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RESUMEN

Introduccion: la miocardiopatia dilatada es la principal causa de insuficiencia cardiaca
en el niflo, asociada a una elevada morbimortalidad que alcanza el 60 % en los primeros
afios tras el debut de la enfermedad. Los tratamientos farmacoldgicos actuales derivan de
investigaciones en la poblacion adulta, con resultados variables. La evidencia de estudios
experimentales y ensayos clinicos con células madre muestra la necesidad de investigar la
aplicacidn de esta terapéutica en los nifios con insuficiencia cardiaca. Objetivo: comparar
la eficacia de la infusidn intracoronaria de células cardiacas progenitoras frente a la terapia
farmacoldgica convencional, evaluada por el tiempo hasta la aparicion del primer Evento
Cardiaco Mayor, en pacientes pedidtricos con miocardiopatia dilatada. Metodologia: se
realizard un ensayo clinico aleatorizado, controlado, ciego, en paralelo y multicéntrico,
que incluird a pacientes con edades entre 6 a 18 afios, con diagndstico de miocardiopatia
dilatada, en clase funcional III de Ross y fraccion de eyeccion ventricular izquierda < 35
%. Se designard un grupo experimental al que se le realizard la infusion intracoronaria de
células cardiacas progenitoras, manteniendo un tratamiento farmacoldgico adyuvante
(diuréticos, betabloqueadores, inhibidores de enzima convertidora de angiotensina); el
otro grupo lo conformardn pacientes con tratamiento médico convencional. Se les
realizardn a todos los participantes evaluaciones clinicas, ecocardiogréficas, de
cardiorresonancia y prueba de caminata de 6 minutos de manera consecutiva hasta el
término del estudio a los 3 afios. Se evaluard el tiempo al primer Evento Cardiaco Mayor
como variable principal. Ademds se estimard la funcidn cardiaca, clase funcional, calidad
de vida y capacidad funcional. Resultados a alcanzar: con la infusién intracoronaria de
células cardiacas progenitoras se pretende promover los cambios estructurales y
funcionales necesarios a nivel ventricular para disminuir la incidencia de Evento Cardiaco
Mayor. Esto aumentaria la capacidad funcional, permitiria la incorporacién de los nifios a
actividades fisicas cotidianas y con ello mejoraria su calidad de vida. Asi mismo,
disminuiria los ingresos hospitalarios y los costes derivados de ello, y contribuiria con
evidencia cientifica sobre los beneficios de la terapia celular en la insuficiencia cardiaca

en pediatria.

Palabras clave: Miocardiopatia dilatada. Pediatria. Trasplante de células madre. Funcién

ventricular. Evento Cardiaco Mayor.



ABSTRACT

Introduction: Dilated cardiomyopathy is the main cause of heart failure in children, with
60 % of morbidity and mortality the first years after the onset of the disease. Current
pharmacological treatments are derived from research in the adult population with variable
results. Evidence from experimental studies and clinical trials with stem cell shows the
need to investigate the application of this therapy in children with heart failure. Objetive:
To compare the efficacy of intracoronary infusion of cardiac progenitor cells versus
conventional pharmacological therapy, evaluated by time until the appearence of the first
Major Adverse Cardiac Event, in pediatric patients with dilated cardiomyopathy.
Methodology: A randomized, controlled, blinded, parallel and multicenter clinical trial
will be carried out, including patients aged 6 to 18 years, with a diagnosis of dilated
cardiomyopathy, in Ross functional class III and left ventricular ejection fraction < 35 %.
An experimental group will be designated to which the intracoronary infusion of cardiac
progenitor cells will be performed, maintaining an adjuvant pharmacological treatment
(diuretics, beta blockers, angiotensin-converting enzyme inhibitors); the other group will
be made up of patients with conventional medical treatment. All participants will undergo
clinical, echocardiographic, magnetic cardioresonance, and 6-minute walk tests
consecutively until the end of the study at 3 years of follow-up. The time to the first Major
Cardiac Event will be evaluated as the main variable. In addition, cardiac function,
functional class, quality of life and functional capacity will be estimated. Results to be
achieved: The intracoronary infusion of cardiac progenitor cells is intended to promote
the necessary structural and functional changes at the ventricular level to reduce the
incidence of Major Adverse Cardiac Events. This would increase functional capacity,
allow the incorporation of children into daily physical activities and improve of the quality
of life. Likewise, it would reduce hospital admissions and the costs derived from it, and
would contribute with scientific evidence on the benefits of cell therapy in pediatric heart

failure.

Keywords: Dilated cardiomyopathy. Pediatrics. Stem cells transplantation. Ventricular

function. Major Adverse Cardiac Event.
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ABREVIATURAS

CC: cardiopatias congénitas.
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1. INTRODUCCION.
1.1. Antecedentes.

“El tratamiento de las cardiopatias en el nifio es insuficiente. Como regla, nada puede ser
hecho para mejorar la sintomatologia de los pacientes; solo en algunas circunstancias el
uso del digital puede ser ttil” (1). De acuerdo a estas palabras de Emmet Holt (1933), el
manejo de las enfermedades cardiacas en la infancia a inicios del siglo XX encontr

limitantes en la ausencia de tratamientos capaces de disminuir el impacto sobre la

mortalidad (1).

El advenimiento de la circulacién extracorpérea en 1953, el desarrollo de técnicas
quirdrgicas para la correccion de cardiopatias congénitas (CC) entre los afios 1960y 1970,
la implementacién del cateterismo intervencionista en las ultimas décadas y el avance
médico en materia de nuevas perspectivas diagndsticas, cuidados clinicos y rehabilitacién
cardiaca, marcaron el punto de giro en el prondstico de las cardiopatias de la infancia
(2,3). Sin embargo, la insuficiencia cardiaca (IC) continta siendo un problema de salud;
cerca de 14 000 hospitalizaciones se reportan en el afo e incrementa hasta en veinte veces
los indices de morbilidad, hospitalizacién prolongada, costes hospitalarios y mortalidad
en la poblacion pediatrica, al comparar con el grupo de individuos que no sufren la

enfermedad (4).

La miocardiopatia dilatada (MCD) es la principal causa de IC en el nifio. A pesar de que
la incidencia oscila entre 0.5 y 1.24 casos por cada 100 000 pacientes/afio, un tercio de
los pacientes mueren o son trasplantados en el primer afio tras el diagndstico (5). Se
reporta un descenso progresivo de la supervivencia durante los primeros cuatro afios, con

una mortalidad que puede llegar al 60 % a los cinco afios (3, 6).

En el adulto con IC, multiples estudios aleatorizados, controlados, prospectivos y
multicéntricos demostraron las ventajas, en relacion a la supervivencia, del uso de los
betabloqueadores, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA),
bloqueadores de receptores de angiotensina y los antagonistas de aldosterona (7-9). Con
estas terapéuticas se reporta un 29 % de incremento de la funcién cardiaca, asi como
reduccion del 41 % de las hospitalizaciones y del 32 % de la ocurrencia de un Evento
Cardiaco Mayor (ECM) (7, 10, 11). No obstante, la evidencia no es concluyente en la

poblacién pedidtrica. El nimero de estudios prospectivos controlados que evalda la



eficacia y seguridad de la terapia de IC en pediatria es limitado, y gran parte de la

informacién proviene de la extrapolacion de investigaciones en adultos.

Miyamoto y colaboradores, demostraron que los mecanismos moleculares de la IC
difieren entre nifios y adultos, con un patrén en infantes de disminucién de los receptores
adrenérgicos B1 (cardiotéxicos) y B2 (cardioprotectores), aumento de la conexina 43 y
sin disminucién de la fosforilacion de fosfolambano (12). Esto implica que las diferencias
terapéuticas observadas con los betabloqueadores podrian relacionarse con la expresion
miocérdica de cada tipo de [ receptor. La estimulacion excesiva de los receptores B1 y
sus vias de sefializacion por el incremento del nivel circulante de catecolaminas, conduce
a una mayor actividad de la cinasa del receptor adrenérgico 1, que a su vez fosforila e
inhibe a los receptores y reduce la actividad contractil (12). Firmacos como el carvedilol,
bisoprolol y metoprolol logran disminuir la expresiéon de la cinasa y aumentan la
adenilciclasa (13). A esto se suma el efecto antiapoptosis que se logra con el acoplamiento

entre el receptor 8 2 y el sistema inhibidor de la proteina G (13).

