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Criterio y posibilidades
del implante celular

Cada afio mueren en Europa y EE.UU. como
consecuencia de las enfermedades cardiacas mas de
medio millon de personas. Este alto indice de mor-
talidad se debe principalmente a la isquemia, res-
ponsable del dafio cardiaco y de la consecuente
pérdida de cardiomiocitos. Aunque algunos grupos
investigadores han indicado la existencia de células
progenitoras cardiacas en el corazon, el miocardio
adulto no es capaz de regenerarse de modo efectivo,
siendo su pérdida practicamente irreversible. Hasta
el momento, la vnica terapia disponible ha estado
basada en el empleo de farmacos, los cuales han
tenido un efecto paliativo mas que curativo, siendo
necesario en los casos mas graves el trasplante de
corazon. Debido a que las opciones de tratamiento
son muy limitadas, la dltima meta seria prevenir estas
complicaciones mediante la regeneracion de la zona
dafiada, cuando el dafio se produce. El trasplante de
células madre o progenitoras es la aproximacion
del siglo XXI que ofrece una opcion terapéutica
para la regeneracion y recuperacion del corazén.
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Criteria and possibilities of cellular implants

Every year more than half a million people die
in Europe and the US due to heart diseases. This
high mortality is mostly due to ischemia, respon-
sible for cardiac damage and loss of cardiomyoc-
ites. Although some investigators indicate the ex-
istence of precursor cardiac cells in the heart, the
adult myocardium is unable to effectively regener-
ate itself and its loss is virtually irreversible. Up to
now, the only available has been drug therapy with
more palliative than curative effect; in the most
severe cases heart transplantation is required. Due
to the limited treatment options, the ultimate goal
World be the prevention of complications by jeans
of regeneration of the damaged area. Transplanta-
tion of stem or precursor cells is the approximation
in the XXI century offering a therapeutic option for
regeneration and recovery of the heart.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de muerte en el mundo occidental. Aunque se ha
dado una reduccién de la mortalidad por infarto agu-
do de miocardio (IAM), una gran proporcién de pa-
cientes desemboca en fallo cardiaco, siendo 22 millones
las personas afectadas en el mundo. Aunque algunos
grupos han indicado la existencia de células progenitoras
cardiacas'?, el miocardio adulto, al contrario que el mus-
culo esquelético, no suele ser capaz de regenerarse de
modo efectivo tras la isquemia u otro tipo de dafio.
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Como consecuencia de esto, la pérdida de cardiomioci-
tos (CM) es irreversible y termina tipicamente con la
sustitucién del tejido cardiaco contréctil por tejido cica-
trizado no funcional. Aunque la formacidn de la cicatriz
y la pérdida de la funcién contrictil que se produce
como consecuencia de esto puede quedar compensada
de forma limitada por la hipertrofia del miocardio, se
sabe que esta hipertrofia puede predisponer al corazén
a la aparicién de arritmias, terminando frecuentemente
en fibrilacién ventricular y muerte subita.
Actualmente, el trasplante de corazén es la unica
opcion curativa en casos terminales. La capacidad de
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Figura 1. Metas de la terapia celular en las enfermedades cardiovascu-
lares. El tratamiento del corazon infartado pretende, por una parte, re-
generar el tejido con nuevas poblaciones de CM y con vasos sanguineos
que irriguen el tejido, y por otra, evitando la expansion de la zona isqué-
mica, impidiendo la entrada en apoptosis de las células localizadas en
las zonas isquémicas asi como modulando la sintesis y depdsito de ele-
mentos de la matriz extracelular tales como el coldgeno.

reemplazar o regenerar el miocardio dafiado con CM
funcionales y electromecdnicamente acoplados en el te-
jido tendria un obvio valor terapéutico, y para conseguir
esto se estdn estudiando diferentes opciones. Algunos
grupos investigadores estdn centrados en la manipula-
cién in vivo de células cardiacas preexistentes mediante:
1) la induccion de la reentrada en el ciclo celular de
CM?3#; 2) la promocion de la migracion celular y super-
vivencia a través de la activacién de proteinas antiapop-
téticas (p. ej. Akt)*S, y 3) la identificacion de genes
capaces de iniciar la diferenciacién cardiomiogénica de
modo que se pudieran transdiferenciar fibroblastos car-
diacos a CM’. La mayoria de los grupos estian enfocados
en el trasplante en el corazén enfermo con nuevas célu-
las, con la esperanza de que éstas puedan contribuir con
éxito a la mejora de la funcién del miocardio.

