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Resumen

El trasplante de células con capacidad miogénica es una estrategia experimental de medicina
regenerativa. Explorada en sus comienzos como una herramienta terapéutica en el manejo de
miopatias, su extrapolacion al tratamiento potencial del infarto de miocardio cobra hoy
mayor expansion. El presente trabajo, basado en la bibliografia y en la experiencia del autor
durante mas de una década dedicada a la investigacion clinica y preclinica en ese terreno,
pretende realizar una breve puesta al dia de un tema que puede cobrar gran importancia en
la medicina del presente siglo.
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Introduccion

El trasplante de células miogénicas implica el implante en
un organismo de células capaces de formar musculo es-
triado. Es una estrategia en fase experimental destinada
en su mayor parte al tratamiento de patologias del miscu-
lo esquelético y cardiaco. Los estudios mas numerosos
realizados a nivel preclinico y clinico se han focalizado
esencialmente en el tratamiento de dos entidades, y en
cllas se centrara el presente trabajo: las distrofias muscu-
lares (fundamentalmente las recesivas o ligadas al cromo-
soma X)) y el infarto de miocardio®. Otras afecciones
podrian agregarse a las anteriores, si bien hasta ahora han
merecido pocos estudios®”. Sin embargo, corresponde
destacar la incontinencia urinaria por deficiencias del es-
finter externo, tanto por su frecuencia como por el hecho
de que ha merecido ya algun ensayo clinico®.

El uso del trasplante de células miogénicas en medici-
na fue propuesto en 1978 por Partridge, Grounds y Sloper,
quienes sugirieron que “en pacientes portadores de
miopatias hereditarias recesivas, la funcién muscular po-
dria ser restaurada si se lograra que mioblastos normales
fusionaran con las fibras musculares patologicas™®. Es-
tos autores se referian al implante de mioblastos, las cé-
lulas mononucleadas precursoras del musculo esquelé-
tico.

Trasplante de células en el musculo esquelético

Las propiedades potencialmente utiles del trasplante ce-
lular para el tratamiento de patologias del musculo esque-
Iético son tres: inducir la sintesis de proteinas terapéuti-
cas en las fibras musculares, regenerar tejido contractil, y
reponer la poblacion de células madre.

1) Sintesis de proteinas terapéuticas. Al integrarse las
células trasplantadas a las fibras musculares del receptor,
la coexistencia de nucleos del donante y del receptor en
un mismo sincicio determina que se sinteticen alli protei-
nas de ambos origenes. Por este mecanismo, estas fibras
musculares “hibridas” pueden producir la proteina cuyo
déficit genético causaba una miopatia. En la distrofia mus-
cular de Duchenne, miopatia degenerativa de origen ge-
nético ligada al cromosoma X, los pacientes sufren una
pérdida muscular progresiva debida al déficit de distrofina,
una proteina asociada a la membrana celular. Nuestro equi-
po demostrd recientemente que mediante la inyeccion
intramuscular de mioblastos de donantes normales, utili-
zando la técnica desarrollada por el autor, se obtenia
sistematicamente la sintesis de la distrofina del donante
en fibras musculares de estos pacientes’ (figura 1 C a
H). Los niveles de correccion molecular en nuestros ensa-
yos clinicos variaron de 3% a 34,5% del tejido muscular en
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los sitios inyectados con mioblastos normales. Estos por-
centajes dependieron esencialmente de: (a) variables téc-
nicas en la inyeccion de las células; (b) la calidad de las
mismas, y (c) la presencia o no de rechazo inmunoldgico.

2) Generacion de nuevo tejido contractil. La capacidad
de los mioblastos de raton para reconstituir el tejido mus-
cular fue observada en casos de destrucciéon muscular
aguda, severa e irreversible!*'". En nuestra experiencia
clinica hemos observado neoformacion de fibras muscu-
lares, si bien pequefias, en pacientes que recibieron in-
yecciones intramusculares de mioblastos normales”. Esta
propiedad se intenta explotar clinicamente para el trata-
miento de la incontinencia urinaria por deficiencias del
esfinter externo de la uretra?. El principio de este trata-
miento consiste en reforzar el esfinter mediante el
autotrasplante de células miogénicas cultivadas a partir
de una biopsia muscular realizada al propio paciente. Un
ensayo clinico preliminar reporté mejoras de la inconti-
nencia urinaria en cinco de ocho mujeres tratadas de este
modo, una de las cuales logré continencia total®,

3) Reposicion de células madre. Estudios en ratones
mostraron que los mioblastos trasplantados dan origen
también a células satélite, las células madre especificas
del musculo esquelético™!'¥, Nuestra experiencia clinica
también sugiere que la misma propiedad ocurriria en el
humano”,

Tipos celulares para el trasplante

Una célula apta para trasplante puede ser una célula dife-
renciada o un precursor con la capacidad para diferenciar-
se en aquella. En el musculo esquelético, los elementos
diferenciados del parénquima no son aptos para el tras-
plante: las fibras musculares son largos sincicios posmi-
toticos que no pueden ser proliferados en cultivo, ni aisla-
dos o implantados en forma adecuada. Lo mas apropiado,
entonces, es utilizar una célula precursora.

