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I. Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs)
son la principal causa de mortalidad en todo
el mundo (Escobedo-Uribe y cols., 2012),
por lo que el desarrollo de farmacos y/o
estrategias terapéuticas se ha convertido en
un desafio crucial para los sistemas de salud
de todos los paises desarrollados
(Escobedo-Uribe y cols., 2012; Strauer y
Kornowsky, 2003; Bartunek y cols., 2006).

La mayor utilizacion de estrategias
farmacologicas, procedimientos quirtrgicos
y técnicas intervencionistas, como la
angioplastia y/o el stenting coronario, han
contribuido  considerablemente a la
reduccion de la mortalidad tras un infarto
agudo de miocardio (IAM) (Barba, 2009).
Dichas terapias, sin embargo, son
solamente paliativas y no logran recuperar
el tejido miocardico dafiado. Ademas, el
hecho de que estos tratamientos resuelvan
procesos cardiacos agudos que en el pasado
eran mortales (Torella y cols., 2006), a
menudo se traduce en un incremento de la
esperanza de vida del enfermo dejando
como secuela una enfermedad croénica
(Dickstein y cols., 2008; Neubauer, 2007;
Jessup y Brozena, 2003).

Para estas secuelas cronicas con frecuencia
no se dispone de un tratamiento efectivo
para restaurar la  funcion cardiaca

(Escobedo-Uribe y cols., 2012; Jessup y

cols., 2009), siendo actualmente el
trasplante cardiaco la Ginica opcion curativa
(Dickstein y cols., 2008; Neubauer, 2007;
Jessup y Brozena, 2003). Este supone una
alternativa  terapéutica con  grandes
limitaciones: la escasez de donantes, el
elevado coste y la necesidad de un
tratamiento inmunosupresor a largo plazo
disminuyen en gran medida su utilidad y

disponibilidad (Taylor y cols., 2007).

El continuo incremento de la vida media y
el envejecimiento progresivo de la
poblacion en los paises avanzados, ha
provocando que las enfermedades cronicas
estén adquiriendo caracteristicas
epidémicas cada vez mas importantes.
Concretamente, el 22% de los hombres y el
47% de las mujeres que sobreviven a un
IAM desarrollan insuficiencia cardiaca
cronica (ICC) en los 6 afios posteriores al

infarto (Jiménez-Quevedo y cols., 2006;

Roger y cols., 2012).

El problema general de las patologias
cronicas post-infarto se debe a un déficit de
células contractiles, asi como a una
circulaciéon coronaria insuficiente para
nutrirlas. Por ello, en los ultimos afios se
han buscado métodos que sustituyan el
tejido miocardico perdido a consecuencia
del infarto, previniéndose o revirtiéndose de

esta manera el proceso de



remodelado patologico causante de la
insuficiencia cardiaca de los pacientes
(Nadal-Ginard y cols., 2006; Hosoda y
cols., 2012).

En la actualidad la terapia celular se ha
convertido en una estrategia esperanzadora
y prometedora a la hora de tratar la
cardiomiopatia isquémica tanto aguda como
cronica (Perin y Silva, 2004; Dimmeler y
cols., 2005; Wollert y cols.,, 2004;
Menasché y cols., 2001; Tse y cols., 2003).
Como resultado, se ha propuesto la
administracion de diversos tipos celulares
para abordar la problematica (Chamuleau y
cols., 2009), incluyendo tanto células madre
embrionarias como adultas (Escobedo-

Uribe y cols., 2012; Geng y cols., 2006).

A dia de hoy ya se han conducido
numerosos ensayos clinicos que han hecho
uso de la terapia celular en el ambito del
infarto de miocardio (IM). No obstante, al
menos parte de los pobres resultados de
algunos de estos ensayos son consecuencia
de una extrapolacion defectuosa de los datos
obtenidos en pequefios animales. Creemos,
por tanto, que la obtencion de una mayor
cantidad de datos preclinicos en una especie
animal mas cercana al humano es esencial
para evitar los problemas surgidos en
muchos de los estudios de terapia celular
post-infarto, por pasar a la clinica antes de
cubrir las lagunas que existian en el
entendimiento de los procesos bioldgicos
implicados (Nadal-Ginard y cols., 2006;
Nadal-Ginard y Fuster, 2007).

Introduccion

En relacion a la tematica especifica de los
modelos animales representativos de
patologias humanas, la experiencia del
Centro de Cirugia de Minima Invasion
Jests Usén (CCMIJU) se remonta a sus
origenes, donde se han desarrollado, entre
otros, modelos de enfermedades
cardiovasculares. Concretamente, en el
ambito de la cardiologia y la regeneracion
miocardica, el CCMIJU lleva trabajando en
distintos proyectos de investigacion desde
el afio 2008. Desde entonces ha adquirido
una importante experiencia en cuanto a la
modelizacion de infartos en la especie

porcina.

1.1. Hipdtesis de trabajo y
Objetivos

Partiendo de la hipotesis de que la
administracion de células madre cardiacas
(CMCs) alogénicas tras un IM es capaz de
reducir el 4area de cicatriz y formar
miocardio autdlogo funcional a través de la
activacion de CMCs endogenas, en este
estudio nos hemos planteado valorar la
seguridad y eficacia de la administracion
intracoronaria de dos dosis diferentes de
CMCs alogénicas de origen porcino
(25x10° y 50x10° de células) a los 7 dias
tras la induccion de un modelo de IAM en
la especie porcina, para su posterior
traslacion a la clinica humana. Asimismo
nos hemos propuesto comprobar si existe
una relacion entre la dosis administrada y el

efecto observado.



I1. Revision Bibliografica

2.1. Importancia de las

enfermedades cardiovasculares

A pesar de los avances diagndstico
terapéuticos logrados en los ultimos afios,
las ECVs aparecen actualmente y se
mantendran como la principal causa de
mortalidad en todo el mundo, esperandose
para el afio 2030 cerca de 23,3 millones de
fallecimientos a consecuencia de alguna
afeccion incluida en este grupo de
patologias (Organizacion Mundial de la

Salud).

Segiin la American Heart Association, en
Estados Unidos wuna de cada tres
defunciones se debe a ECV, siendo la mitad
de éstas producidas por una cardiopatia
coronaria (Roger y cols.,, 2012). En el
ambito europeo, dichas patologias son
responsables de casi la mitad de las muertes
que se registran anualmente, causando mas
de cuatro millones de fallecimientos.
Alrededor del 50% de éstos se deben a
cardiopatias de origen isquémico (European

Cardiovascular Disease Statistics 2012).

A pesar de que Espana pertenece al grupo
de naciones con menor riego de mortalidad
por ECV (European Cardiovascular Disease
Statistics 2012), con mas de 124.000

defunciones anuales estas enfermedades

siguen siendo la primera causa de muerte
para el conjunto de la poblacion. De entre
todas las afecciones incluidas en el grupo
de las ECVs, la que se asocia con una
mayor tasa de mortalidad es la cardiopatia
isquémica, responsable del 30% de las
defunciones (Informe Sociedad Espafiola de

Cardiologia, 2009).

Ademas de ser el mayor contribuyente a la
mortalidad, las ECVs también influyen de
forma significativa en la morbilidad. Asi, en
Espaiia, las tasas de morbilidad hospitalaria
en el afio 2002 fueron de 1.406 y 365 por
100.000 habitantes respectivamente para el
conjunto de las ECVs y la cardiopatia

isquémica (Banegas y cols., 20006).

Desde un punto de vista econdmico las
ECVs causan importantes consecuencias en
la  esfera  socioeconémica  (Informe
Sociedad Espafiola de Cardiologia, 2009).
Los costes directos e indirectos asociados a
este grupo de patologias ascendieron para el
afio 2009 a 312,6 billones de doélares en
Estados Unidos, esperandose para los
proximos afios un aumento en dicha cifra
(Go y cols., 2013). En Europa el coste
global de las ECVs es de 196 billones de
euros, correspondiéndose 60 de éstos a
gastos derivados de las cardiopatias
Cardiovascular

coronarias  (European

Disease Statistics 2012).



2.2. Diagnostico del IM

El diagndstico del IM comienza cuando se
produce el primer contacto médico y se
basa generalmente en una historia de dolor
tordcico que no responde a la
administracion de nitroglicerina. Entre las
claves que indican la presencia de dicha
afeccion se encuentran habitualmente la
irradiacion del dolor hacia el cuello, la
mandibula o el brazo izquierdo. No
obstante, el dolor no siempre es agudo y se
pueden observar sintomas menos tipicos
como nauseas, vomitos, disnea, fatiga,

palpitaciones o sincope (Steg y cols., 2012).

Segln la ultima definicidén de IM, propuesta
por la American Heart Association, el
American College of Cardiology y la
European Society of Cardiology dicho
término debe utilizarse cuando exista
evidencia de necrosis miocardica en el
contexto clinico consistente con isquemia
miocardica aguda. Entre las pruebas
diagnodsticas mas relevantes se encuentran
la determinacion de biomarcadores, la
evaluacion del electrocardiograma (ECG),
asi como las técnicas de imagen no

invasivas (Thygesen y cols., 2012).

2.2.1. Deteccion mediante

determinacion de biomarcadores

La deteccion de un incremento en los
niveles de marcadores bioldgicos en sangre,

tales como la troponina (Tpn) cardiaca y la

Revision Bibliogrdfica

fraccion MB de la creatina quinasa (CK-
MB) confirman la existencia de una lesion
miocardica (Thygesen y cols., 2007), sin
desvelar, sin embargo, el mecanismo
subyacente de esta lesion (Jaffe y cols.,

2006 a).

El incremento tanto de la Tpn como de la
CK-MB se define como el valor por encima
del percentil 99 del limite superior de
referencia, el cual estd considerado como
nivel de decision para el diagnostico de IM
(Apple y cols., 2003; Bardaji, 2005; Apple
y cols., 2007; Morrow y cols., 2007).

Actualmente, la Tpn es el biomarcador
preferido para la deteccion del IM, lo que
fundamentalmente se debe a la elevada
sensibilidad clinica y especificidad del
tejido miocardico (Thygesen y cols., 2012;
Steg y cols., 2012). El complejo Tpn consta
de 3 subunidades (C, T ¢ I), de las cuales la
T y la I son practicamente exclusivas del

miocardio (Bardaji, 2005).

La elevacion de dicha enzima es detectable
a las 2-4 horas tras el inicio de los sintomas,
pudiendo persistir durante 7 a 14 dias
(Hamm y cols., 2012). Su determinacion se
recomienda por lo tanto en la primera
evaluacidon del paciente, unas 3 a 6 horas
mas tarde (Welch y cols., 2012; MacRae y
cols., 2006), asi como a las 12-24 horas si
la sospecha clinica es elevada y las
muestras  anteriores fueron negativas
(Welch y cols., 2012). Posteriormente se

pueden requerir determinaciones
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adicionales si se producen nuevos episodios
isquémicos o cuando no se conoce con
seguridad el inicio de los sintomas (MacRae

y cols., 20006).

Para que un diagnoéstico de IM pueda ser
establecido es esencial que el valor de Tpn
muestre un patron de subida y bajada (Jaffe,
2006 b). De esta manera podra diferenciarse
de procesos crénicos asociados con
enfermedad cardiaca estructural (Thygesen
y cols.,, 2010; de Lemos y cols., 2010;
Saunders y cols., 2011). Cuando la
presencia de un sindrome isquémico no se
pueda asegurar clinicamente, se deben
considerar otras afecciones como diseccion
aortica, embolia pulmonar, insuficiencia
cardiaca, miocarditis, sepsis o disfuncién
renal (Welch y cols., 2012) que igualmente
pueden cursar con elevacion de este

biomarcador (Hamm y cols., 2012).

En los pacientes que presentan una
probabilidad clinica baja o intermedia de
isquemia miocardica en evolucion, asi
como una duracion prolongada de los
sintomas previos, un resultado negativo de
Tpn puede ayudar a evitar una angiografia

de urgencia (Steg y cols., 2012).

En caso de no estar disponible Ia
realizacion de un test de Tpn, la mejor
alternativa es la determinacion de la CK-
MB. Su mayor concentracion se encuentra
en el miocardio, aunque también esta
presente en pequefias cantidades en el

musculo esquelético y otras localizaciones.

Revision Bibliogrdfica

Su deteccion se puede llevar a cabo desde
las 3 horas y hasta los 3 dias tras el inicio
de un infarto, alcanzando sus niveles
maximos a las 12-24 horas. Los tiempos
recomendados para llevar a cabo su
determinacion son idénticos a los descritos

para la Tpn (Welch y cols., 2012).

Actualmente, la  mayoria de los
inmunoanalisis utilizados para determinar la
Tpn no permiten detectar valores que se
encuentren ligeramente por encima del
percentil 99, lo que puede ocurrir en la fase
inicial de un IAM sin elevacion del
segmento ST (IAMSEST). Esta limitacién
ha fomentado el desarrollo de los métodos
denominados de alta sensibilidad (Jaffe y
cols., 2013). Estos se refieren a las técnicas
que presentan una mejora en el limite de
deteccion, lo que analiticamente se define
como la concentraciéon minima que puede
diferenciarse de cero (Jaffe y Ordonez-

Llanos, 2010).

Cuando se utilizan los tests de Tpn de alta
sensibilidad en el diagnostico de un infarto,
se recomienda la extraccion de muestras de
sangre para su determinacion en el
momento de la presentacion del paciente,
asi como 3 horas mas tarde (Hamm y cols.,
2011). En el caso de que el valor de dicha
enzima no sea detectable en la primera
evaluacion del paciente, la presencia de
IAM sera muy poco probable (Jaffe y
Ordonez-Llanos, 2013).



2.2.2. Deteccion electrocardiogrdfica

El ECG es una parte fundamental en el
proceso de diagnostico del IM, por lo que
su adquisicion e interpretacion deberian
llevarse a cabo rapidamente tras la
presentacion clinica (Diercks y cols., 2006;
Thygesen y cols., 2007; Welch y cols.,
2012). Hay que senalar que la existencia de
un ECG completamente normal no excluye
la posibilidad de IM (Hamm y cols., 2012),
por lo que los pacientes sintomatologicos
con un primer ECG negativo, deberian ser
monitorizados continuamente. Los registros
de ECG deben repetirse al menos a las 6-9
horas, asi como a las 24 horas tras la
presentacion del paciente. En caso de
recurrir el dolor toracico o los sintomas, se
deberia repetir de forma inmediata. Un
ultimo ECG esta indicado antes del alta del
paciente (Thygesen y cols., 2007; Hamm y
cols., 2012).

Entre los signos electrocardiograficos que
pueden indicar isquemia aguda se
encuentran las arritmias cardiacas, los
trastornos de la conduccion y la pérdida de
amplitud de la onda R. Las alteraciones en
las ondas T o Q, o del segmento ST aportan
informacidn sobre la arteria relacionada con
el infarto, la cantidad de miocardio en
peligro y el prondstico, permitiendo ademas
elegir la estrategia terapéutica mas
adecuada. Generalmente, la elevacion
persistente del segmento ST tras un
tratamiento de reperfusion indica que éste

no se ha llevado a cabo con éxito,

Revision Bibliogrdfica

asociandose ello con un peor prondstico

(Thygesen y cols., 2012).

A pesar de que el ECG no es una prueba lo
suficientemente robusta para establecer un
diagndstico de isquemia aguda o IM
(Holmvang y cols.,, 2002), esta técnica
sigue siendo la prueba mas util para facilitar
la segregacion de los pacientes en aquellos
que presentan un IAM con elevacion del
segmento ST (IAMCEST) y los que
manifiestan un IAMSEST (Welch y cols.,
2012).

En los pacientes con IAMCEST la isquemia
miocardica se evidencia en sus estadios mas
tempranos por cambios en la onda T y el
segmento ST. Se pueden observar ademas
ondas Q transitorias durante un episodio de
isquemia aguda o, en ocasiones, durante la
reperfusion del IAM (Thygesen y cols.,
2012). En contraposicion, en los pacientes
con IAMSEST las manifestaciones
electrocardiograficas pueden ser mas
variables y generalmente incluyen la
depresion del segmento ST o la elevacion
transitoria y cambios en la onda T
(Thygesen y cols., 2007; Welch y cols.,
2012).

Mientras que la reperfusion miocardica tras
un evento isquémico suele causar la
resolucion de la elevacion del segmento ST,
las ondas T habitualmente permanecen
invertidas. En cambio, en ausencia de
reperfusion, el segmento ST vuelve

gradualmente a su estado basal y las ondas
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T se invierten de forma simétrica (Welch y

cols., 2012; Prasad y cols, 2009).

2.2.3. Deteccion mediante técnicas de

imagen no invasivas

A pesar de que el diagnoéstico del IM ha
mejorado significativamente en los tltimos
afos, las técnicas diagndsticas
anteriormente citadas presentan aun ciertas
limitaciones en la practica clinica (Kim y
Farzaneh-Far, 2009). Por un lado, los
niveles de Tpn y CK-MB permanecen
elevados tan sélo unos pocos dias tras un
evento agudo (Katus y cols., 1991), por lo
que la determinacion de dichos marcadores
bioldgicos a tiempos poco apropiados no
permiten diagnosticar un IM. Por otro lado,
no en todos los pacientes con esta patologia
se evidencian alteraciones
electrocardiograficas. En contrapartida,
existen pacientes en los que se observan
todos los sintomas clasicos del IM,
presentando éstos, sin embargo, otro
trastorno que cursa con las mismas
manifestaciones clinicas (Kim y cols.,
2010). En estas situaciones, las técnicas de
imagen no invasivas son especialmente

utiles para establecer un diagnostico

definitivo.

Los nuevos criterios para el diagnostico del
IM  incluyen modalidades como Ia
ecocardiografia, la imagen radionuclear, asi
como la tomografia computarizada (TC) y

la resonancia magnética (RM) (Kim y cols.,
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2010). Todas ellas permiten evaluar la
viabilidad miocardica, la perfusion y la
funcion del ventriculo izquierdo (VI). No
obstante, Unicamente las técnicas
radionucleares facilitan una evaluacion
directa de la viabilidad del miocito. Por el
contrario, otras técnicas proporcionan
evaluaciones indirectas de la viabilidad
miocardica, como la respuesta contractil a
la dobutamina por ecocardiografia o la
fibrosis miocardica por RM (Thygesen y
cols., 2012).

La ecocardiografia es la modalidad mas
importante en el contexto agudo debido
principalmente a  su  rapidez y
disponibilidad. Permite determinar con
facilidad y precision la funcioén ventricular
izquierda y establecer un diagnostico
diferencial de diseccion aortica, embolia
pulmonar, estenosis adrtica, miocardiopatia
hipertréfica o derrame pleural (Cheitlin y
cols., 2003; Hamm y cols., 2012). Sin
embargo, se trata de una técnica altamente
dependiente del operador (Ryan y cols.,
2008), por lo que se requiere una amplia
experiencia (Alonso-Gomez y cols., 2006)

para su correcta realizacion e interpretacion.

A pesar de que la TC con multidetector
actualmente no se utiliza para la deteccion
de isquemia miocardica, dicha técnica tiene
el potencial de excluir la presencia de
cardiopatia isquémica puesto que permite
una visualizacion directa de las arterias
coronarias (Hamm y cols., 2012) lo que pe

facilita la deteccion de estenosis vasculares



(von Ziegler y cols., 2013). La TC ofrece,
ademas, la posibilidad de cuantificar las
calcificaciones coronarias, herramienta que
ha mostrado su utilidad en la estratificacion
del riesgo cardiovascular (Morcillo y cols.,

2007; von Ziegler y cols., 2013).

A dia de hoy la RM es una modalidad que
ain no se encuentra ampliamente
disponible. No obstante, varios estudios han
demostrado su utilidad en el servicio de
urgencias para evaluar a pacientes con dolor
toracico, habiéndose observado que es
capaz de detectar un IM cuando el primer
test de Tpn aun es negativo (Kwong y cols.,

2003; Cury y cols., 2008).

Para el diagndstico del infarto se pueden
emplear  varias  técnicas de RM
cardiovascular. No obstante, la mas precisa
y mejor validada es la resonancia magnética
con realce tardio (RM-RT) (Wagner y cols.,
2003; Ibrahim y cols., 2007; Kim y cols.,
2008; Kim y Farzaneh-Far, 2009; Kim y
cols., 2010). Este método consiste en
obtener imagenes de inversion-recuperacion
entre 5 a 10 minutos después de la
administracion intravenosa (IV) de un
medio de contraste de gadolinio (Simonetti
y cols., 2001; Kim y cols., 2003),
mostrandose el miocardio sano de color
negro o anulado y el tejido no viable de
color blanco brillante o hiperrealzado. Este
mecanismo se debe a que los quelatos de
gadolinio son agentes extracelulares, por lo
que no atraviesan las membranas celulares

intactas. En el contexto de un IAM, en
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cambio, se produce la ruptura de las
membranas celulares lo que permite la
entrada de contraste al interior de los
miocitos inviables. Como resultado se
produce un incremento de la concentracion
de gadolinio en la zona del infarto, dando
lugar al fenomeno de hiperrealce (Kim y

cols., 2010).

Una de las grandes ventajas de la RM-RT
es que su elevada resolucion espacial
facilita la visualizacion de incluso
microinfartos que afectan tan sélo a 1g de
tejido, mientras que otras técnicas
diagnosticas como la ecocardiografia y la
exploracion radioisotdpica requieren la
presencia de un dafio tisular superior,
dificultando asi la deteccion de infartos
subendocardicos y de pequefio tamafio
(Kim y Farzaneh-Far, 2009; Kim y cols.,
2010). Asimismo, se ha observado que el
patrén de hiperrealce aporta informacion
importante con respecto a la etiologia de la
lesion miocardica (McCrohon y cols., 2003;
Mahrholdt y cols., 2005; Hunold y cols.,
2005).

2.3. La terapia celular en el

tratamiento del IM

Los tratamientos convencionales como las
angioplastias y la colocacion de stents
coronarios ayudan a restablecer la perfusion
del miocardio isquémico disminuyendo la
mortalidad precoz tras un IAM. Sin

embargo, el tejido miocardico dafiado no se



recupera, siguiéndole un remodelado

ventricular patologico e ICC.

En los ultimos anos el uso de la terapia
celular se ha convertido en una estrategia
esperanzadora y prometedora para tratar el
IM o la ICC derivada de éste (Perin y Silva,
2004; Dimmeler y cols., 2005; Wollert y
cols., 2004; Menasché y cols., 2001; Tse y
cols., 2003). La identificacion del tipo
celular mas adecuado, asi como la dosis y la
via de administracion Optima para esta
finalidad terapéutica son, por tanto, una
importante cuestion. Como resultado se ha
propuesto la utilizacion de diferentes tipos
celulares para abordar la problematica
(Chamuleau y cols., 2009), incluyendo
tanto células madre embrionarias como
adultas (Geng y cols., 2006; Escobedo-
Uribe y cols., 2012).

