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Resumen

Fundamento: La insuficiencia cardiaca (IC), causada por la enfermedad de Chagas (EC), es una cardiomiopatia
inflamatoria progresiva que afecta a millones de personas en Latinoamérica. Estudios con modelos experimentales de
IC en razoén de la EC, nos indican que el transplante de células mononucleares derivadas de la médula 6sea (TCMO),
puede reducir la inflamacion y la fibrosis, mejorando asi la funcion miocardica.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue evaluar, por primera vez en seres humanos, la seguridad y la eficacia del TCMO
en el miocardio de pacientes con IC debido a la EC.

Métodos: Fueron estudiados un total de 28 pacientes con IC debido a la EC (con edad promedio 52,2 + 9,9 anos),
en clases funcionales Ill y IV (NYHA), al TCMO por medio de una inyeccién coronaria. Se evaluaron los efectos en
la fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo (FEVI), capacidad funcional, calidad de vida, arritmias y parametros
bioquimicos, inmunolégicos y neurohumorales.

Resultados: No se registraron complicaciones relacionadas directamente con el procedimiento. La FEVI pasé de 20,1
* 6,8% para 28,3 = 7,9%, p < 0,03, cuando se comparé con el periodo basal y 180 dias después del procedimiento,
respectivamente. En el mismo periodo, también se observaron mejorias en la clase funcional NYHA promedio (3,1 = 0,3
para1,8 = 0,5; p < 0,001), puntuacién de calidad de vida de Minnesota (50,9 = 11,7 para 25,1 = 15,9; p < 0,001), y en
el test de esfuerzo de seis minutos (355 = 136 m para 437 = 94 m; p < 0,01). No hubo alteraciones en los marcadores
de activacion inflamatoria o neurohormonales. Ninguna complicacion fue registrada.

Conclusién: Nuestros datos sugieren que la inyeccién intracoronaria de las células derivadas de la médula ésea es
segura y potencialmente efectiva en pacientes con IC debido a la EC. La extensi6én del beneficio, sin embargo, parece
ser discreta, y necesita ser confirmada en los ensayos clinicos randomizados, doble ciegos, controlados con placebo.
(Arq Bras Cardiol 2011;96(4):325-331)
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Introduccion eventualmente la forma avanzada de la enfermedad cardiaca,
que presenta caracteristicas de la cardiomiopatia dilatada
grave, con arritmias potencialmente fatales y fenémenos
tromboembdlicos pulmonares y sistémicos’. Las caracteristicas
macroscépicas de esa condicién incluyen la cardiomegalia
global, y dreas ubicadas de aneurismas, especialmente en
la region apical. Las caracteristicas microscépicas de esa
condicién engloban focos diseminados de inflamacién y
fibrosis®. El real hallazgo del parasito en esa forma tardia de la
enfermedad, es algo poco com(in, aunque el uso de técnicas
altamente sensibles permita el reconocimiento de partes del
pardsito en el miocardio’. Ese y otros hallazgos, nos sugieren
que el proceso autoinmune, tiene un papel primordial en la
fase créonica de la enfermedad®®. Ya en el estadio avanzado,
Av. Sete de Setembro, 4161 - Barra - 41140-900 - Salvador, BA - Brasil el pronéStiCO e? r.n,alo v se obsgrva una progresion nexorable
E-mail: fabiovboas@cardiol.br hacia la condicién refractaria, pese a todos los recursos
Articulo recibido el 10/08/10; revisado el 13/10/10; aceptado en 19/10/10. terapéuticos de que disponemos hoy por hoy'*'".