Los estudios en nifios demuestran que existen cambios dependientes de la edad, la etapa
de desarrollo y el contexto de la disfuncion en una fisiologia ventricular tnica, derecha o
izquierda, que modifica la farmacocinética, farmacodinamia y los efectos adversos a corto
y largo plazo (14, 15). Shaddy y colaboradores, evidenciaron que en comparacion con los
pacientes con fisiologia de ventriculo izquierdo (VI) sistémico, aquellos con ventriculo
Unico presentan tasas de respuestas inferiores (64 % vs 35 %), lo cual sugiere la
importancia de la morfologia ventricular en la respuesta al tratamiento betabloqueador
(14). Solo en estudios pediatricos retrospectivos se demuestran los beneficios de los
betabloqueadores en la mejoria de la funcion cardiaca (16,17). Sin embargo, un ensayo
clinico que reclut6 a 161 sujetos de 26 centros con IC (el 60 % con MCD) para evaluar el
impacto del uso del carvedilol respecto a la descompensacién clinica, no reportd
diferencias entre el grupo con tratamiento y el grupo placebo en términos de

compensacion cardiovascular, mortalidad y necesidad de trasplante (14).

La inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina da como resultado la supresion
de dafios de la angiotensina que incluye la hipertrofia miocardica, fibrosis intersticial,
disfuncién endotelial y vasoconstriccidn coronaria (5, 6). La consecuente caida del nivel
de noradrenalina, adrenalina y vasopresina, disminuye la poscarga y la tensién de pared

ventricular, y ralentiza la hipertrofia de los miocitos y los cambios en la matriz, por lo



que la fracciéon de eyeccidon ventricular izquierda (FEVI) experimenta mejoria (6).
Estudios retrospectivos en la poblacién pedidtrica demostraron efectos favorables en la
disminucién de sintomas de IC, grado de insuficiencia valvular y mejoria de la
supervivencia en los dos primeros afios (15). Efectos adversos reportados, como la
hipotension y el deterioro reversible de la funcién renal, obligan a la interrupcién del

tratamiento con IECA (18).

A pesar de la evidencia controversial, las guias de IC en pediatria recomiendan como
tratamiento de primera linea a los IECA en combinacién con diuréticos, digoxina y
espirinolactona, relegando a los betabloqueadores y los dispositivos de terapia eléctrica a
segunda linea (5, 6). En la etapa terminal de la enfermedad el trasplante cardiaco es la
mejor opcion de tratamiento, mientras que los dispositivos de asistencia ventricular se
indican como puente al trasplante (ausencia de donantes), recuperacién (miocarditis) o

destino terapéutico (enfermedades sistémicas).
1.2. Justificacion.

Uno de los fendmenos estudiados en la dltima década para el tratamiento de la falla
cardiaca es la implantacién de células madre por sus propiedades clonogénica,
autorenovadora y multipotente (19). Estudios experimentales demuestran la capacidad de
regenerar tipos celulares diferenciados (tejido vascular y cardiomiocitos) y favorecer los
mecanismos paracrinos que incluye la liberacion de citoquinas y factores de crecimiento
que inhiben la apoptosis y fibrosis miocdrdica (19-21). A esto se suma que la
autorenovacion tiene un cardcter innato en el tejido miocardico, con procesos de
autoreparaciéon que mantienen la homeostasis tisular y el rejuvenecimiento, capaces de
reemplazar la fraccién miocitaria. Sin embargo, estudios in vitro demuestran que la
autoregeneracion es inversamente proporcional a la edad, por lo que el gran nimero de
células cardiacas progenitoras (CCP) detectadas en recién nacidos y lactantes abre la

posibilidad de esta terapia en la poblacion pediétrica (22, 23).

El andlisis de los resultados de los ensayos clinicos demuestra la factibilidad y la
seguridad de la terapia celular y evidencia la mejoria modesta, aunque variable, de la
perfusion miocérdica, capacidad contrictil y reduccion de la escara en pacientes con
infarto agudo de miocardio, isquemia miocardica crénica e IC (24, 25). Los resultados no
son uniformes debido a la falta de estandarizacion y optimizacion de los protocolos de

aislamiento, tipologia celular, dosis y administracién de las células. En pediatria, los
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resultados de los escasos ensayos clinicos son esperanzadores. No obstante, estos estudios
incluyen un tamafio muestral reducido con pacientes portadores de CC de fisiologia

univentricular (26).

Las repetidas hospitalizaciones, la elevada incidencia de ECM, junto con la incapacidad
de los actuales tratamientos, justifican la necesidad de abordar la medicina regenerativa
con el objetivo de restablecer el funcionamiento de tejidos cardiacos daflados, mds que la
simple atenuacién de la sintomatologia. El tratamiento con CCP administradas por via
intracoronaria podria convertirse en una alternativa terapéutica, factible y segura para la
poblacién pediatrica con MCD. Por tanto, se propone un disefio de ensayo clinico a partir
de la siguiente pregunta cientifica:

(En pacientes pedidtricos con miocardiopatia dilatada, la infusién intracoronaria de
células cardiacas progenitoras es eficaz en la reduccién de la incidencia de ECM en

comparacion a la terapéutica farmacoldgica convencional?

2. REVISION DE LA BIBLIOGRAFIA.

El hallazgo de la vasculogénesis posnatal a través de células progenitoras endoteliales
derivadas de médula Osea, inici0 el camino de la investigacion de nuevas formas
encaminadas a mejorar el flujo sanguineo en el miocardio dafiado (26). Estudios ulteriores
modificaron la creencia de que los cardiomiocitos no se regeneran después del
nacimiento, y que responden a las sefiales de proliferacion solo con hipertrofia y no con
hiperplasia (19, 20). La replicaciéon del miocito fundamenté la teoria de plasticidad
miocdrdica, al observar que las células derivadas de médula 6sea se diferencian en
cardiomiocitos y estimulan la regeneracién a partir de células infundidas y de células
progenitoras del tejido local (26). Se demostré que la estimulacion de células estromales
de médula 6sea de ratdn le confiere caracteristicas similares a las miocardicas, como
tincién positiva para miosina, actina y desmina, y latido espontdneo a las tres semanas
(27). Por su parte, otra investigacion informé que la inyeccién de células derivadas de
médula dsea en ratones con infarto, producia la anidacién y diferenciacion celular con la
consecuente regeneracion del miocardio dafiado (28).

Dado que el porcentaje de células que finalmente se acoplan en el miocardio es variable,
y a que el nimero de cardiomiocitos y vasos sanguineos que llegan a generarse después
del trasplante es también variable y ademas reducido en relacién al tejido dafiado, se ha
propuesto otra teorfa para explicar el beneficio de la terapia celular (19, 20). Esta se basa

en la idea de que las células no sélo actiian mediante la diferenciacidn y proliferacion de
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cardiomiocitos, sino también mediante la producciéon de factores de crecimiento y
citocinas angiogénicas que estimulan la neovascularizacion, previniendo asi la apoptosis
y reclutando células madre cardiacas locales, ademds de mejorar el microambiente para
la implantacion celular y crecimiento tisular (20, 21). Lo anterior es conocido como efecto
paracrino de las células madre. Entre estas sustancias las més estudiadas han sido el factor
de crecimiento del endotelio vascular, factor de crecimiento fibrobléstico, angiogenina,
factor de crecimiento placentario, factores de crecimiento de los hepatocitos, factor de
crecimiento similar a la insulina, interleucinas, adrenomodulina y la proteina morfogénica
de hueso-1 (19, 23, 29). Quienes defienden esta postura consideran que el efecto de las
células madre, se basa en la interaccion de los diversos mecanismos de accion conocidos
en la actualidad con tres principales vias: neovascularizacién, cardiomiogénesis y
reparacion cardiaca (20, 21, 27).

El potencial de activacion génica es una propiedad primordial que justifica el efecto
benéfico de la terapia celular. De acuerdo al origen embrionario las células madre son
embrionarias o adultas. Las embrionarias tienen la mayor capacidad de regeneracion por
su alta diferenciacion en cardiomiocitos pero su uso no se ha expandido por el alto riesgo
de teratomas y teratocarcinomas (26, 30). Las células madre adultas pueden ser derivadas
de médula 6sea, circulantes o especificas de tejido. Dentro de los subtipos de médula
Osea, las mesenquimatosas y las progenitoras endoteliales pueden diferenciarse a
cardiomiocitos e incorporarse a la neovasculatura con fenotipo de células endoteliales y
de musculo liso, por lo que han sido estudiadas en varias investigaciones (19, 26, 28-30).
Las CCP son aisladas en el tejido cardiaco y pueden diferenciarse a células endoteliales,
de musculo liso y cardiomiocitos, ademds de cumplir con la teoria de la fusién celular, la
cual explica la fusién con las células locales formando células hibridas y por ende una
nueva generacion con capacidad regenerativa. El alto potencial angiogénico, el perfil
paracrino balanceado y su diferenciacidn caracteristica, postulan a las CCP como uno de
los tipos celulares 6ptimos (23-25).

