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RESUMEN

Antecedentes.- El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas en diversas
enfermedades neurodegenerativas ha sido evaluado y con buenos resultados en modelos
experimentales en varias enfermedades neurolégicas. Objetivo.- evaluar la seguridad y
eficacia del trasplante de células tallo en pacientes con Enfermedad Vascular isquémica
aguda. Material y Métodos.- fue un estudio prospectivo, longitudinal, aleatorizado,
abierto, experimental y comparativo realizado en el Servicio de Neurocirugia del Centro
Médico Nacional “20 de noviembre” ISSSTE de octubre 2006 a julio del 2008. Se
incluyeron pacientes con diagnostico de EVC isquémico déficit focal motor. De dividieron
en dos grupos uno con el tratamiento convencional y el segundo se les injertaron células
madre propias que se obtuvieron por citaféresis después de la estimulacion medular con
filgastrim por cinco dias. Se evaluaron a través de instrumentos validados.
Conclusiones.- este es un reporte preliminar, se evaluaron 12 pacientes, seis en cada
grupo. No encontramos diferencia significativa entre los grupos estudiados, pero se
observa tendencia a una recuperacion mas rapida en el grupo trasplantado. El
procedimiento quirdrgico fue seguro. Es necesario aumentar la muestra para poder tener
los resultados definitivos.

Palabras clave.- EVC isquémico agudo, injerto de células tallo



ABSTRACT

Background.- Hematopoietic stem cells transplantation on neurodegerative diseases has
been evaluated on experimental studies so are carried out several clinical assays on this
field with favorable underwent in several Neurological diseases. Objective. - it was to
evaluate efficacy and security of stem cell transplantation in patients with acute focal brain
ischemic Material and Methods.- It was a open, prospective, randomized longitudinal,
experimental and comparative study. It was realized in the Neurosurgical department at
Centro Medico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE, from October 2006 to July 2008.
There were including patients with Stroke ischemic diagnosis and motor deficit. They were
divided in two groups, one group was treatment with conventional management and
second group received stem cell transplantation, and witch cells were obtained by
aphaeresis after filgastrim medulla stimulation for five days. Patients were evaluated by
validate instrument. Conclusions. - This is a preliminary report. It was include 12 patients,
six in each group. It was not significant difference between groups so we observed tended
to shorten recuperation in the group transplantation than control group. Surgical
proceeding was security. It is necessary increase our sample to get definitive conclusions.
Key words. - Ischemic acute stroke, stem cell transplantation.



PROBLEMA

Ante tal panorama y en sustento a lo analizado nuestro equipo se planteo el siguiente
cuestionamiento ¢El trasplante de células progenitoras podrd mejorar la funcionalidad
neuroldgica en los individuos que, de nuestra poblacién, hayan sufrido EVC isquémico?



ANTECEDENTES

El pensamiento tradicional plantea que el cerebro adulto es incapaz de
regenerarse y de auto repararse tal como la piel o el higado. Ya que en estos
organos, las células muertas son reemplazadas por células idénticas después de
la proliferacién y diferenciacion de células cercanas (o células madre residentes).

A partir de estas observaciones se ha podido considerar que el trasplante celular
mas que la induccion de células y precursores de las células blanco parece ser una
opcién viable para la terapia de EVC isquémico. Esto ha despertado un gran
interés en desarrollar nuevas terapias basadas en la transferencia de genes y
reparacion celular siendo actualmente la siguiente generacion en terapias para
tratamiento de EVC isquémico.

Por lo que se ha propuesto que la terapia celular y genética puede proveer un
puente entre los esfuerzos existentes para la neuroproteccion en la fase aguda o de
penumbra, y a largo plazo la remodelacion de la zona de isquemia o infarto con
una nuevay funcional arquitectura celular.

Modelos experimentales en infarto cerebral (stroke)

Zhao LR et al. En modelos de ratas con isquemia inducida obteniendo células de
medula 6sea humana y aplicandolas una semana después de la oclusiéon de la ACM
(arteria cerebral media) en tres sitios de la corteza alrededor de la zona de infarto.
Dos semanas después de la implantacion, las células de la medula 6sea expresaron
marcadores gliales, neuronales y oligodendrogliales, mejorando el resultado
funcional probablemente secundario al factor tréfico de las células de medula
Osea.

Li VY, et al. Realizo un experimento en modelos de ratas, obteniendo células de
medula ésea de humano y aplicAndolas un dia después de la oclusion de ACM via
intravenosa demostraron: un incremento en la secreciéon de factor de crecimiento
en el sitio de infarto con mejoria en el resultado funcional.

Chen J, et al. en modelos de ratas adulto tomaron células de medula 06sea,
liberdndolas un dia después de la oclusion via endovenosa demostrando una
mejoria en el resultado funcional.

Li Y, et al. en modelos de rata adulta tomaron células de medula 6sea liberandolas
un dia después de la oclusidén via intrarterial en arteria carétida interna mejorando
el resultado de severidad neurolégica.

Snyder EY, et al. Desarrollaron un precursor neuronal murine llamado c¢17.2
derivado de la pared germinal externa del cerebelo neonatal murino, éste fue
inyectado a los ventriculos de un ratdn recién nacido describiendo migracion de las
zonas transplantadas a la zona isquémica.
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Brevig T, et al. Sugirieron que las células nerviosas de porcino para
xenotransplante como una fuente potencial de células para tratamiento de isquemia
cerebral.

Se ha reportado también que han sido aisladas células madre neurales de
embriones humanos. Estas células embrionicas humanas fueron expandidas in
vitro en neuroesferas y después transplantadas dentro de los ventriculos en ratas,
un mes después, estas células migraron ipsilateral y contralateral en la corteza e
hipocampo y por medio de inmunohistoquimica se revel6 diferenciaciéon astrocitica
y neuronal. ,

Se ha utilizado células de hipocampo de fetos humanos y se han implantado
observado que estas han sobrevivido en modelos de roedores con isquemia.
Otros autores han valorado los efectos funcionales y cognitivos en modelos
similares de isquemia cerebral. ,

Las células madres de corddén umbilical de humano, han sido exitosamente
diferenciadas in vitro hacia células gliales y neuronas posteriores a la aplicacién de
acido retinoico. Aplicandolas viaintravenosa, en ratas de 1 a 7 dias después de la
isquemia cerebral, demostrandose migracion y diferenciacién hacia células gliales
y neuronales, y observdndose, mejoria funcional en ratas.