La enfermedad de Chagas (EC), la causa el protozoo
Trypafiosoma cruzi y afecta a millones de personas en
Latinoamérica'2. Debido a la intensa inmigracién a partir
de areas endémicas, la infeccién asociada a la transfusion
ha sido recientemente identificada como una amenaza
potencial para los Estados Unidos de América®. Entre sus
extensas manifestaciones, la involucracion cardiaca es bastante
relevante, siendo habitualmente incapacitante®. Se ha estimado
que un cuarto de los pacientes infectados pueda desarrollar
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Con el reciente avance de la técnica de transplante de
células derivadas de la médula ésea (TCMO), que esta
dirigido a la enfermedad cardiaca isquémica'*", surgi6
la posibilidad de usar la misma técnica en la enfermedad
cardiaca de Chagas. A modo de experimento, se ha venido
demostrando que en los ratones que estdn crénicamente
infectados con la cepa colombiana de T. cruzi, la inyeccion
de células autélogas mononucleares de la médula 6sea, ha
arrojado una ssignificativa reduccién de las células inflamatorias
y de la fibrosis intersticial en el miocardio'. En ese modelo
experimental, el transplante autélogo simultaneo de células
tronco cultivadas en conjunto y mioblastos esqueléticos,
demostré ser funcionalmente efectivo'®.

El factor de estimulacién de colonias de granulocitos
(G-CSF), induce a la movilizacién de las células tronco de
la médula 6sea hacia la sangre periférica, haciendo con que
un gran nimero de células tronco queden disponibles para
la reparacién de los danos'”. De esa forma, la experiencia
anterior con TCMO en la enfermedad cardiaca isquémica,
como también en los resultados experimentales con el modelo
de la EC, disefi6 asi el escenario para nuestro estudio piloto de
fase 1, con el uso de TCMO en seres humanos con cardiopatia
de la Enfermedad de Chagas avanzada'®".

Métodos

Realizamos un estudio clinico en abierto, de fase 1 para
comprobar la viabilidad, la seguridad y la eficiencia potencial
del transplante de células derivadas de la médula ésea hacia
el miocardio, de pacientes con insuficiencia cardiaca (IC),
causada por cardiomiopatia de la Enfermedad de Chagas.
Los individuos incluidos en el estudio, pertenecian a los dos
sexos, con una edad que variaba entre los 20 y los 70 afios,
e IC causada por EC, con fraccién de eyeccion del ventriculo
izquierdo (FEVI) < 40% en el ecocardiograma, clases
funcionales 1l y IV (NYHA) en terapia médica optimizada
para IC, y que habian permanecido estables en esa condicion
por lo menos un mes antes del inicio de los procedimientos
de investigacion.

Los pacientes excluidos presentaban condiciones
sistémicas que podrian impactar en los resultados del
tratamiento o en los analisis de los procedimientos de
investigacion. Esas condiciones inclufan infecciones o
neoplasias, enfermedades autoinmunes, enfermedades
hematoldgicas previas, enfermedades hepéticas, insuficiencia
renal moderada (creatinina > 2 mg/dl), implante de
marcapaso biventricular para la resincronizacién cardiaca en
los 90 dias anteriores al inicio del estudio, mujeres en edad
fértil, y pacientes con enfermedad arterial coronaria detectada
por cineangiocoronariograffa.

Una evaluacién clinica fue realizada en el periodo basal y
quedaron registrados los siguientes datos clinicos y variables:
a) clase funcional (CF) de la NYHA; b) puntuacién de calidad
de vida medido por el cuestionario Minnesota Living with
Heart Failure®; c) variables hematolégicas y biogquimicas;
d) electrocardiograma (ECG) de 12 derivaciones; e)
ecocardiograma transtoracico; f) test de esfuerzo de 6 minutos
(TC6M)?'; g) monitorizacion por Holter de 24 horas. Después
del procedimiento, los pacientes fueron derivados a la Unidad

de Cuidados Intensivos (UCI), donde se monitorizaron
como minimo por 24 horas. En los casos en que no hubo
intercurrencias, los pacientes se derivaban a la habitacién,
donde permanecian durante por lo menos cinco dias. Todas
las evaluaciones se repitieron después de 180 dias.

Para verificar cualquier posibilidad de dafo miocardico
causado por la inyeccion de células de médula ésea, se
realizaron mensuraciones seriadas (a cada seis horas durante las
primeras 24 horas), de marcadores de dafio miocardico (CK-MB
y troponina ), y también electrocardiograma. Para investigar
el desarrollo de las arritmias cardiacas como complicacién
de la inyeccion de células, los pacientes se sometieron a la
electrocardiograffa ambulatorial (Holter), de 24 horas antes del
procedimiento y periédicamente después de él.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la institucién y por la Comisién Nacional de Etica en
Investigacion. Los pacientes quedaron incluidos en el estudio
solamente después de haber sido totalmente informados
sobre sus procedimientos y después de firmar el Término de
Consentimiento Informado.