La poblacién ideal para regenerar el corazon infarta-
do deberia ser capaz de 1) miogénesis, por ejemplo
generando especificamente CM que se integrasen entre
los CM nativos formando uniones de tipo gap y acoplan-
dose electromecdnicamente; 2) neovascularizacion, para
restituir asi el flujo sanguineo en la zona viable de mio-
cardio en riesgo, aportando oxigeno y nutrientes a los
CM injertados, y 3) afectando positivamente al remode-
lado ventricular regional y global y a la geometria y
estrés de la pared (Fig. 1). Son diversas las poblaciones
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Figura 2. Poblaciones de células madre estudiadas. Son diversas las
poblaciones celulares que se han ensayado para el tratamiento del infar-
to de miocardio agudo o cronico. Desde las mds indiferenciadas tales
como las células embrionarias (ESC) hasta distintas poblaciones mds
maduras derivadas de tejidos adultos tales como la médula osea (frescas
[MO] o cultivadas [mesenquinales: MSC]), el tejido adiposo (ADSC) o
el miisculo esquelético (mioblastos). También se ha descrito la presencia
de células madre cardiacas en el propio corazon (CSC).

que se han estudiado en modelos animales de infarto de
miocardio, incluyendo células derivadas de la médula
o6sea (MO) o no derivadas de la MO (CM fetales,
mioblastos esqueléticos genéticamente modificados, CM
derivados de células embrionarias) (revisado en Rubart
M y Field LJ?), algunas de las cuales han sido también
empleadas clinicamente (revisado en Murry CE, Field
LJ y Menasche P°) (Fig. 2).

FUENTES CELULARES Y SU
POTENCIAL CARDIOMIOGENICO

Células embrionarias y cardiomiocitos
fetales

Las células embrionarias (ES) son células derivadas
a partir de la masa interna del blastocisto y constituyen
las células mds indiferenciadas que se han conseguido
purificar y cultivar in vitro a partir de distintas especies
(ratén, conejo, mono y humano). Estas se caracterizan
por su capacidad de divisién pricticamente ilimitada y
por su pluripotencialidad. Asi, mediante el tratamiento
adecuado, son capaces de diferenciarse in vitro a prc-
ticamente cualquier tipo celular, y se ha demostrado,
entre otros tipos celulares, la formacién espontanea de cé-
lulas contractiles cardiomiociticas mediante su cocultivo
con lineas celulares primarias de endodermo o mediante la
formacién de cuerpos embrionarios. Debe destacarse,
ademds, que se han realizado diversos estudios experi-
mentales en los que se ha trasplantado CM derivados de
ES en corazones de ratén sanos o infartados, y son ca-
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paces de injertar de forma estable. Ademds, los andlisis
estructurales indican que las células donadoras se en-
cuentran acopladas al miocardio receptor'?, y se ha de-
tectado una mejora funcional en los corazones enfermos
tras el trasplante. Resultados similares se han obtenido
tras el trasplante de CM fetales.

La posible aplicacién de estas células a nivel clinico
presenta sin embargo problemas tanto de tipo ético como
técnico. En el caso de los CM fetales, su limitada dis-
ponibilidad compromete su empleo. Por otra parte, en el
caso de las células ES, aunque éstas pueden diferenciar-
se a CM en las condiciones adecuadas, es dificil obtener
un cultivo puro de CM sin una cierta manipulacién ge-
nética de las células. Esto supone un riesgo, ya que la
presencia de células ES indiferenciadas remanentes po-
dria dar lugar a la formacion de teratomas''. Algunos
grupos, como el de Terzic, et al., han descrito un nuevo
protocolo para diferenciar y seleccionar ES humanas a
CM in vitro, lo que permite trasplantar asi sélo los CM
diferenciados, evitando, por lo tanto, la formacién de
teratomas'?. Aunque estos resultados son prometedores,
todavia es necesario realizar nuevos estudios en que se
analice el posible efecto tumorigénico de las células
trasplantadas a mds largo plazo. Otro aspecto importan-
te que debe considerarse es el requerimiento de inmu-
nosupresion como consecuencia del alotrasplante. Se ha
demostrado que las ES humanas expresan, aunque en
bajos niveles, HLA1, y que esta expresion se ve au-
mentada tras su diferenciacion in vitro, efecto que se ve
magnificado, por ejemplo, ante su exposicion al IFN .
Es importante recalcar que tras el [AM (o bien tras la
propia agresion provocada en el tejido por la propia
inyeccion de las células) se da un proceso inflamatorio
que atrae a las células inmunorreactivas. Aunque se es-
tan estudiando procedimientos que eviten este problema,
tales como la induccién de inmunotolerancia en una li-
nea de ES humanas mediante el uso de células hemato-
poyéticas derivadas de ella, todavia no son totalmente
satisfactorios.

