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1. ISQUEMIA CRONICA DE MIEMBROS INFERIORES: UNA ENFERMEDAD
CADA VEZ MAS PREVALENTE.

La enfermedad arterial oclusiva de miembros inferiores, o enfermedad arterial periférica
(EAP), es una de las patologias con mayor impacto en la calidad de vida de los
pacientes [1]. Tras ser una enfermedad casi ignorada, fuera del campo de la cirugia
vascular, en los tltimos afios se han visto aumentados los programas de salud orientados
a su deteccion precoz debido a las importantes repercusiones que puede tener sobre el
individuo. De acuerdo con los estudios epidemioldgicos realizados [2-7], se estima que
entre un 3 y un 20% de la poblacién cercana a los 70 afios presenta EAP asintomatica.
La prevalencia de la EAP asintomatica sélo se puede determinar mediante estudios
hemodinamicos, siendo el Indice Tobillo-Brazo (ITB) el mas ampliamente utilizado por
su alta sensibilidad e inocuidad para el paciente. Un ITB menor o igual a 0,90 es
producido por una estenosis arterial significativa, y es el criterio universalmente
aceptado para definir la existencia de la enfermedad arterial periférica [7-8], con una
sensibilidad del 95% y una especificidad cercana al 100% [8]. Si hablamos de la
Claudicacion Intermitente (CI), o EAP sintomatica, la prevalencia estimada varia entre
el 3 yel 6% en lapoblacion entre 40 y 60 anos [8,9]. (Fig.1)

Figura 1: Prevalencia media ponderada de EAP sintomética. Tomado de: Norgren
L et al. Eur J Vasc Endovasc Surg 2007; 33: s5-s75. [Referencia Bibliogréafica 8]

Prevalence (%)

30-34  3h-3Y 40-44  4b-4Y 5D-54  bh-bY  BU-B4 BB /0-/4
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17



Existen varios factores asociados el desarrollo de EAP.

Sexo: la prevalencia de la EAP es mayor en hombres que en mujeres, con
una relacion comprendida entre 1:1 y 2:1 (hombres:mujeres). Esta relacion
puede aumentar hasta 3:1 en estados mas avanzados de la enfermedad, como
en la isquemia critica de miembros inferiores [8].

Tabaco: conocido desde 1911, la EAP es tres veces mas frecuente en
fumadores [6,8]. La severidad de la EAP aumenta con el volumen de
cigarrillos consumidos, de tal forma que, los grandes fumadores (mas de 1
paquete/dia) tienen cuatro veces mas riesgo de desarrollar EAP que los no
fumadores. El abandono del habito tabaquico se asocia con un descenso de la
incidencia de sintomas asociados a la EAP [6].

Diabetes Mellitus: la EAP es dos veces mas frecuente en diabéticos, de tal
forma que, por cada 1% de incremento de la hemoglobina glicosilada, existe
un incremento del 26% en el riesgo de desarrollo de EAP [8,10]. La
resistencia insulinica también influye, incluso en pacientes no diabéticos,
donde el riesgo de desarrollo de EAP se ve incrementado en un 50% [8,11].
La EAP en pacientes diabéticos es mds agresiva, con afectacion
predominante de los lechos distales, lo que hace que la indicacién de
amputacién mayor sea entre 5 y 10 veces mas frecuente que en la poblacion
no diabética [8,12].

Hipertension Arterial: aunque asociada con todas las formas de enfermedad
cardiovascular, el riesgo de desarrollo de EAP determinado por Ila

hipertension, es menor que el de la diabetes o el tabaco [8].
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Dislipemia: de acuerdo al estudio Framingham [13-15] el indice colesterol
total / colesterol HDL estd asociado al desarrollo de enfermedad arterial
periférica [8].

Marcadores inflamatorios: se ha demostrado [16,17] que dentro de los
marcadores inflamatorios, la Proteina C Reactiva puede estar elevada en
pacientes asintomaticos que posteriormente desarrollardn enfermedad arterial
periférica, y es considerado marcador de riesgo de muerte cardiovascular [8].
Hiperviscosidad: se han detectado niveles elevados de hematocrito en
pacientes con EAP, probablemente secundario al habito tabadquico. También
se ha asociado a la EAP, niveles elevados de fibrinégeno sérico. Tanto la
hipercoagulabilidad como la hiperviscosidad, han demostrado ser factores de
mal pronostico en el desarrollo de EAP [8].

Hiperhomocisteinemia: la prevalencia de hiperhomocisteinemia es alta en la
poblacion con EAP, en comparacion con el 1% de la poblacién general.
Hasta en un 30% de pacientes con EAP puede detectarse

hiperhomocisteinemia [§]

Figura 2: Rango de Odds Ratio para los factores de riesgo asociados al desarrollo
de EAP. Tomado de: Norgren L et al. Eur J Vasc Endovasc Surg 2007; 33: s5-s75.

[ref. 8]
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El conocimiento de la fisiopatologia arterial ha permitido definir estrategias que
disminuyan la progresion de la arteriosclerosis, mediante la instauracion de mecanismos
de prevencidon primaria (ejercicio fisico y dieta saludable) y el tratamiento de los
considerados factores de riesgo vascular (FRV) cldsicos como: hipertension arterial,
tabaquismo, dislipemia y diabetes. Sin embargo, la evolucion natural de la
arteriosclerosis, hace que la aparicion de complicaciones derivadas de la enfermedad, en
los distintos territorios afectados (cardiologico, neurologico, visceral y locomotor),
aumente con el envejecimiento progresivo de la poblacion [1].
Podemos definir la isquemia cronica de miembros inferiores como el conjunto de signos
y sintomas derivados de la reduccion progresiva del flujo sanguineo en la extremidad,
que puede repercutir tanto en la funcion, como en la supervivencia de la extremidad [2]
En base al grado de severidad de la enfermedad, existen distintas manifestaciones
clinicas que han permitido establecer una clasificacion basada en cada una de las fases
evolutivas (Tabla 1), que se ha podido correlacionar con una serie de criterios
hemodindmicos (Tabla 2 y 3). Estos criterios hemodindmicos se basan en la exploracion
vascular basica, realizada por cualquier Angiologo, conocida como Indice Tobillo-
Brazo (ITB) (Figura 3). La realizacion del ITB nos permitira [8]:

- confirmar el diagnéstico de EAP

- realizar diagnoéstico diferencial con otras causas de claudicacion

- identificar pacientes con riesgo de mortalidad cardiovascular, de acuerdo con

la escala de Framingham [15]
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Tabla 1: Clasificacion de Leriche-Fontaine para la isquemia crénica.

Grado | (Asintomaticos )
- Pacientes con enfermedad arterial periférica presente, determinada por indice tobillo-brazo

menor de 0.9, pero sin sintomatologia clinica.

Grado |l ( Claudicacién Intermitente )
- Pacientes que presentan enfermedad arterial periférica, evidenciada por la ausencia de
pulsos palpables en la exploracion fisica y un indice tobillo-brazo inferior a 0.9, que refieren
aparicion de dolor muscular a la deambulacién a partir de una determinada distancia y que
cede con la interrupcion del ejercicio. Se subdividen en:

Il A : claudicacion intermitente a mas de 150 metros.

Il B : claudicacién a menos de 150 metros.

Grado Il (Dolor en reposo persistente )
- Pacientes con enfermedad arterial periférica, evidenciada por exploracion fisica y

hemodindmica, y que presentan dolor de caracteristicas isquémicas en situacion de reposo.