Transplante de células mononucleares de médula 6sea

Los pacientes fueron derivados al laboratorio de cateterismo
después de un ayuno de 12 horas. Una muestra de 50 ml de
contenido de la médula 6sea fue aspirada de cada paciente a
través de 5 punciones en las crestas ilfacas posteriores derecha
e izquierda, bajo anestesia local y sedacion intravenosa. El
contenido aspirado recogido se filtr6 para la retirada de restos
celulares (debris), de la médula 6sea, como grasa y fragmentos
6seos (red de acero inoxidable, Washington University) y se
someti6 a centrifugacion por gradiente de densidad con Ficoll
Histopaque (Amersham Pharmacia, producto autorizado
para su uso clinico en humanos). La fraccion mononuclear
aislada se diluy entonces en una solucién fisiolégica estéril y
nuevamente se centrifugd. Una muestra se usé para el conteo
celular y el test de viabilidad.

Al finalizar el proceso, las muestras se diluyeron en 20 ml
de solucion fisiol6gica. Inmediatamente antes de la inyeccién
intracoronaria, los pacientes se sometieron al cateterismo
cardiaco izquierdo por via femoral, seguida de angiografia
coronaria. Los pacientes quedaron excluidos si se detectase
estenosis > 50% en cualquier arteria coronaria. La solucién
conteniendo las células fue inyectada lentamente durante 10
minutos en el sistema coronario izquierdo y derecho: 10 ml
en la arteria descendiente anterior izquierda, 5 ml en la arteria
coronaria derecha y 5 ml en la arteria circunfleja izquierda.

Veinte y cinco dias después, los pacientes recibieron
inyecciones diarias subcutdneas de G-CSF (Granulokine®)
humano durante cinco dias en una dosis de 5 mcg/kg/dia.

El test de esfuerzo de 6 minutos (TC6M), fue realizado a
tono con el protocolo utilizado por Bitner et al*' en el estudio
SOLVD. Después de un periodo de reposo de 15 minutos, un
nuevo test fue realizado y el promedio de las distancias de las
carreras en los dos test se us6 como resultado. La calidad de
vida (CV) se evalué a través del cuestionario de Minnesota
(Minnesota Living with Heart Failure Questionnaire). Todas
las entrevistas fueron realizadas por la misma investigadora.
Los estudios ecocardiograficos fueron dirigidos por el mismo
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observador, que no conocia los eximenes anteriores y el status
del paciente en el protocolo. La FEVI se calculé de acuerdo
con el método de Simpson modificado®.

Los TNF-alfa, IL-1-beta, IL-6, MMP-2 y MMP-9 fueron
analizados a través de kits de inmunoensayo a disposicion
comercialmente (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis,
MN, EUA). La vasopresina se analizé por medio del kit EIA
(Ann Arbor, MI, EUA). El péptido natriurético del tipo B (BNP),
fue medido usando el inmunoensayo fluorescente rapido
(Biosite Diagnostics Incorporated, San Diego, California, USA).
Todos los demas test bioquimicos y hematolégicos fueron
hechos utilizando los kits a disposicién comercialmente.

Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado utilizando el software
SPSS (Statistical Package for Social Sciences), para Windows
version 9.0. Las variables continuas se presentaron como
promedios = desviacién estdndar. La distribucién de las
variables se evalué por medio del test de Kolmogorov-
Smirnov. Como las variables no arrojaron una distribucién
normal, se realizaron test no paramétricos. Todas las
comparaciones fueron bicaudales. Los valores de p < 0,05
fueron considerados estadisticamente significativos.

Los autores tuvieron un acceso total a los datos y son los
responsables de su integridad. Todos los autores leyeron y
estuvieron de acuerdo con el manuscrito de la forma en
que se redacto.