Células progenitoras del musculo esquelético

El musculo esquelético es uno de los tejidos altamente
diferenciados que poseen capacidad regenerativa. Ello es
posible gracias a la existencia de progenitores especifi-
cos: las células satélites (figura 1 Ay B). Las células saté-
lites permanecen quiescentes en la periferia de las fibras
musculares hasta que estas sufren un dafio; en ese mo-
mento se activan y dividen generando mioblastos, los
cuales proliferan y se fusionan para formar miotubos, ele-
mentos multinucleados alargados que aumentan de volu-
men hasta reconstituir las fibras musculares. Las células
satélite son consideradas células madre, ya que se divi-
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Figura 1. Para el trasplante de mioblastos en estudios preclinicos y clinicos, estas células son obtenidas a partir
del aislamiento enzimatico de las células madre especificas del musculo esquelético: las células satélite (A y B).
En la clinica es posible producir 17 x 10" mioblastos en cultivo a partir de una biopsia muscular de 1 gramo

(C: mioblastos humanos en cultivo). Las imagenes “D” a “H” ilustran la técnica y los resultados de nuestro recien-
te ensayo clinico de fase | de alotrasplante de mioblastos normales en pacientes con distrofia muscular de
Duchenne, destinado a verificar la expresion de distrofina luego del implante celular en un volumen reducido

(1 cm?®) de musculo. “D” ilustra el resultado de una citometria de flujo realizada en un cultivo celular previo al
trasplante: 95% de las células son miogénicas como lo revela la expresion del antigeno de superficie CD56.

En “E”, el autor realiza manualmente un implante de mioblastos por inyecciones multiples en 1 cm?® del musculo
tibial anterior de un paciente, utilizando una jeringa de precision de forma de administrar sélo 10 uyl de suspensién
celular por trayectoria de inyeccion y una aguja fina (25-27 G), cuyo largo es escogido segun la estimacion del
espesor de la piel mediante ecografia. “F” muestra la region de inyeccion celular percutanea multiple en el
postoperatorio inmediato. La region es identificada inmediatamente con lapiz dermografico a efectos de realizar
una biopsia en el musculo subyacente un mes mas tarde. “G” muestra la seccién histolégica transversal de la
biopsia muscular realizada en la region que recibiera el injerto de mioblastos, tefiida con hematoxilina-eosina.
Son evidentes las alteraciones de la distrofia muscular de Duchenne: pérdida de fibras musculares (cuyo tamafo
es muy variable) con infiltracion de tejido adiposo vy fibrosis. La regidn circunscripta por el rectangulo es mostrada
en “H” en una seccion paralela en donde se realizé inmuno-deteccion por fluorescencia de la distrofina (la
distrofina se localiza en la membrana de las fibras musculares, razén por la cual la fluorescencia dibuja el contor-
no de las fibras musculares en las cuales esta proteina es sintetizada); 26% de las fibras musculares en la
region trasplantada de este paciente expresan la distrofina proveniente de las células del donante. Las barras
corresponden a 0,5 mm (G) y 200 ym (H)
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den en forma asimétrica’>!%, es decir, al dividirse generan
elementos diferenciados al tiempo que mantienen el pool
de células madre.

Para la medicina regenerativa, la importancia de las
células satélite reside en tres hechos: (a) se obtienen de
un tejido accesible por un sencillo procedimiento bidpsico;
(b) pueden ser aisladas facilmente mediante métodos es-
tandar de cultivo celular, y (¢) proliferan facilmente in vitro
como mioblastos (figura 1 C y D), manteniendo un fenoti-
po constante y pudiendo producir millones de células mio-
génicas en relativamente poco tiempo.

Células de la médula 6sea

Dos tipos celulares de la médula d6sea han sido rotulados
como cé¢lulas madre: las células madre hematopoyéticas y
un grupo de células estromales definidas como células
madre mesenquimatosas. Si bien se report6 la diferencia-
cion de células estromales en células musculares!”'® la
experiencia del autor en primates no humanos fue negati-
va®", La observacion en cuanto a que células circulantes
derivadas de la médula 6sea fusionaban ocasionalmente
con fibras musculares despertd cierta expectativa en el
uso potencial de esta técnica para el tratamiento de las
distrofias musculares"”?”, pero luego se confirmo en ra-
tones®?, perros® y pacientes® con distrofia muscular,
que este fendmeno era irrelevante, observandose, respec-
tivamente, apenas 0,25%, 0% y <1% de fibras musculares
con correccion del defecto molecular. La especulacion
sobre que el mismo era debido a células madre circulantes
fue puesto en jaque por experimentos que lo explicaban
meramente por la fusion ocasional de monocitos o macro-
fagos en las fibras musculares en regeneracion®?.

Mesoangioblastos

En los tltimos afos, un equipo italiano publicé resultados
sorprendentes mediante el uso de una nueva célula a la
cual se denomind mesoangioblasto®+%, En ratones con
distrofia muscular se corrigio el defecto molecular en mas
de 50% de las fibras musculares luego de inyecciones
intraarteriales de mesoangioblastos de ratones norma-
les®®. En perros con distrofia muscular, las inyecciones
intraarteriales de mesoangioblastos normales corrigieron
el defecto molecular en 4% a 70% de las fibras musculares,
dependiendo del animal y del mtsculo analizado, repor-
tandose ademas mejoras en la motricidad®. Algunos au-
tores, sin embargo, cuestionan la validez de la mejoria cli-
nica de los animales, que podria deberse a la inmunosu-
presion®?, y quedan por determinar las potenciales con-
secuencias en otros 6rganos de una administracion sisté-
mica de grandes cantidades de células.
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Via del trasplante celular

Tras definir una célula apropiada para el trasplante, se
debe determinar la técnica de implante. El desafio es im-
portante para el musculo esquelético, ya que constituye
cerca de 40% del peso corporal. Dos vias son tedricamen-
te posibles: local e intravascular.

