encontré una

mejoria significativa del volumen sistélico final y de la fraccién de expulsion.

El estudio clinico “TOPCARE-AMI” (Transplantation of Progenitor Cells and
Regeneration Enhancement in Acute Myocardial Infarction) investigd los efectos de la
infusién intracoronaria de células progenitoras circulantes y de células madre derivadas
de médula 6sea en pacientes con |IAM (un tipo celular por paciente, no los dos). La
angiografia del ventriculo izquierdo a los 4 meses posteriores, reveld un incremento en
la fraccion de expulsion y un decremento en el volumen sistélico final. No hubo
diferencias considerables entre los dos tipos celulares. Un afio después con ayuda de
resonancia magnética de alto contraste se demostré un aumento en la fraccion de
expulsién y ausencia de hipertrofia, sugiriendo asi una regeneracion funcional de los
ventriculos infartados. ®"

El estudio clinico, “BOOST” (The Bone Marrow Transfer to Enhance ST-Elevation Infarct
Regeneration); aleatorizado, fue disefiado para evaluar si el trasplante autélogo

intracoronario de células derivadas de médula ésea podia aumentar la funcién global
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del ventriculo izquierdo en pacientes post-lIAM tratados con intervencién coronaria
percutanea. La fraccion de expulsion ventricular izquierda global cambidé respecto a la
linea base en los 6 y 18 meses de seguimiento. A los 6 meses, hubo un aumento de la
funcién ventricular izquierda sistélica determinada mediante resonancia magnética. Por
otro lado, no se observaron problemas adversos provocados por el trasplante. A los 18
meses, el estudio fall6 al no demostrarse mejoria sostenida de la funcién ventricular
izquierda ni de la fraccion de expulsion global ventricular izquierda al comparar los
resultados con los de un grupo control de pacientes con |IAM sin trasplante de

células.®®

El estudio titulado “REPAIR-AMI” (The Reinfusion of Enriched Progenitor Cells and
Infarct Remodeling in Acute Myocardial Infarction) investigd los efectos de la infusién
intracoronaria de células mesenquimales de médula 6sea en la regulacién del flujo
sanguineo coronario en pacientes reperfundidos luego de un IAM. El estudio fue
diseflado con modalidad de aleatorizado y un grupo de pacientes a los que se les
infundio un placebo. Un Doppler intracoronario fue usado para medir el flujo de la
arteria coronaria. El flujo fue normal (aproximadamente 90%) en los pacientes tratados
con células madre respecto a los pacientes con placebo. Ademas se observo que en los
pacientes trasplantados con células madre no hubo recurrencia de infarto de miocardio
ni rehospitalizacion por alguna falla cardiaca. Estos resultados sugieren que hay
beneficios terapéuticos con la infusion intracoronaria de células madre derivadas de
médula 6sea luego de un IAM. &)

Otro estudio aleatorizado, el estudio clinico “ASTAMI" (Autologus Stem Cell
Trasplantation in Acute Myocardial Infarction) no encontré un aumento significativo de la
funcién ventricular izquierda después de 6 meses de la administracion de células
progenitoras derivadas de médula 6sea en pacientes con IAM. %

Diferencias en el tratamiento y procesamiento de las células, asi como las
caracteristicas funcionales de cada tipo celular pudieron haber influido en los resultados

de los diferentes estudios clinicos mencionados. ¥
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La insuficiencia cardiaca post-IAM debido a remodelacién ventricular, es un problema
que se observa cada vez con mayor frecuencia. Una opcion terapéutica novedosa para
revertir esta secuela es aumentar la angiogénesis y la regeneracion de cardiomiocitos
en la zona infartada. Los estudios mencionados anteriormente, han mostrado evidencia
de mejoria a través de inyeccion intracoronaria de célula madre, sin embargo los
ensayos clinicos disefiados para evaluar la mejoria de la funcién ventricular con esta
técnica son escasos y ofrecen resultados no muy claros. El incrementar la FE en estos

pacientes podria a mediano y largo plazo mejorar la sobrevida.
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Capitulo Ill: Objetivo

Objetivo General

Estandarizacién del procedimiento por el cual son obtenidas, procesadas e
infundidas las Células Progenitoras Hematopoyéticas derivadas de Médula
Osea Autéloga en pacientes con Infarto Agudo de Miocardio.
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Capitulo 1V: Metodologia

A continuacion se detalla el protocolo completo sobre el trasplante autélogo
de células progenitoras hematopoyéticas derivadas de médula 6sea en
pacientes con infarto agudo de miocardio.

