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RESUMEN

A pesar de muchos retrocesos y decepciones, naturales durante el
establecimiento de cualquier terapia nueva, la cardiologia regenerativa
ofrece un enorme potencial terapéutico. Las células de la médula 6sea
(CMO) y las células madre mesenquimales (CMM) han sido, por ahora,
las més utilizadas en los ensayos clinicos. Las primeras tienen la ventaja
de su archicomprobada seguridad, pero los datos recientes sugieren que
las CMM podrian tener mayor plasticidad. Las células del estroma de la
médula 6sea estdn en la interseccion entre estas dos categorias. Los
ensayos clinicos con CMO han mostrado resultados terapéuticos relati-
vamente modestos y seria conveniente revisar protocolos y disefios para
aumentar la eficacia. Es esencial obtener mas informacion acerca de los
mecanismos para llevar a cabo modificaciones racionales del disefo, y
esto requiere aumentar la investigacion bésica asociada a los ensayos
clinicos. La experimentacion en animales grandes, mas proximos al
modelo humano, seria de gran ayuda para refinar los protocolos. Por
otro lado, los modelos in vitro son muy futiles para probar rapida y
simultdneamente un gran nimero de modificaciones sistematicas. Las
células madre residentes cardiacas (CMRC) han despertado grandes
expectativas y la puesta a punto de farmacos capaces de activar, movi-
lizar y estimular las CMRC para generar cardiomiocitos in situ, asi
como la expansion de la CMRC in vitro son dos objetivos claros. Algu-
nas poblaciones de progenitores cardiacos podrian también rellenarse
con CMO circulantes. Las células madre embrionarias (CME) necesita-
ran mas tiempo para entrar en la terapéutica, pero la investigacion con
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CME es igualmente importante y debe servir de fuente de inspiracion
para la medicina regenerativa. La produccion de células pluripotentes
inducidas (iPS) abre una via completamente nueva, que acerca las célu-
las madre adultas y embrionarias. La investigacion con distintos tipos de
células madre no es antitética, sino complementaria.

Palabras clave: células de la médula 6sea, regeneracion cardiaca,
terapia celular, células madre, diferenciacion, transdiferenciacion.

ABSTRACT

Despite drawbacks and deceptions, which are connatural to the
implementation of any new therapy, regenerative cardiology offers a
promising therapeutic potential. Bone marrow cells (BMC) and mesen-
chymal stem cells (MSC) are the cells most often used in human trials.
The first ones have the advantage of biosecurity, although recent resear-
ch suggests that plasticity of MSC may be larger. Stromal bone marrow
cells are at the intersection. Clinical assays with BMC have shown only
modest therapeutic results, and it may be the time to revise protocols
and designs to look for improvements. Getting insight into the mecha-
nisms would be most important for rational modifications of the design,
and this may require more basic research associated to clinical trials.
Animal work in models closer to humans would be most helpful for
refining protocols, and simplified in vitro models should be most useful
for testing putative protocols as they allow quick and controlled scree-
ning of many variants. Recently discovered cardiac stem cells (CSC)
add new expectancies. Drugs to awake, mobilize and stimulate CSC, to
generate cardiomyocytes in situ or expansion of CSC in vitro two of the
most obvious goals. Some cardiac progenitor pools can also be refilled
by circulating BMC. Embryonic stem cells (ESC) will need more time
to enter into therapeutics, but investigation on ESC is equally important
and should inspire regenerative medicine. Recently discovered induced
pluripotent stem cells (iPS cells), in which nuclear reprogramming of
the nucleus dedifferentiates adult cells to PS cells are most promising to
circumvent some of the problems posed by ESC. Research on different
types of stem cells is not antithetical, but complementary.

260



REPARACION CARDIACA CON CELULAS MADRE

«jDespierta corazon, despierta!
Ya has dormido suficiente; jDespierta!»

WILLIAM SHAKESPEARE.
La Tempestad. Acto 1. Escena 2.

(ES INMORTAL NUESTRO CORAZON?

