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RESUMEN

Introduccion y objetivos: La enfermedad coronaria multivaso es un importante factor prondstico
postinfarto a pesar de nuevas formas de reperfusion como la angioplastia primaria. El objetivo del
presente estudio es determinar la secuencia de variacion de diferentes poblaciones de células
progenitoras endoteliales y factores angiogénicos (factor de crecimiento endotelial vascular, factor de
crecimiento hepatocitario) segin el grado de extension de la enfermedad coronaria.

Meétodos: Estudiamos la cinética de liberacion en 32 pacientes ingresados por un primer infarto,
agrupados segin tuvieran enfermedad coronaria monovaso o multivaso y 26 sujetos que constituyen el
grupo control.

Resultados: Los pacientes presentaban un mayor nimero de células progenitoras endoteliales y citocinas
angiogénicas que los controles en las tres determinaciones realizadas (al ingreso, dia 3 y dia 7) de las
siguientes subpoblaciones: CD34, CD34+CD133+, CD34+KDR+ y CD34+CD133+KDR+CD45+ (débil); este
Gltimo era mayor el dia 7. Los valores de las tres poblaciones analizadas eran mayores en los pacientes
con enfermedad coronaria monovaso en las tres determinaciones. Las cifras del factor de crecimiento
endotelial vascular subian durante la primera semana y las del factor de crecimiento hepatocitario
mostraron un pico precoz al ingreso. No apreciamos diferencias significativas en las variaciones de
citocinas segn el grado de extension de la enfermedad coronaria.

Conclusiones: Aunque las cinéticas de liberaciéon de diferentes poblaciones de células progenitoras
endoteliales en pacientes con un primer infarto agudo de miocardio con enfermedad monovaso con
enfermedad multivaso fueron similares, su nimero fue mayor en los pacientes con enfermedad
coronaria monovaso. Las cifras del factor de crecimiento endotelial vascular ascendieron durante la
primera semana y las del factor de crecimiento hepatocitario muestran un pico precoz al ingreso.
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Coronary Disease Extension Determines Mobilization of Endothelial Progenitor
Cells and Cytokines After a First Myocardial Infarction With ST Elevation

ABSTRACT

Introduction and objectives: Multivessel coronary disease is still a postinfarction prognostic marker
despite new forms of reperfusion, such as primary angioplasty. The aim of this study was to determine
the time sequence of various sets of endothelial progenitor cells and angiogenic cytokines (vascular
endothelial growth factor, hepatocyte growth factor) according to the degree of extension of the
postinfarction coronary disease.

Methods: We studied the release kinetics in 32 patients admitted for a first myocardial infarction with ST
elevation, grouped according to whether they had single or multivessel disease, and 26 controls.
Results: The patients had a higher number of endothelial progenitor cells and angiogenic cytokines than
the controls at all 3 measurements (admission, day 3, and day 7) of the following subsets: CD34,
CD34+CD133+, CD34+KDR+, and CD34+CD133+KDR+CD45+(weak); this latter was higher on day 7. The
levels of these cell subsets were all higher in the patients with single-vessel disease and at all
3 measurements. The vascular endothelial growth factor levels were raised during the first week and the
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hepatocyte growth factor showed an early peak on admission for infarction. No significant differences were
seen in the cytokines according to coronary disease extension.

Conclusions: Although the release kinetics of different subsets of endothelial progenitor cells in patients
with a first acute myocardial infarction with ST elevation was similar in those with single vessel disease
to those with multivessel disease, the number of circulating endothelial progenitor cells was greater in
the patients with single vessel disease. The vascular endothelial growth factor levels were raised during
the first postinfarction week and the hepatocyte growth factor were higher on admission.

Full English text available from: www.revespcardiol.org
© 2011 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Abreviaturas

EPC: células progenitoras endoteliales
HGF: factor de crecimiento hepatocitario
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular

INTRODUCCION

La enfermedad cardiovascular es la causa de muerte mas
frecuente en el mundo. Tiene especial importancia la cardiopatia
isquémica, a pesar de un prondstico ligeramente mejor del infarto
agudo de miocardio en la Gltima década’. Esta situacion requiere
un mejor conocimiento de los mecanismos fisiopatolégicos que
subyacen al infarto agudo de miocardio para poder aplicar
tratamientos mas eficaces y, por lo tanto, mejorar el pronodstico
infausto de esta enfermedad.

Las células progenitoras endoteliales (EPC) descritas por
Asahara et al® proceden de precursores hemopoyéticos pluripoten-
ciales, se caracterizan por tener cierto papel regenerador de
vasculogénesis y la angiogénesis, se han usado en test clinicos® y
muestran ensusuperficie los marcadores CD133,CD34 y KDR o VGFR.
No obstante, las EPC son dificiles de definir, puesto que pueden
coexistir diversas poblaciones de células progenitoras en la
circulacién, y todas ellas han sido designadas por diferentes
autores como EPC, incluidas las EPC tempranas CD34+CD133+KDR+
y las EPC tardias CD34+CD133-KDR+ (tras la pérdida de su CD133)*.
Recientemente, algunos grupos® han definido las EPC fenotipica-
mente con el empleo de un marcador de membrana adicional, el
CD45+(débil),junto conlos marcadores clasicos CD34+CD133+KDR+.