Nota: Se incluye el protocolo completo del estudio, sin embargo para los fines de esta tesis los resultados
se limitan a la estandarizacion del método mas no a los resultados del estudio clinico completo.
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Seleccién de los pacientes

1.- Poblacién objetivo: adultos de cualquier género con IAMCESST

2.- Poblacién elegible: adultos con IAMCESST que ingresen a la unidad coronaria del

Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

3.- Criterios de inclusién:

°

Adultos, ambos géneros; 20 a 75 anos de edad.

*.
°

Diagnéstico de IAMCESST con < 24 hrs. de inicio de sintomas, reperfundidos
exitosamente con ACTP primaria e implante de Stent y con una PE < 45%
medias por ventriculografia postcateterismo y/o ecocardiograma.

«+ Firma del consentimiento informado.

4 -Criterios de exclusion:

Infarto con onda Q.

Choque cardiogénico.

Sospecha o evidencia de complicacion mecanica del infarto.

YV V V V

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

Uso actual de farmacos antineoplasicos y/o inmunosupresores.

Historia de cancer en los ultimos 5 afios.

Hemopatia maligna previa (leucemia, linfoma).

Insuficiencia renal conocida con creatinina > 2.6 mg/dL.

Accidente vascular cerebral de cualquier tipo en el Ultimo afo.

YV V. V V VYV V

Cualquier enfermedad que pueda afectar la sobrevida del paciente durante la
duracion del estadio.
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5.- Criterios de eliminacion:

= Solicitud de alta voluntaria.

» Reinfarto y/o complicaciones durante el procedimiento.

» Imposibilidad técnica para obtener suficiente aspirado de medula 6sea y/o
CPH.

6.- Técnica de seleccidn y asignacion:

Seleccién.- Dado que en la Institucion no se cuenta con una poblacién finita de
estos pacientes, se realizara un muestreo no probabilistico secuencial.

Asignacion.- Cada paciente sera asignado a un grupo control o grupo de médula
6sea de manera aleatoria simple, empleando la tabla de numeros aleatorios. Se
realizaran bloques balanceados para evitar que un brazo tenga mayor numero de

pacientes.

Desarrollo

l. Cumplir con los criterios de seleccion.

Il. Obtencion de CPH.

o Se realiza la extraccion de células madre a las 7:00 h en una sala de
hemodinamia del INCICH. Se comienza el procedimiento bajo sedacion
consciente y analgesia, utilizando una via periférica o catéter central.
Durante el procedimiento el paciente esta vigilado con monitores de la TA,
ECG y saturacién de O2

o Previo al inicio de la extraccion, se administra al paciente 0.5 cc de
heparina no fraccionada al 1% por cada 10 Kg. de peso corporal via

intravenosa.
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O

~ 7y

Se prepara en un “rindn” una solucién con 100 cc de solucién fisioldgica

mas 1cc de heparina no fraccionada al 1% sin conservadores.

Se prepara asi mismo, una bolsa transfer de 100 cc a la que se afade 10
cc de solucion fisiolégica y 1 cc de heparina no fraccionada al 1 % sin
conservadores a través de un sampler previamente colocado a dicha

bolsa.

La extraccion de médula ésea se realiza mediante punciones repetidas de
cresta iliaca posterior, previa asepsia y antisepsia de la piel con isodine,
con una aguja de puncion conectada a una jeringa de 200 cc. En una
puncién se aspira aproximadamente 5 cc de médula 6sea. Después de
cada puncién-aspiracion, la aguja con la jeringa se enjuaga en el riién con
la solucién fisiolégica y heparina para su reutilizacion. Este procedimiento

se repite hasta obtener entre 50 y 70 cc de médula ésea.

Una vez terminado el procedimiento, se limpia la zona de la puncion con

isodine y se coloca un apoésito

Posteriormente, la bolsa de médula 6sea es trasladada en fresco al
Centro Nacional de la Trasfusion Sanguinea (CNTS) para su
procesamiento y separacién de las Células Progenitoras Hematopoyéticas

mediante la siguiente metodologia.
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A continuacién se muestra el protocolo de separacion de células mononucleadas
a partir de médula ésea utilizando un gradiente de densidad con Ficoll® con el kit CS-

900 en el sistema automatizado Sepax® S-100 de Biosafe (ver Anexo ).

a) Recoleccién de la muestra:

> La muestra de médula 6sea la debe realizar un médico entrenado y en un
quiréfano que cumpla con las especificaciones de limpieza.

> El volumen a recolectar debe estar entre 80 a 120 mL en bolsa. Esta muestra
debe estar filtrada para evitar el paso de grasa o restos de hueso en el sistema
de separacion.

» La muestra debe llegar al Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea dentro
de las dos primeras horas luego de su recoleccion y a temperatura ambiente,
con una solicitud expedida por el centro de trasplante indicando resumen clinico
del paciente, datos demograficos para procesamiento de CPH, asi como el

consentimiento firmado.

b) Material, Equipos y Reactivos:

- Kit Sepax CS-900 de separacioén celular.

