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RESUMEN

Introduccion: la lesién miocéardica producida por eventos isquémicos-reperfusivos
es la principal causa de mortalidad en el mundo, segun la Organizacién Mundial de
la Salud. La utilizacidn de células madre de origen mesenquimal (MSCs) constituye

una nueva propuesta terapéutica.

Objetivos: realizar una revision y elaborar una sintesis del conocimiento actual sobre
el empleo de las MSCs como estrategia terapéutica en la lesion tisular por isquemia-

reperfusion a nivel cardiaco.

Meétodos: se realizd una revision bibliografica y analisis de los 50 articulos maés
citados, publicados entre 2016 y 2021 en PubMed, ClinicalKey, Cochrane, Ovid,
TripDataBase, Web of Science y Epistemonikos.

Resultados: la evidencia obtenida en ensayos realizados in vivo e in vitro pone de
manifiesto que el tratamiento con MSCs mejora la funcion miocardica y la
supervivencia, reduciendo el dafio tisular, a través de una disminucion de la
inflamacién, del estrés oxidativo y de la frecuencia de eventos apoptoticos.
Asimismo, se produce una estimulacién de la proliferacién celular, mejora la
perfusion del tejido lesionado y se regulan los procesos de autofagia. Sin embargo,
los resultados obtenidos en los ensayos clinicos realizados no han cumplido las
expectativas del tratamiento.

Discusidn: la evidencia disponible presenta limitaciones relacionadas con la eleccion
de modelos experimentales, la heterogeneidad de los protocolos de aplicacién
terapéutica de MSCs y la ausencia de estudios encaminados a analizar los efectos de
dicha terapia a nivel sisttmico. Sin embargo, los datos aportados en la bibliografia
muestran una gran coherencia en cuanto a los mecanismos de accién y los resultados

preclinicos obtenidos con la aplicacion terapéutica de las MSCs.

Conclusion: la utilizacion de MSCs como terapia en eventos isquémicos-
reperfusivos requiere intensificar la investigacion encaminada a potenciar su eficacia

terapéutica, antes de que esta terapia pueda llegar a la practica clinica.
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1. INTRODUCCION

1.1 DANO TISULAR POR ISQUEMIA-REPERFUSION.

1.1.1 Caracteristicas generales.

Los eventos isquémicos son la principal causa de morbimortalidad en los paises
occidentales. Es un problema clinico relevante en el que se producen una
privacion/disminucion del flujo sanguineo en un 6rgano y la restitucion posterior
de dicho flujo. Este sindrome cursa con un estrés oxidativo local y una respuesta
inflamatoria (tanto local como sistémica) que acenttan el dafio celular en el 6rgano

hipdxico tras la restauracion del aporte de oxigeno.

El dafio producido en los tejidos como consecuencia de la falta de aporte sanguineo
es proporcional a su intensidad y duracion. Asi, ademas del dafio celular ocasionado
por la hipoxia (disminucion del ATP y el pH intracelulares, aumento de los niveles
de calcio y alteracion de los mecanismos de regulacion del volumen celular, entre
otros)(1), la isquemia-reperfusion aumenta significativamente los niveles locales de
factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-o), proteina quimiotactica de monocitos 1
(MCP-1), proteina inductora de interferon gamma (IP-10) e interleucina 6 (IL-6).
Algunos de estos factores son responsables de movilizar y reclutar leucocitos, que
liberan especies reactivas de oxigeno (ROS), activadores endoteliales y enzimas
proteoliticas. Por ultimo, también estd descrito un dafio microcirculatorio asociado a

la liberacion de factores inflamatorios (2).

Paradodjicamente, la reperfusién del tejido isquémico, aun siendo globalmente
beneficiosa y necesaria para tratar de preservarlo, produce en si misma un aumento
del dafio. Esto ocurre a través de un incremento de la concentracion intracelular de
ROS, estrés del reticulo endoplasmico liso y rugoso, secuestro de células inmunes
proinflamatorias, y falta del flujo capilar post-reperfusion (por disfuncion
microvascular y endotelial). Se ha definido el mecanismo del dafio por isquemia-
reperfusion como una destruccion tisular asociada a una deficiencia

microcirculatoria, a la accion de células inflamatorias y al exceso de ROS producido.

3)



Como consecuencia, en el dafio tisular se producen necrosis, apoptosis mediada por

multiples vias de sefializacion (Fas y activacion de caspasas 8 y 3) y autofagia (1,4).

1.1.2 Caracteristicas, clinica y frecuencia a nivel cardiaco.

La cardiopatia isquémica es la principal causa de mortalidad en el mundo. En la
Union Europea, la forma aguda es responsable del 40% de las muertes, siendo méas
frecuente en varones y aumentando su incidencia y prevalencia con la edad. Los
sindromes coronarios agudos tienen una mortalidad de un 5,3% - 6,3% (con y sin

elevacion del ST, respectivamente) (5).

Las personas que padecen cardiopatia isquémica cronica tienen una mortalidad
global elevada en un 30%, es decir, un riesgo relativo de 1,3 con respecto a otras

personas de las mismas caracteristicas que carecen de afectacion cardiaca.

La clinica caracteristica del sindrome coronario agudo es un dolor precordial
opresivo, con posible irradiacion hacia el lado izquierdo de la mandibula o el hombro
izquierdo. En ocasiones, también puede presentarse con dolores de localizacion
atipica, clinica general inespecifica, insuficiencia cardiaca aguda, arritmias o

inestabilidad hemodinamica.

Ademas de los mecanismos fisiopatologicos generales de la lesion por isquemia-
reperfusion, en la lesion juega un papel relevante la contractilidad del tejido
miocardico (Figura 1). Entre otros factores, los desequilibrios ionicos (destacando la
sobrecarga de calcio) y el incremento de ROS condicionan una hipercontraccion y
una rotura sarcolemal en unos cardiomiocitos con una fragilidad aumentada. Esto
contribuye a la necrosis de los cardiomiocitos y a la consecuente liberacion de su
contenido, que actia como proinflamatorio, quimiotactico y proapoptotico,
contribuyendo a la propagacién de la lesion (6). Asi, las células necrdticas activan
vias de sefalizacion proinflamatorias de receptores toll-like y del complemento,
dando lugar a una liberacién de citocinas inflamatorias (IL-1 y TNF-a, entre otros) y
qguimiocinas (MCP-1). Esto ocasiona un efecto quimiotactico sobre neutrofilos y
monocitos. Tras la eliminacion de los restos de células necrdticas, estas células
liberan mediadores antiinflamatorios, y se observa un infiltrado mononuclear de

predominio M2. Esto se asocia a una activacion de células reparadoras: proliferan los



fibroblastos, que sufren una transdiferenciacion miofibrobléstica, depositando

grandes cantidades de matriz extracelular. Este proceso genera un tejido conectivo

con abundante colageno, carente de capacidad contractil, alterando de manera critica
la funcion cardiaca (Figura 2) (7).

Figura 1. Histologia del infarto agudo de miocardio. En la imagen |, tejido miocardico sano (82). En la
imagen |l, hallazgos histolégicos caracteristicos del infarto agudo de miocardio: infiltracion polimorfonuclear
(A), hipercontraccion cardiomiocitica (B), elongacion sarcomérica y nuclear (C) y areas de reperfusion (D).
Tincién con hematoxilina-eosina. Obtenido de Turillazzi, et al. (83)

Figura 2. Fibrosis miocardica. Tejido fibroso, no contractil, en un area
sometida a la lesiéon por isquemia-reperfusion. Tincién con tricromico de
Masson, a 40 aumentos. Obtenido de Perea, et al. (84)



1.1.3 Tratamiento del dafio tisular por isquemia-reperfusion.

Los principios fundamentales por los que se rige el tratamiento de los eventos
isquéemicos son la restauracion precoz de la vascularizacion y el tratamiento de

soporte.

Los métodos principales de revascularizacion son los orientados a la disolucién y
prevencion de coagulos (fibrinolisis, anticoagulacion), la desobstruccion mecanica
(percutanea o quirargica) o técnicas puente (cirugia tipo bypass). El tratamiento de
soporte incluye fluidoterapia, farmacos vasoactivos, antibioterapia en casos de
isquemia mesentérica aguda, y otras técnicas de soporte vital, adecuadas al érgano
afectado.

En el caso de la isqguemia miocardica es necesario tener en cuenta que la cicatriz
resultante de la lesién origina con frecuencia un defecto funcional que requiere su
propio tratamiento para mejorar la sintomatologia y la supervivencia. A ello se

afiaden las medidas destinadas a la prevencién secundaria y de recurrencias.

Sin embargo, en la practica clinica habitual no se aplican medidas que actlen
especificamente sobre los mecanismos fisiopatoldgicos correspondientes al dafio por
isquemia-reperfusion tales como la respuesta inflamatoria o el estrés oxidativo. Con
el objetivo de proponer nuevas estrategias terapéuticas dirigidas al control de estos
mecanismos fisiopatoldgicos responsables del dafio tisular, en los ultimos afios se
han ensayado tratamientos tales como la suplementacién con oOxido nitrico,
antioxidantes, glutamina, glicina y terapias anticomplemento y antileucocitarias. Es
interesante destacar que, recientemente, se ha propuesto la medicina regenerativa que
utiliza células madre de origen mesenquimal o sus derivados, como agentes con

actividad antioxidante y antiinflamatoria.

1.2 APLICABILIDAD TERAPEUTICA DE LAS CELULAS MADRE
MESENQUIMALES AL DANO TISULAR POR ISQUEMIA-REPERFUSION

Como se ha explicado previamente, los eventos clinicos de origen isquémico-
reperfusivo suponen un problema de salud de primer orden. A pesar de los avances

terapéuticos logrados hasta la fecha, la morbimortalidad sigue siendo elevada. Por



esta razon existe un amplio interés por desarrollar nuevas posibilidades terapéuticas,

evidenciado por una intensa labor investigadora.

Una propuesta prometedora procede de la medicina regenerativa, una rama de la
medicina que trata el proceso de reemplazar o regenerar células humanas, tejidos u
Organos, para restaurar o restablecer su funcionamiento normal. En este &mbito tiene
especial relevancia la terapia celular basada en la administracion de células o de
productos derivados de ellas como estrategia terapéutica. Las células madre (Figura
3) son un tipo de celulas presentes en los organismos pluricelulares, que se
caracterizan por la capacidad de autorrenovacion y division durante periodos muy
prolongados, su caracter indiferenciado y la posibilidad de dar lugar a células
diferenciadas. Las células madre de origen mesenquimal (MSCs) son capaces de
diferenciarse en tipos celulares de origen mesodérmico (adipocitos, condrocitos,
osteocitos, miocitos, células endoteliales), pero también lo hacen en células de
estirpe endodérmica (hepatocitos) y ectodérmica (queratinocitos, neuronas). Su
potencial terapéutico parece tener su origen tanto en su capacidad de diferenciacion
como en la actividad de secrecion de factores troficos, mediante la liberacion de

vesiculas extracelulares.