Ademas del importante papel que desempeilan diversos
subgrupos de células, se ha involucrado también a varias citocinas.
Estas son liberadas como resultado de la lesién vascular e inducen
la movilizacién de las EPC de la médula 6sea®. Es de destacar que
entre estas citocinas se encuentran el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF)® y el factor de crecimiento hepatocitario
(HGF)’, lo que indica su posible intervencién en los mecanismos de
reparacion del miocardio. El VEGF participa en la reparacion
cardiaca a través de las células madre, tanto por su papel
prominente en la angiogénesis como por su capacidad de
movilizacion de células madre de la médula 6sea hacia la sangre
periférica en pacientes con infarto de miocardio. El HGF y su
receptor (c-met) participan en la cardiogénesis, en la que se
expresa transitoriamente durante el desarrollo cardiaco inicial.
Tanto in vitro como in vivo, el HGF potencia la supervivencia de los
miocardiocitos en condiciones isquémicas®.

La importancia pronoéstica de la enfermedad coronaria multi-
vaso en pacientes con infarto agudo de miocardio es bien conocida®
y esta relacionada con diversos marcadores bioquimicos de la
lesién celular, como la proteina alfa-actina'®. Esta asociacién
prondstica continGa siendo importante a pesar de los nuevos
métodos de reperfusion para el tratamiento del infarto agudo de
miocardio'?.

Pese a la controversia existente respecto a la cinética del
aumento de los diferentes subgrupos celulares y citocinas, es decir,
los incrementos con efecto desde el momento del infarto'?~'4 en
contraposicion con los aumentos progresivos que alcanzan un pico
1 semana después del infarto'®, ningtin estudio ha examinado
todavia estos aumentos en relacion con el grado de extension de la
enfermedad coronaria que se produce en la mitad del total de
infartos. Ademas, la terapia de reperfusion es el tratamiento
utilizado en los test clinicos de implantes celulares® y no
conocemos todavia el momento Optimo para implantar estos
subgrupos celulares.

El objetivo de este estudio es determinar la secuencia
temporal de la liberacion a la sangre periférica de los subgrupos
de células mononucleares CD34+, CD34+CD133+, CD34+KDR+ y
CD34+CD133+KDR+CD45+ (débil) y las citocinas circulantes VEGF
y HGF segln el grado de extension de la enfermedad coronaria,
para intentar determinar el momento 6ptimo para la implantacion
de células tras el infarto. Estudiamos, ademas, las diferencias en los
subgrupos de células mononucleares y en las citocinas circulantes
entre un grupo control y los pacientes con un primer infarto de
miocardio.

METODOS
Pacientes

Entre agosto de 2006 y junio de 2007 estudiamos a 32 pacientes
ingresados por un infarto agudo de miocardio con elevacion del ST
(IAMCEST) definido como dolor toracico que lo indique y una
elevacion de al menos 3 mm en el segmento ST en un minimo de
tres derivaciones precordiales con troponina positiva, sin ante-
cedentes de cardiopatia isquémica y en las primeras 8 h tras el
inicio de los sintomas. Se estudi6 a un grupo control de 26 personas
con caracteristicas demograficas similares que acudieron al
hospital para un analisis de sangre. Se obtuvo una breve historia
clinica que incluia los antecedentes relativos a factores de riesgo,
para descartar a los pacientes con posibles sintomas cardiovascu-
lares. Los criterios de exclusion, tanto para los casos como para los
controles, incluyeron la presencia de cardiopatia isquémica
cronica, valvulopatia grave, antecedentes de infarto de miocardio
previo, neoplasia actual o previa, uso crénico de farmacos
antiinflamatorios e insuficiencia renal cronica (creatinina
> 2 mg/dl). Posteriormente se utiliz6 a otros 13 controles de
caracteristicas demograficas similares para la determinacion de los
valores de control de citocinas.