Resultados

Durante el estudio que duré seis meses, fueron
seleccionados un total de 30 pacientes. Dos pacientes
quedaron fuera del estudio después de la aspiracién de
la médula 6sea. A continuacién las razones: un paciente,
debido a enfermedad arterial coronaria detectada durante
el cateterismo, y otro a causa de problemas técnicos con el
equipo de cateterismo, lo que impidi6 la inyeccion.

Las caracteristicas basales de la poblacion estudiada
aparecen descritas en la Tabla 1. Como se ve, los pacientes
estaban en un avanzado estado de la enfermedad y
presentaban diversos indicadores de gravedad. Todos los
pacientes estaban dentro de las clases funcionales 1l y 1V,
pese al excelente tratamiento médico y a las altas dosis
de diuréticos administradas. La digoxina fue utilizada por
un 95% de los pacientes, la furosemida aisladamente o
en combinacién con otros medicamentos fue usada por
un 85% de los pacientes, el IECA o BRA por un 85% vy los
betabloqueantes por un 55% de los pacientes. La capacidad
funcional evaluada era muy limitada, con base en la pequeia
distancia recorrida durante el test de esfuerzo de seis
minutos y la CV estaba significativamente comprometida,
como lo comprueban las altas puntuaciones obtenidas en
el cuestionario de Minnesota. La funcién ventricular estaba
gravemente deprimida, con una fraccién de eyeccion
muy baja y el didmetro diastélico del VI aumentado en el
ecocardiograma. La presencia de hiponatremia y disfuncién
renal fueron un determinante mas para ejemplificar la grave
condicion de esa poblacién.
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Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes

(n=28)
Edad (afios) 522+99
Sexo masculino (n) 24
CF NYHA (n)
M1l 24
v 4
TC6M (m) 355 + 136
FEVI (%) 20,1+6,8%
VDFVE (mm) 726 +89
cv 50,9 + 11,7
Sodio sérico (mEq/l) 13176
BUN (mg/dl) 32,1+17,2
Creatinina (mg/dI) 14+04

n - nimero de pacientes; CF - clase funcional (NYHA); CV - puntuacion de
calidad de vida en el cuestionario Minnesota; FEVI - fraccién de eyeccién del
ventriculo izquierdo; VDFVE - volumen diastélico final del ventriculo izquierdo.
Valores expresados en promedios + desviacion estandar.

No hubo complicaciones directamente relacionadas con la
aspiracion del contenido de la médula 6sea o con la inyeccién
de células. Un promedio de 2,4 = 1,2 X 10° células se inyectaron
en las arterias coronarias. Los test de viabilidad indicaron
que 96 = 6,5 % de las células eran viables al momento de la
inyeccion. No fueron observadas alteraciones significativas en los
marcadores de necrosis miocardica en 24 horas, o alteraciones
electrocardiograficas sugestivas de isquemia o infarto.

Para verificar si el implante miocdrdico de células tronco
estaba asociado a las arritmias, el perfil arritmogénico se
evalué a través del numero total de extrasistoles ventriculares
en 24 horas, como también su estandar de recurrencia y de
agrupamiento. Ninguna alteracién significativa se encontr6
en el perfil arritmogénico (Tabla 2).

Cuatro muertes sobrevinieron durante el periodo de seis
meses de acompafamiento: paciente 04, sexo masculino,
edad 37, hemorragia pulmonar e insuficiencia respiratoria;
paciente 16, sexo femenino, edad 34, muerte stbita; paciente
27, edad 69, sexo masculino, insuficiencia cardiaca terminal;
paciente 7, edad 67, infeccién respiratoria complicada por
insuficiencia renal y choque. Ninguna asociacion causal
directa se establecié entre las muertes y el transplante de las
células. No hubo neoplasias, enfermedades hematoldgicas,
coagulopatias, o ningtin otro tipo de enfermedad que pudiese
ser atribuida a la inyeccién de células o a su implante.

La funcién ventricular evaluada por la FEVI, mostré una
mejoria significativa, aunque pequena, seis meses después
del procedimiento (Figura 1).

La CV evaluada por el Cuestionario de Minnesota, arroj6
una acentuada mejorfa en la puntuacion global después de
seis meses (Figura 2).