Otro de los estudios pioneros usando una linea celular exégena para regeneracion
en areas del sistema nervioso central lesionado por EVC isquémico fue hecho por
Kleppner en 1995. Las células utilizadas eran derivadas de teratocarcinoma y
diferenciadas en células humanas neuronales post-mitéticas, que fueron utilizadas
en modelos de ratas con oclusién de ACM, con inyecciones de estas células dentro
del é&rea de isquemia resulto en una restauraciéon parcial del comportamiento y la
funcion motora.xx Estudios de seguimiento en estos animales a los 14 meses no
mostraban toxicidad ni transformaciéon tumoral.

Asahara T. et al. mostraron evidencias de que de que células progenitoras
endoteliales circulantes contenidas en la poblacion celular CD34+ ricas en la sangre
de corddn umbilical tienen la capacidad de participar en la neovascularizacién de
tejidos isquémicos.

Células humanas CD34+ aisladas de sangre de cordén umbilical y células CD34-
también de sangre de cordon, fueron administradas via intravenosa 48 horas
después del evento isquémico.

El efecto de las CD34+ fue evidente dentro de las 24 horas posteriores al
transplante, donde se marco la vasculatura por infusién de tinta de carbono
demostrando neovascularizaciéon en el borde de ACMy ACA en la corteza.

Los resultados sugieren que la funcidn cortical y la angiogénesis, potencialmente
soportan la integridad de la corteza irrigada por ACM, esto puede ser mantenido
por animales tratados con CD34+ después de laisquemia.

Y la activacion de la neurogénesis enddégena fue observada después del evento
isquémico y donde se acentud en ratas que recibieron CD34+. Y la migracién de
células neuronales progenitoras haciala zona isquémica fue vista desde el dia 14.
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Demostrandose que la administraciéon de CD34+ a ratones inmunocomprometidos
dentro de la 48 horas del evento isquémico promueven la neovascularizacion en el
borde de la zona isquémica seguido por neurogénesis endogena. ,

Jaquet, K, et al. uso EPO (Erythropoietin) como agente proangiogénico, donde se
acelero la formacion de neovasculatura y fue acompafiado como promotor de la
neurogénesis después de un evento isquémico.

Hoehn M. et al. desarrollo un método de monitoreo de la proliferacién y migracion
de las células madre neurales con el uso de imagen de resonancia magnética.

En los estudios experimentales con isquemia cerebral provocado dos semanas
antes del transplante de células madre embrionarias en donde expresaban una
proteina verde fluorescente, fueron inyectadas de manera contralateral al sitio de
isquemiay después se realizaron IRM seriadas.

Demostrando que las células migraron a lo largo de cuerpo calloso y sobre las
paredes ventriculares depositandose en el limite de la zona isquémica, confirmado
el hecho de que las células madre pueden tener migracién dindmica en el area de
infarto.

Otras fuentes utilizadas para la obtencion de Células Madre para modelos
experimentales en Stroke.

Células Progenitoras Neuronales (NPC)

Se han observado células neuronales progenitoras en el cerebro adulto de
mamiferos, que pueden proliferar, renovarse, y generar todos los elementos
celulares del cerebro maduro. Incluyendo neuronas.

En un estudio realizado en ratas donde se ocluyo por 45 minutos la ACM y 24 horas
después las células indiferenciadas de la corteza de embriones de ratas (14-15 dias)
fueron transplantadas estereotacticamente en la corteza tanto sana como la
corteza isquémica en laregiéon subventricular.

Las células del donador se diferenciaron, proliferaron y migraron entre los tractos
de sustancia blanca, y por medio de marcadores de inmunohistoquimica se
demostrd la presencia de células diferenciadas e indiferenciadas donde a los 7 dias
de implantadas ya se observo actividad, ademés las células donadas entre los dias
21 y 45 mostraron fenotipo neuronal, incluso con produccién de
neurotransmisores, se observo que habia mas diferenciacion si estas se
transplantaban en la zona subventricular, que en la corteza cerebral.

Linea Celular Nt-2 Inmortalizadas

Guillemain 1. et al. Desarrollo lineas celulares transformadas en neuronas in Vitro
por ejemplo las NTerra -2 linea celular derivada de tumor germinal testicular la
cuales se expusieron a acido retinoico para diferenciarse a linea neuronal.

Células Estromales de Medula Osea

Otra fuente potencial de obtencion de células madre, las cuales pueden dar la
variedad de obtener células como hueso, cartilago, adipositos, mdusculo,
hepatocitos, y neuronas. Cuando se exponen a factores de crecimiento selectivos
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in Vitro, y diferenciarse en células con marcadores de NPC (neuronal progenitor
cells).

Li et al. Demostro la diferenciacion de células derivadas de medula 6sea (BMSC)
transplantadas en ratas después de la oclusién de ACM 4 dias después de la
isquemia, las cuales sobrevivieron, migraron, y se diferenciaron en células que
mostraron marcadores neuronales y gliales. Ambas técnicas de administracion
intravenosa o intracarotidea de células (BMSC) mostraron una mejoria de
recuperaciéon conductual.

Células de Cordén Umbilical

Savitz S. et al. Demostré que la infusidn intravenosa de células de cordén umbilical
en ratas 24 horas posterior ala oclusion de ACM demostré mejoria en la conducta a
los 14 dias posterior de su implantacion comparados con los controles.

Células Progenitoras Endoteliales (EPCs)

Taguchi A. et al. e n recientes estudios se ha identificado a las células progenitores
endoteliales (EPCs endothelial progenitor cells) que parecen contribuir a la
hemostasia vascular y alareparacion.

