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RESUMEN

Introduccion y objetivos: Diferentes estudios han mostrado mejoria funcional en pacientes con
miocardiopatia dilatada no isquémica tratada con terapia celular. Sin embargo, los factores que
influyen en la respuesta no son bien conocidos. El presente estudio investiga los cambios funcionales y
los factores que influyen en la mejora de la fracciéon de eyeccion a los 6 meses en 27 pacientes con
miocardiopatia dilatada tratados con terapia celular intracoronaria.

Meétodos: Los pacientes recibieron una infusioén intracoronaria de células mononucleares autélogas de la
médula 6sea (media de células infundidas, 10,2 +2,9 x 108). En todos se efectud analisis funcional y
citometria de flujo de las células infundidas.

Resultados: La ganancia en fraccion de eyeccion observada a los 6 meses oscil6 entre el —9 y el 34%
(media, 9%). Estos cambios formaron dos grupos de pacientes: 21 (78%) que mostraron una mejora
significativa (ganancia media, 14 + 7%), frente a 6 (22%) que no mostraron respuesta (ganancia media,
—5 £ 3%). Los respondedores eran mas jovenes (50 + 12 frente a 62 4+ 9 afios; p < 0,04). Se encontr6 una
correlacion inversa (r = —0,41; p < 0,003) entre la ganancia en la fraccién de eyeccion y los valores basales de
lipoproteinas de alta densidad. La capacidad migratoria de las células infundidas a las 24 h estaba
significativamente reducida en el grupo de respondedores (factor de crecimiento del endotelio vascular,
54 41,7 x 108 frente a 8,1 + 2,3 x 10%; p < 0,009; factor 1 derivado de células estromales, 5,8 + 1,7 x 10®
frente a 8,4 +2,9 x 10%; p < 0,002).

Conclusiones: Los pacientes mas jovenes con miocardiopatia dilatada y concentracién plasmatica de
lipoproteinas de alta densidad mas baja parecen tener mayor beneficio funcional tras la terapia celular.
La mejoria funcional también parece aumentada en los pacientes con menor capacidad migratoria de las
células infundidas.
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Functional Improvement in Patients With Dilated Cardiomyopathy After the
Intracoronary Infusion of Autologous Bone Marrow Mononuclear Cells

ABSTRACT

Introduction and objectives: Different studies have shown improvement in patients with idiopathic
nonischemic dilated cardiomyopathy treated with cell-therapy. However, factors influencing
responsiveness are not well known. This trial investigates functional changes and factors influencing
the 6-month gain in ejection fraction in 27 patients with dilated cardiomiopathy treated with
intracoronary cell-therapy.

Methods: Patients received intracoronary infusion of autologous bone-marrow mononuclear cells
(mean infused, 10.2 [2.9]x 108). Flow cytometry and functional analyses of the cells were also performed.
Results: The 6-month angiographic gain in ejection fraction ranged from —9% to 34% (mean, 9%). These
changes were distinguished into 2 groups: 21 patients (78%) with a significant improvement at the
6-month evaluation (mean gain, 14 [7]%), and 6 patients who had no response (mean gain, —5 [3]%).
The responders were younger as compared to the nonresponders (50 [12] years vs 62 [9] years; P<.04).
There was an inverse correlation (r=—0,41; P<.003) between the gain in ejection fraction and the high
density lipoprotein level, suggesting higher functional gain with low high density lipoprotein levels. The
24 h migratory capability of the infused cells was significantly reduced in the responders’ group
(5.4 [1.7]1x10% vs 8.1 [2.3]x10%; P<.009 for vascular endothelial growth factor and 5.8 [1.7]x108 vs
8.4 [2.9]x10%; P<.002 for stromal cell-derived factor-1).
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Conclusions: Younger patients with dilated cardiomiopathy and lower plasma high density lipoprotein
levels gain greater benefit from intracoronary cell-therapy. Functional improvement also seems to be
enhanced by a lower migratory capacity of the infused cells.

Full English text available from: www.revespcardiol.org/en.
© 2012 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Abreviaturas

CMNMO: células mononucleares derivadas de médula 6sea
autdloga

FEVI: fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo

HDL: lipoproteinas de alta densidad

MD: miocardiopatia dilatada

INTRODUCCION

La infusién intracoronaria de células mononucleares derivadas
de médula 6sea autdloga (CMNMO) se ha utilizado para la
recuperacion funcional en pacientes con cardiopatia isquémica
aguda'~3 o crénica®”. Sin embargo, hay menos informacién sobre
los efectos de las CMNMO en pacientes con miocardiopatia
dilatada (MD) no isquémica. Diferentes estudios han mostrado
una mejoria clinica y un leve efecto beneficioso en la funcion
ventricular izquierda de pacientes con MD idiopatica tratados
con terapia celular®'2, Pero el grado de mejoria funcional varia de
un paciente a otro y no se conoce bien los factores que influyen en
esa respuesta. En este ensayo se investigan los factores que
influyen en la ganancia de la fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo (FEVI) a los 6 meses, en 27 pacientes con MD incluidos en
un ensayo de la terapia celular intracoronaria.