El descubrimiento de las células madre
embrionarias fue recibido con gran
entusiasmo, debido principalmente a su baja
inmunorreactividad  (Escobedo-Uribe vy
cols., 2012). Su uso, sin embargo, se ha
visto limitado por cuestiones
fundamentalmente éticas (Nadal-Ginard y
cols., 2006) y su potencial teratogénico

(Kumar y cols., 2005; Oettgen y cols.,
2006; Thomson y cols.; 1998).

En cuanto al uso de células madre adultas,
se ha descrito la utilizacion de diversos
tipos celulares en el contexto de Ia
regeneracion miocardica (Fuchs y cols.,

2006; Orlic y cols., 2003; Kawamoto y
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cols., 2003; Iwasaki y cols.,, 2006),
incluyendo los mioblastos de células
esqueléticas, las células mononucleares de
médula oOsea, las células mesenquimales,
etc. No obstante, las que mas se han
empleado en este ambito han sido las
c€lulas madre derivadas de la médula dsea
(Chamuleau y cols., 2009). Los resultados
de los ensayos basados en el uso de este
ultimo tipo celular han mostrado ser tan
solo moderadamente eficaces, lo que
algunos autores atribuyen a la falta de datos
preclinicos solidos y al desconocimiento de
los mecanismos de diferenciacion celular en
cardiomiocitos (Nadal-Ginard y Fuster,

2007).

La comparacion directa de diferentes tipos
celulares es complicada. Ello implica que, a
pesar de haberse conducido numerosos
estudios tanto clinicos como preclinicos,
alun no se conozca con exactitud el tipo
celular mas adecuado para el abordaje
terapéutico del infarto (Sanganalmath y

Bolli, 2013).

El hallazgo de una poblacion de células
residentes en el  miocardio con
caracteristicas de verdaderas CMCs
(Beltrami y cols., 2003; Oh y cols., 2003;
Martin y cols., 2004; Messina y cols., 2004;
Matsuura y cols., 2004; Laugwitz y cols.,
2005; Pfister y cols., 2005) cambio la vision
del corazén que hasta entonces se habia
considerado un organo carente de células

madre y capacidad regenerativa (Anversa y

Kajstura, 1998).



Hoy en dia se sabe que estas células son las
responsables del mantenimiento de la
homeostasis celular del miocardio (Nadal-
Ginard y cols., 2003; Torella y cols., 2006;
Chamuleau y cols., 2009) y que tienen la
capacidad de reparar lesiones miocardicas
difusas y de pequefio tamaio (Ellison y
cols., 2007 a; Ellison y cols., 2007 b). Son
conocidas como deposito fisiologico para la
regeneracion cardiaca (Chamuleau y cols.,
2009; Arsalan y cols.,, 2012), por estar
intrinsecamente programadas para generar
tejido cardiaco e incrementar la viabilidad
del mismo (Chamuleau y cols., 2009;
Hosoda, 2012). Asimismo, se les atribuye
un bajo riego de provocar arritmias

(Arsalan y cols., 2012).

Con la rapida evolucion de la medicina
regenerativa para abordar el tratamiento del
IAM, la definicion del método optimo de

administracion celular (Figura 1) se
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convierte en una cuestion de importancia
(Taylor y Ott, 2006). Tal y como ocurria en
el caso del tipo celular, a dia de hoy no
existe una técnica ideal para la
administracion de células madre,
presentando todas ellas ciertas ventajas e

inconvenientes.

Actualmente, la técnica de administracion
que mas frecuentemente se ha empleado en
el ambito experimental es la inyeccion
intramiocardica (Zakharova y cols., 2010;
Heldman y Hare, 2008; Bel y cols., 2003;
Waksman y cols., 2004; Silva y cols., 2005;
Mazo y cols., 2008), que permite la
visualizacion directa de la region danada

(Taylor y Ott, 2006; Opie y Dib, 2006).

Dado que el principal objetivo de cualquier
modalidad de administracion es lograr una
concentracion de células viables lo

suficientemente alta para reparar la lesion

\ D

Figura 1: Principales vias de administracion utilizadas en el ambito de la terapia celular. @) Via intravenosa, b) Via
intramiocardica, ¢) Via intracoronaria y d) Via endomiocardica.
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del miocardio (Chamuleau y cols., 2009;
Silva 'y cols., 2006), el abordaje
intramiocardico no parece Optimo, por
producirse la apoptosis de la mayoria de las
c€lulas administradas (Zakharova y cols.,

2010; Robey y cols., 2008).

Otra clara desventaja de esta via de
administracion es la necesidad de una
toracotomia  previa, lo que limita
considerablemente su uso, debido a que un
niumero significativo de pacientes que se
podrian beneficiar de la inyeccion de
células, no pueden someterse una cirugia
abierta (Taylor y Ott, 2006; Opie y Dib,
2006). En consecuencia, se han planteado
otros abordajes menos invasivos como la
via IV, inyeccion endomiocardica por via
percutanea y la administracion por via
toracoscopica (Taylor y Ott, 2006; Silva y
cols., 2006). Mientras que la aplicacion por
via IV no permite asegurar una retencion
celular adecuada en la zona de interés (Oh 'y
cols., 2003; Barbash y cols.), las otras
técnicas frecuentemente requieren
equipamiento especifico que no esta

disponible en cualquier hospital.

Una via alternativa es la ruta intracoronaria,
que permite una distribucidon celular mas
uniforme en la zona del infarto (Li y cols.,
2011). Esta técnica tiene la ventaja de no
precisar un entrenamiento especifico para
llevarla a cabo, ni tampoco requerir la
adquisicion de un equipamiento especial
(Opie y Dib, 2006). No obstante, la infusién

de células por via intracoronaria también
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ofrece una seriec de desventajas. Por un
lado, la retencién celular es mas baja
cuando se utiliza esta ruta en comparacion
con la intramiocardica (Saganalmath y
Bolli, 2013). Por otro lado, existe riesgo de
obstruccion microvascular e infarto (Vuliett
y cols., 2004; Johnston y cols., 2009), sobre
todo con el uso de células mesenquimales,
mioblastos de células esqueléticas y células
derivadas de cardioesferas (Saganalmath y
Bolli, 2013). Un inconveniente adicional es
la imposibilidad de utilizar esta modalidad
cuando la arteria responsable del infarto

esta ocluida.

La dosis celular administrada depende en
gran medida del modelo animal utilizado,
de modo que en modelos de infarto en
roedores se emplean dosis generalmente
mas bajas en comparacion con grandes
animales y/o humanos. Asi, en el caso
concreto de las CMCs c-kit+, se ha descrito
la administracion de una dosis de 40.000
células en ratas infartadas (Rota y cols.,
2008; Tang y cols., 2010), mientras que en
el cerdo y el paciente humano las dosis
celulares probadas han sido de 500.000
(Bolli y cols., 2013) y de 1x10° de CMCs

(Bolli y cols., 2011), respectivamente.

A pesar de que parece 16gico asumir que el
efecto de un tratamiento basado en el uso de
células madre dependa principalmente del
nimero de células administradas, la
naturaleza de la relacion dosis-efecto es atin
desconocida para la mayoria de tipos

celulares (Saganalmath y Bolli, 2013). Esto
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impide, al menos por el momento, la

identificacion de la dosis celular 6ptima.

2.4. Infartos experimentales

La elevada morbi-mortalidad asociada al
IAM, asi como el incremento exponencial
de las investigaciones llevadas a cabo en el
campo de la medicina regenerativa
cardiovascular requieren el uso de modelos
animales  tanto  para  mejorar el
conocimiento de los  mecanismos
implicados en dicha patologia como para
validar la seguridad y eficacia de nuevas
estrategias terapéuticas (Oliveira y Angeli,
2006). En la actualidad, la experimentacion
animal es un requisito legal encaminado a
garantizar la seguridad de nuevos farmacos
y procedimientos antes de introducirlos en
la clinica humana (Ytrehus, 2000; Chorro y
cols., 2009).

Uno de los puntos mas importantes que
condiciona el éxito posterior de cualquier
modelo de patologia, asi como la
posibilidad de extrapolacion de los
resultados a la clinica humana, es la
eleccion de una especie animal adecuada

(Hughes y cols., 2003).

2.4.1. La especie animal adecuada

La eleccion del modelo experimental
adecuado debe basarse fundamentalmente
en la finalidad del estudio, es decir, hay que

elegir aquel que mejor se adapte a los
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objetivos de la investigacion. Entre los
factores que influyen en esta decision se
encuentran la disponibilidad y accesibilidad
a la especie animal que se pretende
emplear, las condiciones necesarias para la
estabulacion, el nimero de experimentos, el
tipo de estudio (agudo o crénico) asi como
la duracion del mismo (Chorro y cols.,
2009).

Por cuestiones fundamentalmente
econdmicas gran parte de la
experimentacion  cardiovascular  tanto
basica como aplicada se ha llevado a cabo
en roedores (Pérez de Prado y cols., 2009),
por presentar éstos unos costes de
mantenimiento generalmente bajos (Hearse
y Sutherland, 2000). La utilizacion de
mamiferos de pequefio tamafio ofrece
ademas una ventaja fundamental y es que
su vida media corta permite analizar la
historia natural del IAM en un periodo de
tiempo breve en un gran nimero de
animales (Chorro y cols., 2009; Hearse y
Sutherland, 2000). Otros puntos a favor del
uso de estas especies son su robustez y la
elevada reproducibilidad de los modelos

(Hearse y Sutherland, 2000).

A pesar de que el uso de pequefios animales
ha mostrado ser muy valioso para la
comprension de gran cantidad de procesos a
nivel molecular y celular durante las cuatro
ultimas décadas (Patten y Hall-Porter,
2009), estos modelos no se asemejan
completamente a la realidad observada en la

clinica. Existen diferencias considerables
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entre las caracteristicas cardiacas de los
roedores y el humano entre los que se
cuentan la frecuencia cardiaca, el consumo
de oxigeno, el tamafio del organo, la
respuesta a la pérdida de proteinas
reguladoras, la expresion de proteinas
contractiles y las caracteristicas fenotipicas
de las células madre (Pérez de Prado y

cols., 2009; Dixon y Spinale, 2009).

En cambio, los modelos de IAM en grandes
animales se asemejan mas a la patologia
humana, por lo que son esenciales a la hora
de trasladar los conocimientos obtenidos a
la clinica (Hearse y Sutherland, 2000;
Dixon y Spinale, 2009). En los ultimos afios
se han planteado multitud de especies de
mamiferos de gran tamafio para la
modelizacion de patologias
cardiovasculares (Pérez de Prado y cols.,
2009; Ou y cols., 2010; Kraitchman y cols.,
2000; Krombach y cols., 2005; Reffelmann
y cols., 2004; Dixon y Spinale, 2009;
Verdouw y cols., 1998). En este sentido, el
perro ha sido tradicionalmente la especie
mas empleada para investigar los efectos de
la isquemia miocardica y del IM (Oliveira y
Angeli, 2006). No obstante, su elevado
coste, asi como la presion social en contra
de su uso han centrado la atencion en otras

especies animales (Verdouw y cols., 1998).

Factores como la disponibilidad y Ila
relativamente buena tolerancia a las
intervenciones quirargicas hacen que la
oveja se haya convertido en un modelo

animal frecuentemente utilizado para
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estudiar los fenomenos de la isquemia
miocardica. No obstante, este modelo
presenta algunas desventajas como son la
existencia de variaciones en su anatomia
coronaria (lo que obliga a inducir los
infartos a través de una toracotomia) (Kim
y cols., 2011) y la dificultad para adquirir
imagenes mediante técnicas de diagnostico
minimamente invasivas debido a su
anatomia  gastrointestinal y contornos

toracicos (Dixon y Spinale, 2009).

Los primates tales como los chimpancés
representan, en muchos aspectos, el modelo
ideal. Son filogenéticamente cercanos a los
humanos, tienen un metabolismo similar y
ambos desarrollan un sindrome metabélico
y enfermedades cardiovasculares a medida
que envejecen. Los  inconvenientes
asociados a estas especies son su larga vida
media (requieren experimentos de larga
duracioén) y la existencia de agentes virales
potencialmente  peligrosos para  los
humanos. Por otro lado, el uso de primates
plantea importantes cuestiones éticas, de
modo que su uso solamente estd indicado
en circunstancias muy limitadas (Russell y

Proctor, 2006).

La respuesta a una situacion de isquemia
miocardica depende en gran medida de la
existencia de circulacion colateral. La
extension de dicha circulacion ha mostrado
ser diferente entre las distintas especies
analizadas (Verdouw y cols., 1998). De esta
forma, el perro presenta un gran desarrollo

de su arbol coronario, lo que en ocasiones
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no permite inducir isquemia miocardica
(Dixon y Spinale, 2009), aunque se lleven a
cabo oclusiones coronarias prolongadas
(Naslund y cols., 1992, Garcia-Dorado y
cols., 1987). La especie porcina, en cambio,
ha mostrado disponer de una escasa
circulaciéon colateral a nivel coronario
(Dixon y Spinale, 2009; Pérez del Prado y
cols., 2009).

El cerdo ha sido la especie animal que mas
se ha utilizado en la investigacion
cardiovascular en los Ultimos afios
(Verdouw y cols.,, 1998), debido
fundamentalmente a las limitaciones que
presentan las distintas especies citadas, asi
como por presentar su corazén numerosas
similitudes con el de los humanos (Oliveira
Angeli, 2006; Teramoto y cols., 2011).
Entre estas semejanzas se cuentan la
distribucién del flujo coronario con un
sistema tipicamente con dominancia
derecha (como ocurre en el 90% de los
seres humanos), el sistema de conduccion,
asi como el metabolismo cardiaco (Ytrehus,

2000).

Una caracteristica interesante es la relacion
existente entre el corazon y el peso
corporal. Asi, en un animal joven de
especie porcina de 30 kg (peso
frecuentemente utilizado en investigacion)
esta relacion es casi idéntica a la de los
seres humanos, habiéndose demostrado que
el sistema cardiovascular de ejemplares
jovenes es lo suficientemente maduro para

ser utilizados como modelos en
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investigacion (Oliveira y Angeli, 2006;
Verdouw y cols., 1998).

Multiples  estudios confirman que la
anatomia cardiaca humana y porcina es
practicamente idéntica (Douglas, 1972;
Hughes, 1986). Aun asi, hay que tener en
cuenta la existencia de algunas diferencias
que pueden ser explicadas en su mayor
parte por la diferente posicion corporal que
presentan ambas especies (unguligrado en
el caso del cerdo y ortogrado en el
humano). Otras diferencias se deben a la
forma lateralmente comprimida de la que
dispone el torax porcino en comparacion
con la del humano, resultando ello en un
corazon tipicamente trapezoidal en la
especie humana y conoidal en la porcina

(Crick y cols., 1998).

Internamente se observa la dominancia de
las camaras cardiacas izquierdas en el caso
del corazon porcino (Figura 2 a),
presentando su pared ventricular izquierda
un mayor grosor que la de los humanos. En
consecuencia, el tabique interventricular se
encuentra desviado hacia la derecha,
componiéndose el apice cardiaco en su
totalidad de musculatura del ventriculo
izquierdo. En el humano, en cambio, el
apex se encuentra formado por ambos
ventriculos. La auricula derecha es
apreciablemente mayor que la izquierda en
el corazon humano (Figura 2 b), mientras
que en el caso del cerdo ambas auriculas
presentan tamafios similares (Crick y cols.,

1998).
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La extrapolacion de datos de la especie
porcina al ser humano justifica la necesidad
de obtener un conocimiento detallado de
sus arterias coronarias, en particular para
evaluar diferencias y similitudes (Vieira y
cols., 2008; Weaver y cols., 1986). Aunque
se conocen ciertas discrepancias entre la
circulacion coronaria de ambas especies
(Sahni y cols., 2008), la mayoria de los
autores concluyen que predominan las
semejanzas (Rodrigues y cols., 2005; Sahni
y cols., 2008).

El corazon porcino, al igual que el humano,
presenta dos ramas arteriales principales. La
primera rama, la arteria coronaria izquierda,
se divide en la arteria interventricular
paraconal (anterior), que transcurre a lo
largo del surco interventricular, y en la
arteria circunfleja, que lo hace a lo largo del

surco auriculoventricular (Crick y cols.,

1998). Hay que sefialar que los términos

a)

. Vena cava
craneal

-
-

Arteria pulmonar

Auricula
izquierda
Auricula
derecha

Ventriculo

derecho

Ventriculo
izquierdo

Septo
interventricular

il
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anatomicos son diferentes en la medicina
humana y la veterinaria de forma que la
rama interventricular paraconal del cerdo,
se corresponde con la arteria descendente
anterior en el humano (Rodrigues y cols.,
2005). La segunda rama, la arteria coronaria
derecha, deriva en la arteria coronaria
descendente posterior, que transcurre a lo
largo del surco interventricular posterior, y
la arteria marginal derecha, que irriga el
ventriculo derecho (Crick y cols., 1998;

Rodrigues y cols., 2005).

Por su parte, el sistema venoso coronario
porcino se caracteriza principalmente por
carecer de la vena acigos derecha, que en el
humano desemboca en la vena cava
superior derecha. Por el contrario, en el
cerdo se encuentra una prominente vena

acigos izquierda, que estd ausente en el

hombre (Swindle y Smith, 1998).

b)

Vena cava
superior

Aorta

Areria
pulmonar

Auricula
izquierda

Ventriculo
izquierdo

w

Septe
interventricular

Auricula
derecha

Cuerdas
tendinosas

Musculo

papilar Ventriculo

derecho

Figura 2: a) Imagen de RM en cuatro camaras del corazon porcino. Se observa desviacion del septo interventricular
hacia las camaras cardiacas derechas. b) Imagen del corazon humano en cuatro camaras. Se observa
predominancia de la auricula derecha.
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2.4.2. Modelos de IM

La induccion de un modelo de IM puede
lograrse principalmente por medio de dos
métodos. El primero consiste en inducir una
lesion ateroesclerdtica a nivel de las arterias
coronarias. Esta técnica, a pesar de imitar
de forma mas exacta la situacion de la
enfermedad en los seres humanos,
raramente es utilizada en estudios de
investigacion puesto que la induccion del
modelo requiere un largo periodo de
tiempo. El segundo método se basa en
provocar un bloqueo total o parcial de una
arteria coronaria (Russell y Proctor, 2006,

Ouy cols., 2010).

La arteria que mas frecuentemente se ha
utilizado para llevar a cabo la induccion de
isquemia  miocardica es la rama
descendente anterior de la arteria coronaria
izquierda, aunque también se ha descrito la
oclusion de la rama circunfleja como
método de induccion de  infarto,
presentando éste Ultimo la ventaja de
producir tasas de mortalidad inferiores

(McCall y cols., 2012).

La razoén principal por la que se prefiere la
oclusion a nivel de la arteria descendente
anterior se debe a que éste es el lugar en el
que con mayor frecuencia se producen los
infartos en el ser humano. Asimismo, la
isquemia a nivel de dicha arteria produce un
deterioro considerablemente mayor de la

funcion ventricular izquierda en
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comparacion con las oclusiones a nivel de

la arteria circunfleja (McCall y cols., 2012).

Para las especies previamente citadas se han
descrito diferentes modelos de creacion de
IM. La mayoria de estos métodos emplean
técnicas quirurgicas abiertas para realizar la
oclusion coronaria, otros, no obstante,
utilizan técnicas endovasculares menos
invasivas mediante las que se ocluye de
forma permanente (Eldar y cols., 1996;
Reffelmann, 2004) o temporal (Reffelmann
y cols., 2004; Krombach y cols., 2005;
Suzuki y cols., 2008; Thomas y cols., 2005)

una arteria coronaria.

Las técnicas de torax abierto incluyen la
oclusion mediante la colocacion de
dispositivos alrededor del vaso en cuestion
(Klocke y cols., 2007; Ou y cols., 2010) y
la creacion de lesiones a nivel coronario
mediante la  aplicacion de  calor
(electrocoagulacion) o frio (criolesion) (Ou
y cols., 2010, Zaragoza y cols., 2011). La
ligadura de la arteria descendente anterior
(Klein y cols., 1984; Kuster y cols., 2011;
Maxwell y cols., 1987; Reimer y Jennings,
1979) es probablemente la técnica mas
extendida, destacando sobre todo por su

relativa sencillez y reproducibilidad (Huang

y cols., 2010).

El uso de dispositivos tales como los
constrictores ameroides se ve limitado por
provocar un cierre gradual del vaso,
permitiendo ello el desarrollo de circulacion

colateral y disminuyendo el grado de
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isquemia. La utilizacion de balones de
oclusion externos se asocia a una menor
tasa de mortalidad y una menor invasion.
Su colocacion, sin embargo, requiere un
elevado grado de experiencia. Los
inconvenientes  relacionados con los
métodos de creacion de infarto mediante
frio o calor se deben a que no se garantiza
la induccion del modelo patologico y que el
dafio tisular que se produce no se asemeja a
las lesiones producidas por un infarto

natural (Ou, y cols. 2010).

Existen una serie de desventajas que son
comunes a todas las técnicas de torax
abierto anteriormente descritas. Estas
derivan de su caracter invasivo, su mayor
riesgo de infecciones y su mayor tasa de
complicaciones (Pérez de Prado y cols.,
2009). La toracotomia interfiere con el
funcionamiento normal del corazén y
gjerce, junto a la apertura del pericardio,
influencia sobre el patron de remodelacion
del corazon izquierdo. Ademas, el trauma
quirargico puede dificultar la recuperacion
anestésica en modelos de IAM (Kraitchman

y cols., 2000; Liidemann y cols., 2007).

Los modelos anteriormente  citados
generalmente no permiten restaurar el flujo
coronario a nivel de la arteria ocluida, de
modo que en muchas ocasiones no es
posible instaurar un periodo de reperfusion.
Asimismo, la toracotomia produce un
aumento de artefactos en las imagenes de
RM que provienen de la interferencia

miocardio-aire, lo que dificulta la
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evaluacion de dichas imagenes (Krombach

y cols., 2005).

Con el objetivo de obviar las limitaciones
de los modelos de torax abierto se han
ideado métodos endovasculares que
permiten la creacion de infartos sin previa
toracotomia. Estos son clinicamente mas
relevantes que los quirurgicos (Kraitchman
y cols., 2003), sobre todo a la hora de

evaluar tratamientos para el IM.

Las ventajas del empleo de dichas técnicas
endovasculares se deben fundamentalmente
a su propiedad minimamente invasiva y su
gran seguridad (Dixon y Spinale, 2009).
Estas presentan ademds una menor
incidencia de infecciones y tasa de
complicaciones que pueden comprometer
tanto la supervivencia del animal como la
validez de los resultados (Kraitchman y

cols., 2000).

Se han creado modelos de IAM inyectando
material trombogénico (microcoils,
espongostan, mezclas de fibrindgeno y
trombina, etc.) por via intracoronaria
(Tomita y cols., 2002; Liu y cols., 2007;
Koning y cols., 1993; Naslund y cols.,
1992, Kim y cols., 2011). Sin embargo,
estos métodos no permiten llevar a cabo
una reperfusion de forma controlada,
restableciéndose el flujo coronario en el
interior de la arteria tras la lisis espontanea
del material empleado para la oclusion, lo
que limita su uso para la evaluacion de

tratamientos en la fase aguda del IM.
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Otra forma de inducir un IAM consiste en
la administracion intracoronaria de etanol,
método que destaca por su rapidez y
sencillez (Criséstomo y cols., 2013 a). No
obstante, en este modelo tampoco es
posible recanalizar la arteria de forma
inmediata tras la instauracion del infarto,
manteniéndose ésta en muchos casos
completamente ocluida durante un periodo

de al menos 4 semanas (Kim y cols., 2011).