Taguchi A. et al. realiz6 ensayos clinicos en donde se valoré el potencial uso
terapéutico de las células mononucleares derivadas de medula ésea como una
fuente rica de células inmaduras incluyendo las células (EPCs). En isquemia
cardiaca ya se ha iniciado y se han visto resultados alentadores. Ademas, estas
células inmaduras, incluyendo las CD34+, se ha visto que contribuyen al
mantenimiento de la vasculatura, no solo como fuente de EPCs, sino también
como fuente de factores de crecimiento y factores de angiogénesis. Incluso
muestran participacion en la neovascularizacion en los modelos experimentales
de isquemia cerebral. Encontrandose que la poblacién de células circulantes
especialmente CD34+ y CD133+ estan asociadas en el mantenimiento y reparacion
de la vasculatura cerebral.

Estos resultados indican que el nivel de CD34+ sirve como indice/marcador de la
funcién cerebrovascular.

Células Embrionarias

Kelly S. et al. realizé un estudio donde se transplantaron células derivadas de tejido
fetal del SNC directamente en la corteza después de un evento isquémico, se
examind la habilidad de estas células h-SNC para sobrevivir, migrar, y diferenciarse
después de 7 dias posterior a isquemia focal cortical. La ratas recibieron tres
implantes de células de h-SNC entre el eje antero- posterior ipsilateral a la lesion en
la corteza 7 dias después de oclusion de ACM (Arteria Cerebral Media), 4 semanas
después fueron identificadas las células transplantadas por medio de anticuerpos
(SC121), y se observo que muchas de las células transplantadas sobrevivieron en
mayor cantidad en el area medial al sitio de la lesion en comparacion con las
células transplantadas en el sitio lateral o adyacente de la lesién. En promedio
(100,147+/_28,944) de las 300,000. Asi las células transplantadas cerca del sitio de
lesion isquémica son mas capaces de sobrevivir comparadas con la que se
implantan lateral o adyacentes a la lesién isquémica. Por medio de
inmuhistoquimica con SC121 se observé migracién de las células hacia el sitio de
la lesion (mas de 1.2 mm.) a través de la corteza en lugar de migrar hacia la linea
media. Con lo que se demostro que las células humanas de SNC fetales sobreviven
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en el cerebro isquémico de las ratas y suelen migrar hacia el sitio de lesién las
cuales tenian fenotipo neuronal. Concluyéndose que el microambiente cerebral
influye en la supervivencia, migracion, y diferenciacion de las células h-SNC.

Células Madre Estromales en Adipositos

Recientes estudios demuestran que los adipositos contienen células madre
estromales. En cultivos de células estromales, éstas exhibieron marcadores
celulares de superficie consistentes con células madre mesenquimatosas,
expresando nestina, esto sugiere que existe un potencial de diferenciacién en
especies de linaje neuronal. Pero no expresaron marcadores para células madre
hematopoyéticas o macrofagos. En estudios experimentales la inyeccion de células
madre estromales de tejido adiposo humano en el ventriculo lateral de ratas sanas,
evidenciaron migracion a multiples éareas del cerebro incluyendo corteza
contralateral.mas importante fue que estas células persistieron en su destino a los
30 dias del implante.

En otro modelo experimental la inyeccion de las células estromales adiposas en el
ventriculo lateral un dia después de la oclusion de ACM resulté en migracion en el
area isquémica donde las células implantadas fueron visualizadas en el borde
intacto de la lesién del cerebro, estas células también viajaron a la corteza
contralateral. A los 7 dias después de la isquemia cerebral las ratas transplantadas
tuvieron significativa mejoria en la recuperacion conductual motora vy
somatosensorial comparado con animales que solo recibieron solucién salina. Los
efectos de estas células en el cerebro son desconocidas, pero debido al efecto
benéfico posterior al trasplante sugiere fuertemente que las células implantadas se
integran en las estructuras del huésped apoyando la hip6tesis de que los factores
troficos (neurotréficos) juegan un papel importante en dicha integracion.

Neurogenesis como un Proceso Activo

Weissman et al. propusieron que la Neurogenesis es un proceso que se creia
concluia en el embrién tanto en roedores como en humanos. Sin embargo, durante
la dltima década, numerosos estudios han sugerido que la neurogénesis se
extiende en la vida adulta tanto en animales y humanos, por lo menos en algunas
areas privilegiadas del cerebro.

La mayoria de los estudios se han enfocado en células progenitoras neuronales
(neural stem cells), localizadas en la zona subventricular de los ventriculos laterales
y en el giro dentado del hipocampo en roedores, y en los monos estas regiones
estan localizadas en hipocampo y neocorteza.

Eriksson et al. observaron que las nuevas neuronas son generadas continuamente
en el giro dentado durante toda la vida. Uchida et al. aislaron células madre de CNS
de tejido fetal humano y transplantadas en cerebros de raton, donde después
proliferaron y se diferenciaron en células neuronales,
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Células Utilizadas en modelos experimentales para Infarto Cerebral.

células de medula 6sea humana Intracerebral una semana después
células de medula 6sea humana Intravenosa una semana después
células de medula 6sea humana Intravenosa Un dia después

células de medula 6sea humana

Carétida Interna

Un dia después

CD34+ de corddn umbilical Intravenosa 48 horas después
Células de cordén umbilical Intravenosa 24 horas después
Células de cordon umbilical Intravenosa 1 semana después
Células de cordon umbilical Intravenosa 24 horas después
Células de sangre periférica (Cd34) Intracerebral 1 semana después
Células de sangre periférica Intravenosa 24 horas después

Células estromales de adipositos

Intracerebral, IV*

24 horas después

Células Neurales Humanas

Intracerebral

4 dias después

Células Neurales Humanas

Intracerebral

1 semana después

Células Neurales Humanas

Intracerebral IV*

24 horas después

Células Neurales Humanas Intracerebral 1 mes después
Células Neurales Humanas Intracerebral 1 semana después
Células Neurales Humanas Intracerebral 1 mes después
Células Neurales Humanas Intracerebral 1 mes después
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Estudios en Humanos.