La neovascularizacion y anidacidon celular guarda relacién con la dosis y via de
administracion de las células. La infusion intracoronaria permite la distribucion
homogénea a diferencia de la que se obtiene por la via intramiocérdica y suele ser factible
y segura en manos de un operador con experiencia en técnicas intervencionistas. La
inyeccion intramiocérdica implica la administracion directa en el tejido, con la ventaja de

poder actuar sobre dreas con baja produccion de sefiales de anidacion. Otras vias como la



transendocdardica, la transvenosa sistémica o la retrograda se asocian a distribuciones
celulares no homogéneas (31).

2.1. Estudios clinicos.

Los primeros estudios realizados en humanos incluyeron pacientes con infarto agudo del
miocardio tratados con angioplastia primaria, inicialmente se incluyé un nimero reducido
de paciente para evaluar la respuesta hemodindmica y la seguridad del procedimiento (26,
31).

Wollert y colaboradores publicaron un estudio de 60 pacientes, incluidos en dos grupos
de tratamiento con infusién intracoronaria de células madre derivadas de médula 6sea
durante coronariografia percutdnea, comparado con placebo (32). Los pacientes tratados
con células madre tuvieron mayor FEVI a los seis meses con incremento de 0.7 % en el
grupo control y 6.7 % en el grupo de células madre (p = 0.0026). Ademéas hubo mejoria
en el movimiento sistlico de la zona periinfarto. No obstante, en el seguimiento a 18
meses no se observo diferencia en la FEVI entre ambos grupos (32).

El estudio ASTAMI (Autologous Stem cell Transplantation in Acute Myocardial
Infarction) evalu6 de manera aleatoria y cegada a 47 pacientes con infarto agudo del
miocardio, llevados a inyeccidn intracoronaria de células mononucleares derivadas de la
médula 6sea, sin encontrar diferencia a los seis meses en FEVI, volimenes ventriculares
y tamaiio del infarto evaluados (33).

Investigaciones posteriores si obtuvieron una mejor evidencia de los beneficios de la
terapia celular (24, 25). Un ensayo clinico incluy0 a individuos que presentaron deterioro
de la funcion cardiaca (FEVI <45 %) secundario a un evento coronario agudo; 6 meses
después de la administracion intracoronaria de CCP aut6logas, se demostrd una reduccion
significativa del 4rea de escara (p < 0.001), aumento de tejido viable (p < 0.01) e
incremento de la contractilidad regional (p = 0.02) y del acortamiento sistdlico de la pared
ventricular (p = 0.015) (24). De manera similar, un estudio aleatorizado y controlado
reclutdé 120 sujetos con IC postinfarto y administr6 CCP alogénicas obtenidas de
donantes, demostrando mejoria en términos de compensacion de la enfermedad al evaluar
la clase funcional, los niveles séricos de péptido natriurético y la funcion cardiaca (25).
La experiencia con esta terapia en el paciente pediatrico se remite a reportes de casos y
pocos estudios aleatorizados (30, 34-38). Olgunturk y colaboradores publicaron la
utilidad de la terapia intracoronaria con células derivadas de médula dsea en dos pacientes
de seis y nueve afios, con diagndsticos de MCD. La dosis administrada de células CD34

fue de 1.96 x 10%kg en el primer paciente y de 0.27 x 10%kg en el segundo; en ambos
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casos se observo mejoria sostenida de la funcién ventricular como para no precisar
trasplante cardiaco (34). De igual manera, se describié un incremento de la funcién
ventricular en un paciente de 2 afios con MCD sintomadtica tras la administracion
intracoronaria (dosis CD34: 10.15 x 10%kg) (35). Por su parte, Rivas y colaboradores
reportaron la utilidad de este tratamiento en dos lactantes con IC terminal, bajo
tratamiento inotrépico a altas dosis y en espera de trasplante (36). Tras la estimulacién
celular con factor estimulante de colonias de granulocitos, se obtuvieron las células
madres hematopoyéticas desde la sangre periférica mediante leucocitoaféresis. Se
administraron por via intracoronaria 6.15 x 10° células CD34/kg en el primer paciente y
10.55 x 10° células CD34/kg en el segundo. Una semana tras el procedimiento mejoré la
clase funcional y la ecocardiografia demostré disminucién de la dilataciéon ventricular
izquierda con incremento de la FEVI (36).

Un ensayo clinico fase I, evalu6 la administraciéon intramiocdrdica de células
mononucleares derivadas de cordén umbilical en 10 pacientes pediatricos con CC. La
técnica no se asocié a mortalidad pero reportaron incidencia de derrame pericardico y no
demostraron mejoria de la funcién ventricular (37). Contrario a estos resultados, el
estudio TICAP (Transcoronary infusion of cardiac progenitor cell in patients with single
ventricle), ensayo clinico en fase I, recluté 14 nifios con CC de fisiologia ventricular tnica
y antecedentes de cirugia paliativa (38). Mediante infusion intracoronaria se administré
CCP autdlogas, obtenidas de tejido auricular durante la intervencion quirdrgica previa, a
razén de 3.0 x 10° células/kg. No se reportaron complicaciones y luego de 36 meses, se
evidenciaron diferencias significativas entre el grupo de pacientes con terapia celular y el
grupo control respecto al incremento de la FEVI (p = 0.03), disminucién del péptido
natriurético (p = 0.04) y la incidencia de intervenciones por cateterismo (p = 0.04) (38).
Este ensayo clinico, al pasar a fase II, reclut6 41 casos y aplicaron las mismas técnicas de
obtencidn, procesamiento y administracién de las CCP (39). El incremento de la FEVI
fue notable a los 3 meses (p = 0.003), lo cual se mantuvo al afio de seguimiento y se
asocio a la disminucién de los volimenes ventriculares (p < 0.001), mejoria de la clase
funcional (p < 0.001) y la fibrosis cardiaca (p = 0.014) (39).

Un metaandlisis evalué la seguridad y eficacia de la terapia celular en la poblacion
pediatrica con IC (26). Se seleccionaron 13 estudios clinicos (n = 215), donde la CC con
fisiologia ventricular tnica (n = 183) y la MCD (n = 32) fueron la etiologia de la
disfuncién. Las CCP derivadas de tejido cardiaco autélogo (n = 170; 79%) y la infusién

intracoronaria (n = 204; 95%) fueron las técnicas de procesamiento y implantacion mas
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frecuentes, con dosis variables de administracién (3.0 x 10° células/kg a 5.4 x 107 células
/kg). Se reporté una seguridad de la terapéutica superior al 90 %. La mortalidad
cardiovascular aunque menor en el grupo de los pacientes con tratamiento celular (7.3 %
vs 15 %), no mostré diferencias significativas (p > 0.05). En relacién a la FEVI, el meta-
andlisis solo evalug tres estudios, donde se reportaron mejoria notable (p < 0.05). Por otra
parte, realizaron andlisis cualitativo de nueve investigaciones por la ausencia de grupo
control en las mismas, y demostraron la tendencia al incremento de la funcién ventricular
en los nifios con tratamiento regenerativo, con una variabilidad de este incremento del 7.9
% al 24 % respecto a los valores basales (26).

Las conclusiones de estas investigaciones, obliga a pensar que aun se requieren nuevos
estudios pedidtricos aleatorizados y controlados, con un tamafilo muestral mds amplio,
menos heterogéneos en cuanto a la etiologia de la IC y que logren estandarizar los
protocolos de obtencién, procesamiento, dosis y vias de administracion de la terapia

celular regenerativa.

3. OBJETIVOS.
Principal:

- Comparar la eficacia de la infusién intracoronaria de células cardiacas
progenitoras frente a la terapia farmacoldgica convencional, evaluada por el
tiempo hasta la aparicion el primer Evento Cardiaco Mayor, en pacientes

pedidtricos con miocardiopatia dilatada.
Secundario:

- Comparar el efecto de ambos tratamientos respecto a variables de funcion
ventricular determinadas por estudios de imagenes, capacidad funcional segin
prueba de marcha de 6 minutos, calidad de vida y niveles séricos de péptido
natriurético.

- Evaluar la seguridad de la terapia celular mediante la incidencia de

acontecimientos adversos relacionados con esta terapéutica.



4. HIPOTESIS.

En pacientes pediatricos con MCD, la infusién intracoronaria de células cardiacas
progenitoras promueve la regeneracion miocardica, y con ello, los cambios estructurales
y funcionales necesarios a nivel ventricular para disminuir en un 30 % la incidencia de

ECM y mejorar la calidad de vida.
5. METODOLOGIA.
5.1. Disefio.