Implante local

Si bien es el método mas frecuente, su limitante es que las
células inyectadas se integran esencialmente a las fibras
musculares vecinas al sitio de inyeccion, fendmeno des-
cripto por el autor en primates no humanos®? y en pa-
cientes. Ello impone una cantidad elevada de inyeccio-
nes para lograr una incorporacion significativa de las cé-
lulas injertadas. Experimentalmente se ha intentado expan-
dir la fusion de los mioblastos implantados mediante di-
versas técnicas. El uso intramuscular de sustancias
miotodxicas es eficaz en roedores®?, pero no siempre re-
producible en primates no humanos®*3?, Inhibir la proli-
feracion de las células satélite del receptor mediante radia-
cion ionizante favorece la participacion de las células tras-
plantadas en ratones®'*?, Estrategias de terapia génica
ex vivo, como la modificacion genética de los mioblastos
para inducir la secrecion de enzimas que degradan la ma-
triz extracelular®, no han logrado, en nuestras manos,
mejorar los injertos en primates no humanos®?. Dado que
por el momento no se ha conseguido extender la integra-
cion de las células implantadas mas alla de los sitios de
inyeccion utilizando técnicas aplicables en la clinica con
un adecuado margen riesgo/beneficio, el autor ha consi-
derado necesario mejorar técnicamente el implante celular
mediante el uso de dispositivos que aceleren, faciliten y
sistematicen la inyeccion intramuscular repetitiva de célu-
las. Con esa finalidad, hemos adaptado dispositivos ma-
nuales existentes para otros fines (reparto fraccionado de
pequedias cantidades de liquido en laboratorio)®® y, en
una segunda etapa, desarrollado dispositivos con cierto
grado de automatizacion, disefiados especificamente para
el implante celular repetitivo®®. También hemos propues-
to, como estrategia de futuro, el desarrollo de dispositi-
vos de implante robotizados, programables seglin un ana-
lisis imagenologico de las regiones a inyectar®7%),

Administracion intravascular

Dado el volumen del musculo esquelético y la inaccesibi-
lidad de algunos lugares para inyecciones percutaneas, el
trasplante se beneficiaria de una distribucion intravascu-
lar. Las unicas células en las que se ha reportado una
capacidad para incorporarse eficientemente a las fibras
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musculares a partir de una inyeccion intravascular son las
mesoangioblastos®2%. Hasta ahora, sin embargo, este re-
sultado no ha sido reproducido por grupos independien-
tes.

Supervivencia del trasplante celular

La supervivencia de las células trasplantadas deviene en
el tercer factor en el éxito del injerto. Puede verse afectada
por factores a corto o largo plazo.

Supervivencia a corto plazo

Dejando de lado el rechazo hiperagudo (habitualmente
evitado por la deteccidon de anticuerpos antidonante en el
receptor), la supervivencia inmediata del trasplante celu-
lar puede verse perjudicada por fendmenos que no estan
presentes en el trasplante de 6rganos, como la anoikis®”,
un mecanismo de apoptosis activado por la pérdida de
contacto entre la célula y su sustrato. Por otro lado, si las
células implantadas proliferan la mortalidad puede com-
pensarse”. Existe consenso en cuanto a que en el tras-
plante de precursores musculares un porcentaje aprecia-
ble de las células implantadas muere en los primeros tres
dias. En nuestras experiencias en ratones, esa muerte ce-
lular, evaluada con un marcador radioactivo, vario de 70%
en el trasplante de células de cultivos primarios a 97% en
el trasplante de células clonadas y modificadas genética-
mente“?, El autor fue el primero en mostrar evidencias de
apoptosis y necrosis en las células injertadas en el perio-
do inmediato postrasplante“” (figura 2). Este fendémeno
no compromete el injerto debido a que no todas las célu-
las mueren y a que la proliferacion compensaria la mortali-
dad en forma parcial®? o total“?,

Este proceso de muerte precoz no esta aiin bien carac-
terizado y existen controversias sobre sus causas. Algu-
nas observaciones en ratones llevaron a que nuestro gru-
po postulara como causa la reaccion inflamatoria“?, aun-
que un estudio posterior pareceria refutar esta hipotesis“?,
sugiriéndose incluso que los macréfagos podrian tener
un efecto protector en los mioblastos trasplantados“®.
Recientemente, el autor demostrd la importancia de la is-
quemia en las acumulaciones intratisulares que forman
células implantadas“. Sélo una faja periférica de 100 a
200 pum se beneficia de la difusion de oxigeno y nutrientes
a partir del tejido receptor, mientras que las células situa-
das en el centro mueren (figura 3). Este fenomeno limita el
ntmero de células que pueden implantarse por inyec-
cion directa en un unico sitio: los implantes de 1 x 10, 3
x 10%, 10 x 10°y 20 x 10° de células presentaron, respecti-
vamente una media de 2%, 9%, 41% y 59% de necrosis
isquémica™,
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Supervivencia a largo plazo

Eltinico factor que parece comprometer la supervivencia
a largo plazo del injerto celular es el rechazo agudo, pre-
sente en condiciones alogénicas. El rechazo agudo de las
fibras musculares hibridas en condiciones de
inmunosupresion inadecuada fue descripto por el autor
en primates no humanos®®?? y en pacientes que recibie-
ron alotrasplantes de mioblastos!” (figura 4). Los medios
actuales o potenciales para evitar el rechazo agudo son la
inmunosupresion, el desarrollo de tolerancia inmunologica,
y el autotrasplante.