Grado IV ( Alteraciones tréficas, Ulceras cutaneas y/o gangrena)
- Pacientes con diagndstico de enfermedad arterial periférica por los criterios antes

establecidos y que presentan alteraciones en la integridad cutanea.

Tabla 2: Clasificacion de Rutherford para la isquemia cronica

Grados | Categoria Descripcién Clinica Criterios objetivos
0 0 Enfermedad Asintomaética Normal en test de esfuerzo
I 1 Claudicacion leve Se completa test de esfuerzo: PT

tras ejercicio > 50 mmHg, pero 25
mmHg menos que PB

2 Claudicacion moderada Entre 1y 3
3 Claudicacién grave No se completa test de esfuerzo:
PT tras ejercicio < 50 mmHg
] 4 Dolor en reposo PT en reposo < 50 mmHG, RVP en
tobillo o metatarsiano plano; PD <
30 mmHg
1 5 Pérdida tisular leve PT reposo < 70 mmHg; RVP en
tobillo o metatarsiano plano ; PD <
50 mmHg
6 Perdida tisular grave, por encima | Igual que en categoria 5

del nivel transmetatarsiano. Pie
no rescatable.

Test de esfuerzo: 5 minutos a 1 km/h con inclinacion del 12%
PB: presion braquial; PD: presion digital; PT: presion en tobillo; RVP: registro volumen
de pulso; TM: transmetatarsiano
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Tabla 3: Correlacion entre Clasificacion de Fontaine y Rutherford. Tomado de :
Norgren L et al. Eur J Vasc Endovasc Surg 2007; 33: s5-s75. [ref. 8]

Fontaine Rutherford
Staye Clinical Grade Category Clinical
1 Asymptomatic 0 0 Asymptomatic
IIa Mild claudication I 1 Mild claudication
IIb Moderate to 1 2 Moderate
severe claudication
claudication
I 3 Severe
claudication
111 Ischemic rest 11 4 Ischemic rest
pain pain
v Ulceration or 111 5 Minor tissue loss
gangrene 111 6 Major tissue loss

Figura 3: Medicion del indice Tobillo-Brazo (ITB). Tomado de: Norgren L et al.
Eur J Vasc Endovasc Surg 2007; 33: s5-s75. [ref. 8]

Right ABI = ratio of

Higher of the right ankle systolic pressures (posterior tibial or dorsalis pedis)

Higher arm systolic pressure (left or right arm)

Left ABI = ratio of

Higher of the left ankle systolic pressures (posterior tibial or dorsalis pedis)

Higher arm systolic pressure (left or right arm)

22



En aquellos pacientes con EAP de miembros inferiores sintomatica, la manifestacion
clinica inicial suele ser la claudicacion intermitente. La claudicacion intermitente se
define como el dolor muscular en la extremidad inferior (a nivel de las pantorrillas,
muslos o nalgas) inducido por el ejercicio y que se alivia con periodos de reposo [8]. La
claudicacion se debe a una obstruccion arterial proximal a los lechos musculares
afectados, que limita el flujo arterial durante el ejercicio, lo que produce una hipoxia
tisular transitoria que desaparece con el reposo. Los sintomas de la claudicacion
intermitente varian de manera subjetiva en funcidn de los habitos de los individuos.
Dependiendo de la topografia de las lesiones, se distinguen 3 patrones de oclusion
arterial, que determinaran la forma clinica de presentacion:

- Obliteracion aorto-femoral

- Obliteracion fémoro-poplitea

- Obliteracion poplitea-distal o infrapoplitea
La obliteracion fémoro-poplitea constituye la forma mas frecuente de presentacion de
claudicacion intermitente, mas del 50% de los casos [18], y determina la aparicion de
dolor gemelar con la deambulacion generalmente secundaria a la oclusion de la arteria
femoral superficial. No se debe entender la afectacion de los territorios arteriales como
aislados sino que podemos encontrar patrones combinados de afectacion arterial en

multiples territorios (figuras 4 y 5)
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Figura 4: Topografia de lesiones arteriosclerdticas. Tomado de: Brewster D.
Reconstruccion directa de la enfermedad oclusiva aortoiliaca. En: Rutherford
Cirugia Vascular 62 edicion. 2006. cap 79. Pag 1106 [ref. 33]
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Figura 5: Clasificacion TASC Il de lesiones oclusivas arteriosclerédticas del sector
femoro-popliteo-distal. Tomado de: Norgren L et al. Eur J Vasc Endovasc Surg
2007; 33: s5-s75. [ref. 8]
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1.1 Evolucion natural de la isquemia cronica de miembros inferiores:

La enfermedad oclusiva arterial de miembros inferiores (EAP), afecta a méas de un 5%
de la poblaciéon mayor de 50 afios [19] y presenta el siguiente espectro clinico: la
enfermedad asintomatica, la claudicacién intermitente o la isquemia critica. La
claudicacion muestra , generalmente, una evolucion natural favorable si se establecen
los tratamientos adecuados [8,19] entre los que se incluyen el ejercicio de rehabilitacion
supervisado basado en la deambulacién continua del paciente, que permita valorar de
manera objetiva la progresion de la distancia libre de claudicacion, y el tratamiento
médico y farmacologico de los factores de riesgo vascular.

En los pacientes con EAP sintomatica (Claudicacion intermitente), el ejercicio
supervisado ha demostrado una mejoria en términos de distancia libre de claudicacion
[8,18]. El ejercicio supervisado se basa en sesiones controladas de duracion inicial de 30
minutos hasta 1 hora en las fases mas avanzadas debiendo realizarse un minimo de 3
veces por semana. La sesion supervisada consta de un test de esfuerzo en cinta “sin fin”
a una velocidad y grado de inclinacion que induzca la claudicacion al cabo de 5 minutos
(de acuerdo con los criterios de Strandness: velocidad de 3km/h, pendiente del 10%
[20,21]). El paciente debe parar cuando el dolor isquémico sea considerado moderado,
descansando hasta la desaparicion de los sintomas, reiniciando un nuevo ciclo hasta la
reaparicion de la sintomatologia. Este bucle serd repetido en la sesion supervisada
durante un minimo de 35 minutos. En visitas sucesivas, la velocidad y el grado de
inclinacion se veran aumentadas si el paciente puede caminar sin claudicar durante mas
de 10 minutos. El beneficio de la rehabilitacion ha sido ampliamente demostrado [8],
con mejoras publicadas en la distancia de claudicacion de mas de 200 metros respecto a

los controles[22].
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El tratamiento farmacologico de la EAP debe incluir el uso de antiagregantes como
prevencion secundaria de eventos cardiovasculares, dada la coexistencia de enfermedad
arterial en distintos territorios [8]. Si embargo no han demostrado cambios
significativos en la distancia de claudicacion. Dentro de los farmacos antiagregantes, el
mas ampliamente utilizado es el 4cido acetilsalicilico (AAS), a dosis de 75-150 mg/dia,
por su mayor seguridad en términos de sangrado digestivo frente a dosis mas altas [8].
Otros farmacos antiagregantes utilizados han sido las tienopiridinas. Inicialmente
valorada por su mayor eficacia antitrombotica, la ticlopidina fue ampliamente utilizada,
sin embargo las neutropenias asociadas a su uso han restringido su utilizacion, que es
practicamente anecdotica en la actualidad. Otro antiagregante, también derivado de las
tienoperidinas, que ha sido utilizado como alternativa o en asociacion con el AAS, es el
Clopidogrel. Tras ser evaluado en el estudio CAPRIE [23], donde se compar6 el uso de
Clopidogrel frente a AAS en pacientes con enfermedades cardiovasculares conocidas,
se concluy6 que su uso reducia mejor el riesgo de accidente cerebrovascular, infarto de
miocardio y muerte de etiologia vascular, siendo este efecto mas acentuado en el
subgrupo de pacientes con EAP conocida [18].