Ensayo clinico aleatorizado, controlado, en paralelo, ciego, de superioridad vy

multicéntrico.
5.2. Poblacién diana.

La poblacién objeto de estudio serdn los pacientes pedidtricos con diagndstico de MCD
y FEVI < 50 %, atendidos en centros hospitalarios de Espana. Para la seleccion de la

muestra se tendrén en cuenta los siguientes criterios de inclusién y exclusion:

Criterios de inclusion:

- Pacientes en clase funcional III (Ross) a pesar de tratamiento farmacoldgico 6ptimo.
- Aquellos con FEVI <35 %.
- Edades entre 6 y 18 afios.

Criterios de exclusion:

- MCD de causa infiltrativa (amiloidosis, lupus eritematoso sistémico), secundaria a
arritmias (taquimiocardiopatia dilatada) o a isquemia por origen coronario izquierdo

anomalo en arteria pulmonar.

- Miocarditis activa o en fase de resolucién < 6 meses.
- Alteraciones del ventriculo derecho.

- Presencia de trombos intracardiacos.

- Historia de taquicardia ventricular.



- Presencia de neoplasias.

-Tratamiento inmunosupresor o antiinflamatorio para tratar reacciones inmunoldgicas

sistémicas.

- Hemoquimica compatible con alteraciones hepaticas, renales o hematicas.
- Contraindicacién para realizar una resonancia magnética.

5.3. Tamafio muestral y procedimientos de muestreo.

En aras de contrastar la hipdtesis para dar respuesta a la pregunta cientifica planteada en

la investigacion, se configurardn dos grupos:

- Grupo A (grupo experimental): constituido por los pacientes que recibirdn la infusion
intracoronaria de CCP alogénicas, una sola vez en el periodo de un afio. Mantendrén el

tratamiento médico convencional adyuvante.

- Grupo B (grupo control): constituido por pacientes bajo tratamiento farmacolégico
Ooptimo. Serd considerado dicho tratamiento como aquel que combina IECA, diuréticos,
inhibidores de aldosterona, betabloqueadores y digitdlicos, en dependencia de la

tolerancia de cada caso.

Para el calculo del tamafio muestral se consideré que cuando la MCD se asocia a valores
mantenidos de FEVI <35 %, a los 3 aiios la ocurrencia de ECM puede alcanzar el 60 %.
Por tanto, si con la terapéutica celular se pretende un hazard ratio (razén de riesgos)
minimo a detectar de 2, se precisan 73 pacientes en cada grupo, con un total de 38
fallecimientos, asumiendo que la tasa de mortalidad a 1, 2 y 3 afios en el grupo control
serd de 0.8, 0.6 y 0.4, respectivamente, mientras que en el grupo con terapia celular sera
de 0.64, 0.36 y 0.16, respectivamente. Se realizé un contraste bilateral asumiendo un
riesgo alfa de 0.05, un poder de prueba de 80 % y una tasa de pérdidas de seguimiento

del 10 %.

Una vez en la investigacion, cada paciente serd asignado de manera aleatoria simple a
cada uno de los grupos mediante una serie de niimeros aleatorios generada en el programa
estadistico Medcalc (version 12). Si el nimero obtenido es par, el paciente se se incluird

en el grupo experimental, y por ende, si es impar en el grupo control.
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5.4. Variables y su operacionalizacion.

Variable principal (dependiente): El criterio de valoracién principal es el tiempo hasta el
primer ECM, definido como una combinacién de ECM terminal (muerte stibita, muerte
cardiaca con reanimacion, colocacion de dispositivo de asistencia ventricular o trasplante

cardiaco) o acontecimiento de descompensacion no mortal de IC (24).

Variables independientes o explicativas: Edad, sexo, diagndstico etiolégico, tratamiento
farmacoldgico, didmetro telesistélico de VI, didmetro telediastélico de VI, volumen
telesistolico de VI, volumen telediastolico de VI, FEVI, insuficiencia mitral, clase
funcional, distancia recorrida, calidad de vida, péptido natriurético, antigeno

carcinoembriogénico, complicaciones.

VARIABLE OPERACIONALIZACION

Tiempo al ECM Clasificacion: cuantitativa discreta.

Definiciéon conceptual: tiempo comprendido desde que se
realizé la terapia celular hasta la ocurrencia de ECM. Se
expresard en afos.

Definicién operacional: media y desviacion estdndar
(distribuciones simétricas o mediana y rango intercuartilico

(distribuciones asimétricas).

ECM Clasificacion: cualitativa nominal politomica.
Definicién conceptual: caracterizacion grupal de las causas
de ECM, que ocurran tras la terapéutica (24).
- Muerte subita.
- Muerte cardiaca con reanimacion.
- Colocacion de dispositivo de asistencia ventricular.
- Trasplante cardiaco.
- Descompensacién no mortal de IC.

Definicién operacional: frecuencia absoluta y relativa.

Edad Clasificacion: cuantitativa discreta.
Definicién conceptual: cuantificacion de la edad individual

al inicio del estudio. Se expresa en afios.
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Definicién operacional: media y desviacion estandar
(distribuciones simétricas o mediana y rango intercuartilico

(distribuciones asimétricas).

Sexo

Clasificacion: cualitativa nominal dicotomica.
Definicién conceptual: clasificacion acorde al género
masculino o femenino.

Definicién operacional: frecuencia absoluta y relativa.

Diagndstico etiolégico

Clasificacion: cualitativa nominal politémica.

Definicién conceptual: caracterizacién grupal de las causas
de MCD.

- Idiopética.

- Mitocondrial.

- Téxica.

- Inflamatoria.

- Isquémica.

Definicién operacional: frecuencia absoluta y relativa.

Tratamiento

farmacoldgico

Clasificacion: cualitativa nominal politdmica.

Definicién conceptual: caracterizacion grupal de los
farmacos usados como tratamiento convencional.

- Diuréticos: furosemida, hidroclorotiazida, espirinolactona.
- IECA: enalapril, captopril.

- Betabloqueadores: metoprolol, carvedilol, bisoprolol.

- Digitalico: digoxina.

- Bloqueador de receptor HCN4: ivabradina.

- Antagonistas de receptores de angiotensina II: losartan,
valsartan, irbesartan.

Definicién operacional: frecuencia absoluta y relativa.

Diametro telesistélico

de VI

Clasificacion: cuantitativa continua.
Definicién conceptual: mensuraciéon ecocardiografica
unidimensional (modo M) del didmetro telesistdlico del VI.

Se expresa en milimetros (mm).
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Definicién operacional: media y desviacion estandar
(distribuciones simétricas o mediana y rango intercuartilico

(distribuciones asimétricas).

Diametro telediastdlico

de VI

Clasificacion: cuantitativa continua.

Definicién conceptual: mensuracion ecocardiografica
unidimensional (modo M) del didmetro telediastdlico del VI.
Se expresa en milimetros (mm).

Definicion operacional: media y desviaciéon estandar
(distribuciones simétricas o mediana y rango intercuartilico

(distribuciones asimétricas).

Caracterizacion de

insuficiencia mitral

Clasificacion: cualitativa nominal politémica.

Definicién conceptual: caracterizacion grupal de la gravedad
de insuficiencia mitral estimada por ecocardiografia.

- Leve.

- Moderada.

- Severa

Definicién operacional: frecuencia absoluta y relativa.

Volumen telesistélico

de VI

Clasificacion: cuantitativa continua.

Definicién conceptual: mensuracion por estudios de imagen
del volumen de VI al final de la sistole. Se expresa en
mililitros (ml).
Definicién operacional: media y desviacion estandar

(distribuciones simétricas o mediana y rango intercuartilico

(distribuciones asimétricas).

Volumen telediastolico

de VI

Clasificacion: cuantitativa continua.

Definicion conceptual: mensuracion por estudios de imagen
del volumen de VI al final de la didstole. Se expresa en
mililitros (ml).
Definicién operacional: media y desviaciéon estdndar

(distribuciones simétricas o mediana y rango intercuartilico

(distribuciones asimétricas).

FEVI

Clasificacion: cuantitativa continua.

13



Definicién conceptual: porcentaje de volumen sanguineo
telediastolico ventricular que se expulsa hacia la aorta en
cada sistole, estimado por estudios de imagen. Se expresa en
%.

Definicién operacional: media y desviacion estandar
(distribuciones simétricas o mediana y rango intercuartilico

(distribuciones asimétricas).

Péptido natriurético

Clasificacidn: cuantitativa continua.