Esta propuesta terapéutica tiene un doble sustrato: i) se ha observado que las células
madre, por su actividad antioxidante y antiinflamatoria, podrian modular los

mecanismos fisiopatologicos del dafio tisular por isquemia-reperfusion, reduciendo

Figura 3. Células madre mesenquimales humanas (MSCs) procedentes de tejido adiposo. Imagen
obtenida por el Grupo de Ingenieria Tisular del Departamento de Biologia Celular e Histologia.



asi su magnitud; y ii) se ha demostrado que la capacidad regenerativa inherente a las
celulas madre mesenquimales hace de las mismas una potencial herramienta para
recuperar la funcionalidad de los drganos que hayan quedado dafiados como

consecuencia de estos fendmenos isquémico-reperfusivos.

Las MSCs pueden ejercer su efecto de forma directa remplazando la poblacion de
células dafadas, o a través de su actividad paracrina, mediante la secrecién de
vesiculas extracelulares (inhiben la apoptosis, estimulan la angiogénesis y reducen la

respuesta inflamatoria y la produccion de ROS). (2,3,8)

Actualmente existen diversas aproximaciones terapéuticas, como son: i) la inyeccion
de las propias células madre, que puede hacerse directamente o mediante esferoides
(agregados multicelulares); ii) la utilizacién de vehiculos celulares (andamios o
scaffolds equivalentes a matrices extracelulares) de diversa indole que contribuyen a
la adecuada administracion y funcionalidad de las células (9) y iii) mediante la
inyeccion de vesiculas extracelulares y factores secretados por las MSCs (10).

2. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL: realizar una revision y elaborar una sintesis del
conocimiento actual sobre el empleo de células madre mesenquimales como

estrategia terapéutica en la lesion tisular por isquemia-reperfusion a nivel cardiaco.
OBJETIVOS CONCRETOS:

o Realizar una busqueda bibliografica de los estudios llevados a cabo en
modelos in vitro, en modelos animales in vivo, asi como en humanos sobre la
utilizacion de las terapias con MSCs aplicadas al tratamiento del Sindrome de

Isquemia -Reperfusion.

o Evidenciar los mecanismos por los que las células madre mesenquimales
pueden ejercer su efecto terapéutico e identificar las principales lineas de

investigacion actuales.

o Evaluar, en base a la informacion disponible, la eficacia del potencial
terapéutico de las células madre mesenquimales en las lesiones por isquemia-

reperfusion miocardica.



o Enumerar las conclusiones mas relevantes.

3. METODOS

Para alcanzar los objetivos mencionados, se ha llevado a cabo una busqueda

bibliogréfica, realizada entre septiembre de 2021 y enero de 2022.

Inicialmente se llevé a cabo una busqueda bibliografica con el objetivo de
comprender la realidad clinica y la fisiopatologia del dafio por isquemia-reperfusion
cardiaco. Para ello se analizd una serie de revisiones bibliogréaficas (tres revisiones)
de los ultimos 10 afios obtenidas a traves de PubMed utilizando los términos
“’myocardial ischemia reperfusion” (1,5,7); asi como la informacion disponible en
el sitio web de la Sociedad Espafiola de Cardiologia (11), y otros 21 articulos
relacionados con el fendmeno de isquemia-reperfusion, citados en los trabajos y fruto

de busquedas especificas.

Asimismo, se indagé en el marco tedrico y conceptual correspondiente a la
herramienta terapéutica a estudio, es decir, las células madre mesenquimales. Para
ello se consulté una pequefa seleccion inicial de literatura que incluia un fragmento
de una tesis doctoral al respecto (12), asi como un conjunto de revisiones
bibliograficas fruto de wuna busqueda en PubMed (“tissue engineering”’
“regenerative medicine’’, “'cell therapy’’ y ’gene therapy’’ revisiones de los
ultimos 10 afios ordenadas por importancia) (9,10,13,14,15,16,17); y la informacion
disponible en los sitios web de las sociedades americana y britanica de terapia celular

y génica (18,19).

Una vez realizada esta primera aproximacion al tema, se establecieron los objetivos
del trabajo y se procedio a seleccionar los documentos mas adecuados para llevar a
cabo la presente revisién. Los motores de busqueda y bases de datos utilizados
fueron: PubMed, ClinicalKey, Cochrane, Ovid, TripDataBase, Web of Science y
Epistemonikos.

El método se basd en una progresiva transicion de busquedas mas amplias a mas

restringidas. Si el resultado de una busqueda resultaba excesivamente amplio, se



continuaba con una bdsqueda mas concreta. Una vez obtenido un numero de
resultados susceptible de ser analizado individualmente, se procedia a la seleccion

manual de los articulos que cumplieran los siguientes criterios:
e El uso de MSCs como herramienta terapéutica.

e La aplicacién de MSCs en el tratamiento del dafio tisular ocasionado en el

sindrome de isquemia-reperfusion.
e Utilidad de dicho tratamiento en el caso concreto de isquemia miocéardica.

Las busquedas incluyeron todo tipo de publicaciones, sin restricciones cronologicas
ni de ningun otro tipo. A continuacion, se detallan las basquedas realizadas (Figura
4):

Se hizo una busqueda en PubMed el dia 3/10/2021 con los términos ‘’mesenchymal
stem cells AND ischemia reperfusion injury’’, que proporciono 674 resultados. Se
Ilevd a cabo una bdsqueda mas avanzada posterior relativa al miocardio, para la que
se utilizaron los términos en ((((((((mesenchymal stem cells) OR (mesenchymal
stromal cells)) AND (((myocardial) OR (heart)) AND ((ischemia-reperfusion) OR
(ischemia-reperfusion injury)))) NOT (liver)) NOT (lung)) NOT (kidney)) NOT
(renal)) NOT (nervous)) NOT (brain),,,"(((((((""mesenchymal stem cells""[MeSH
Terms] OR (""mesenchymal™[All Fields] AND "'stem""[All Fields] AND
""cells""[All  Fields]) OR ™'mesenchymal stem cells"'[All Fields] OR
(""'mesenchymal stem cells""[MeSH Terms] OR (""mesenchymal”"[All Fields] AND
"'stem""'[All Fields] AND ""cells""[All Fields]) OR ""mesenchymal stem cells""[All
Fields] OR (""mesenchymal™[All Fields] AND ""stromal™ [All Fields] AND
""cells""[All Fields]) OR ""mesenchymal stromal cells"'[All Fields])) AND
((""myocardially""[All  Fields] OR "myocardium™[MeSH Terms] OR
"'myocardium" [All Fields] OR ""myocardial™'[All Fields] OR (""heart™'[MeSH
Terms] OR ""heart"'[All Fields] OR ""hearts" [All Fields] OR ""heart s""[All
Fields])) AND ("ischemia-reperfusion™ [All Fields] OR (""ischaemia reperfusion
injury™[All  Fields] OR  ™'reperfusion injury"™'[MeSH Terms] OR
(""reperfusion™'[All Fields] AND "™ injury""[All Fields]) OR ""reperfusion
injury""[All Fields] OR (""ischemia™[All Fields] AND "'reperfusion""[All Fields]
AND ""injury™[All Fields]) OR ""ischemia reperfusion injury""[All Fields])))) NOT



("liver"[MeSH Terms] OR ™"liver""[All Fields] OR "livers""[All Fields] OR
"liver s""[All Fields])) NOT ("lung"'[MeSH Terms] OR ""lung""[All Fields]))
NOT (""kidney""[MeSH Terms] OR ""kidney""[All Fields] OR ""kidneys™ [All
Fields] OR ""kidney s""[All Fields])) NOT (*"renal""[All Fields] OR ""renals""[All
Fields])) NOT ("anxiety"'[MeSH Terms] OR '"™anxiety""[All Fields] OR
""nervous""[All Fields])) NOT (""brain""[MeSH Terms] OR ""brain""[All Fields]
OR ""brains"'[All Fields] OR ""brain s""'[All Fields])" arrojo 183 resultados, de los

cuales 33 no estaban presentes en la anterior busqueda.

De todos estos resultados, se seleccionaron aquellos relacionados con el objeto de la
investigacion y susceptibles de ser incluidos en la revision: 109 articulos

relacionados con el dafio miocéardico.

En Web of Science se buscaron el dia 3/10/2021 los términos ‘‘mesenchymal stem
cells AND ischemia-reperfusion injury’’, obteniendo 202 resultados. De ellos, 37
relacionados con el dafio miocéardico cumplieron los criterios establecidos para la

revision, sin estar incluidos en anteriores blsquedas.

En ClinicalKey se buscaron el dia 3/10/2021 los términos “’'mesenchymal stem cells
AND ischemia-reperfusion injury’’, obteniendo 1.364 resultados. Con el objetivo de
acotar la busqueda, en relacion con el miocardio, se buscd “’‘mesenchymal stem cells
for myocardial ischemia-reperfusion injury’’, obteniendo 552 resultados, de los
cuales 29 cumplieron los criterios establecidos para la revision, sin estar incluidos en

anteriores busquedas.

La busqueda de los términos “‘mesenchymal stem cells AND ischemia-reperfusion
injury’’ el dia 3/10/2021 en TripDataBase, Cochrane, Ovid y Epistemonikos no
proporciond ningun resultado que cumpliera con los criterios de busqueda y no

estuviese incluido en anteriores busquedas.

De este modo, tras estas busquedas cumplieron los criterios de la revision 175
articulos. Un nuevo analisis en busca de duplicidades puso de manifiesto 7
duplicidades. Es asi que finalmente 168 articulos cumplieron los criterios de esta
revision. De los 168 articulos, se seleccionaron 50, siendo estos los articulos mas
citados publicados entre 2016 y 2021.
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Figura 4. Proceso de seleccién bibliografica. Se reflejan las busquedas bibliogréficas que arrojaron
resultados, asi como el proceso de seleccion de los mismos hasta la inclusion en la revision.
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4. RESULTADOS

4.1 ISQUEMIA-REPERFUSION CARDIACA
4.1.1 Evidencia disponible

Tras el proceso de busqueda bibliogréfica, se seleccionaron 50 articulos publicados
entre 2016 y 2021.

La mayor parte de la evidencia disponible corresponde a estudios in vivo: 38
articulos consistieron en estudios llevados a cabo en modelos animales, de los cuales
31 incluian estudios en modelos in vitro. En cuanto a la evidencia clinica en seres
humanos, se tom6 como referencia una revision bibliogréfica (20), que recogia la
informacién de los 15 articulos correspondientes a ensayos clinicos con MSCs para
isquemia-reperfusion miocardica en humanos, todos los cuales habian sido
publicados con anterioridad a 2016, y por lo tanto no incluidos directamente en la

presente revision.

4.1.1.1 Estudios in vivo

En cuanto a los modelos animales, la evidencia se ha desarrollado en ocho modelos
diferentes: las ratas Sprague-Dawley (727 ratas) (21), los ratones C57B16J (méas de
233 ratones) (22), ratas Lewis (32 animales) (23), ratas Wistar (84 ratas) (24), ratas
desnudas CBH-RNU (44 animales) (25), conejos de Nueva Zelanda (32 conejos)
(26), cerdos experimentales chinos (22 cerdos ) (27) y ratones atimicos desnudos (un
estudio que no especifica el nimero de animales empleado) (28) (Figura 5).