Inmunosupresion. La eleccion de protocolos de inmuno-
supresion debe ser cuidadosa, pues algunos farmacos
pueden tener efectos nocivos sobre las células implanta-
das. Un ejemplo es la ciclofosfamida, usada en un ensayo
clinico preliminar de trasplante de mioblastos“?, la cual
eliminaria las células trasplantadas en la medida en que
estas proliferen®”. La ciclosporina, si bien fue usada en
ratones!'**®), posee propiedades que pueden afectar el éxito
del injerto: inhibe la fusion de mioblastos in vitro“?, inter-
fiere con su diferenciacion®® y puede inducir su
apoptosis®?. El micofenolato mofetilo inhibe la fusion in
vitro de los mioblastos de raton®", aunque no parece afec-
tar el resultado del injerto en macacos®”. Los mejores alo-
injertos de mioblastos en el raton fueron obtenidos por
nuestro grupo usando tacrolimus®’. Esto llev a que lo
probaramos con éxito en macacos®*3? y que se convirtie-
ra en nuestro inmunosupresor de eleccion para ensayos
clinicos.

Tolerancia inmunologica. Eludir el rechazo preservando
la inmunidad contra patdégenos y tumores, asi como evitar
los efectos adversos de los inmunosupresores, €s un ob-
jetivo primordial de la investigacion en trasplantes. Aun-
que el trasplante de células miogénicas presentaria pro-
blemas especificos para el desarrollo de tolerancia
inmunoldgica periférica o central®?, podria ofrecer otras
soluciones si fuera posible manipular las células ex vivo
para reducir su inmunogenicidad®®. Un estudio en el cual
se modificaron genéticamente mioblastos para que expre-
saran HLA-G (molécula que interviene en la tolerancia
materna hacia el feto) mostré que estos eran capaces de
resistir a la lisis por linfocitos activados®?.

Autotrasplante. Una forma de evitar la histoincompatibili-
dad es el uso de células del propio paciente, manipuladas
in vitro para corregir el defecto genético. El principio fue
probado en ratones por nuestro equipo y otros, trasplan-
tando mioblastos de ratones o pacientes con distrofia
muscular, previamente corregidos ex vivo®>*®, También
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| Detecmon de muerte celular

Deteccion de apoptosis

Desmlna

Caspasa 3 activa

Figura 2. Deteccion de mortalidad precoz entre las células implantadas, utilizando inmuno-fluorescencia, en
secciones histologicas de musculos de ratdn que recibieron alotrasplantes de mioblastos. Los asteriscos indican
secciones transversales de fibras musculares. En “A” la fluorescencia del yoduro de propidio revela los nucleos
celulares de una acumulacién intramuscular de mioblastos, seis horas luego de su injerto. EI marcado con
técnica de TUNEL (ferminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labeling)
en la misma seccion (B), revela que varios nucleos presentan fragmentacion de acido desoxirribonucleico (ADN)
(nucleos fluorescentes) y corresponden por lo tanto a células muertas. En “C”, otra acumulacion intramuscular de
mioblastos es revelada con un anticuerpo antidesmina entre las fibras musculares. El uso en la misma seccion
de un anticuerpo que revela la caspasa 3 activa, una proteina presente durante la apoptosis (D), muestra que
algunos mioblastos estan en proceso de apoptosis (flechas). Las barras corresponden a 50 ym

hemos demostrado la viabilidad de la estrategia en
macacos®”, importante para la extrapolacion al hombre.
Esta tactica, sin embargo, deja la posibilidad de un rechazo
alargo plazo por incompatibilidad de antigenos menores (el
producto del transgen incorporado en las células)©®®.

Tumorigenicidad del trasplante celular

Un riesgo potencial del trasplante de células con capaci-
dad proliferativa es la formacion de neoplasmas. Este ries-
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go es mayor en el caso de cultivos que puedan dar origen
a lineas celulares continuas o en células donde una mani-
pulacion genética pueda activar oncogenes. En el raton,
por ejemplo, se observaron rabdomiosarcomas tras el tras-
plante de lineas continuas de células miogénicas!'*”. Si
bien no se ha reportado formacion de tumores tras el tras-
plante de mioblastos obtenidos de cultivos primarios,
nuestro equipo considera prudente excluir la tumorigeni-
cidad de las células a trasplantar en pacientes, observan-
do su comportamiento in vivo. Las células son trasplanta-
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Figura 3. Secciones seriadas de un musculo de un mono Rhesus en el cual se alotrasplantaron 20x108 mioblas-
tos, en un solo sitio de inyeccion, el dia previo. Las secciones fueron coloreadas con hematoxilina-eosina (para
observar la estructura del tejido) y NADH (nicotinamida-adenin-dinucledétido reducida, para diferenciar las células
viables de las no viables). La acumulacion de células implantadas se indica entre puntas de flechas en ambas
imagenes. La hematoxilina-eosina la muestra como una densa acumulacion de células mononucleadas entre los
fasciculos de fibras musculares (A). Con la deteccion de NADH (B), se observa claramente que solo una delgada
capa periférica es reactiva (oscura) y por lo tanto viable, en tanto que en el gran componente central de células la
deplecion de esta enzima revela la mortalidad masiva por isquemia. Las barras corresponden a 0,5 mm
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Figura 4. Secciones seriadas del tejido muscular de un paciente portador de distrofia muscular de Duchenne en
el cual se inyectaron mioblastos de un donante normal. La deteccion de la distrofina del donante mediante
inmuno-fluorescencia (A) revela, a la izquierda de la imagen, varias fibras musculares pequefias formadas por
los mioblastos injertados, asi como un grupo de fibras musculares de mayor diametro (flecha), formadas por la
fusion de los mioblastos injertados con las fibras musculares del receptor. En una seccion contigua (B), colorea-
da con hematoxilina-eosina, es posible observar una densa acumulacion de linfocitos (entre puntas de flechas)
lindante con las fibras musculares que expresan la distrofina del donante (flecha). La acumulacién linfocitaria
esta compuesta predominantemente por linfocitos CD8 y CD4, como es posible ver en secciones contiguas
donde estas células son detectadas por inmuno-fluorescencia (C y D)