Definicién conceptual: determinacién de los niveles
plasmaticos de la prohormona N-Terminal péptido
natriurético. Se expresa en pg/ml.

Definicién operacional: media y desviacion estdndar
(distribuciones simétricas o mediana y rango intercuartilico

(distribuciones asimétricas).

Clase funcional

Clasificacion: cualitativa nominal politémica.
Definicién conceptual: caracterizacion grupal de la clase
funcional segun clasificacion clinica de la gravedad de Ross.
- Clase L.
- Clase IL.
- Clase III.
- Clase IV.

Definicién operacional: frecuencia absoluta y relativa.

Distancia recorrida

Clasificacion: cuantitativa continua.

Definicién conceptual: medicion de distancia recorrida
durante la prueba de caminata de 6 minutos. Se expresa en
metros.

Definicién operacional: media y desviacion estidndar
(distribuciones simétricas o mediana y rango intercuartilico

(distribuciones asimétricas).

Calidad de vida

relacionada con salud

Clasificacion: cuantitativa continua.
Definicién conceptual: medicién de la calidad de vida a

través del instrumento de medida Pediatric Quality of Life

14



Inventory, en su modulo especifico para nifios con
enfermedades cardiacas (40).

Definicion operacional: media y desviaciéon estandar
(distribuciones simétricas o mediana y rango intercuartilico

(distribuciones asimétricas).

Antigeno Clasificacion: cuantitativa continua.

carcinoembrionario Definicion conceptual: determinacién de los niveles
sanguineos de antigeno carcinoembrionario. Se expresa en
ng/ml.
Definicién operacional: media y desviacion estandar
(distribuciones simétricas o0 mediana y rango intercuartilico
(distribuciones asimétricas).

Complicaciones Clasificacion: cualitativa continua.

Definicién conceptual: caracterizaciéon grupal segun los
acontecimientos adversos relacionados con la terapia celular.
- Fiebre.

- Rash.

- Lesion coronaria.

- Arritmias ventriculares.

- Inestabilidad hemodindmica.

- Miocarditis.

- Tumores cardiacos.

Definicién operacional: frecuencia absoluta y relativa.

5.5. Recogida de datos.

5.5.1. Técnicas y procedimientos.

5.5.1.1. Evaluacién clinica.

A todos los pacientes incluidos en la investigacion se les realizardn evaluaciones clinicas

periddicas para valorar estadio y gravedad de la IC, la necesidad de realizar ajustes en la

terapéutica farmacolégica, diagndstico clinico de las probables complicaciones que

puedan ocurrir en pacientes con tratamiento celular, asi como la evaluacion de la calidad

de vida.
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La clase funcional serd caracterizada segun la clasificacion de gravedad clinica de Ross

(5), que la clasifica en:

- Clase I: Asintomatico.

- Clase II: Taquipnea leve o sudoracién durante la alimentacién. Disnea con el
ejercicio.

- Clase III: Marcada taquipnea o sudoracién durante la alimentacién. Tiempo de
tomas prolongado con escasa ganancia ponderal. Marcada disnea con el ejercicio
en niflos graves.

- Clase IV: Sintomas en reposo: taquipnea, sudoracion, retracciones.

La calidad de vida relacionada con salud se evaluard mediante el médulo cardiaco del
instrumento Pediatric Quality of Life Inventory, en su version validada en castellano (40).
Este cuenta con seis dimensiones, desglosadas en 25 preguntas:

- Problemas cardiacos-sintomas (7 items).

- Problemas para seguir el tratamiento (3 items).

- Apariencia fisica (3 items).

- Ansiedad, miedo o preocupacion respecto al seguimiento clinico (4 items).

- Habilidades de conocimiento (5 items).

- Capacidad de comunicacién (3 items).

El médulo presenta formatos diferentes para ser respondidos por los nifios y por los
padres, para franjas de edad de 5-7, 8-12 y 13-18 afios en las escalas de los nifios y de 2-
4, 5-7, 8-12 y 13-18 afios en las de los padres. Las preguntas de cada una de las formas
son esencialmente idénticas, si bien difieren en el lenguaje, apropiado al nivel de
desarrollo o formuladas en primera o tercera persona. La escala de respuesta de los items
es de tipo Likert, de 5 puntos en las escalas de pacientes de edades de 8-18 y de los padres
y de 3 puntos en las escalas de los nifios mas pequefios.

5.5.1.2. Evaluacién ecocardiografica.

Los exdmenes ecocardiograficos serdn realizados por diferentes observadores, que
utilizardn equipos poseedores de transductores electromagnéticos de multifrecuencia,
para la obtencion de imédgenes bidimensionales y medidas de flujos con las técnicas de

doppler de onda continua, onda pulsada y doppler tisular espectral.

Las imégenes serdn adquiridas con el individuo en reposo, posicionado en dectbito lateral

izquierdo, desde las vistas paraesternal longitudinal de cdmaras izquierdas, transversal
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(eje corto) y apical dos, tres y cuatro cdmaras, de acuerdo con lo recomendado por la
Sociedad Americana de Ecocardiografia (41). Se promediaran las cifras obtenidas de cada
pardmetro mensurado en seis ciclos cardiacos consecutivos. Se simultaneara el trazado
electrocardiogréfico a las imdgenes ecocardiograficas que quedardn almacenadas en cada

equipo.

Con la utilizacién de las diferentes modalidades ecocardiogréficas se estimardn los
volimenes ventriculares, la presencia y cuantificacion de insuficiencia valvular mitral y
la funcién cardiaca. La funcién sistdlica se evaluard mediante la FEVI, que expresa el
porcentaje del volumen VI expulsado a la circulacién sistémica; mediante método de
Simpson, a partir de la estimacion de los volimenes ventriculares de fin de sistole y fin

de diéstole se calculard por la férmula (41):

FEVI = Volumen sistolico/volumen VI de fin de diastole x 100.

5.5.1.3. Obtencioén y procesamiento de células madre.

Se utilizardn corazones de donantes como fuente de tejido para la obtencion celular. Se
realizard diseccion de tejido auricular para su correspondiente cultivo como explantes.
Las célula derivadas de los explantes conformardn el banco de células madre, a partir de
las cuales y mediante cultivo no adherente se obtendrdn los cumulos celulares o
cardiosferas que derivan en CCP. La citometria de flujo permitird la identificacion y
control de la calidad celular, al confirmar la presencia, en més del 95 %, de marcadores
de células mesenquimatosas CD90 y CD105, asi como ausencia o bajo porcentaje (< 5%)
de marcadores de células hematopoyéticas contaminantes CD45 (39, 42). Se realizaran
otras técnicas para garantizar la calidad de los cultivos celulares como andlisis
citogenético (cuantificacion de cromosomas), inmunopotencia (antigeno leucocitario
humano) y controles microbioldgicos (endotoxinas, gram, mycoplasma) (42). Las CCP

resultantes se almacenardn en bolsas con solucidn criogénica preservante.
5.5.1.4. Técnica de infusién intracoronaria de células madre.

De acuerdo a estudios preclinicos y ensayos clinicos, la dosis de CCP alogénicas a
infundir en las arterias coronarias deber4 alcanzar 3.0 x 10°/kg/peso, diluidas en 3 ml de
suero autélogo con factor de crecimiento epidérmico a 20 ng/ml y heparina a 5 U/kg, para
evitar la trombogenicidad sin comprometer la bioactividad y supervivencia celular (43-

45).
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Previa sedacién y analgesia, y bajo monitorizacién cardiorespiratoria continua, se
realizard puncion de la arteria femoral mediante técnica de Seldinger en el salén de
hemodinamica. Se avanzard un catéter coronario hasta los ostium, donde se inyectard
contraste (0.25 ml/kg/peso) para visualizar la anatomia coronaria y descartar anomalias
en las mismas (43, 45). Se realizar4 el ulterior lavado del contraste con suero fisiol6gico
para proceder a la infusion celular. La administracion intracoronaria se realizard mediante
técnica de flujo coronario estancado, utilizando un catéter balén que ocluya la arteria
correspondiente a perfundir durante dos minutos, para administrar 1 ml del concentrado
celular a través del orificio distal del catéter balon (43, 44). Concluida la perfusién, se
conectard a la llave de tres vias una jeringa con 5 ml de suero fisiol6gico y se comenzara
a lavar lentamente todo el sistema para asegurar una entrada completa de las células
madre. Culminado el procedimiento se retirard el catéter arterial para aplicar vendaje
compresivo durante 24 horas. El paciente serd traslado a planta, mantendra
monitorizacién continua 24 horas y cada 6 horas se realizara determinacion seriada de las

enzimas cardiacas troponina I y fraccion CK-MB (3 determinaciones).
5.5.1.5. Prueba de marcha de 6 minutos.

