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RESUMEN

Ensayo clinico cuasiexperimental sobre la movilizacion de
células madre con el producto cubano LeukoCIM (factor
estimulador de colonias de granulocitos) o su similar
Herbervital (Filgastrin) en 10 pacientes operados de revas-
cularizacion miocardica que presentaron en su evolucion
infarto perioperatorio. Se realizé movilizacion de células
madre con factor estimulador de colonias de granulocitos
(FEC-G) en pacientes revascularizados quirtrgicamente
con Infarto Agudo del Miocardio Perioperatorio (IMAP)
a dosis de 10 ug x kg de peso divididas en dos subdosis
diarias, via subcutanea, por cinco dias; se repitio el mis-
mo esquema al mes. Se efectuaron recuentos sanguineos
e inmunotipificacion y se determiné el namero total de
CD34+ circulantes. A los tres meses se evalud el grado
de recuperacion funcional a través de la ganancia en la
fraccion de eyeccion. Todos los pacientes evolucionaron
favorablemente, sin complicaciones cardiacas. La ganancia
en lafraccion de eyeccion fue de 11% = 7.7 y se correlacio-
no de forma directa con el nimero de células madre CD34+
circulantes movilizadas con FEC-G (2.18% = 1.05). La
movilizacion de células madre con FEC-G fue factible y
segura en pacientes revascularizados por cirugia cardiaca
que presentaron en su evolucion infarto perioperatorio.
La posibilidad de que exista leucocitosis o trombocitosis
importante debe ser evaluada y tratada cautelosamente.

INTRODUCCION

Durante los altimos anos, son varios los
estudios que han mostrado la capaci-
dad de las células madre de médula ésea de
diferenciarse en células maduras de tejidos
especificos, tales como miocitos cardiacos y
células endoteliales. La aplicacion de esta
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ABSTRACT

Cuasi experimental Clinical trials about the stem-cells mo-
vilization by LeukoCim or filgastrin (Cuban recombinant
human granulocyte colony stimulating factor (G-CSF),
in 10 patients with an average age of 55.3 + 7.5 years
who had coronary artery bypass graft and later presented
postoperation myocardial infarction . The realized stem-cell
movilization using (G-CSF) granulocyte colony stimulat-
ing factor in patients who had a coronary artery bypass
graft with postmyocardial infarction (IMAP) at a doseye
of 10 ug/kg/day of body weight divided in two subdosages
daily, by means of subcutaneous for five days and repeated
the same routine a month later. Blood cell counts and in-
munophenotyping were done to asses the total number of
circulating CD34+ cells. At 3 months follow up functional
recovery was evaluated and defined as an increase in ejec-
tion fraction. The evolution of patients during the study
was without major complications. The gain in ejection
fraction was of 11% = 7.7 and correlated directly with
the total number of circulating CD34+ cells (2.18% =+
1.05). Stem-cell mobilization with G-CSF is a feasible and
safe treatment for patients with postoperative myocardial
infarction after coronary surgery. The possibility of leu-
cocytosis or trombocytosis during G-CSF administration
should be taken into account.

evidencia se ha visto reflejada en mdltiples
investigaciones. En su mayoria, se emplean
las células madre inyectadas directamente en
las coronarias, miocardio, o bien, estimula-
das desde la periferia;®'" en todos los casos,
fueron pacientes con infarto agudo del mio-
cardio, tratados previamente por angioplastia
en su mayoria. No existen estudios publicados
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donde se aplique la terapia con células madre
en el paciente operado de revascularizacién
miocérdica con infarto perioperatorio, a pesar
de la eficacia y seguridad de esta terapia y de
que existen pruebas crecientes de que la mo-
vilizacién de células madre al corazén y bajo
la influencia de factores del microambiente
de esta zona induce a su diferenciacién en
células cardiacas. Mediante la administracién
del factor estimulante de colonia granulocitico
(FEC-G), en seres humanos aumenta la mo-
vilizacién de células madre desde la médula
6sea (MO) hacia la periferia, lo cual favorece
la reparacién de las lesiones isquémicas y/o
necroéticas en el curso del infarto del miocar-
dio.’16 En el presente estudio, se muestran
los hallazgos de 10 pacientes operados de
revascularizacién miocdrdica con infarto pe-
rioperatorio, en quienes se evalug la eficacia y
seguridad de la estimulacién de células madre
con FEC-G, asi como la posible mejoria en la
funcién ventricular.

MATERIALES Y METODO
Tipo de estudio

Estudio prospectivo cuasiexperimental sobre la
movilizacién de células madre con el producto
cubano LeukoCIM (factor estimulador de co-
lonias de granulocitos) o su similar Herbervital
(Filgastrin), en pacientes revascularizados qui-
rdrgicamente que presentaron en su evolucion
un infarto perioperatorio.