Kondziolka D. et al. realizaron uno de los primeros estudios con células
progenitoras aplicadas en humanos, utilizaron LBS-neurons (layton bioscience,
inc., Sunnyvale,Ca) las cuales son producidas de la linea celular NT2/D1 de
precursor humano e inducidas para diferenciarse en neuronas por medio de la
adicion de 1-uM de acido retinoico. Basandose en el peso cerebral de la cantidad de
células usadas en ratas, la dosis utilizada es un veintésimo de la dosis que fue
efectiva en éstas. Se traté de un estudio ciego, ensayo clinico fase I, donde se
reclutaron 12 pacientes con infarto en los ganglios basales crénicos (6meses-4.5
afios) que recibieron implantes estereotacticos de células neurales humanas.
Inicialmente 4 pacientes recibieron una sola inyeccion de 2 millones de células
divididas en 3 de 20 ul por implante, se implantaron en el area del infarto, los
siguientes 8 pacientes fueron aleatorizados para recibir un implante de 2 o 6
millones en el area de infarto. Para evaluar discapacidad se usaron los siguientes
instrumentos: NIHSS y la European Stroke Scale, indice de Barthel a su ingreso y a
los 6 meses. Para la evaluacion de calidad de vida se utilizaron: SF-36 Health
Survey previo al implante y a los 6 meses, las evaluaciones neuroldgicas
incluyeron las escalas NIHSS y ESS fueron hechas al inicio y en las visitas de
seguimiento por las primeras 24 semanas. Las evaluaciones de discapacidad y
calidad de vida fueron realizadas al inicio y a la semana 24 del para completar el
indice de Barthel y las escalas SF-36. Se realiz6 Tomografia por Emisién de
Positrones (PET) al inicioy alasemana 24y 52.IRM al inicio,y alasemana4y 24.
Encontraron: la media del ESS fue de 60.1 para el grupo de 2 millones y de 61.3 en
el grupo de 6 millones, en la semana 24 de seguimiento; 6 de 12 pacientes tuvieron
mejoria en la escala de 3 a 10 puntos en la ESS, 3 pacientes sin cambios y 3
pacientes con empeoramiento de su escala inicial. La comparacion en la escala
ESS inicial y la de semana 24 tuvo diferencia significativa p=.046 y una diferencia
significativa de p = .026 entre los grupos de 2 millones y 6 millones de células. Los
resultados con la escala de NIHSS fue similar:1 paciente sin cambios, 3 pacientes
con empeoramiento y 8 pacientes mejoraron. Los estudios de IRM no mostraron
diferencias entre los hallazgos antes o después del implante. Un paciente fallecio
por casua jasnas al EVC en él cual la autopsia revel6 la persistencia de las células
transplantadas a 27 meses del procedimiento. ,

En la Fase Il del ensayo clinico, se reclutaron 18 pacientes con déficit neuroldgico
por infarto en ganglios basales (de 1 a 6 afios), donde se aleatorizaron para el
trasplante estereoctéctico de 5 millones o 10 millones de células (14 pacientes) y 4
pacientes en el grupo control. 6 de los pacientes mostraron mejoria en la escala
European Stroke Scale (ESS), pero sin significancia estadistica comparada con el
grupo control, aunque este estudio no demostré poder estadistico para demostrar
su eficacia, es de gran utilidad como referencia para el desarrollo de nuevos
ensayos clinicos subsecuentes.

Savitz Sl. et al. en un ensayo clinico en el que realizaron xenotrasplante a 5
pacientes con infarto de ganglios basales crénico (1.5 afios — 10 afios), por medio
de estereotaxia utilizando células progenitoras Neurales de Porcino Fetales (50 u 80
millones), con un seguimiento de 4 afios, donde se aprecio mejoria en 2 de los 5
pacientes en la escala de NIHSS (Escala de Infarto Cerebral del Instituto Nacional de
Salud). En este estudio no se utilizé6 inmunosupresion ya que con la finalidad de
evitar un rechazé del xenotrasplante las células fetales derivadas de porcino la
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cuales se pre-trataron utilizando anticuerpos anti-complejo mayor de
histocompatibilidad clase | se observé que actla previniendo el rechazo tan
efectivo como la ciclosporina.

Estudios en Humanos.

Autor Celulas Utilizadas X?ministrada ;rr:]epT;n(igel

Kondziolka D. et al. Células Neurales Humanas | Intracerebral 6meses - 4.5 afios

Fase | (NT2)

Kondziolka D. Et al. Células Neurales Humanas | Intracerebral 1 a 6 afios

Fase Il (NT2)

Savitz Sl et al. Células Neurales de Porcino | Intracerebral 1.5 aflos-10 afios
’ Fetales

Con sustento a los estudios realizados por diferentes grupos Tonya Bliss, Gary K.
Steinberg, et al. proponen posibles mecanismos de la terapia celular en infarto
cerebral los cuales son:

Integracién Celular hacia los circuitos del Huésped

Se ha observado la expresién de proteinas sinapticas en las células trasplantadas,
en en ratas con isquemia cerebral donde se utilizaron NPCs (Neural Progrenitors
Cells) y donde se utilizaron neuronas hNT en trauma cerebral se ha observado el
potencial de estas células para formar contactos sinapticos. , ,

Reduccién de muerte Celular del Huésped

El trasplante celular en las etapas tempranas de laisquemia cerebral eventualmente
reduce el tamafio de la lesion ya que inhibe la apoptosis neuronal en la zona de
penumbra, produciendo en efecto neuroprotector. Es la regla la profusa produccion
de factores tréficos es estas zonas, (factor de crecimiento endotelial, factor de
crecimiento fibroblastico, factor neurotrofico derivado de células gliales, factor
neurotréfico derivado cerebral. , ,,

Induccién de Plasticidad Cerebral

Se sabe que la recuperacién de un paciente posterior a un infarto cerebral es
debido en buena parte a un incremento en la plasticidad cerebral enddgena,
incluyendo incremento en las conexiones aferentes y eferentes entre el sitio dafiado
y el tejido adyacente, incluso en las regiones contralaterales por medio de la
sipnaptogenesis. , , , El trasplante celular puede coadyuvar con este mecanismo
reparador endogeno esto se ve apoyado al encontrar consistentemente un
incremento en la expresion de sinaptofisina en la zona de penumbra después de la
aplicacion intravenosa de células estromales de medula 6sea.