Se consider6 que habia enfermedad monovaso si alguna arteria
epicardica de > 2,5 mm presentaba una estenosis > 70%, y se
consideré que habia enfermedad multivaso si estaban afectados
mas de un vaso epicardico > 2,5 mm (revisaron la coronariografia
dos cardidlogos intervencionistas con experiencia). El estudio
cumpli6 las normas de la Declaracién de Helsinki y fue aprobado
por el comité ético del hospital. Todos los pacientes dieron su
consentimiento informado por escrito para participar en el estudio.
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Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Se extrajeron muestras de sangre en tres ocasiones en
los pacientes con IAMCEST (a su llegada al servicio de urgencias
y alos 3y 7dias)y en una ocasion en los controles. La muestra se
procesd y se almacend para posteriores analisis mediante
citometria de flujo tras verificar que todos los pacientes tenian
resultados normales del analisis de sangre. Todas las muestras se
recogieron en tubos con acido etilendiamino tetraacético (EDTA)y
se procesaron en un plazo de 24 h tras la extraccion. Las muestras
de sangre se diluyeron con solucién salina tamponada con fosfato
y se aislaron las células mononucleares de sangre periférica
mediante centrifugacion en gradiente de densidad con solucién de
separacidn Ficoll. Las células recuperadas se lavaron dos veces con
solucion salina tamponada con fosfato y se resuspendieron en
solucion salina tamponada con fosfato.

Estudio de inmunofenotipo y cuantificacion de las células
progenitoras circulantes

La cuantificacion de la poblacion de células CD34+ de sangre
periférica se realizé segiin lo indicado en las guias ISHAGE'®. Se
tifieron las células viables con los siguientes anticuerpos anti-
humanos: anti-CD34 conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(Becton Dickinson, Pharmigen; San Jose, California, Estados
Unidos), anti-CD133 conjugado con ficoeritrina (Miltenyi Biotech;
Bergisch Gladbach, Alemania), anti-CD45 conjugado con proteina
peridina-clorofila (Becton Dickinson; San José, California, Estados
Unidos) y anti-KDR conjugado con aloficocianina (R&D Systems;
Mineapolis, Minnesota, Estados Unidos). Se utilizaron controles
igualados respecto al isotipo (Becton Dickinson y R&D Systems)
para descartar la presencia de unién de anticuerpos inespecificos.
Las células se obtuvieron con un citdmetro de flujo FACScalibur y
se analizaron con el programa informatico Cell-Quest (Becton
Dickinson). El andlisis se realiz6 excluyendo los restos celulares en
un grafico de dispersion de puntos lateral/anterégrado. Se
realizaron determinaciones del namero absoluto de células
CD34+, (CD34+CD133+, CD34+KDR+ y (D34+CD133+KDR+
CD45+ (débil) en la poblacion de células mononucleares
circulantes.

Determinacion de concentraciones circulantes de factor
de crecimiento endotelial vascular y factor de crecimiento
hepatocitario

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los pacientes
en tubos con EDTA al ingreso y a los 3 y 7 dias tras el inicio del
infarto agudo de miocardio. Los pacientes no recibian ningin
tratamiento con heparina que pudiera haber alterado los valores
de VEGF. Las muestras de sangre se centrifugaron durante 15 min
a 1.000 g, en los 30 min siguientes a la obtenci6n, tras lo cual
se prepararon de inmediato muestras alicuotas de plasma que se
almacenaron a -80°C hasta el momento del analisis. Las
concentraciones plasmaticas de VEGF y HGF se determinaron
por duplicado con dos kits comerciales de inmunoanalisis
enzimatico en sandwich cuantitativos (R&D Systems; Minneapolis,
Minnesota, Estados Unidos) segln las instrucciones del fabri-
cante. Las variaciones interanaliticas (1 muestra analizada
en 10 analisis distintos) e intraanaliticas (1 muestra analizada
10 veces en 1 placa) fueron del 7,1 y el 4,2% parael HGFy del 8,2 y
el 5,1% para el VEGF, y estaban dentro del intervalo de precision
del andlisis indicado en la informacién del producto de R&D
Systems Inc. El valor minimo detectable fue de 9 pg/ml para el
VEGF y 40 pg/ml para el HGF.

Analisis estadistico

Los datos cuantitativos se expresan en forma de
media + desviacion estandar y los datos cualitativos, en forma
de porcentajes. Se utiliz6 la prueba de la t de Student para analizar la
diferencia entre las variables cuantitativas continuas en dos muestras
independientes siempre que se cumpliera la normalidad; en los
demas casos se utilizo la prueba de la U de Mann-Whitney. Se utiliz6
la prueba de Shapiro-Wilk para verificar la normalidad. Se utiliz6 la
prueba de Friedman para analizar las diferencias en medidas
repetidas, con la prueba de Wilcoxon para muestras apareadas. Se
aplicd una correccion de Bonferroni a los valores de p, estableciendo el
nivel de significaciéon en p < 0,016. El analisis de las diferencias entre
las variables cuantitativas continuas en mas de dos muestras
independientes se realizo6 mediante ANOVA (con la prueba de
Bonferroni para analizar las diferencias entre subgrupos). Las
variables categoricas se analizaron con la prueba de la x? con la
prueba de Fisher. Utilizamos un modelo lineal univariable general
en el analisis de los datos para introducir un control del sesgo de
seleccion del sexo del paciente y el tabaquismo como variables en este
estudio de casos y controles. Las correlaciones entre las variables
se midieron con el coeficiente de correlacion de Pearson cuando esas
variables cumplian los criterios de normalidad y con el coeficiente de
correlacion de Spearman cuando no. Las diferencias se consideraron
significativas para un valor de p < 0,05. Los datos se analizaron con el
programa SPSS 12.0 (SPSS Inc.; Chicago, Illinois, Estados Unidos).