La metodologia para la induccion del dafio tisular por isquemia-reperfusion fue
similar en todos los estudios in vivo. Tras un periodo de aclimatacion a su nuevo
medio, los animales fueron sometidos a una cirugia con anestesia general. Mediante
toracotomia media o lateral izquierda, se accedié a la arteria coronaria descendente
anterior, la cual fue ocluida mediante clampaje atraumatico o un nudo con hilo.
Transcurrido el periodo de isquemia deseado, se soltaron los clampajes, dando
comienzo al periodo de reperfusion. Finalizado este periodo, se procedia a la toma de

muestras cardiacas y/o sistémicas de diversa indole, 0 a la realizacion de pruebas
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funcionales, segun el estudio. Cabe destacar las excepciones en las que la isquemia
de la descendente anterior se indujo mediante cateterismo con balén (27), y en los
que la isquemia-reperfusion miocardica ocurria en el contexto de un trasplante
cardiaco (23,29).

El periodo de isquemia oscild entre los 25 y los 90 minutos; el periodo de reperfusion
se prolong6 hasta la toma de muestras y pruebas funcionales (desde 15 minutos hasta
los 30 dias); en la mayoria de los casos, se tomaron muestras en varios momentos

dentro de ese intervalo de tiempo.

Las células madre mesenquimales mas utilizadas fueron las células madre
mesenquimales de médula 6sea (BMSCs) (21,30). Asimismo, se utilizaron células
madre mesenquimales de tejido adiposo (ADMSCs) (31), de liquido amnidtico
(AFMSCs) (32), mesenquimales de cordén umbilical (UCMSCs) (33), MSCs
cardiacas (CMSCs) (28) y MSCs de membrana amniética (AMMSCs) (24). En un
estudio se utilizaron células madre mesenquimales de pluripotencialidad inducida
(iPSC-MSCs, Cymerus MSCs) (25). Algunos estudios in vivo no especifican el tipo
de MSCs empleadas (34,26) (Figura 6).

La cantidad de células madre empleadas, independientemente de la via de
administracion, oscilé entre 2*10° y 2*10° en la mayoria de estudios, siendo de
3*10'%en el estudio con conejos (25). En todos los casos, las MSCs pertenecian a la

misma especie que los animales modelo (trasplantes heter6logos). En muchos

m Ratas Sprague- Dowley = Ratones C57B16J = BMSCs mADMSCs = UCMSCs AFMSCs

Ratas Lewis Ratas Wistar = CMSCs mAMMSCs  ®iPSC-MSCs
u Ratas desnudas CBH-RNU = Conejos de Nueva Zelanda

u Cerdos experimentales chinos

Figura 5. Modelos animales. Representacion Figura 6. Tipos de MSCs utilizados.

grafica de la proporcion de los principales modelos Representacion grafica de la proporcion de
animales empleados. los principales tipos de MSCs utilizados.
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estudios no se utilizaron las propias células madre, sino sus productos (vesiculas

extracelulares liberadas al medio por las MSCs) (24,28).

En cuanto a la via de administracion, se emplearon la inyeccion intramiocardica (la
mas utilizada) (21), la infusion intravenosa (31), la inyeccién intracoronaria (35) y la
administracion a través de la perfusion (en los dos estudios efectuados en el contexto
de un trasplante cardiaco) (23) (Figura 7).

El momento de la administracion de las MSCs vario segun el estudio. En diez de los
estudios, la administracion fue previa al fendomeno de isquemia-reperfusion: durante
el periodo de isquemia antes de restaurar el flujo coronario o incluso antes de la
oclusion de la arteria (32). En nueve estudios, el tratamiento se aplicd
inmediatamente después de la restauracion del flujo coronario (36). En otros nueve,
el margen para la reperfusion previo a la administracion de MSCs fue mayor, segun
el tiempo de reperfusion deseado: entren 15 minutos y 30 dias (37). Otros estudios no

especifican el momento de aplicacion.

Para determinar los resultados del dafio tisular por isquemia-reperfusion y su

tratamiento con MSCs, se utilizaron diversas herramientas:

i) evaluacion de la supervivencia de los animales, lo cual fue llevado a cabo
Unicamente en dos de los estudios. (21,27)

if) andlisis histologico de muestras cardiacas, llevado a cabo en todos los estudios
in vivo. Ademéas de la tincion con hematoxilina-eosina (H-E), se han utilizado

ampliamente tinciones para cuantificar la extension del infarto y el grado de fibrosis

o Intramiocardica  m Intravenosa Intracoronaria Perfusién

Figura 7. Vias de administracion. Representacion grafica de las principales vias de administracion de
MSCs empleadas.
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secundaria a la isquemia cardiaca (destacando el tricromico de Masson, cloruro de

trifenil tetrazoilo (TTC) o azul de Evans). Ademéas del estudio por microscopia

Optica, varios trabajos incluyeron la microscopia electronica. (21,38)

iii) estudio bioquimico y molecular, tanto en muestras sistémicas como locales. Las

principales técnicas fueron el Western Blot, ELISA, la PCR, la espectrofotometria y

la inmunohistoquimica, en funcion del objetivo del andlisis. En este sentido, se

determinaron los niveles de diversos marcadores relacionados con los mecanismos

fisiopatoldgicos del fendmeno en estudio (la lesion miocardica por isquemia-

reperfusién). Asi, se valoraron:

Dafio tisular: es relevante la medicién local de proteinas relacionadas con la
unién intercelular como la conexina 43, y los niveles de troponina T cardiaca
(cTnT) mediante inmunohistoquimica. La CK-MB, mioglobina (Mb),
troponinas cardiacas (cTn), adenosin trifosfato (ATP) y péptidos natriuréticos
atrial y ventricular (ANP y BNP, marcadores de insuficiencia cardiaca) se
han determinado también a nivel local. Para evaluar el dafio mitocondrial se
ha estudiado la expresion de genes relacionados con la funcién mitocondrial a
nivel de ARNm, mediante PCR como Cycs, Ndufa8, Cox7al y TFAM, asi
como el potencial de membrana mitocondrial (A¥m), o la integridad de la
membrana mitocondrial mediante ensayos de fluorescencia (32,31,39,40). El
estrés sobre el reticulo endoplasmico se ha analizado midiendo los niveles de
proteina regulada por glucosa 78 (GRP78), proteina homdloga a C/EBP
(CHOP), endorribonucleasa de quinasa transmembrana demandante de
inositol lo (inositol-requiring transmembrane kinase endoribonuclease-/q,
IREla) y el factor de transcripciéon activador 6 (activating transcription
factor 6, ATF6). (41)

El grado de fibrosis ha sido evaluado mediante el estudio de la expresion de
fibronectina, colageno 111 y factor de transcripcion ETS-1. Se han evaluado
marcadores séricos de dafio miocardico mediante ELISA, como la troponina |
cardiaca (cTnl), la creatina quinasa-banda miocardica (CK-MB) y la lactato
deshidrogenasa (LDH). (24,42)
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Estrés oxidativo: se han estudiado la expresion de la glutation peroxidasa
(GPx) por Western Blot y la actividad de superoxido dismutasa (SOD1 y 2)
por espectrofotometria. El nivel de malondialdehido (MDA) es indicador de
peroxidacion lipidica; también se han medido la elevacion de los niveles
locales de mieloperoxidasa (MPO), H2O: e ion superoxido, y la expresion de
genes relacionados con el estrés oxidativo como Serpiniblb, Dnm2, Txnrd2,
Epx, Gpx, Mpo, Dhcr24, Tpo, Nox4, Noxol y Aox1. (21,24,43)

Apoptosis: se han medido marcadores a nivel local, como Bax, caspasa-3
escindida, c-jun, PDCD4, FasL, PTEN, Pelil, Birc5, Cd40lg, Fadd, Bcl2l11,
Casp2, Bid, Caspo8 y Aktl; niveles de factores antiapoptoticos como
proteina 2 de linfoma de células B (Bcl-2), ciclina-D1, modulador de
apoptosis estimulado por p53 (p53 upregulated modulator of apoptosis,
PUMA) o p-53, medidos por Western Blot. Es posible también determinar la
cantidad de nucleos apoptéticos (prueba TUNEL). (29,44)

Viabilidad celular: estimacién de la viabilidad celular mediante el sistema

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) o mediante tincion con azul tripan. (39)

Proliferacion: destaca la tincion inmunohistoquimica para Ki67 (presente en
células en fase activa del ciclo). Asimismo, se ha empleado la determinacion
de pERK1/2 (ERK1/2 fosforilado, una proteina implicada en una via de
sefializacion estimulante de la proliferacion), asi como de MMP-9. También
se ha empleado la prueba de MTT. (33,37)

Inflamacion local y sistémica: como biomarcadores inflamacién, se han
utilizado la cuantificacion de células inflamatorias circulantes
(polimorfonucleares, monocitos o linfocitos NK, medidas por citometria de
flujo); estimacion de los niveles de IL-1, TGF-B1, IL-6, TNF-a, NF-kB,
MMP-9, MPO, PCR, CXCL1 e iNOS, mediante Western Blot; niveles locales
de adenosina mediante cromatografia liquida/espectrometria de masas (a
menor biodisponibilidad de adenosina, mayor inflamacion). Para estudiar el
perfil de los linfocitos, se ha empleado la citometria de flujo en busca de
marcadores de linfocitos T reguladores (CD4, CD25 y FoxP3). Para la

caracterizacion de macrofagos, se han estudiado marcadores de macréfagos
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M1 (iNOS, IL-1B, IL-6 y TNFa) Y M2 (Argl, IL-10, CD206, TGF-B, CD-
11b). (42,45,46)

Angiogenesis: se ha analizado la angiogénesis mediante la determinacion de
factores proangiogénicos como el VEGF, marcadores endoteliales como
KDR (receptor de VEGF2 o VEGFR2), CD31 o factor de von Willebrand
(VWF) mediante PCR o inmunohistoquimica; y marcadores de musculo liso
(SM22a, aSMA 0 CNN1) mediante PCR. (27,47)

Migracion de MSCs: se ha estudiado localmente, mediante RT-PCR, la
expresion de factores que regulan la migracion de MSCs al lugar de la lesion,
como SDF-1 y CXCR4, que interactian entre si. También se ha estudiado la
presencia del gen SRY o cromosoma Y, en casos en los que estaba presente
en las MSCs, pero no en las células del receptor. También se ha recurrido al
marcaje con 5-Bromo-2-deoxyuridina (Brdu) de las MSCs. En los casos en
los que se han empleado MSCs humanas, se ha estudiado su migracion

mediante una deteccion del antigeno nucleolar humano (HNA). (21,38)

Otros marcadores: destacan la determinacion de niveles locales de factores
relacionados con vias de sefializacién, tales como el Akt, niveles de quinasa
de proteinas activada por adenosin monofosfato (AMP-activated protein
kinase, AMPK) y diana de rapamicina en células de mamifero (mammalian
target of rapamycin, mTOR), mediante RT-gPCR. Asimismo, se ha estudiado
la expresion de genes implicados en la via de fosfatidilinositol 3
quinasa/proteina quinasa B (PI3K/Akt) (Tclla, Aktl, Akt3, Mapk3, Pakl,
Foxgl, Mtor, Adar), asi como la via del transductor de la quinasa-sefal de
Jano y activador de la transcripcion (JAK/STAT), Wntl, Wnt3a, glucogeno
sintasa quinasa 3 beta (GSK-3p), B-catenina y p-actina. (26,31,39,48)