- Bolsa de 500 mL de solucién salina isotdnica (SSI) estéril.

- Gradiente de densidad de 1.077 g/cm3 (Ficoll®) estéril.

- Albumina humana al 25 % o0 20 % estéril.

- Equipo Sepax® S-100 de Biosafe (con version “Ficoll® V100” incluida).
- Campana de Bioseguridad clase II.

- Jeringas de 3, 5, 20 y 60 mL.

- Agujas del niumero 18 (rosas) y 21 (verdes).

- Gasas y cloruro de benzalconio al 0.13 % (merthiolate blanco)
- Tijeras.

- Bolsa transfer de 75 0150 mL estéril.

- Pinzas de rodillo.
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- Sellador dieléctrico HEMATRON l1l de Baxter ®.

- Plumén indeleble.

- Guantes de latex; gradilla para criotubos.

- Tubos Eppendorf y criotubos de 1.5 mL estériles con tapdn de rosca.

- Agitador arménico.

c) Calculo del volumen de médula 6sea:

- se ingresa la informacién en la base de datos, para obtener etiquetas y rotular
documentos, tubos, bolsas y microbiol6gicos.

- se preparar la campana de bioseguridad con albumina, Ficoll®, bolsa transfer, kit
sepax® CS-900, SSI estéril, gasas, merthiolate, tijeras y gradilla con dos tubos
eppendorf (BH inicial y final) y un criotubo (cultivos clonogénicos), perfectamente
rotulados, frascos aerobio y anaerobio para cultivos microbiolégicos.

- se sella y corta la linea con filtro de la MO. Se identifica esta bolsa con plumén
indeleble.

- se pesa la bolsa y se calcula el volumen con la siguiente férmula:

Volumen total = Peso de la bolsa (g) — Tara/ 1.022 g/mL
- se homogeneiza la bolsa con médula ésea, se aseptiza y se toma 0.5 mL de muestra
con jeringa de 3 0 5 mL y con aguja verde. Colocar en tubo eppendorf para biometria
hematica inicial y citometria de flujo.

d) Programacion del equipo automatizado Sepax®.

e) Preparacion del kit SEPAX CS-900 de separacion.
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Esquema representativo del kit CS-900 de separacion. : , significa sellar.

Donde:

A: Camara de separacion 220 mL.

B: Linea de presién con filtro.

C: Soporte de los rotores de stopcock.

D: Camara de bulbo para purga.

E: Linea con bayoneta para entrada a la bolsa principal de MO.

F: Bolsa de recoleccion de PVC de 1000 mL; de manera inicial, se pondran 100 mL de
Ficoll ®; de manera final, es la bolsa de desechos.

G: Linea con bayoneta donde se colocara la bolsa transfer de 150 mL.

H: Linea con bayoneta para colocar la solucion de lavado (buffer de albumina al 2.5 %).
I: Linea con bayoneta para colocar la bolsa con medio de cultivo (opcional).

J: Entrada tipo lGer para jeringa.

K: Sampling de la bolsa de recoleccion (para hacer control microbiol6gico al final del
proceso)

L: Bolsa transfer de 75 o0 150 mL.
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f) Preparacion del amortiguador de albumina al 2.5 %
El objetivo de usar la soluciéon de lavado con albumina es simplemente para

evitar la adherencia celular en los materiales que se vayan a utilizar.

Saolucidn de albimina 2.5%
Bolsa Transfer

500 mL de
sglucian de
albiming al 2.5%

Médula Osea

Camara de
bulbo

Bolsa transfer
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El tiempo aproximado del proceso es de 1 hora y 15 minutos.
De la bolsa de CPH (una vez agitada) se toma 1.0 mL de muestra a partir del sampling

(previa asepsia), homogeneizando tres veces con la misma jeringa.

Se coloca 0.5 mL en tubo estéril (criotubo) para realizar cultivos clonogénicos. Los otros
0.5 mL se colocan en tubo eppendorf para realizar biometria hematica final, CD34+ y

viabilidad celular por citometria de flujo.

h) Realizacion de cultivos microbiolégicos
Como parte del control de calidad, se realizan los cultivos microbiolégicos
aerobios y anaerobios para asegurar que la unidad este estéril.

i) Resultados (en volumen final de 50 mL de la bolsa transfer)

Debido a que es un proceso controlado y totalmente automatizado, los resultados que

se obtienen en promedio son los siguientes:

Recuperacion | Recuperacion Viabilidad Deplecion de | Deplecion de | Deplecion de
de MNC de CD 34+ posterior Granulocitos RBC PLT
56% 88% 98% 88% 99.7% 66%