METODOS
Protocolo del estudio

Se propuso la participaciéon en el ensayo a pacientes con MD
idiopatica. El protocolo del estudio (TCMR0007/06) fue aprobado por
todos los comités institucionales, regionales y nacionales. El ensayo
se presentd como ensayo clinico de fase Il no controlado (EudraCT:
2007-003088-36) y se registr6 en www.clinical-trials.gov
(NCT00629096). El objetivo principal fue evaluar la seguridad y la
eficacia de la infusion intracoronaria de CMNMO en pacientes con
MD idiopatica que fueron objeto de seguimiento durante 1 afio. Se
diseid un andlisis biologico para relacionar la composicion y la
funcion de la médula 6sea con los posibles cambios en la evolucion
clinica y funcional. Los criterios de inclusion fueron los siguientes:
a) pacientes con diagndstico clinico y angiografico de MD idiopatica,
FEVI < 50% y signos y sintomas de insuficiencia cardiaca a pesar del
tratamiento médico 6ptimo individualizado, y b) ritmo sinusal
estable. Los criterios de exclusion fueron: a) MD de origen conocido
(toxica, isquémica, secundaria a quimioterapia o por depdsito); b) un
antecedente reciente de miocarditis; ¢) pacientes con criterios
de asincronia que podrian obtener beneficio del tratamiento de
resincronizacion; d) pacientes en lista de espera de trasplante
cardiaco; e) pacientes de mas de 80 afios o que sufrieran otros
trastornos sistémicos o hematicos; f) mujeres embarazadas o con
probabilidad de quedar embarazadas, y g) pacientes incluidos en
cualquier otro tipo de ensayo clinico.

Después de que dieran su consentimiento informado por
escrito, se estudid a todos los pacientes clinica y funcionalmente en

cuatro etapas: basal (antes del tratamiento) y 3, 6 y 12 meses
después de la infusion celular. Se llevaron a cabo evaluaciones
ecocardiograficas seriadas antes del tratamiento, a los 3 meses y al
afio. Se realiz6 un estudio angiografico antes del tratamiento y en la
evaluacion de los 6 meses. Se analizaron los cambios de la funcion
ventricular izquierda considerados objetivo principal. La ganancia
neta en la FEVI (angiografica) fue el objetivo funcional principal.
Como objetivos secundarios, se evalud el curso clinico, la reserva de
flujo coronario y los seguimientos ecocardiograficos, junto con las
propiedades bioldgicas de las células infundidas.

Paciente

La inclusién de pacientes en el ensayo se llevo a cabo entre
marzo de 2008 y diciembre de 2010. No se incluy6 en el ensayo
a ningun paciente después de un periodo corto de evolucion de la
enfermedad tras el diagnostico. Todos los pacientes tenian una
evolucidn clinica cronica estable antes de la inclusion en el ensayo.
La edad a la que se aplico el tratamiento oscilé entre 31 y
74 (media, 53 + 12) afios; 20 pacientes eran varones y 7, mujeres.
Habian necesitado un desfribrilador automatico para la prevencion de
arritmias mortales 3 pacientes. En la tabla 1 se muestran los
principales datos clinicos basales. En el momento de la inclusion en el
ensayo, todos los pacientes se encontraban estables y recibian
tratamiento médico individualizado segiin su estado clinico y su clase
funcional de la New York Heart Association (NYHA); todos recibian
tratamiento con inhibidores de la enzima de conversion de la
angiotensina o antagonistas de los receptores de la angiotensina II,
diuréticos de asa, bloqueadores beta y espironolactona o eplerenona.
Tenian diabetes mellitus tratada médicamente 7 pacientes (26%);
8 (30%) estaban en tratamiento con acenocumarol y 19 (70%),
con acido acetilsalicilico; 12 pacientes (44%) estaban tratados con
digoxina y 9 pacientes (33%) con hiperlipemia recibian estatinas. El
tratamiento médico se mantuvo estable durante todo el ensayo para