En concordancia con las normas establecidas en el protocolo de la Sociedad Americana
del Térax, la prueba se realizard en un pasillo con distancia minima de 30 metros y marcas
cada tres metros (46). Consistird en caminar la mayor distancia posible en un terreno
plano durante 6 minutos, para registrar la distancia recorrida, asi como la diferencia con
la distancia predicta. No se efectuard en pacientes con trastornos osteomioarticulares que
impidan la marcha. Para la evaluacidn se exigird que los sujetos no realizen ejercicios dos
horas antes y se solicitard permanecer sentado 10 minutos previos. Durante toda la prueba
se monitorizaré la frecuencia cardiaca, la presion arterial y la saturacion de oxigeno, asi
como valoracioén clinica constante de la sensacion subjetiva de fatiga mediante la escala
de Borg, la necesidad de pausas y sintomas como dolor precordial, disnea, presincope,
sincope y palpitaciones (46, 47).

Serd aplicada la siguiente ecuacion de referencia para predecir la distancia recorrida
durante la prueba de caminata de 6 minutos (47):

Distancia predicta (masculino) = 622.461 — (1.846 x edad en afios) + (61.503 x 1)
Distancia predicta (femenino) = 622.461 — (1.846 x edad en afios) + (61.503 x 0)
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5.5.1.6. Resonancia magnética.

Se realizardn estudios de cardiorresonancia de acuerdo a las recomendaciones de la
Sociedad Europea de Imagen Cardiovascular, para la caracterizacion tisular miocérdica
(zonas de fibrosis, cicatrices, tejido viable y depdsito de material extracelular) y la
estimacién de la funcién ventricular (volimenes ventriculares y FEVI) (48). Dichos
estudios permitirdn evaluar los probables cambios estructurales y funcionales que se
pretenden promover con la terapia celular. Se utilizard la modalidad de secuencia de cine
gradiente para cuantificar la funcidén cardiaca, asi como el realce tardio de gadolinio para
la caracterizacién tisular (48, 49). Por otra parte, el estudio facilitard el pesquizaje de
tumores cardiacos secundarios al tratamiento con células madre. Las imdgenes en
movimiento serdn sincronizadas con el electrocardiograma y se utilizard sustancia de
contraste a dosis de 0.1 mmol/kg/peso para las técnicas de resonancia magnética
contrastada (49).

5.5.2. Visitas del estudio.

La periodicidad de las evaluaciones a realizar hasta el término de la investigacion, se

distribuirdn de la siguiente manera:

- Consulta 1: evaluacion clinica inicial para verificar criterios de inclusion y exclusion,
recoger los datos clinicos que incluya la clase funcional y la evaluacion de la calidad de

vida. Se obtendra el consentimiento informado (anexo 1).

- Consulta 2: se realizard un dia después de la evaluacion inicial para la determinacion de
niveles sanguineo de péptido natriurético, prueba de caminata de 6 minutos y estudio

ecocardiogréfico.

- Consulta 3: se citard al paciente al tercer dia de la evaluacién inicial para el estudio de

resonancia magnética.

- Consulta 4: con la obtencion y andlisis de los resultados de los estudios previos, a la
semana siguiente, el paciente que conforme el grupo A serd ingresado en planta

hospitalaria para la infusion intracoronaria de células madre.

- Consulta 5: al mes del tratamiento se cuantificard en ambos grupos los niveles de péptido

natriurético y se realizard estudio ecocardiografico.

- Consulta 6: a los 3 meses de la terapéutica se requerird la evaluacion clinica de los

grupos, con la cuantificacién de péptido natriurético y examen ecocardiografico.
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- Consulta 7: a los 6 meses de iniciado el tratamiento se realizard evaluacién clinica con
encuesta de calidad de vida, ecocardiografia y pesquizaje sanguineo de antigeno

carcinoembrionario (grupo A) y péptido natriurético.

- Consulta 8: un dia después de la consulta 7 se implementard la prueba de caminata de 6

minutos.

- Consulta 9: al dia siguiente de la consulta 8 se realizard estudio de cardiorresonancia,
con la excepcioén de que los individuos del grupo B solo requerirdn la modalidad de

secuencia de cine gradiente para estimacion de funcién ventricular.

- Consulta 10: a los 12 meses se evaluardn ambos grupos clinicamente, con exploracion
de la calidad de vida, niveles de péptido natriurético, antigeno carcinoembrionario (grupo

A) y estudio ecocardiogréfico.

- Consulta 11: un dia después de la consulta 10 se realizard prueba de caminata de 6

minutos a todos los participantes de la investigacion.

- Consulta 12: al dia siguiente de la consulta 11 se realizard estudio de cardiorresonancia,
con la excepcion de que los individuos del grupo B solo requerirdn la modalidad de

secuencia de cine gradiente para estimacion de funcion ventricular.

- Consulta 13: alos 18 meses para ambos grupos se requerira la evaluacion clinica, estudio

ecocardiografico y determinacion de antigeno carcinoembrionario (grupo A).

- Consulta 14: a los 24 meses se realizaran evaluaciones clinicas a todos los pacientes,
con examen ecocardiografico y dosificacion de antigeno carcinoembrionario en el caso

de los pertenecientes al grupo A.

- Consulta 15: a los 30 meses el andlisis de los individuos de cada grupo incluird la

evaluacion clinica y el estudio por ecocardiografia.

- Consulta 16: con esta consulta, a los 36 meses, concluira el seguimiento periddico de
los grupos, registrandose las caracteristicas clinicas y ecocardiogréficas al término del

estudio.
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5.5.3. Recoleccién de la informacién y enmascaramiento.

La informacién acopiada serd registrada y organizada en una hoja de recogida de datos
(anexo 2). Se estructurard una base de datos comun para todos los centros, capaz de ser
utilizada por el paquete de procesamiento estadistico Statical Package for the Social
Science (SPSS) version 20 y por el programa Medcalc en su version 12. Un especialista
no vinculado a la investigacion realizard la recogida de datos, segin las caracteristicas de
ensayos ciegos por terceros, teniendo en cuenta que no es posible que el paciente
desconozca el grupo asignado. No obstante, los evaluadores si desconocerdn el grupo

asignado.
5.6. Analisis de datos.

Una vez procesada la base de datos se realizara el andlisis estadistico correspondiente. Se
construirdn distribuciones de frecuencias mediante tablas de doble entrada. Para el
andlisis estadistico de las variables cualitativas se empleard la prueba no paramétrica de
Ji cuadrado de Pearson. Si la frecuencia esperada fuera menor de 5 se utilizard la prueba
exacta de Fisher. Como indicador se utilizard el porcentaje en las variables cualitativas.
Como medidas de resumen y de dispersion de las variables cuantitativas se empleardn la
media y la desviacion estdndar en las variables con distribucion normal segun la prueba
de Kolmogorov — Smirnov, mientras que se adoptara la mediana y el rango intercuartilico
en las que no se distribuyan normalmente. Siempre se tomara un intervalo de confianza
del 95 %.

Después de verificar que las variables cuantitativas cumplan la hipétesis de normalidad,
se realizard la prueba paramétrica t de Student, para evaluar el grado de diferenciacién
entre las medias calculadas de dos poblaciones; cuando las distribuciones no cumplan esa
condicion se empleard el andlisis con la prueba no paramétrica U de Mann - Whitney.
Se estimard la variabilidad interobservador e intraobservador respecto a las
mensuraciones ecocardiograficas y de resonancia magnética, mediante la aplicacién del
coeficiente de correlacion intraclase. De acuerdo al mismo, se considerard como
concordancia excelente valores mayores a 0.75, buena a regular para cifras entre 0.4 a
0.74 y baja concordancia para valores menores a 0.4.

En relacion a la prueba de marcha de 6 minutos, se determinara la fiabilidad entre la

distancia recorrida y la distancia predicta se utilizard el coeficiente de correlacién de
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concordancia que toma valores de -1 a +1 y se interpretard segtn la escala: < 0.90 pobre;
0.91 a 0.95 moderada; 0.96 a 0.98 sustancial; > 0.99 perfecta.

Se realizard andlisis de supervivencia mediante método de Kaplan-Meier, con la
correspondiente estimacion de la media, mediana y cuartiles de supervivencia, tablas y
curvas de superviviencias para tiempo libre de ECM y prueba de intervalo logaritmico
(log rank).

Para validar los resultados en términos de significacion se utilizard un nivel de confianza
de 95 % y se considerara significativo todo valor de p < 0.05 para el estadigrafo asociado
a la prueba.