Incremento en la Neovascularizacion

El incremento de la vascularidad en la zona de penumbra especialmente cuando
ocurre pocos dias después del infarto cerebral esti estrechamente asociado a la
recuperacion neuroldgica. ,, , , Hay estudios donde se ha corroborado que el
trasplante estromales induce la formacidon de vasos sanguineos. ,,, Esto sucede a
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consecuencia de una promocién de la angiogénesis por el incremento de el factor
angiogénico, denominado factor de crecimiento endotelial vascular. , , , y otros
como como el factor neurotréfico cerebral, factor 1 estromal y factor de crecimiento
fibroblastico, los cuales estan relacionados con la proliferacion de células
endoteliales y movilizacion de celulas progenitoras endégenos endoteliales.

Atenuacion de la Inflamacion

Un mecanismo de reparacion atribuido a células trasplantadas es la atenuacion de
la respuesta inflamatoria/inmunoldgica con lo que se reduce la infiltraciéon de
leucocitos dentro del cerebro. Aunque no esta claro, si esto ocurra como un efecto
directo sobre la respuesta inflamatoria o como un efecto secundario atribuible a la
“disminucion” de volumen de la zona necrdética, por otro lado existe el precedente
que el trasplante de células madre puede inhibir la activacion de las células T. ,

Reclutamiento de Progenitores Endogenos

Se ha observado que la neurogénesis esta incrementada después de un infarto
cerebral (stroke). , como un mecanismo de reparacidon cerebral, éste puede
tedricamente ser potencializado por medio del trasplante celular, hay evidencia de
esto en estudios con trasplante de células de cordon umbilical y de células
progenitoras de médula Osea. , también se ha demostrado que las células
trasplantadas pueden tener un efecto sobre el reclutamiento de células
progenitoras de otros sitios (tejidos), movilizandose se esta manera progenitores
endoteliales hacia la circulacion para reforzar la vascularizacion, con ello elevar la
movilizacidn celular mesenquimatosa después de un infarto cerebral.
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OBJETIVOS

General:

Conocer la eficacia y seguridad del trasplante de células madre como terapia alternativa
funcional en los pacientes con diagnéstico de EVC isquémico con déficit focal motor
evaluando por medio de las escalas de funcionalidad tanto al inicio del estudio y durante
nuestro seguimiento que sera por 12 meses. Intentando mejorar la calidad de vida
productiva para reintegrarse a la sociedad.

Especificos:

1. Determinar la calidad de vida de estos pacientes antes y después del trasplante
de células madre

2. Determinar si existen factores que influyan en el resultado final de la mejoria 0 no
de los pacientes post trasplantados

3. Conocer si la cantidad de células trasplantas es suficiente o no para la mejoria

clinica funcional.

Conocer la morbi-mortalidad asociada al procedimiento quirdrgico

5. Conocer por medio de las escalas de funcionalidad si existe diferencia
significativa entre los grupos a tratar

b
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HIPOTESIS

Hi: El trasplante de células madre mejora la funcionalidad neurolégica motora, en
pacientes que has sufrido EVC isquémico.

Ho: No hay diferencia en pacientes con trasplante de células madre contra los pacientes
con manejo medico convencional y rehabilitacion.
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JUSTIFICACION

La enfermedad cerebro vascular ocupo la 6ta causa de muerte en pacientes de edad
productiva de los 15 a los 64 anos, por debajo de Diabetes Mellitus, Cirrosis Hepatica,
Enfermedades Isquémicas de Corazén, Accidentes de trafico, y Homicidios. Con una
tasa de 9.4/100,000 habitantes y siendo el 3.6 % del total de las muertes. Y un nimero
de 6,348 defunciones en 2004.

Y es la tercera causa de muerte en general. Por debajo de Diabetes Mellitus y
Enfermedades Isquémicas de corazén. Con una tasa de 25.6 / 100,000 habitantes y
siendo el 5.7 % del total de las muertes. Y un numero de 26,975 defunciones en 20042,
Asi como el alto costo de manutencion y de rehabilitacibn que requieren este tipo de
pacientes con déficit neuroldgico focal y que en la mayoria de los casos no es posible su
reintegracion a la sociedad. Ya que este tipo de pacientes presentan pocas alternativas de
tratamiento en el curso de su enfermedad. Y a la mortalidad elevada asociada a las
complicaciones que este tipo de pacientes presentan.
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MATERIAL Y METODOLOGIA