Tabla 1
Datos clinicos basales principales
Edad (arios) 53+12
Mujeres 7 (26)
Clase funcional NYHA IlI-IV 10 (37)
Péptido natriurético cerebral (pg/ml) 422 +522
Diabetes mellitus 7 (26)
Fumadores 13 (48)
Hipertension 10 (37)
Hiperlipemia 9(33)
Colesterol total (mg/dl) 174440
cLDL (mg/dl) 106 +26
cHDL (mg/dl) 34411
Triglicéridos (mg/dl) 155+106
Fraccion de eyeccion (%) 2849
Insuficiencia mitral no grave 12 (44)

cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL: colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad; NYHA: New York Heart Association.
Los datos se expresan en forma de n (%) o media + desviacion estandar.
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la mayoria de los pacientes (n = 20). A 1 paciente, con dos episodios de
agravamiento de la insuficiencia cardiaca, se le aumentd el
tratamiento médico. A 6 pacientes se les redujo el namero de
farmacos cuando la mejora de la clase funcional en el seguimiento lo
hizo posible. El tratamiento farmacologico se mantuvo mayoritaria-
mente inalterado durante todo el ensayo y se redujo incluso
ligeramente en unos pocos pacientes.

Evaluaciones clinicas

La evaluacion clinica se basé en la clase funcional de la NYHA y
se establecio claramente en cada etapa del ensayo. Ademas, se
determiné la capacidad de ejercicio, evaluada mediante la
captacion de oxigeno maxima en ml/kg/min, antes del tratamiento
y 3 meses y 1 aflo después. Las pruebas de esfuerzo se realizaron
con un sistema Marquette Case 8000 (GE Healthcare; Burr Ridge,
Illinois, Estados Unidos) utilizando un protocolo Naughton segin
lo establecido en las guias'>. Se determiné el intercambio de gases
respiratorios durante un esfuerzo maximo mediante una estacion
de ergoespirometria (Oxycon Pro/Delta, Viasys Healthcare; Hoch-
berg, Alemania). Las determinaciones de la captacién de oxigeno
maxima se obtuvieron y se expresaron tanto en valores absolutos
como en porcentaje respecto a los valores teéricos esperados seglin
la edad y la superficie corporal. Se registré también el tiempo de
ejercicio, que ademas se consider6 un parametro funcional.

Evaluaciones ecocardiograficas

En las tres etapas (basal, 3 meses y 1 afio), se llevd a cabo una
evaluacion ecocardiografica completa (Philips iE33, Philips Ultra-
sound, Philips Healthcare; Massachusetts, Estados Unidos) con
obtencion de imagen de segundo armonico. La determinacion de los
volimenesy la FEVIse baso6 en la regla de Simpson biplanar. En todos
los casos se inyectaron contrastes ecograficos por via intravenosa
para optimizar la definicion de los limites del endocardio. En los
casos en que habia insuficiencia mitral, se evalu6 mediante Doppler
continuo y color y se clasificd su gravedad en una escala de I a IV
grados. Para definir cada grado, la insuficiencia mitral se evalud
integralmente mediante el acuerdo de dos ecocardiografistas
expertos, siguiendo las recomendaciones de la American Society of
Echocardiography*.

Evaluaciones hemodinamicas y angiograficas

Antes del tratamiento y 6 meses después de la infusion de las
células, se realiz6 un cateterismo cardiaco para obtener la presion
telediastolica ventricular izquierda y sistémica, evaluar la
funcién del ventriculo izquierdo y analizar la reserva de flujo
coronario en cada arteria coronaria. Las evaluaciones de la funcion
del ventriculo izquierdo se basaron en el andlisis de al menos una
angiografia ventricular izquierda en una proyecciéon oblicua
anterior derecha de 30°. Durante cada ventriculografia, se intentd
obtener un latido sinusal y un latido postextrasist6lico para el
analisis, con vistas a determinar la reserva contractil del ventriculo.

Se dibujaron las siluetas telediastdlica y telesistolica con el
sistema CASS, mediante el consenso de dos angiografistas expertos.
Se determinaron los volimenes y la FEVI y se analiz6 el
movimiento regional de la pared. Se utilizé el método de Sheehan!®
para el estudio de la asinergia, dividiendo las siluetas superpuestas
en 100 radios de acortamiento de la pared, de la telediastole a la
telesistole. El segmento de contraccion anormal se definié como el
porcentaje de radios que mostraban acinesia o discinesia. Se evalué
la competencia de la valvula mitral y, cuando habia insuficiencia
mitral, se valoré en una escala de I a IV grados.

La medicion de las velocidades y de la reserva de flujo coronario
en cada arteria coronaria se realizd también en ambas fases con el
sistema FloMap® (Cardiometrics; Mountain View, California,
Estados Unidos). Se coloc6 una guia Doppler intracoronaria de
0,014’ en los segmentos proximales de las tres arterias coronarias y
se registro la velocidad de flujo de manera continua. Se obtuvo el
valor medio de la velocidad maxima en la situacion basal y tras
la inyeccion intracoronaria de un bolo de 60 g de adenosina en la
arteria coronaria izquierda y 40 g de adenosina en la arteria
coronaria derecha. La reserva de flujo coronario se calcul6 mediante
el cociente entre la velocidad de flujo maxima durante el efecto
maximo de la inyeccion de adenosina y la velocidad del flujo basal.