Asimismo, se han estudiado marcadores de autofagia mediante Western Blot,
como la cadena ligera 3B de proteinas 1A/1B asociadas a microtdbulos
(microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B, LC3B), p62
(marcador de disminucién de autofagia), beclina-1. También se ha analizado
la autofagia a través del mMRFP-GFP-LC3 reporter plasmid. (49,50)
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iv) determinacion de la funcién cardiaca: las herramientas mas empleadas han sido
la ecocardiografia transesofagica y el cateterismo para el célculo de diversos indices
(acortamiento fraccional del ventriculo izquierdo o AFVI, fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo o FEVI, volumen telediastolico o VTD, volumen telesistolico o
VTS, volumen de eyeccion). También se han empleado el mapa éptico dual para
analizar el potencial de accion miocéardico, la dindmica intracelular del calcio y la
resonancia magnética cardiaca (RMC) para evaluar el area infartada, la oclusion

microvascular y la funcion cardiaca. (51)

4.1.1.2 Estudios in vitro

La evidencia in vitro es casi tan abundante como la descrita in vivo en la presente
revision. EI modelo celular mas empleado fueron las células H9c2, un modelo de
cardiomiocito. También se han utilizado corazones de raton C57BL/6J ex vivo,
cardiomiocitos neonatales de raton C57BL/6J, macrofagos y neutrofilos, ademés de
las propias células madre mesenquimales de todos los tipos mencionados en el
apartado 4.2.1.1, en analoga proporcion, con predominio de las BMSC. Para
establecer el modelo de la lesion por isquemia-reperfusion, se han utilizado dos
métodos: la hipoxia-reoxigenacion de los cultivos (el establecimiento transitorio de
una deprivaciéon de oxigeno y glucosa) y la aplicacion de peréxido de hidrégeno
(H202). (31,48)

Para evaluar los efectos del uso de MSCs, se utilizaron principalmente marcadores
bioquimicos y moleculares, muchos de los cuales coinciden con los utilizados en los
estudios in vivo. Para estudiar la migracion in vitro, se utilizan métodos como el
Transwell migration assay. Para estudiar el nivel de apoptosis se han empleado el
test de Annexina V-PE/7-AAD, el estudio de marcadores mediante Western Blot
como la proteina antiapoptdtica Bcl-2 o proteinas apoptoticas como Bax. Para
estudiar la viabilidad celular, se ha utilizado el ensayo de CCK-8. Para determinar el
estrés oxidativo, se ha empleado el CM-H2DCFDA (indicador de los niveles de ROS
intracelulares). Se han estudiado marcadores de autofagia mediante Western Blot,
como el LC3B, p62, beclina-1. También se ha analizado la autofagia a través del
MRFP-GFP-LC3 reporter plasmid. Se han estudiado tambien las proteinas AMPK y
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Akt, y m-TOR, tanto en su estado fosforilado como no fosforilado. El estudio de la
angiogenesis se ha efectuado mediante la deteccion de factores proangiogénicos
como el VEGF, el estudio de formacion tubular por imagen y el cultivo con

Isolectina B4 marcada con fluoresceina. (39,52,53)

4.1.1.3 Evidencia clinica

Dentro de la literatura analizada, la evidencia clinica tan solo se encuentra descrita en
el contexto de una revision bibliografica de 2019 (20) que recoge 14 ensayos
clinicos. Todos ellos son anteriores a 2016, y por ello no estadn incluidos

individualmente en la presente revision.

En ellos, se emple6 la administracion local de MSCs (intramiocardica o
intracoronaria), siendo las BMSCs las mas utilizadas. En todos ellos se cumplieron
los requisitos de seguridad, tanto con MSCs de origen autélogo como heterélogo. Sin
embargo, el tratamiento a menudo no ha obtenido los objetivos terapéuticos
primarios. Una revision Cochrane de 2015 sobre el tratamiento de la lesion
miocardica por isquemia-reperfusion manifestd la ausencia beneficio a nivel de
mortalidad, morbilidad, calidad de vida o FEVI (54). Este fracaso a nivel terapéutico
se ha atribuido principalmente a las escasas supervivencia y homing de las MSCs.
Por esa razon, la investigacion se ha centrado de nuevo en estudios preclinicos a fin

de mejorar la eficacia terapéutica del tratamiento con MSCs (20).

4.1.2 Efectos del tratamiento con MSCs
4.1.2.1 Supervivencia

El Unico estudio que evalud la supervivencia comparando la registrada en los grupos
tratado y control fue un estudio llevado a cabo con 22 cerdos experimentales, en el
que inmediatamente después de una isquemia de 90 minutos, se administraron 10°
UCMSCs/kg al grupo experimental. Se observo que la supervivencia a los 8 dias era

del 80% en el grupo experimental, frente a un 50% en el grupo control. (27)
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4.1.2.2 Dafio histolégico

En cuanto al dafio histoldgico, todos los estudios mostraron una reduccion del mismo
con el tratamiento con MSCs, independientemente del modelo animal, el periodo de
isquemia, la via de administracion, cantidad y tipo de MSCs utilizadas y el momento

de obtencion de las muestras.

Se ha demostrado una disminucion del dafio de la membrana cardiomiocitica, de la
infiltracion de células inflamatorias, de la mionecrosis, de la desorganizacion de la
condensacion cromatinica, de la tumefaccion y disrupcion de crestas a nivel
mitocondrial y de la pérdida de vacuolas y miofibras a nivel citoplasmatico (32). Se
asocia también un menor edema intersticial y una reduccion del espacio intercelular
(24).

El estudio con TTC ha mostrado que el tratamiento con MSCs puede reducir el
tamafio del infarto. Los exosomas derivados de MSCs humanas sometidas a
condiciones de hipoxia obtuvieron una reduccion del tamafio del infarto de un 16%
(de un 24% a un 8%) (26), en concordancia con la reduccién de un 20,7% (de un
27% a un a un 6,3%) con la administracion de un medio condicionado por ADMSCs
(55); un estudio con BMSCs en corazones ex vivo de ratones redujo el tamafio de
infarto de un 56% a un 24% (56). Se ha observado también con el empleo de
CMSCs humanas una disminucién del grado de fibrosis y un aumento del tamafio de
los miocitos presentes en el area lesionada, si bien en el estudio no se observéd una
disminucion en la extension del infarto (28). La reduccidn del area de infarto y de la
cantidad de tejido fibrético son hallazgos muy transversales que se han observado
también con el empleo de UCMSCs (27) o con un medio condicionado por ADMSC,
en el que la reduccion en la fibrosis se constatd también a través de una menor

expresion de fibronectina, colageno 111y ETS-1 (55).

Los exosomas de CMSCs humanas han mostrado dar lugar, asimismo, a un mayor
grosor en la cicatriz cardiaca resultante, con una mayor cantidad de cardiomiocitos

vivos en la misma (22).

Este efecto terapéutico podria incrementarse mediante la sobreexpresion de miR-146
(31), miR-125b (57), miR-29c (49), miR-486-5p (58), N-Cadherina (47) y cisteina-
arginina-acido glutamico-lisina-alanina (CREKA) (59); asi como con la
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administracion de etinostat (un inhibidor de HDAC1) (28) o sustancia P (reduccién
del tamafio de infarto del 73% al 31% y de la fibrosis del 15% al 2,7% en ratas)
(42); también mediante la represion de miR-23 (60), mayor purificacion de los
exosomas derivados de MSCs (61), el sometimiento de las MSCs a hipoxia previa al
tratamiento (29) o el tratamiento con TGF-B1 (38).

4.1.2.3 Funcion cardiaca

Como se ha explicado previamente, la funcion cardiaca, medida a través de diversos
métodos ecocardiogréaficos o cateterismo, es un factor relevante para evaluar la

eficacia del tratamiento con MSCs en el dafio por isquemia-reperfusién miocardica.

El tratamiento con AFMSCs en conejos dio lugar a una mejora tanto de la FEVI
(67,42% frente a 58,62%) como de la AFVI (33,65% frente a 29,18%) (32). Este
dato coincide con el obtenido en otro estudio utilizando BMSC en ratas (FEVI del
68,2% con tratamiento frente al 57% sin tratamiento) (36). Asimismo, la utilizacion
de exosomas procedentes de CMSCs humanas sobre ratones incrementd en un 10%
el valor de la FEVI (35 a 45%) (22). Otros estudios in vivo han mostrado hallazgos

similares, con mejoras de este pardmetro de un 10-20%. (45,47)

Algunas medidas que han mostrado potenciar este efecto son la sobreexpresion de
Akt (32), miR-146 (62), miR-181a (45), miR-125b (57), miR-150-5p (63), N-
Cadherina (47) y CREKA (59), el postcondicionamiento y precondicionamiento
isquémicos (21) (29); el pretratamiento de las MSCs con etinostat (28), resistina (37),
lipopolisacérido (LPS) (35) o sustancia P (42); la administracion terapéutica precoz
de las MSCs (41) y el uso de iPSC-MSCs (25).

En el contexto de trasplante cardiaco, se ha observado que la perfusién del 6rgano
con medio condicionado por BMSCs reduce el tiempo necesario para la recuperacion
de las contracciones cardiacas, ademas de mejorar la funcion sistolica y diastdlica.
(23)
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4.1.2.4 Fisiopatologia a nivel cardiaco

En relacion con la fisiopatologia del dafio miocardico por isquemia-reperfusion,
existen evidencias de que el tratamiento con MSCs reduce la inflamacién local, el
estrés oxidativo y la apoptosis, al mismo tiempo que estimula la proliferacion celular
y la perfusion del tejido lesionado, regulando los procesos de autofagia. Como las
alteraciones histologicas, estos hallazgos son transversales, y son independientes del
modelo animal, el periodo de isquemia, la via de administracion, cantidad y tipo de
MSCs utilizadas y el momento de obtencion de las muestras. Los mecanismos

responsables se exponen con més detalle en el apartado 4.2.3.