De disefié un estudio prospectivo, longitudinal, aleatorizado, abierto, experimental, y
comparativo. El cual se realizé en el Servicio de Neurocirugia del Centro Médico Nacional
“20 de noviembre” ISSSTE. El cual se inicio en octubre 2006 y este reporte es a julio del
2008. Se incluyeron pacientes con diagnostico de EVC isquémico con déficit focal motor,
entre 18 — 80 afios de edad, con evento isquémico Unico, déficit motor focal, evento
isquémico dentro de los primeros 10 — 15 dias, sin enfermedades hematolégicas ni
oncologicas, los pacientes y/o sus familiares responsables firmaron una carta de
consentimiento escrito informado donde se contemplo la necesidad de ser videograbados.
Fueron excluidos aquellos con antecedente de eventos isquémicos, enfermedades
autoinmunes, EVC isquémico con transformacion hemorragica, contraindicaciéon médica
para procedimiento quirdrgico, enfermedad comorbida grave e individuos portadores de
marcapasos cardiaco o dispositivos metalicos permanentes (prétesis, valvulas, etc.). Se
eliminaron quienes abandonaron el seguimiento y aquellos que no completaron al menos
70% de las evaluaciones. La asignacién de si recibirian implante celular o no fue por
nameros aleatorios. Todos los pacientes fueron hospitalizados en el servicio de
Neurocirugia. Los enfermos que se asignaron al grupo control se manejaron de forma
conservadora que incluy6 control de factores de riesgo, movilizacion fuera de cama y
rehabilitacién temprana en todos se uso heparina de bajo peso molecular profilactica. Los
paciente del grupo tratados con implante ademas fueron evaluados por el servicio de
Hepatologia y se les realiz6 un perfil hematologico completo, se realizé estimulacion de la
medula ésea con G-SCF (filgastrim,Neupogen) 5 mcg/kg/dia, por 5 dias via subcuténeay
posteriormente se obtuvieron células madre de sangre periférica en la Unidad de aféresis
donde se sigue el siguiente proceso: elaboracién de historia clinica en la unidad de
aféresis, toma de muestras y valoracion de venas, si no existe acceso venoso adecuado
instalacion de catéter tipo Mahurkarun ves reteniendo el acceso venosos se inicia la
recoleccion de células tallo. Se tomdé biometria hematica antes y después de cada
procedimiento. Al concluir el procedimiento se tom6é muestra para biometria hematica,
cuenta de CD34+, cuenta de CD 133, en cada cosecha. La cosecha se hicieron
movilizando 2 y media veces el volumen plasméatico del donador (paciente) el dia del
transplante hasta alcanzar los 10 x 10° de CD34+, y 5 x 10° de CD 133. Procedimiento
quirargico: se realiza una planeacione estereotactica, guiada por imagenes de la
Resonancia Magnética (RM). A traves de fusién de imagenes se hace la verificacion de la
planeacién inicial con una interposicion milimetro a milimetro de la zona isquemica a
transplantar y el atlas de Schatelbraum-Baley y Tailarach incluidos en el software de
planeacion estereotactica de Leibinger Fischer STP 3. Una vez ldentificado el blanco
quirdrgico, el paciente pasa a la sala quirdrgica en donde siempre permanece despierto
para la realizacién del procedimiento, este consiste en la infiltracion de xilocaina dérmico y
subgaleal, la realizacion de un trepano ubicado habitualmente a 11 cm. del nasién y 2.5
cm. por fuera de la linea media, de acuerdo al lado isquémico elegido para cirugia. Una
vez hecho esto, se realiza una coagulacion mediante pinza bipolar de la dura madre la
cual es abierta mediante bisturi del numero 22, se realiza corticotomia de 0.5mm,
simultdneamente se prepara con las coordenadas el sistema ZD de marcacion
estereotactica y se calibra la distancia eligiéndose la punta como blanco en el phantom o
anillo gemelo una vez que se identifica el area se inyectan las células obtenidas mediante
aféresis (CD34, CD133) en 10& dependiendo de la extension. Una vez que no hay
evidencia de incidentes operatorios se procede a verificara hemostasia y cierre de galia
con sutura absorbible y piel con sutura no absorbible. El paciente pasa su cama y es dado
de lata 48 h. después. El seguimiento se realiza en Consulta externa a los 2, 4, 6, y 12
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meses. Las evaluaciones clinicas se realizaron con los siguientes instrumentos: NIHSS,
CNS, EAM, MRC, IB, MIF, en los casos requeridos los pacientes fueron filmados. Todos
los pacientes recibieron ASA y clopidogrel.

Atlas TT coronal — 1z

La evaluacion estadistica comprendié el analisis matematicos en términos de cambio
entre el inicio y a los 6 meses entre ellos mismos y entre ambos grupos. Con una prueba
pareada entre el grupo de tratamiento y el grupo control. Asi también una T student para
evaluar los valores de los dos grupos tanto al inicio y a los 6 meses. A los datos valores
obtenidos se les realizo la media y desviacién estandar en todas las variables de estudio
con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Una vez comprobada la distribucion normal se
procedié al analisis de dichas variables con el andlisis de prueba pareada de muestras
relacionadas y prueba T student para grupos independientes. Las pruebas estadisticas
fueron de dos colas y conducidas al 0.05 nivel de significancia. Con respecto a las
variables continuas, los datos fueron resumidos usando estadisticas descriptivas.
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RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes.

Hasta el momento se han incluido12 pacientes, seis para cada grupo; 6 fueron mujeres y
6 hombres. La edad de los pacientes vario de 39 a 77 afios con una media de 61.58 afios;
el periodo entre el inicio del EVC vy el ingreso al proyecto de los pacientes fue de 4 al5
dias, media de 8.08 dias. En el grupo de pacientes trasplantados el tiempo que
transcurrié entre el inicio de EVC vy el injerto celular fue de 10 a 20 dias con media de
14.5.

De los 12 pacientes incluidos 4 de ellos padecen de Diabetes Mellitus, 7
Hipertensién arterial. 3 tuvieron historia de tabaquismo y 1 con enfermedad
carotidea.

Seguridad

Una paciente presenté un hematoma subdural 10 dias después del injerto celular en el
sitio donde se habia hecho el trepano el cual se drend sin complicaciones. 2 pacientes
presentaron cefalea leve que cedi6 con la administracion de analgésicos.

Resultados Funcionales

De las 6 escalas de funcionalidad CNS, NIHSS, EAM, MRC, IB, MIF. Se realizaron
andlisis estadistico del inicio del estudio a los 6 meses de seguimiento de ambos grupos,
por medio de T pareada en cada grupo y después T de student entre ambos grupos.

En el grupo transplantado:

En la escala CNS (Canadian Neurological Stroke, donde la puntuacién mas alta refleja
mejor estado neurolégico) se obtuvieron los siguientes resultados: la media previo al
transplante 6.7+1.8 alos 6 meses 7+2 (p=0.597)

En la escala NIHSS (National Institute of Health Stroke Score, donde un bajo puntaje
refleja un mejor estado neuroldgico) la evolucion Basal se obtuvo una media de 145y a
los 6 meses 11+4, (p= 0.169).