Es muy importante que reconozcamos la capacidad regenerativa del
corazon pues, de lo contrario, tras una lesion destructiva del tejido car-
diaco nuestros esfuerzos se limitarian a intentar preservar lo que so-
brevividé después de un accidente isquémico, sin tan siquiera pensar en
otras posibilidades terapéuticas. Sabemos hoy que en el raton, el nimero
de células que entran en el ciclo mitético cada dia, medidas con bromo-
deoxiuridina, es el mismo que el de las células que entran en apoptosis:
entre el 0,25 y el 1 % de la poblacion total de cardiomiocitos. Esto
representa una renovacion total del tejido cardiaco del raton en menos
de un afio (1). En el caso del corazon humano, con cifras de recambio
en torno al 0.06%, la renovacién total ocurriria en 4-5 afios (2). Otras
estimaciones del recambio cardiaco, oscilan entre 0.0005 y 3% (3).

Sin embargo, es bien conocido que después de un infarto agudo de
miocardio (IAM) el parénquima cardiaco no regenera espontdneamente.
Durante el denominado remodelado cardiaco la lesion es substituida por
una cicatriz de tejido fibroso, sugiriendo que el potencial de las células
madre residentes cardiacas (CMRC) no es suficiente para una reposicion
significativa del tejido lesionado.

REPARACION CARDIACA POR CELULAS
DE LA MEDULA OSEA

El interés en la regeneracion cardiaca y su aplicacion clinica arrancéd
en 2001 cuando Orlic y colaboradores (4) demostraron que células Lin-
negativas y ckit-positivas procedentes de médula 6sea (MO), eran capa-
ces de reparar infartos agudos de miocardio en raton, reponiendo «de
novo» tanto el musculo como los vasos, y logrando una notable recupe-
racion funcional en 9 dias.
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La novedosa hipotesis en la que se sustentaban tales hallazgos era
la generacion de cardiomiocitos, endotelio y musculo liso a partir de
progenitores de MO. La plasticidad de células madre adultas esta en
un momento de intenso debate, que a veces supera el terreno cienti-
fico, por lo que el lector interesado debe examinar revisiones recientes
en este campo (2, 5-9). Es bien conocido que infartos de miocardio
agudos de gran extension, conducen casi indefectiblemente a la insu-
ficiencia cardiaca en cinco afos. Por otra parte, la eficacia y seguridad
de las células progenitoras de médula 6sea ya ha sido extensamente
probada en el tratamiento de enfermedades hematologicas en los ul-
timos 50 afios. No es de extrafar, por tanto, que los intentos de tratar
el IAM en los pacientes con células progenitoras de médula 6sea no
se hiciesen esperar. Los resultados del primer ensayo clinico fueron
publicados un afio después del articulo de Orlic (10), y en la actua-
lidad han sido ya tratados més de mil pacientes. Los resultados
obtenidos en varios ensayos y metaanalisis se resumen en la Tabla 1
(10-21). Como puede verse, la factibilidad y seguridad de los ensayos
esta demostrada, pero la eficacia es modesta. Por ejemplo, en la frac-
cion de eyeccion algunos autores muestran una mejora del 5-6%,
mientras que otros no ven mejoria alguna. La misma ligera mejoria se
puede aplicar a otros parametros estudiados. Parece claro, pues, que
existen diferencias con los magnificos resultados previamente obteni-
dos en roedores. Este punto deberia ser tomado en consideracioén antes
de iniciar nuevos ensayos (22, 23).

Por otra parte, las diferencias en el disefo, la seleccion, el origen
celular, dosis, via y momento de aplicacion hacen que los resultados
sean dificiles de comparar. Pero el principal problema es que no tene-
mos una idea clara de la interpretacion a nivel celular de los resultados
obtenidos, ya que solamente en algunos casos se han llevado a cabo
ensayos celulares basicos en paralelo (12, 13). Los resultados iniciales
fueron interpretados en términos de transdiferenciacion de las células de
la MO a cardiomiocitos y capilares, como en el raton. Sin embargo,
otras hipotesis como la angiogénica y la paracrina han cobrado gran
fuerza en la actualidad. En el primer caso, los precursores de células
endoteliales producirian capilares que ayudarian a preservar mas cardio-
miocitos en la zona de penumbra. En el segundo, las células infundidas
producirian factores troficos que evitarian la muerte celular y/o estimu-
larian la proliferacion de las de células madre residentes (2, 3, 5, 8).