La abstinencia del habito tabaquico constituye la base del tratamiento médico de la
EAP. Los efectos nocivos del tabaco se basan en las alteraciones del endotelio vascular,
el metabolismo de las prostaglandinas, la funcion plaquetaria y el metabolismo lipidico
[8,18]. Asimismo se ha visto una disminucion en la capacidad de formacion de nuevos
vasos durante los procedimientos de reparacion vascular [24]. El héabito tabaquico se
relaciona con un mayor riesgo de progresion de EAP, infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular y muerte [18].

El tratamiento farmacolégico de la hiperlipemia se basa en el uso de las estatinas [18],

no solo por sus efectos estabilizadores de la placa de ateroma, sino también por los
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denominados efectos pleotropicos. Inicialmente indicadas para el tratamiento de la
hipercolesterolemia pura, vieron incrementadas sus indicaciones con la aparicion de las
primeras publicaciones donde se informaba del incremento de la distancia de
claudicacion en aquellos pacientes con arteriopatia periférica, tratados mediante la
asociacion de estatina, hemorreologico y antiagregante convencional [25]. Asimismo, se
ha comprobado un efecto de estabilizacion de la placa de ateroma en aquellos pacientes
tributarios de procedimientos revascularizadores, recomendando el tratamiento pre y
postoperatorio independientemente de los niveles plasmaticos de colesterol [26, 27].

El control glucémico de los pacientes diabéticos es fundamental para evitar las
complicaciones asociadas con la enfermedad. La diabetes se asocia a neuropatia
periférica y a inmunodepresion, que aumenta el riesgo de tlceras plantares e infecciones
del pie [8]. Y aunque se recomienda que los niveles de hemoglobina glicada sean lo mas
proximos a 6%, todavia no se ha demostrado que el control estricto de la enfermedad
diabética consiga evitar el desarrollo de EAP y prevenir la incidencia de amputacion de
extremidad [8, 18].

Respecto a la hipertension, se sabe que es un factor de riesgo para EAP, sin embargo, su
control eficaz no altera la progresion de la enfermedad [8] pero si ejerce un efecto
cardioprotector. Entre los farmacos utilizados, los diuréticos tiazidicos y los inhibidores
de la enzima conversora de angiotensina (IECA) deberan ser considerados como
farmacos de primera linea [18]. Por otra parte, los betabloqueantes, no estan
contraindicados en el tratamiento de la hipertension arterial en los pacientes con EAP.
Por ultimo, la hiperhomocisteinemia se ha asociado con mayor frecuencia en pacientes
con EAP, en comparacion con la poblacion normal [8], y se asocia a un aumento de la

proliferaciéon de la célula muscular lisa, acelerando el proceso de aterosclerosis. Sin
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embargo, no se ha demostrado que la normalizacioén de la homocisteina sérica, mediante
suplementos de vitamina B o folatos, estabilice la progresion de la enfermedad [18].
Otros tratamientos farmacologicos utilizados en la EAP sintomdatica son los
denominados hemorreoldgicos, cuya funcion es disminuir la viscosidad sanguinea al
aumentar la flexibilidad de la pared de los hematies. De entre todos ellos, la
pentoxifilina ha sido el farmaco mas ampliamente utilizado, al ser el primero aprobado
por la FDA americana (Food and Drug Administration) como tratamiento eficaz de
claudicacion intermitente [18]. Sin embargo, hoy en dia su eficacia es cuestionada [8].
El Cilostazol es un inhibidor de la fosfodiesterasa III que presenta efecto antiagregante,
hemorreoldgico y vasodilatador. A pesar de sus posibles efectos adversos, que incluyen
diarreas, palpitaciones y cefaleas, su uso se asocia con un aumento de la distancia de
claudicacion y mejoria de la calidad de vida, avalado por distintos metanalisis donde se
ha comparado el uso de Cilostazol frente a Pentoxifilina [8,18]. Otros fArmacos como el
Buflomedilo (Alfa 1-2 adrenolitico) o el Nafthidrofurilo (antagonista serotoninérgico),
han mostrado resultados similares al Cilostazol, al mejorar el metabolismo muscular e
inhibir la agregacion eritrocitaria y plaquetaria.

Alrededor de un 25 % de los pacientes con claudicacion intermitente presentan una
progresion de los sintomas con el tiempo siendo necesaria la revascularizacion de la
extremidad, sobre todo si el indice de presion arterial tobillo-brazo (ITB) es bajo, y se
asocia a la presencia de lesiones troficas que no curan y/o dolor crénico de la
extremidad [1, 19]. Casi todos los trabajos publicados sobre prevalencia de EAP hacen
referencia a estudios basados en poblacioén anglosajona siendo muy escasos los estudios
realizados en nuestro pais [28-31]. Entre los primeros realizados sobre la prevalencia de
la enfermedad en el territorio espafiol destaca el publicado en el afio 2006 por Puras y

colaboradores [28, 30], en el que tras la medicioén del indice tobillo-brazo en pacientes
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de distintos centros de atencion primaria, se objetivo que la prevalencia de la EAP era
superior al 20 % en pacientes mayores de 50 afos. Si bien no se han realizado estudios
de prevalencia de isquemia critica de miembros inferiores (ICMI) en nuestra poblacion,
la incidencia estimada de ICMI es, aproximadamente, un paciente por cada 100
diagnosticado de Enfermedad Arterial Periférica [31].

La isquemia critica de miembros inferiores es el estadio terminal de la enfermedad
arterial oclusiva, con una incidencia estimada de 30 pacientes por 100.000
habitantes/afio [19]. Tiene una importante repercusion en la calidad de vida del paciente
y sus familiares, a causa de la gravedad de los sintomas y de las posibles
complicaciones asociadas, entre las que se incluyen manifestaciones isquémicas de
territorios tan diversos como el cerebral, cardiaco, renal y gastrointestinal, que pueden
suponer el exitus del paciente. En el 20-30% de los casos de isquemia critica, no existe
posibilidad de tratamiento revascularizador [1], por las caracteristicas de las lesiones o
porque ya han sido agotadas las distintas opciones quirtrgicas, y el tratamiento
farmacoldgico basado en el control del dolor constituye la principal terapia. Sin
embargo, a pesar de las terapias analgésicas y el control de las lesiones troficas, la
amputacion de la extremidad suele ser la Unica alternativa, con tasas anuales de pérdida
de extremidad que varian entre un 70 y un 95 % [8-32].