Células madre cardiacas

El laboratorio de Anversa, et al. identificé por pri-
mera vez la presencia en el corazén de células proge-
nitoras (CPC) definidas por el fenotipo Scal-cKit+ con
capacidad de divisién y multipotencialidad, pudiendo
diferenciarse tanto in vitro como in vivo hacia células
endoteliales, células de musculo liso y CM. Ademds,
demostraron que su trasplante en un modelo murino de
infarto agudo mejoraba significativamente la funcién
cardiacal'*. Por otra parte, casi simultineamente, el la-
boratorio de Schneider, et al. identific6 otra poblacién
positiva para el marcador Scal y negativa para cKit, que
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podia ser diferenciada hacia CM y que al ser inyectada
por via endovenosa en ratones infartados era capaz de
migrar a la regién isquémica e injertar y diferenciar
hacia CM*">. La poblacién Scal+ ha sido también puri-
ficada por un laboratorio de Japdn, con lo que han de-
mostrado su diferenciacion in vitro e in vivo hacia CM y
también hacia células vasculares (endotelio y musculo
lis0)'®!”. Otros grupos han conseguido resultados simila-
res in vitro mediante su cocultivo con CM de rata'®"?.

Células derivadas de la médula osea

La médula 6sea ha sido una de las fuentes celulares
con las que mayor nimero de estudios de regeneracion
cardiaca se han realizado. En estudios iniciales algunos
investigadores observaron un supuesto proceso de car-
diomiogénesis en células derivadas de ésta. El laborato-
rio de Fukuda demostré por primera vez que células
estromales tratadas con 5-azacitidina adquirian espontd-
neamente potencial contrictil con ciertas caracteristicas
tipicas de CM*. Desafortunadamente, estos resultados
han sido poco reproducibles en otros laboratorios, y
posteriores andlisis indicaron que estas células también
expresaban genes especificos de musculo esquelético, lo
que indica la posibilidad de que éstas estuvieran parcial-
mente diferenciadas a miotubos esqueléticos.

In vivo, sin embargo, son numerosos los estudios que
parecen indicar la diferenciacion de células derivadas de
la MO hacia CM, aunque existe controversia todavia en
cuanto a su grado de contribucién. El laboratorio de
Anversa demostré por primera vez que el trasplante en
corazones infartados de ratén con progenitores hemato-
poyéticos Lin~/c-Kit" daba lugar a un + 50% de células
con fenotipo cardfaco, endotelial y de musculo liso, in-
duciendo una mejora de la funcién cardiaca®'. Posterio-
res estudios realizados por otros grupos indicaron que,
aunque se podria dar una mejora tras el implante de
esta fraccion celular o de la poblacién total de MO, el
grado de diferenciacién a CM era significativamente
menor (< 1%)*%. Por ahora, el mecanismo de diferencia-
cién a CM (y células vasculares) todavia no estd claro.