La capacidad funcional, medida por la distancia recorrida
en el TC6M, mostr6 una mejoria significativa, aunque fuese
pequena, después de seis meses (Figura 3).
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Arritmias ventriculares: basal y después de 6 meses
(numero/24 h)

Arritmia Basal Seis meses Valor de P
EV Totales 5.734 + 6.568 6.160 £ 4.015 0,55
Vo 61126 3142 0,70
sustentada

EV - extrasistoles ventriculares; TV - taquicardia ventricular. Valores expresados
en promedios + desviacion estandar.
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Fig. 3 - Distancia caminada en el test de esfuerzo de seis minutos (TC6M)
antes y después del tratamiento con CMO (Wilcoxon, p < 0,01).

Fig. 1 - Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) medida a través
de la ecocardiografia antes y después de 6 meses de tratamiento con CMO
(Wilcoxon, p = 0,023).
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Fig. 4 - Clase Funcional (NYHA) promedio antes y después del tratamiento.
(Wilcoxon, p < 0,001).

Fig. 2 - Puntuacién de Calidad de Vida (Cuestionario de Minnesota). (Wilcoxon,
p < 0,001).

Una reduccion significativa en la clase funcional promedio

de la NYHA fue observada después de seis meses (Figura 4).

El analisis bioquimico indicé un aumento acentuado en la
concentracién de sodio sérico durante el acompanamiento

del estudio (Figura 5).

Sin embargo, un anélisis de las concentraciones de
vasopresina no mostré ninguna alteracién significativa de sus
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Fig. 5 - Concentracion de sodio sérico antes y después de 6 meses de
tratamiento (Wilcoxon, p = 0,001).
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concentraciones basales después de 180 dias (193 =+ 53 para
182 + 44 pg/ml, p = 0,38). Hubo una tendencia en el aumento
de los niveles de BNP (507 = 523 para 720 = 515 pg/ml; p
= 0,055), que no estuvo acompaiada de otras evidencias de
congestion o deterioracion de la funcién ventricular.

Un andlisis del recambio (turnover), de la matriz
extracelular reflejé un aumento significativo en los niveles de
MMP-2 (Figura 6), pero no mostré alteraciones en los niveles
de MMP-9 (1,6 = 1,8 para 2,3 = 2,8 pg/ml, p = 0,20).

No se comprobé diferencia significativa en los niveles
plasmaticos de las citocinas IL-1-beta (12 = 14 para 13 = 13
pg/ml, p = 0,54) e IL-6 (40 = 74 para 28 = 48 pg/ml, p =
0,21), como tampoco en los niveles de TNF-alfa (3,4 = 3,5
para 3,8 £ 4,2 pg/ml, p = 0,38).

Discusion

Este estudio demuestra, que la terapia celular realizada a
través de la inyeccién intracoronaria de células mononucleares
derivadas de la médula ésea autéloga es viable, segura y
parece ser efectiva en pacientes con IC avanzada causada
por EC.

En esos pacientes seleccionados con IC grave, estable y
tratados adecuadamente, el procedimiento fue bien tolerado
y no se observaron arritmias, danos agudos en el miocardio o
deterioracion de la funcién cardiaca después de la inyeccién
de células en las arterias coronarias. Ese hallazgo es muy
importante, si tenemos en cuenta estudios anteriores que
utilizaron células tronco del musculo esquelético (células
satélite), en que hubo cuestionamientos respecto del
desarrollo de arritmias en pacientes que se sometieron a ese
tipo de terapia celular®?*.

Pese a estar recibiendo tratamiento optimizado en dosis
adecuadas, la CF de los pacientes y su CV, estaban gravemente
comprometidas. Sin embargo, se detectaron consistentes
mejorfas en varios pardmetros evaluados. La CV mejor6 de
manera consistente, como qued6 ejemplificado por medio
de la evaluacion hecha en el cuestionario de Minnesota,
reflejando no solo, los pardmetros referentes a la disnea, sino

1400 1
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Fig. 6 - Niveles de MMP-2 antes y después de 6 meses de tratamiento con
CMO (Wilcoxon, p = 0,003).
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también los aspectos emocionales, psicoldgicos, econémicos
y profesionales. Eso también vale con relacion a las variables
mas objetivas, como la distancia recorrida durante el test de
esfuerzo de 6 minutos, que mide la capacidad de ejercicio
a niveles subméximos. De acuerdo con las variaciones antes
mencionadas, se registré una mejorfa significativa en la CF
evaluada a través de la clasificacién de la NYHA.