La Isquemia Critica de Miembros Inferiores (ICMI), se define como la manifestacion
clinica de la EAP en forma de dolor en reposo isquémico, persistente y recidivante, que
exige analgesia con opiaceos; o pacientes que presentan lesiones isquémicas de la piel
en forma de ulceras o gangrena [8]. Implica cronicidad, definida por la persistencia de
los sintomas durante un periodo no inferior a 2 semanas. El diagndstico de ICMI se
completa con unos criterios hemodinamicos, definidos por una presion arterial sistolica

en el tobillo menor de 50 mm Hg o una presion arterial sistdlica en el dedo del pie
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menor de 30 mm Hg. Si el paciente presenta lesiones isquémicas, los criterios
hemodindmicos se vuelven mas estrictos, confirmando el diagnéstico de ICMI con
presiones maleolares inferiores a 70mmHg o digitales inferiores a 50 mmHg [8]. El
diagnostico de ICMI se corresponde con los estadios III-IV de Leriche-Fontaine y los
grados 4,5 y 6 de Rutherford (tablas 1 y 2). La incidencia de ICMI no se conoce con
certeza [1, 2, 8]. En muchos de los casos, la isquemia critica progresa directamente
desde un estadio asintomatico a la presencia de dolor isquémico en reposo o gangrena
[19]. Esto puede explicarse por las comorbilidades asociadas de los pacientes
(artropatias, neuropatias, cirugias traumatologicas, demencias o encamamiento
prolongado) que pueden causar confusion respecto al origen del dolor, y hacer que el
diagnoéstico de ICMI se establezca en fases avanzadas, donde las lesiones cutdneas estan
evolucionadas. El diagndstico de ICMI supone un factor prondstico de alto riesgo para
la pérdida de extremidad y la aparicion de complicaciones cardiovasculares con riesgo
vital. De acuerdo con los estudios observacionales utilizados para la redaccion del
documento de consenso TASC II [8], aquellos pacientes que con diagndstico de ICMI
que no sean tributarios de cirugia de revascularizacion presentaran una mortalidad del
50% al afio, debido a complicaciones derivadas de la afectacion de otros territorios

arteriales, o a complicaciones derivadas de las lesiones de la extremidad afectada.
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Figura 6: solapamiento de la afectacion de los distintos territorios afectados por
enfermedad vascular. Tomado de: Norgren L et al. Eur J Vasc Endovasc Surg
2007; 33: sb-s75. [ref. 8]
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Por lo tanto, aquellos pacientes con diagndstico de ICMI no solo deberan ver
modificados los factores de riesgo vascular, asociando al tratamiento el uso de
medicacion antiagregante [1, 2, 8, 19], sino que deberdan ser sometidos a cirugia de
revascularizacion temprana con el fin de evitar la pérdida de la extremidad. Los
principales factores de riesgo para el desarrollo de la ICMI son la edad, el tabaco y la
diabetes [18], y de todos, la diabetes sigue siendo el factor prondstico méas importante
implicado en la pérdida de la extremidad. La amputacion puede ser hasta 10 veces mas
frecuente en pacientes diabéticos que en los no diabéticos con el mismo patrén de
enfermedad, independientemente del habito tabaquico y la edad del paciente. Pero si un
paciente diabético tiene habito tabaquico, requerira de amputacion mayor antes que un

diabético no fumador [18, 33, 34].
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Figura 7: Efecto de los factores de riesgo en el desarrollo de Isquemia Critica de
Miembros Inferiores (ICMI). Abreviaturas: DLP (dislipemia), DM (diabetes), ITB
(Indice Tobillo-Brazo). Tomado de: Norgren L et al. Eur J Vasc Endovasc Surg
2007; 33: s5-s75. [ref. 8]
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Los objetivos del tratamiento de la ICMI son [8]:

- eliminar el dolor en reposo, conseguir la curacion de las heridas, y evitar la
pérdida de la extremidad.

- mejorar la funcionalidad y la calidad de vida del paciente.

- prolongar la supervivencia.
El tratamiento de la ICMI se basa en los siguientes puntos:
- Control del dolor: es fundamental conseguir un correcto control del dolor para mejorar
la calidad de vida de los pacientes. El tratamiento analgésico permitird controlar los
sintomas hasta la realizacion de la cirugia de revascularizacion. En aquellos pacientes
que no sean tributarios de cirugia de revascularizacion, puede ser necesario el bloqueo

epidural hasta la realizacion de cirugia de amputacién mayor.
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- Cirugia de revascularizacion: el tipo de técnica de revascularizacion dependera de la
condicion general del paciente, de la longitud y localizacion del territorio vascular
afectado, y de la extension de las lesiones cutdneas asociadas. De acuerdo con las
recomendaciones TASC II [8], las lesiones A y B son tributarias de tratamiento
endovascular, mientras que las lesiones C y D son tributarias de tratamiento quirurgico
abierto. Sin embargo, la individualizacion de los pacientes es la base del éxito del
procedimiento. Existe mucha bibliografia respecto a tipo de tratamiento
revascularizador que debe indicarse en el tratamiento de la isquemia critica de
miembros inferiores. En el afio 2005, se publicaron los resultados del estudio BASIL
[35], ensayo con intencion de tratar, multicéntrico y aleatorizado, donde se comparaba
el tratamiento endovascular (angioplastia) frente al vascular convencional (bypass) de la
isquemia critica de miembros inferiores. Se incluyeron 452 pacientes durante un periodo
de seguimiento de 2 anos. El objetivo primario del estudio fue valorar la tasa de
supervivencia libre de amputacion. Los objetivos secundarios fueron mortalidad de
cualquier causa, morbimortalidad a los 30 dias del procedimiento, mejora de la calidad
de vida mediante cuestionario validado, y necesidad de reintervencion y/o reingreso. Al
final del seguimiento, el 55% de los pacientes tratados estaban vivos sin amputacion de
la extremidad revascularizada, un 8% sufrié amputacion de la extremidad, un 8% habia
fallecido tras la amputacion, y un 29% habia fallecido sin amputacion de la extremidad.
En el andlisis por grupos, se objetivd un mayor fracaso inmediato de los procedimientos
endovasculares (20%) frente a la revascularizacion mediante bypass (3%). A 6 meses no
se apreciaron diferencias entre grupos en cuanto a tasa de supervivencia libre de
amputacion. La morbilidad asociada al procedimiento, con necesidad de reingreso en el
hospital, fue mayor en el grupo de pacientes tratados mediante bypass (53%) que en el

grupo de pacientes tratados mediante angioplastia (41%), siendo las causas mas

33



frecuentes de morbilidad las complicaciones de herida quirargica, infecciones y
complicaciones cardiovasculares. No se apreciaron diferencias en los resultados de los
cuestionarios de calidad de vida entre ambos grupos, y tampoco hubo diferencias en
cuanto mortalidad a 30 dias. Durante el primer afio, los costes hospitalarios relacionados
con el procedimiento, fueron mayores en el grupo de pacientes tratados mediante
bypass; Sin embargo, a los 2 afios, la cirugia de bypass se asocid con una reduccion
significativa del riesgo de amputacion y muerte (independientes o asociadas). Con
posterioridad, se han publicado resultados con mayor nimero de pacientes y
seguimientos mas prolongados [36-38], recomendando la cirugia endovascular como
primera linea de tratamiento para aquellos pacientes con supervivencias estimadas
inferiores a 2 afos y alto riesgo quirdrgico asociado a su comorbilidad, reservando el
tratamiento quirdrgico convencional (bypass) para aquellos pacientes con prondstico

estimado de vida superior a 2 afos.