Ademas de los estudios realizados con células recién
extraidas de la MO (bien la poblacién total o bien una
fraccion seleccionada de ésta), son también numerosos
los realizados con la fraccion estromal derivada de la
MO cultivada in vitro y que se ha denominado como
poblacién mesenquimal. Se ha demostrado que estas
células tienen cierto potencial diferenciador y que al ser
trasplantadas in vivo en modelos animales tanto de in-
farto agudo como crénico inducen una mejora funcional.
Debido a la relativa facilidad con que estas células pue-
den ser cultivadas in vitro, es posible ademads su trans-
feccion viral con distintos genes. Por ejemplo, el gen
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antiapoptotico Akt, que, como el grupo de Dzau ha de-
mostrado, mejora significativamente el tamafio del in-
farto y la funcién cardiaca®. Por otra parte, aunque se
han encontrado células mesenquimales diferenciadas a
células vasculares y/o cardiacas, el grado de contribu-
cién per se no es lo suficientemente alto como para ser
responsable de dicha mejora, y todos los indicios apun-
tan a que este efecto positivo sobre el corazén se debe
mayoritariamente a su efecto paracrino (revisado en Wo-
llert KC y Drexler H%).

Por otra parte, diversos articulos han sugerido que en
la MO pueden existir pequefias poblaciones de células
madre que poseen un mayor grado de plasticidad?"%8,
El laboratorio de Verfaillie identific por primera vez la
existencia de células madre con capacidad pluripotencial
en humanos, roedores y cerdo en MO posnatal. Estas
células, denominadas como MAPC (multipotent adult
progenitor cells), se caracterizan porque pueden diferen-
ciar a tipos celulares mesenquimales (osteoblastos, con-
droblastos, adipocitos y mioblastos esqueléticos), células
con fenotipo y funcién endodérmica o neuroectodérmica
y células endoteliales y de musculo liso*?!. Las MAPC
se definen por un fenotipo CD44-, CD45-, MHC de clase
I" y IT, cKit, y Flk1®%° (asi como Scal®¥° y SSEA 154 en
ratén), que las diferencia de las células mesenquimales.
Estas pueden ser expandidas en condiciones de bajo
suero sin acortamiento del teldémero y manteniendo la
expresion de factores de transcripcion tipicos de células
ES tales como Oct3/4 y Nanog. Ademds, cuando son
trasplantadas en un hospedador irradiado, las MAPC
injertan y diferencian a la linea hematopoyética, epitelio
hepatico, pulmoén e intestino®>. Se ha demostrado, ade-
mds, in vivo su capacidad de formar vasos arteriales® y
diferenciar a células que expresan proteinas cardiacas®,
y se ha demostrado su efecto positivo al ser trasplantadas
en modelos murinos de infarto de miocardio®. Por
tltimo, a pesar de sus multiples caracteristicas de células
ES, no existen evidencias hasta el momento de la for-
macion de teratomas tras su trasplante in vivo’’ y no
existen restricciones éticas para su uso clinico.

Estudios posteriores realizados por grupos independien-
tes al de Verfaillie han demostrado la existencia de otros
progenitores en la MO con una gran capacidad de diferen-
ciacion, tales como las células MIAMI®, células SSEA 1+,
células VSEL (Very Small Embryonic-Like stem cells) ca-
racterizadas por un fenotipo CXCR4+SSEA1+Oct4+%,
células Oct4+*!, asi como células derivadas clonalmente
que expresan SSEA1 y SSEA3%, Estas tltimas fueron
ademds trasplantadas en corazones infartados de ratén y
se pudo demostrar una mejora significativa de la fun-
cién. Existe la posibilidad de que algunos de los distin-
tos tipos celulares descritos por estos grupos constituyan
el mismo tipo celular y que las pequefias diferencias

halladas entre ellas sean consecuencia del protocolo de
purificacién o cultivo.