Obtencion, preparacion e infusién intracoronaria de las células

Se obtuvo un volumen de médula o6sea (100-150 ml) con
anestesia local. Las CMNMO se aislaron mediante centrifugacion en
gradiente de densidad sobre una solucion de Ficoll-Hypaque
en un dispositivo Sepax estéril. Después de tres lavados, se filtraron
las CMNMO y se resuspendieron en 10 ml de cloruro sbdico al 0,9%
con un suplemento de heparina al 0,1%. La preparacion de la
suspension de células no dur6 mas de 4h y se transportd al
laboratorio para la infusion de las células en sincronia con el
cateterismo cardiaco diagnoéstico adecuadamente completado.
Dependiendo de la anatomia coronaria observada, se tomo la
decision de dividir la suspension celular segin la arteria
dominante. Se infundié un total de 10,2 +2,9 x 108 CMNMO en
las arterias coronarias, de la siguiente forma: el 50% de la suspension
de células se infundi6 en la arteria descendente anterior izquierda y el
50%, en la arteria coronaria derecha de 4 pacientes (15%); el 50% de la
suspension de células se infundi6 en la arteria descendente anterior
izquierda y el 50%, en la arteria circunfleja dominante de 6 pacientes
(22%); se infundi6 el 50% de la suspension de células en la arteria
descendente anterior izquierda, el 25% en la arteria coronaria derecha
y el 25% en la arteria circunfleja de 16 pacientes (59%), y se distribuyo
a partes iguales (el 33% cada una) la suspension de células en las
tres arterias coronarias de 1 paciente (4%) que tenia una arteria
descendente anterior izquierda pequeiia. La infusion selectiva en cada
arteria se hizo con un microcatéter, que posteriormente se coloco en
un segmento proximal de cada arteria coronaria. Cada infusi6n
intracoronaria dur6 entre 2 y 4 min, sin condiciones de estancamiento
del flujo. Después de la infusidn, se traslado a los pacientes a planta
para una monitorizacién continua durante 24 h y la realizacion de
determinaciones seriadas de enzimas.

Evaluacion biologica

Se obtuvieron partes alicuotas del producto final de CMNMO
para recuento celular automatico, citometria de flujo, analisis
funcional de unidades formadoras de colonias de células endote-
liales y determinacion de su capacidad migratoria. Las células
se marcaron con anticuerpos monoclonales ligados a isotiocianato
de fluoresceina o aloficocianina dirigidos contra el CD34 humano
(BD Pharmingen™; San Diego, California, Estados Unidos) y
anticuerpos monoclonales ligados a isotiocianato de fluoresceina
o ficoeritrina dirigidos contra las siguientes proteinas de superficie
celular humanas: CD38+, CXCR4, CD31, CD146, factor de creci-
miento endotelial vascular R2 (VEGFR2) (BD Pharmingen™), CD90
(R&D Systems; Minneapolis, Minnesota, Estados Unidos), HLA-DR
y CD117 (BD Biosciences; San Jose, California, Estados Unidos) o un
anticuerpo monoclonal acoplado a aloficocianina, anti-CD133
humano (Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach, Reino Unido). Las
muestras de células se obtuvieron en un citometro de flujo
FACSCanto™ de Beckton & Dickinson (BD Biosciences) con laser
dual y se analizaron con el programa informatico BD CellQuest
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Pro™ (BD Biosciences). Se analizaron al menos 2.000 eventos para
cada marcador.

El analisis funcional de la capacidad migratoria de las células
infundidas se realiz6 en un dispositivo de membrana con
tereftalato de polietileno de 6,5 mm de didametro y poros de
8 wm (BD Falcon™ Cell Culture Insert System; Franklin Lakes, New
Jersey, Estados Unidos) de la siguiente forma: a) se colocd el
dispositivo de membrana en un disco de cultivo de una placa de
24 pocillos (BD Falcon™); b) la camara inferior del dispositivo
de membrana se llend con RPMI-1640 (BioWhittaker® Lonza;
Verviers, Bélgica) mas factor de crecimiento derivado de células de
estroma 1a (SDF-1a; 100 ng/ml; R&D Systems) o RPMI-1640 mas
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF 165; 100 ng/ml;
R&D Systems) o RPMI solo. La camara superior del dispositivo de
membrana se cargd con 5 x 10% células mononucleares resus-
pendidas en medio sin suero RPMI-1640. Las placas se incubaron a
37 °C con una humedad del 95% y un 5% de CO, durante 24 h,y a
continuacion se observaron en un microscopio de inversiéon con
campos de sistema de recuento automatico que permitian
el calculo del porcentaje de células migradas.