RESULTADOS
Caracteristicas basales

De los 32 pacientes con infarto, 8 fueron tratados inicialmente
con angioplastia primaria y los otros 24 con fibrinolisis, aunque fue
necesaria una angioplastia de rescate en 9 de estos casos. De los
15 pacientes a los que no se realiz6 angiografia coronaria durante
la fase aguda, si se hizo a 10 durante los 5 + 2 dias siguientes. A
los 5 pacientes restantes con infarto de miocardio de cara inferior
no complicado no se les realizd coronariografia por razones clinicas
o porque no dieron su consentimiento. La fraccion de eyeccion
(FE) se determind en todos los pacientes, ya fuera durante el
estudio hemodinamico o después de un estudio ecocardiografico
(4,2 +1,5 dias). Al alta, el 87% de los pacientes estaban en
tratamiento con inhibidores de la enzima de conversion de la
angiotensina o antagonistas de los receptores de la angiotensina II,
el 87% con bloqueadores beta, el 88,6% con estatinas y el 63,4% con la
combinacion de acido acetilsalicilico y clopidogrel. No se observaron
diferencias significativas en los antecedentes vasculares (carotideos,
aorticos, iliofemorales) ni en la medicacion previa (antihipertensi-
vos, estatinas y antiagregantes plaquetarios).

Las caracteristicas basales de los pacientes con IAMCEST
diferian de las de los controles en el porcentaje de pacientes
fumadores (el 63,6 frente al 15,4%) y en la distribucion por sexos
(mas mujeres en el grupo control) (tabla 1). No se observaron
diferencias en las caracteristicas basales de los pacientes en
funcion del grado de extension de su enfermedad coronaria
(tabla 1).

Medicion de las poblaciones celulares y secuencia temporal

La muestra de sangre inicial se extrajo una media de
234,4 + 27 min después del inicio de los sintomas de IAMCEST,
antes de empezar el tratamiento con fibrinolisis y heparina. Todos los
subgrupos de células analizados presentaron valores mas altos en los
pacientes que en los controles (tabla 2, fig. 1). Los pacientes
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Tabla 1
Caracteristicas basales del grupo total de pacientes, los 27 pacientes a los que se realiz6 un examen angiografico y los controles
IAMCEST IAMCEST monovaso IAMCEST multivaso Controles
(n=32) (n=15) (n=12) (n=26)
Edad (arios) 59,5+12,4 58,6+11,4 60,9+13,9 64,2 +64
Mujeres (%) 9 (28) 3 (20) 3 (25) 15 (57,7)
Factores de riesgo cardiovascular (%)
Hipertension 21 (65,6) 8 (53,3) 9 (75) 15 (57,7)
Tabaquismo 21 (65,6) 10 (66,7) 10 (83,3) 4 (15,4)
Diabetes mellitus 11 (344) 5(33,3) 4(33,3) 8 (30,8)
Hipercolesterolemia 14 (43,8) 5(33,3) 5(41,7) 11 (42,3)
Infarto de cara anterior 13 (42) 7 (46,7) 4(333)
Tratamiento trombolitico 24 (74) 12 (80) 8 (66,7)
Tiempo entre el inicio del dolor y la reperfusion (min) 234+27 2284248 236+30,2
Fraccion de eyeccion (%) 5194122 52,5+134 50,6 +12,7
Uso de abciximab 22 (68,7) 12 (80) 10 (83,3)
Pico de troponina T 54,4 +13,1 61,6 +122 77 £13,6

IAMCEST: infarto agudo de miocardio con elevacion del ST.
Los datos expresan n (% del total de cada grupo) o media + desviacion estandar.
" Diferencias significativas en comparacién con el grupo control (p < 0,05).