262



REPARACION CARDIACA CON CELULAS MADRE

TaBLa 1. Ensayos clinicos de regeneracion cardiaca.
Estudio Diserio ](\?um. Niim. I?a(i’lentes FE Otros resultados
els. (Seguimiento)

Strauer y CMO (F) 1-3x107 | 10 (3 meses) | NS | Disminucién tamafio infarto.

col., 2002 (10) Mejora volumen/contraccion,
volumen sistolico final, con-
tractilidad y movilidad de la
pared

TOPCARE- CMO (F) 2.5x10° | 9 and 11 +8% | Mejora viabilidad miocardica,

AMI, CircPg 8x107 (4 meses) volumen sistolico final y movi-

Assmus y col., lidad de la pared. Resultados

2002 (11) similares al afio en (30+29 pa-
cientes) (Schachinger y col,
2004 (12)

TECAM, CMO (F) 8*107 20 (6 meses) | +6% | Mejora volumen sistdlico final

Fernandez- y funcion regional. Aumento

Aviles y del grosor de la pared infarta-

col., 2004 (13) da

BOOST, CMO (T) 2.5x10° | 30 (6 meses) | +6% | Recuperacién més rapida con

Wollert y col., | Aleatorizado NS | CMO?

2004 (14);

Meyer y col.,

2006 (15)

Janssens y CMO (F) 3x10* 33 (3 meses) | NS | Disminucion tamaio infarto.

col., 2006 (16) | Aleatorizado, Mejora de funcion regional

doble ciego

ASTAMI, BMC (F) 7*107 47 (6 meses) NS | No diferencias en el tamafio

Lunde y Aleatorizado del infarto.

col., 2006 (17)

REPAIR- BMC (F) 2.4%10° | 101 (4 meses) | 5.5% | El placebo aumento la FE 3%.

AMI, Aleatorizado, Mejores resultados en pacien-

Schachinger doble ciego tes con mayor caida de la FE.

y col., Reduccion de eventos clinicos

2006 (18) adversos a los 12 meses

Mejores resultados en pacientes con mayor caida de la FE

Reduccion de eventos clinicos adversos a los 12 meses

La administracion fue, en todos los casos, intracoronaria.

FE, Fraccion de eyeccion; CMO, Células de la médula dsea. CircPg, progenitores circulantes obtenidos
por aféresis; (T), CMO totales sin fraccionar; (F), CMO separadas en ficoll. NS: No significativo
Resultados similares se obtuvieron en los meta-analisis de Abdel-Latif'y col., 2007(19), Assmus y col.,
2006 (20) y Martin-Rendon y col., 2008 (21)
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CELULAS MADRE RESIDENTES

Otra frontera en el campo de la regeneracion cardiaca ha sido la
identificacion de células madre residentes cardiacas (CMRC). La carac-
terizacion y clonacion de las CMRC en el corazon adulto son muy
recientes (2, 5, 6, 24-26).

La Figura 1 resume algunas caracteristicas de CMRC y de los pro-
genitores. Las CMRC se encuentran en nichos especificos diseminados
en el espesor de la pared cardiaca (27). En muchos casos expresan
varios marcadores de células madre, como el c-Kit. (El receptor del
factor de crecimiento de células madre o SCF, de Stem Cell Factor), el
antigeno 1 de célula madre (Sca-1) o la glicoproteina P (también llama-
da MDR-1, de Multi-Drug Resistence), o incluso todos ellos. Las CMRC
pueden realizar division asimétrica, lo que asegura la auto-renovacion.
Son células multipotenciales, capaces de originar progenitores cardiacos
(PgC) comprometidos a cada uno de los linajes cardiacos, cardiomioci-
tos, células del musculo liso y células endoteliales (Figura 1).

Los progenitores cardiacos tienen la capacidad de proliferar y con-
vertirse en precursores (PrC) y, finalmente, en células diferenciadas. Se
cree que el factor que define la tasa de expansion para las CMRC de
raton ronda el 1000x. La cantidad de cardiomiocitos nuevos producidos
diariamente en el corazéon humano ha sido cuantificada en aproximada-
mente 5 x 10°, pero podria verse incrementado unas 100 veces tras un
IAM. Este incremento se debe por un lado al crecimiento en el nimero
de CMRC y a un aumento en la frecuencia del ciclo celular. Las CMRC
también aumentan durante la hipertrofia cardiaca inducida por la este-
nosis adrtica (28).