La investigacion se llevé a cabo en el
cardiocentro del Hospital Clinico Quirdrgico
«Hermanos Ameijeiras», sito en San Lazaro
NiGm. 701 e/Belascoain y Marquez Gonzélez,
municipio Centro Habana, provincia La Haba-
na, en el periodo comprendido de enero de
2010 a septiembre de 2012.

Pacientes

Fueron estudiados 10 pacientes con diag-
nostico de cardiopatia isquémica revascu-
larizados quirtrgicamente con las técnicas
habituales y que presentaron en su evolu-
cién infarto perioperatorio —diagnosticado,
segln los criterios establecidos, por estudio
enzimético, ecocardiografia, cambios en el
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electrocardiograma y una alta sospecha cli-
nica— que aceptaron participar en un estudio
de factibilidad y seguridad sobre los efectos
de la movilizacién masiva de células madre
en el curso de un infarto perioperatorio. El
estudio fue aprobado por el comité ético
institucional. Todos los pacientes firmaron el
consentimiento para participar en el estudio.
Ninguno de ellos estaba descompensado
hemodindmicamente. Sélo en dos casos
hubo necesidad de doble antiagregacion
con aspirina y clopidogrel por policitemia
transitoria por FEC-G.

Movilizacién con FEC-G
y estudios de laboratorio

Se realiz6 la movilizacién de células progeni-
toras de médula 6sea hacia la sangre periférica
utilizando el FEC-G (Filgastrin o LeukoCIM) a
dosis de 10 pg x kg de peso divididas en dos
subdosis diarias, via subcutdnea, por cinco
dias. Se repiti6 al mes el mismo esquema. La
evaluacion final se realiz6 a los tres meses.

Se efectud determinacién de células madre
circulantes los dfas dos, cuatro y seis de cada
periodo estimulado con FEC-G. Asimismo, se
determiné la quimica sanguinea y el hemogra-
ma completo en cada muestra.

Para la cuantificacion de células madre en
la sangre periférica movilizadas con G-CSF,
se utilizé la citometria (BD FACScalibur) de
inmunofluorescencia de tres colores, em-
pleando los anticuerpos monoclonales CD45
conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) y CD34 conjugado con ficoeritrina
(RPE) como marcadores de superficie en la
deteccion y fenotipaje de células madre he-
matopoyéticas. Las lecturas se realizaron en
equipo (FACScan) en el Instituto Pedro Kouri
(IPK) y el Centro de Inmunologia Molecular
(CIM) de Cuba.

Las células fueron cosechadas y analizadas
en el citometro de flujo FACScalibur utilizando
el programa Cell-Quest (Becton-Dickinson).
Para distinguir las poblaciones de células he-
mopoyéticas de los eritrocitos y de los residuos,
se utilizaron las senales esparcidas delanteras
y laterales.

El fenotipo de las células madre y la activi-
dad proliferativa de las mismas en circulacién
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periférica se determiné mediante la expresién de los
marcadores CD45 FITC /CD34 RPE.

Estudio estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizaron los
programas SPSS 15.5 y Epidat 2.3 para Windows.

Las variables en estudio fueron expresadas en sus
respectivas medidas de resumen: nlimeros y porcentajes
para las cualitativas y media y desviacion estandar para
las cuantitativas.

Para definir si luego de la utilizacién de factor esti-
mulador de colonias se movilizaron células madre en la
periferia, se utilizé el valor de referencia 0.1 con la prueba
T de Student para una muestra.

En el caso de comparar dos muestras cuantitativas,
utilizamos el test no paramétrico U de Mann Whitney y
Krusskal Walis para tres muestras cuantitativas.

Se realiz6, ademds, correlacién lineal de Pearson para
muestras asociadas.

Se trabajo, en todos los casos, para un nivel de confian-
za de 95%, prefijandose una zona critica o de rechazo de
0.05 (valor a), de forma tal que la significacion estadistica
estuvo en funcién del valor de probabilidades (p). A (p <
0.05) existi6 significacion estadistica.

RESULTADOS

Caracterizacién demogréfica, clinica
y quirargica de los pacientes:

De un total de 10 pacientes, nueve son hombres y una,
mujer; el promedio de edad se encuentra en 55.3 = 7.5
anos. Durante la revascularizacién miocardica, se empleé
la arteria mamaria izquierda en 100% de los casos, la vena
safena en 90% y las arterias mamaria derecha y radial en
30y 20%, respectivamente.

Cincuenta por ciento de los casos recibieron cuatro
0 mdas anastomosis aortocoronarias, 40% recibieron tres
anastomosis, sélo un caso dos anastomosis, para una media
de 3.4 = 0.8 puentes por pacientes.