das en musculos de ratones inmunodeficientes®, eva-
luandose por histopatologia si hubo formacion de tumo-
res (figura 5).

Trasplante de células en el muasculo cardiaco

El musculo cardiaco, al contrario del esquelético, no dis-
pone de una célula progenitora eficaz. La capacidad proli-
ferativa de los cardiomiocitos es motivo de controver-
sia®'6? y si bien podrian existir ciertos progenitores®-6>,
la regeneracion del miocardio es en los hechos nula. Por
ello, el infarto de miocardio produce una cicatriz cuyas con-
secuencias son la remodelacion y la insuficiencia cardiaca.
Un tratamiento ideal seria sustituir la cicatriz por un tejido
capaz de participar en la funcién de bomba del ventriculo;
con ese objetivo, la idea del trasplante de células miogéni-
cas no tardo en ser extrapolada al musculo cardiaco.

Los principales aspectos del trasplante de células mio-
génicas ya han sido analizados, por lo que se abordaran a
continuacion cuestiones especificas al mtsculo cardiaco.
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Tipos celulares para el trasplante

Varios tipos celulares han sido utilizados en experimentos
animales y en ensayos clinicos.

Cardiomiocitos

La primera célula a considerar en medicina regenerativa es
aquella que forma el tejido que desea reconstruirse. Si
fuera posible extraer una biopsia de miocardio del propio
paciente y proliferar sus cardiomiocitos en cultivo produ-
ciendo un niumero adecuado para el trasplante, la ingenie-
ria tisular del miocardio se veria facilitada. Pero los cardio-
miocitos del adulto no proliferan in vitro®® y sélo la crea-
cion de ratones transgénicos en los cuales estas células
proliferaban gracias a la expresion del antigeno T del
papovirus SV-40¢7, permitio estudios pioneros de tras-
plante de cardiomiocitos®. Los cardiomiocitos fetales,
por su lado, si proliferan in vitro, y trasplantados en el
corazén de ratones y perros son capaces de formar discos
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IN VIVO

Figura 5. Previo a trasplantes clinicos, nuestro equipo ha considerado prudente testar las células miogénicas in
vitro e in vivo. In vitro, se observa la capacidad de las células para fusionar y formar sincicios multinucleados, lo
que es puesto en evidencia comparando imagenes en contraste de fase (A) con la coloracién fluorescente de los
nucleos celulares (B). Un cierto indice de la tumorigenicidad de las células a trasplantar puede ser obtenido in
vitro cultivandolas en agar blando y comparandolas con células de rabdomiosarcoma (C y D). En tales condicio-
nes las células normales no son capaces de proliferar (C), en cuanto que las células de rabdomiosarcoma
proliferan y forman colonias (D). La prueba mas importante es in vivo, inyectando las células en musculos de
ratones inmunodeficientes capaces de aceptar xenotrasplantes (E). Detectando la distrofina humana mediante
inmuno-fluorescencia en cortes transversales de estos musculos, un mes luego del implante, la presencia de
esta en la periferia de multiples fibras musculares confirma una buena miogenicidad de las células trasplantadas
(F). El analisis de los mismos musculos con hematoxilina-eosina (G: se muestra la seccion completa de un
musculo de ratén) permite descartar la formaciéon de tumores
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intercalares con los cardiomiocitos del receptor®®, inte-
grandose funcionalmente al miocardio”. En ratas, el tras-
plante de cardiomiocitos fetales en zonas de infarto fue
capaz de neoformar tejido cardiaco, limitar la expansion de
la cicatriz y mejorar la funcion cardiaca’". Este implante
evitaba la remodelacion cardiaca pero no la revertia.

Mioblastos

La facilidad para obtener y producir estas células, la posi-
bilidad del trasplante autologo, y el precedente de seguri-
dad sentado por los trasplantes clinicos en distrofias mus-
culares facilitaron su uso experimental en el corazon.