En el tratamiento endovascular, la permeabilidad de los procedimientos realizados
dependera de: [39]

1. Las propiedades mecanicas del material utilizado

2. La extension de la lesion en el vaso a tratar

3. Las caracteristicas de la placa

4. Del numero de vasos de salida distal permeables

5. Del numero de stents necesarios para tratar la lesion

6. Del solapamiento entre stents

7. Del control de los factores de riesgo vascular y su tratamiento farmacologico.
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Entre los factores prondsticos de permeabilidad de la cirugia derivativa de bypass,
destacan [40]:

1. Naturaleza del conducto elegido (autélogos, homoinjertos, protésicos)

2. Longitud del bypass

3. Tamafo del vaso receptor

4. Numero de vasos de salida distales a la derivacion
La necesidad de revascularizacion de los pacientes con isquemia cronica de miembros
inferiores, vendra determinada por el grado de severidad de los sintomas, que a su vez
dependera de la capacidad del organismo para desarrollar vasos colaterales. Esta
circulacion colateral, o neovascularizacién, sera la responsable de mantener la
viabilidad de las areas isquémicas dependientes del territorio vascular obstruido. La
capacidad de neovascularizacion del sujeto afecto por un proceso aterosclerdtico sera el
que determinard la severidad de los sintomas, y por lo tanto influird en la indicacion de

tratamiento revascularizador.

1.2 Procesos implicados en la formacion de nuevos vasos

El término angiogénesis, hace referencia al proceso fisiolodgico por el cual se forman
nuevos vasos a partir de un lecho vascular ya existente, con el fin de satisfacer las
necesidades de nutricion de los tejidos que se estan desarrollando activamente. Esto
ocurre tanto en procesos fisioldgicos (desarrollo embrionario, cicatrizacion tisular,
procesos inflamatorios), como en procesos patologicos (crecimiento tumoral). En todos
ellos, el proceso angiogénico ocurre como un proceso regulado y transitorio. El estudio
de la angiogénesis y de los mecanismos que intervienen en su regulacion puede
contribuir al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, bien sea mediante su

inhibicion, como es el caso de enfermedades en las que esté implicada una angiogénesis
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mantenida y persistente (cancer), como mediante su estimulacion en el tratamiento de
patologias asociadas a un proceso isquémico (necrosis o infarto). En este ultimo caso
hablamos de la angiogénesis terapéutica.

La formacién de una red vascular estructurada y madura se produce a través de tres
procesos biologicos [41-49]: Angiogénesis, Vasculogénesis y Arteriogénesis (Figuras 8
v 9).

- La Angiogénesis se define como el crecimiento de nuevos vasos a partir de una red
capilar pre-existente. Este proceso se desencadena a través de la activacion de las
células endoteliales locales.

- La Vasculogénesis se define por la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de
progenitores celulares angioblasticos que, tras ser movilizados desde distintas
localizaciones, se diferencian “in situ” hacia células con fenotipo endotelial formando
estructuras tubulares.

- La Arteriogénesis se define por la maduracién de las nuevas estructuras creadas
mediante el reclutamiento de células musculares lisas perivasculares (pericitos), que
determinardn un incremento en el grosor del vaso, dotandolo de funcionalidad y
resistencia a la presion intraluminal.

Angiogénesis y Vasculogénesis son dos procesos relacionados, con distintas
implicaciones segun la fase evolutiva en la que nos encontremos. Mientras que la
Vasculogénesis, clasicamente se ha relacionado con el proceso de desarrollo
embrionario, la Angiogénesis se ha relacionado con los procesos de reparacion tisular y
crecimiento tumoral en los tejidos adultos [50-53]. Sin embargo, y como se comentara
en el punto 1.3 (Nuevos tratamientos en la enfermedad arterial periférica oclusiva no
revascularizable: angiogénesis terapéutica), diversos estudios han demostrado la

existencia de los dos procesos en el adulto. Esto es necesario para entender los
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procedimientos de neovascularizacion adulta en los procesos de cicatrizacion de los
tejidos, y durante los procesos de isquemia tisular.

Figura 8: procesos implicados en neovascularizacién. Tomado de: Van Oostrom et
al. J Leukoc Biol 2008; 84: 1379-1391. Abreviaturas: Célula Endotelial (EC),
Pericito (PC), Célula Progenitora Endotelial (EPC)
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Figura 9: procesos implicados en neovascularizacion. Tomado de: Chinoy
Front Biosci 2003; 8: 392-415 [ref. 48]
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Existen seis pasos basicos en la Angiogénesis [54]:

MR.

1. Vasodilatacion de los vasos preexistentes, reduciendo el contacto entre

células endoteliales adyacentes.

2. Degradacion de la membrana basal del vaso matriz a través de la secreccion

y activacion de una amplia gama de enzimas proteoliticas.

3. Migracion y proliferacion de las células endoteliales que formaran una nueva

estructura cordonal que constituird la estructura vascular incipiente (capilar).

4. Formacion de la luz del capilar y estructuracion en forma de tubo.
5. Sintesis de la membrana basal

6. Reclutamiento de células musculares lisas ( pericitos )
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Por otra parte, el proceso vasculogénico se puede dividir en 5 pasos consecutivos [55]:
1. Las células endoteliales se diferencian a partir de células precursoras
denominadas angioblastos.
2. Las cé¢lulas endoteliales, forman los vasos incipientes, constituidos por
agregados celulares, que no tiene lumen.
3. Un tubo endotelial se constituye a través de células endoteliales, mediante un
proceso de vacuolizacion.
4. Una red vascular capilar se forma a través de la asociaciéon de multiples
estructuras tubulares nacientes.
5. Se produce el reclutamiento de los pericitos que dan capacidad funcional a
los vasos.
La formacién de una red vascular normofuncionante se entiende como un proceso
dindmico, en el que intervienen distintos tipos celulares y multiples factores reguladores
[49, 56]. El principal estimulo para el proceso de neovascularizacion es la isquemia
tisular [57-61]. Esta sefal determina la activacion de las células endoteliales residentes
en el tejido isquémico, lo que se traduce en la produccion de diferentes proteinas
(citoquinas) que actian como sefiales de activacion para las células progenitoras de la
médula 6sea. Tras esta activacion, se produce un proceso de maduracion celular y
liberacion a sangre periférica, desde donde son movilizadas hacia los territorios
isquémicos, donde son alojadas pudiendo formar parte del proceso de
neovascularizacion de dos maneras: a) formando nuevos vasos tras diferenciacion "in
situ" o, b) formando parte del estroma celular encargado de dar soporte madurativo al
proceso de neovascularizacion, mediante la secreccidon de distintos factores de

crecimiento. Es esencial entender que todos estos mecanismos estan interrelacionados
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para poder formar nuevos vasos, tanto a nivel miocardico, como en las extremidades
[41-43,49, 62-64]. (Figura 10)

Figura 10: mecanismos de activacion y movilizacién de progenitores endoteliales.
Tomado y adaptado de : Zammaretti et al. Int J Biochem Biol 2005; 37: 493-503
[ref. 64]
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1.3 Nuevos tratamientos en la enfermedad arterial periférica oclusiva no

revascularizable: angiogénesis terapéutica

La formacién de nuevos vasos sanguineos (neovascularizacidon), es un mecanismo de
adaptacion fisiologica a la situacion de isquemia tisular [1, 19]. En los pacientes en
situacion de isquemia cronica, la capacidad de desarrollo de circulacion colateral
influird en la severidad de los sintomas. Clasicamente, la angiogénesis se creia el tinico
medio de neovascularizacién adulta, mientras que la vasculogénesis era interpretado
como un proceso exclusivo del desarrollo embrionario. Sin embargo, el descubrimiento
de las células progenitoras endoteliales (CPE) en la médula 6sea del adulto, supuso la
demostracion de que la vasculogénesis también era posible en tejidos adultos [42, 44,
46, 49, 51].