Los infartos también pueden crearse
farmacologicamente. Para ello se han
administrado por distintas vias farmacos
como el isoproterenol, la adriamicina y la
ergonovina. Estos productos incrementan el
consumo de oxigeno a nivel miocardico o
producen un espasmo de la arteria coronaria
disminuyendo el aporte sanguineo. La
principal ventaja de estos modelos es que
no se requieren procedimientos quirurgicos
complicados. A pesar de ello, la seguridad
de los farmacos, asi como la dificultad para
elegir de forma adecuada la localizacion del
infarto hacen que estos métodos no gocen
de una gran popularidad en el campo de la
investigacion cardiovascular (McCall y
cols., 2012).

El método endovascular mas
frecuentemente empleado es la oclusion
arterial con balones coronarios. Este ofrece
las ventajas comunes a las técnicas de torax
cerrado, requiere un periodo de preparacion
inferior al de los procedimientos

quirurgicos y permite controlar tanto la
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localizaciéon como el tiempo de oclusion.
En este sentido, en la bibliografia se han
descrito tiempos de oclusion coronaria con
balon de 30 (Suzuki y cols., 2008), 45
(Krombach y cols., 2005), 60 (Suzuki y
cols, 2008), 75 (Pérez de Prado y cols.,
2009; Regueiro-Purrifios y cols., 2011), 90
(Angeli y cols., 2009), 120 (Schuleri y
cols., 2008) y hasta 150 minutos (Sasano y
cols., 2009). Asimismo se han descrito
varias localizaciones, colocandose el balon
en posicion proximal (Suzuki y cols., 2008)
(por encima de la primera rama diagonal) o
en posicion media, debajo de la primera
(Angeli y cols., 2009) o la segunda rama
diagonal (Schuleri y cols., 2008).

El abordaje para llevar a cabo la oclusion
mediante balon se establece, en la mayoria
de los estudios, a través de una de las dos
arterias cardtidas. Esta via de acceso
proporciona una ruta directa al corazon sin
necesidad de navegar a través del arco
aortico. No obstante, la situaciéon anatomica
de estas arterias en el cerdo no permiten un
acceso percutaneo, requiriéndose en su
lugar una diseccion quirtrgica. El accesso
femoral supone una alternativa menos
invasiva al carotideo. La dificultad de tomar
el pulso en la zona de puncion (en el caso
del cerdo) y el menor calibre del vaso, sin
embargo, han hecho que la arteria femoral
no se considere el vaso ideal para llevar a
cabo una punciéon percutanea (Mc Call y

cols., 2012).
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II1. Material y Método

Aprobado el proyecto por parte del Comité
Etico de Bienestar Animal (CEBA) del
CCMIJU, asi como por la Comision de
Bioética y Bioseguridad de la Universidad
de Extremadura, el estudio se llevo a cabo
en las instalaciones del CCMIJU,
acreditado como Centro Usuario y de Cria
de Animales de Experimentacion (ES
100370001499), por la Consejeria de
Agricultura y Desarrollo Rural de la Junta

de Extremadura.

Para la realizacion de la fase experimental
se siguieron las pautas del Real Decreto
53/2013, de 1 de febrero, por el que se
establecen las normas basicas aplicables
para la proteccion de animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia.

El estudio de investigacion se incluye
dentro de los paquetes de trabajo y tareas
realizadas en colaboracion entre el
CCMIJU y la empresa Coretherapix
ubicada en Madrid, recibiendo financiacion
por la Comision Europea en el contexto de
su Séptimo Programa Marco (7FP

HEALTH-2009-1.4-3:242038-CARE-MI).

3.1. Sujetos del estudio

Para llevar a cabo el presente estudio se

emplearon un total de 30 hembras de

especie porcina (Sus scrofa domestica), de
la raza Large White, con un peso medio de

30,93+2,48kg.

Tras un periodo de dos semanas de
cuarentena y aclimatacioén, los animales
fueron sometidos a una evaluacion clinica
con el fin de confirmar su buen estado de
salud. Aquellos individuos considerados
como aptos, se alojaron de forma individual
en los cubiculos del animalario del
CCMIJU, administrandoles agua ad libitum

y pienso de mantenimiento una vez al dia.

Los sujetos del estudio recibieron el
tratamiento farmacoldgico mostrado en la
tabla 1, encaminado principalmente a evitar
y combatir posibles infecciones, arritmias y
procesos tromboembdlicos, asi como aliviar

el dolor asociado a la intervencion.

3.2. Método

3.2.1. Justificacion del Método

Los resultados obtenidos en estudios
preclinicos han  mostrado que la
implantacion de una poblacion especifica
de CMCs desencadena un potente proceso
regenerativo  endégeno  mediante la
activacion de células madre cardiacas
endogenas, restaurando la anatomia y

funcion del miocardio (Urbanek y cols.,
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‘ PRINCIPIO ACTIVO NOMBRE

Parche transdérmico de 25

COMERCIAL
AMIODARONA TRANGOREX®
ACIDO ACETIL ASPIRINA®
SALICILICO
SUCRALFATO URBAL®
CLOPIDOGREL PLAVIX®
CEFTIOFUR
CLORHIDRATO EXCENEL®
FENTANILO DUROGESIC®
BUPRENORFINA BUPREX®

PRESENTACION

Comprimidos 200mg

Comprimidos 500mg

Suspension oral 1g

Comprimidos 75mg

Inyectable S50mg/ml

ug/h

Inyectable 0,3mg/ml

POSOLOGIA
400mg/24h via oral (VO) desde 7 dias antes y

hasta 3 dias después de la induccion del infarto

500mg/24h VO desde 1 dia antes de la induccion
del infarto y hasta el fin de estudio

1sobre/24h VO hasta el fin de estudio

300mg/24 horas VO antes de la
intervencion;75mg/24h VO hasta el fin de estudio

3mg/kg via intramuscular (IM) desde el dia de la
induccioén del infarto y hasta 5 dias después

Colocacion de un parche en quiréfano tras la
induccion del modelo

1 ampolla via IM la tarde de la induccion del
modelo, a la mafiana siguiente y tras la inyeccion
intracoronaria

Tabla 1: Tratamiento farmacologico administrado a los sujetos del estudio desde 1 semana antes y hasta la
finalizacion de la investigacion.

2005). Ademas, a estas células se les
atribuye un elevado tropismo por el
miocardio (Hofmann y cols., 2005;
Schéichinger y cols., 2008) y un bajo riesgo
de provocar arritmias (Arsalan y cols.,

2012).

La mayor parte de los ensayos, se han
basado en el uso de células autdlogas, es
decir, células procedentes del propio
paciente. A pesar de la eficacia encontrada,
la terapia mediante células autdlogas
presenta ciertas limitaciones. En primer
lugar, el aislamiento y la expansion del
nimero necesario de células para tratar a un
paciente en muchas ocasiones no se logra,
sobre todo cuando se trata de donantes de
edad avanzada. En segundo lugar, el
aislamiento y la expansion de estas células
es un proceso largo que requiere varios
meses, por lo que no permite tratar a los

pacientes en la fase aguda de un IM

(Johnston y cols., 2009; Nadal-Ginard y
cols., 2003; Nadal-Ginard y cols., 2006).

Por consiguiente, parece mas apropiado
centrarse en los protocolos de terapia
celular que se basan en la administracion de
células madre de origen alogénico,
cumpliendo esta opcion terapéutica con los
criterios de  coste, viabilidad vy
disponibilidad para un tratamiento de uso

amplio y en fase aguda.

Es importante sefialar que la eficacia de las
CMCs ha sido demostrada sobre todo en
modelos de infarto en pequefios mamiferos
(Linke y cols., 2005; Dawn y cols., 2005).
A pesar de su indudable valor como prueba
de concepto, la extrapolacion de datos
obtenidos en roedores a la patologia
humana es discutible (Ellison y cols., 2011;
Patten y Hall-Porter, 2009; Pérez de Prado
y cols., 2009; Dixon y Spinale, 2009). Por

ello es conveniente acumular suficientes
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datos en un modelo animal cercano al
humano, que utilice una dosis celular y una
via de administracion compatible con la

clinica.

En el presente estudio nos hemos decantado
por la especie porcina, por ser ésta la mas
atractiva para validar protocolos de
regeneracion miocardica, debido
fundamentalmente a las  similitudes
existentes entre el cerdo y el humano
(Ellison y cols., 2011; Oliveira y Angeli,
2006; Teramoto y cols., 2011; Ytrehus,
2000; Patten y Hall-Porter, 2009; Pérez de
Prado y cols.,, 2009; Verdouw y cols.,
1998). No obstante, no solo la especie
animal, sino también la técnica utilizada
para la induccidén del modelo de patologia
son puntos a tener en cuenta. En este
sentido, el modelo de infarto ideal deberia
combinar varios aspectos entre los que se
encuentran la opcidon de poder seleccionar
el tamafio del infarto y poder reproducirlo,
mantener la permeabilidad de las arterias
coronarias (en el modelo agudo) tras la
produccion de la necrosis y ser lo menos
invasivo posible para reducir el nimero de
variables que pueden influir en el resultado

(Cris6stomo y cols., 2013 a).

El método de creacion de IAM que mas se
acerca a este modelo ideal es la oclusion de
la  arteria interventricular  paraconal
mediante un balon de angioplastia pues, por
un lado, la arteria correspondiente en el
humano (la arteria coronaria descendente

anterior) es donde se produce el mayor
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numero de infartos (Zhang y cols., 1996) y,
por otro lado, el patrén de remodelado
ventricular tras la oclusion de dicha arteria
es muy similar al que ocurre en la especie
humana (Verdouw y cols., 1998).
Asimismo, se ha descrito que este método
de induccién de infarto permite estandarizar
el tamano del mismo controlando el tiempo
y el lugar de oclusion. Otra ventaja
fundamental de este modelo es que en casi
todos los casos la arteria permanece
permeable (Pérez de Prado y cols., 2009),
tal y como ocurre en la mayoria de los
pacientes tratados mediante angioplastia, lo
que en nuestro caso fue un requisito
indispensable para poder administrar las

células por la ruta intracoronaria.

Esta via de administracion permite llevar a
cabo la infusion celular de forma
minimamente invasiva (Johnston y cols.,
2009). Se trata de una modalidad que se ha
probado con éxito en diversos ensayos
clinicos (Bolli y cols., 2011; Fischer-
Rasokat y cols., 2009; Diederichsen y cols.,
2010; Yao y cols., 2008; Seth y cols., 2006;
Gao y cols., 2006; Blatt y cols., 2005). Para
llevar a cabo una inyeccion intracoronaria
tan solo se requiere una sala de
cateterizacion cardiaca, sin necesidad de un
entrenamiento y/o equipamiento adicional
al que se precisa para las técnicas de
reperfusion mecanica como la angioplastia
(Opie y Dib, 2006), lo que favorece un uso
amplio en la clinica (Sanganalmath y Bolli,

2013).
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La dosis celular empleada depende
principalmente de dos factores: la via de
administracion y el tipo celular. Asi, se ha
mostrado que la infusion de células madre
mesenquimales puede provocar oclusion
microvascular e infarto cuando es utilizada
la via intracoronaria (Vuliett y cols., 2004).
El mismo problema se ha observado tras la
inyeccion de mioblastos de células
esqueléticas (Suzuki y cols., 2000) y células
derivadas de cardioesferas (Johnston y
cols., 2009). Esto se debe al elevado tamafio
medio que presentan estos tipos celulares
(20 pm), excediendo el didmetro de lumen
capilar. Johnston y cols. han demostrado
que, por la via intracoronaria y tomando
ciertas medidas, se pueden administrar
hasta 25x10° de células derivadas de
cardioesferas de origen porcino en cerdo sin
causar efectos adversos (Johnston y cols.,
2009). Las células utilizadas en la presente
investigacion tienen un tamafio medio
inferior (13,5um) al de las células
previamente mencionadas, por lo que cabe
esperar que se pueda administrar una dosis
celular superior a la de 25x10° sin provocar

oclusidén microvascular o infarto.

En cuanto al momento &ptimo para la
administracion de células, se ha observado
una mayor eficacia en términos de mejora
de la funcionalidad cardiaca cuando se
utilizan los dias 4 y 7 post-IAM en
comparacion con inyecciones llevadas a
cabo en las primeras 24 horas tras un infarto
(van der Spoel y cols., 2011; Zhang y cols.,
2009). Esto posiblemente se deba a la
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presencia de una potente reaccion
inflamatoria  inmediatamente tras el
establecimiento de un IM (Ertl y Frantz,
2005; Bovini y cols., 2005), lo que podria
limitar la supervivencia de las células
administradas en fases muy agudas de la

patologia (Moelker y cols., 2007).

Segiin las guias actuales del American
College of Cardiology y la European
Society of Cardiology, los métodos mas
utiles para la deteccion de necrosis a nivel
del miocardio son la determinacion de
biomarcadores en sangre, la valoracion
electrocardiografica del paciente asi como
las técnicas de imagen no invasivas como la
RM (Thygesen y cols., 2012). En nuestro
caso, la eleccion ha recaido sobre la
determinacion de la Tpn [ y la CK-MB,
pues permiten una deteccion rapida y
precoz del dafio miocardico. No obstante, la
determinacion de la Tpn en estudios
experimentales se ha asociado a falsos
positivos (Csonka y cols., 2010), por lo que
la combinacion con otra técnica mas fiable
es necesaria para establecer un diagndstico

definitivo.

En la mayoria de los estudios tanto
preclinicos como clinicos, se han evaluado
los cambios que se producen a nivel de la
funcion ventricular tras la administracion de
una terapéutica a base de células madre
(Nguyen y cols., 2011). Actualmente, la
fraccion de eyeccion (FE), el volumen
sistolico final (VSF) y el volumen

diastdlico final (VDF) son los principales
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parametros para evaluar la eficacia de un
determinado  tratamiento  regenerativo
(Kurbonov y cols., 2013). La correcta y
exacta evaluacion de estos parametros es
critica, pues los cambios observados tras la
aplicacion de una terapia a base de células
madre son generalmente pequefios (Nguyen
y cols.,, 2011). La RM permite ademas
valorar la evolucion del tamafio del infarto,
lo que se esta convirtiendo en un parametro

de gran interés en los ensayos clinicos (Kim

y cols., 2010).

3.3. Planteamiento Experimental

Tras un periodo de aclimatacién de dos
semanas se indujo por via endovascular un
modelo de IAM en 23 de los 30 animales

del estudio. Los 7 sujetos restantes sirvieron
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como controles sanos. Una vez creado el
modelo, las cerdas supervivientes fueron
distribuidas de forma aleatoria en uno de
los grupos de estudio (Figura 3). Siete dias
tras el infarto, cada uno de los ejemplares
recibio (en funcién de su grupo) una
inyeccion intracoronaria de vehiculo de
administracion (grupo 1), una dosis de
25x10° (grupo 2) o una dosis de 50x10°
(grupo 3) de CMCs de origen porcino.

3.4. Anestesia

Tras haber permanecido los animales en
ayunas durante un periodo de 24 horas,
recibieron, como medicacion preanestésica,
una inyeccion de 10mg/kg de ketamina por
via IM (Ketolar® 50mg/ml, Pfizer Ireland

Pharmaceuticals, County Dublin, Irlanda)

Figura 3: Protocolo experimental.
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Transcurridos unos 15 minutos, se procedio
a la induccion anestésica mediante la
administracion endovenosa de 2mg/kg de
Propofol (Recofol® 10mg/ml, Bayer,
Melsungen, Alemania), asi como 1pug/kg de
Remifentanilo  (Ultiva® 2mg, Glaxo
SmithKline  S.A., Madrid)  previa

cateterizacion de la vena auricular marginal.

Seguidamente se llevo a cabo la intubacidén
endotraqueal para facilitar la ventilacion
mecanica mediante la conexion a un equipo
de anestesia (Leon®, Heinen &
Lowenstein, Bad Ems, Alemania) aplicando
un volumen tidal de 10ml’kg y una
frecuencia respiratoria de 12
ventilaciones/minuto. El mantenimiento
anestésico se efectu6 mediante infusion

continua de Propofol (10mg/kg/h) vy
Remifentanilo (0,3pg/kg/min).

3.5. Resonancia Magnética Basal

Bajo un plano profundo de anestesia, se

evalué morfolégica y funcionalmente el
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corazon de los 30 animales incluidos en la
investigacion haciendo uso de la RM, para
lo cual se emple6 un sistema de 1,5 Teslas
(Intera 1,5 Teslas, Philips Medical Systems,
Best, Paises Bajos), con sistema de
gradientes Nova (33mt/m; 160mT/m/ms),
asi como una antena multicanal de 4
elementos (SENSE body coil, Philips
Medical Systems, Best, Paises Bajos). Las
imagenes se obtuvieron con sincronismo
cardiaco basado en vectocardiograma y en

apnea.

Este estudio incluyé secuencias en modo
cine con estado estacionario de precesion
libre para analizar la funcion ventricular
(SENSEx2, TR 2,4ms, TE 1,2ms,
resolucion espacial de 1,6x2mm, 30 fases
por ciclo, grosor de corte de 8mm sin
espaciado). Se captaron imagenes en los
planos de eje corto del VI (10-15 cortes
consecutivos, cubriendo ambos ventriculos

desde las wvalvulas auriculo-ventriculares

hasta el apex), 4 cAmaras y 2 camaras (eje

largo de VI) (Figura 4).

Figura 4: Imagenes de RM de los planos cardiacos de eje corto (a), cuatro camaras (b) y eje largo (c).
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3.6. Induccion del modelo de IAM

Para la creacion del modelo de 1AM, los
animales se colocaron en dectbito dorsal,
con extension craneal y caudal de las
extremidades. A continuacién se procedio
al rasurado y lavado quirtrgico de la zona
infra-umbilical para colocar en una de las
dos arterias femorales una vaina
introductora de 7Fr (Terumo Corporation,
Tokio, Japoén), empleando la técnica de
Seldinger modificada. Seguidamente se
administraron 150UI/kg de heparina sodica
endovenosa (Heparina Hospira® 5%,
Laboratorios Farmacéuticos Rovi, Madrid),
repitiéndose la mitad de la dosis
correspondiente cada 60 minutos durante el

periodo de la intervencion.

A través de la vaina femoral se insert6 bajo
guia fluoroscopica (BV Pulsera, Philips
Medical Systems, Best, Paises Bajos) un
catéter guia Hockey Stick® de 6Fr (Boston
Scientific Inc., Natick, EEUU) sobre una
guia hidrofilica de 0,035 pulgadas () y una
longitud de 150cm (Terumo Corporation,
Tokio,  Japon), avanzandolo  hasta
introducirlo de forma selectiva en el orificio

de origen de la arteria coronaria izquierda.

En este momento se inyectd por via
intracoronaria una dosis de 100ug de
nitroglicerina (Solinitrina®, Kern Pharma,
Barcelona, Espafia) diluida en 5Sml de suero
salino fisiologico al 0,9% (Braun Medical,

Barcelona, Espafa), con el fin de tratar
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posibles espasmos vasculares. En caso de
detectarse posteriores espasmos a nivel de
la arteria coronaria, se inyectd una segunda

dosis de nitroglicerina (100ug).

Se realizO una coronariografia basal
mediante la inyeccion manual de medio de
contraste diluido al 50% (Urografin®,
Bayer, Berlin, Alemania) en la proyeccion
Oblicuo Anterior Izquierdo (OAI) 40°
(Figura 5 a), para medir a continuacion el
diametro de la arteria interventricular
paraconal por debajo del origen de la
primera rama diagonal utilizando el catéter

guia como referencia.

Se avanzé una guia de 0,014” y una
longitud de 190cm (Spartacore 14®, Abbott
Vascular, Santa Clara, EEUU) hasta la parte
mas distal de la arteria interventricular
paraconal lo que permitié la colocacion de
un stent coronario baldn-expandible
(Apolo®, Iberhospitex S.A., Barcelona,
Espaiia) de entre 2,5 y 3,5mm de didmetro
(en funcion de la zona diana) distal a la

primera rama diagonal (Figura 5 b).

Previo al inflado del balon se administraron
por via endovenosa lenta 150mg de
amiodarona  (Trangorex®  150mg/3ml,
Sanofi Aventis, Barcelona, Espafia) en
10ml de suero glucosado al 5% (Braun
Medical SA, Barcelona, Espafia). Ademas,
inmediatamente antes de ocluir la arteria se

inyect6 una dosis de 1mg/kg de lidocaina a

través de la misma via.
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Figura 5: a) Coronariografia en proyeccion OAI 40°. b) Colocacion del stent coronario inmediatamente distal a la
primera rama diagonal de la arteria interventricular paraconal.

La insuflacion del balon a presion nominal
se realizd con ayuda de un mandémetro
(Encore®, Boston Scientific, Natick,
EEUU) lo que facilito la expansion del
stent, interrumpiéndose a su vez el flujo
coronario epicardico desde el punto donde

el balon se encontraba abocado (Figura 6 a).

La oclusion del vaso se comprob6 mediante
una coronariografia inmediatamente

después de inflar el baléon asi como 90

minutos mas tarde (Figura 6 b), justo antes

de proceder al desinflado.

Durante el periodo de oclusion coronaria se
extremo la vigilancia y monitorizacion de
los animales con el objeto de tratar posibles
arritmias o fibrilaciones con ayuda de un
desfibrilador externo (Zoll M Series
Bifasico 200J, Zoll Medical Corporation,

Massachussets, EEUU) y masaje cardiaco

(Nolan y cols., 2010).
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Figura 6: a) Insuflacion del balon con yuda de un mano

metro. b) Se observa balon insuflado (flecha)

inmediatamente distal a la primera rama diagonal de la arteria interventricular paraconal.
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Una vez desinflado el balén, se retiraron
tanto el catéter como la vaina femoral,
realizandose hemostasia del punto de
punciéon arterial mediante compresion
manual durante un periodo minimo de 10

minutos.

Los animales se mantuvieron
monitorizados, bajo anestesia general,
durante 60 minutos tras la induccion del
infarto (periodo de reperfusion) tras lo cual
se procedié a la recuperacion anestésica y al

traslado al animalario.

3.7. Seguimientos mediante RM

Bajo anestesia general se llevaron a cabo
diferentes seguimientos mediante RM: 1
semana post-IAM (previa a la inyeccidon
intracoronaria), 1 semana post-inyeccion, 5
semanas post-IAM y 10 semanas post-
inyeccion. Los 7 animales que sirvieron
como controles sanos fueron evaluados con
esta técnica de imagen al inicio del estudio,

asi como 10 semanas mas tarde.