Analisis estadistico

Los datos se expresan en forma de media + desviacion estandar.
Las diferencias entre los porcentajes se evaluaron con una prueba de la
X2 0 una prueba exacta de Fisher, segfin fuera apropiado. Se utilizaron
pruebas no paramétricas (prueba de Wilcoxon para datos apareados y
la prueba de la U de Mann-Whitney para datos independientes) para
comparar los valores de medias. Las diferencias entre las tres etapas en
cuanto a los parametros no invasivos de un mismo paciente se
analizaron con una prueba no parameétrica para k muestras relacio-
nadas (prueba de Friedman). La correlacion lineal entre las variables
cuantitativas se analiz6 con la prueba de Pearson. Los valores de
p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

RESULTADOS
Caracteristicas de la suspension de células

El ndmero de células infundidas fue el siguiente:
CMNMO (x108), 10,2 +2,9; CD34+ (x10°), 40,4 + 23,6; CD34+/
CD117+ (x10%), 20,6 +154; CD133+ (x10°), 22,8 +15,3; CD34+/
CD38- (x10°%), 9,9 + 11,8; CD34+/CXCR4+ (x10°), 1,9 + 2,8, y CD90+
(x10%), 1,3+1,3. El nimero total de hematies presentes como
contaminantes en la suspension fue de 0,49 + 0,23 (x10%), con un
hematocrito del 0,42% + 0,2%. Por lo que respecta a las principales
caracteristicas funcionales, la migracién para VEGF (x108) fue de
5,8 + 2 células, la migracién para SDF-1 (x108) fue de 6,3 + 2,1 células,

A Basal 3 meses 1 afio
Grado | 1 Sl 15
8
2
6
Grado |l 17 9 »| 15 & —» 10
1
6,
Grado Il 9 / Tyl ! > 2
Grado IV 1
B Fraccion de eyeccion

Porcentaje

Basal 6 meses

|. Respondedores <> No respondedores = = = = = |

Figura 1. Evolucién de la clase funcional de la New York Heart Association (A) y
la fracciéon de eyeccion del ventriculo izquierdo (B) después de la terapia
celular.

y la frecuencia de células endoteliales de unidades formadoras de
colonias (x10°) fue de 8,2 + 13,9 células.

Resultados clinicos

En la tabla 1 se muestran los principales datos clinicos basales.
No se produjo ninguna complicacién importante en relacion con la
transferencia de células intracoronaria ni con ningdn otro
procedimiento durante el protocolo del estudio. Durante la
infusion de la suspension de células en la arteria coronaria
derecha, se observd una leve bradicardia e hipotensiéon en
5 pacientes; la administracion de liquidos intravenosos y una
reduccion de la rapidez de infusién permitieron completar la
intervencion sin complicaciones. No se registraron arritmias ni
dafio miocardico durante las 24 h siguientes (la media del valor

Tabla 2
Evolucion de los parametros de valoraciéon no invasivos
Basal 3 meses 1 afio p
Prueba de esfuerzo en cinta sin fin
Captacion de oxigeno maxima (ml/min/kg) 20,21 £ 5,1 21,36 + 4 2232 +49 0,16
Captacion de oxigeno maxima teorica (%) 73 £ 17 77 £ 16 83 +18 0,04
Tiempo de ejercicio (min) 11£5 15+ 4 15+3 0,002
Ecocardiografia
Volumen telediastélico (ml) 178 £ 63 161 + 60 176 £ 78 0,57
Volumen telesistolico (ml) 131 £55 107 + 47 112 £ 65 0,05
Fraccién de eyeccion” (%) 27 +£7 35 +11 38 £ 11 0,001

Los datos se expresan en forma de media + desviacion estandar.
" Regla de Simpson.
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Basal 3 meses 1 afio Tabla 3
Cambios funcionales del ventriculo izquierdo (hemodinamicos y angiograficos)
20
No 17 20 > 23 Basal 6 meses p
3 Latido sinusal
2 PTDVI (mmHg) 17 £ 8 15+9 0,21
»
Grado | 6 5 v ¢ indice VIDVI (ml/m?) 161 + 64 144 + 48 0,001
1 indice VTSVI (ml/m?) 118 £ 56 93 + 42 0,001
Fraccion de eyeccion (%) 28 +9 37 + 11 0,003
Grado |l 2 1 X L
1 Radios hipocinéticos (%) 55+ 16 43 + 22 0,04
Segmento contractil anormal (%) 15+ 14 8+ 11 0,001
Latido postextrasistolico
Grado Il 2 1 P >
Indice VTDVI (ml/m®) 176 + 62 164 + 59 0,001
indice VTSVI (ml/m?) 107 + 53 84 + 42 0,001
Ecocardiografia
9 Fraccion de eyeccion (%) 41 +1 50 + 12 0,01
Radios hipocinéticos (%) 36 + 22 23 +£17 0,25
Basal 6 meses Segmento contractil anormal (%) 5+9 2+4 0,12
PTDVI: presion telediastélica ventricular izquierda; VTDVI: volumen telediastdlico
14 . . - s . L
No 15 > 20 ventricular izquierdo; VTSVI: volumen telesistdlico ventricular izquierdo.
1 Los datos se expresan en forma de media + desviacion estandar.
6
4
Grado | 10 7 . . . s .
observaron cambios en la velocidad de flujo maxima por Doppler ni
en la reserva de flujo coronario de las tres arterias coronarias en el
5 seguimiento realizado a los 6 meses. La media de la reserva de flujo
coronario fue normal en las tres arterias en la determinacion basal
Grado I 2 (arteria coronaria derecha, 2,5 + 0,8; arteria descendente anterior
izquierda, 2,6 + 0,8, y arteria circunfleja, 2,3 + 0,6). A los 6 meses de
Angiografia tratamiento, la reserva de flujo coronario de las tres coronarias se