Para evaluar la eficacia se seleccionara la variable dependiente. La hipétesis a contrastar

serd la siguiente:

HO: pE =nuC
H1: pE > puC (tiempo al ECM)
Donde

HO: hipétesis nula

H1: hipétesis alternativa

LE: es la media o 1a mediana del parametro en el grupo experimental.

uC: es la media o la mediana del pardmetro en el grupo control.

Se establecerd como regla de decision: rechazar la hipétesis de nulidad siempre que el
valor de p asociado al estadigrafo fuera menor o igual que el valor prefijado para el nivel
de significacion a, que se considerard en todo el andlisis estadistico como 0.05.

Para determinar la relevancia clinica del procedimiento terapéutico con CCP se realizara
un estudio de efectividad que comprenderd el andlisis de la incidencia de ECM en cada
variante de tratamiento aplicada. El andlisis se fundamentard en la pesquisa de los
siguientes estimadores de riesgo:

- Incidencia absoluta (Ie): probabilidad de que ocurra un suceso o fenémeno. En la
investigacion denotard la proporcién correspondiente a individuos de determinada
modalidad terapéutica en los que se observard el acontecimiento (nE) respecto al total de
sujetos que integrardn dicha modalidad (nP). Se calculard mediante la férmula Ie = nE /
nP.

- Riesgo relativo (RR): razén que se establece entre las incidencias absolutas, respecto a
un evento determinado, pertenecientes a dos grupos de elementos conocidos. Indica
cudnta mds probabilidad de desarrollar un fenémeno posee un grupo de sujetos en relacion

con otro. El RR es un medidor de asociaciones causales y de eficacia terapéutica. En la
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investigacion ilustrard la razén existente entre las incidencias absolutas, de un suceso,
correspondientes al grupo de nifios sometidos a tratamiento con CCP (Ie) y al conjunto
de individuos que recibirdn la terapéutica farmacoldgica (Io) segtn la ecuaciéon RR =1Ie /
lo.

- Reduccién absoluta del riesgo (RAR): diferencia observada entre las incidencias
absolutas, respecto a un hecho conocido, de dos agrupaciones de elementos. En esta
investigacion denotard la diferencia existente entre las incidencias absolutas, del ECM,
ajustadas al grupo de nifios sometidos a la modalidad terapéutica en estudio (Ie) y al
conjunto de sujetos que recibirdn el tratamiento médico estandar (Io). Su célculo se
realizard mediante la formula RAR = Io - Ie.

- Reduccion relativa del riesgo (RRR): razén que se establece entre la reduccion absoluta
del riesgo ante un suceso (RAR) de un grupo de pacientes respecto a la incidencia absoluta
calculada de otro (RRR =1o - Ie / Io). EI RRR es complemento del riesgo relativo e indica
en qué proporcion determinado tratamiento reduce el riesgo de padecer una dolencia o
dafio. En la presente investigacion ilustrard la razon entre el RAR ante un evento
calculado en el grupo de pacientes integrantes de la modalidad terapéutica en estudio
respecto a la incidencia absoluta de similar suceso registrada en el conjunto de nifios
correspondientes al tratamiento farmacolégico.

- Numero necesario de pacientes a tratar (NNT): nimero estimado de individuos
integrantes de un determinado grupo sujeto a estudio que deben ser tratados con una
terapéutica definida para obtener beneficios en un paciente adicional o prevenir un
desenlace indeseable en comparacién con otro grupo conocido. Junto con la RRR es
considerado un medidor de impacto en epidemiologia clinica. Cuanto mayor sea la
diferencia de efecto del acontecimiento estudiado entre los dos grupos enfrentados menor
serd el NNT, por lo que, a medida que aumenta la repercusién del evento, mayor
decrecimiento en sus cifras experimentard este indicador. Un NNT negativo significa que
el suceso analizado posee un efecto peligroso o perjudicial en el grupo sometido a
escrutinio. Esta situacion necesita ser evaluada mediante el denominado numero
necesario de pacientes a exponer (NNH).

- Nimero necesario de pacientes a exponer (NNH): indicador que refleja la inseguridad
de determinada intervencion. Consiste en el nimero de personas que se necesita atender
con un tratamiento especifico para producir, o no evitar, un evento adverso adicional. La
evaluacion conjunta de NNT y NNH contribuye a esclarecer la relacion riesgo / beneficio

propia de un hecho sujeto a anélisis.
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- Limite de importancia minimo (LIM): también denominado valor O (delta).
Cuantificacién del RR considerada efecto o umbral minimo clinicamente importante. Util
para confirmar o negar la existencia de relevancia clinica respecto a determinado suceso.
El estudio de efectividad en las variantes de tratamiento aplicada a los pacientes
contemplard el cdlculo, en valores absolutos y sus correspondientes intervalos de
confianza. Para validar los resultados se adoptard, de manera similar al resto del
procesamiento estadistico, un nivel de significacién menor del 5 %. Con respecto a la
valoracidn estadistica de los resultados atribuibles al RR solo serd admitida la presencia
de niveles significativos cuando se presenten situaciones en las que se descarte la
hipétesis de nulidad (Ho) al no ser incluido el valor nulo (RR = 1) dentro del intervalo de
confianza (IC 95 %) de ese estimador de riesgo.

6. CONSIDERACIONES FINALES.
6.1. Limitaciones.

Las limitaciones del estudio estdn relacionadas con las caracteristicas propias de la
enfermedad. Al ser una patologia con elevada mortalidad pueden ocurrir pérdidas en el
seguimiento, no obstante en el cédlculo del tamafio muestral se ha fijado una pérdida del
10 %. Otro condicionante de esta enfermedad es la variabilidad en el tratamiento
farmacoldgico. A pesar de que se entiende como terapéutica médica convencional la
combinacion de drogas, en la practica clinica factores como la tolerancia a los farmacos
o la presencia de sintomas congestivos determinan las dosis y utilizacién de los diferentes

grupos farmacolégicos ain cuando todos los pacientes tengan la misma clase funcional.
6.2. Implicaciones de los resultados.

- Social: 1a obtencidn de resultados favorables tendria una notable repercusion social pues
limitarfa la invalidez e incrementaria la supervivencia de estos pacientes, muchos en
espera de trasplante cardiaco como unica opcidn terapéutica efectiva actual. Por otra
parte, de mejorar la capacidad funcional permitiria la incorporacion de los nifios a

actividades fisicas cotidianas y con ello la mejoria de la calidad de vida.

- Cientifico: el implante intracoronario de CCP alégenas en nifios con MCD puede
constituir una nueva alternativa terapéutica Los resultados aportarian evidencias
cientificas sobre la terapia regenerativa del musculo cardiaco. La escases de ensayos

clinicos en la poblacién pediatrica con MCD deja aun interrogantes que se podrian
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contestar como la estandarizaciéon y optimizacion de los protocolos de aislamiento,

tipologia celular, dosis y administracion de las células.

- Econémico: los resultados de este tratamiento implicarian el ahorro de recursos
econémicos derivados de la disminucién del nimero de ingresos hospitalarios y las

estadias prolongadas por descompensacion de la enfermedad.
6.3. Cuestiones éticas.

Para realizar esta investigacion se contard con la aprobacién del Consejo Cientifico y del
Comité de Etica de la Investigacién de cada uno de los centros participantes.

Se realizard de acuerdo con las regulaciones establecidas en el articulo 32 del reglamento
no. 536/2014 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de abril de 2014, por el que
se regulan los ensayos clinicos con medicamentos, que hace referencia a los ensayos
clinicos con menores (50).

Se respetard lo establecido en los principios basicos de la Declaracion de Helsinki que
contiene las recomendaciones a seguir en la investigacion biomédica en seres humanos.
En toda investigaciéon con seres humanos, cada individuo potencial debe recibir
informacion adecuada sobre los objetivos, los métodos, las fuentes de financiamiento, los
posibles conflictos de intereses, las afiliaciones institucionales del investigador, los
beneficios calculados, los riesgos previsibles e incomodidades derivadas del experimento
(50).

La persona debe ser informada del derecho de participar o no en el estudio y de retirar su
consentimiento en cualquier momento sin temor a represarias. Después de corroborar que
el individuo comprende la informacién, el médico debe obtener entonces, por escrito, el
consentimiento informado y voluntario de la persona. Si el consentimiento no se puede
obtener de esa manera, el proceso para lograrlo debe ser documentado y atestiguado. En
concordancia con ello los padres o el representante legalmente designado firmardn su
consentimiento para participar en la investigacion. De acuerdo a la legislacion espafiola,
los adolescentes se consideran un subgrupo de la poblacién pediétrica aunque tienen
capacidad de tomar decisiones en muchas dreas de la vida; es imprescindible obtener su
consentimiento para la participacion en el ensayo (50). Como en los grupos de menor
edad la capacidad de entendimiento del adolescente esté ligada a su desarrollo cognitivo

y experiencias de vida. En el caso del adolescente legalmente emancipado el
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consentimiento informado se tomard directamente del paciente. En todo momento habra
que asegurarse que la informacion ha sido entendida.