Los estudios de seguimiento incluyeron,
ademas de las secuencias de cine
previamente citadas en la RM basal, la
adquisicion de imagenes de realce tardio de
la escara miocardica (secuencia 3D de eco
de gradiente potenciado en T1, inversion-
recuperacion; retraso del pulso optimizado
para la maxima supresion de la sefal
miocardica mediante secuencia look-locker;

TR 3,4ms, TE 1,3ms, resolucion espacial
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1,4x1,7mm, grosor de corte Smm, tiempo
de inversion 200-300ms). Estas se
adquirieron en eje corto unos 6 a 10
minutos tras la  administracion de
0,2mmol/kg de gadobutrol (Gadovist®,

Bayer, Berlin, Alemania).

3.8. Preparacion del vehiculo/ de

la solucion celular

Tanto el vehiculo de administracion como
ambas dosis celulares fueron preparadas en
el laboratorio de Terapia Celular del

CCMIJU durante la cateterizacion cardiaca.

El vehiculo se obtuvo de la mezcla de suero
salino fisiologico (Braun Medical SA,
Barcelona, Espafia) con seroalbumina
humana (Grifols, Barcelona, Espafia) a una

concentracion final del 5%.

Para la administracion celular se utilizaron
células procedentes de biopsias obtenidas
de distintas localizaciones del miocardio,
apex, orejuelas derecha e izquierda y VI de
cerdos machos donantes. Tras el procesado
de las biopsias mediante digestion
enzimatica con colagenasa, se procedio a la
inmunoseleccion  magnética. Una vez
expandidas y subcultivadas en varios pases,
las células fueron alicuotadas en viales de
criopreservacion y congeladas en nitrogeno

liquido por la empresa Coretherapix.

La preparacion celular en el CCMIJU se

llevo a cabo descongelando los viales de
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criopreservacion a 37°C. A continuacion las
células fueron diluidas en 20ml de vehiculo
de administracion. Con el fin de retirar el
dimetil sulfoxido (sustancia empleada como
medio de congelacion celular) se centrifugd
la solucion anterior a 600g durante 8
minutos  re-suspendiéndose el  pellet
(sedimento celular) en el vehiculo. Una vez
pasadas las células por un filtro de 40um, se

realizd el recuento celular, ajustindose la

concentracion a 2,1x10° células/ml.

Inmediatamente antes de proceder a la
infusion celular, asi como 24 horas mas
tarde se comprobo la viabilidad de las
CMCs, utilizandose para ello un contador
automatico

de  células (Countess®,

Invitrogen).

3.9. Inyeccion intracoronaria

Una semana tras la induccion del modelo (e

inmediatamente después de haber realizado
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el primer seguimiento mediante RM) se
procedio, bajo condiciones de esterilidad, a
la cateterizacion de la arteria
interventricular paraconal utilizando el
mismo procedimiento que se empled para la

induccion del infarto.

Una vez colocada una guia de 0,014” y
300cm de longitud (Spartacore 14®, Abbott
Vascular, Santa Clara, EEUU) en la parte
distal de la arteria interventricular
paraconal, se desplazd un microcatéter de
infusion de 3Fr y 150cm de longitud
(Microferret®, Cook, Bloomington IN)
sobre ella. Tras colocar el microcatéter a la
altura del stent coronario, se retird la guia

(Figura 7 a).

En este momento cada uno de los animales
recibio, a través del microcatéter y en
funcion del grupo de estudio, el siguiente

tratamiento intracoronario (Figura 7 b):

b)

[3 (15:36)
128

0

Figura 7: a) y b) Colocacion del extremo del microcatéter inmediatamente distal a la primera rama diagonal.

28



e Grupo 1 (Control):
Se inyectaron 24ml de vehiculo de
administracion dividido en 4 ciclos
de inyeccion de 6ml cada uno. El
ritmo de infusion empleado fue de
2ml/min, esperando 3 minutos entre

dos inyecciones consecutivas.

e Grupo 2 (25x10%:
Se infundieron 25x10° de CMCs de
origen porcino contenidas en un
volumen final de 12ml de vehiculo
de administracion, empleando para
ello 2 ciclos de inyeccion de 6ml
cada uno a igual ritmo de infusion

que en el grupo anterior.

e Grupo 3 (50x10%:
Se administraron 50x10° de CMCs
de origen porcino contenidas en un
volumen final de 24ml de vehiculo
de administracion, llevando a cabo
4 ciclos de inyeccion de 6ml cada
uno utilizando el mismo ritmo de
infusién y tiempo de espera entre

cada dos inyecciones.

Tras finalizar la administracion del
vehiculo/ de 1la solucion celular, los
animales se mantuvieron monitorizados
bajo anestesia general durante una hora, con
el fin de tratar posibles arritmias o
fibrilaciones. Una vez recuperados los
sujetos de la anestesia, se trasladaron a las

dependencias del animalario.
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3.10. Eutanasia y necropsia

La eutanasia de los animales se efectud
mediante la administracién de una dosis
letal de cloruro potasico por via
intravenosa, siempre bajo un plano
profundo de anestesia general, siguiendo las
recomendaciones del American Veterinary
Medical Association Guidelines for the
Euthanasia on Animals (Leary y cols.,

2013).

Inmediatamente después se procedio a la
realizacion de un estudio de necropsia y
extraccion del corazon. Se llevaron a cabo
secciones transversales del mismo (desde el
apex hasta el borde inferior del stent
coronario) a distintos niveles

representativos de los cortes obtenidos

mediante RM (Figura 8 a).

3.11. Procesado de muestras e

histologia

Con el fin de valorar el tamafio y
localizacion del infarto, todas las secciones
de corazén (a excepcion de una) fueron
sumergidas en una solucion de Cloruro de
Trifeniltetrazolio (TTC) (Fishbein y cols.,
1981) a 37°C durante un periodo de tiempo
de 10 minutos (Figura 8 b). La tincion con
TTC resalto las zonas de miocardio sano en
un color rojo oscuro, mientras que las areas
infartadas aparecieron en un color blanco
intenso, ayudando asi a la localizacion de la

zona infartada.
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Figura 8: a) Niveles a los que se corta el corazon tras la extraccion del mismo. b) Bario a 37°C para llevar a cabo la
tincion con TTC.

La seccion de corazéon reservada
anteriormente se utilizd para el procesado
histologico. Se tomaron muestras del VI de
la zona en la que macroscOpicamente se
apreciaba el infarto y se llevaron a cabo las
tinciones de Hematoxilina-Eosina (HE) y
Tricromico de Masson (TCM), empleando

para ello el protocolo estandar.

La técnica de HE tratd de determinar la
presencia de lesiones histologicas en los
tejidos estudiados. Con la técnica de TCM
se puso de manifiesto la presencia de
fibrosis a nivel del miocardio, mostrandose
el tejido conjuntivo de color azul,
diferenciandose del musculo cardiaco que

lo hizo de rojo anaranjado.

3.12. Parametros estudiados

3.12.1. Evaluacion del infarto

En todos los animales sometidos a la

induccion del modelo se extrajeron

muestras de sangre de la vena cava craneal
en el preoperatorio (T0), 2 horas tras el
periodo de reperfusion (T1), asi como a las
24 horas tras la creacion del infarto (T2).
Con el fin de valorar el dafio miocardico
causado mediante la oclusiéon coronaria se
determinaron los valores de CK-MB y Tpn
I, utilizandose para ello un analizador de
inmunoensayo AQT90 FLEX (Radiometer
Ibérica, S.L. Madrid, Espatfia).

La permeabilidad de la arteria coronaria fue

evaluada mediante la inyeccion
intracoronaria de medio de contraste tras el
desinflado del balon, empleandose para
dicha valoracion una puntuacion del 0 al 3
segun los denominados grados TIMI, en
funcion de la calidad del flujo (Pérez de

Prado, 2006).

Tanto durante el procedimiento de
induccion del modelo de infarto como a lo
largo del periodo de reperfusion se
registraron los siguientes parametros:

frecuencia cardiaca (FC), saturacion de
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oxigeno (Sat. O,), CO, exhalado (CO,),
presion arterial media (PAM) y ECG,
prestandose especial atencion a los cambios
en el segmento ST y documentandose la

aparicion de arritmias y fibrilaciones.

Los parametros estudiados mediante la RM
basal fueron la FE, el VDF y el VSF. En los
seguimientos de RM posteriores (1 semana
post-infarto, 1 semana post-inyeccion, 5
semanas post-infarto y 10 semanas post-
inyeccion) se comprobé ademas la
presencia de IM en las imagenes de realce

tardio.

Los parametros de RM anteriormente
citados se calcularon mediante la
delineacion de los bordes endocardicos en
las fases cardiacas correspondientes en eje
corto, realizindose el analisis de las
imagenes obtenidas en una estacion de
trabajo independiente y utilizando una
herramienta informatica para el procesado
de las imagenes (View-Forum version 6.3;
Philips Medical Systems, Best, Paises
Bajos).

Aquellos animales que una semana post-
IAM manifestaron un infarto inferior al
10% fueron excluidos de los calculos para
valorar la eficacia, evaludndose en estos

casos unicamente la seguridad de la terapia.
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3.12.2. Seguridad de la inyeccion

intracoronaria

Los parametros para valorar la seguridad de
la administracion intracoronaria de ambas
dosis celulares frente al vehiculo de
administracion incluyeron en primer lugar
la wvaloracion de la calidad del flujo
coronario. Para ello se realizaron
coronariografias antes, inmediatamente
después y 10 semanas tras la infusion
intracoronaria comparandose éstas entre si
y asignandose al flujo coronario una
puntuacion del 0 al 3, utilizando los grados

de la escala TIMIL

Se prestd atencion a los cambios en los
parametros de CO, exhalado, saturacion de
0,, PAM y FC. Especialmente se tuvieron
en cuenta las alteraciones
electrocardiograficas como las subidas del
segmento ST, arritmias/ fibrilaciones (o
incluso muerte) durante y después de la

infusién intracoronaria que pudieran indicar

un posible efecto toxico de las células.

De igual manera se comprobd el posible
efecto nocivo de las células empleadas
sobre el miocardio, comparandose los
valores de CK-MB y Tpn I de muestras de
sangre obtenidas previamente a la

inyeccion, asi como 24 horas mas tarde.
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3.12.3. Eficacia de la inyeccion

intracoronaria

Con el fin de conocer la eficacia de la
administracion de ambas dosis celulares en
comparacion con el grupo control se
utilizaron criterios funcionales derivados de
los estudios de RM (1 semana post-IAM, 1
semana post-inyeccion, 5 semanas post-
IAM y 10 semanas post-inyeccion) y
parametros morfologicos basados en el

analisis histologico.

En cuanto a la RM se calcularon y
evaluaron la FE, el VSF y el VDF,
tomandose como indicadores de eficacia de
la inyeccion intracoronaria la mejora en la
funcion cardiaca (valorada mediante el
porcentaje de FE), asi como el menor grado
de remodelado ventricular (evaluado a

través de los parametros VSF y VDF).

Con respecto a la histologia, se comprobo la
existencia de lesiones a nivel miocardico y
en su caso se compard el grado de extension
de las mismas entre los 3 grupos del
estudio. La ausencia de lesiones o cambios
que entraban dentro de la normalidad
recibieron un valor de 0. Cuando los
cambios eran escasos pero superaban los
considerados normales se les adjudico el
valor 1. Los valores 2, 3 y 4 se asignaron en
funcion de la severidad de las lesiones
identificadas clasificandose en severidad
moderada, importante o0 muy grave,

respectivamente.
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El grado de extension se considero 0
cuando no se observaron lesiones
relacionadas con el infarto en la totalidad de
la muestra analizada; 1 cuando la
distribucién de las lesiones era focal o
multifocal y de pequefia extension (<25%);
2 cuando las lesiones tenian caracter
multifocal con una extension de entre el 25-
50%, 3 cuando la lesién ocupaba entre el
50-75% de la muestra y 4 cuando la lesién

se extendia sobre mas del 75% de ella.

3.13. Analisis estadistico

Para el estudio y analisis estadistico de los
datos recabados, se utilizd el paquete
estadistico SPSS 15.0 statistical package for
Windows (SPSS, Inc, Chicago, III, EEUU).

Los valores relativos a la funcionalidad
cardiaca, la viabilidad celular, las enzimas
cardiacas y constantes vitales obtenidos a lo
largo de todos los seguimientos del estudio
se han expresado mediante la media +

desviacion tipica (DT).

La existencia de diferencias significativas
entre medias de los diferentes grupos se
comprobo6 mediante una prueba U de Mann-

Whitney.

La comparacion de las medias obtenidas
para los diferentes tiempos un mismo grupo
se realizo mediante una prueba de
Wilcoxon. En ambos casos se utilizd un

nivel de significacion p<0,05.
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IV. Resultados

Los resultados de los analisis
hematoldgicos y bioquimicos basales
demostraron el correcto estado de salud de
los 30 animales incluidos en esta
investigacion, encontrandose todos los
parametros dentro de los limites de

normalidad descritos en la especie porcina.

Los resultados obtenidos se han dividido en
4 apartados: induccion del modelo de IAM,
inyeccion  intracoronaria,  seguimientos

mediante RM y fin de estudio.

4.1. Induccion del modelo de IAM

4.1.1. Mortalidad

De los animales sometidos a la induccion
del modelo de IAM murieron dos sujetos
(contemplando tanto el periodo de oclusidon
como el de reperfusion) antes de la
aleatorizacion en grupos. Con el fin de
partir de un total de 7 animales infartados
por cada grupo de estudio, estos dos
animales fueron sustituidos, practicindose
asi la intervencion en un total de 23 sujetos.
La mortalidad asociada al modelo se situd

en un 8,7%.

El primero de los dos animales fallecidos
entré en parada cardiaca 5 minutos tras el
inflado del balon y a pesar de los intensos

intentos de reanimacion cardiopulmonar (56

descargas de desfibrilador a 200J]
acompanadas de masaje cardiaco y
farmacoterapia segin las guias del
European Resuscitation Council) no pudo
ser recuperado. En el segundo caso se
desarroll6 un episodio de arritmia maligna
inmediatamente después del desinflado del
balon. Este sujeto no respondio a los
intentos de reanimaciéon, muriendo
finalmente tras 14 descargas a 200] y

manejo de reanimaciéon cardiopulmonar

estandar.

4.1.2. Arritmias ventriculares

De los 21 animales que sobrevivieron a la
creacion del modelo de IAM se registraron
acontecimientos arritmicos en el 76,19% de
los individuos. La mayoria de estas
arritmias sucedieron en el periodo de
oclusion coronaria (tabla 2). Se hizo uso del
desfibrilador en 58 ocasiones durante la
induccién del modelo con una media de
2,76+4,99 descargas a 200] (minimo 0 y

maximo 23 descargas; Mediana: 1).

El sujeto PO8 present6 un episodio tnico de
FV tras detectarse un vasoespasmo previo
al inflado del balén. La fibrilacion remitio
tras una descarga de 200J, concluyéndose la
induccion del modelo en ausencia de otras

complicaciones.
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Resultados

ID ANIMAL N° DESCARGAS MOMENTO APARICION
DESFIBRILADOR ARRITMIAS

P01 1 Oclusion
P02 0 Oclusion
P03 3 Oclusion
P04 1 Oclusion
P05 1 Oclusion
P06 0 Oclusion
P07 2 Oclusion
P08 1 Cateterizacion
P09 2 Oclusion
P10 2 Oclusion
P11 1 Oclusion
P12 3 Oclusion
P13 1 Oclusion
P14 2 Oclusion
P15 7 Oclusion
P16 0 Oclusion
P17 6 (+3) Oclusion (+ 24 horas post-IAM)
P18 23 Oclusion
P19 2 Oclusion
P20 0 Oclusion
P21 0 Oclusion

MEDIA+DT 2,76+4,99 -

MEDIANA 1,00 -

Tabla 2: Numero de descargas mediante desfibrilador y momento de aparicion de FV por animal.

El animal P17, ademas de sufrir varios
periodos de FV durante la oclusion, entrd
en parada cardiaca a las 24 horas tras la
inducciéon del modelo resultando la
reanimacion exitosa (3 descargas a 200J) y
completando este animal su tiempo de
otras

seguimiento sin presentar

complicaciones asociadas.

4.1.3. Flujo coronario

La angiografia basal (previa a la colocacion
del balén) mostré una apariencia normal del
flujo coronario (Figura 9 a) en todos los
casos salvo en el animal POS. En este sujeto
se evidencié durante la cateterizacion la
presencia de un vasoespaso que desaparecio
tras la administracion de una dosis adicional

de nitroglicerina (200ung), alcanzandose un

TIMI 3 tras un periodo de espera de 30
minutos, tras lo cual se inicio la creacion

del modelo.

En los animales P03, P13, P15 y P17 se
observo que la primera rama diagonal de la
arteria interventricular paraconal se situaba
muy proxima al origen de la arteria
coronaria. En los restantes animales, sin
embargo, dicha rama arterial se encontraba
en una posicion mas distal (Figura 9 a

flechas).

La angiografia post-inflado del balon
demostrd una correcta y completa oclusion
de la arteria en todos los casos (Figura 9 b)
a excepcion del animal P18. En éste se
detectd una pérdida de presion de inflado

(de 9 a 2 atmosferas) que indicd un posible
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defecto del balon colocado. Dicho balon fue
sustituido por otro, tras lo cual se confirmo
tanto la correcta oclusion del vaso como el

mantenimiento de la presion de inflado.

La administraciéon de contraste tras el
desinflado evidencié un flujo coronario de

apariencia normal en la totalidad de los

Resultados

animales supervivientes, obteniendo todos
ellos una puntuacion de 3 en la escala TIMI
(Figura 9 ¢). Por el contrario, el sujeto que
muri6é inmediatamente tras el desinflado del
balén manifestd una oclusion total (TIMI 0)

de su arteria coronaria distal al punto de

oclusion.

1227 R
» ~

Figura 9: Angioaﬁas en proyeccion OAI 40° correspondientes a los aniales P07, P10y 13 7. En a) Arteria

interventricular paraconal previa al inflado del balon (la primera rama diagonal esta sefialada mediante flecha), en
b) oclusion de la arteria mediante balon (flechas) y en c) aspecto del vaso tras el desinflado del balon.
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Resultados

4.1.4. Enzimas cardiacas analizador por lo que no se pudo determinar

la existencia de diferencias entre los
Las tablas 3 y 4 muestran los valores

tiempos T1 y T2 (Figura 10).
individuales, asi como las medias referentes P yT2 (Figu )

a las enzimas cardiacas Tpn I y CK-MB
) Para el parametro de la CK-MB el valor
para los tiempos TO, T1y T2.

basal registrado fue de 8,14+6,82ug/L.

El valor basal de Tpn I encontrado fue de Dicho  valor ~aument6 de forma

0.02640,033ugL. Tras el periodo de estadisticamente significativa en el tiempo

) T1 (p=0,00; Wilcoxon). Veinticuatro horas
reperfusion asi como a las 24 horas tras el

) ) . tras la induccion del infarto el valor de CK-
infarto se detectd (en comparacion con el

MB fue significativamente inferior al

observado en T1 (p=0,00;, Wilcoxon),

valor inicial) una subida significativa en el

nivel de Tpn 1 (p=0,00;, Wilcoxon),
. aunque superior al valor basal (p=0,00;
superandose en todos los casos el limite
Wilcoxon) (Figura 11).
superior de deteccion (>25,00ug/L) del

Valores Tpn I

TO Tl T2

Figura 10: Valores medios de Tpn I = DT (ug/L) a los tiempos basal (T0), post-reperfusion (T1) y 24 horas post-
infarto (12) para el conjunto de los animales.

Valores CK-MB

TO Tl T2

Figura 11. Valores medios de CK-MB + DT (ug/L) a los tiempos basal (T0), post-reperfusion (T1) y 24 horas post-
infarto (12) para el conjunto de los animales.
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Resultados

ID ANIMAL
Po1 0,140 >25,000 >25,000
P02 0,077 >25,000 >25,000
P03 0,062 >25,000 >25,000
P04 0,012 >25,000 >25,000
POS <0,010 >25,000 >25,000
P06 <0,010 >25,000 >25,000
Po7 0,015 >25,000 >25,000
P08 0,065 >25,000 >25,000
P09 <0,010 >25,000 >25,000
P10 <0,010 >25,000 >25,000
P11 <0,010 >25,000 >25,000
P12 <0,010 >25,000 >25,000
P13 0,023 >25,000 >25,000
P14 0,023 >25,000 >25,000
P15 <0,010 >25,000 >25,000
P16 <0,010 >25,000 >25,000
P17 <0,010 >25,000 >25,000
P18 <0,010 >25,000 >25,000
P19 <0,010 >25,000 >25,000
P20 <0,010 >25,000 >25,000
P21 <0,010 >25,000 >25,000
MEDIA+DT 0,026+0,033 25,000+0,000 25,000+0,000

Tabla 3: Valores individuales de Tpn I (ug/L) y Media + DT a los tiempos basal (T0), post-reperfusion (T1) y 24
horas post-infarto (T2). Limite de deteccion inferior <0,010 ug/L y superior >25 ug/L. Para el calculo de las medias
se han tomado los valores 0,010 ug/Ly 25 ng/L.

ID ANIMAL
Po1 8,40 78,00 20,00
P02 12,00 90,00 20,00
P03 9,60 59,00 19,00
P04 4,80 30,00 17,00
POS 8,20 34,00 14,00
P06 2,20 23,00 7,10
Po7 3,40 20,00 7,20
P08 3,70 47,00 13,00
P09 4,30 16,50 33,00
P10 4,80 12,00 8,00
P11 2,70 48,00 45,00
P12 22,00 63,00 21,00
P13 4,90 34,00 25,00
P14 3,80 29,00 14,00
P15 3,80 43,00 14,00
P16 30,00 52,00 24,00
P17 5,70 37,00 14,00
P18 12,00 44,00 11,00
P19 3,70 57,00 26,00
P20 10,00 24,00 33,00
P21 11,00 14,00 7,50
MEDIA+DT 8,14+6,82 40,69+20,80 18,70+9,80

Tabla 4: Valores individuales de CK-MB (ug/L) y Media + DT a los tiempos basal (T0), post-reperfusion (T1) y 24
horas post-infarto (T2).
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4.1.5. Evaluacion de las constantes

vitales

En cuanto a las constantes vitales (Tabla 5)
se observd un descenso de la FC en el
momento de la oclusion coronaria
(p=0,034; Wilcoxon). Tras el desinflado el
valor de la FC sufri6 un incremento
significativo con respecto a T1 (p=0,004;
Wilcoxon), aunque no significativo con
respecto al wvalor basal (p=0,486;
Wilcoxon). Hacia el final de 1la
monitorizaciéon se detectd un nuevo
ascenso, registrandose en T3 una FC
significativamente superior que en TO, T1 y

T2 (p=0,000,; Wilcoxon) (Figura 12 a).

El valor de la Saturacion de O, permanecio
estable durante toda la intervencion,
observandose  unicamente un  ligero
descenso a lo largo de la creacion del IAM.
Las diferencias con respecto al valor inicial

no fueron significativas para ninguno de los

Resultados

tiempos (T1: p=0,651; T2: p=0,127; T3:
p=0,384; Wilcoxon) (Figura 12 b).