Estudios preclinicos. La técnica fue propuesta en 1989
por Kao y colaboradores”™. En sus primeros estudios,
este equipo interpretd que los mioblastos injertados se
transdiferenciaban en cardiomiocitos’, lo que fue re-
futado luego por estudios mas rigurosos™. De hecho, las
descripciones de “transdiferenciacion” pueden explicar-
se por artefactos técnicos o por la fusion de mioblastos
con cardiomiocitos del receptor’®. Taylor y colaborado-
res fueron los primeros en reportar una mejora de la fun-
cion cardiaca tras el trasplante de mioblastos en una re-
gion necroética del miocardio””. Esta mejora no era produ-
cida por la neoformacion de un tejido capaz de integrarse
funcionalmente al miocardio, pues ambos quedaban aisla-
dos por la cicatriz. La ausencia de interaccion electro-me-
canica entre el tejido neoformado y el miocardio fue
confirmada luego por registros intracelulares”™. Como
corolario de varios estudios*), se concluyo que el tras-
plante de mioblastos en el infarto era capaz de mejorar
parcialmente la funcion miocéardica en modelos animales
(sobre todo en roedores), aunque no por neoformacion de
un tejido capaz de contribuir a la contraccion cardiaca,
sino por cambios en las propiedades fisicas de la cicatriz.

Ensayos clinicos de fase I. En el aio 2000, el equipo del Dr.
Philippe Menaché realiz6 en Francia la primera inyeccion
intracardiaca de mioblastos aut6logos en un paciente con
insuficiencia cardiaca severa causada por un infarto de
miocardio®, iniciando el primer ensayo clinico de fase
189, El mismo incluy6 pacientes con cicatriz no viable y
con indicacion de bypass coronario (la cirugia permitia el
abordaje del corazon para las inyecciones de mioblas-
tos). El estudio mostro la viabilidad y seguridad de la
técnica —con la salvedad de la aparicion de arritmias— re-
portandose mejoras sintomaticas y estabilizacion de la frac-
cion de eyeccion. Otros ensayos clinicos se sucedieron
con protocolos y resultados esencialmente similares®-*9,
En algunos pacientes se obtuvieron muestras de miocar-
dio (por deceso o por trasplante cardiaco), donde la histo-
logia mostro acumulaciones de miotubos en la cicatriz del
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infarto®%%, Como estos ensayos eran concomitantes a
una cirugia de bypass coronario, no pudo dilucidarse en
qué medida el beneficio era atribuible sélo al bypass o
incluia el injerto. Algunos ensayos intentaron la implanta-
cién por catéter®?, Todos los estudios confirmaron la
viabilidad del procedimiento, pero sugirieron un aumento
de arritmias ventriculares.

Ensayos clinicos de fase 1. Para evaluar de forma mas
concluyente el trasplante intracardiaco de mioblastos, el
equipo del Dr. Menasché organizé un estudio clinico de
fase II, multicéntrico, randomizado, en doble ciego, con
control placebo y dosis escaladas®. Noventa y siete pa-
cientes fueron divididos en tercios que, durante un bypass
coronario, recibieron respectivamente inyecciones de pla-
cebo, 400 x 10° mioblastos o0 800 x 10° mioblastos. El im-
plante no mejoro6 la funcion regional o global del ventricu-
lo izquierdo por sobre el efecto del bypass, pero se consi-
der6 prometedor que la mayor dosis de células produjera
una reversion significativa de la remodelacion ventricular.
Esta observacion fue explicada por un potencial efecto de
los mioblastos en la composicion de la matriz extracelular
de la cicatriz del infarto, que reduciria la fibrosis. Si ese
efecto benéfico sobre la remodelacion fuese persistente,
podria traducirse en un mejor pronostico para los pacien-
tes. Con respecto a la seguridad del procedimiento, la pro-
porcién de pacientes que sufrieron arritmias no fue sig-
nificativamente diferente entre los tres grupos, pero hubo
mas episodios de arritmia en aquellos que recibieron im-
plantes de mioblastos. El riesgo de un aumento en la inci-
dencia de arritmias, de hecho, pareceria existir en otros
tipos de trasplante celular en el corazon (aunque con me-
nos frecuencia que con los mioblastos), y las células im-
plantadas lo producirian por cualquiera de los tres me-
canismos arritmogénicos mayores: reentrada, automa-
tismo y actividad gatillada®.

Progenitores cardiacos

Se han detectado escasas células madre en el miocardio
de ratones®7 y se describieron cardioblastos en el mio-
cardio posnatal de ratones, ratas y humanos®®. Los
mesoangioblastos también estarian presentes en el mio-
cardio y podrian diferenciarse en cardiomiocitos®”. Cier-
tas evidencias sugieren ademas la presencia de células
circulantes capaces de diferenciarse en miocardio. Las
observaciones en roedores® parecen confirmarse en el
hombre tras el analisis del tejido cardiaco de necropsias
realizadas en varones que habian recibido un trasplante
de corazén de mujer®. La deteccion del cromosoma Y
permitio inferir que 0,04% de los cardiomiocitos prove-
nian del receptor y que esto ocurria en zonas de lesion. El
uso de tales progenitores en medicina regenerativa de-
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penderia de la capacidad para aislarlos y proliferarlos en
cantidad suficiente para el injerto, sin perder sus propieda-
des bioldgicas. Sin embargo, se debe destacar su ineficiencia
para regenerar el miocardio en forma espontanea.