4.1.2.5 Mejora de la eficacia del tratamiento

Tienen una presencia relevante en la literatura las acciones orientadas a mejorar la
eficacia del tratamiento con MSCs. En este sentido, se han utilizado diversas
estrategias, destacando:

i) la inyeccion local de las MSCs en lugar de la sistémica; ii) la induccion de la
sobreexpresion de determinados factores en las MSCs o en sus productos (vesiculas
extracelulares o exosomas), como el Akt, una serina-treonina quinasa relacionada
con la viabilidad y proliferacion celulares, implicada en la regulacion del ciclo
celular de los cardiomiocitos durante la diferenciacion y en la supervivencia y
proliferacion de células progenitoras. La sobreexpresion de Akt en AFMSCs
ocasiona una reduccion del dafio histologico, de la apoptosis y de la inflamacién, al
mismo tiempo que mejora la funcion del ventriculo izquierdo (un mayor
acortamiento fraccional y mejor FEVI) en experimentos in vivo. También se observd
un aumento en la tasa de injerto, la angiogénesis (mayor expresion de VEGF y
densidad de capilares), la expresion de marcadores especificos de cardiomiocitos
(GATA-4, conexina 34 y cTNT) asi como en la secrecion de FGF-2, HGF, IGF-1 y
timosina f3-4. (32)

Asimismo, se ha demostrado que la sobreexpresion de Wnt1l en BMSCs mejora la
supervivencia de los cardiomiocitos, relacionada con una mayor integridad de la
membrana mitocondrial y asociada a un incremento en los niveles de IGF-1y VEGF.
(40)
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La sobreexpresion de N-Cadherina produjo un aumento de la expresion de B-
catenina, incrementando las MMP-10/13 y el HGF. Este efecto mejor6 la FEVI
asociada a una reduccion de la fibrosis y la apoptosis cardiomiocitica, y una mayor
proliferacion celular, densidad de capilares en la zona lesionada y un mejor injerto de
las ADMSCs. (47)

El incremento de SDF-1 en exosomas de UCMSCs humanas indujo un efecto
terapéutico mejorando de la funcién cardiaca in vivo, asociada a un menor dafio
tisular miocéardico, una reduccion en la respuesta inflamatoria, asi como una mayor
regeneracion vascular endotelial. EI mecanismo fisiopatoldgico subyacente es una
disminucion de la autofagia, asi como una activacion de la via de sefializacion de
PI3K/AKt/mTOR. (44)

Otros factores de gran relevancia, cuya sobreexpresion o represion ha mostrado
mejorar los resultados terapéuticos del tratamiento con MSCs, son los microARNS.
Asi, la sobreexpresion de determinados miRNAs como el miR-146, miR-181a, miR-
29c, miR-150-5p, miR- 145 o miR- 486-5p ha mostrado un aumento de la
angiogenesis y la proliferacion de cardiomiocitos, asi como una reduccién del area de
infarto, la inflamacion, niveles de LDH vy fibrosis, mejorando la funcion cardiaca y
modulando la autofagia (45,49,58,62,63,64). Por otro lado, la inhibicién de miR-23
en BMSCs induce una mayor diferenciacion de las células in vitro, asi como una
reduccion del dafio miocardico en ratas sometidas a una isquemia-reperfusion
miocardica (menor dafio a nivel histoldgico y niveles superiores de marcadores
cardiacos a nivel local como Mb, CK-MB y ¢Tn) (60).

i) tratamiento con otros agentes adicionales. En este sentido, el tratamiento de las
BMSCs con TGF-B1 consiguié un incremento del injerto, con la consiguiente
reduccion significativa del area infartada (reduccién del 36% en el TTC) (38). El
etinostat, un inhibidor de histona deacetilasa, mejord la funcién sistélica in vivo,
asociada a un menor grado de fibrosis y un mayor tamafio de miocitos. Este mismo
agente, utilizado in vitro indujo la diferenciacion de las MSCs en cardiomiocitos
(aumento de marcadores troncales como OCT4, NANOG, SOX2 y KLF4; aumento
de marcadores cardiomiogénicos como GATA4, MEF2C, MYBPC3, NKX2.5 y
TBX5). Sin embargo, el estudio in vivo mostro que los beneficios observados no

estaban asociados a una mayor vasculogénesis ni cardiomiogénesis. (28)
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El pretratamiento de ADMSCs con resistina (una adipocina) mejord la funcion
cardiaca a través de un mayor homing. También hubo una disminucion de la
apoptosis y la fibrosis y un aumento de la angiogénesis in vivo. En experimentos in
vitro, se ha demostrado que la resistina favorece tanto la proliferacion como la
migracion de las ADMSCs. (37)

Por otro lado, se ha visto que el pretratamiento de BMSCs con lipopolisacarido
(LPS) obtiene una mejora de la funcion cardiaca. Este efecto parece mediado por una
activacion del receptor TLR4 de las MSCs por parte del LPS, dando lugar a una via

de sefializacion dependiente de MyD88 y stat3. (35)

La sustancia P, una molécula movilizadora de MSCs y antiinflamatoria, liberada
espontaneamente en la lesion por isquemia-reperfusion, reduce la inflamacion y el
tamafio de infarto e incrementa la movilizacion de MSCs, potenciando la

angiogénesis y mejorando la funcién miocardica. (42)

Asimismo, se ha demostrado que las UCMSCs humanas responden a estrégenos a
través de los receptores o y B de estas hormonas, induciendo la proliferacion celular
y regulando la expresion de diversos genes y proteinas implicadas en la

remodelacion tisular, la migracién y la angiogénesis. (33)

iv)condicionamiento isquémico: consiste en la induccion de una isquemia
controlada, breve y transitoria, que puede efectuarse tanto a nivel local como a
distancia. Un estudio donde se aplicaron BMSCs via intramiocardica a ratas mostro
que el poscondicionamiento isquémico reducia el estrés oxidativo (menores niveles
de MDA y aumento de SOD), el dafio mitocondrial (mayor contenido miocéardico de
ATP y aumento de expresion de Cycs, Ndufa8, Cox7al y TFAM), la fibrosis y la
inflamacion; todo ello asociado a un mayor injerto y mejor funcion cardiaca
(incremento de FEVI y AFVI). (21)

En el contexto del trasplante cardiaco en modelos animales, se han observado
mejores resultados con la perfusion de un medio condicionado por BMSCs
cultivadas en condiciones de hipoxia. Si bien ambas fueron eficaces, las BMSCs
hipdxicas requirieron menos tiempo para recuperar la contractilidad, con una FEVI
superior, y tuvieron menor dafio histopatologico, actividad inflamatoria y apoptosis.
Estos efectos parecen estar mediados por una activacion de la via de PI3K/Akt. (29)
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v) momento de administracion del tratamiento: la administracion de ADMSCs en el
momento de iniciar la reperfusion, reduce la respuesta inflamatoria, mejora la
funcién cardiaca y reduce el area de infarto, si se compara con la administracion
diferida del tratamiento. (41)

vi) mayor purificacion de los exosomas derivados de AFMSCs: consigue una
reduccion del tamafio del infarto de un 38% (61).

vii) utilizacion de MSCs de pluripotencialidad inducida (iPSC-MSCs): en ratas
atimicas congeénitas sometidas a una isquemia de 60 minutos, las iPSCs lograron una
mejoria superior en la funcion miocardica, asi como una mayor capacidad

angiogénica que utilizando BMSCs (25).

4.1.3 Mecanismos implicados
4.1.3.1 Regulacion de la inflamacion

Como se ha comentado previamente, uno de los principales efectos del tratamiento
con MSCs en el tratamiento del dafio tisular por isquemia-reperfusion a nivel
miocardico es una disminucion de la inflamacion. En este sentido, se ha demostrado
una disminucion de las sefiales proinflamatorias y un aumento de las vias

antiinflamatorias.

El tratamiento con exosomas de BMSCs ha mostrado, a traves del miR-181a, lograr
una disminucion de la respuesta inflamatoria (menores niveles de TNF-a e IL-6;
aumento de IL-10), como consecuencia de un aumento de los linfocitos T
reguladores (CD4+ y Foxp3+) condicionado por la represion del factor c-Fos (45). El
miR-21a-5p, presente en estos exosomas, participaria favoreciendo la polarizacién de
macrofagos de fenotipo M1 (proinflamatorios) a M2 (antiinflamatorios, CD206+ y
CD11b+) (46). EIl tratamiento con UCMSCs ha mostrado este efecto antiinflamatorio
también a través de unos menores niveles séricos de PCR, y un menor numero de
linfocitos NK tanto en suero como en el tejido lesionado, contribuyendo a la
disminucion de la oclusién microvascular observada (27). El efecto antiinflamatorio
se ha constatado también mediante una reduccién de CXCR1, IL-1 (56) e IL-8 (44),
y de la expresion de genes relacionados con citocinas (Tnf y Ccll11) e interleucinas
(119, Cd40Ig) proinflamatorias (23).
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Las BMSCs han mostrado también aumentar la biodisponibilidad local de adenosina,
reduciendo la infiltracion de neutrofilos y macréfagos a nivel histoldgico, que se
revirtio al inhibir la sintesis de adenosina. Asi, parece que las BMSCs transforman el
adenosin monofosfato (AMP, una molécula proinflamatoria presente en la lesion por
isquemia-reperfusion) en adenosina (una molécula con actividad antiinflamatoria),

mediante el CD73 (una importante ecto-5’-nucleotidasa). (36)

El efecto antiinflamatorio de las MSCs, transversal en la literatura analizada, se ha
logado potenciar gracias a diversas estrategias, como la adicién de sustancia P
(reduccion de TNF-a y aumento de IL-10 y proporcion de monocitos M2 y linfocitos
T reguladores) (42,41), la sobreexpresion de CREKA (mejor homing) (59), la
sobreexpresion de miR-125b (57), el precondicionamiento isquémico de MSCs (29)

y la sobreexpresion de SDF-1 (44).

4.1.3.2 Reduccion del estrés oxidativo

El tratamiento con MSCs ha demostrado reducir el estrés oxidativo, tanto a través de
una disminucion en los niveles de agentes oxidantes como mediante un aumento de
agentes antioxidantes. Se trata de un punto comun a distintos métodos terapéuticos
con MSCs y diferentes modelos animales.

Se ha constatado una disminucion en los niveles locales de MDA, H20- e ion
superdxido, junto con un aumento en los niveles de SOD. Este efecto parece ser

superior cuando se aplica un poscondicionamiento isquémico (21,36).

Asimismo, el medio condicionado por BMSCs es capaz de reprimir genes
relacionados con el estrés oxidativo como Serpiniblb, Dnm2, Txnrd2, Epx, Gpx,
Mpo, Dhcr24, Tpo, Nox4, Noxol y Aoxl (23). Los resultados son similares
utilizando otros tipos de células madre: el medio condicionado por AMMSC
humanas ha mostrado aumentar in vivo los niveles de SOD y GPx, junto a una
reduccion de MDA. La reduccion del estrés oxidativo aparece asociada a un menor
dafio tisular a nivel histoldgico y se ve reflejado en una reduccion de niveles séricos

de marcadores como el cTnl. (24)
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4.1.3.3 Disminucion de la apoptosis

Se ha atribuido, al menos parcialmente, el potencial terapéutico de las MSCs a una

inhibicidn de las vias de sefializacion proapoptaticas.

Hay amplio consenso, tanto a nivel in vivo como in vitro, de que las MSCs y sus
productos, independientemente del tipo u origen de las mismas, consiguen una
reduccion en el grado de apoptosis de los cardiomiocitos del area lesionada: un
menor numero de células apoptoéticas, junto con una mayor expresion de Bcl-2 y
ciclina-D1, y represion de caspasa-3 y Bax. En el caso de los exosomas de las
ADMSCs, estos efectos parecen asociados a una estimulacion de la via Wnt/B-
catenina (31). Asimismo, el medio condicionado por MSCs ha mostrado ocasionar
una represion de genes proapoptéticos como Birch, Cd40lg, Fadd, Bcl2l11, Casp2,
Faslg, Bid, Caspo8 y Aktl (23) y regular los niveles de p53 fosforilado y PUMA
(55).