El CO, exhalado se mantuvo constante a lo
largo de la induccion del modelo, por lo que
no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el valor
basal y los distintos tiempos (T1: p=0,197;
T2: p=0,719; T3: p=0,051; Wilcoxon)

(Figura 12 c).

Con respecto a la PAM se registrd6 un
descenso significativo en T1 (p=0,02;
Wilcoxon). Posteriormente se detectd un
ligero ascenso en T2 (p=0,626; Wilcoxon) y
T3 (p=0,288; Wilcoxon) con respecto a T1,
permaneciendo, sin embargo, los valores de
PAM por debajo del valor encontrado en
TO. Las diferencias con respecto al valor

estadisticamente

basal no fueron
significativas (T2: p=0,125; T3: p=0,384;
Wilcoxon) (Figura 12 d).

TIEMPO
TO 52,86+11,84  99,29+1,34  38,19+2,50  65,62+15,26
T1 47,05£11,07  99,05:1,69  37,48+1,89  59,90+18,64
T2 55,14+14,50  98,57+2,01  37,90£1,26  61,52+12,65

T3 88,29424,21  97,10£6,17  36,3842,20  63,29+12,91

Tabla 5: Valores medios + DT de la frecuencia cardiaca (FC) (Ipm), la saturacion de oxigeno (Sat.. Oy (%), el CO,
exhalado (CO,) (mmHg) y la presion arterial media (PAM) (mmHg) a los tiempos basal (T0), inflado del balon (T1),
desinflado del balon (T2), fin de la reperfusion (T3).
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Evolucion FC durante creacion IAM

b)

Evolucion Sat. O, durante creaciéon IAM
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C) Evolucion CO, exhalado durante creacion IAM d) Evolucion PAM durante creaciéon IAM
45 - 90 -
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Figura 12: Evolucion de los parametros hemodindmicos y ventilatorios durante la induccién del infarto (Media + DT): a) frecuencia cardiaca (FC) (Ipm), b) saturacion de oxigeno (Sat. O
(%), ¢) CO; exhalado (CO,) (mmHg) y d) presion arterial media (PAM) (mmHg) a los tiempos basal (T0), inflado del balon (T1), desinflado del balon (T2), fin de la reperfusion (T3).
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4.2. Inyeccion intracoronaria

4.2.1. Preparacion del vehiculo/ de la

solucion celular

Tanto la preparacion del vehiculo de
administracion como de la solucion de
células se llevaron a cabo en ausencia de

complicaciones.

La viabilidad celular previamente a la
inyeccion fue del 96,90+2,22% para el
grupo de 25x10° de CMCs. En el caso del
grupo de 50x10° de CMCs la viabilidad
alcanzé un 97,36+3,09%. Las diferencias
entre los dos grupos no alcanzaron
significacion estadistica (p=0,298;, U de
Mann-Whitney).

A las 24 horas, la viabilidad de las células
fue inferior en el caso de grupo 2
(79,00+£22,68%) en comparacion con el
grupo 3 (87,834£20,77%), aunque las
diferencias entre ambos no fueron
significativas (p=0,272; U de Mann-
Whitney).

Resultados

4.2.2. Flujo coronario

La infusion intracoronaria se llevo a cabo
con éxito en la totalidad de los animales.
Las angiografias coronarias a los tiempos
pre-y post-inyeccion no desvelaron cambios
en cuanto a la calidad del flujo en ninguno
los sujetos correspondientes a los grupos 1

y 2 (Figuras 13 y 14).

El animal P19 perteneciente al grupo 3, en
cambio, manifestd  inicialmente un
empeoramiento del flujo coronario tras la
inyeccion celular (TIMI 2). No obstante,
tras la administracion de 200upg de
nitroglicerina y un tiempo de espera de 5

minutos, el TIMI registrado fue de 3.

Los sujetos restantes de este ultimo grupo
no mostraron diferencias entre la calidad
del flujo antes y después de la

administracion de CMCs (Figura 15).
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Resultados

Figura 13: a) Angiografias pre-inyeccion en proyeccion OAI 40° correspondientes a 3 sujetos representativos del
grupo 1 (animales P06, P04 y P02). b) Angiografias post-inyeccion correspondientes a los mismos animales
mostrados en a). No se aprecian cambios en la calidad del flujo.

Figura 14: a) Angiografias pre-inyeccion en proyeccion OAI 40° correspondientes a 3 sujetos representativos del
grupo 2 (animales P10, P13 y P14). b) Angiografias post-inyeccion en proyeccion OAI 40° correspondientes a los
mismos animales mostrados en a). No se aprecian cambios en la calidad del flujo.
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Figura 15: a) Angiografias pre-inyeccion en proyeccion OAI 40° correspondientes a 3 sujetos representativos del
grupo 3 (animales P21, P16y P17). b) Angiografias post-inyeccion en proyeccion OAI 40° correspondientes a los
mismos animales mostrados en a). No se aprecian cambios en la calidad del flujo.

4.2.3. Enzimas cardiacas

Una semana tras el IAM (T3) la media del
valor de Tpn I fue significativamente
superior en el grupo 1 que en el grupo 3
(»=0,04; U de Mann-Whitney), aunque no
se observaron diferencias significativas con
respecto al grupo 2 (p=0,37; U de Mann-
Whitney) (Tabla 6; Figura 16). Las
diferencias en el valor de Tpn I a las 24
horas tras la administracion (T4) no fueron
significativas entre ninguno de los grupos
(grupo 1-grupo 2: p=0,85; grupo 1-grupo 3:
p=0,85; grupo 2-grupo3: p=0,75; U de
Mann-Whitney).

La administracion celular causé un
incremento significativo en el valor medio

de Tpn I en los grupos 2 (de

0,103£0,087ug/L a  0,475+0,815ug/L;
p=0,03; y 3 (de
0,057+£0,054ug/L  a  0,348+0,480pg/L;

Wilcoxon)

p=0,02; Wilcoxon). La inyeccion de
solucion de administracion, por el contrario,
no provocd cambios significativos (de
0,253+0,281pug/L.  a  0,256+0,256pg/L;
p=0,87; Wilcoxon).

Para el parametro de la CK-MB (Tabla 7;
Figura 17) no se encontraron diferencias
significativas entre grupos para el tiempo
T3 (grupo 1-grupo 2: p=0,12; grupo 1-
grupo 3: p=0,08; grupo 2-grupo3: p=0,05;
U de Mann-Whitney). Para el tiempo T4, en
cambio, el valor medio de CK-MB fue
significativamente superior en el grupo 3

que en los grupos 1 (p=0,02; U de Mann-
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Whitney) v 2 (p=0,03; U de Mann-
Whitney).

Se detectd una ligera disminucion en el
valor de CK-MB tras la inyeccion
intracoronaria en los grupos 1 (de
7,900+3,638 ng/L a 6,914+3,580 pg/L) y 2
(de 7,857+11,655 pg/L a 7,043+6,800

ug/L). La administracion celular en el

Resultados

grupo 3, en cambio, causo un incremento en
el valor de CK-MB (de 11,543+4,442 ng/L
a 12,143+£3,338). No obstante, en ninguno
de los grupos la inyeccion dio lugar a un
cambio significativo en el valor de CK-MB
con respecto al valor pre-inyeccion (grupo
1: p=0,89, grupo 2: p=0,34, grupo 3:
p=0,35; Wilcoxon).

1,3 -
L1 -
0,9 -
0,7
0,5
03 -
0,1 -
-0,1 1 T3
03 -
0,5 -

ng/L

Valores Tpn I

E Grupo 1
E Grupo 2

& Grupo 3

Figura 16: Valores medios de Tpn I = DT (ug/L) en los 3 grupos del estudio a los tiempos 1 semana post-infarto (T3)
v 24 horas post-inyeccion (T4).

Valores CK-MB

I EGrupo 1
EGrupo 2

= Grupo 3

T4

Figura 17: Valores medios de CK-MB + DT (ug/L) en los 3 grupos del estudio a los tiempos 1 semana post-infarto
(T3) y 24 horas post-inyeccion (T4).
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Po1 0,750 0,660
P02 0,540 0,590
P03 0,210 0,160
1 P04 0,110 0,160
POS 0,048 0,083
P06 0,080 0,068
Po7 0,032 0,070
Media+DT 0,253+0,281 0,256+0,256
P08 0,130 0,200
P09 0,150 0,150
P10 0,032 2,300
P11 0,270 0,440
2 P12 0,031 0,065
P13 0,049 0,052
P14 0,059 0,120
Media+DT 0,103+0,087 0,475+0,815
P15 0,010 0,150
P16 0,070 1,400
P17 0,030 0,120
P18 0,030 0,051
3 P19 0,170 0,370
P20 0,060 0,300
P21 0,031 0,043
Media=DT 0,057+0,054 0,348+0,480

Resultados

Tabla 6: Valores individuales y medios + DT de Tpn I (ug/L) en los 3 grupos del estudio a los tiempos 1 semana
post-IAM (T3) y 24 horas post-inyeccion (T4).

Po1 4,700 2,700
P02 2,800 4,900
P03 11,000 11,000
1 P04 8,500 9,100
POS 12,000 2,800
P06 5,300 6,900
Po7 11,000 11,000
Media+DT 7,900+3,638 6,914+3,580
P08 3,700 5,100
P09 2,800 3,700
P10 2,100 2,100
P11 3,300 4,200
2 P12 34,000 22,000
P13 2,000 4,600
P14 7,100 7,600
Media+DT 7,857+11,655 7,043+6,800
P15 7,000 11,000
P16 18,000 8,000
P17 4,800 8,000
P18 11,000 15,000
3 P19 13,000 16,000
P20 14,000 12,000
P21 13,000 15,000
Media+DT 11,543+4,442 12,143+3,338

Tabla 7: Valores individuales y medios + DT de CK-MB (ug/L) en los 3 grupos del estudio a los tiempos 1 semana
post-IAM (T3) y 24 horas post-inyeccion (T4)
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4.2.4. Evaluacion de las constantes

vitales

Las variaciones en los valores de los
parametros analizados fueron pequefias en
los 3 grupos a lo largo de la infusién
intracoronaria (Tabla 8; Figura 18), de
modo que entre el valor de TO y T2 no se
encontraron diferencias significativas en la
FC (p=0,47; p=0,59; p=0,67; Wilcoxon), la
Sat.0, (p=0,68; p=0,56; p=0,29; p=0,06;
p=0,58; Wilcoxon), el CO, (p=041;
Wilcoxon) y la PAM (p=0,14; p=0,50;
p=0,18; Wilcoxon) en los grupos 1, 2 y 3,
respectivamente.

La infusion intracoronaria no causo
diferencias significativas entre grupos para
ninguno de los parametros evaluados

(»>0,05; U de Mann Whittney).

Resultados

4.2.5. Cambios electrocardiogrdficos

En cuanto al ECG, no se observaron

cambios asociados a la inyeccion
intracoronaria en el grupo control. De igual
manera, los sujetos que fueron tratados con
25x10° de CMCs no manifestaron cambios
electrocardiograficos durante o después de
la administracion celular. En contrapartida,
en el grupo de 50x10° de CMCs se
detectaron alteraciones en el trazado del
ECG en un total de 4 ejemplares. Dos de
ellos (P15 y P16) mostraron ligeras subidas
en el segmento ST durante las inyecciones,
que descendieron a su valor inicial durante
el tiempo de espera entre dos inyecciones.
Los dos animales restantes presentaron

extrasistoles aisladas durante la primera

(P20) o las 2 primeras inyecciones (P17).

GRUPO TIEMPO FC Sat. O, Co, PAM
TO 63,00421,42  97,33+2,34  37,83+1,33  77,67+14,61
. Tl 60,00421,95  98,00+2,90  37,83+1,17  80,33%13,11
T2 61,00£19.91  97,83+2,04  38,1740,98  84,50+7,94
TO 65431723  98,86+1,68  37,71+1,11  75,71+18,46
5 Tl 60,57+15,82  98,57+2,30  37,86+1,46  7543+19,79
T2 61,71+15,47  98,71+1,80  37,00+1,00  76,86+13,61
TO 67,71£30,63  97,29+2,56  38,00£0,82  66,57+18,36
3 Tl 69,71426,69  98,29+1,70  38,29+1,11  69,14+14,60
T2 69,71427,36  98,14+1,57  37,71%1,11  71,14+14,74

Tabla 8: Valores medios + DT de la frecuencia cardiaca (FC) (Ipm), la saturacion de oxigeno (Sat.. Oy (%), el CO,
exhalado (CO,) (mmHg) y la presion arterial media (PAM) (mmHg) en los 3 grupos del estudio a los tiempos inicio

de inyeccion intracoronaria (T0), mitad de dosis celular (T1) y post-inyeccion intracoronaria (T2).
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a) Evolucion FC durante inyeccion b) Evolucion Sat. O2 durante inyeccion
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Figura 18: Evolucion de los parametros hemodinamicos y ventilatorios durante la inyeccion intracoronaria (Medias + DT): a) frecuencia cardiaca (FC) (Ipm), b) saturacion de oxigeno (Sat.
0,) (%), ¢) CO; exhalado (CO,) (mmHg) y d) presion arterial media (PAM) (mmHg) en los 3 grupos del estudio a los tiempos inicio de inyeccion intracoronaria (T0), mitad de dosis celular
(T1) y post-inyeccion intracoronaria (T2).
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4.3. Seguimientos mediante RM

4.3.1. Evaluacion del infarto

La RM una semana post-IAM demostrd la
presencia de necrosis miocardica en todos
los animales (Figuras 19-22). El sujeto P18
(grupo 3), sin embargo, presentd un infarto
de muy pequefio tamafio (4%), por lo que
fue excluido de los célculos de efectividad.
Los restantes sujetos mostraron tamafios de

infarto entre un 10 y un 24%.

En TI1 el tamafio medio de infarto mas
elevado se encontr6 en el grupo 2
(16,86+3,53%). No obstante, las diferencias
con respecto a los grupos 1 (16,67+5,13%;
p=0,89, U de Mann-Whitney) y 3
(14,83+4,07%; p=0,39; U de Mann-

Whitney) no fueron significativas.

A lo largo del estudio se observd un
descenso del porcentaje de infarto en los 3
grupos (Tabla 9). Asi, en el grupo 1 se

detectaron diferencias significativas en T2

Resultados

(»=0,04; Wilcoxon), T3 (»p=0,04;
Wilcoxon) y T4 (p=0,04; Wilcoxon) en
comparacion con T1. En el grupo 3 las
diferencias se hicieron significativas a los
tiempos T3 y T4 (p=0,03, Wilcoxon). En el
caso del grupo 2 se mostraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto
al valor 1 semana post-infarto unicamente

en T3 (p=0,04; Wilcoxon).

Al final del estudio, los porcentajes medios
de infarto mas bajos se encontraron en el
grupo 3 (6,83£3,54% frente a 8,29+2,81%
en el grupo 1 y 9,86+3,93% en el grupo 2),
aunque las diferencias con respecto a los
grupos 1 (p=0,35; U de Mann Whittney) y 2
(p=0,13; U de Mann Whittney) no

alcanzaron significacion estadistica.

A pesar de que los infartos en T4 fueran de
menor tamafio en el grupo 3, el grupo 1 fue
el que experimentd el mayor descenso de
tamafio (de 16,67+£5,13% a 8,29+2,81%)
mientras que el grupo 2 mostrd la menor
reduccion de tamafio (de 16,86+3,53% a

9,86+3,93).
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a) Evolucion del porcentaje de infarto
@gmmGrupo 1
e=@=Grupo 2
#==Grupo 3
TO T1 T2 T3 T4
b) Evolucion del porcentaje de infarto
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Figura 19: a) Evolucion del valor medio del porcentaje de infarto en los 3 grupos del estudio a lo largo del estudio:
tiempo basal (T0), 1 semana post-infarto (T1), 1 semana post-inyeccion (T2), 5 semanas post-infarto (T3) y 10
semanas post-inyeccion (T4). b) Porcentajes medios de infarto = DT en los 3 grupos del estudio a los tiempos basal
(T0), 1 semana post-infarto (T1), 1 semana post-inyeccion (12), 5 semanas post-infarto (T3) y 10 semanas post-
inyeccion (T4).

TO 0,00+0,00
T1 16,67+5,13
T2 11,29+2,69
1 T3 8,60+3,05
T4 8,29+2,81
TO 0,00+0,00
T1 16,86+3,53
T2 12,86+4,63
2 T3 9,43+2,82
T4 9,86+3,93
TO 0,00+0,00
T1 14,83+4,07
T2 12,50+4,04
J T3 7,20£1,79
T4 6,83+3,54

Tabla 9: Valores medios + DT del tamario del infarto (infarto) (%) en los grupos 1, 2, 3 para los tiempos basal (T0),
1 semana post-IAM (T1), 1 semana post-inyeccion (T2), 5 semanas post-IAM (T3) y 10 semanas post-inyeccion (T4).
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Resultados

PO3 T3 /

. -
Figura 20: Evolucion del infarto a lo largo del tiempo en 3 sujetos representativos del grupo 1 (animales P03, P06 y P02). Las imdgenes de realce tardio se corresponden con los diferentes
tiempos de seguimiento por RM, refiriéndose T0 al estudio basal, Tl al seguimiento 1 semana post-infarto, T2 a 1 semana post-inyeccion, T3 a 5 semanas post-infarto y T4 a 10 semanas post-
inyeccion. Las flechas situan la zona de infarto.
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Figura 21: Evolucion del infarto a lo largo del tiempo en 3 sujetos representativos del grupo 2 (animales P13, P14 y P08). Las imdgenes de realce tardio se corresponden con los diferentes
tiempos de seguimiento por RM, refiriéndose T0 al estudio basal, Tl al seguimiento 1 semana post-infarto, T2 a 1 semana post-inyeccion, T3 a 5 semanas post-infarto y T4 a 10 semanas post-
inyeccion. Las flechas situan la zona de infarto.
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P15T2 /

Figura 22: Evolucion del infarto a lo largo del tiempo en 3 sujetos representativos del grupo 3 (animales P15, P16 y P17). Las imdgenés de realce tardio se corresponden con los diferentes
tiempos de seguimiento por RM, refiriéndose T0 al estudio basal, Tl al seguimiento 1 semana post-infarto, T2 a 1 semana post-inyeccion, T3 a 5 semanas post-infarto y T4 a 10 semanas post-
inyeccion. Las flechas situan la zona de infarto.
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4.4.2. Funcionalidad cardiaca

Al inicio del estudio, los porcentajes de FE
fueron similares en todos los grupos,

incluido el control sano (Tabla 10).

La induccion del modelo de IAM causé una
reduccion significativa del valor de la FE en
los 3 grupos de estudio (grupos 1 y 2:
p=0,02; grupo 3: p=0,03; Wilcoxon).

Posteriormente (a partir de T2) se registro
un incremento progresivo en el porcentaje
de este parametro hasta el final del estudio
(Figura 25), de modo que en T4 la FE fue
significativamente superior que en T1 en
los grupos 2 y 3 (p=0,03; Wilcoxon) y no
significativamente mayor en el grupo 1

(p=0,06, Wilcoxon).

En el altimo seguimiento de RM el grupo 1
manifesto la FE mas baja, aunque con
respecto a los grupos 2 y 3 las diferencias
no fueron significativas (p=0,75 y p=0,32;
U Mann-Whittney, respectivamente).

La comparacion de los porcentajes de FE al
final del estudio con el grupo control sano
mostro  diferencias  significativas  con
respecto a los grupos 1 y 2 (p=0,01; U
Mann-Whittney) y no significativas con
respecto al grupo 3 (p=0,09; U Mann-
Whittney).

Al igual que en el caso de la FE, los valores
de VSF y VDF en TO fueron similares entre
todos los grupos (Tabla 10).

Resultados

En cuanto al VDF, tras la creacion del
modelo se observd un incremento
significativo en este parametro en los 3
(grupo 1: p=0,02; grupos 2 y 3: p=0,03;

Wilcoxon).

Se observo una elevacion continua del valor
de VDF a lo largo del estudio, alcanzandose
los valores mas elevados en T4 (Figura 26).
Para este tiempo de seguimiento el grupo 1
evidencio el nivel de VDF mas alto. Las
diferencias con respecto a los grupos 2 y 3,
no obstante, no fueron significativas
»=0,18 y p=0,32; U Mann-Whittney,

respectivamente).

Al final del estudio el valor del VDF fue
significativamente inferior en el grupo
control sano que en los 3 grupos restantes
(grupo 1: p=0,002; grupos 2y 3: p=0,01; U
Mann-Whittney).

El VSF sufrié un incremento significativo
tras la induccion del infarto en los 3 grupos
(grupo 1: p=0,02; grupos 2 y 3: p=0,03;
Wilcoxon). Ademas, el valor de este
parametro sigui6 ascendiendo hasta el final
del estudio (Tabla 10; Figura 27),
observandose el VSF mas elevado en el
grupo 1. Unicamente en este grupo se
encontraron diferencias significativas entre

T1y T4 (p=0,03; Wilcoxon).

A pesar de que en el Gltimo seguimiento el
grupo 1 manifestara el valor de VSF mas
elevado, éste no fue significativamente

superior a los obtenidos para los grupos 2 y
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GRUPO TIEMPO FE VDF VSF
TO 549441124  56,31+1439  26,36+9,78
T1 38,0449,46  75,82410,99  47,27+11,93
T2 40,39+5,44 79,2149,26 47,31+7,86
i T3 39,1249,54  87,12+12,88  53,60+14,49
T4 42,14+10,00  95,58+18,91  56,33+19,49
TO 51,14+7,01 53,90+9,80 24,436,483
T1 39,86+7,56  67,01+13,31  40,18+8,56
T2 40,87+5,83 72,56+8,37 42,80+5,57
2 T3 40,07+5,16  77,76+13,38  46,86+10,94
T4 44,33+5,91 83,37+10,20  45,54+7,05
TO 52,08+6,73 58,13+4,06 27,85+4,12
T1 38,2242,75 57,61+9,73 41,69+5,63
T2 43,07+7,11 69,40+£12,39  40,15+12,35
g T3 44,60+3,39  7571+12,19  41,13+8,80
T4 49,27+4,61 84,31+13,54  42,84+8,10
CONTROL SANG Inicio 52,07+8,82 56,07+7,94 25,77+6,06
Final 55,61+5,12 65,56+3,99 29,1043,99

Tabla 10: Valores medios + DT de los parametros de fraccion de eyeccion (FE)(%), volumen diastdlico final (VDF)
(ml) y volumen sistolico final (VSF) (ml)) en los grupos 1, 2, 3 para los tiempos basal (T0), 1 semana post-IAM (T1),
1 semana post-inyeccion (T2), 5 semanas post-IAM (T3) y 10 semanas post-inyeccion (T4) y en el grupo control sano

para los tiempos inicio y final del estudio.

3 (p=0,28 y p=0,20, respectivamente; U
Mann-Whittney,).

En cambio, si se encontraron diferencias
entre el grupo control sano y los 3 grupos
de estudio. Asi, el valor del VSF fue
significativamente inferior en el grupo
control sano que en los grupos 1, 2
(»=0,003; U Mann-Whittney) y 3 (p=0,01;

U Mann-Whittney).