Células madre embrionarias

Estudios preliminares en roedores recurrieron al implante
intramiocardico de células madre embrionarias a fin de ob-
servar si ello bastaba para inducir su diferenciacion en
cardiomiocitos!? 1D, Los resultados fueron negativos y
el implante genero teratomas, descartando el implante de
c¢lulas madre embrionarias indiferenciadas. Como la op-
cion mas logica seria diferenciar las células madre
embrionarias in vitro previo al trasplante, las condiciones
de cultivo para ello comienzan a estar mas definidas%?.
Experiencias en ratones inmunodeficientes mostraron la
capacidad de los cardiomiocitos derivados de células ma-
dre embrionarias humanas para regenerar el miocardio y
mejorar la funcion cardiaca en zonas de infarto!'*®, aun-
que esa mejora no se mantenia a largo plazo'. Aun de-
jando de lado los obstaculos ético-religiosos, ciertos de-
talles técnicos deben ser resueltos antes de una utiliza-
cion clinica de cardiomiocitos derivados de células madre
embrionarias; esencialmente, una separacion especifica,
segura y con alto rendimiento. Por lo demas, fuera de un
contexto de clonacion terapéutica, su uso implica condi-
ciones alogénicas y el recurso a inmunosupresion. Algu-
nos autores pretenden que las células madre embrionarias
tendrian privilegio inmunoldgico, es decir, serian “invisi-
bles” al sistema inmunitario en un contexto alogénico ¢
incluso xenogénico'%1%, Esta hipotesis, sin embargo, deja
de lado el hecho de que estas células deben diferenciarse
y de que las propiedades antigénicas de los cardiomioci-
tos obtenidos de células madre embrionarias no parecen
diferir de sus homologos adultos?”. Una via interesante
para la obtencion autdloga de células pluripotentes con
propiedades similares a las células madre embrionarias,
eludiendo las controversias éticas, seria la reprograma-
cién in vitro de células somaticas como los fibroblas-
tos(1%%:19) " posibilidad que esta cobrando actualmente
mucho interés''?. Se ha dado a estas células la denomina-
cion de células pluripotentes inducidas.

Células de la médula 6sea

Aunque ciertos estudios sugieren que las células madre
mesenquimatosas podrian diferenciarse en cardiomioci-
tos!""Y, su inyeccion intracardiaca podria comportar ries-
gos de formacion ectopica de otros tejidos mesodérmi-
cos. El implante intracardiaco de médula 6sea en ratas, por
ejemplo, produjo tejido dseo, atribuible al potencial os-
teogénico de las células madre mesenquimatosas''?. Un
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equipo interpretd que las células madre hematopoyéticas
eran capaces de neoformar miocardio en la cicatriz de in-
farto en ratones''¥, pero estudios posteriores en rato-
nes!", ovinos"'» y primates no humanos"'®, fueron ne-
gativos, y se comprobo que las células madre hematopo-
yéticas inyectadas en el corazon se diferencian solo en
células sanguineas!”,

Siendo el trasplante de médula 6sea una técnica es-
tandar en hematologia, el paso de los experimentos en
animales a ensayos clinicos fue rapido, usandose en for-
ma autéloga tanto médula 6sea no fraccionada como po-
blaciones seleccionadas (CD34+y CD133+), administra-
das por via intracoronaria ¢ intramiocardica'®. Si bien
algunos estudios reportaron mejoras leves de la funcion
cardiaca, pocos fueron randomizados y controlados y los
resultados son contradictorios. Por otro lado, la inyec-
cion de células CD133+ por via intracoronaria podria cau-
sar efectos adversos en las arterias coronarias! 129,

Causas de la mejora postrasplante (figura 6)

El proposito original del trasplante celular intracardiaco
era la regeneracion de un tejido contractil capaz de
interactuar electro-mecanicamente con el tejido cardiaco
del receptor. Pese a ciertos datos al inicio contradictorios,
es evidente que los trasplantes de mioblastos y de células
de la médula 6sea no alcanzaron ese objetivo. Las mejoras
de la funcion cardiaca observadas en los modelos anima-
les y en los ensayos clinicos deben explicarse por otros
mecanismos. La hipotesis predominante es que los injer-
tos celulares limitan la remodelacion del ventriculo izquier-
do. Se ha propuesto que las acumulaciones de células
trasplantadas engrosarian la pared del infarto y limitarian
la dilatacion del ventriculo?D. También se ha sugerido un
efecto paracrino del implante, por el cual la matriz
extracelular ganaria en propiedades elasticas!'??. Mas alla
de dilucidar los mecanismos de los beneficios reportados,
lo cierto es que estos ultimos han sido muy limitados y el
objetivo principal de la medicina regenerativa en este cam-
po sigue siendo el sefialado al inicio del parrafo.

Conclusiones

El progreso en tematicas relacionadas a la medicina
regenerativa —trasplantes celulares, ingenieria tisular y
terapia génica— permite cierto optimismo en prever, para
un futuro cercano, la posibilidad de ofrecer mejores trata-
mientos para diferentes patologias del musculo esqueléti-
co y cardiaco. Los ensayos clinicos han permitido verifi-
car la viabilidad y seguridad de algunos métodos, y aun-
que los resultados clinicos han sido modestos o margina-
les, los caminos a seguir parecen presentarse con mas
claridad, como se resume a continuacion.
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Figura 6. Posibilidades terapéuticas del injerto celular en el infarto de miocardio. Esquematicamente, los periodos
de intervencion para la aplicacion del injerto celular en la regién infartada son: la fase aguda del infarto (A) o, mas
tardiamente, la cicatriz (B). Hasta ahora se ha confirmado la formacién de miotubos o pequefas fibras muscula-
res en la cicatriz del infarto, aisladas funcionalmente del miocardio, tras el implante de mioblastos (C). En ese
caso, la mejora clinica puede producirse por una limitacion de la remodelacion del ventriculo izquierdo debido a
cambios en las propiedades fisicas de la cicatriz. En el caso del trasplante de células no miogénicas, como
aquellas derivadas de la médula ésea, se ha sugerido un efecto paracrino del implante (D), por el cual la cicatriz
podria ganar en propiedades elasticas. El propdsito original del trasplante celular intracardiaco, es decir, la
regeneracion de un neomiocardio contractil capaz de interactuar electro-mecanicamente con el tejido cardiaco del

receptor, resta aun como un desafio para el futuro (E)