Los mecanismos que han logrado potenciar este efecto antiapoptotico incluyen el
pretratamiento de ADMSCs con resistina (37), el uso de sustancia P (42), la
sobreexpresion de miR-125b (57), N-Cadherina (47), miR-150-5p (63), SDF-1 (44) y
Whnt (reduccidn del porcentaje de células apoptoticas de un 37% a un 14,6% in vitro)
(40) y el precondicionamiento isquémico de las MSCs (29).

4.1.3.4 Aumento de la proliferacion celular y factores de crecimiento

Un efecto de la terapia con MSCs parece ser un aumento en la proliferacion celular
del tejido dafiado. Asi, se ha visto un incremento en el nimero de células positivas
para Ki67 tras el empleo de exosomas procedentes de estas células. Estos exosomas
han mostrado también promover la proliferacion cardiomiocitica mediante la
represion de la H3K27 demetilasa UTX (22). Asimismo, las MSCs secretan factores
tréficos como IGF-1, VEGF, HGF, timosina B4 (52), FGF7 o NFKBIZ (35).
Asimismo, se ha observado que la sobreexpresion de Wnt en BMSCs es capaz de
potenciar el aumento de IGF-1 y VEGF, en asociacién con una mayor supervivencia
de los cardiomiocitos (40). Lo mismo ocurre con la sobreexpresion de SDF-1 en

exosomas procedentes de UCMSCs (44).
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4.1.3.5 Mejora del aporte vascular

El tratamiento con MSCs induce una mejora del aporte vascular después del periodo
de isquemia, a través de la secrecion de factores proangiogénicos. Los estudios de
formacion de tubos vasculares in vitro han confirmado un aumento de la
angiogeénesis tras el tratamiento con exosomas de CMSCs humanas, acompariado
también de una mayor densidad de vasos capilares en el area afectada por la
isquemia en estudios realizados in vivo (22). Asimismo, se ha demostrado un
aumento en los niveles de CCL2 (también llamado LCP3) (35), bFGF y VEGF y en
la densidad histologica de capilares al utilizar AFMSCs (32).

El efecto proangiogénico se ha visto potenciado por la sobreexpresién de miR-146
(mayor numero de ramas y puntos de ramificacion en el estudio de formacidn tubular
in vitro, a través de un aumento en los niveles de VEGF y HIF-1 y reprimiendo el
inhibidor de HIF-1 HIF1AN) (62), el pretratamiento de las ADMSCs con resistina (a
través de la via ERK1/2-MMP-9) (37), la administracién de sustancia P (42), la
sobreexpresion de CREKA (al mejorar el engraftment) (59), la sobreexpresion de N-
Cadherina (mediante la activacion de la [B-catenina, mejora el engraftment e
incrementa la angiogénesis a través de MMP-10, MMP-13 y HGF) (47), la
sobreexpresion de SDF-1 (mayor expresion de VEGF, MMP-9, MMP-2) (44), y la
exposicién de UCMSCs a estrdgenos (mayor secrecion de MMP-9, ANG y VEGF)
(33). Se ha sefialado que las iPSC-MSCs podrian tener una capacidad angiogénica
superior a la de las BMSCs, como consecuencia de una expresion superior de
factores proangiogénicos como VEGF, GRO, IL-8, leptina, b-FGF o trombopoyetina,
entre otros, asi como por una menor expresion de factores antiangiogénicos (TIMP-1
y TIMP-2) (25).

La angiogénesis no es el anico mecanismo por el que las MSCs mejoran el aporte
vascular en el tejido cardiaco sometido a isquemia-reperfusion. Un componente
relevante de esta lesion es la obstruccion microvascular (un factor independiente de
mal prondstico en el infarto agudo de miocardio), debida en parte a una embolizacion
distal, agregacion plaquetaria y, especialmente, a la reaccion inflamatoria. Un estudio
en cerdos experimentales tratados con UCMSCs mostro una disminucion de esta

oclusion microvascular, asociada a una disminucion de la respuesta inflamatoria, que
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dio lugar a un menor tamafio del infarto y a una mejor FEVI, llegando incluso a
mejorar la supervivencia de los animales tratados. (27)

4.1.3.6 Vesiculas extracelulares, exosomas y miRNA

La evidencia pone de manifiesto que las MSCs ejercen su accion, al menos
parcialmente, a través de vesiculas extracelulares. Se trata de vesiculas de cubierta
lipidica secretadas por las MSCs, que contienen proteinas y acidos nucleicos,
elementos relevantes de la comunicacion intercelular. Las vesiculas extracelulares de

menor tamafo (30-150 nm de didmetro) se denominan exosomas (Figura 8).

Al poseer una parte importante de las propiedades terapéuticas de las MSCs y carecer
de algunos de sus inconvenientes, los exosomas son una importante alternativa
terapéutica. Se ha observado que estos exosomas son captados preferentemente por
las células lesionadas distribuyéndose su contenido en la region perinuclear del
citoplasma de la célula receptora (52), modulando asi sus funciones fisioldgicas y
fisiopatoldgicas (65).

Un metaanalisis de estudios in vivo mostré6 que el tratamiento con exosomas
derivados de MSCs lograba una moderada reduccién del area infartada del ventriculo
izquierdo, incrementando el grosor de la cicatriz miocardica, junto a una discreta
mejoria de la FEVI y de otros parametros de funcién miocardica (22,51), ademas de
reducir los niveles séricos de CK-MB, LDH y cTnl (31,66).

Estos efectos mejoran la viabilidad celular (39) y disminuyen la apoptosis (aumento

Exosomas

Sefializacion intercelular

Figura 8. Exosomas de MSC. En la imagen |, exosomas de BMSC a través de microscopia electrénica de
transmisién a 100.000 aumentos. Obtenida de Lu, et al. (85). En la imagen Il, un diagrama acerca de los
exosomas.
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de Bcl-2 y disminucion de Bax y caspasa 3), reducen el estrés oxidativo y la
sefializacion proinflamatoria (66), tanto en modelos in vivo como in vitro (donde se
ha observado una disminucién del efecto proapoptético del estrés oxidativo) (53,67),
asociados a una estimulacion de la via de Wnt/B-catenina y GSK-3p (los exosomas
de ADMSCs aumentaron su expresion, y los efectos beneficiosos desaparecian al
inhibir esta via) (31). El tratamiento con exosomas de CMSCs ha logrado una mejor
funcién cardiaca tras un periodo de isquemia miocardica en ratones incrementando la
densidad de vascularizacion capilar (mayor expresion de CD31) y el grosor de la
cicatriz, asociada a un incremento en la proliferacion de cardiomiocitos (mayor
porcentaje de células Ki67 positivas) ademas de una mayor angiogénesis in vitro
(22).

Es relevante la presencia de Hsp70 (proteina de shock térmico de 70 kD), ya que a
través del TLR4 puede activar la Hsp27, una proteina cardioprotectora gracias a su
funcion como preservadora de la integridad de los microtibulos y del citoesqueleto
de actina, ademas de su rol como chaperona (53). Se ha observado, ademas, que los
exosomas contienen en su membrana esfingolisina-1-fosfato (SIP, un inhibidor de
apoptosis y estimulante de angiogénesis) que puede incrementar los niveles de ATP
y NADH, disminuyendo el estrés oxidativo, ademas de regular la via de PI3K/Akt
(51). Un estudio in vitro con vesiculas extracelulares de UCMSCs mostr6 que estas,
a través de una estimulacion de la via PI3K/Akt, ocasionaban un descenso en el
estrés del reticulo endoplasmico (menores niveles de GRP78, CHOP, IREla y
ATF®6). Este efecto increment6 la supervivencia y viabilidad celulares, inhibiendo la
apoptosis y reduciendo la liberacién de LDH (68).

Entre los componentes de los exosomas destacan los miRNAs. Como se ha referido
previamente, se trata pequefios fragmentos de 20-25 nucledtidos de ARN que se unen
a la region 3° UTR de ARN mensajeros (ARNm) inhibiendo su traduccion y
reprimiendo asi la expresion de diversos genes. Los principales miRNAs con un

papel relevante en la accion de las MSCs y sus exosomas se resefian a continuacion.

Tras la secuenciacion de los miRNA presentes en los exosomas de BMSCs, se
demostro que el miRNA cardioprotector mas abundante era el miR-21a-5p. Este

produjo una disminucion de la apoptosis de cardiomiocitos H9c2 in vitro a través de
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la represion de los factores proapoptdticos PDCD4, FasL, PTEN y Pelil. Asimismo,
la supresion del miR-21a-5p redujo el efecto protector de los exosomas sobre las
células. La reduccion porcentual de la muerte celular fue de un 15% en ausencia de
este miR, mientras que con su presencia fue de un 23% (52). EI miR-21a-5p presente
en exosomas de MSCs contribuye in vitro a la mejora de la funcion cardiaca y a la
disminucion del tamafio del infarto, favoreciendo una reduccion de la inflamacion
(menores niveles de IL-6 y mayores de IL-10) a través de la polarizacion de los
macrofagos hacia el fenotipo M2, en detrimento del M1. Estos efectos fueron
parcialmente revertidos al inhibirse el miR-21a-5p, cuya diana es el TLR4, regulando
asi la sefializacion PI3K/AKkt (46).

La sobreexpresion de miR-146 induce una mayor expresion de VEGF, promoviendo
la angiogénesis (mayor numero de ramas y puntos de ramificacion en pruebas de
formacion tubular in vitro), reduciendo tanto la fibrosis cardiaca como el area de
infarto (14% frente a 25%), y mejorando la funcion cardiaca. Estos efectos son

consecuencia de la represion de NF2 y de la activacion de Akt, PAK1 y Rac. (62)

Asimismo, se ha demostrado en un estudio in vivo que el miR-26a presente en
exosomas derivados de MSCs humanas con precondicionamiento isquémico mejoro
la conduccién eléctrica y redujo la aparicién de arritmias y el tamafio del infarto (de
un 24% a un 8%). Ademas, mejord la dinamica intracelular del calcio, disminuyendo
su sobrecarga, mediante una supresion de GSK-3f y un aumento de Wntl, B-catenina
y Cx43. (26)

Otro miRNA relevante es el miR-181a, cuyas dianas son los receptores de células T
y del TGF-p. Este protooncogén podria atenuar la activacion de células dendriticas y
disminuir la inflamacion a través del c-Fos. Asi, la disminucién de c-Fos ocasiona un
aumento de linfocitos T reguladores que reducen la inflamacién y el area de infarto,

mejorando la funcion miocéardica. (45)

El miR-125b ha mostrado también efectos cardioprotectores ante la isquemia-
reperfusion miocardica en ratas, al mejorar la funcion cardiaca y disminuir el area de
infarto, en asociacién con una mayor viabilidad cardiomiocitica y una menor

inflamacion y apoptosis. Esto parece ocurrir como consecuencia de la represion del
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SIRT7 (una proteina implicada en la proliferacion celular, procesos oncogénicos y la
regulacion de la respuesta al estrés y la muerte celular) por parte del miR-125b. (57)