Con respecto a las imagenes captadas en las
secuencias de «cine, en el ultimo
seguimiento de RM se puso de manifiesto
la presencia de un mayor adelgazamiento de
la pared del ventriculo izquierdo en los
animales pertenecientes al grupo 1 en

comparacion de los grupos 2, 3 y control

sano (Figuras 23 y 24).

Figura 23: Imdagenes captadas en eje corto durante el ultimo seguimiento de RM correspondientes a un sujeto del

grupo control sano y a los animales P01 (grupo 1), P12 (grupo 2) y P17 (grupo 3). Se aprecia un mayor
adelgazamiento de la pared ventricular en el sujeto POI (flechas).
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Figura 24: Imagenes captadas en cuatro camaras durante el ultimo seguimiento de RM correspondientes a los animales P03 (grupo 1), P10 (grupo 2) y P16 (grupo 3). Se aprecia un mayor
adelgazamiento de la pared ventricular en el sujeto P03 (flechas).

a) Evolucion de la FE b) Evolucion de la FE
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Figura 25: a) Evolucion del valor medio de la fraccion de eyeccion (FE) en los 3 grupos del estudio a los tiempos basal (T0), 1 semana post-infarto (T1), 1 semana post-inyeccion (T2), 5
semanas post-infarto (T3) y 10 semanas post-inyeccion (T4). b) Porcentajes medios de FE = DT en los 3 grupos del estudio a los tiempos basal (T0), 1 semana post-infarto (T1), 1 semana post-
inyeccion (T12), 5 semanas post-infarto (T3) y 10 semanas post-inyeccion (T4).
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Figura 26: a) Evolucion del valor medio del volumen diastolico final (VDF) en los 3 grupos del estudio a los tiempos basal (T0), 1 semana post-infarto (T1), 1 semana post-inyeccion (12), 5
semanas post-infarto (T3) y 10 semanas post-inyeccion (T4). b) Valores medios del VDF + DT en los 3 grupos del estudio a los tiempos basal (T0), 1 semana post-infarto (T1), 1 semana post-
inyeccion (T2), 5 semanas post-infarto (T3) y 10 semanas post-inyeccion (T4).
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Figura 27: a) Evolucion del valor medio del volumen sistolico final (VSF) en los 3 grupos del estudio a los tiempos basal (T0), 1 semana post-infarto (T1), 1 semana post-inyeccion (12), 5
semanas post-infarto (T3) y 10 semanas post-inyeccion (T4). b) Valores medios del VSF + DT en los 3 grupos del estudio a los tiempos basal (T0), 1 semana post-infarto (T1), 1 semana post-
inyeccion (T2), 5 semanas post-infarto (T3) y 10 semanas post-inyeccion (T4).
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4.4. Fin de Estudio

4.4.1. Flujo coronario

La  angiografia  coronaria  realizada
inmediatamente antes de la eutanasia de los
animales mostrd puntuaciones del flujo
coronario de TIMI 3 en todos los sujetos
pertenecientes a los grupos de estudio 2 y 3

(Figuras 28 y 29).

En el grupo 1 (control), sin embargo, tan
solo 4 animales manifestaron una calidad de
flujo TIMI 3. Dos ejemplares de este grupo
(P04 y PO5) presentaron un relleno
completo pero lento del lecho capilar (TIMI
2), mientras que el animal PO3 mostrd una
oclusion  completa de la  arteria
interventricular paraconal (TIMI 0) (Figura
30).

Resultados

4.4.2. Necropsia

El estudio de necropsia practicado tras la
muerte de los animales no reveld hallazgos
dignos de mencién en ninguno de los
animales a excepcion del sujeto P05 (grupo
1), en el que se observo la existencia de
adherencias del corazon al pericardio

(Figura 31).

4.4.3. Tincion con TTC

La tincion con TTC mostro la existencia de
infartos de diversos tamafios y de
localizacion anteroseptal (Figura 32). La
comparacion entre las imagenes obtenidas
mediante RM y las secciones de corazon
tefiidas mediante TTC, mostr6 una buena

correspondencia entre ambas técnicas en

cuanto a tamafio y localizacion del infarto

(Figuras 33, 34 y 35).

Figura 31: En a) y b) se muestran adherencias del corazon al pericardio en el animal P05, perteneciente al grupo 1.
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Figura 28: Angiografias previas a la eutanasia correspondientes a 3 individuos representativos del grupo 2
(animales P08, P12 y P11). Todos los animales presentaron una calidad del flujo coronario TIMI 3.

Figura 29: Angiografias previas a la eutanasia correspondientes a 3 individuos representativos del grupo 3
(animales P16, P17 y P19). Todos los animales presentaron una calidad del flujo coronario TIMI 3.

Figura 30: Angiografias previas a la eutanasia correspondientes a 3 individuos representativos del grupo 1. El
animal P05 presenta un relleno lento del lecho capilar (TIMI 2) mientras que el individuo P03 muestra una oclusion
completa del vaso (TIMI 0).
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P04 P11

P19

Figura 32: Secciones de corazon pertenecientes a cada uno de los animales del estudio tras la tincion con TTC.
Columna izquierda corresponde al grupo 1, columna central al grupo 2, columna derecha al grupo 3.
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Ph 17548 ms

Figura 33: a) Imagen de realce tardio obtenida mediante RM correspondiente al animal P01 con zona de infarto
realzada en rojo. b) Seccion de corazon correspondiente al animal P01 tras la tincion con TTC (la zona de infarto
esta indicada mediante flechas).

FFE/M
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Ph 17507 ms

-
Figura 34: a) Imagen de realce tardio obtenida mediante RM correspondiente al animal P11 con zona de infarto
realzada en rojo. b) Seccion de corazon correspondiente al animal P11 tras la tincion con TTC (la zona de infarto
esta indicada mediante flechas).

Figura 35: a) Imagen de realce tardio obtenida mediante RM correspondiente al animal P18 con zona de infarto
realzada en rojo. b) Seccion de corazon correspondiente al animal P18 tras la tincion con TTC (la zona de infarto
esta indicada mediante flecha).
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4.4.4. Histologia

Con respecto al estudio histologico, las
lesiones predominantes en los 3 grupos de
estudio fueron la fibrosis localizada entre
los miocardiocitos, las zonas de necrosis y

la neovascularizacion (Tabla 11).

El grupo que presentd las lesiones mas
severas fue el grupo 1. En la mayoria de las
muestras de dicho grupo el porcentaje de
tejido afectado fue superior al 50%,
superando en 3 animales incluso el 75%. La
fibrosis fue muy grave en 4 de los 7 casos
(Figura 36 a y Db), observandose Ila
sustitucion de los miocardiocitos por un
tejido conjuntivo fibroso maduro y bien
formado con fibroblastos de mnucleos
pequefios y citoplasmas amplios y

alargados.

También se observod necrosis aunque en
menor medida, caracterizada ésta por la
aparicion de vacuolas claras en los
citoplasmas de los miocardiocitos (Figura

37ayb).

La presencia de neovasos fue significativa
sobre todo en las partes periféricas o donde
la fibrosis aun no era completa. En el
animal POl se detectaron numerosos
macrofagos cargados de hemosiderina lo
que indicé la existencia de hemorragia

previa (Figura 38).

En el grupo 2 se encontraron los niveles

mas bajos de lesion, observandose

Resultados

diferencias estadisticamente significativas
con respecto al grupo 1 en cuanto a la
extension del infarto (p=0,02), la fibrosis
(»p=0,01), la necrosis (p=0,003) y la suma
de puntuaciones (p=0,01) (U de Mann
Whittney). Las diferencias con respecto al
grupo 3 no fueron significativas para
ninguno de los parametros evaluados
(extension del infarto: p=0,30; fibrosis:
p=0,36; necrosis: p=0,06; calcificaciones:
p=1,00; infiltrado inflamatorio: p=0,76;
neovascularizacion:  p=0,71; suma de

scores: p=0,25; U de Mann Whittney).

En las muestras pertenecientes al grupo de
25x10° de CMCs la fibrosis estaba peor
organizada que en el caso del grupo control

y ésta fue ademas menos madura (Figura 39

ayb).

En cuanto a las zonas de necrosis, en
muchas muestras ésta se caracterizaba por
la aparicion de espacios dilatados, sin
contenido celular y con presencia de edema
en lugar de la muerte de las células (Figura
40 a y b). Ademas se observaron numerosos

neovasos (Figura 41 a y b).

A pesar de que en el grupo de 50x10° de
CMCs las lesiones fueron menos severas
que en el grupo 1, las diferencias entre
ambos grupos tan so6lo fueron significativas
en el caso de la fibrosis (p=0,04;, U de
Mann Whittney). Esta fue ligera en todas las
muestras del grupo 3, salvo en el animal

P19 en el que fue moderada (Figura 42 b).
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La necrosis fue generalmente mas evidente, a 'y b) y presencia de neovasos (Figura 44)
aunque al igual que en el grupo 2 se en lugar de cémo una verdadera muerte
manifesté como zonas de edema (Figura 43 celular.

Figura 37: Tincion con HE. a) En el animal P04 (grupo 1) se observan extensas dreas de necrosis de las fibras
musculares (flecha). b) En el sujeto P06 (grupo 1) se evidencian areas de necrosis y fibrosis muscular.

H 5 L8

Figura 38: Tincion con HE. Imagen correspondiente al animal P01 del gpo control. Se observa fibrosis y
aparecen numerosos macrofagos con hemosiderina (flechas).
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o) s 4 L N P g & Z kg | )
Figura 39: Tincion con TCM (200um). Presencia de fibrosis poco severa en los animales P11 (A) y P09 (B) del
grupo 2.

Figura 40: Tincion con HE (500um). En las muestras de los animales P11 (a) y P09 (b) del grupo 2 las dreas de
necrosis estan ocupadas fundamentalmente por edema y algunas células inflamatorias, siendo la fibrosis escasa.

“re T o 'f\_,"". : ‘...llLI\,%,-} ~ !
los animales P13 (a) y P14 (b) del grupo 2 la formacion de neovasos es
elevada (flechas).

-~

Figur 41: Tincion con HE (200um). E

62



Resultados
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Figu es P20y P21 (grupo 3) las areas de
necrosis estan ocupadas fundamentalmente por edema y algunas células inflamatorias, siendo la fibrosis escasa.

grupo 3.
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Grado de Infiltrado Fibrosis  Necrosis Metaplasia/ Neovascularizacion Suma de
extension Inflamatorio Calcificaciones Puntuaciones
PO1 4 3 4 2 1 3 17
P02 4 1 4 2 0 3 14
P03 3 2 4 3 0 2 14
1 P04 3 1 3 2 0 3 12
P05 4 3 4 2 0 3 16
P06 2 1 2 2 0 2 9
P07 1 1 1 3 0 0 7
MEDIA 3,00+1,15 1,71+0,95 3,14+1,21  2,29+0,49 0,14+0,38 2,29+1,11 12,71+3,64
P08 2 1 2 1 0 2 8
P09 1 1 1 0 0 0 3
P10 2 1 1 1 0 2 7
2 P11 1 2 1 0 0 1 5
P12 2 1 2 1 0 3 9
P13 1 2 1 2 0 3 9
P14 1 0 1 1 0 1 4
MEDIA 1,43+0,53 1,14+0,69 1,29+0,49 0,86+0,69 0,00+0,00 1,71+1,11 6,43+2,44
P15 2 1 2 3 0 3 11
P16 1 0 1 1 0 0 3
P17 1 0 1 1 0 1 4
3 P19 3 1 3 1 0 1 9
P20 2 2 1 3 0 3 11
P21 2 2 2 3 0 4 13
MEDIA 1,83+0,75 1,00+0,89 1,67+0,82 2,00+1,10 0,00+0,00 2,00+1,55 8,50+4,09

Resultados

Tabla 11: Valores individuales y medias + DT de los parametros histologicos: grado de extension, infiltrado inflamatorio, fibrosis, necrosis, metaplasia/calcificaciones, neovascularizacion y

suma de puntuaciones.
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V. Discusion

El modelo porcino de IM ha sido utilizado
durante décadas en el campo de la
cardiologia experimental, debido ello
fundamentalmente a las  similitudes
anatomicas y funcionales entre el corazén
del cerdo y el humano (Ellison y cols.,
2011; Oliveira y Angeli, 2006; Teramoto y
cols., 2011; Ytrehus, 2000; Patten y Hall-
Porter, 2009; Pérez del Prado y cols., 2009;
Verdouw y cols., 1998). Una complicacion
indiscutible que presenta la especie porcina,
no obstante, es la elevada incidencia de
arritmias ~ ventriculares y  fibrilacion
asociada a la oclusion de alguna de sus
arterias coronarias (Munz y cols., 2011;
Pérez de Prado y cols., 2009; Regueiro-
Purrifios y cols., 2011; Krombach y cols.,
2005; Naslund y cols., 1992; Reffelmann y
cols., 2004).

Tanto el lugar como la duracion de la
oclusion coronaria juegan un papel
importante en la incidencia de FV (Munz
cols., 2011). En este sentido, Suzuki y cols.
encontraron incidencias de hasta un 90% en
animales en los que la oclusion se realizaba
proximal a la primera rama diagonal de la
arteria interventricular paraconal. Por el
contrario, en animales en los que la
oclusion se llevaba a cabo distal a dicha
rama arterial, la incidencia observada era
inferior al 20% (Suzuki y cols., 2008). Este

hallazgo no coincide con los resultados

obtenidos en el presente estudio en el que se
alcanzaron tasas de FV cercanas al 80%.
Nuestros datos, sin embargo, se asemejan
mas a los publicados por Krombach y cols.
y Pérez de Prado y cols. que encontraron
tasas en torno al 60 'y 90%,
respectivamente, en un modelo de infarto
similar al nuestro (Krombach y cols., 2005;

Pérez de Prado y cols., 2009).

Asimismo se han descrito otros factores que
favorecen la aparicion de FV, como por
ejemplo la sobre-dilatacion de la arteria
coronaria a consecuencia de la utilizacion
de balones coronarios de tamafios no
apropiados (McCall y cols., 2012; Pérez de
Prado y cols., 2009). En nuestro caso, en
concreto, una oclusion coronaria proximal
pudo ser la responsable de los repetidos
episodios de FV que sufrieron los animales
P17 y P15 (ambos del grupo 3) durante la
induccion del modelo. En ambos casos, la
angiografia desveld que la primera rama
diagonal de la arteria interventricular
paraconal se situaba proxima al origen de la
arteria coronaria. No obstante, el sujeto P13
(grupo 2) presentd un Unico episodio de FV
a pesar de mostrar una anatomia coronaria
similar a la de los dos animales

mencionados anteriormente.

En los modelos de infarto reperfundido

existe un mayor riesgo a padecer arritmias
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asociadas al fenomeno de reperfusion.
Tennant y Wiggers fueron los primeros en
demostrar  experimentalmente que el
comienzo de una reperfusion tras un
periodo de isquemia daba lugar a la
aparicion de arritmias  ventriculares
(Tennant y Wiggers, 1935). Después,
Harris y Rojas observaron que dichas
arritmias se producian tanto durante el
periodo de oclusion como después de
iniciar la reperfusion (Harris y Rojas,
1943). En el ambito clinico, la relacion
entre la reperfusion y las arritmias no
parece tan clara. Asi Hackett y cols.
encontraron que solo una minoria de
arritmias se asociaban a la reperfusion,
mientras que la mayoria de ellas se
mostraban durante el periodo de isquemia
(Hackett y cols., 1990). De acuerdo con
estos resultados, en nuestro estudio se
observo la aparicion de FV durante el
periodo de oclusion en un total de 20
animales, mientras que tan s6lo uno de los
dos sujetos que murieron presentd FV

durante la reperfusion.

Por otro lado, Grines y cols. demostraron
que el riesgo de padecer arritmias era
mayor cuanto antes se restablecia el flujo
coronario (Grines y cols., 1993). Este hecho
podria explicar por qué en el animal P18,
perteneciente al grupo 3, se produjeron
multiples fibrilaciones. En este caso el flujo
coronario se restablecid rapidamente tras el
inicio del periodo de isquemia a
consecuencia de un defecto en el balon

coronario que se habia colocado. Ruiz-Ros y
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cols. observaron que la aparicion de
arritmias se asociaba con la severidad de los
cambios metabdlicos producidos por la
isquemia (Ruiz-Ros y cols., 1997). Mas
tarde Yoshida y cols. identificaron la
sobrecarga de calcio intracelular como
mecanismo responsable de la aparicion de
las arritmias de reperfusion (Yoshida y

cols., 2000).

La especie porcina es susceptible al estrés y
a la muerte subita por FV. Skinner y cols.
encontraron que los cerdos conscientes con
corazones  isquémicos  sometidos a
situaciones de estrés eran vulnerables a
padecer FV (Skinner y cols., 1981). En
nuestro caso, el animal P17 (grupo 3)
presentd una parada cardiaca al dia
siguiente de la creacion del infarto. Es
posible que ésta se produjera a causa de un
episodio de estrés agudo (Pérez de Prado y
cols., 2009), pues sucedié cuando el animal
estaba siendo manipulado para la extraccion

de sangre.

La elevada susceptibilidad de la especie
porcina a la aparicion de arritmias malignas
condiciona una alta mortalidad en el
modelo (Regueiro-Purrifios y cols., 2011).
En la Dbibliografia =~ se encuentran
frecuentemente tasas de mortalidad de
alrededor del 30% (Krombach y cols.,
2005; Pérez de Prado y cols.,, 2009;
Kraitchman y cols., 2000). En el presente
estudio, sin embargo, la mortalidad fue
significativamente inferior, suponiendo un

8,7%.
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La tasa de mortalidad puede ser disminuida
con un manejo adecuado. Se conocen varias
estrategias encaminadas a disminuir la
aparicion de arritmias y por consiguiente la
mortalidad. En este sentido, Na y cols.
describieron que los periodos cortos de
oclusion y perfusion inmediatamente tras el
inicio de la reperfusion (mecanismo
denominado postacondicionamiento) son
capaces de reducir y prevenir la incidencia
de FV inducida por el mecanismo de
reperfusion (Na y cols., 1996). De forma
similar, Halkos y cols. observaron una
disminucién en la incidencia de FV post-
reperfusion en perros sometidos a un
postacondicionamiento (Halkos y cols.,

2004).

Asimismo, las propiedades antiarritmicas
de farmacos tales como la lidocaina y la
amiodarona han sido ampliamente descritas
en la bibliografia (Chen y cols., 1999; Zhou
y cols., 1999; Kraitchman y cols., 2000;
Tsagalou y cols., 2004). A pesar de que en
algunos trabajos sobre modelos de infarto
en la especie porcina no se mencione el uso
de dichos farmacos (Dubois y cols., 2010;
Schuleri y cols., 2008; Kuster y cols., 2011;
Munz y cols., 2011; McCall y cols., 2012),
en la mayoria de ellos se realiza un
tratamiento a base de amiodarona y/o
lidocaina para controlar las arritmias
ventriculares (Angeli y cols., 2009) en el
momento de la oclusion coronaria (Pérez de
Prado y cols., 2009; Klein y cols., 1984;
Suzuki y cols., 2008; Hashemi y cols.,
2008; Angeli y cols., 2009). A diferencia de
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estos autores, Doyle y cols. describieron la
administracion de amiodarona desde 2
semanas antes de la induccion del infarto,
continuando con el tratamiento hasta el
final del estudio (Doyle y cols., 2007). En
la presente investigacion, con el fin de
disminuir el umbral de desfibrilacion (Pérez
de Prado y cols., 2009) y por consiguiente
la tasa de mortalidad, nos decantamos por el
uso prolongado de amiodarona, iniciando el
tratamiento una semana antes del evento
isquémico. A pesar de que la aparicion de
arritmias malignas no pudo ser evitada, la
supervivencia de los animales
probablemente se viera afectada de forma
positiva, resultando ello en una tasa de
mortalidad inferior a la de otros estudios
similares (Kraitchman y cols., 2000;
Krombach y cols., 2003; Pérez de Prado y
cols., 2009).

Por otro lado, el sexo de los animales
también ha sido relacionado con la tasa de
mortalidad. Existen diferencias importantes
entre el grosor del miocardio y la cantidad
de tejido conectivo presente en el corazon
de ambos sexos (Berg y Mewes, 1994;
Huang y cols., 2001), que predisponen al
macho al fallo cardiaco y a la muerte (Pérez
de Prado y cols., 2009). A este respecto es
importante recordar que en nuestro caso se
emplearon unicamente hembras, lo que
puede estar relacionado con la baja
mortalidad. Debido a la  mayor
susceptibilidad del sexo masculino, en la
actualidad, una gran parte de los estudios se

centran en el uso de cerdas (Hashemi y
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cols., 2008; Regueiro-Purrifios y cols.,
2011; McCall y cols., 2012; Gyodngyosi y
cols., 2011). A pesar de ello, todavia se
encuentran trabajos en los que se emplean
ambos sexos (Pérez de Prado y cols., 2009,
Moelker y cols., 2006) o incluso
exclusivamente machos (Munz y cols.,

2011).

La determinacion de biomarcadores tales
como la Tpn y la CK-MB es una técnica
relativamente concreta para valorar la
severidad de un IM (Csonka y cols., 2010).
Los tests de Tpn son los mas especificos y
sensibles a la hora de detectar dafio
miocardico (Jaffe, 2008). Existe una
correlacion entre el valor de ciertos
biomarcadores y el tamafio de un infarto
(Zacharowski y cols., 1999; Friedrich y
cols., 2008). En nuestro caso, sin embargo,
no fue posible comprobar la existencia de
dicha correlacién, por encontrarse los
niveles de Tpn I tras la induccion del infarto
por encima del nivel de deteccion del
analizador y desconociéndose por tanto el

valor exacto del biomarcador evaluado.

A pesar de que una elevacion de Tpn
indique dafio en el miocardio, este
incremento no da informacion sobre si éste
es reversible o por el contrario irreversible
(Wells y Sleeper, 2008). Asimismo, hay
ciertas situaciones como la cardioversion, la
angioplastia y la colocacion de stents
coronarios, que pueden causar un aumento
de este biomarcador en ausencia de infarto

(Bardaji, 2005). Asi, en el presente estudio

Discusion

el animal P18 (grupo 3) manifestd un
incremento significativo en su nivel de Tpn
I tras el periodo de reperfusion, asi como a
las 24 horas tras la induccion del modelo
observandose, sin embargo, un miocardio
practicamente intacto en las imagenes de

realce tardio.