De esta manera, y a peticion del médico, la dosis se ajusta entre 1.0 x 10°y 2.0 x 10°

células en maximo 20 mL de amortiguador.
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lll. Inyeccién intracoronaria de células madre.

v' Se realiza puncion de la arteria femoral derecha o izquierda con técnica de
Seldinger modificada utilizando un sistema 6 Fr. Se canula la arteria
responsable del infarto utilizando un catéter guia correspondiente (JI, JR,
etc.). antes del primer disparo de control se infunden 200 microgramos de
nitroglicerina intracoronaria. Los disparos de control se haran en la mejor
proyeccidn que determine exactamente la zona del implante del Stent.
Posteriormente se avanzard una guia de angioplastia 0.014 tipo CHOICE PT
hasta la porcidn distal del vaso y en este momento se administra una dosis de
heparina no fraccionada ajustada al peso del paciente. Una vez colocada la
guia de angioplastia, se avanza un catéter balén “over the wire” hasta el sitio
del Stent. Se insufla el balén con material de contraste diluido al 50 % a bajas
presiones (2-3 atmadsferas), se retira la guia de ACTP y en ese momento se
comienza la infusién del concentrado de células madre durante 2 minutos, y
posteriormente el balén se desinfla durante 1 minuto. Esta operacién se repite
hasta completar la dosis total de células madre.

v La inyeccién de CPH, se hace de preferencia el mismo dia de la extraccion

en una sala de hemodinamica del INCICH.

IV. Evaluacion.
a) BASAL (previo a la inyeccion intracoronaria).
- clase funcional, BH, QS, enzimas cardiacas.
- Ventriculografia izquierda y/o Ecocardiograma.

- Gamagrafia cardiaca (SPECT)

- Resonancia magnética con Gadolinio
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b) SEGUIMIENTO

ier y 3er mes: clase funcional, efectos adversos, BH, QS, enzimas

cardiacas.

6 meses: clase funcional, efectos adversos, BH, QS, enzimas cardiacas.

- Coronariografia con ventriculografia izquierda.
- Gamagrafia cardiaca.
- Resonancia magnética con Gadolinio

Protocolo de resonancia magnética (RM).

El scanner utilizado en la valoracién cardiovascular es un Sonata 1.5 Teslas optimizado
para corazdn. La exploracion se realiza sincronizada con el ciclo cardiaco, y se

requieren periodos cortos de apnea.

El estudio se inicia con imagenes localizadores, seguidas de corte ortogonales en los
tres planos en secuencia HASTE (half adquisition turbo spin echo) utilizadas como
referencia para las adquisiciones de imagenes de alta resolucion ponderadas por T2,
obteniendo 16 imagenes de Unico impulso de actividad, por medio de la reconstruccion
semi-Fourier.

Para planear las imagenes orientadas al eje ventricular izquierdo, en el localizador axial
a la mitad de los ventriculos, se realiza corte longitudinal justo por la mitral y hasta el
apex, para obtener una imagen sagital oblicua, que sera el eje largo del ventriculo
izquierdo. De esta imagen obtenida, se logran tres localizadores en eje corto, uno a
través de la valvula, uno intermedio y uno en los musculos papilares, perpendicular a la
valvula.

El plano cuatro camaras se planea sobre los localizadores del eje corto, en la mitad de
los ventriculos y se hace colocando una linea a través del centro geométrico del
ventriculo y el margen agudo, que es el mas externo del ventriculo derecho, formado

por la transicion de las paredes diafragmatica y libre del ventriculo derecho.
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Los ejes cortos se planean en el cuatro camaras definiéndose por lineas
perpendiculares el eje largo ventricular obtenido por la imagen de cuatro camaras

dando ocho imagenes en cine con apnea del paciente de la base al apex.

Para obtener una imagen en 2 camaras, también se toma como referencia el eje corto
localizador, en este caso el corte es paralelo al Septem interventricular y se detiene a

través de la valvula mitral.

El analisis morfologico funcional incluye imagenes en cine eco de gradiente en plano 4
camaras, 5 camaras, tracto de salida del ventriculo izquierdo y tracto de salida del
ventriculo derecho. En cada proyeccién se captura al menos un ciclo cardiaco (intervalo
R-R del electrocardiograma) con una secuencia rapida Turbo-FLASH.