Figura 2. Cambios observados en el grado de insuficiencia mitral en la
ecocardiografia y la angiografia.

maximo de troponina I fue de 0,03 + 0,04 ng/ml). Durante un
seguimiento estricto realizado durante 1 afio, solamente 1 paciente
requirié rehospitalizacion en dos ocasiones a causa de un agrava-
miento de la insuficiencia cardiaca. Los otros 26 pacientes continua-
ron evolucionando a una clase funcional mejor. En la figura 1A se
muestra la evolucion de la clase funcional de la NYHA en nuestros
pacientes. Tan sblo 2 de los 10 pacientes continuaban en NYHA III
después de 1 afio. Esto coincidié con una reduccion significativa de
la fraccion aminoterminal del propéptido natriurético cerebral
(NT-proBNP) circulante durante todo el ensayo: basal, 403 + 417
pg/ml; a los 3 meses, 129 + 169 pg/ml, y al afio, 122 + 190 pg/ml
(p < 0,05).

Resultados funcionales en pruebas no invasivas

En la tabla 2 se muestra la evolucion observada en los
parametros no invasivos. La capacidad de ejercicio mejor6 en la
mayor parte de los pacientes. La captaciéon de oxigeno maxima
teodrica y el tiempo de ejercicio mejoraron en las determinaciones
secuenciales. También hubo mejoras significativas de los volame-
nes y la FEVI determinados ecocardiograficamente. Ademas, se
observd una reduccién frecuente del grado de insuficiencia
mitral, en los casos que la sufrian, en el examen realizado
mediante eco-Doppler. En la figura 2A se muestran los cambios
observados en el grado de insuficiencia mitral entre examenes
ecocardiograficos durante todo el estudio.

Resultados hemodinamicos y angiograficos

En la tabla 3 se muestra la evolucion observada en los
principales parametros hemodinamicos y angiograficos. No se

mantenia inalterada (2,8 + 0,8, 2,5 + 0,4 y 2,7 + 1 respectivamente).
Respecto a la funcién ventricular izquierda, hubo reducciones
significativas de los volimenes ventriculares izquierdos y una
ganancia en FEVI que coincidieron con una reduccion del acorta-
miento regional anormal de la pared (reduccion media de los radios
hipocinéticos, 12,9 +£20%) y una reduccion de los segmentos
acinéticos en los casos en que el examen basal los habia mostrado
(media de reduccion del segmento de contraccion anormal,
7,1 +9,4%). La reserva contractil del ventriculo, evaluada mediante
la potenciacion postextrasistolica, mejor6 de manera proporcional
6 meses después de la terapia celular. Antes del tratamiento,
12 pacientes presentaban cierto grado de insuficiencia mitral
angiografica; 6 meses después de la terapia celular, 8 de los pacientes
presentaban una reduccion del grado de insuficiencia mitral
angiografica y 1 paciente, aumento de 1 grado (fig. 2).

Factores que influyen en la mejoria funcional

La ganancia en la FEVI fue significativamente mayor en los
pacientes con cifras mas bajas (< 25%) en situacién basal (16 + 8%
frente a 6 + 9%; p < 0,01). En la figura 1B se muestran los cambios
individuales de la FEVI. Se estableci6 una clara distincion entre
dos grupos de pacientes: 21 (78%) con una mejoria significativa en la
evaluacion realizada a los 6 meses (media de ganancia, 14 + 7%)
frente a 6 pacientes sin respuesta o incluso con empeoramiento
(media de ganancia, —5 + 3%) en la evaluacion realizada a los 6 meses.
Aunque el segundo grupo era pequeflo, analizamos los posibles
factores asociados a la capacidad de respuesta. En la tabla 4 se
presenta el analisis univariable. Los pacientes respondedores eran de
menor edad. Tiene interés sefialar que la capacidad migratoria en 24 h
de la suspension de células fue significativamente inferior en estos
pacientes respondedores.