Los aumentos en la FEVI fueron similares a los descritos
en estudios anteriores. Dos revisiones recientes sistemdticas y
meta-analisis sobre terapia celular intracoronaria, mostraron
que ese tipo de terapia trae como resultado un aumento
modesto, aunque sea significativo, de la FEVI, cuando se
le compara con los controles (3% a 4%)>*. En el presente
estudio, la FEVI promedio aumenté un 5%, correspondiendo
a aproximadamente un 20% del aumento relativo, ya que la
FEVI de nuestros pacientes era significativamente mas baja.
Si un pequeno aumento en la FEVI tiene importancia clinica,
es un tema relevante. La mayorfa de las intervenciones que
reducen la mortalidad en cardiologia, no aumenta la fraccion
de eyeccion de forma ostensible. Los mecanismos que
subyacen a la mejoria en el desempefio ventricular son una
cuestién que todavia queda por debatir. Hay datos recientes
que indican que las células derivadas de la médula ésea
adoptan caracteristicas hematopoyéticas maduras*?®. Otro
mecanismo propuesto es que el TCMO puede ejercer efectos
antiapoptéticos paracrinos, induciendo a modificaciones en
el ambiente inmune®.

Teniendo en cuenta la muy conocida dificultad en
controlar la hiponatremia con el tratamiento usual, es digna
de destaque la observacién sobre la normalizacién del sodio
sérico en este estudio®®*'. El mecanismo de correccién parece
ser independiente del nivel de estimulos de vasopresina,
considerando que los niveles séricos de vasopresina
permanecieron elevados y que esas observaciones necesitan
ser evaluadas en otros estudios.

Un hallazgo interesante de nuestro estudio fue el
comportamiento de los niveles de BNP. Los niveles basales
de BNP estaban elevados, aunque si se tenia en cuenta la
gravedad de la IC, se esperaria que estuviesen todavia mas
altos®>3. De cierta forma y sorprendentemente, vimos que,
pese a la consistente mejorfa clinica observada a través de
varios parametros, sus niveles no se redujeron de forma
equitativa. Existe alguna documentacion demostrando que,
ocasionalmente, y en ventriculos gravemente comprometidos,
el nivel de BNP puede no aumentar como se espera®. Los
mecanismos considerados en esa situacion pueden incluir un
posible agotamiento de los cardiomiocitos en producir el BNP
Continuando en la misma linea de razonamiento, tal vez lo
que hayamos visto esté de alguna forma relacionado con algtn
grado de regeneracién de cardiomiocitos, reestableciendo
su capacidad de producir BNP, a pesar de la mejoria clinica
parcial. Sin embargo, no podemos excluir la posibilidad de
la regeneracion de otros componentes celulares que hayan
contribuido para ese hecho*.

Se conoce que la inflamacién tiene un papel principal
en la patogénesis de la EC®. Pero en nuestro estudio, los
biomarcadores inflamatorios no indicaron alteracién en la
respuesta al TCMO. Ese hallazgo indica que la terapia celular
no surtié efecto sobre los mecanismos de inflamacién o
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que otras fuentes de hiperproduccion de esas sustancias no
se afectan por la técnica utilizada. Es interesante registrar,
también, que los niveles de MMP-2 aumentaron después del
TCMO, lo que puede correlacionarse con el aumento del
recambio (turnover) del coldgeno®**”.

Considerando las caracteristicas del presente estudio pionero
de fase 1, la eficiencia del procedimiento debe ser evaluada
dentro de una visién mas adecuada, y lo ideal es que incluya
a un grupo controlado por placebo para fines de comparacion.

De cualquier manera, hemos demostrado en seres
humanos con IC avanzada causada por Enfermedad de
Chagas, el uso potencial de una nueva forma de terapia que
necesita ser confirmada por medio de observaciones futuras®.
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