En la escala EAM Ashworth Modified Scale, valora espasticidad, el puntaje bajo refleja
mejor estado clinico, la evaluacion se obtuvo una media de 0+0 y a los 6 meses una
media de 1+1 (p=0.012)

En la escala MRC Medical Research Council Scale, valora estado funcional la evaluacion
basal obtuvo una media de .3+.3 y a los 6 meses de .4+.2, p=0.291

En el indice de Barthel, que valora el estado funcional una puntuacion alta refleja mejor
estado clinico. En la evaluacién Basal obtuvo una media de 25+18 y a los 6 meses una
media de 5 £34 (p=0.100)

En la escala MIF (Functional Independence Measure), valora el estado funcional una
puntuacion alta refleja mejor estado funcional. En la evalucion basal 41.5y a los 6 meses
58.1 (p=0.110)

Grupo control

En la escala CNS en el Basal media de 6.5£3.5 y a los 6 meses 9+2 (p=0.099)

En la escala NIHSS en el Basal media de 11+7 y a los 6 meses 616 (p= 0.055)

En la escala EAM en el Basal media de 1+1 y a los 6 meses 1+1 con (p=1.000)

En la escala MRC en el Basal media de .4+ .5y alos 6 meses.7+.4 (p=0.089)

En el indice de Barthel en el Basal media de 38+32 y a los 6 meses 68+25 (p=0.047)

En la escala MIF Basal media de 45.63 y a los 6 meses 74.75 (p=0.017)

Analisis de grupos independientes

En el analisis de grupos Independientes incluye ambos grupos desde la evaluacién inicial
hasta la evaluacion de los 6 meses (T de student) y se obtiene de cada una de las escalas
la comparacion de las mismas.
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11 p 0.055 14 p 0.169
6 11
38 p 0.047 25 p 0.100
68 51
4563 p 0.017 4150 p 0.110
74.75 58.10
p 1.000 0 p 0.012
1
6.5 p 0.099 6.7 p 0.597
9 7
40% p 0.089 30% p 0.291
70% 40%
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En las escalas NIHSS, CNS, EAM, IB, MRC, FIM, pese a que ambos grupos
evolucionaron hacia la mejoria, no existié diferencia entre grupos en las evaluaciones
basales y a los 6 meses. Donde se realizo la prueba de T-student.

T-student T-student T-student

B

1
—
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DISCUSION

El injerto de células tallo en pacientes con Infarto Cerebral plantea un futuro atractivo,
pero ciertamente especulativo. La extraccion de células madre neurales en pacientes con
Infarto Cerebral cultivarlas y expandirlas in Vitro y reimplantadas en el cerebro isquémico.
Existen estudios clinicos que apoyan que el trasplante es técnicamente realizable y puede
ser realizado con seguridad.

El neurotrasplante en enfermedades neurodegenerativas particularmente en enfermedad
de Parkinson, enfermedad de Huntington, lesiones medulares, e infarto cerebral de
ganglios basales han mostrado resultados alentadores. Idealmente las células se obtienen
del mismo paciente luego procesarlas para convertirlas en células dopaminérgicas o
células neuronales etc. son trasplantarlas. Hay resultados alentadores pero es realizar
ensayos clinicos prospectivos con grupos control para poder ser validados, sin embargo
abrieron esta alternativa terapéutica para otros padecimientos neuroldgicos.

Nuestro equipo disefié este trabajo con el objetivo de valorar la utilidad de las células
progenitoras hematopoyéticas en fase temprana del EVC isquémico, bajo la premisa de
aprovechar el microambiente que existe en la zona de infarto y sobre todo en la zona
penumbra isquémica, este es un reporte preliminar, que debera evaluarse con esa
cautela.

E la fecha tenemos una muestra pequefa lo cual puede ser debido a la rigidez con el que
se eligen los candidatos.

Los resultados hasta el momento no han mostrado diferencia entre los dos grupos, otro
punto que se debe advertir que los pacientes del grupo control ingresaron en mejores
condiciones, esto seguramente se modificara al aumentar la muestra, sin embargo, puede
ser una explicacion de que la evolucién haya sido similar en ambos grupos. También
pudimos documentar cierta tendencia a una recuperacién funcional con mayor celeridad
en el grupo tratado sin embargo el corto periodo de seguimiento y una muestra pequefa
no permite advertirlo.

Finalmente en relacion a la seguridad del procedimiento, s6lo tuvimos una complicacion
en 6 pacientes operados, este dato también lo debemos tomar con reserva hasta tener
una muestra suficiente.

El trasplante celular para el infarto cerebral tiene un prometedor futuro, sin embargo
existen muchos puntos por dilucidarse; ¢quién es el mejor candidato de acuerdo a la
edad, localizacion anatomica, tamafio del infarto, lado del infarto etc.?, ¢ qué tipo células
son las ideales?, ¢ Cual es momento adecuado para realizar el trasplante? Preguntas que
se resolveran con estudios clinicos aleatorizados con muestra suficiente.
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CONCLUSIONES

En este que es reporte preliminar no hubo diferencia entre los grupos estudiados, aunque
se evidencid una tendencia hacia una recuperacion mas rapida en el grupo tratado.

El procedimiento fue seguro.

Es necesario aumentar la muestra para poder tener datos definitivos.
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ANEXOS

Paired Differences

95% Confidence
Interval of the

Std. Difference
Std. Error Sig. (2-
Mean Deviation | Mean Lower Upper t df tailed)

Pair Escala NIHSS

1 (basal) - Escala 3,333 5,086 | 2,076 | -2,004 | 8,671 1,605 5 ,169
NIHSS (6 meses)

Pair Escala CNS

2 (basal) - Escala -,5000 2,1679 ,8851 | -2,7751 | 1,7751 -,565 5 ,597
CNS (6 meses)

Pair Escala EAM

3 (basal) - Escala -1,000 ,632 258 | -1,664 -,336 | -3,873 5 ,012
EAM (6 meses)

Pair Escala MRC

4 (basal) - Escala -,1708 ,3543 1447 | -5427 ,2010 | -1,181 5 ,291
MRC (6 meses)

Pair Escala IB (basal) -

5 Escala IB (6 -25,833 31,371 | 12,807 | -58,756 | 7,089 | -2,017 5 ,100
meses)

Pair Escala MIF (basal) ) )

6 ;nl‘:_ess,(;il)a MIF (6 16,4000 20,6947 | 8,4486 381177 5,3177 | -1,941 5 ,110

Tabla que muestra andlisis de Prueba T Pareada en grupo Trasplante
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Paired Differences