Se garantizard en todo momento la integridad del paciente y la confidencialidad de la
informacién, pues no se dardn a conocer datos personales de los enfermos involucrados

en el estudio, los cuales serdn de uso exclusivo del equipo de investigadores.
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9. ANEXOS.

Anexo 1. Hoja de informacion y consentimiento informado.

Titulo del estudio: INFUSION INTRACORONARIA DE CELULAS CARDIACAS
PROGENITORAS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON MIOCARDIOPATIA
DILATADA.

Investigador Principal: Michel Cabrera Ortega. Especialista en Cardiologia.

Institucidn: No.de ID del participante:

Nos encontramos realizando un estudio sobre la implantacion intracoronaria de células
madre en nifios con miocardiopatia dilatada; su hijo/a cumple con los criterios para ser
incluido en esta investigacion. A través de la siguiente hoja de informacion se le comunica
la naturaleza, los beneficios y riesgos del estudio para que pueda evaluar y juzgar

correctamente la participacion de su familiar.

El presente estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién de las
Islas Baleares, de acuerdo con la legislacion vigente, y serd llevado a cabo con respeto a

los principios enunciados en la declaracion de Helsinki y a las normas de buena practica.
Participacién voluntaria:

La participacion es voluntaria y puede decidir no participar o cambiar su decision y retirar
el consentimiento en cualquier momento, sin que esto afecte la relacion con el equipo
investigador o el personal sanitario implicado en el mismo. De decidir revocar el
consentimiento no se recogerian nuevos datos pero no afectaria las investigaciones

realizadas hasta el momento a no ser que usted lo manifieste.
Propésito de la investigacion:

El estudio tiene como objetivo comparar las ventajas del tratamiento de células madre
frente al tratamiento con los farmacos actuales en relacion a la supervivencia de los nifios
con miocardiopatia dilatada. Esta terapéutica ha demostrado beneficios en algunas
investigaciones previas, pero atn no existen las suficientes evidencias para generalizar su
aplicacion en los nifios. Por tanto, se pretende realizar la inyeccién en las arterias

coronarias de células madre cardiacas progenitoras, obtenidas a partir de tejido de un
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donante. Para la correcta evaluacion de la respuesta a este tratamiento, se requeriran
valoraciones repetidas tanto clinicas como mediante estudios ecocardiogrificos y
cardiorresonancia magnética. Estas investigaciones se realizardn antes del tratamiento y
después del mismo hasta la finalizacién del estudio, que se pretende culmine a los 3 afios.
La aplicaciéon de esta terapéutica con células madre no implica retirar los farmacos
habituales, por tanto durante las consultas evaluativas se precisard la necesidad de

continuar con algunos de ellos, asi como las dosis.
Beneficios:

De demostrarse la efectividad de las células madre en los nifios con miocardiopatia
dilatada, servird para generalizar este tratamiento. Por otra parte, se conseguiria reducir

los ingresos por la enfermedad e incorporar al nifio a las actividades fisicas cotidianas.
Riesgos:

Las posibles complicaciones del tratamiento células madre estan relacionas con el
procedimiento de inyeccion en las arterias coronarias. Es un método invasivo que se
realizard en una sala de hemodinamia con ambiente aséptico y bajo sedacién y anestesia,
durante el cual el nifio serd monitorizado y evaluado continuamente por el personal
sanitario cualificado. Se realizard puncion de la arteria femoral, se pasard un catéter hasta
las arterias coronarias y se realizard la infusion de las células. Una vez concluido, se

retirard el catéter y se colocard un vendaje compresivo por 24 horas.

Las complicaciones mds frecuentes que ocurren estin en relacién con el sitio de puncion
de la arteria como el sangrado, hematoma o trombosis; todas pueden ser tratadas sin dejar
secuelas. De manera infrecuente pueden acontecer complicaciones mayores como la
lesion de una vélvula cardiaca, una arteria coronaria o la perforacion del corazén. El uso
de catéteres de pequefias dimensiones y con disefios especializados, asi como la
realizacion del proceder por un personal entrenado en estas técnicas, hacen que sea cada

vez mas infrecuentes estos eventos adversos.
Confidencialidad:

Los datos del registro clinico son confidenciales. El nombre del menor no serd
proporcionado a personas no autorizadas, s6lo tendrd conocimiento del mismo los

investigadores del estudio. La informacién obtenida podrd utilizarse para fines
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investigativos y por tanto ser publicada, no obstante, no se identificara a los participantes
por su nombre en dichas publicaciones.

La comunicacién y la cesion de los datos de cardcter personal, de todos los sujetos
participantes, se ajustard a lo dispuesto en la Ley Orgénica 3/2018, de 5 de diciembre, de
proteccion de datos de cardcter personal, y en su reglamento de desarrollo. De acuerdo a
lo que establece la legislaciéon mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacién, oposicion y cancelacion en caso de requerimiento legal.

Compensacién econémica:

La participacion en el estudio no supone ningun tipo de compensacién econémica.
Agradecimiento:

Sea cual sea su decision, agradecemos su tiempo y su atencion.

Consentimiento:

Yo (nombre y apellidos): )

representante legal de (nombre y apellidos): ,

doy mi consentimiento para la participacion del menor en el estudio ~ Infusién
intracoronaria de células cardiacas progenitoras en pacientes pediatricos con

miocardiopatia dilatada . Declaro que:
1) He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
2) He podido hacer preguntas sobre el estudio.
3) He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
4) Entiendo que la participacion es voluntaria.

5) Entiendo que el menor puede retirarse del estudio cuando quiera, sin tener que dar
explicaciones y sin que ello repercuta en la relacion o prestacion atencién médica

por parte del personal sanitario.

6) Entiendo que no se divulgard ninguin dato del historial médico y que se guardara

la confidencialidad de la identidad en los resultados publicados del estudio.
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7) Comprendo que tengo derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicién
a los datos de cardcter personal del menor de acuerdo con los dispuesto en la Ley

Orgénica 3/2018 de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

Nombre y Firma:

Representante legal

Nombre y Firma:

Investigador Informante

Fecha:
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Anexo 2. Hoja de recogida de datos.

A. Datos generales del paciente

1- Nombre y apellidos:

2- No. ID participante: 3- No.codificacién institucion:
3-Fecha de Nac: / /
4- Edad: afios 5-Sexo: Fem.____ Masc.____

B. Evaluacion clinica

1- Diagnéstico etioldgico:

2- Farmacos cardiovasculares (descripcion en cada consulta):

Cl Co6 Cc7 C10 C13 Cl4 C15 Cl16
3- Clase funcional (escala segtn evaluacion en cada consulta):
Cl1 Co6 Cc7 C10 C13 Cl4 C15 Cl16

4- Calidad de vida (puntuaciones segun cuestionario aplicado en consulta):

Dimensiones Cl1 C6 Cl12

Problemas  para  seguir el

tratamiento

Apariencia fisica

Ansiedad, miedo o preocupacion

respecto al seguimiento clinico

Habilidades de conocimiento

Capacidad de comunicacion

TOTAL
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C. Estudio ecocardiografico

1- Mensuraciones estimadas en cada evaluacidn:

Mensuracion | C 2 CS5 Cc7 C10 |C13 |C14 |C15 |[C16

Diametro
telesistolico

de VI (mm)

Diametro
telediastolico

de VI (mm)

Volumen
telesistolico

de VI (ml)

Volumen
telediastolico

de VI (ml)

FEVI (%)

2- Insuficiencia mitral (caracterizada segun consulta):

C2 C5 C7 C10 | C13 Cl14 C15 Cc16

D. Resonancia magnética

1- Mensuraciones estimadas segtin evaluacion:

Mensuracion C3 Co C12

Volumen telesistdlico de VI (ml)

Volumen telediastdlico de VI (ml)

FEVI (%)

E. Estudios de laboratorio

1- Péptido natriurético (pg/ml):
C2 C5 c7 cC12
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2- Antigeno carcinoembrionario (ng/ml):

C7 Cl12 CI13

Prueba de caminata de 6 minutos

C2 C8

Cl1l

Distancia recorrida (m)

Distancia estimada (m)

Morbi-mortalidad

Complicaciones:

Tiempo al ECM: afios
Tipo de ECM:
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