Células madre derivadas
del tejido adiposo

Por otra parte, se ha descrito recientemente, al igual
que en la MO, la existencia en la fraccidn estromavascu-
lar (SVF) del tejido adiposo de una poblacién de células
precursoras con una gran capacidad de autorrenovacion.
El laboratorio de Casteillie mostré que esta determinada
poblacién era capaz de rescatar ratones letalmente irra-
diados gracias a la reconstitucién de sus principales li-
neas hematopoyéticas. Demostré ademds su potencial
diferenciador hacia tipos mesenquimales (osteoblastos y
adipocitos) y, de forma importante, a endotelio vascular
y células del tipo cardiaco®™*. Asi, cuando estas células
son cultivadas en metilcelulosa son capaces de formar
agregados con capacidad contrictil espontdnea que con-
tienen células de fenotipo ventricular y atrial. Los estu-
dios de electrofisiologia demostraron que estas células
presentaban actividad de marcapaso y que eran capaces
de responder tanto a estimulos adrenérgicos como coli-
nérgicos. Por otra parte, se demostré que estas células,
ademds de su pluripotencia, secretaban factores proan-
giogénicos y antiapoptdticos®™ que podrian tener un pa-
pel importante en su efecto terapéutico. Varios grupos
han estudiado el efecto beneficioso de estas células in
vivo, mostrando por ejemplo su contribucién a la neoan-
giogénesis en modelos de isquemia limbica. Se han rea-
lizado, ademds, modelos de infarto agudo de miocardio
en los que se ha detectado la expresién de marcadores
cardiacos en las células SVF trasplantadas que se vio
acompafiado de una reduccién en el tamafio de infarto y
la consiguiente mejora de la funcién cardiaca*. Aunque
estas células todavia necesitan ser caracterizadas en ma-
yor profundidad, podrian ser un excelente candidato para
la terapia cardiaca, ya que, ademds de las propiedades
descritas, las SVF pueden ser obtenidas en gran cantidad
con un minimo indice de mortalidad y a partir del propio
paciente, lo que permitiria su aplicacién aut6loga.

Mioblastos esqueléticos y células satélite

Los mioblastos esqueléticos y células satélite estin
siendo actualmente evaluados como fuente celular para
la reparacidn cardiaca. Las células satélite son precurso-
res que se encuentran en estado quiescente bajo la mem-
brana basal de las fibras musculares esqueléticas y que,
como consecuencia de un dafio, se movilizan rdpidamente,
proliferan dando lugar a los mioblastos y se fusionan para
reparar las fibras dafadas. Estas células presentan la
ventaja de que pueden obtenerse a partir de biopsias
musculares esqueléticas del propio paciente, expandirse
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in vitro por un corto periodo de tiempo, y ser nuevamen-
te inyectadas sin que esto conlleve problemas éticos o
inmunolégicos. Ademds, los mioblastos pueden resistir
fuertemente la isquemia, lo que permite una mayor su-
pervivencia celular e injerto en areas poco perfundidas.
Se han realizado numerosos estudios en animales que
han sugerido que su implante podria suponer una mejo-
ra en la funcién cardiaca (revisado en Menasche P*).
Existe todavia, sin embargo, controversia sobre su su-
pervivencia a largo plazo asi como su acoplamiento
electromecénico con los CM adyacentes. No se han deter-
minado, ademads, en profundidad los mecanismos implica-
dos en su efecto positivo. Es posible que estas células
sean capaces de limitar la expansion del infarto a través
de mecanismos fundamentalmente paracrinos, es decir,
mediante la secrecién de factores que afecten a la orga-
nizacion de la matriz extracelular, la inhibicion de la
entrada en apoptosis de células presentes en las zonas
isquémicas o de periinfarto y/o mediante la estimulacion
de la vasculogénesis e incluso la nueva formacién de CM
a partir de progenitores presentes en el propio corazon.
Debido a este potencial, se han realizado ya varios ensa-
yos clinicos que se comentardn a continuacion.

APLICACION CLINICA
DE LAS CELULAS MADRE
EN LAS ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

Como ya se ha mencionado en parrafos anteriores,
en vista de los resultados positivos obtenidos a nivel
experimental, se estdn realizando varios ensayos clinicos
con células madre derivadas de la MO y con mioblastos
esqueléticos. Se ha comenzado también muy reciente-
mente un ensayo con células derivadas de la grasa (revi-
sado en Menasche Py Bartunek J, et al.¥’#%). La eleccion
de estas dos (tres) poblaciones se ha realizado basdndose
ademads de, 16gicamente, por su posible beneficio, por
su supuesta inocuidad, sencilla extraccién y cultivo y
por su aplicacién autéloga, evitando la aplicacién de
farmacos inmunosupresores, que hoy por hoy todavia
sigue siendo un problema en la clinica. Ademads, su li-
mitada capacidad de divisién supone un riesgo de tumo-
rigenicidad practicamente nulo.