En dicho animal la ausencia de infarto pudo
deberse al restablecimiento transitorio del
flujo coronario que se produjo durante el
intercambio del balén, por el cual se inicio
un corto periodo de reperfusion. A dia de
hoy los periodos breves de isquemia
separados por reperfusion y seguidos de una
isquemia miocardica mas sostenida son
conocidos como preacondicionamiento.
Este fendmeno presenta un efecto
cardioprotector, reduciendo la extension de
la necrosis (Moreu-Burgos y Macaya-
Miguel, 2007). Concretamente, Schott y
cols. describieron que la reperfusion
durante los primeros 15 -20 minutos tras el
comienzo de una isquemia continua y
severa resultaba en la ausencia de dafio
irreversible (Schott y cols., 1990). La
amplia reproducibilidad de este mecanismo
en una gran variedad de especies incluida la
humana, ha convertido el
preacondicionamiento isquémico en el gold
standard de la
(Ferdinandy y cols., 2007; Csonka y cols.,
2010).

cardioproteccion

Otro posible mecanismo por el cual la
extension de la necrosis miocardica puede

ser reducida es la presencia de circulacion
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colateral a nivel coronario. El flujo residual
al tejido isquémico es el principal
determinante para el desarrollo de un
infarto y el responsable de la extension del
mismo (Maxwell y cols., 1987). Cuando
hay una oclusion total o subtotal de una
arteria coronaria, el flujo puede llegar al
miocardio por vasos colaterales (Moreu-
Burgos y Macaya-Miguel, 2007), evitando
el establecimiento del infarto. No obstante,
el cerdo, al igual que el humano, presenta
un desarrollo limitado de su circulacion
colateral (Verdouw y cols., 1998; Dixon y
Spinale, 2009; Pérez de Prado y cols.,
2009), por lo que parece poco probable que

¢ésta pueda proteger frente al infarto.

La estandarizacion del tamafio de un infarto
es importante en los estudios de terapia
celular, permitiendo los infartos de similar
extension una mejor valoracion de la
eficacia  atribuible a las  células
administradas (Huang y cols., 2010). Segin
la bibliografia consultada, la oclusion
coronaria mediante balén de angioplastia
permite estandarizar el tamafio del infarto
controlando el tiempo y el lugar de oclusion
(Pérez de Prado y cols., 2009). En el
presente estudio, no obstante, la oclusion
coronaria no resultd en infartos de similar
extension a pesar de haber utilizado en
todos los animales el mismo protocolo de
induccion, encontrandose en los animales
porcentajes de infarto de entre un 4 y un

24%).

Discusion

La mayoria de los estudios, como también
el nuestro, se basan en las ramas diagonales
como referencia para elegir el lugar de
oclusion. La gran variabilidad existente
entre la posicion, el nimero y el diametro
de estas ramas diagonales, no obstante,
parecen explicar las notables diferencias
observadas entre los tamafios de infarto de
los animales sometidos a la induccion del
modelo. Por este motivo, Huang y cols.
propusieron utilizar la longitud completa de
la arteria como referencia para elegir el
punto de oclusién en lugar de las ramas
diagonales, dando lugar a infartos mas
estables y reproducibles (Huang y cols.,

2010).

La manipulacion excesiva con dispositivos
endovasculares en el interior de un vaso
sanguineo puede producir vasoespasmos
(McCall y cols., 2012). Asi, durante el
procedimiento de cateterizacion, el animal
P08 (grupo 2) manifesté un espasmo de su
arteria coronaria. En nuestro caso dicho
espasmo probablemente se debio a la
utilizacién de una microguia cuyo extremo
se dafio durante el procedimiento. De
acuerdo con los datos aportados por McCall
y cols. la administracion intracoronaria de
200ug de nitroglicerina resulta beneficiosa
para provocar la dilatacion de la arteria
afectada (McCall y cols., 2012). De forma
similar, Schuleri y cols. describieron la
resoluciéon de un vasoespasmo coronario
tras la inyeccion intracoronaria de la mitad

de dicha dosis (Schuleri y cols., 2008).
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En cuanto a los animales fallecidos durante
la creacion del infarto, uno de ellos mostro
una oclusion coronaria completa tras el
desinflado del balon. Este fendmeno es
conocido como no reflujo y consiste en la
incapacidad para reperfundir un tejido
previamente isquémico a pesar de alcanzar
la apertura de la arteria que irriga dicho
territorio (Férez Santander y cols., 2004).
No se conoce el mecanismo exacto por el
cual se establece (Rezkalla y Kloner, 2002),
sin embargo, se han propuesto varios
mecanismos como responsables de su
aparicion. Entre ellos se cuentan el edema
intracelular e intersticial que produce
compresion extravascular de las arterias y
arteriolas, el dafio de las células de musculo
liso coronario con aumento del tono
vascular y falta de relajacion frente al
estimulo con acetilcolina, la liberacion
disminuida de oxido nitrico que se
acompafa de un aumento del tono vascular
y el bloqueo capilar por material
tromboembolico (Férez Santander y cols.,

2004).

A pesar de un restablecimiento satisfactorio
del flujo sanguineo en la arteria relacionada
con el infarto, frecuentemente persiste una
mala perfusion tisular (Kwong y Neilan,
2010). En nuestro caso los animales P03,
P04 y PO5 (todos del grupo control)
manifestaron un flujo coronario
aparentemente normal tras la instauracién
de la reperfusion asi como después de la

infusion intracoronaria de solucidon de

administracion. En la  comprobacién
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angiografica a las 10 semanas post-
inyeccion, sin embargo, se observo la
ausencia de flujo en el animal P03 (TIMI 0)
y un relleno capilar completo pero lento en
los sujetos P04 y P05 (TIMI 2). El
fenomeno de falta de restablecimiento del
flujo es una complicacion derivada de la
reperfusion que cada vez estd mas
reconocida como indicador de posterior
remodelado ventricular (Wu, 2012). Este se
caracteriza por una dilatacion precoz de la
region necrotica y periinfarto, con posterior
extension a zonas inicialmente sanas que
conlleva cambios en la forma y el tamafio
ventricular que desemboca en disfuncion
sistolica e insuficiencia cardiaca (Villa y
cols., 2008). Reffelmann y cols. observaron
en un modelo animal que las regiones
anatomicas de mayor no reflujo se
asociaban con un mayor adelgazamiento de
pared (Reffelmann y cols., 2004). De
acuerdo con estos resultados, el animal P03
mostré un adelgazamiento de la pared del

VI muy marcado.

En relacion a la via de administracion
celular se ha elegido la ruta intracoronaria
por tratarse de una via frecuentemente
utilizada en los ensayos clinicos (Histrov y
Weber, 2005; Dib y cols.,, 2011) y
ampliamente descrita en la bibliografia. A
pesar de las indudables ventajas que
presenta dicha ruta (Dimmeler y cols.,
2005), entre las que se cuentan la
distribucién celular homogénea (Dib y
cols., 2010) y su facil aplicacion (Dib y

cols., 2011), la administracion
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intracoronaria de células madre conlleva el
riesgo de causar disecciones de la intima
(Hirsch y cols., 2008; Meluzin y cols.,
2006) e infartos (Freyman y cols., 2006;
Vulliet y cols., 2004; Perin y cols., 2008;
Toma y cols., 2009; Llano y cols., 2009).
Asi, Vulliet y cols. observaron microinfartos
tras la inyeccion intracoronaria de células
madre mesenquimales en perros (Vulliet y
cols., 2004). De forma similar, Johnston y
cols. describieron el mismo problema
cuando administraban dosis superiores a
25x10° de  células  derivadas  de
cardioesferas de origen porcino en cerdos
utilizando la misma via (Johnston y cols.,

2009).

En el presente estudio se valord Ila
seguridad de la administracion
intracoronaria de dos dosis distintas de
CMCs alogénicas de origen porcino en un
modelo de IAM reperfundido. Al tratarse de
animales infartados previamente, la
valoracion histologica de un posible riesgo
de oclusion del lecho vascular coronario es
complicada, pues el dafio miocardico pre-
existente podria enmascarar la presencia de
microinfartos derivados de la inyeccion
celular. Sin embargo, los resultados de un
ensayo en cerdos sanos mostraron la
ausencia de dafio a nivel miocardico tras la
administracion de una dosis celular de
35x10° de CMCs porcinas (Criséstomo y
cols., 2013 b).

Una posible explicacion de la ausencia de

lesiones miocardicas en dicho experimento
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pudo ser el tamafio de las células
empleadas. Hay que tener en cuenta que
tanto las células mesenquimales utilizadas
por Vulliet y cols. como las cardioesferas
inyectadas por Johnston y cols. presentaron
un tamafio de alrededor de 20pum (Vulliet y
cols., 2004; Johnston y cols., 2009),
mientras que las CMCs utilizadas en
nuestro caso tenian un tamafio inferior

(13,5um).

Se supone que las células administradas por
via intracoronaria desaparecen de la
circulacién coronaria tan solo unas pocas
horas mas tarde, migrando hacia el pulmén,
higado o rifion (Chin y cols., 2003; Tossios
y cols., 2008; Freymann y cols., 2006). Con
el fin de mejorar la retencion celular, en la
mayoria de ensayos clinicos se ha empleado
la técnica de oclusion intermitente
(Schichinger y cols., 2004; Meyer y cols.,
2006; Janssens y cols., 2006) que consiste
en alternar periodos de oclusion-infusién
con periodos de reperfusion. Con este
método se pretende bloquear el flujo
sanguineo permitiendo un mayor contacto
de las células con la microcirculacion sin
posibilidad de reflujo retrogrado hacia la
aorta (Strauer y cols., 2002; Assmus y cols.,
2002). A pesar de que se espera que la
fijacion de las células a la zona infartada
sea mayor en estas condiciones (Sherman y
cols., 2006; Dib y cols., 2011), Moelker y
cols. encontraron que la inyeccion celular
durante la oclusion coronaria no resultaba
en una mejor fijacion celular (Moelker y

cols., 2006). Otro estudio experimental en
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la especie porcina incluso mostrdé que la
retencion celular era superior cuando las
células eran administradas preservando el
flujo coronario (Doyle y cols., 2007). Este
hallazgo pone en duda la eficacia del
método de oclusion intermitente (Terrovitis
y cols., 2010), por lo que en este trabajo se
ha optado por la infusion celular a través de
un microcateter manteniendo el flujo,
disminuyéndose ademas de forma adicional
el riesgo de arritmias y dafio de la pared
vascular ocasionados por las oclusiones
repetidas (Baptista y cols., 1995; Balian y
cols., 2006).

En los cerdos infartados la seguridad de la
administracion intracoronaria de las CMCs
se valor6 mediante la determinacion de las
enzimas cardiacas (Tpn I y CK-MB), la
deteccion de cambios electrocardiograficos
asi como modificaciones en la calidad del
flujo coronario (escala TIMI). A pesar de
que la mayoria de los animales
experimentaron un incremento en el valor
de sus enzimas cardiacas tras la inyeccion
intracoronaria  (independientemente  del
grupo), en casi todos ellos los valores de
Tpn I se mantuvieron cercanos a los
considerados clinicamente aceptables (<
0,5ug/L) (Johnston y cols., 2009). Tan s6lo
los animales P10 (grupo de 25x10°) y P16
(grupo 50x10%) manifestaron aumentos de

Tpn I mas pronunciados, ascendiendo hasta

2,3ug/L'y 1,4 pg/L, respectivamente.

Curiosamente, estos sujetos no mostraron

un incremento simultaneo en el valor de
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CK-MB, lo que hace pensar que la subida
de Tpn I pueda deberse a un falso positivo
(Csonka cols., 2010; Wells y cols., 2008).
En este sentido hay que recordar que ciertas
situaciones, tales como la  propia
cateterizacion cardiaca, pueden provocar
una subida en el valor de dicha enzima
(Bardaji, 2005), sin que se trate de un

aumento asociado a la infusion celular.

En el caso del animal P10 no se detectaron
otros efectos adversos (arritmias, subidas
del segmento ST, cambios en la calidad del
flujo coronario) relacionados con la
inyeccion celular, por lo que se puede
asumir que la posibilidad de un falso
positivo sea probable. En el animal P16, en
cambio, ademas del incremento en el valor
de Tpn I se registraron cambios
electrocardiograficos, que hacen pensar en
un posible efecto nocivo derivado de la

inyeccion de la dosis superior de CMCs.

Mientras que en los grupos 1 y 2 no se
observaron cambios en el ECG asociados a
la inyeccion intracoronaria, en el grupo 3 un
total de 4 animales manifestaron
alteraciones, bien en forma de subidas
puntuales del segmento ST (P15 y P16) o
en forma de aparicion de extrasistoles (P17
y P20). Asimismo, el unico animal que
presenté un empeoramiento de la calidad
del flujo coronario inmediatamente tras la
inyeccion (evidenciado por un flujo TIMI

2) (P19) perteneci6 a este grupo.
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A pesar de que tanto los cambios en el ECG
como la afectacion del flujo coronario
fueron temporales, regresando a la
normalidad tan solo unos minutos tras la
inyeccion celular, no podemos descartar
que la dosis de 50x10° de CMCs presente
cierto riesgo de causar microembolizacion.
El hecho, no obstante, de tratarse de
cambios pasajeros parece indicar que éstos
podrian haberse evitado prolongandose el
tiempo de espera entre dos inyecciones
celulares consecutivas.
Los cambios electrocardiograficos
asociados a la infusion intracoronaria de
células madre han sido descritos
previamente por Gyongydsi y  cols.
debiéndose estos probablemente a una
oclusion temporal de la arteria coronaria a
consecuencia de la formacidon de agregados
celulares o vasoespasmo (Gyodngydsi y
cols., 2009; Gyongydsi y cols., 2010). A
pesar de basarse los resultados de estos
autores en la utilizacion de células
mesenquimales, los hallazgos en cuanto a
los parametros hemodinamicos fueron
similares a los nuestros, observandose
fluctuaciones minimas en la FC y la PAM
durante la infusidn de células.

En los ultimos afios se han aislado y
caracterizado diferentes subtipos de CMCs,
que han mostrado su utilidad en el contexto
de la cardiopatia isquémica (Urbanek y
cols., 2005; Beltrami y cols.; 2003; Dawn y
cols., 2005; Bolli y cols., 2006; Bearzi y
cols., 2007, Wang y cols., 2006; Smith y
cols., 2007; Koninckx y cols., 2013). En
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este sentido, se ha demostrado que la
inyeccion intramiocardica de CMCs c-kit+
en las zonas adyacentes a un infarto
producido mediante oclusion permanente en
roedores produce una reducciéon del tamafio
de infarto y una mejora de la funcion
ventricular (Beltrami y cols., 2003; Messina
y cols., 2004). De forma similar, Wang y
cols. demostraron en un modelo de infarto
en raton que la administracion de CMCs
Sca-1+/CD31" induce un incremento de la
FE, una reducciéon del VDF y del VSF, asi
incremento de la

como un

neovascularizacion (Wang y cols., 20006).

A pesar de los efectos beneficiosos
descritos, la ruta intramiocardica ha sido
cuestionada  por  presentar  ciertas
limitaciones en el ambito clinico (Dawn y
cols., 2005) como por ejemplo el riesgo de
perforacion del ventriculo en los puntos de
inyeccion (Dib y cols., 2011). Ademas esta
via de inoculaciéon se ha asociado a una
pobre supervivencia de las células
administradas (Zakharova y cols., 2010).
Por otro lado, la inflamacién del tejido
asociada al procedimiento incrementa el
riesgo de aparicion de arritmias (Cheng y
cols., 2009; Dib y cols., 2010).

Clinicamente, la via de administracion
celular mas practica es la ruta intravascular
(Dawn y cols.,, 2005), suponiendo Ia
inyeccion intravenosa la ruta mas simple y
menos invasiva de todas (Dib y cols.,
2011). A este respecto, Oh y cols.
ensayaron la eficacia de las CMCs

inyectadas por via intravenosa. Sus
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resultados, no obstante, fueron poco
prometedores (Oh y cols.,, 2003) por
producirse una limitada migracion hacia el
corazén y una baja retencion celular

(Barbash y cols., 2003).

Con respecto a la comparacion de las vias
de administracion intravenosa e
intracoronaria, durante el Third Annual
CARE-MI  Consortium  Meeting  se
presentaron los resultados preliminares de
un experimento de biodistribucion aguda en
cerdo infartado en el que se administraron
las mismas células que en nuestro caso. Se
observo mediante tomografia de emision de
positrones que tras la administracion
intracoronaria  de  células  marcadas
radiactivamente con Fluorodesoxiglucosa
("®F-FDG) un 20% de la sefial emitida se
localizaba en el corazon (principalmente en
los bordes del infarto), mientras que el 80%
restante se encontraba en vejiga en forma
de "F-FDG libre. Por el contrario, cuando
las células eran inyectadas por via
intravenosa, éstas se acumulaban en el
pulmén (Jannsens, 2013), lo que apoya los

hallazgos de otros autores (Barbash y cols.,

2003; Ohy cols., 2003).

La implantacion de diferentes subtipos de
CMCs de origen humano también ha
mostrado su eficacia en modelos animales.
De esta manera, Bearzi y cols. encontraron
una mejora en la funcionalidad cardiaca de
roedores tratados con dichas células (Bearzi
y cols., 2007). De igual forma se ha

demostrado que la inyeccion de células
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derivadas de cardioesferas humanas en
raton infartado causa un incremento en la
FE en comparacion con animales control

(Smith y cols., 2007).

Un punto a tener en cuenta a la hora de
valorar la eficacia obtenida mediante la
administracion celular es el tipo de modelo
animal utilizado. En la mayoria de trabajos
en los que se ha mostrado un efecto
beneficioso derivado de las CMCs, se ha
empleado un modelo de infarto creado
mediante oclusion permanente de una
arteria coronaria (Bearzi y cols., 2007;
Beltrami y cols., 2003; Rota y cols., 2008;
Welt y cols.,, 2013). En nuestro caso y
coincidiendo con otros autores (Dawn y
cols., 2005, Johnston y cols., 2009; Lee y
cols., 2011), hemos optado por un modelo
de infarto reperfundido. Este simula la
situacion clinica, en la que la mayoria de
los infartos son reperfundidos (Tang y cols.,
2010) bien sea de forma terapéutica o

espontanea (Dawn y cols., 2005).

El fendmeno de reperfusion altera de forma
significativa el ambiente en el corazén. El
rapido restablecimiento del flujo sanguineo
en los corazones que han sido sometidos a
un periodo isquémico produce radicales
libres derivados del oxigeno que son
capaces de dafiar las membranas celulares
(Vilar-Rojas y cols., 1996). Por otro lado, la
reentrada de calcio al interior de los
miocitos provoca un dafio celular severo.
Asimismo se produce un proceso

inflamatorio que conlleva la liberacion de
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diversas sustancias toxicas (radicales libres,
proteasas, elastasas y colagenasas). Se
produce ademas una activacion plaquetaria
capaz de inducir trombosis con el
subsiguiente riesgo de reoclusion arterial
(Férez Sandander y cols., 2004). Estos y
otros cambios bioquimicos, estructurales y
funcionales que se producen en el
miocardio durante la reperfusion (Csonka y
cols., 2010) causan un ambiente poco
favorable para las células administradas que
podrian determinar la muerte de las

mismas.

Los ensayos preclinicos con CMCs
publicados hasta el momento han mostrado
una mejora significativa en cuanto a la
funcionalidad cardiaca (Tang y cols., 2010;
Chamuleau y cols., 2009). No obstante, hay
que recordar que la mayoria de estos
estudios se han llevado a cabo en roedores
(Beltrami y cols., 2003; Messina y cols.,
2004; Bearzi y cols., 2007, Dawn y cols.,
2005, Wang y cols., 2006, Smith y cols.,
2007; Rota y cols., 2008). Indudablemente,
la utilizacion de los pequefios mamiferos es
muy util en el establecimiento de una
prueba de concepto, la extrapolacion de
datos obtenidos en estas especies a la
patologia humana sin embargo, es
discutible (Ellison y cols., 2011; Patten y
Hall-Porter, 2009; Pérez de Prado y cols.,
2009; Dixon y Spinale, 2009; Linke y cols.,
2005).

Los trabajos en los que se han utilizado

CMCs en modelos animales mas afines al
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ser humano son escasos. En este sentido,
Bolli y cols. encontraron una mejora de la
FE en un modelo de infarto porcino cronico
(Bolli y cols., 2006). De igual manera,
Johnston 'y cols. describieron efectos
beneficiosos derivados de la infusion
intracoronaria de células derivadas de
cardioesferas en cerdos con infartos
antiguos (Johnston y cols.,, 2009). Mas
tarde, Lee y cols. observaron mejoras
significativas de la FE tras la aplicacion
intramiocardica de cardioesferas y células
derivadas de cardioesferas (Lee y cols.,
2011). Recientemente, Bolli y cols. han
descrito una mejora en la funcion regional y
global del ventriculo izquierdo derivada de
la administracion intracoronaria de CMCs
en cerdos con infarto de miocardio antiguo
(Bolli y cols., 2013). De forma similar, se
han observado efectos beneficiosos tras la
aplicacion de CMCs en la especie canina.
Concretamente, la inyeccion
intramiocardica de estas células provoca un
menor grado de remodelado ventricular y la
preservacion de la FE en perros con infarto

cronico (Welt y cols., 2013).

Los prometedores datos preclinicos
derivados de los estudios con CMCs ya han
sido trasladados a la clinica humana. Asi,
los resultados de Bolli y cols. dieron lugar
al ensayo SCIPIO (Stem Cell In Patients
with Ischemic cardiomyOpathy)
(NCTO00474461), mientras que los de
Johnston y cols. condujeron al ensayo

CADUCEUS (CArdioshere-Derived

aUtologous stem cElls to reverse
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ventricular dySfunction) (NCT00893360)
(Mazhari y Hare, 2012).

La gran mayoria de los ensayos preclinicos
han mostrado la eficacia de CMCs
autdlogas (Beltrami y cols., 2003; Bolli y
cols., 2006; Johnston y cols., 2009; Lee y
cols., 2011; Bolli cols., 2013; Welt y cols.,
2013) y/o humanas (Bearzi y cols., 2007;
Smith y cols., 2007). La mayor extensioén
del uso de células autdlogas frente a las
alogénicas se debe principalmente a
cuestiones inmunologicas (Lee y cols.,
2011). Asimismo, se ha descrito que la
capacidad regenerativa de las CMCs
procedentes de corazones con patologia no

se encuentra afectada (Cheng y cols., 2011).

A pesar de las indudables ventajas que
presenta la utilizacion de las células
derivadas del propio paciente/animal
(Strauer y Kornowsky, 2003), la terapia
celular autologa presenta también ciertas
limitaciones (Nadal-Ginard y cols., 2006;
Torella y cols., 2007; Ellison y cols., 2011).
El largo proceso de aislamiento y expansion
no permiten abordar el tratamiento de un
infarto en su fase aguda, teniéndose que
posponer la administracion celular a fases

mas tardias (Malliaras y cols., 2012).

Por otro lado, el elevado coste derivado de
la terapia celular autéloga limita su uso a
unos pocos pacientes requeridos para la
prueba de concepto asi como para un
pequefio nimero de pacientes con elevado

poder adquisitivo (Ellison y cols., 2011). En
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este estudio, por lo contrario, hemos
apostado por el uso de CMCs de origen
alogénico, cumpliendo esta  opcidn
terapéutica con los criterios de coste,
viabilidad y disponibilidad para un
tratamiento amplio y permitiendo ademas el

abordaje del infarto en su fase aguda.