En el musculo esquelético, de confirmarse la capaci-
dad de los mesoangioblastos para corregir el defecto mo-
lecular en un volumen significativo de musculo tras una
inyeccion intravascular, sin producir efectos secundarios
en otros 6rganos, su uso podria ser clave en el tratamien-
to de las miopatias genéticas recesivas o ligadas al cromo-
soma X en las cuales existe una necrosis constante de las
fibras musculares (elemento necesario para la integracion
eficaz de las células implantadas por via sistémica). En
otras miopatias genéticas sin necrosis prominente, asi
como en los casos de degeneracion muscular avanzada
con sustitucion del parénquima contractil por fibrosis o
tejido adiposo, el implante intramuscular de precursores
musculares como los mioblastos nos sigue pareciendo la
unica estrategia adecuada. Lo mismo se aplicaria a déficits
musculares localizados, como el caso del esfinter externo
de la uretra en la incontinencia urinaria. Quedan por refi-
nar las estrategias de implante que aseguren una integra-
cion Optima de las células inyectadas en el tejido receptor,
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asi como los métodos que aseguren una adecuada
neoformacioén de tejido muscular cuando ello es necesa-
rio. Para el implante intramuscular en grandes regiones,
creemos necesaria la automatizacién en mayor o menor
grado de la inyeccion de células.

El tratamiento efectivo del infarto de miocardio necesi-
tara el implante de células cuyo efecto no se limite a mejo-
rar en forma restringida las caracteristicas fisicas de la
cicatriz del infarto. Un tratamiento efectivo podra ser posi-
ble s6lo mediante el implante intracardiaco de células ca-
paces de desarrollar el programa de diferenciacion cardio-
génica, es decir, de diferenciarse en un fenotipo de
cardiomiocito o equivalente que permita la propagacion
eléctrica, el acoplamiento electromecanico y la contrac-
cion. Las células madre embrionarias se presentan al dia
de hoy como las mas habiles para dar lugar eficientemente
a tal diferenciacion (previo al trasplante), pero los proble-
mas ¢ticos e inmunoldgicos ligados a su utilizacion han
puesto en la mira de los investigadores el desarrollo de las
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células pluripotentes inducidas. En todo caso, sera nece-
sario estandarizar cuantitativamente los parametros del
trasplante, especialmente en lo que concierne a la canti-
dad de células por inyeccion y a la topografia y densidad
de las mismas, de forma de asegurar una regeneracion
optima y reproducible del tejido cardiaco.

Creemos del caso finalizar con un llamado de atencion.
Dado el creciente y a veces confuso cumulo de estudios
en medicina regenerativa (no siempre rigurosos y en algu-
nos casos dudosos) es importante un abordaje cauto y
critico del tema: muchas novedades “prometedoras” aca-
ban en lo irrepetible o lo refutado. Esta cautela es espe-
cialmente pertinente para evitar precipitados usos clini-
cos. Las aplicaciones médicas requieren una estandardi-
zacion de la produccion de las células adecuadas asi como
de las técnicas de trasplante, y ello debe realizarse en
modelos animales apropiados, definiéndose las variables
que permitan obtener resultados claros y reproducibles.

Summary

Miogenic cells transplantions is an experimental technique
in regenerative medicine. Intitially explored as a therapeu-
tic tool in the treatment of myopathies, its extrapolation
for the potential treatment of myocardial infarction cur-
rently spreads its scope of application. This study, based
on bibliography and the author’s experience during over a
decade of clinical and preclinical research in the field, at-
tempts to provide an update in a highly important topic
for this century’s medicine.

Résumé

La greffe de cellules a capacité myogénique est une stra-
tégie expérimentale de médecine régénérative. Considérée
au début comme un outil thérapeutique dans le traitement
des myopathies, son usage au traitement potentiel de
I’infarctus du myocarde est plus large de nos jours. Ce
rapport, basé sur la bibliographie et I’expérience de I’auteur
récoltée pendant plus d’une décennie consacrée a la re-
cherche clinique et préclinique, prétend faire une bréve
mise a la page d’un sujet qui est censé avoir une grande
incidence sur la médecine de ce siecle.

Resumo

O transplante de células com capacidade miogénica é uma
estratégia experimental da medicina regenerativa. Explora-
da a principio como uma ferramenta terapéutica no manejo
das miopatias, sua extrapolagdo ao tratamento potencial
do infarto de miocardio possibilitou uma maior expansao.
Este trabalho, baseado na bibliografia e na experiéncia do
autor durante mais de uma década dedicada a pesquisa
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clinica e pré-clinica nessa area, pretende realizar una bre-
ve atualizagdo de um tema que pode ter grande importancia
na medicina deste século.
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