Con la finalidad de valorar la viabilidad miocardica se administra posteriormente
Gadolinio intravenoso (15 mL), adquiriendo imagenes inmediatas en dos camaras y eje
corto denominadas “first pass”, en las que se identifica el paso de contraste de
cavidades derecha a izquierda y posteriormente se observa la perfusion homogénea del
musculo cardiaco. Quince a veinte minutos después de la administracién del contraste
se adquieren imagenes en cuatro camaras, eje corto y dos camaras en secuencia de
inversidn recuperacion, para busqueda de reforzamiento tardio en relacion a necrosis
miocardica, se determina la localizacion, es decir el segmento involucrado, la extension
y severidad si se trata de afeccion subendocardica, no trasmural, o trasmural. Este
método es considerado dentro de los mejores en la determinacion de viabilidad

miocardica gracias a la excelente resolucion espacial y temporal del método.
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Protocolo SPECT (Single Positron Emission Computed Tomography)

Las adquisiciones con SPECT en reposo y en esfuerzo seran realizadas con una
gamma camara Siemens Orbiter 2000 que tiene un procesador ICON A/P y el programa
Gated-SPECT cuantitativo Cedars-Sinai. Se utiliza un colimador multipropésito de baja
energia con agujeros paralelos para obtener 32 proyecciones a 30 seg/proyeccion
sobre un arco semicircular de 180° usando un 15 % de ventana cerrada sobre el pico de
140KeV. Todas las imagenes tienen medidas de control de calidad. Se utiliza un
protocolo de un dia de sestamibi tecnesio-99m. las imagenes de SPEC se obtendran 45
a 60 minutos después de la administracion de 10-15 mCi en reposo y 20-30 mCi
después del esfuerzo (relacién 1:2) en la posicion de decubito supino. La posicién
recubito prono se utilizara solamente cuando se observe contaminacién o artefactos
inferiores. Las imagenes G-SPECT seran obtenidas 30-40 minutos después del
esfuerzo en la posicion de decubito supino.

Ventriculografia isotépica en equilibrio.

Para la realizacion de la ventriculografia en equilibrio se utiliza la técnica de marcado in
vitro de eritrocitos con ®™Tc¢ (ultra Tag-**Tc Mallinckrodt) en una dosis de 30 mCi; la
adquisicion de las imagenes se inicia inmediatamente después de ser administrados los
eritrocitos marcados. Se adquieren tres proyecciones estaticas (oblicua a 45°, anterior y
lateral izquierdas) de ocho minutos cada una, se coloca al paciente en posicion supina
bajo el detector de radiacibn gamma con colimador paralelo para baja energia (140

KeV). Se utiliza una gamma cdmara General Electric ELGEMS-Millenium MPS.
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Flujograma del trasplante de CPH.

Dia 0: pacientes con IAM con
elevacion del segmento ST y
ACTP primaria

Dia 3-5: aleatorizacion

Grupo de CPH Grupo control

Dia 3-5: Res. Mag. SPECT
(ventriculografia)

Dia 5-6
Aspirado de médula 6sea,
inyeccion intracoronaria y

ventriculografia

Seguimiento clinico
1 y 3 meses

6 meses: cateterismo, RMN,
SPECT, VRI
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Capitulo V: Resultados y Discusion

Los resultados que a continuacion se muestran corresponden a la estandarizacién del
proceso del trasplante de CPH. Se reportan lo datos de tres pacientes implicados en el
estudio clinico. Estos se presentan en el respectivo orden conforme el protocolo lo

estipula.
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I. Los tres pacientes cumplieron con los requisitos de seleccién. Los pacientes
son del sexo masculino, con un rango de edad de entre 48 y 57 afos, con diagnostico
de infarto agudo de miocardio con elevacién del segmento ST, inicio de sintomas
menores a las 24 h, los cuales fueron reperfundidos exitosamente con ACTP primaria.
Fueron evaluados médicamente y dictaminados como aptos para incluirse en el estudio

clinico.

Il. La extraccidon de médula 6sea se realizd6 en una sala de hemodinamia del

INCICH. Los voliumenes obtenidos se muestran en la tabla 1.

Tabla1. Volumenes totales extraidos de médula 6sea y hora de recoleccién.

Paciente | Volumen de médula 6sea | Hora de toma de muestra
1 89.75 mL 8:00 am
2 88.8 mL 8:00 am
3 112.3 mL 7:45 am

En la tabla 2, se indican los datos de la primera biometria hematica (BH inicial) que se
realiz6. Adicionalmente, con el fin de cuantificar la subpoblacién de progenitores
hematopoyéticos existentes en el producto de infusion, se lleva a cabo un analisis
inmunofenotipico. Se utiliza técnica de inmunofluorescencia directa en un citémetro de
flujo FACScalibur (Becton Dickinson Biosciences, BDB) para detectar el marcador de
superficie CD34".