Recientemente se han caracterizado otras progenitoras cardiacas lla-
madas de la poblacion colateral (SPC, de side-population cells) por su
capacidad para excluir el tinte vital Hoechst 3342 (29). Las SPC son
capaces de transformarse en cardiomiocitos si existe interaccion (que no
implica fusion celular) con cardiomiocitos adultos. Las SPC pueden ser
derivadas de las células de la médula 6sea (CMO) (30) (ver méas adelan-
te). Finalmente, hemos de tener en cuenta las células isl-1. Estas células,
que expresan el gen homeobox islet-1 (isl-1) estdn también presentes en
el corazon adulto, aunque en un pequeio nimero y restringidas al lado
derecho (31). Muy recientemente han despertado gran interés las células
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Figura 1. Células madre cardiacas Intrinsecas y extrinsecas. CMRC, Célula Madre Re-

sidente Cardica (Positiva para c-kit, Sca-1 and MDR-1+); PgC, Progenitores Card{acas
(Comprometidos); PrC, Precursores Cardiacos; CMO, Células de la Médula Osea;

CMM, Células Madre Mesenquimales, Las Células Diferenciadas incluyen cardiomiocitos,
células de musculo liso, células endoteliales.
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derivadas del proepicardio. Estas células, que permanecen latentes es la
cavidad pericardica después del nacimiento, serian una excelente fuente
de progenitores comprometidos en el adulto (32). El proepicardio em-
brionario es el responsable de la formacion del sistema coronario y parte
del miocardio y, por tanto, un linaje estratégico que ha merecido una
atencion muy especial el Ultimo afio (33, 34).

EL ORIGEN DE LAS CELULAS MADRE RESIDENTES
CARDIACAS

Esta claro que las células Isl-1 son restos de los cardioblastos pri-
mitivos (35), pero el origen de otras CMRC no esta resuelto en la ac-
tualidad. Podrian representar restos de células pluripotentes del periodo
embrionario o ser la expresion de células madre extrinsecas que coloni-
zaron el corazon llegando a través de la sangre, tal y como se indica en
las flechas discontinuas de la Figura 1. Esta posibilidad fue apuntada
por primera vez tras la observacion de quimerismo en transplantes en
los que se utilizaron células donantes del sexo opuesto. Por ejemplo, se
constatd en mujeres que recibieron transplantes de médula 6sea donada
por hombres, que algunos cardiomiocitos mostraban el cromosoma Y
(36). Paralelamente, en varones transplantados con un corazén prove-
niente de una donante femenina se detectd la presencia de cardiomioci-
tos, células del musculo liso y, mas frecuentemente, las células endote-
liales que portaban cromosoma Y (8, 37). Estos resultados sugieren que
las CMO pueden anidar en el corazon y producir CMRC, PgC, PrC o
células diferenciadas (Figura 1). Por tanto, el origen de las nuevas cé-
lulas cardiacas podria ser doble, intrinseco o extrinseco. El proceso por
el cual se produce la transformacion de CMO a células cardiacas podria
ser transdiferenciacion o desdiferenciacion de una célula madre compro-
metida o diferenciacion de una célula madre pluripotencial provenien-
te de la médula 6sea (1,2). En cualquier caso, se ha demostrado recien-
temente que algunas CMO son clonogénicas y tienen la capacidad de
autorrenovarse y de llevar a cabo una diferenciacion hacia tres linajes:
cardiomiocitos, cé¢lulas del musculo liso y endoteliales (38). Con respec-
to a las SPC se ha demostrado que después de un 1AM, las CMO se
instalan en lugares especificos de la zona afectada del miocardio y
adquieren el fenotipo PgC (30). Por otro lado, algunos estudios indepen-
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dientes sobre clonacion han demostrado que las células estromales adul-
tas de médula pueden dar origen a las llamadas células cardiomiogéni-
cas (CMGQ) que se diferencian a cardiomiocitos (6,39). Entre las células
de MO, las células estromales, generalmente llamadas células mesenqui-
males tienen una mayor plasticidad para producir células diferenciadas
que otros tipos celulares provenientes de médula 6sea (5). Las células
madre mesenquimales (CMM) se pueden obtener de otros tejidos ade-
mas de la médula 6sea (40).