95% Confidence
Interval of the

Std. Difference
Std. Error Sig. (2-
Mean Deviation | Mean Lower Upper t df tailed)
Pair Escala NIHSS
1 (basal) - Escala 4,200 3,493 1,562 -,137 8,537 2,689 4 ,055
NIHSS (6 meses)
Pair Escala CNS
2 (basal) - Escala -2,4000 2,5100 | 1,1225 | -5,5166 ,7166 | -2,138 4 ,099
CNS (6 meses)
Pair Escala EAM
3 (basal) - Escala ,000 ,707 ,316 -,878 ,878 ,000 4 1,000
EAM (6 meses)
Pair Escala MRC
4 (basal) - Escala -,2340 ,2343 ,1048 -,5249 ,0569 | -2,233 4 ,089
MRC (6 meses)
Pair Escala IB (basal) -
5 Escala IB (6 -26,000 20,433 | 9,138 | -51,371 -,629 | -2,845 4 ,047
meses)
Pair Escala MIF (basal) ) ) )
6 ;nEess,(;il)aMlF@ 28,2540 16,0183 | 7,1636 48.1434 | 83646 -3,944 4 ,017

Tabla que muestra analisis de Prueba T Pareada en grupo Control
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Tabla que muestra analisis de Prueba T-Student en ambos grupos de estudio al
inicioy alos 6 meses

Independert Samples Test

Lewvene's Test for
Equality of Varianees ttest for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Errar Differance
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Differance Lower Upper
Escala MIHSS (ba=al) Equal variances 158 701 1021 10 331 - 3590 4333 -
assumed
Equal variances 1.021 0276 Reicic] 2667 2,590 -4,418 11,751
not assumed
Eszcala NIHSS (6 meses) Equal variances 1 206 a0 1815 a 103 5.400 2075 a9 12128
assumed
Equal variances
not assumed 1775 763G A6 5,400 3.043 -1.676 12476
E=zcala CHE (bazal) Equal variances 3788 020 403 10 20 1887 18158 24338 57571
assumed
Eaual varianses 03 T.A63 821 667 1.6159 -3 6067 3.9401
not assumed
Escala CHE (G meses) Equal varianges 051 a27 1,881 a 152 20333 12024 agros o128
assumed
Equal variances
nat assumed -1,574 8,874 a0 -2,0333 1,2914 -4.8611 89449
Escala EAM (bazal) Equal variances 1712 220 1007 10 8 - 250 1 448 1z
assumed
Equal variances
not assumed -1.907 rror 094 - 667 250 -1.478 145
Escala EAM (G meses) Equal variances a8 534 1143 a 283 57 05 se5 1588
assumed
Equal variances 1,123 7011 294 56T S04 -.508 1732
not assumed
Escala MRC (bazal) Equal variances 2 106 477 634 10 510 1525 - sas P
assumed
Equal variances
not assumed -G34 2,503 S1Z - 1525 2231 - GE0g 2553
Escala MRC (G meses) Equal variances 3283 103 AB1E a 141 e 883 7183 198
assumed
Equal variances -1.542 6,520 =] -, 2002 19332 - 7E21 637
nat assumed
Escala I1B (basal) Equal variances sS850 75 837 10 a2z 12,500 14930 45757 20757
assumed
Equal variances
not assumed -837 7.765 A2T -12.500 14,930 A7 112 22112
Escala 1B (5 meses) Equal variances 1 522 240 922 a 80 - 18610 - a3z
assumed
Equal variances
nat assumed -850 8,913 T -7 167 18,065 -58,095 23,761
Ezcala MIF (basal) Equal variances 750 anda 283 10 . 55700 126001 | 18947 205047
assumed
Equal variances - 283 8,950 ez -3,5700 12 6001 -32,0979 24,9579
not assumed
Escala MIF E | vari
soala MIF (5 meses) Juatvarianses ATT 507 A4.025 a a3z | e2os0 | 1sg02z | sza7ie | 1og7sz
assumed
Equal variances
not assumed -1.042 2,007 322 -16,2920 15,5582 | -51.4042 18,8922
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Tabla Descriptiva de las variables mostrando media y desviacion estandar

Grupo
Control Traspalante

Mean Std Deviation | Median | Minimum | Maximum Mean |Std Deviation| Median | Minimum | Maximum
Edad (afos) 66 10 70 49 74 58 12 57 39 '
Dias inicio 7 2 7 4 10 10 3 10 5 15
Tiempo al trasplante
( dias;) P 15 3 15 10 20
Escala CNS (basal) 6.5 35 5.3 2.0 11.0 6.7 1.8 6.8 3.5 9.0
Escala CNS (2 meses) 9.3 3.2 9.5 5.0 14.0 7.0 2.0 7.5 3.5 9.0
Escala CNS (4 meses) 10 2 10 8 12 7 3 8 3 9
Escala CNS (6 meses) 9 2 9 7 12 7 2 8 4 9
Escala NIHSS (basal) 11 7 11 2 21 14 5 14 9 21
Escala NIHSS (2 meses| 6 4 6 2 12 13 6 14 4 19
Escala NIHSS (4 meses| 6 5 6 1 13 13 5 14 4 18
Escala NIHSS (6 meses| 6 6 2 1 13 11 4 11 4 16
Escala EAM (basal) 1 1 1 0 2 0 0 0 0 1
Escala EAM (2 meses) 1 1 1 0 3 1 1 1 0 2
Escala EAM (4 meses) 1 1 1 0 3 1 1 1 0 2
Escala EAM (6 meses) 1 1 0 0 2 1 1 1 0 2
Escala MRC (basal) 4 5 3 .0 1.0 3 .3 2 .0 .8
Escala MRC (2 meses) 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1
Escala MRC (4 meses) 7 .3 .8 2 1.0 4 2 A4 1 7
Escala MRC (6 meses) 7 4 1.0 2 1.0 4 2 A4 1 .8
Escala IB (basal) 38 32 25 5 80 25 18 20 0 50
Escala IB (2 meses) 53 23 43 30 85 42 32 45 0 70
Escala IB (4 meses) 65 22 55 45 100 51 29 53 20 85
Escala IB (6 meses) 68 25 65 35 100 51 34 55 5 90
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