Asi de esta manera se obtienen los valores celulares de cada muestra, antes de ser

procesadas y seleccionadas las CPH.
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Tabla 2. Valores de biometria hematica inicial y cuenta de células CD34" de la muestra de médula dsea.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
LEU 22.2x10°/ mm’ 14.0 x 10° / mm’ 31.0x10°/ mm’
ERI 2.56 x 10°/ mm’ 3.86x10° / mm’ 4.47x10°/ mm’
HB 9.3 g/dL 11.7 ¢/ dL 14.7 g/ dL
HTC 24.4% 33.6 % 40.9 %
PLT 53x 10° / mm’ 40 x 10°/ mm’ 90 x 10° / mm’
PTC 0.045 % 0.027 % 0.077 %
VCM 95 um’ 87 um’ 91 um’
HCM 36.2 pg 30.5 pg 329 pg
CCMH 38.1 g/dL 35.0 g/dL 36.0 g/dL
IDE 123 % 122 % 12.6 %
VPM 8.5 um’ 6.7 um’ 8.6 um’
IDP 6.8 % 9.9 % 13.0 %
LIN 27.4%:;6.0x10° / mm’ 21.9%:3.0x 10° / mm’ 15.6 % ;4.8 x 10°/ mm’
MON 8.0%;1.7x10°/ mm’ 6.9 %;09x10° / mm’ 53%;1.6x10° / mm’
GRA 64.6%;145x10°/mm’ | 712%;10.1x10°/mm’ | 79.1 % ;24.6 x 10°/ mm’
CD34+ 7.2x10° 5.31x 10° 3.8x 10°

En la tabla 3, se indican los valores de la BH final post-procesamiento, el depletamiento

de glébulos rojos y plaquetas. Asi también los valores de células CD34".

Tabla 3. Valores de biometria hematica final y cuenta de células CD34" de las CPH post-procesamiento.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
LEU 8.5x10°/ mm’ 41x10°/ mm® 125x10° / mm’®
ERI 0.06 x 10° / mm’ 0.04 x 10°/ mm’ 0.14 x 10° / mm’
HB 0g/ dL 0g/dL 0g/ dL
HTC 0.5% 0.3% 1.2%
PLT 31x10° / mm’ 17 x 10°/ mm’ 62 x 10° / mm’
PTC 0.022 % 0.015 % 0.050 %
VCM 0 pum’ 0 pm’ 85.0 um’
HCM 0 pg 0 pg 0pg
CCMH 0 g/dL 0 g/dL 0 g/dL
IDE 0% 0 % 162 %
VPM 7.2 um® 8.5 um’ 8.0 um’
IDP 53% 4.5% 8.1%
LIN 31.6%;2.6x 10° / mm’ 53.5%:;22x10° / mm’ 21.1%;2.6x10° / mm’
MON 75%; 0.6x 10°/ mm’ 89%; 03x10°/ mm’ 55%; 0.6x 10°/ mm’
GRA 60.9%:;5.3x10° / mm’ 37.6%; 1.6 x 10° / mm’ 73.4%:;93x10° / mm’
CD34+ 8.79 x 10° 7.25x 10° 4.0x 10°
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Con los datos de leucocitos finales, se procede a calcular el porcentaje de recuperacion
de las células nucleadas totales (CNT) obtenidas después del proceso de separacion
celular ya que estas son las que seran infundidas en el paciente. Los resultados se
presentan enseguida en la tabla 4. La formula para calcularlos es:

% de Recuperacion de CNT = [(Leu fin) (50 mL) / (Leu ini) (vol de MQO)] x 100

NOTA: para la citometria final, el volumen siempre sera 50 mL.

Tabla 4. Valores de las células nucleadas totales finales

Paciente | % de recuperacion, CNT
1 21.2%
2 16.49%
3 17.95%

Se considera un rendimiento aceptable si el valor es superior a 15% de recuperacion de
CNT.

Adicionalmente, se realizan cultivos Hematopoyéticos (clonogénicos). En la tabla 5, se
reportan los datos obtenidos del numero y tipo de las unidades formadoras de colonias

(UFC), también se reporta la eficiencia clonogénica (E-clone) de cada muestra.

Tabla 5. Reporte de cultivos hematopoyéticos.

* Los limites inferiores permisibles no deben ser menor al 6 % de E-CLONE

Paciente 1 | Paciente 2 | Paciente 3

UFC T/puL 35.6 9.05 -
UFC-GM / pL 27.9 4.74 -
BFU-E / pL 0 0 -
UFC-MIX / pL 7.75 431 -

E- CLONE 20 % 8.2 % -

UFC T x 10° 63.3 0.452 -
Dictamen de la prueba * | ACEPTADA | ACEPTADA -

Donde: UFC-T, unidad formadora de colonias; UFC-GM, unidad formadora de colonias de granulocitos-

macréfagos; BFU-E, unidad formadora de brotes eritroides; E-clone, eficiencia clonogénica.
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lll. Concluidas las determinaciones finales, el paquete de CPH de médula 6sea
es regresado al INCICH para la inyeccién intracoronaria en el paciente.