En el caso de las células madre derivadas de la MO,
los estudios realizados en la primera fase, ademds de
mostrar la inocuidad de su trasplante, indicaron una
cierta mejora de los pacientes trasplantados. En el ensayo
BOOST (BOne marrOw transfer to enhance ST-elevation
infarct regeneration)®, se realizé trasplante aut6logo en
pacientes con IAM con células madre derivadas de MO
y se les detectd una mejora en la funcion sistélica del

ventriculo izquierdo, aunque no se produjo un remode-
lado del mismo. En otro estudio™, células mesenquima-
les autdlogas derivadas de la MO indujeron una reduccion
de los volimenes finales sistdlico y diastélico, asi como
un aumento de la fraccién de eyeccidon en comparacion
con el grupo control. De forma importante, el equipo de
Janssens®! realiz por primera vez un estudio de doble
ciego, al azar y con control placebo. Se trasplantaron
células mononucleadas en las primeras 24 h de la reper-
fusién y se demostré que, aunque se producia una signi-
ficativa reduccion del tamaio del infarto, no consiguieron
mejorar de forma significativa la funcién ventricular. En
estos momentos se estdn realizando nuevos ensayos con
un nimero mayor de pacientes’>>* para confirmar la
inocuidad de su administracion y valorar ademads el gra-
do de beneficio obtenido tras su trasplante. Se pretende
ademds concretar la dosis celular optima a aplicar, ya
que en los estudios anteriores la cantidad de células tras-
plantadas ha variado enormemente (de 9 x 10°a 6 x 10'%),
asi como la poblacién 6ptima, por ejemplo células pre-
viamente cultivadas in vitro tales como las mesenquima-
les o células recién extraidos (purificadas para ciertos
marcadores o0 no).

Por otra parte, son muchas las evidencias experimen-
tales acumuladas a lo largo de los dltimos 15 afios que
sugieren el potencial terapéutico de los mioblastos como
tratamiento para el infarto de miocardio. A pesar de su
incapacidad de diferenciar a células cardiacas y, por lo
tanto, de acoplarse electromecdnicamente a los CM ad-
yacentes, se ha demostrado que contribuyen en su ver-
tiente paracrina a la vasculogénesis y pueden alterar el
depésito de coldgeno, disminuyendo asi el grado de fibro-
sis. Se han iniciado ensayos clinicos en Europa y EE.UU.
(revisado en Murry CE, Field LJ y Menasche P°) para
comprobar su supuesta inocuidad y su posible efecto
regenerador; en los estudios realizados hasta ahora el
trasplante de mioblastos esqueléticos induce una mejoria
en la mayoria de los pacientes, aunque en algunos casos
se han detectado arritmias debido en parte a un incorrec-
to acoplamiento entre las células trasplantadas y las del
tejido®.

Por ultimo, se ha comenzado un estudio de fase I/II
en el que se tratardn, mediante inyeccion directa en el
miocardio, 36 pacientes con células estromales extraidas
y purificadas a partir del tejido adiposo del paciente, sin
cultivo previo.

CONCLUSIONES

La terapia celular ha abierto nuevas expectativas para
el tratamiento de multiples enfermedades. En el caso de
las enfermedades isquémicas, diversos tipos celulares
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con diversos grados de pluripotencialidad han sido pro-
puestos y estudiados como candidatos para su terapia. A
la hora de establecer cudl puede ser la poblacién o po-
blaciones ideales, existen dos aspectos importantes que
deben ser considerados: uno es la propia contribucién
celular a la formacién de tejido cardiaco y/o vascular, y
otro, su efecto paracrino, de modo que los factores se-
cretados por estas células sean capaces de influir positi-
vamente en el remodelado del corazén y en la atraccion
de progenitores del propio organismo hacia la zona le-
sionada.

Por ultimo, el potencial de las células madre podria
incrementarse en gran manera mediante su combinacion
con otras técnicas como la bioingenieria y/o la terapia
génica. La utilizacion de células transfectadas con genes
deficientes en ciertas enfermedades o que secreten pro-
tefnas capaces de influir positivamente en la regenera-
cién tisular, la creacién de matrices que den un mayor
apoyo y supervivencia a las células trasplantadas, e
incluso la creacién de estructuras histicas, son posibi-
lidades que han comenzado ya a estudiarse. En linea
paralela a esto, es de gran importancia continuar estu-
diando a nivel molecular el fenémeno de la pluripoten-
cialidad celular y los mecanismos implicados en la
regeneracion histica como consecuencia del trasplante
celular.
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