Tabla 2

Inmunofenotipo/caracterizacion y media + desviacién estandar del nimero de células progenitoras circulantes y citocinas en sangre periférica de los pacientes tras un

infarto de miocardio con elevacion del ST

Control Ingreso Dia 3 Dia 7

Niimero células/10° PBMC

CD34+ 57+2 51,9+319% 51,5+32,3%" 55,4 43330

CD34+CD133+ 0,6+0,3 9,2+5,7° 8,5+5.2% 10,5 +6,5*°

CD34+KDR+ 0,6+0,2 8,5+5,37 8,2+5,3% 9,7 +5,8%

EPC 0,5+02 6,8 +4,5° 6,5+4,2%° 8+52%P
Citocinas (pg/ml)

VEGF 57 +26,6 68,1+439 97,7 +63,9° 91,5 +49,3%P

HGF 859,1+607,8 10.175,5 +4.561,3¢ 3.743,6 + 1.956,3 2.655,4 +4.023,9*°

EPC: células progenitoras endoteliales; HGF: factor de crecimiento hepatocitario; PBMC: células mononucleares de sangre periférica; VEGF: factor de crecimiento endotelial

vascular.
EPC definidas como células CD34+CD133+KRD+CD45+ (débil).
¢ Diferencias significativas en comparacion con el grupo control (p < 0,05).

b Diferencias significativas (prueba de Friedman) en determinaciones repetidas (p < 0,001).

¢ Diferencias significativas en comparacién con el grupo control (p < 0,001).

continuaban presentando unos recuentos celulares superiores a los de
los controles tras introducir un control para el sesgo de seleccion del
sexo y el tabaquismo en un modelo lineal univariable.

La secuencia temporal mostrd diferencias significativas en las
cifras de las diferentes poblaciones celulares al ingreso y los dias
3y 7 postinfarto (tabla 2, fig. 1). El analisis de las diferencias entre
los grupos mostro valores elevados de todos los subgrupos celulares
el dia 7 en comparacion con el dia 3 y el dia 7 en comparacion con
los valores obtenidos al ingreso (p < 0,016). No se observaron
diferencias en el nimero de células CD34+, CD34+CD133+ o
CD34+KDR+ el dia 3 en comparacion con los valores al ingreso, si
bien el nimero de células CD34+CD133+KDR+CD45+ (débil) fue
inferior (p = 0,012) (tabla 2). No hubo diferencias en las cifras de los
diversos subgrupos celulares ni en las citocinas en ninguna de las
tres determinaciones en funcion de la presencia de disfuncion
ventricular postinfarto (FE < 45%), excepto por los valores mas
elevados de VEGF en la segunda determinacion en los pacientes con
disfuncion ventricular (0,294 frente a 0,22 ng/ml; p < 0,005).

El examen de las variaciones que se produjeron en los
subgrupos celulares en los tres momentos de valoracion conside-
rados (al ingreso y a los 3 y 7 dias) mostro diferencias significativas
en cada uno de los subgrupos de células CD34+, CD34+CD133+,
CD34+KDR+ y EPC, de tal manera que las EPC fueron significati-
vamente inferiores el dia 3 en comparacioén con el valor al ingreso
(p < 0,016) y las células CD34, CD34+CD133+, CD34+KDR+ y EPC
fueron significativamente superiores el dia 7 en comparaciéon con
el dia de ingreso y el dia 3 (p < 0,016).

Determinacion de citocinas y secuencia temporal

Los valores de VEGF fueron significativamente mayores los
dias 3y 7 de la fase aguda del infarto en comparacion con los del
grupo control (97,7 y 91,5 frente a 57 pg/ml) (tabla 2). No se
observaron diferencias significativas entre los valores de VEGF
al ingreso y los valores del grupo control (68,1 frente a 57)
(tabla 2). Los valores de HGF estaban aumentados en los tres
momentos de valoracion durante la fase aguda del infarto, en
comparacion con lo observado en el grupo control (10.175, 3.743
y 2.655 frente a 859 pg/ml; p < 0,003). La primera determina-
cion fue significativamente mayor que la segunda y la tercera
(p < 0,016), sin que hubiera diferencias significativas entre las
dos ultimas (tabla 2). Asi pues, los valores de HGF fueron mas
altos durante la fase aguda del IAMCEST que en el grupo control,
con un pico precoz en la primera determinacién efectuada al
ingreso.

Estos resultados ponen de manifiesto que las dos citocinas
poseen cinéticas de liberacion diferentes tras el infarto. El VEGF
alcanz6 un maximo el dia 3, doblando los valores en sangre
periférica, y luego se redujo progresivamente, pero continud
mostrando cifras altas el dia 7 (1,8 veces las de los controles). Sin
embargo, el HGF presentd valores muy altos al ingreso tras el
infarto (11,8 veces superiores a los de los controles) y se mantuvo
elevado durante toda la primera semana postinfarto, aunque con
una reduccién progresiva hasta el dia 7 (3 veces superior a los
valores de los controles).
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Figura 1. Cinética de las células progenitoras endoteliales segiin la extension
de la enfermedad coronaria.

Subgrupos de células, citocinas y secuencia temporal segiin
el grado de extension de la enfermedad coronaria (monovaso
frente a multivaso)

Se observaron diferencias significativas entre los diversos
subgrupos de células progenitoras en los tres momentos de
valoracién en funcion del grado de extension de la enfermedad
coronaria, documentado mediante angiografia coronaria (tabla 3).
Los valores fueron mas altos en los pacientes con enfermedad de un
solo vaso. La cinética de liberacion de los subgrupos de células
progenitoras circulantes no variaba en funciéon del grado de
afeccion coronaria.