La enfermedad de cuatro o mas vasos predominé en
la muestra para 80% del total, la enfermedad significativa
del tronco coronario izquierdo estuvo presente en 60%
de los casos.

Durante la revascularizacién miocardica se empleé
como método de proteccién miocérdica la cirugia a
corazon latiendo en 60% de los casos, la circulacion ex-
tracorpérea con paro anéxico en 30%, y solo en un caso
se utiliz6 la asistencia de circulacion extracorpérea con
corazon latiendo.

Hallazgos de laboratorio

Cien por ciento de los pacientes presentaron leucoci-
tosis tanto en la primera semana como al mes con la
movilizacién de células madre con FEC-G (leukoCIM
o Herbevital), con un promedio de 41y 39 x 10%/L de
conteo global de leucocitos, respectivamente; esta eleva-
cién fue transitoria. Posteriormente a la culminacién del
tratamiento, las cifras se normalizaron en las siguientes
48 horas. En dos casos se tuvo que suspender una dosis
por cifras de leucocitos mayor que 70 x 10%/L.

La trombocitosis aparecié en 80% de los pacientes,
especificamente durante la movilizacién en la primera
semana con un valor promedio de 430 x 10%/L de conteo
de plaquetas, que por su severidad requirié en dos de
los casos doble antiagregacion (aspirina y clopidogrel);
esta elevacion fue transitoria y alcanzé cifras normales
al terminar el uso del FEC-C.

El cuadro I muestra los resultados de la movilizacion
de células madre (CD34+).

La prueba T de Student para cada una de las muestras
en relacion con el valor de prueba 0.1% fue significativa,
en cada caso con p = 0.0332.

La correlacién de Pearson entre ambas muestras en
relacién con el valor de prueba 0.1% fue significativa,
con un valor de p = 0.00275.

La aplicacién de la prueba de Mann-Whitney expresa
que no existen diferencias significativas entre ambas
muestras, con valor de p = 0.877.

Determinantes de recuperacion funcional

La mejoria en la FE durante las etapas evaluadas fue
significativa (p = 0.006) desde la caida de las mismas
durante el Infarto Agudo del Miocardio Perioperatorio
(IMAP), como en la recuperacién a los tres meses. Estos
datos pueden verse de manera mas comprensible si se
analiza el cuadro 1.

Cuadro I. Relacidn de células madre movilizadas (CD34+)

en sangre periférica durante la primera semana
y al mes con FEC-G.

Células madre
movilizadas Minimo  Méximo  Media

(CD34+) % % % Desv. est

Primera semana 0.98 5.23 2.20 1.05
Primer mes 1.32 5.81 2.18 1.05
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Cuadro I1. Distribucion de la fraccion de eyeccion promedio

por etapas con su desviacion estandar correspondiente.

Fraccion de eyeccion
IMAP
Preoperatorio  (1a Ssemana) 3 meses
Media 60% 42% 53%
Desv. est 7 1 8

Durante el IMAP, el 20% de los pacientes presenté
disfuncién sistélica moderada y otro 20% disfuncion sis-
télica severa, cabe destacar que en su evolucion posterior
(3 meses) no existen pacientes en estas dos categorfas, lo
que demuestra una mejoria evolutiva.

La mejoria evolutiva de la FE fue de 11% + 7.7 al
cabo de los tres meses, como promedio.

En dos de los casos se mantuvo la FE de igual forma
que en el IMAP a los tres meses, sin disfuncién sistélica
alguna.

DISCUSION

No existen estudios en Cuba dirigidos a la terapia
con FEC-G en el IMAP, ni en los pacientes con infarto
miocérdico agudo tratados convencionalmente, como
tampoco consta que se haya aplicado tratamiento
alguno con células madre por cualquier método. En
nuestro centro se realizé un ensayo clinico desde junio
de 2004 a julio de 2005, en el cual a los pacientes con
cardiopatfa isquémica seleccionados se les realizé mi-
nitoracotomfa izquierda y se les inyecté FEC-G en area
infartada sin revascularizacién miocardica (cédigo 1G/
VEGFIC/CI/0301); de un total de 10 pacientes a realizar
el proceder, sélo se les aplico el tratamiento a seis, ya que
fallecieron dos de ellos (relacionado con la cirugfa, no
con la administracién del FEC-Q). Se finaliz6 el estudio.
En materia de tratamiento con estimulacién miocérdica
de células madre, es lo mas cerca que ha estado la ci-
rugia cardiovascular de nuestro pais al respecto. En este
estudio se demuestra la factibilidad y la seguridad de la
movilizacién de células madre en pacientes con IMAP
y se sugiere que el tratamiento con FEC-G podria llegar
a influir en la recuperacion funcional.