El miR-320b, presente en exosomas derivados de MSCs humanas, es responsable de
la disminucion de la piroptosis, un proceso de muerte celular programada asociada a
la respuesta inflamatoria, activada por la via del NLRP3, que transforma la
procaspasa 1 en caspasa 1 activa, que a su vez amplifica la reaccién inflamatoria y la
muerte celular a través de las IL-1 e IL-18. (34)

El miR-29c, presente en exosomas de BMSCs contribuye a reducir el tamafio de
infarto, la muerte celular y los niveles séricos de LDH, a través de una inhibicion de
PTEN y una consecuente disminucion de la autofagia. (49)

Asimismo, la sobreexpresion de miR-150-5p, presente en exosomas de BMSCs, es
capaz de reducir el tamafio de infarto, asi como la extension de la fibrosis y la
apoptosis. EI TXNIP, reprimido por el miR-150-5p, es un inhibidor de Trx1, de
modo que su sobreexpresion en la lesion por isquemia-reperfusién causa una

hipersensibilidad al estrés oxidativo. (63)

Un estudio in vitro sobre cardiomiocitos H9¢c2 mostré que los exosomas de BMSCs
contienen miR-149-5p y Let-7c-5p. Estas moléculas, a través de una represion de
Faslg, dan lugar a un aumento de -catenina que, como se ha explicado en el punto
4.2.2.5, es responsable de una disminucion del dafio tisular asociado a la lesion por

isquemia-reperfusion miocardica. (43)

El precondicionamiento isquémico de las ADMSCs, previo al aislamiento de sus
exosomas, redujo el tamafio de infarto y la apoptosis in vivo. El estudio in vitro
demostrd que este efecto podia ser debido a un aumento en la cantidad de algunos
miRNA, destacando el miR-224-5p, que podria reprimir el TXNIP, reduciendo asi la
degradacion de GATA4 mediada por caspasa-1. Esta situacién mantendria elevada la

expresion de Bcl-2, con efecto cardioprotector. (67)

En otro estudio in vivo se obtuvo una mejor funcion cardiaca y una reduccion en el
area de infarto, la inflamacion, el estrés oxidativo y el dafio tisular (menor liberacién
de LDH) tras la administracion del medio condicionado por ADMSC. En este medio
se detecto la presencia de miR-221 y miR-222, que reprimen MAPK y NF-kB, de
modo que se inhibid la via del ETS-1 (responsable de la reaccion fibrotica asociada a
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la expresion de fibronectina y coladgeno I1l) y del PUMA (logrando asi un efecto
antiapoptdtico). (55)

Por otro lado, la sobreexpresion de miR-486-5p induce una reduccion en el area del
infarto y en la frecuencia de apoptosis, asi como un incremento en la proliferacion de

cardiomiocitos. (58)

El miR-23, expresado por las BMSCs, es un miRNA que causa una represion de
Has2. Su inhibicion eleva los niveles de Has2, lo cual, asociado a una activacion de
la via de Wntl/TCF4/B-catenina, condujo en un estudio a una reduccion en el dafio

miocardico a nivel histolégico. (60)

No obstante, no todos los miRNA secretados por las MSCs tienen un efecto
terapéutico beneficioso. Se ha observado que el miR-29a secretado por BMSCs da
lugar a una represion de la folistatina 1, una molécula antiapoptética, ocasionando un
aumento de la apoptosis de los cardiomiocitos a través de una inhibicion de la via
JAK2/STATS3. (64)

Se ha sefialado que los exosomas derivados de las MSCs contienen habitualmente
una cantidad elevada de impurezas, debido a los métodos de aislamiento
comunmente utilizados (fundamentalmente la centrifugacion), que pueden ocasionar
la ruptura o deterioro de los exosomas. En este sentido, un estudio demostr6 que una
mayor purificacion de exosomas de AFMSCs lograba in vivo una reduccion del
tamafio de infarto de un 38%. Cabe sefialar que esto no se correspondié con un efecto
protector sobre los cardiomiocitos a nivel in vitro, por lo que se atribuy6 a algun
efecto indirecto in vivo, posiblemente mediado por el endotelio, dado que in vivo se
mostré un aumento en la migracion celular endotelial mediada por PI3K. (61)

4.1.3.7 Autofagia

La autofagia es el proceso de degradacion de estructuras intracelulares de desecho, a
través de autofagosomas y autolisosomas. En general, se considera deletérea una
activacion temprana desajustada de la autofagia, mientras que una activacién
moderada algo mas tardia parece ser beneficiosa (48). Se ha observado una excesiva

activacion autofagica en cardiomiocitos sometidos a dafio por isquemia-reperfusion
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(aumento de marcadores de autofagia como LC3B y Beclina-1; disminucion de
marcadores de descenso de autofagia como el p62), asociada a una disminucion de

sefiales proapoptoticas (aumento de la relacion Bcl-2/Bax).

Un estudio con exosomas de MSCs mostré un menor dafio miocardico (menores
niveles séricos de LDH y menor tamafio de infarto) como consecuencia de una
disminucion de la excesiva autofagia. Esto ocurrié debido a una represion de PTEN
por el miR-29c y consecuente activacion de la via Akt/mTOR (estimulante de
mTOR) (49). Con la misma tendencia, la sobreexpresion de SDF-1 en exosomas de
UCMSCs humanas ha mostrado una mejora en los resultados terapéuticos (funcion
cardiaca, dafio tisular, inflamacion y angiogénesis). Este efecto estd asociado a una
disminucion de la autofagia junto a una activacion de la via de sefializacion de
PI3K/Akt/mTOR, que parecen revertirse al inhibirse la accion de SDF-1 (44). Otro
estudio mostré que un medio condicionado por AMMSCs administrado a ratas logré
una mejora de la funcion cardiaca y una disminucién de la fibrosis y los niveles de
CK-MB, mediados por una reduccion de la autofagia a traves de la activacion de la
via mTOR/ULK1 (50).

Sin embargo, se ha visto que un aumento de la autofagia causado por los exosomas
derivados de BMSCs produce, tanto in vitro sobre células H9c2 como in vivo en
ratas, un descenso del nivel de ROS y de la apoptosis y un aumento de la viabilidad
celular, ademéas de una reduccion en el tamafio del infarto y una mejor funcién
cardiaca (mejores FEVI y AFVI). Todo ello parece estar regulado, al menos en parte,
por la estimulacion de la via de AMPK/mTOR (inhibidora de mTOR) y la reduccion
de Akt/p-mTOR (estimulante de mTOR) (48). De hecho, el medio condicionado por
BMSCs es capaz de reprimir la expresion de genes implicados en la via PI3K/Akt
(Tclla, Aktl, Akt3, Mapk3, Pakl, Foxgl, Mtor, Adar) (23). In vitro, el aumento de
la autofagia por el medio condicionado por BMSCs redujo la liberacion de LDH vy el
descenso en el A¥Ym, gracias a una inhibicion de Notch2, su diana Hes-1 y mTOR,
elevados en la lesidn por isquemia-reperfusion, perdiéndose los beneficios al revertir
esta inhibicion. (39)
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4.1.3.8 Homing de las MSC

Una cuestion recurrente son la capacidad de las células para llegar a la zona
lesionada (homing) y la tasa de injerto (engraftment) de las MSCs administradas
sistemicamente, en definitiva, la cantidad de células que se asientan en el
tejido/érgano diana. Este proceso parece estar afectado tanto por un componente
fisico (atrapamiento de las células en la microcirculacion de los tejidos) como
bioquimico (interaccion entre moléculas como SDF-1 y CXCR4, factores de
crecimiento, etc.).

La tasa de homing de las MSCs a nivel miocéardico es muy baja (1-3%) (33). La
mayoria de las células administradas quedan atrapadas en el lecho vascular de otros
organos, como los pulmones, el pancreas o el bazo (35). Si bien cada vez méas datos
sugieren que quiza no sea necesario el homing para obtener un efecto terapéutico por
parte de las MSCs, pudiendo actuar a distancia a través de la liberacion de diversos
factores y exosomas, existe evidencia que sugiere que la eficacia de la terapia con
MSCs podria ser, al menos parcialmente, dependiente del grado de homing de las
células. De hecho, las escasas supervivencia de las células (el 90% de las MSCs
mueren en la primera semana (35)) y homing de las MSCs han sido el principal
factor al que se ha atribuido la escasez de éxito terapéutico que se ha observado,
particularmente a nivel clinico (20).

Por todo ello, una parte de las estrategias orientadas a mejorar el efecto de las MSCs
que se han mencionado previamente estan dirigidas a mejorar el homing. Existen
diversas opciones: i) la administracion local (la mayoria de los estudios utilizan una
via de administracién intramiocéardica o intracoronaria) (21,32,62) (Figura 7).

ii) la sobreexpresion de ciertos factores como el Akt en AFMSC, mejorando su
engraftment a nivel miocardico (de 9,3 células marcadas con BrdU por campo frente
a 14,8) (32); la sobreexpresion de CREKA, una molécula que permite a las MSCs la
adhesion a la fibrina, (una capacidad migratoria 2,5-6,5 veces superior), (59); la
sobreexpresion de N-Cadherina ha mostrado también mejorar el homing de
ADMSCs en ratones (47). Asimismo, una sobreexpresion de CCL7, que puede
inducirse mediante LPS, puede mejorar el homing de las MSCs (35).

iii) el poscondicionamiento isquémico también aumenta el grado de engraftment de

BMSCs en el miocardio de ratas Sprague-Dawley tras un periodo de isquemia-
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reperfusion, efecto asociado a la via de SDF-1a/CXCR-4 (21). La interaccion de
SDF-1 con CXCR-4 participa en la migracion y homing de las MSCs. En este
sentido, una posibilidad es el tratamiento con TGF-fl1, ya que promueve la
sobreexpresion de CXCR-4, logrando asi un aumento en la tasa de migracion celular
in vitro (de un 30% a un 53%) y el engraftment in vivo, tal y como se ha observado
en el tratamiento con BMSCs a ratas. (38)

iv) la encapsulacion celular, como la realizada en BMSCs con gel de
polietilenglicol y alginato. (36)

v) el pretratamiento de ADMSCs con resistina antes de su administracion
intravenosa mejora el engraftment de estas células a través de la via ERK1/2-MMP-
9, obteniendo asi una mejora de la funcion ventricular. (37)

vi) la exposicion de UCMSCs a estrogenos también ha mostrado mejorar
significativamente el engraftment en tejido miocardico. Este efecto se ha asociado a
un aumento de EMMPRIN y MMP-9, implicadas en la remodelacion tisular y la

migracion celular. (33)

La relacion entre los principales mecanismos de accion de las MSCs mencionados se

refleja en la Figura 9.
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entre los principales mecanismos de accién de la terapia con MSCs para la lesién miocardica por isquemia-
reperfusion, y sus efectos terapéuticos.
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5. DISCUSION

5.1 LIMITACIONES DE LA EVIDENCIA
5.1.1 Modelos

Como se ha mencionado previamente, la préctica totalidad de la evidencia disponible
acerca del tratamiento del dafio miocardico por isquemia-reperfusion, consiste en
estudios in vitro e in vivo en animales. Como es inherente al empleo de modelos
celulares y animales, aunque imprescindibles en investigacion de nuevas terapias,
proporcionan evidencia cuya extrapolacion a la especie humana es compleja. De
hecho, no pocos de los beneficios clinicos observados en modelos animales no han

podido ser reproducidos en ensayos clinicos en humanos.