En la tabla 6, se dan los valores de las dosis infundidas a cada paciente.

Tabla6. Dosis infundidas en los pacientes.

Dosis

Paciente 1 | 1.0 x10° células en 15 mL

Paciente 2 | 2.0 x10° células en 20 mL

Paciente 3 | 1.6 x10° células en 20 mL

Seguimiento del primer paciente.

Evaluacion clinica pre-infusion.

VI. a) La evaluacién basal se efectua previamente a la inyeccion de las CPH. La
informacion siguiente corresponde al resumen clinico perteneciente al primer paciente

en haber completado el protocolo de seguimiento.

Hombre de 54 afios de edad.

Sindrome coronario agudo con elevacion de segmento ST, infarto de miocardio anterior
extenso, angioplastia coronaria transluminal percutanea facilitada, tiempo puerta-balén
de 65 minutos, con tiempos de isquemia total de 185 minutos, colocacion de Stent
Driver a Descendente anterior con flujo final TIMI 2, TMP 2.

Se mantuvo asintomatico cardiovascular sin angina o equivalentes anginosos.

Frec. Cardiaca. 78 Imp., Frec. Respiratoria. 18 rpm., T.A. s sistolica 90 mmHg, T.A.
diastélica 60 mmHg, Temperatura 37°
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El paciente se encontraba conciente y orientado en las tres esferas, tolera el decubito
supino, adecuada coloracién de tegumentos, mucosas bien hidratadas, cuello cilindrico
con ingurgitacion yugular grado 1, campos pulmonares sin tiraje intercostal, ligeros
estertoles crepitante finos bibasales, de predominio derecho, apex palpable en 5° Ell a
1 cm de LMCI, con ruidos cardiacos regulares, no ausculto soplos, sin frotes.

Abdomen globoso a expensas de paniculo adiposo con peristaltismo presente sin datos
de irritacion peritoneal con extremidades, pulsos periféricos conservados, sin edema,

necrolégicamente integro.

Resultados de laboratorio: Hb: 10.7, Hto: 31, Leuc: 8800, Neut: 72.7, Plag: 333 000,
TP: 11.8, TTP: 39.7, Gluc: 95, BUN: 9, Sodio: 13, Potasio: 4.2, MB: 0.91, Tpl: 1.49.

ECG: Ritmo sinusal, FC: 80 LPM, AQRS: -90°, P: 60 ms, PR: 120, QRS: 80, complejos
Qs de V1 a V5 con elevacion del punto J de 1Tmm.

Rx: Se sugiere cardiomegalia, signos de hipertension venocapilar pulmonar, angulos
costodiafragmaticos tienden a desaparecer, aunque no hay linea de Damaso clara. En

region parabhiliar parece existir zona radiopaca que sugiere tendencia a consolidar.

ECG transtoracico: Hipertrofia concéntrica del ventriculo izquierdo, acinesia del tercio
apical de la pared anterior del apex y del tercio apical de la pared inferior, acinesia del
tercio apical de la pared lateral y del tercio apical del septum. Resto de las paredes con
hipocinesia ligera.

Funcién sistélica disminuida con FEVI de 35% por método de Simpson modificado,
trastorno de la relajacion del VI tipo 1.
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Evaluacion clinica post-infusion.

b) El seguimiento del paciente a los seis meses del trasplante se resume a
continuacion, este fue dado por el departamento de hemodinamica del INCAR, Ignacio

Chavez.

Previa asepsia y antisepsia de la regién inguinal derecha, se procedié a puncionar la
arteria femoral derecha con técnica de Seldinger modificada sin complicacién alguna,
se coloco un introductor 6 Fr y se procedi6 a realizar angiografia coronaria selectiva con
los siguientes catéteres: JRy JL 6 Fr.

Con los siguientes hallazgos:

Coronaria izquierda

Tronco. Se observd lesion corta excéntrica en el segmento distal del 24% por
angiografia cuantitativa.

Descendente Anterior. Stent permeable con hiperplasia en el segmento proximal
y ostial del 30%, resto del stent con hiperplasia difusa del 20%. En el segmento distal
de la descendente anterior se observd lesion corta excéntrica del 30%, flujo distal
TIMI2.

Circunfleja. No dominante, sin lesiones angiografias significativas, flujo distal
TIMI 3

Coronaria derecha
Dominante, se observo lesion corta del 30% a nivel de la cruz del corazén, flujo
distal TIMI 3.