LA CUESTION DE LA CANTIDAD

Una cuestion sumamente importante es la cantidad de células madre
que se necesitan para alcanzar una mejoria significativa en la recupera-
cion de las lesiones isquémicas de corazoén. Cuando extrapolamos los
datos de raton al ser humano hay un problema de tamafio, ya que el
corazon de raton pesa aproximadamente 0,07 gramos y el humano unos
350, lo que da una relacion de 1 a 5000. Las dimensiones de los cardio-
miocitos humanos adultos son 141 x 19 um (41), que corresponde a un
peso celular de 41 x 10° mg. Un corazon adulto contendria por tanto 8,5
x 10° cardiomiocitos y un infarto extenso podria matar aproximadamen-
te 3 x 10°. En la acelerada tasa de produccion de cardiomiocitos obser-
vada tras un IAM (aproximadamente 5 x 10° al dia) el parénquima
destruido podria regenerarse en una o dos semanas (2,42). Esta claro
que esto no pasa de forma espontanea después del IAM, quizas porque
las células madre de la zona infartada mueren y/o porque las que se
encuentran lejos no migran de modo eficiente al 4rea dafnada (2,26). Es
importante sefialar también que las CMRC se tornan mucho menos
activas con el paso del tiempo y habitualmente los pacientes con IAM
son de edad avanzada.

(Podria ser cuantitativamente importante la contribucion de CMO
en los ensayos clinicos de regeneracion cardiaca? En la mayoria de los
ensayos se han aplicado de cien a trescientos millones, de los cuales tan
solo se retienen de 1 al 3%, en la zona del infarto (43). Esto nos deja
con solo 4x10° células. Las células inyectadas deberian expandirse por lo
tanto 750 veces para reponer las 3x10° que se han perdido en un infarto
grande. Este valor esta justo por debajo del limite méximo de expansion
propuesto en la Figura 1. Este valor ideal de 1000x esta extrapolado de
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los datos obtenidos en el raton y corresponde a 10 divisiones, pero sélo
tres mas incrementarian el limite de expansion en un orden de magnitud.

(CUAL ES LA LLAMADA PARA LAS CELULAS MADRE?

Debe existir algin mensajero que haga a las células residentes divi-
dirse o que promueva el anidamiento de las circulantes hacia el tejido
lesionado (6,30). En el corazén de raton, las células de medula osea
inyectadas se acumulan selectivamente en el area lesionada (4, 13). En
el corazon de pollo en desarrollo, las CMO inyectadas también se diri-
gen a la lesion (44). El mensajero deberia ser similar en todos los tejidos
y ser liberado por las células dafiadas. En estudios muy elegantes, Lin
y colaboradores (45) estudiaron el anidamiento a largo plazo de células
marcadas genéticamente en ratones hembra receptores que habian sido
sometidos a experimentos de isquemia-reperfusion renal unilateral. Las
células de medula 6sea solo anidaron en el rifion afectado. Citoquinas
como el factor estimulador de colonias (G-SCF) o el factor de creci-
miento de células madre (SCF de Stem Cell Factor), movilizan proge-
nitores de la medula 6sea, contribuyendo a la reparacion cardiaca (2). El
factor estimulador de colonias G-CSF también estimula la migracion y
diferenciacion a cardiomiocitos de células cardiomiogénicas derivadas
de células estromales. Los extractos de células embrionarias, ricos en
factores de crecimiento, podrian ser también medios condicionados ade-
cuados, ya que en presencia de células embrionarias, las células madre
adultas ven favorecida su plasticidad (46). Las células embrionarias
(CME) son una fuente muy atractiva para la generacion de cardiomio-
citos, pero no existen métodos para lograr su diferenciacion selectiva.
Por otro lado, los problemas éticos y de bioseguridad deben resolverse
antes de pasar al uso clinico (6,47). Especial mencion requieren las
recientemente descubiertas células madre pluripotentes inducidas (iPS).
Se obtienen induciendo la desdiferenciacion de una célula adulta, gene-
ralmente conseguida forzando la expresion de 2-4 genes utilizando virus
(48, 49). Las iPS adquieren muchas de las caracteristicas de las células
embrionarias (50) (ver capitulo 3), pero tienen exactamente el mismo
material genético que el donante, por lo que podrian reimplantarse en ¢l
sin generar respuestas inmunoldgicas. Pueden formar, sin embargo, te-
ratomas, por lo que su bioseguridad debe ser estudiada y mejorada antes
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pasar al uso clinico (51). El uso de virus es también un problema en este
sentido, pero se estan disenando procedimientos alternativos para indu-
cir la expresion de los genes de interés (52), lo que facilitaria la admi-
sion de este procedimiento para su uso terapéutico. Las iPS son, en
realidad, un caso particular de la reprogramacion nuclear, un concepto
introducido hace tiempo, pero que no habia sido facil de materializar
(53). En la misma categoria conceptual podrian incluirse también los
procesos de transdiferenciacion (54). La investigacion en iPS es una de
las més activas actualmente.