Ademas, la ganancia de FEVI mostré una correlaciéon inversa
con el valor basal de lipoproteinas de alta densidad (HDL)
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Tabla 4
Factores que influyen en la capacidad de respuesta (andlisis univariable)
Respondedores (n=21) No respondedores (n=6) p

Edad (afios) 51 + 12 62+9 0,04
Colesterol (mg/dl) 171 + 41 184 + 36 0,46
HDL (mg/dl) 32+9 42 + 15 0,06
Varones 15 (71) 5(83) 0,50
Diabetes mellitus 6 (29) 1(17) 0,62
Hipertension 6 (29) 4 (67) 0,15
Fumadores 11 (52) 2 (33) 0,61
Fraccion de eyeccion basal (%) 28 +£ 10 29+ 4 0,47
Células mononucleares infundidas (x10%) 9,66 + 2,47 11,99 + 3,77 0,08
Migracién basal (células x108) 44 +1,2 69 +1,5 0,002
Migracién para VEGF (células x10%) 5,38 + 1,66 8,1+23 0,009
Migracién para SDF-1 (células x108) 58 +1,7 84429 0,02

HDL: lipoproteinas de alta densidad; SDF-1: factor 1 derivado de células de estroma; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.

Los datos se expresan en forma de n (%) o media + desviacion estandar.

(r=-0,41; p =0,03),lo que indica una ganancia en FEVI superior en
presencia de menores concentraciones de HDL. De hecho, las cifras
de HDL eran significativamente menores en los pacientes con
mayor ganancia (> 10%) en la FEVI (30 + 8 frente a 40 + 10 mg/dl;
p <0,01). El valor basal de HDL mostraba también correlacion
inversa con el nimero de células CD34+ CD117+ infundidas
(r=-0,41; p < 0,05) (fig. 3).
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Figura 3. Correlaciones lineales observadas en el estudio. FEVI: fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo; HDL: lipoproteinas de alta densidad.

DISCUSION

Diferentes estudios experimentales llevados a cabo en modelos
de MD en conejos y ratas han puesto de manifiesto que se obtiene
beneficio funcional tras la terapia celular!®-2°, Usando aspirados de
médula 6sea de ratas isogénicas'®, mioblastos de misculo
esquelético autdlogo en cultivo!” o células mesenquimatosas en
cultivo'®2°, Ja suspensién de células se inyect6 directamente en el
miocardio. Basandose en estos resultados experimentales, dife-
rentes estudios clinicos® 2 han analizado la seguridad y la eficacia
de diferentes tipos de terapia celular en pacientes con MD no
isquémica. En 2006, Seth et al® fueron los primeros en describir
mejoria de la clase funcional de la NYHA, disminucién del volumen
telesistolico ventricular izquierdo y un aumento del 5,4% en la FEVI
en 24 pacientes con MD tratados con infusion intracoronaria de
CMNMO autdlogas. En un analisis de seguimiento posterior del
mismo ensayo'®, se observd que los beneficios funcionales se
mantenian sin que hubiera ningtn efecto secundario a largo plazo.
Ademas, tras emplear una infusion intracoronaria de CMNMO
autdlogas, Fisher-Rasokat et al® observaron una mejoria de la
funcién general y regional a los 3 meses, una tendencia en
la reserva de flujo coronario y una disminucion significativa de la
concentracion sérica de NT-proBNP 1 afio después del tratamiento
en 33 pacientes. En otros estudios®!2, tanto las CMNMO como las
células madre de sangre periférica obtenidas mediante aféresis,
cultivadas o no, se inyectaron en la pared libre del ventriculo
izquierdo. Estos estudios mostraron mejoras de la clase funcional o
de la prueba de los 6 min de marcha, asi como un leve aumento de
la FEVI. A pesar de que se usaran inyecciones localizadas, la funcion
ventricular izquierda pareci6 mejorar de manera general''.

En nuestro ensayo de 27 pacientes con MD idiopatica tratados
con infusion intracoronaria de CMNMO, no se observaron efectos
adversos y hubo una mejora clinica de la clase funcional de la NYHA
y las concentraciones de NT-proBNP. Aunque cabria argumentar
que esta mejoria pueda deberse en parte al tratamiento
farmacologico, es importante sefialar que todos nuestros pacientes
se encontraban en una situacion estable antes de la inclusion en el
ensayo y que el tratamiento médico se mantuvo inalterado en la
mayoria de ellos durante todo el periodo de ensayo. Ademas, se
observo una disminucién a los 6 meses en el volumen angiografico
del ventriculo izquierdo y una ganancia neta media del 9% en la
FEVI. Sin embargo, las ganancias en la FEVI después de la terapia
celular difieren de un paciente a otro. Se observaron dos grupos de
pacientes: respondedores y no respondedores. Los respondedores
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tenian una edad significativamente menor. Se sabe que la edad
puede influir en la funcionalidad de la médula 6sea. El contenido de
grasa de la médula 6sea aumenta con la edad; el envejecimiento
reduce también la poblacién colateral de células madre y las
unidades formadoras de colonias de granulocitos-macrofagos en la
médula osea, asi como las células CD34+, KDR+ y CD133
circulantes, y las concentraciones de SDF-1 e IGF-1 en sangre?!.