No se observaron diferencias entre los grupos de enfermedad
monovaso y multivaso para los valores de las dos citocinas
estudiadas, y la cinética de liberacion fue similar en ambos grupos
(fig. 1). No hubo diferencias entre los pacientes tratados con
fibrinolisis o con angioplastia primaria, ni siquiera en la tercera
determinacion cuando habia dafio vascular debido a la implan-
tacion del stent.

Correlaciones entre el niimero de células CD34 y los subgrupos;
cifras de citocinas (factor de crecimiento endotelial vascular y
factor de crecimiento hepatocitario) y grado de extension de la
enfermedad coronaria (monovaso frente a multivaso)

Ninguna de las correlaciones entre el nimero de células de los

diferentes subgrupos analizados y los valores de VEGF y HGF en los
tres momentos de valoracién (al ingreso y a los 3 y 7 dias) fue

Tabla 3
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significativa (tabla 4). Tampoco se observaron correlaciones
significativas entre las concentraciones de células o de citocinas
y el pico de cratincinasa o la FE < 45% (tabla 4). No se observaron
diferencias significativas en las correlaciones de los subgrupos de
células y las citocinas en presencia de enfermedad monovaso o
multivaso en los pacientes a quienes se realiz6 una angiografia
coronaria (datos no presentados) ni hubo diferencias en el nimero
de células en los tres momentos de valoracion. Tampoco se
detectaron diferencias en las concentraciones de células y de
citocinas ni en la cinética observada entre los pacientes tratados
con angioplastia primaria y los tratados con fibrinolisis ni en
los subgrupos con enfermedad monovaso o multivaso (datos no
presentados).

DISCUSION

El principal resultado obtenido en este estudio fue el mayor
numero de EPC en sangre periférica en los pacientes con infarto y
una enfermedad monovaso, en comparacién con los pacientes con
infarto y enfermedad multivaso, segin lo documentado por la
angiografia coronaria. La cinética de liberacion de estas células en
ambos subgrupos fue mayor el dia 7 postinfarto, sin que se
apreciaran diferencias significativas en la cinética de liberacion de
las dos citocinas estudiadas (VEGF y HGF) durante la primera
semana postinfarto.

Un evento isquémico mayor libera EPC de la médula 6sea y
factores quimioatacticos (citocinas) en un intento de «reparar» el
dafio isquémico®'®. Nuestros resultados indicaron un aumento
muy notable de diversos subgrupos de células CD34+, incluidas las
CD34+ CD133+ y KDR+CD45+ (débil) (10 veces el valor normal) y
de las citocinas angiogénicas VEGF y HGF durante la primera
semana siguiente al infarto, en comparacién con un grupo control.
Esta elevacion fue muy precoz (en un plazo de 4 h tras el inicio de
los sintomas) y los valores mas altos para los subgrupos celulares
se observaron el dia 7 tras el inicio de los sintomas. Estos datos
indican que la regulaciéon adecuada de la sefalizacion existente
entre la médula 6sea, la circulaciéon periférica y el miocardio
infartado es de gran importancia para la organizacion del proceso
de movilizacion, alojamiento (homing), incorporacion, superviven-
cia, proliferacion y diferenciacion de las células madre, que
conduce a la regeneracién del miocardio!”.

Un analisis mas detallado de las citocinas puso de manifiesto
que el VEGF aumentaba a partir de la segunda determinacion
(dia 3) y que el HGF mostraba un pico precoz de liberacion en la
primera determinacion (en un plazo de 4 h tras el inicio de los

Inmunofenotipo/caracterizacion y media + desviacién estandar del ntimero de los subgrupos de células progenitoras circulantes y citocinas en sangre periférica de los

pacientes tras un infarto de miocardio con elevacion del ST

Control Monovaso Multivaso
Ingreso Dia 3 Dia 7 Ingreso Dia 3 Dia 7

Niimero de células/10°> PBMC

CD34+ 57+2 62,68 +39,8*P 60,9 +39,7¢ 68,8 +40,6*" 374+17,9* 38,1+18,8° 38,3+16,8°

CD34+CD133+ 0,6 +0,2 10,8 +6,8° 10,1 +5,6% 12,9 +7,80 7,1+3,8? 6,4+34* 7,8+3,7%

CD34+KDR+ 0,6 +0,2 10+£6,2° 9,2 +5,7¢ 11,7 +6,8° 6,6 +£3,5° 6,2 +3,5% 7,3+34%

EPC 0,5+0,2 8,8 +55%" 8,2 +4,9%P 10,6 + 6,230 4,8+2,8° 4,6+2,9° 56+2,7%
Citocinas (pg/ml)

VEGF 57+27,6 68,8+37,4 98,6 4+59,2¢ 96,1 +42,5¢ 62,7+578 105,3 +83,6 79,6 + 66,7

HGF 859,1 +£607,8 10.001 +4.560,8° 3.037,4+4.228,4° 1.993,6 £2.332,2¢ 10.306,44 + 3.603,8¢ 4.039,22 +3.895,6° 3.396,9 +5.989,8¢

EPC: células progenitoras endoteliales; HGF: factor de crecimiento hepatocitario; PBMC: células mononucleares de sangre periférica; VEGF: factor de crecimiento endotelial

vascular.