Los efectos beneficiosos de las CMCs
alogénicas han sido probados con
anterioridad, mostrando estas células una
eficacia similar a las autdlogas (Tseliou y
cols., 2013). De igual manera, su aplicacién
ha demostrado ser segura, al menos en el
ambito preclinico (Malliaras y cols., 2012).
En cuanto a la cuestion inmunoldgica,
recientemente se ha descrito que las células
progenitoras cardiacas humanas de origen
alogénico presentan una baja

inmunogenicidad (Lauden y cols., 2013).

Los métodos convencionales como la
angiografia pueden carecer de la suficiente
reproducibilidad y versatilidad para evaluar
los cambios estructurales y funcionales que
se producen tras la administracion de una
terapia celular. En cambio, los diferentes
criterios de valoracidon evaluados mediante
RM tales como la FE, el VSF y el VDF son
medidas exactas y reproducibles que
permiten la deteccion de incluso pequefios

cambios (Fuster y cols., 2006).

Los incrementos en el VDF y el VSF tras
un infarto estan considerados como
indicadores de remodelado wventricular

(Makkar y cols., 2012). Sin embargo, hay
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que subrayar que en el presente trabajo se
han utilizado cerdos jovenes. Estos
animales estan en crecimiento, por lo que
los  volimenes ventriculares se
incrementan fisiolégicamente con el
aumento de peso de los sujetos. Con el
fin de diferenciar si los cambios en
dichos parametros se deben al incremento
de peso corporal o por el contrario éstos
exceden las variaciones derivadas del
crecimiento normal de los animales,
hemos hecho uso de un grupo control
sano tal y como se ha descrito
previamente por otros autores (Dubois y

cols., 2010; Moelker y cols., 2006).

Mientras que en el grupo control sano se
evidencio el incremento del VSF y el
VDF asociado tnicamente al crecimiento
de los sujetos, en los grupos 1, 2 y 3 una
parte de dicho incremento se debid a la
presencia de remodelado ventricular. Al
final del estudio, la mayor elevacion en el
valor de estos dos parametros se detectod
en el grupo control, indicando esto un
mayor remodelado en aquellos animales
que no fueron tratados mediante terapia
celular o, dicho de otra manera, un
limitado remodelado en los grupos
tratados con CMCs, a pesar de no

encontrarse diferencias significativas.

La determinacion de la fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI)
es un fuerte predictor de mortalidad
cardiovascular en  pacientes con

disfuncién del VI (Solomon y cols.,
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2005). Por este motivo se ha convertido
en el criterio de valoracion mas
frecuentemente empleado en los ensayos
tanto clinicos como preclinicos de terapia
celular post-infarto (Johnston y cols.,
2009; Makkar y cols., 2012; Bolli y cols.,
2011; Lee y cols., 2011). No obstante, el
uso de este parametro ha sido
cuestionado debido a que la FEVI puede
mejorar rapidamente durante la primera
semana después de un infarto a causa de
la resolucion del aturdimiento miocardico
y la lesion atribuible al fenéomeno de
reperfusion (Traverse y cols., 2011), lo
que podria confundirse con un efecto

beneficioso de las células administradas.

En nuestro caso se observd una
recuperacion y un incremento progresivo
en el valor de la FEVI a lo largo del
estudio en los tres grupos. El hecho de
que este incremento fuera significativo al
final del estudio en los dos grupos
tratados mediante CMCs y no
significativo en el grupo que recibio la
inyeccion de vehiculo de administracion,
indica un posible efecto positivo derivado
de las células, a pesar de que los
porcentajes de FE en los grupos 2 y 3
permanecieran por debajo de los

observados en el grupo control sano.

Un aspecto a tener en cuenta a la hora de
valorar una disminucion del porcentaje de
infarto es la sobreestimacion de su tamafio
en las fases tempranas. La presencia de

edema, hemorragia e inflamacion pueden
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incrementar el tamafio del infarto hasta un
25% en las fases agudas (Reimer y
Jennings, 1979; Hundley y cols., 2010).
Esto podria explicar, al menos en parte, la
disminucién del porcentaje de infarto que
experimentaron los animales pertenecientes
a los 3 grupos a lo largo del estudio, incluso

en aquellos que no se trataron con CMCs.

La reduccion del tamafio del infarto en el
grupo  control  probablemente  pudo
atribuirse a una mayor expansion del infarto
y en definitiva a un mayor remodelado
ventricular. Dicha expansion, es decir, el
adelgazamiento desproporcionado y la
dilatacion de la zona infartada, ocurre en la
primera fase del remodelado ventricular
(primeras 24-72 horas) (Hochman y Choo,
1987, Weisman y cols., 1988; Sutton y
cols., 2000; Ertl y Frantz, 2005). A este
proceso le sigue, en la fase tardia del
remodelado, una dilatacion del tejido
infartado (Hochman y Choo, 1987; Sutton y
cols., 2000), resultando todo ello en la
formacion de una cicatriz delgada que
reemplaza el miocardio viable (Hirsch y
cols., 2011; Makkar y cols., 2012). En los
grupos tratados mediante terapia celular, en
cambio, la reduccion del tamafio podria
deberse a un proceso regenerativo tal y
como indican los restantes parametros

evaluados mediante RM.

A pesar de que los resultados obtenidos
parecen indicar que las CMCs ejercen un
efecto positivo sobre la funcionalidad

cardiaca (recuperacion de la FEVI) y el

Discusion

remodelado ventricular (menor incremento
del VSF y el VDF en los grupos tratados),
las diferencias entre grupos no fueron
significativas. La falta de significacion
podria deberse al limitado namero de
animales que se han incluido en el trabajo,
componiéndose cada uno de los grupos tan
solo de 7 sujetos. En el caso del grupo 3, el
nimero incluso se redujo a 6, debido a que
el sujeto P18 no desarrolld un infarto lo
suficientemente grande (<10%) para valorar
la eficacia del tratamiento. Otro posible
motivo por el cual los resultados no lleguen
a alcanzar significacion estadistica podria
ser un tiempo de seguimiento insuficiente.
Este argumento, sin embargo, parece poco
convincente pues Bolli y cols. encontraron
una mejora en la funcion ventricular tan
solo un mes tras la administracion
intracoronaria de CMCs, por lo que el
seguimiento de 10 semanas utilizado en este
estudio deberia ser lo suficientemente largo

(Bolli y cols., 2013).

El momento 6ptimo para la administracion
celular tras un infarto aun no esta
esclarecido totalmente. En nuestro caso
decidimos administrar las células 7 dias tras
la induccidn del infarto, por tratarse éste de
un momento de inyeccion frecuentemente
utilizado en ensayos clinicos de terapia
celular, habiéndose demostrando una mayor
eficacia en comparacion con
administraciones en fases mucho mas
agudas (van der Spoel y cols., 2011; Zhang
y cols., 2009). Este hecho posiblemente se

deba a la intensa reaccion inflamatoria que
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tiene lugar inmediatamente tras el suceso
isquémico, esperandose una reduccion
significativa de dicha inflamacion una
semana mas tarde (Ertl y Frantz, 2005;
Bonvini y cols., 2005) y disponiéndose de
esta forma de un ambiente menos hostil
para las células inyectadas (Moelker y cols.,

2006).

Cabe esperar que la implantacion celular en
fases mas cronicas sea menos efectiva que
en la aguda (Tang y cols., 2010), pues en el
infarto antiguo la respuesta inflamatoria se
ha resuelto completamente, sustituyéndose
el tejido por una cicatriz. En estas
condiciones la expresion de citoquinas y
moléculas de adhesion es reducida,
creandose un ambiente miocardico muy
diferente al de un IAM (Askari y cols.,
2003; Yamaguchi y cols., 2003; Abbott y
cols., 2004; Zhang y cols., 2007).

La mayoria de estudios con CMCs se han
centrado en la busqueda de mejoras a nivel
funcional (Johnston y cols., 2009; Lee y
cols., 2011; Bolli y cols., 2006); el papel de
dichas células en el contexto de la
cicatrizacion post-infarto, en cambio, ha
recibido menor atencion.

Antes de poder valorar la eficacia atribuible
a un determinado tratamiento como es la
terapia celular, es necesario disponer de un
conocimiento amplio sobre las
consecuencias histopatologicas que provoca
un infarto. En este sentido, se observan
variaciones en cuanto al color y el aspecto

del tejido miocardico dafiado en funcidn del
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tiempo transcurrido desde la instauracion
del infarto. Asi, en lesiones de unas 10
semanas de evolucién (como es nuestro
caso) se espera encontrar una cicatriz firme,
blanquecina y generalmente mas fina que el
miocardio circundante (Pasotti y cols.,
2006). A nivel microscopico se establece
una cicatriz fibrosa y acelular que se
caracteriza por la aparicion de depositos
compactos y densos de colageno.
Esporadicamente se visualizan ademas
agregados de miocitos vivos en la zona

afectada (Chang y cols., 2012).

En  nuestro estudio, el  andlisis
histopatoldgico mediante las tinciones HE y
TCM puso de manifiesto la existencia de
lesiones compatibles con infarto en la
totalidad de las muestras analizadas. No
obstante, las muestras correspondientes a
los animales del grupo 1 presentaron las
lesiones mas severas. En los grupos 2 y 3,
en cambio, se detectaron lesiones de menor
extension, con una fibrosis peor organizada
y necrosis generalmente menos desarrollada
(presencia de edema en lugar de muerte
celular), especialmente evidente en el caso
de los sujetos que recibieron la dosis de
25x10° CMCs. Los hallazgos histolégicos
indicaron, en ambos grupos tratados, una
posible disolucion del tejido conjuntivo y el
comienzo de una regeneracion. A pesar de
parecer ésta mas importante en el grupo de
animales tratados con la dosis inferior, las
diferencias entre ambos grupos no fueron
significativas, por lo que no pudo

establecerse una clara relacion dosis efecto.
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La tincién con TTC ha sido frecuentemente
utilizada para delinear el area de un IM
(Holmborn y cols., 1993). Esta tincion
permite la cuantificacion del tamafio del
mismo de forma mucho mas temprana que
las pruebas histologicas estandar, siendo a
su vez igual de sensible y especifica
(Schaper y cols., 1979). Asimismo, su bajo
coste, su alto rendimiento, su fiabilidad y su
reproducibilidad han hecho que esta técnica
est¢é ampliamente extendida (Csonka y

cols., 2010).

Existe una relacion casi idéntica entre el
analisis  histolégico y las imagenes
obtenidas mediante RM (Kim y cols., 1999;
Rehwald y cols., 2002; Fieno y cols., 2000;
Amado y cols., 2004; Wagner y cols., 2006;
Kim y cols., 2010). La correlacion obtenida
entre la extension de un infarto medido por
RM y TTC es estrecha (Buecker y cols.,
2005; Ojha y cols., 2008). En nuestro caso
las imagenes de RM mostraron una buena
correspondencia con las obtenidas tras la
tincion con TTC. Asi, por ejemplo, ambas
técnicas fueron capaces de detectar el
pequefio infarto que mostraba el animal
P18. No obstante, no siempre es posible
conseguir una correlacion perfecta entre
ambos métodos, pues en ocasiones, los
cortes de RM no se corresponden
exactamente con las secciones de corazon y
el grosor de corte puede variar (Ojha y

cols., 2008).

Con respecto a la traslacion de los datos

obtenidos en modelos animales a la clinica
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humana, ya se dispone de datos de los
primeros ensayos clinicos en los que se han
empleado diferentes subtipos de CMCs
autdlogas para el tratamiento del IM (Bolli
y cols., 2011; Makkar y cols., 2012;
Yacoub y Terrovitis, 2013; Chugh y cols.,
2012). Los ensayos SCIPIO, CADUCEUS
y ALCADIA  (AutoLogous human
CArdioshere-Derived stem cells to treat
Ischemic cArdiomyopathy)
(NCT00981006) han mostrado la seguridad
y viabilidad de la  administracion
intracoronaria de CMCs en pacientes
humanos. A su vez, las células inyectadas

parecen tener efectos beneficiosos sobre el

corazoOn infartado.

Debido a las limitaciones asociadas al uso
de células autdlogas  anteriormente
expuestas, es poco probable que el
trasplante celular mediante CMCs aut6logas
se convierta en una opcion terapéutica
ampliamente disponible (Ellison y cols.,
2011). Con el creciente interés de las
células alogénicas, se ha disefiado otro
ensayo clinico denominado ALLSTAR
(ALLogeneic heart STem cells to Achieve
myocardial Regeneration) (NCT01458405)
que se basa en los resultados positivos del
ensayo CADUCEUS. En este estudio se
pretenden poner de manifiesto la seguridad
y la eficacia de la administracion
intracoronaria de células derivadas de
cardioesferas que proceden de donantes a
diferencia de los ensayos previamente
citados que testaron células obtenidas de los

propios pacientes.
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El ALLSTAR, sin embargo, al igual que los
ensayos SCIPIO, CADUCEUS vy
ALCADIA, esta enfocado al tratamiento de
fases tardias del infarto, careciéndose a dia
de hoy de un ensayo clinico basado en el

uso de CMCs para el abordaje del [AM.

Indudablemente el desarrollo de un ensayo
clinico que tenga como objetivo la terapia
del infarto mediante la administracion de
CMCs alogénicas en su fase aguda o
subaguda seria de gran interés, por cumplir
esta forma terapéutica con los criterios de

coste, viabilidad y disponibilidad.

Antes de pasar a un ensayo con pacientes
humanos, no obstante, es imprescindible
acumular la suficiente cantidad de datos
preclinicos a lo que se pretende contribuir
con el presente trabajo. Solo de esta manera
se podran evitar los problemas surgidos con
anterioridad por trasladar resultados a la
clinica sin un conocimiento pleno de los
procesos biologicos implicados en la
regeneracion miocardica (Nadal-Ginard y

cols., 2006; Nadal-Ginard y Fuster, 2007).

5.1. Limitaciones del estudio

A pesar de que para el desarrollo del
presente estudio se haya elegido la especie
animal que mas se parece anatomica y
funcionalmente al humano (Ellison y cols.,
2011; Oliveira y Angeli, 2006; Teramoto y
cols., 2011; Ytrehus, 2000; Patten y Hall-
Porter, 2009; Pérez del Prado y cols., 2009;
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Verdouw y cols., 1998) y se haya optado
por el modelo de infarto lo mas parecido
posible a la situacion clinica, no carece de

ciertas limitaciones.

En primer lugar, hemos partido de animales
sanos cuya circulacion coronaria no estaba
comprometida previamente por afecciones
tales como la aterosclerosis, ni existieron
otros factores de riesgo cardiovascular
(Heusch y cols., 2012). En segundo lugar,
en el modelo animal seleccionado, el inicio
y el final del periodo de oclusion estuvieron
claramente definidos. Esta situacion es
completamente diferente en el paciente
humano, en el que una oclusion coronaria
completa frecuentemente estd precedida por
variaciones ciclicas en el flujo sanguineo
asociadas a la presencia de

microembolizaciones coronarias repetidas

(Skyschally y cols., 2006).

Por otro lado, el hecho de tratarse de
animales jovenes implica que los mismos
asi como sus corazones, experimenten un
incremento de tamafo y peso a lo largo del
estudio. Los corazones en crecimiento no
reflejan con exactitud el remodelado que se
produce en pacientes adultos después de un
infarto, lo que puede crear confusion a la
hora de valorar la eficacia de wun
determinado tratamiento como puede ser la
infusiéon de células madre. Asimismo, el
rapido crecimiento de los sujetos complica
su seguimiento a largo plazo, por lo que en

los ultimos afios se ha fomentado el uso de
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cerdos de razas miniatura (Schuleri y cols.,

2008).

Otra limitacion del presente estudio es la
imposibilidad para determinar el valor
exacto de Tpn I tras la induccion del
modelo, debido a que la totalidad de los
animales manifestaron valores superiores al
nivel de deteccion de nuestro analizador
(>25pg/L). Esta limitacion nos impidid
comprobar la correlacion existente entre el
valor del biomarcador evaluado y el tamafio
del infarto (Zacharowski y cols., 1999;
Friedrich, 2008).

Asimismo, este trabajo no permitié tomar
muestras de tejido a diferentes tiempos del
estudio, por lo que no se pudo determinar el
tiempo exacto en el que se inicid el posible

proceso regenerativo.

Por ultimo, el reducido nimero de animales

que se ha empleado podria ser responsable
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de la falta de resultados estadisticamente
significativos entre los 3 grupos del estudio,
a pesar de haberse encontrado una
tendencia hacia una mejor funcionalidad
cardiaca unida a un menor grado de
remodelado ventricular en los grupos

tratados mediante CMC:s.

Las limitaciones respecto al empleo de
sujetos en crecimiento, un numero de
animales reducido y un tiempo se
seguimiento no muy extenso deben ser

subsanadas en futuros trabajos.

Con este fin nos hemos propuesto la
utilizacion de cerdos miniatura en edad
adulta, lo que permitiria resolver las
limitaciones derivadas del incremento de
peso y tamafio de los animales (y sus
corazones) empleados en la presente
investigacion,  facilitindose  asi  un

seguimiento a mas largo plazo.
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VI. CONCLUSIONES

La administracién intracoronaria de una dosis de 25x10° de CMCs es segura en un
modelo porcino de IAM de 7 dias de evolucién. La infusion de 50x10° de CMCs puede
inducir cambios electrocardiograficos y un empeoramiento pasajero del flujo coronario,

si bien estos eventos no dan lugar a complicaciones permanentes.

Los grupos tratados con CMCs manifiestan una tendencia a la mejora de la
funcionalidad cardiaca (recuperacion de la FEVI) y un remodelado ventricular mas
limitado (menor incremento de VSF y VDF). Asimismo, las lesiones histologicas son
menos severas en dichos grupos, en comparacion con el grupo control, lo que sugiere la

posible presencia de un proceso regenerativo.

Los resultados obtenidos mediante RM parecen indicar un mayor beneficio tras la
inyeccion de la dosis celular superior. El analisis histopatoldgico, en cambio, muestra
lesiones menos importantes en el grupo de animales tratados con la dosis inferior. Las
reducidas diferencias entre ambos grupos, sin embargo, no permiten establecer una

relacion dosis efecto.

El conjunto de resultados derivados de este trabajo, en particular los referidos a la
seguridad del producto celular, defenderian abiertamente el comienzo de los ensayos
clinicos centrados en el tratamiento del IM en su fase aguda o subaguda mediante la
infusion intracoronaria de CMCs, pudiendo servir de modelo para el disefio de los

mismos.
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VI1I. Resumen

Objetivo: El objetivo principal del presente estudio fue valorar la seguridad y eficacia de la
administracion intracoronaria de dos dosis diferentes de CMCs alogénicas de origen porcino en

un modelo animal de IAM. Asimismo se pretendid establecer una relacion dosis-efecto.

Material y Métodos: Se sometieron un total de 23 cerdas de raza Large White a la creacion de
un infarto, ocluyéndose mediante un balén de angioplastia la arteria interventricular paraconal
por debajo de la primera rama diagonal durante 90 minutos. Siete animales adicionales sirvieron
como controles sanos. A dia 7 del IAM se llevo a cabo la administracion intracoronaria de
vehiculo (n=7), 25x10° (n=7) o 50x10° de CMCs (n=7) en los animales supervivientes. La
seguridad se valoré mediante la determinacion de las enzimas cardiacas Tpn [ y CK-MB (basal,
2 horas post-reperfusion, 24 horas post- IAM, pre y post-inyeccion), a través de la calidad
angiografica del flujo coronario (pre y post-IAM, pre y post-inyeccion y al final del estudio) y
mediante el registro de cambios electrocardiograficos durante la administracion intracoronaria.
La eficacia se evaluo por RM determinandose los parametros de FE, porcentaje de infarto, VSF
y VDF (basal, 1semana post-IAM, 1 semana post inyeccion, 5 semanas post-IAM, 10 semanas

post-inyeccion). Tras la eutanasia se realizo la tincién con TTC y un analisis histopatologico.

Resultados: Dos animales murieron durante la induccion del modelo. La creacion del IAM
causé un incremento significativo de las enzimas cardiacas en todos los animales. En cuanto a la
seguridad, no se observaron diferencias significativas entre los valores de Tpn I de los 3 grupos
tras la inyeccion de células/vehiculo. Uno de los animales del grupo de 50x10° de CMCs mostrd
un empeoramiento del flujo coronario tras la inyeccion celular. Cuatro sujetos del mismo grupo
manifestaron cambios en el ECG durante la infusiéon de CMCs. Con respecto a la eficacia, se
observaron una tendencia a la recuperacion de la FE, un menor incremento del VDF y del VSF

y lesiones histologicas menos severas en los grupos tratados mediante terapia celular.

Conclusiones: La administracion intracoronaria de 25x10° de CMCs se puede llevar a cabo de
forma segura. La inyeccion de 50x10° de CMCs, por lo contrario, puede provocar cambios en el
ECG y un empeoramiento temporal del flujo coronario. A pesar de carecer de significacion
estadistica, el tratamiento con CMCs parece limitar el remodelado ventricular y mejorar la
funcionalidad cardiaca. Las diferencias entre los dos grupos tratados son pequefias, de modo que

no se pudo establecer una relacion dosis efecto.
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VII. Summary

Purpose: The main objective of the present study was to evaluate in an animal model of acute
myocardial infarction (AMI) the safety and efficacy of an intracoronary administration of two
different allogeneic porcine cardiac stem cell (CSCs) doses. Additionally we tried to establish a

dose-response relationship.

Material and Methods: An AMI was induced in 23 female Large White pigs by a 90 minutes
balloon occlusion of the paraconal interventricular artery immediately distal to the origin of the
first diagonal branch. Seven additional pigs served as healthy controls. At day 7 after AMI
intracoronary administration of either vehicle (n=7), 25x10° (n=7) or 50x10° of CSCs (n=7) was
carried out in all surviving animals. Safety was assessed by evaluating Troponin I and CK-MB
(baseline, 2 hours post-reperfusion, 24 hours post-AMI, pre and post-injection), the
angiographic quality of the coronary flow (pre and post-AMI, pre and post-injection, at the end
of the study) and the presence of electrocardiographic (ECG) changes during intracoronary
injection. Efficacy was assessed by magnetic resonance measuring ejection fraction (EF), infarct
percentage, end diastolic (EDV) and systolic volumes (ESV) (baseline, 1 week post-AMI, 1
week post-injection, 5 weeks post-AMI, 10 weeks post-injection). After euthanasia TTC

staining and histological examination was performed.

Results: Two animals died during model creation. AMI induction caused an increase in cardiac
enzymes in all animals. Regarding safety, no significant differences between the Troponin I
values of the 3 study groups were seen after intracoronary cell/vehicle injection. One of the
animals belonging to the 50x10° cell group showed a reduction in coronary flow after cell
delivery. Four subjects from the same group showed ECG changes during CSC administration.
Regarding efficacy, a tendency towards recovered EF and a lower increase in EDV and ESV, as

well as less severe histological lesions were observed in the groups treated with CSCs.

Conclusions: Administration of 25x10° of CSCs appears to be safe. The injection of 50x10° of
CSCs, however, can cause ECG changes and a temporary reduction in coronary flow. Despite
the lack of statistical significance, the treatment with CSCs seems to limit ventricular
remodeling and to improve cardiac function. Differences between both cell administration

groups were small, whereas we could not establish a dose-effect relationship.
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