Es interesante sefialar que la capacidad migratoria en 24 h de la
suspension de células para el VEGF y el SDF-1 fue significativa-
mente menor en los pacientes respondedores. Las células de
meédula 6sea que pueden migrar siguiendo un gradiente de VEGF
en 24 h son casi todas progenitoras maduras, mientras que las
células madre realmente inmaduras necesitan varios dias para la
migracion. Asi pues, parece que la ganancia en la FEVI se potencia
también por la menor capacidad migratoria de la suspension de
células, con un porcentaje mas elevado de células infundidas
inmaduras. Fisher-Rasokat et al® han observado también una
correlacion inversa significativa entre el grado de recuperacion de
la hipocinesia del ventriculo izquierdo y la funcionalidad de las
células infundidas medida por su capacidad de formacion de
colonias. Estos resultados podrian implicar un efecto superior de la
suspension de células cuando hay mayor proporcion de células
indiferenciadas sin capacidad migratoria o formaciones de
colonias hemopoyéticas. Se realizaron observaciones similares
en pacientes con infarto de miocardio créonico tratados con infusion
intracoronaria de CMNMO?®.

Ademas, hubo una correlacion inversa entre la ganancia en FEVI
y concentraciones séricas basales de HDL, lo que indica mayor
ganancia en presencia de valores de HDL mas bajos. Por otra parte,
los valores basales de HDL mostraron también una correlacion
inversa con el nimero de progenitores inmaduros: células CD 34+y
células CD 117+ infundidas. El papel de las HDL circulantes parece
estar incrementandose constantemente. In vitro, el crecimiento
celular y la formacién de colonias se inhiben en el suero con un
suplemento de HDL??, In vivo, es bien sabido que las HDL fomentan
la salida de colesterol de las células espumosas y que
tienen propiedades antiinflamatorias y antiaterogénicas*>24, Las
HDL contribuyen a producir las acciones antioxidantes, vasodila-
tadoras y antitrombéticas, y modulan la activacién plaquetaria®.
Las HDL desempefian un papel incluso en el sistema inmunitario?®.
Ademas, la concentracidn plasmatica de HDL esta relacionada con
el ntimero de células progenitoras endoteliales circulantes®’. Tso
et al?® sefialaron que las HDL participarian en el fomento de la
reparacion endotelial a través de células progenitoras. De hecho,
los valores bajos de HDL son un predictor independiente de la
disfuncién endotelial?®. En la médula ésea, se sabe que las HDL
inhiben la proliferacién de las células madre hemopoyéticas®’. Y a
la inversa, las bajas concentraciones de HDL pueden desempefiar
un papel en el fomento de la proliferacion en los pacientes con
procesos neoplasicos?23!, La relacién inesperada que se observé
entre la ganancia en FEVI y los valores basales de HDL podria
indicar que las bajas concentraciones plasmaticas de HDL
constituirian un entorno favorable para la proliferacion celular
en el miocardio después del estimulo de la infusion de CMNMO.
Sin embargo, se tendra que confirmarlo en ulteriores estudios con
series de pacientes mas amplias. Nuestros resultados también
indican una relacion entre el estado de funcionalidad de la médula
Osea y las cifras de HDL circulantes.

Limitaciones del estudio

El namero de pacientes de un ensayo realizado en un solo
centro es limitado, y nuestro estudio no es un ensayo aleatorizado.
El principal objetivo es determinar la seguridad y la eficacia, y en
ambas se obtuvieron resultados favorables. El nimero de pacientes

considerados no respondedores es bajo, pero sus respuestas a la
terapia celular son claramente diferentes, lo que podria ser una
cuestion de interés para futuros estudios.

CONCLUSIONES

Este ensayo introduce el concepto de la capacidad de
respuesta a la terapia celular en pacientes con MD. Se observd
una mejoria clinica y funcional en pacientes con MD tras una
terapia celular intracoronaria. Sin embargo, la capacidad de
respuesta parece ser superior en los pacientes de menos edad y
en los que tienen concentraciones plasmaticas de HDL mas bajas.
Ademas, la mejoria funcional observada parece verse potenciada
por una menor capacidad migratoria de las células infundidas.
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