Diferencias significativas (prueba de Friedman) en las determinaciones repetidas (p < 0,001) en diferentes subgrupos celulares en pacientes monovaso y multivaso.

EPC definidas como células CD34+CD133+KRD+CD45+ (débil).
2 p<0,001 frente al grupo control.
b p<0,05 frente al grupo multivaso.
¢ p<0,05 frente al grupo control.
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Tabla 4

Correlaciones entre los subgrupos de células progenitoras endoteliales, citocinas, fraccion de eyeccion y pico de creatincinasa

VEGF HGF FE Pico de CK
Ingreso Dia 3 Dia 7 Ingreso Dia 3 Dia 7 Ingreso Dia 3 Dia 7 Ingreso Dia 3 Dia 7

CD34 0,24 -0,15 -0,12 -0,31 -0,27 0,3 0,07 0,04 0,08 0,13 0,14 0,15
CD34133 0,05 -0,18 -0,13 -0,19 —0,22 0,22 0,13 0,11 0,14 0,07 0,1 0,15
CD34KDR 0,03 -0,14 -0,12 -0,21 -0,21 0,24 0,1 0,08 0,15 0,07 0,09 0,06
EPC —0,08 -0,3 0 -0,03 -0,16 0,12 0,23 0,17 0,25 0,18 0,17 0,04
VEGF 0,14 0,37 -0,13 -0,17 —0,41" 0,14
HGF 0,22 -0,1 -0,11 —0,22 -0,1 0,22

CK: creatincinasa; EPC: células progenitoras endoteliales; FE: fraccion de eyeccion; HGF: factor de crecimiento hepatocitario; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.

"p<0,05.

sintomas), y se mantenia elevado en comparacion con el grupo
control, pero con una reduccién gradual durante la primera
semana postinfarto. Tras la lesion tisular, cuando hay una
necesidad urgente de formacién de nuevos vasos sanguineos, el
VEGF interviene en la proliferacion, la diferenciacion y la
quimiotaxia de las células endoteliales. La elevacion precoz del
HGF postinfarto podria producirse en respuesta a la necesidad
inicial que tiene el organismo de factores que induzcan la
supervivencia celular, la antiapoptosis, una mejora de la supervi-
vencia de los miocardiocitos en condiciones isquémicas y un
estimulo de proliferacién celular®, todo lo cual se ha descrito como
factores asociados al HGF. Posteriormente, después de establecida
la lesién isquémica (dias 3-7), el miocardio intenta favorecer la
formacion de microvasos, un estimulo angiogénico que se produce
a través del VEGF!8,

Las EPC se reducen en ciertos trastornos cronicos, en presencia
de factores de riesgo cardiovascular y en las personas de edad
avanzada'®; se ha observado incluso una menor capacidad de
producir unidades formadoras de colonias en pacientes con
enfermedad coronaria crénica y lesiones multivaso'®. Sin embargo,
a pesar del desarrollo de la terapia celular en pacientes postinfarto,
la cinética de liberacion de las células progenitoras circulantes y las
citocinas en sangre periférica no se conoce, al igual que ocurre con
su relacién con el grado de extension de la enfermedad coronaria
en los pacientes con un infarto reciente. Esta informacién podria
ser Gtil para decidir qué pacientes podrian obtener un efecto
beneficioso con este tratamiento y en qué momento concreto debe
aplicarse. El namero inferior de EPC en los pacientes con
enfermedad multivaso podria ser consecuencia de la pérdida de
la capacidad de regeneracion vascular del organismo y la liberacion
de un namero suficiente de EPC, como se ha descrito en los
pacientes con trastornos arterioscleroticos.