El concepto de regeneraciéon miocardica tras el infar-
to miocdrdico agudo mediante movilizacion de células
madre fue demostrado por Orlic y colaboradores'” en un

modelo experimental en ratas. De igual forma, también
se ha demostrado en primates que la movilizacién celular
mediante factores hematopoyéticos de crecimiento pro-
mueve la angiogénesis del miocardio infartado.'®

En el periodo comprendido de 1985 a 2004, en nues-
tro servicio la media de anastomosis aortocoronarias por
paciente era de 2.72,'% comparativamente menor que
en el estudio. De enero de 2007 a diciembre de 2010,
la media de puentes asciende a 2.9.20

El niimero de pacientes operados sin CEC con IMAP
en su evolucién corresponde al doble de los pacientes
operados con CEC. De forma general, la menor per-
meabilidad a largo plazo del injerto, la imposibilidad de
lograr una revascularizacién completa, la oclusion mas
rapida de los puentes venosos, junto a una mayor tasa
de reintervenciones, contintian siendo debilidades de la
variante sin CEC para muchos autores.?'-23

John Radcliffe realiz6 un trabajo en el Hospital de
Oxford, sin encontrar diferencias en el fallo del injerto
para ambas técnicas.?* Desde el afio 2004, Natacha
Khan publicé una mayor permeabilidad de los injertos a
los tres meses a favor de la revascularizaciéon con CEC.23
Takagi H. asoci6 un incremento de 27% en la incidencia
de oclusién de puentes, a expensas de una peor permea-
bilidad de los hemoductos venosos.?? El estudio ROOBY
vino a afianzar lo descrito en los dos Gltimos trabajos con
su demostracién de permeabilidad de los injertos a largo
plazo en beneficio de la cirugia en bomba; sus principales
deficiencias fueron la presencia de cirujanos con menos
de 120 casos operados y las poblaciones de riesgo bajo
e intermedio.?

Sin duda, sigue siendo una polémica interesante,
aunque para obtener los beneficios de la cirugia sin
bomba es necesario cumplir con indicadores de buen
entrenamiento: destacan la reduccién del tiempo de
anastomosis por debajo de 10 minutos, el bajo indice
de reconversion (< 3%) y la permeabilidad del injerto.?

Se utilizaron en el estudio 2 FEC-G de produccion
nacional: Leukocim (Centro de Inmunologia Molecular,
CIMAB SA, La Habana) y Hebervital (Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia, HeberBiotec SA, La Habana),
se comenzé el estudio y gran parte de la estimulacién
con Leukocim, y en tres ocasiones —por no disponer de
éste—se empled el Hebervital. Estos factores estimuladores
mostraron resultados similares durante su uso clinico, lo
que es de gran importancia para su empleo terapéutico
y comercial. Esto pudiera constituir un pilar fundamental
en la economia nacional, ya que estos factores, aunque
altamente costosos, son de gran demanda a escala inter-
nacional.? En el estudio comparativo de la actividad de
dos factores estimuladores de colonias de granulocitos
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de produccién nacional (Hebervital y Leukocim), se le
suministré a cada paciente por via subcutanea una dosis
total de 40 pg/kg distribuidos en cuatro subdosis de 10
ug/kg, administrados cada 12 horas. El promedio de CD
34+ fue 1.49%. Los valores promedio de estas células,
de acuerdo con el FEC-G empleado, reflejaron: Heber-
vital 1.48%; Leukocim 0.66%; y Neupogen (control)
1.84%, sin que se encontraran diferencias significativas
entre ellos (p = 0.166);%” promedios éstos inferiores a
nuestro estudio, pero justificado por el hecho de que se
les administré la mitad de la dosis que usamos de FEC-
G, pero demuestran la movilizacién de células madre
aun cuando los pacientes no tengan la misma condicion
clinica; constituye una evidencia irrefutable de la eficacia
de los farmacos empleados.

Independientemente del uso de FEC-G, la demos-
trada eficacia de los farmacos empleados en el manejo
terapéutico (todos los pacientes recibieron los farmacos
necesarios sin restricciones) y la mejoria natural evolutiva
del atontamiento miocéardico hacen posible que la dife-
rencia entre las funciones sist6licas sea significativa (p =
0.006) tanto en la caida de las mismas durante el IMAP,
como en la recuperacion a los tres meses.

CONCLUSIONES

La movilizacion de las células madre con FEC-G es un
tratamiento factible y seguro para intentar la regenera-
cién miocardica en pacientes revascularizados quirtrgi-
camente con IMAP. No obstante, la posibilidad de que
se produzca trombocitosis y/o leucocitosis importante
debe tenerse en cuenta en el diseno de futuros estudios
al respecto.
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