CONCLUSIONES

A pesar de muchos retrocesos y decepciones, que son naturales
durante el establecimiento de una nueva terapia, la cardiologia regene-
rativa ofrece un enorme potencial terapéutico. Las CMO y las CMM han
sido las més frecuentemente utilizadas en los ensayos clinicos en huma-
nos. Las CMO tienen a su favor la experiencia previa de 50 afos de uso
terapéutico para las enfermedades hematologicas, que han probado ex-
haustivamente su bioseguridad. Las CMM parecen tener un mayor po-
tencial plastico, pero su bioseguridad a largo plazo no ha sido probada
en detalle. Las células estromales de médula osea estan en la intersec-
cion de los dos tipos celulares escritos. Los resultados de los ensayos
clinicos han sido relativamente modestos. Es tiempo quiza de revisar los
protocolos y disefios para mejorar los resultados. El conocimiento de los
mecanismos de accion seria muy util para guiar modificaciones raciona-
les del disefio terapéutico, y esto requeriria aumentar el componente de
investigacion basica asociada a los ensayos clinicos. La experimenta-
cion animal en modelos mas proximos al ser humano seria muy nece-
saria para refinar los protocolos clinicos. Por otro lado, el uso de mo-
delos in vitro es muy util, ya que permite probar rapidamente
modificaciones sistematicas de diferentes variables y posibles mejoras
(44). La combinacioén de la informacion obtenida en diferentes modelos,
in vitro, animales y humanos, facilitard la traslacion a la clinica. Las
células madre residentes del corazon, descubiertas recientemente, abren
nuevas esperanzas y expectativas. Los farmacos capaces de despertar a
las células madre residentes, y de movilizarlas para formar tejido con-
tractil in situ, o la expansion celular in vitro, seguida de la inyeccion en
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el area dafiada, son dos de los objetivos mas obvios (2, 26). Debe recor-
darse que algunas poblaciones de progenitores cardiacos, como la de
células colaterales (SPC) o las células cardiomiogénicas (CMG) pueden
rellenarse a partir de células circulantes procedentes de la médula osea
(30,39). Las células embrionarias humanas requeriran mas tiempo para
entrar en el arsenal terapéutico, pero esto no quiere decir que sean
menos interesantes como objeto de investigacion. Por el contrario, el
estudio de la proliferacion y diferenciacion de las CME debe ser la
fuente de inspiracion de la Medicina Regenerativa. La produccion de
células pluripotentes inducidas (iPS) (51) abre una via completamente
nueva, que acerca las células madre adultas y embrionarias. La investi-
gacion con distintos tipos de células madre no es antitética, sino com-
plementaria.
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Osea; CMRC, Células Madre Residentes Cardiacas; G-SCF, Factor es-
timulante de colonias granulociticas; IAM, Infarto Agudo de Miocardio;
iPS, Células madre pluripotentes inducidas; MO, Médula Osea; PgC,
Progenitores Cardiacos; PrC, Precursores Cardiacos; SCF, Factor de
crecimiénto de células madres (Stem Cell Factor), SPC, Células de la
poblacion colateral (Side Population Cells).
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