Distintas investigaciones han establecido que es posible utilizar factores de crecimiento,
o células con capacidad de diferenciacion endotelial, para aumentar el desarrollo de
vasos colaterales en los tejidos isquémicos. Sin embargo, la forma de aplicar el
tratamiento (Transferencia Génica, Terapia Recombinante mediante implante de
Factores de Crecimiento, o Terapia Celular), la dosis , la posologia y la via de
administracion, para una maxima eficacia junto a un rango de seguridad 6ptimo, estan
todavia por determinar. Existen muchos factores implicados en este proceso, lo que
demuestra que los mecanismos de regulacion son complejos. [49, 65]

Los factores de crecimiento estdn implicados en todas las fases de la angiogénesis, y
quizd por ello fueron los que inicialmente se estudiaron para su posible aplicacion
clinica [1] (Tabla 4). El proceso de neovascularizacion esta regulado por factores
proangiogénicos y antiangiogénicos, que pueden coexistir en el mismo tejido, y que

pueden encontrarse en la circulacion sistémica, o actuar como factores paracrinos [66]
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Tabla 4: Factores reguladores de la Angiogénesis. Tomado de: Mauriz JL et al.
Tratamiento antiangiogénico del Cancer. Cir. Esp 2005; 78(1): 3-11 [ref. 66]

Factores proangiogénicos Factores antiangiogénicos
Factor Funcion bioldgica Factor Funcion bioldgica
VEGF 1 permeabilidad, T activadores del plasminégeno, Angiostatina { proliferacién y migracion CE, 4 formacion tubo
colagenasas intersticiales, proliferacion vascular, Tapoptosis CE
y migracion de las CE, | apoptosis CE
FGF 1 proliferacién y migracion de las CE, T activadores ~ Endostatina { proliferacién y migracién CE, T apoptosis CE

del plasmindgeno, T integrinas a8, y otras
moléculas de adhesién

Ang-1 Formacién de los brotes vasculares y estabilizacién ~ Ang-2 Desestabilizacién de los vasos, T apoptosis CE
de los vasos

Ang-2 1 proliferacién y migracion de las CE, formacién TGFB { proliferacién y migracién CE, | activadores
de los brotes vasculares en presencia del VEGF del plasmindgeno, T TIMP, £ apoptosis CE

PDGF Estabilizacion de los vasos TNFa Inhibicion de la proliferacion de la CE inducida por

el FGF, T apoptosis CE

TGFB Estabilizacion de los vasos TSP-1yTSP-2 | migracion y T apoptosis CE

TNFo Migracién CE MMP Generacion de angiostatina

EGF Proliferacion CE PEDF { proliferacién, migracion CE

CSFs Proliferacion y migraciéon CE

Angiogenina  Proliferacion CE

Angiotropina  Migracién CE, formacion del tubo

IGF-1 Proliferacién CE, apoptosis CE, induccién del VEGF,
1 activadores del plasminégeno

HGF Proliferacion y migracion CE

PECAM-1 Agregacion CE, formacién tubo, migracién CE,
estabilizacion tubo, angiogénesis inducida por FGF

Integrinas Adhesion CE, migracion CE, ¥ apoptosis CE,

i angiogénesis inducida por FGF
Oxido nitico T permeabilidad, proliferacién CE, liberacion FGF

MMP: degradacion de la matriz extracelular; MEC: matriz extracelular; FGF: factores de crecimiento de fibroblastos; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular; CE: célula endo-
telial.

Entre los factores proangiogénicos, se distinguen: factores especificos (liberados por
numerosos tipos celulares , que se unen de manera especifica a receptores endoteliales) ,
y factores inespecificos (que se unen no solo a receptores endoteliales, sino a otros tipos
celulares). De entre los especificos, destaca en Factor de Crecimiento Vascular
Endotelial (en inglés, VEGF), y entre los inespecificos, destaca el Factor de

Crecimiento Fibroblastico (en inglés, FGF) [66].

Del VEGF se han descrito mas de 5 isoformas, con distintas funciones y propiedades
[67] (tabla 5), y al menos tres receptores: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/FIk-1),
VEGF-R3 (KDR/Flt-1). Los receptores Flt-1 y KDR, se expresan en las células
endoteliales. La unién del VEGF a sus receptores endoteliales determina la
vasodilatacion inicial mediada por 6xido nitrico y aumenta la permeabilidad endotelial,
estimulando la proliferacién y migracion de nuevas células endoteliales y disminuyendo

la apoptosis celular [66].
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Tabla 5: isoformas del VEGF. Tomado de: Khosravi Shahi P et al. Angiogénesis
Neoplasica. An. Med. Interna (Madrid) 2008; 25: 366-369 [ref. 67]

Subtipo de VEGF ~ Mecanismo de accion

VEGF-A Angiogénesis tumoral y fisiol6gica

VEGF-B Vasculogénesis y activacion de enzimas
invasivas en células endoteliales

VEGF-C Linfangiogénesis y angiogénesis tumoral
VEGF-D Angiogénesis
VEGF-E Mitosis de  células endoteliales 'y

angiogénesis

El VEGF presenta una serie de cualidades muy utiles a la hora de realizar transferencia
génica [68]. Presenta secuencia de sefial secretora, lo que le permite que sea secretada
por células no dafiadas, determinando efectos paracrinos adicionales durante el periodo
de angiogénesis. Sus receptores son exclusivos para las células endoteliales y son de
alta afinidad, lo que hace que sus efectos mitoticos se vean limitados a las cé€lulas
endoteliales. Por otra parte ejerce una funcidon autocrina, al modular el comportamiento
de las células endoteliales en condiciones de hipoxia tisular, amplificando y
prolongando la respuesta de las células endoteliales activadas por el VEGF
administrado exdgenamente. Por otra parte, los miocitos de los tejidos hipdxicos
favorecen la expresion de receptores del VEGF en las células endoteliales de los tejidos
isquémicos, lo que justifica que la angiogénesis no se produzca de manera

indiscriminada. Por ultimo, el VEGF favorece el aumento de las EPC circulantes [68].

El Factor de Crecimiento Fibroblastico, (en inglés, FGF), es uno de los factores de
crecimiento no especificos, que son liberados cuando se produce dafio o muerte celular.
Estan descritas 9 isoformas, y aunque ejercen capacidad mitégena sobre las células
endoteliales, no son especificas de las células endoteliales y sirven como ligandos a
otros tipos celulares, como son pericitos y fibroblastos. Se han descrito al menos 4

receptores de alta afinidad para el FGF, y al igual que el VEGF, activan la sintesis de
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proteasas de las células endoteliales, incluidas las metaloproteinasas (MMP),
importantes en la degradaciéon de la matriz extracelular durante el proceso de
angiogénesis. Sin embargo, y a diferencia del VEGF, no todas las formas de FGF tienen
secuencia de sefal que active la secrecion de esta proteina, por lo que en los ensayos
clinicos de transferencia génica han sido requeridos modificaciones del gen o bien el

uso de otras familias que tengan secuencia de sefial. [68]