Presion telediastolica del ventriculo izquierdo: 30 mmHg. Sin evidencia de gradiente en

el trazo de retiro transadrtico. Se utilizaron 2500 U de heparina, 50 mL de medio de

contraste no idnico.
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Discusion

Los resultados de la obtencidén, procesamiento e infusion de las células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) derivadas de medula ésea del mismo paciente, que ha sufrido
infarto agudo de miocardio, sugieren que la técnica es segura y factible. No se presento
ninguna complicacién en alguna de las etapas del procedimiento. En la tabla 1, se
reportan los volumenes netos colectados de médula 6sea, los volumenes estan dentro
del rango establecido de 80 a 120 mL, los cuales son necesarios para obtener un buen

rendimiento en las CNT.

Terminada la extraccién, se envié la bolsa con médula ésea al Centro Nacional de la
Transfusion Sanguinea para la separacion de las CPH. En las tablas 2 y 3 se muestran
los datos de la biometria hematica inicial y final, respectivamente. Al comparar ambas
tablas, se nota una disminucion de los valores celulares, glébulos rojos y granulocitos,
debido a que el proceso es selectivo y se da una deplecion de estos. En cuanto a los
valores de células CD 34", que es uno de los principales parametros a considerar, se
observa que los valores posteriores al proceso son mayores respecto a los iniciales ya
gue son las células requeridas y son las que estan siendo concentradas.

En la tabla 4, se reportan los porcentajes de recuperacion de las células nucleadas
totales, los cuales se encuentran por arriba de 15%, por lo que se consideran

aceptables. Este parametro indica el rendimiento obtenido luego del proceso.

Los ensayos de cultivos de CPH, conocidos como Cultivos Clonogénicos, indicados en
la tabla 5, son usados para detectar la capacidad de proliferacion y diferenciacién, in
vitro, de las CPH en distintos y sucesivos estadios. Este método es util para calcular el
contenido de progenitores de médula ésea antes o después de una serie de
manipulaciones, particularmente procesos empleados como parte del trasplante 0.
Ademas este parametro se considera un control de calidad interno. Para las muestras 1
y 2 la E-clone, que es el pardmetro mas importante de este rubro, esta por arriba del
limite inferior (6%) requerido para considerarse efectiva. En el caso de la muestra 3, no
se reportan datos ya que se presentaron problemas con los medios de cultivo y no hubo
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crecimiento alguno, aunque esto no quiere decir que la muestra haya sido rechazada,
simplemente los valores no estan reportados.

Para las dos primeras muestras, son notorias las diferencias en los valores entre una y
otra. Los valores del paciente 1 son mayores a los del paciente 2, esto debido a la
variabilidad bioldgica de cada persona, dando que cada colonia de algun tipo célular se
comporte de distinta manera en cada paciente.

En la tabla 6, se muestran las dosis de la fraccion mononuclear de la médula 6sea
infundidas. El ajuste en las concentraciones se hace en base a lo que el medico
responsable decide. Se reporté que la inyeccion de CPH se dio satisfactoriamente, no
habiéndose presentado alguna complicacion en los pacientes.

Se brinda la informacién del seguimiento del trasplante perteneciente al paciente 1. En
la evaluacion previa, los datos dados por los médicos del INCICH describen la
condicion del paciente, es por esta, que se solicitdé al CNTS la separacion de la CPH
derivadas de médula ésea para su posterior inyeccidn intracoronaria autéloga.

La evolucién clinica posterior al trasplante del paciente fue satisfactoria. En los seis

meses de seguimiento no se observo ningun evento cardiaco

El infarto de miocardio provoca muerte celular y posteriormente cicatrices sin
funcionalidad alguna. El objetivo primordial de la cardiomioplastia, es restaurar la
estructura cardiaca y recuperar la funcion por medio de la regeneracién de
cardiomiocitos funcionalmente competentes. En pacientes con infarto agudo de
miocardio, los efectos del trasplante autélogo de células madre de medula ésea han
sido puestos a prueba en varios estudios. La mayoria de ellos han demostrado un

aumento en la funcién miocardica, aunque con resultados cuestionables.
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Capitulo VI: Conclusiones

Se llevo a cabo la metodologia completa del trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez en
colaboracién con El Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea. Realizandose cada
uno de los puntos a seguir del protocolo y obteniéndose resultados claros y concisos.
Las metodologias empleadas, que en conjunto forman al protocolo del trasplante, estan
basadas en estudios clinicos e investigaciones revisadas y aprobadas
internacionalmente. También asi, el protocolo de separacion de células mononucleadas
a partir de medula 6sea utilizando un gradiente de densidad (Ficoll®) en el sistema
Sepax® de Biosafe, esta validado y su uso es comun en otros paises. Concluyendo que

la técnica es viable y tangible.

La terapia con células madre derivadas de médula 6sea autéloga en pacientes
que han sufrido un infarto agudo de miocardio podria dar lugar a un remodelado
favorable y asi combatir la insuficiencia cardiaca y otras enfermedades

cardiovasculares con esta novedosa técnica.
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