Uno de los argumentos que pueden explicar este hecho es que la practica totalidad de
los estudios in vivo en animales utilizaron como modelo pequefios roedores jovenes y
sanos, en los que la lesion por isquemia-reperfusion se establecié mediante una
oclusion directa y posterior reapertura de una arteria. Se ha sefialado que estas
condiciones distan notablemente de la situacion en la que tiene lugar la lesion por
isquemia-reperfusion en la realidad clinica. Este tipo de lesion suele ser de un origen
multicausal y prolongado en el tiempo, no solo incluyendo multiples agentes
etiopatogénicos, sino también teniendo lugar en conjuncién con otras diversas
comorbilidades y tratamientos farmacoldgicos en el contexto de una vasculopatia
aterosclerdtica. Son relevantes el sexo (mayor frecuencia en hombres), la edad
(mayor frecuencia en edades avanzadas), la diversidad racial y étnica, etc. Asimismo,
la fisiologia a nivel cardiaco, incluso en estado sano, puede diferir mucho entre
roedores y humanos (69). Todos ellos son factores que pueden desempefiar un papel
relevante en los resultados clinicos y que la evidencia disponible no refleja

adecuadamente.

5.1.2 Variabilidad

Como se ha observado, si bien la evidencia es muy homogénea en cuanto a los
métodos empleados para establecer el modelo de lesion por isquemia-reperfusion

(hipoxia y reoxigenacion in vitro y clampaje/desclampaje vascular in vivo), no lo es
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tanto a la hora de establecer el abordaje terapéutico mediante MSCs. Se han utilizado
MSCs o exosomas de MSCs en dosis muy diversas (algunos estudios utilizan dosis
10 veces superiores a otros), sin seguir estas ningun tipo de proporcionalidad con el
peso de los animales de experimentacion, el tipo celular o la via de administracion
empleadas. Si bien ha habido algin articulo sefialando este hecho y proponiendo
medidas para una mayor estandarizacion de la evidencia (70), la falta de
homogeneidad persiste, dificultando la extraccion de conclusiones en relacion con
esta alternativa terapéutica. Asi, en primer lugar, complica la inferencia por método
comparativo, al dificultar la atribucion de posibles diferencias a uno u otros factores.
En segundo lugar, imposibilita una sintesis cuantitativa de la informacion aportada
por los diversos estudios mediante metaanalisis, complicando asi la obtencion de

conclusiones precisas.

5.1.3 Momento de aplicacion

Un aspecto critico que tener en cuenta es el momento de aplicacion del tratamiento,
teniendo en consideracién que existe evidencia de que la precocidad en el
tratamiento con MSCs influye en los resultados (41). En la mayor parte de los
estudios, el periodo de isquemia establecido hasta la aplicacion de la terapia oscila
entre 15 y 90 minutos; incluso se ha optado en numerosas ocasiones por administrar
las MSCs, o los productos derivados de ellas, antes del establecimiento de la propia
isquemia. Esto puede no ser representativo de la realidad clinica, dado que el periodo
medio desde la instauracion de la clinica de una isquemia miocérdica hasta la

revascularizacion en el ambito clinico en Espafia se ha estimado en 193 minutos (71).

5.1.4 Efectos sistémicos del dafio miocardico

No se han encontrado evidencias del efecto de la administracion terapéutica de las
MSCs en la fisiopatologia de otros 6rganos de la economia tras la lesion miocardica
por isquemia-reperfusion. Este hecho puede ser una limitacion relevante, dado que la
lesion de otros 6rganos y el potencial fallo multiorganico pueden jugar un papel

determinante en el desenlace del cuadro clinico (72).



39

5.2 COHERENCIA EN LA LITERATURA ANALIZADA

A pesar de una cierta falta de homogeneidad en cuanto a los protocolos de la
aplicacion terapéutica de las MSCs, encontrada en la literatura analizada y ya
mencionada en el punto 5.1.2, la bibliografia estudiada es muy coherente en cuanto a
los efectos terapéuticos de estas células o del material derivado de ellas y los

mecanismos implicados en su fisiopatologia.

Una amplia mayoria de los trabajos evidencian que las MSCs reducen la respuesta
inflamatoria, el estrés oxidativo y la apoptosis, mejorando la viabilidad celular y
estimulando la proliferacién y la angiogénesis mediante la secrecién de diversas
citocinas, asi como a través de sus exosomas. De esta manera, se reduce el tamafio de
las lesiones y el dafio tisular ocasionado por el evento isquémico-reperfusivo, lo que
ocasiona una mejor funcionalidad del érgano en cuestion (mejor funcion contractil
del miocardio). Existe amplio consenso en lo referente a estos aspectos que
constituyen el ndcleo de la cuestion tratada en la presente revision. En relacién con el
efecto del tratamiento sobre la supervivencia, aunque son escasos los estudios que
han analizado este parametro, existen datos que demuestran una mejora considerable

de dicha supervivencia tras la aplicacion terapéutica de las MSCs.

Por Gltimo, seria interesante valorar la existencia de un posible sesgo de publicacion,
dada la falta casi completa de resultados no favorables en la evidencia in vitro e in
vivo. Para un correcto analisis del mismo seria imprescindible llevar a cabo un
metaanalisis y un funnel plot, aunque la heterogeneidad de la literatura dificulta

enormemente esta tarea.

5.3 ESTADO ACTUAL DE LA INVESTIGACION

Uno de los objetivos de este estudio es identificar las principales lineas
investigadoras y la orientacion de la evidencia a la vista de los datos disponibles.
Como se ha explicado, la investigacion relativa al tratamiento con MSCs del dafio
tisular por isquemia-reperfusion, después de una fase preclinica, ha pasado a una
incipiente fase clinica, desarrollada desde 2006 hasta 2016 (20). Sin embargo, a pesar
de haberse cumplido las expectativas en cuanto a seguridad, los resultados obtenidos

en cuanto a eficacia terapéutica a nivel clinico han sido calificados como
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decepcionantes. Esta falta de beneficio terapéutico ha sido atribuida principalmente
al insuficiente engraftment de las MSCs en el tejido lesionado. Aunque este es un
factor relevante, existen otras limitaciones a las que podria atribuirse la falta de
correlacion entre la eficacia observada in vivo y en los estudios clinicos, ya
desarrolladas en el punto 5.1. Actualmente la investigacion esta centrada de nuevo en
el ambito preclinico, con tres abordajes fundamentales estrechamente ligados entre

Ve

SI.

El primero es el orientado a mejorar la comprension de la fisiopatologia de las MSCs
y de sus mecanismos terapéuticos, asi como la comprension de sus efectos sobre el

tejido lesionado.

Otro abordaje, que incluye una proporcion muy importante de la literatura
disponible, es el orientado a mejorar la eficacia del tratamiento con MSCs o los
productos derivados de ellas. Para ello se estan estudiando los efectos de diversas
estrategias tales como el precondicionamiento isquémico de las MSCs, el tratamiento
previo de las MSCs con diversas sustancias, la induccion de la sobreexpresion de

algunos genes, la adecuacién de vias y momentos de administracion, etc.

Por ultimo, y de manera conjunta con las otras dos lineas mencionadas, se encuentra
aquella centrada en el estudio de las propiedades de las vesiculas extracelulares
derivadas de las MSCs, como medio terapéutico que podria compartir los beneficios
del tratamiento con las propias MSCs, eludiendo algunos de los inconvenientes que
plantea la aplicacion de las células. Asi, se estan estudiando ampliamente los efectos
de la aplicacion de estas vesiculas, asi como los mecanismos fisiopatoldgicos de su
eficacia terapéutica. Destaca el papel de los microARNs, que se han identificado
como un componente clave en la accion de las MSCs y sus vesiculas extracelulares.
En este sentido, se esta indagando en su modo de actuacién, y en las posibilidades
que ofrecen su sobreexpresion o su inhibicion a la hora de potenciar los efectos

beneficiosos del tratamiento con MSCs.
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5.4 LIMITACIONES DE LA PRESENTE REVISION

La presente revision ofrece una vision global sobre los principales aspectos del
tratamiento con MSCs del dafio cardiaco por isquemia-reperfusion, asi como de los
aspectos mas relevantes de la literatura existente. Sin embargo, la revision realizada

no esta exenta de ciertas limitaciones.

La primera viene dada por la extension acotada de la revision. Es inherente a una
labor de busqueda de informacion y sintesis una cierta pérdida de matices presentes
en la lectura individual de cada uno de los estudios incluidos, cuando se pretende
transmitir una vision global completa y comprensible. Aunque se ha tratado de
recoger, sintetizar y cohesionar toda la evidencia analizada, el autor es consciente de

la inevitable pérdida de precision en un trabajo de extensién limitada.

La segunda limitacion, relacionada con la primera, es la cantidad de informacion
encontrada. El volumen de publicaciones relativas a la lesion miocérdica ha obligado
a hacer una estricta seleccion que ha excluido parte de las publicaciones. Se han
aplicado criterios cronolégicos y de impacto de la evidencia, lo que implica el riesgo
de haber obviado informacion relevante, por no cumplir con los criterios
establecidos. Algo analogo puede acontecer con la evidencia no recogida en las bases
de datos utilizadas para la busqueda bibliogréfica.
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6. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta todo lo expuesto previamente, las conclusiones obtenidas del

trabajo pueden recogerse como sigue:

La lesion tisular por isquemia-reperfusion cardiaca es un problema clinico de

primer orden.

Se trata de un fendmeno multifactorial y complejo, en el que intervienen

diversos procesos sobre los que pueden actuar de terapéuticamente las MSCs.

La mayor parte de la evidencia encontrada consiste en estudios in vivo e in
vitro. A pesar de la heterogeneidad en cuanto a los protocolos terapéuticos
con MSCs, hay una importante uniformidad en cuanto a los modelos

utilizados y a los resultados obtenidos.

En modelos in vitro e in vivo en animales de experimentacion, las MSCs
parecen mejorar la lesion por isquemia-reperfusion a nivel cardiaco. Lo hacen
reduciendo la inflamacién, el estrés oxidativo y la apoptosis, y mejorando a
viabilidad celular y estimulando la proliferacion y la angiogénesis; se reducen
asi el tamafio de las lesiones y el dafio, mejorando la funcionalidad del

organo.

Los resultados clinicos obtenidos en humanos han sido calificados como
decepcionantes, de modo que la investigacién ha vuelto a centrarse en un

ambito preclinico.

La investigacion se encuentra actualmente dirigida a la comprensién de la
fisiologia de las MSCs, la mejora de su efecto terapéutico y a la utilizacion de

exosomas, vesiculas extracelulares y miRNA.

Como conclusién final, cabe sefialar que los resultados del tratamiento de la lesion

miocardica con MSCs son prometedores, y aunque todavia requieren investigacion

para potenciar su eficacia terapéutica a nivel clinico, han cumplido el criterio de

seguridad y es probable que lleguen a la practica clinica generalizada en un futuro

préximo.
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