Distintos trabajos han demostrado que la administracién de factores de crecimiento en
forma de proteinas recombinantes aumenta la formacion de nuevos vasos, aunque en la
mayoria de los casos este efecto viene determinado por una eficacia dosis-dependiente
[68]. El hecho de poder administrar los factores de crecimiento, de manera directa en
forma de proteina recombinante, ha hecho que algunos investigadores consideren esta
técnica como la mds proxima a ser utilizada en la practica [68]. Las principales ventajas
de su uso son la facilidad de administracioén, y la posibilidad de administrar dosis
precisas [69-72]. Los primeros estudios realizados in vitro, sobre modelos animales,
demostraron la capacidad de mejoria de la perfusion tisular tras la administracion de
VEGF. En el estudio publicado por Bauters y colaboradores [73] se realizé infusion
intravenosa directa de VEGF en modelos de isquemia de extremidad sobre roedores, a
los que se les practicaba ligadura de arteria iliaca externa. Fueron estudiados 41
roedores divididos en tres grupos: grupo control, grupo VEGF y grupo VEGF +
heparina. Tras la administraciéon de VEGF (sola y en combinacion con heparina), se
aprecié aumento de la vascularizacion tisular objetivada por biopsia, arteriografia y
doppler, en comparacién con los individuos del grupo control, lo que demostraba la

eficiencia del tratamiento y su facilidad de administracion. (Figuras 11y 12)
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Figuras 11 y 12: estudios en modelo animal de Terapia Recombinante. Tomado de:
Bauters C, et al. J Vasc Surg 1995; 21: 315-325 [ref. 73]

Figura 11: Biopsias en animal control (A), animal tratado con heparina (B), en animal tratado con VEGF (C), y en
animal tratado con VEGF+heparina (D). Los puntos representan capilares detectados por tincion eosinofilica.
Figura 12: angiografia realizada a los 30 dias en animal control (A), tratado con heparina (B), tratado con VEGF (C),

y tratado con VEGF+heparina (D)
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12
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Tras los resultados de los primeros estudios en modelos animales, se iniciaron los
estudios en humanos. La mayoria estan referidos a pacientes con claudicacion
intermitente, y son pocos los trabajos referidos a la isquemia critica. El estudio
TRAFFIC [74] es un estudio doble ciego, casos-control (placebo), realizado sobre una
poblacion de 190 individuos con claudicacion intermitente, a los que se les
administraron dosis intra-arteriales de Factor recombinante de Crecimiento
Fibroblastico 2 ( rFGF-2 ). Los pacientes fueron aleatorizados en 2 grupos: dosis Unica,
y doble dosis (la segunda dosis, administrada a los 30 dias de la primera). Los
resultados se evaluaron mediante test de Strandness (claudicometria), apreciando una
mejoria en la distancia de claudicacion en todos los pacientes sometidos a estudio
(incluidos los del grupo control), sin que las diferencias halladas tuvieran significacion
estadistica. Estos resultados hicieron concluir a los autores que, el control estricto de
los factores de riesgo vascular (hipertension, dislipemia, diabetes y tabaquismo) y el
ejercicio fisico guiado conseguia controlar la evolucion de la enfermedad y mejorar la
clinica del paciente, por lo que no se podia afirmar que el tratamiento con terapia
recombinante aportara mejoras respecto al tratamiento médico convencional [8,22].

Resultados similares se han obtenido con otros estudios [69-71], lo que ha hecho que las
investigaciones con terapia proteica hayan disminuido en los tltimos afios, a pesar de
sus potenciales ventajas practicas. La formacion de una red capilar es un proceso
demasiado complejo como para ser estimulado mediante la administracién de un tinico
factor [1]. Ademads, hay que tener en cuenta que esta terapia puede presentar una serie
de inconvenientes como son: alto coste en la produccioén farmacoldgica de las proteinas
recombinantes, efecto fugaz por la corta vida media de la molécula y, por tanto,
necesidad de altas concentraciones plasmaticas, para alcanzar la captacion tisular

adecuada, lo que puede limitar su uso por los potenciales efectos adversos derivados de
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las altas dosis sistémicas [68]. También hay que tener en cuenta que, determinados
factores de crecimiento son reguladores de la angiogénesis tumoral, por lo que existe un
riesgo afiadido de producir neoformaciones patologicas. Este hecho es posible, y dificil
de excluir, aunque hasta el momento no se han comunicado complicaciones

relacionadas con el desarrollo de tumores por el uso de estos factores [68]

Otra forma de aumentar la produccion local de factores de crecimiento es mediante el
uso de la Terapia Génica. La transferencia génica es la introducciéon de material
genético dentro de las células de un organismo, con el objetivo de alcanzar altos niveles
de una expresion génica sostenida sin provocar reacciones adversas en el huésped [68].
En este proceso, el gen que expresa un determinado factor de crecimiento es aislado en
forma de plasmido (ADN libre) o es insertado en la secuencia genética de un vector
viral (adenovirus o retrovirus). Esta secuencia génica es introducida en el tejido
isquémico del paciente mediante aplicacion intramuscular o inyeccioén intra-arterial,
integrandose en el ADN del individuo y expresando el factor de crecimiento en cuestion
[59]. El éxito de la técnica depende tanto de la eficiencia con la que se introduce la
secuencia génica, como de la duracion de la expresion de esta secuencia en la poblacion
celular manipulada [75-77]. Los musculos cardiacos y estriados, captan y expresan
ADN desnudo en forma de plasmido, asi como transgenes incorporados en vectores
virales. Y en aquellas situaciones de isquemia muscular, las transfeccion intramuscular

estd aumentada mas de 5 veces [68] (figura 13)
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Figura 13: mecanismos de transferencia génica. Tomado de: Akhavani et al. Journal of
Plastic, Reconstructive and Aesthetic Surgery 2008 ; 61 : 1425-1437 [ref. 77]
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3 Adenovirus Mediated Gene Transfer

Adenoviruses enter target cells via specific
receptors in the same way as retroviruses.
However, unlike retroviruses, the transgene is
released into the cytoplasm and then
transported to the target cell nucleus. Here it
exerts its effect extra-chromosomally and (as
with plasmid gene transfer) directs a transient
effect.

El primer estudio con Terapia Génica fue publicado por Isner et al, en 1998 [78]. En él,
se realizaron inyecciones intramusculares en 6 pacientes con Enfermedad de Buerger,
de vectores virales (adenovirus) que expresaban Factor de Crecimiento Vascular
Endotelial (VEGF). Se consiguié mejorar el dolor de reposo en 2 pacientes y curar las
lesiones troficas en 3. Existen otros estudios en los que se realiza la misma técnica, con
resultados similares. En el afio 2003, Shyu y colaboradores publicaron los resultados de
un estudio realizado en 24 extremidades en situacion de isquemia critica [79]. La
diferencia de este trabajo con respecto a otros, radicé en el uso de dos inyecciones

intramusculares separadas por un intervalo de 4 semanas. El estudio reveld mejoria de la
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situacion clinica en el 83 % de los pacientes, y tan solo fue necesaria la amputacion de
la extremidad en 2 pacientes. Se aprecidé aumento en el indice tobillo-brazo, y desarrollo
de circulacion colateral a nivel de los estudios angiogréaficos. Estos resultados son
opuestos a los publicados en el estudio RAVE [69, 80] (aleatorizado, multicéntrico,
doble ciego, placebo-control) en el que se utilizé un vector viral para producir Factor de
Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF). Un total de 105 pacientes con claudicacioén
intermitente, fueron aleatorizados en tres grupos (placebo, dosis baja, y dosis alta) a los
que se les administraba 20 inyecciones intramusculares en la pierna sintomatica en una
unica sesion. Tras 3 meses de seguimiento no se apreciaron cambios en las
claudicometrias de los tres grupos, sin que tampoco se hallasen diferencias en cuanto a
mejoria de la situacion basal de los pacientes. Esta variabilidad entre resultados de
distintos trabajos, llevd a la conclusion de realizar estudios con mayor nimero de
pacientes y plantear la utilizacion de ADN desnudo o pldsmidos como herramientas
para conseguir la transfeccion génica.