Por lo que respecta a la cinética de las dos citocinas
angiogénicas, los valores de VEGF aumentaron a partir del dia 3
en los pacientes con enfermedad coronaria monovaso y en los que
tenian enfermedad multivaso, sin que se apreciaran diferencias
entre los dos grupos. Sin embargo, se observaron diferencias
significativas entre los pacientes con enfermedades monovaso y
los controles. De todos modos, tras un pico precoz en las cifras de
HGF al ingreso, estas se mantuvieron estables los dias 3 y 7 en
ambos grupos, en comparacion con los controles. El nivel de
significacién en comparacion con el grupo control fue mayor en los
pacientes con enfermedad coronaria multivaso. Se sabe que el HGF
induce la angiogénesis de manera independiente del VEGF?? y
actGa en sinergia con el VEGF para la amplificacion de la
angiogénesis. Nuestros resultados indican que los valores de
HGF se mantienen con el tiempo en los pacientes con mayor
extension de la enfermedad coronaria, con objeto de estimular la
liberacion de EPC a la sangre periférica en los pacientes cuyas cifras
de EPC estan claramente reducidas. De igual modo, el hecho de que
no hubiera diferencias significativas en los valores de VEGF

respecto a los controles podria haberse visto compensado por una
mayor producciéon de HGF en los pacientes con mayor afeccion
vascular. Ademas, este mayor aumento podria estar relacionado
con la capacidad del HGF de inducir la proliferacion no sélo en las
EPC movilizadas, sino también en las células endoteliales
residentes?!, y mejorar la supervivencia de los miocardiocitos en
los pacientes con enfermedad coronaria multivaso.

Al igual que otros autores®!!, no encontramos correlacién
alguna entre las cifras de los diversos subgrupos celulares y las
citocinas examinadas. Las diferencias en el nimero de personas
estudiadas, el tipo de poblaciéon en estudio (no seleccionada,
tratada con otras opciones de reperfusion distintas de las de
nuestro estudio) y la notable variacién interindividual en el
niimero de células, segtin lo descrito por Leone et al'3, pueden
explicar esta discrepancia. Tampoco detectamos asociacion alguna
del nimero de células y las citocinas con la FE ventricular
izquierda, lo cual coincide nuevamente con lo indicado por otros
autores'?, aunque algunos estudios indican que cuanto mayor es el
aumento de las células mononucleares mejor es la recuperacion de
la funcién ventricular!?, y otros han observado una asociacién
entre el nimero de células mononucleares y la mejora de la funcion
ventricular, lo cual indica un efecto beneficioso de estas células’>.

El valor clinico de este estudio es relevante, puesto que muestra
diferencias en las cifras de EPC entre los subgrupos de pacientes
con un primer infarto en funcién del grado de extensién de la
enfermedad coronaria y la importancia que puede tener el HGF en
la respuesta del organismo a una mayor extension de la
enfermedad coronaria. Estos resultados podrian ser tiles para
aclarar uno de los aspectos actualmente controvertidos de la
terapia celular, es decir, qué tipo de células utilizar y el mejor
momento para realizar la implantacién?2~24. A diferencia de las
células progenitoras mesenquimatosas, cuya liberacion parece ser
muy temprana, la liberacion de las células progenitoras CD34 es
mas constante en la primera semana y puede ser aiitn mayor al
séptimo dia, como se ha descrito aqui. Esto podria sefialar a un
efecto beneficioso de una implantacion celular tardia (dia 5 a 7),
como se ha descrito en el test clinico REPAIR-AMI?. Los resultados
de este estudio indican también que el nimero de células necesario
para alcanzar un efecto clinicamente relevante es mayor en los
pacientes con enfermedad coronaria multivaso. Es de destacar
la importancia clinica del HGF para estimular la reparacion de la
lesién y su posible relacién con el prondstico de los pacientes con
enfermedad multivaso, lo que deberd examinarse con mayor
detalle en futuros estudios.

Limitaciones
A pesar del nimero de pacientes de este estudio, observamos

diferencias claras en el nimero de células en funcién del grado de
extension de la enfermedad coronaria en pacientes con un primer
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infarto agudo de miocardio. Optamos por estudiar casos de primer
infarto con objeto de evitar un sesgo en el nimero de células
progenitoras circulantes derivado de una isquemia previa. No
conocemos el posible mecanismo de la isquemia previa en los
pacientes con enfermedad coronaria multivaso. Una posible
limitacion es la relativa a las diferencias existentes en las
caracteristicas basales por sexo y edad, a pesar del empleo de
un modelo lineal univariable. Este estudio aporta una posible
explicacion a las diferencias entre las enfermedades coronarias
monovaso y multivaso. Seran necesarios nuevos estudios para
determinar la eficacia de esta idea.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran la movilizacién de un mayor
numero de células progenitoras de sangre periférica en pacientes
que presentan un primer infarto agudo de miocardio y enfermedad
coronaria monovaso respecto a los pacientes con un primer infarto
y enfermedad multivaso, segin lo documentado por la angiografia
coronaria. La cinética de liberacion (VEGF, HGF) en ambos
subgrupos de pacientes fue mayor el dia 7 tras el infarto. El HGF
mostré un pico precoz, en un plazo de 4 h tras el inicio de los
sintomas, y con valores superiores los dias 3 y 7 para los pacientes
con enfermedad coronaria aguda multivaso, lo cual indica un papel
relevante del HGF en la proliferacion y la reparacion del tejido
cardiaco en estos pacientes.
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