En el afio 2008, fueron publicados los resultados del estudio TALISMAN [81]. Este fue
un estudio fase II, multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, placebo-control, donde
fueron incluidos 125 pacientes en situacion de isquemia critica, con lesiones troficas no
cicatrizadas (o gangrena), sin opciones de revascularizacion. A estos pacientes se les
administr6 4 dosis de Riferminogen, pldsmido codificador de FGFI1, (en adelante
NVI1FGF), en dosis de 4mg, a intervalos de dos semanas, y administrados por via
intramuscular. Los resultados publicados, indicaban una reduccion del 46,3% del riesgo
de amputacion mayor (p=0,01) y un 53% de reduccion de la tasa combinada de
amputacioén-exitus en comparacion con los pacientes tratados con placebo, a los 12
meses de seguimiento [81, 82]. Con el fin de confirmar los resultados del estudio

TALISMAN, se diseno el estudio TAMARIS [83]. El estudio TAMARIS es un estudio
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fase III multinacional, doble ciego, control-placebo, en el que se incluyeron pacientes
con diagnostico de isquemia critica de miembros inferiores, de entre 171 hospitales de
30 paises. La aleatorizacion fue realizada en relacion 1:1, asignando al paciente al grupo
de NVIFGF o al grupo placebo. Se administraron 4 sesiones de tratamiento con
NVI1FGEF, separadas por un intervalo de 2 semanas. En cada sesion se administraron 8
inyecciones intramusculares de 0,5mg de NVI1FGF, administradas en la musculatura
isquémica. Todos los pacientes fueron controlados a las 2, 4 y 6 semanas de la
implantacion, y a los 3, 6, 9 y 12 meses del procedimiento. Los objetivos primarios
fueron determinar la tasa de amputacion mayor desde el inicio del tratamiento, y la tasa
de mortalidad por cualquier causa, durante el periodo de estudio de los 12 meses.
Fueron aleatorizados 525 pacientes, con una media de edad de 70 afos. Los resultados
obtenidos no demostraron evidencia de una mayor eficacia de la terapia génica frente a
placebo. La tasa combinada de amputacion mayor/exitus fue del 36% en el grupo
tratado y del 33% en el grupo placebo (OR 1,11 1C95% 0,83-1,49; p=0,48). No se
apreciaron diferencias en las tasas de amputacion mayor (placebo 21% frente a
NVIFGF 25%; OR 1,2 1C95% 0,84-1,72 p=0,31), ni en las tasas de exitus (placebo
15% frente a NVIFGF 17% ; OR 1,15 IC95% 0,75-1,76 p=0,53). No se documentaron
efectos adversos significativos del tratamiento, a excepcion de dolor o molestias
inespecificas de caracter osteomuscular a nivel de la pierna. Hasta el momento, el
estudio TAMARIS es el que mayor nimero de pacientes aleatorizados ha presentado de
todos los publicados, y los resultados contradictorios respecto a su predecesor (el
estudio TALISMAN) ha hecho que se replantee la terapia génica como método para
conseguir la formacion de nuevos vasos [84].

Por otra parte, esta terapia no estd exenta de riesgos. El uso de la terapia génica

determina que no siempre la poblacion inicialmente manipulada sea la unica que
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exprese el gen, debido a la posibilidad de transfeccion a otras poblaciones celulares.
Esto conlleva un riesgo afadido de crecimiento tumoral o procesos autoinmunes, mas
frecuentes con el uso de vectores virales que con los pldsmidos, por su menor
incorporacion al nucleo celular (inferior al 10%) [80]. También ha sido descrita la
aparicion de una respuesta inflamatoria sistémica frente al vector viral [68], con
desarrollo de anticuerpos, lo que hace limitado su uso en caso de tratamientos repetidos.
Por otra parte, hay que tener en cuenta que no se dispone de mecanismos para controlar
la expresion de distintos factores de crecimiento mediante el uso de la terapia génica,
puesto que una vez el vector transfiere la carga genética, ésta se incorpora al genoma de
la célula huésped, lo que tedricamente determina una expresion indefinida del mismo.
Por ultimo, también se ha descrito una relaciéon entre Terapia Génica y trombosis
arterial, derivada de la hemorragia intraplaca producida por la neovascularizacion a

nivel de la placa de ateroma. [65, 68].

En los ultimos afos, las nuevas vias de investigacion se han centrado en el uso de la
Terapia Celular. La Terapia Celular consiste en la administracion de células con
capacidad de diferenciacion endotelial, con el objetivo de formar nuevas redes
vasculares. Para ello, es necesario contar con células inmaduras, capaces de
diferenciarse hacia células que tengan la capacidad de formar estructuras tubulares
funcionales, que posteriormente determinen la formacion de los nuevos vasos. Estas
células inmaduras, es lo que se ha venido a llamar "células madre adultas" [85]. Hasta el
descubrimiento de las "células madre adultas”, se creia que el unico tejido que poseia
“células madre” era el tejido embrionario, con las limitaciones ético-legales que suponia
su uso [85, 86]. Clasicamente se han reconocido 4 lineas celulares adultas con

capacidad pluripotencial: células neuronales, células hematopoyéticas, células
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epiteliales y células mesenquimales [56, 87-92]. La primera evidencia cientifica de la
existencia de células pluripotenciales fue publicada en 1961, en referencia a las "células
madre" hematopoyéticas, capaces de diferenciarse hacia cualquier forma celular
madura presente en la sangre periférica [93]: eritrocitos, granulocitos, células mieloides
y células linfoides. Desde entonces, multitud de trabajos han exhibido las capacidades
pluripotenciales de multitud de células de distintos tejidos [93-103].

Los primeros trabajos publicados dentro del sistema cardiovascular, se realizaron en
modelos cardiologicos [104]. En estos trabajos, los distintos autores apreciaron un
aumento de la fraccion de eyeccidn, y una disminucion del area de necrosis tisular (dafio
miocardico), en pacientes que habian sufrido isquemia miocardica y a los que se les
administr6é inyecciones transendocardicas o intracoronarias de células mononucleadas
derivadas de médula d6sea [104-108]. Estos resultados sugerian que la terapia celular
ejercia un efecto de remodelacion miocardica, al disminuir el area isquémica mediante
la formacién de nuevos vasos y al disminuir el area de infarto tisular por la
incorporaciéon de células pluripotentes con capacidad de diferenciaciéon en células
musculares miocardicas [105, 108].

Las células troncales (stem cells) del adulto, son células con capacidad de diferenciacion
hacia células especializadas de distintos tejidos u 6rganos. La mayor concentracion de
¢éstas células estd en la médula dsea, y se encuentran en fase de quiescencia, hasta que
son activadas por distintos estimulos, momento en el cual se liberan a sangre periférica
en forma de “células progenitoras”, siendo reclutadas por aquellos tejidos que las
necesiten. Su numero y actividad descienden con la edad [109]. Las C¢lulas
Progenitoras Endoteliales (CPE) son células con capacidad angioblastica y constituyen
un pequefio subgrupo (menor al 0,05%) dentro de la poblacion de células

mononucleadas de la médula 6sea. En pacientes sanos, el niimero de progenitores
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endoteliales circulantes en sangre periférica es muy bajo, menor al 0,01%. [109]. Las
CPE intervienen en la vasculogénesis y en la reparacion del lecho vascular, evitando la
hiperplasia fibromuscular y regulando el balance lipidico [110]. La liberacion de estas
células desde médula dsea a la circulacion sistémica es un proceso inducible. Distintas
sefales enddgenas (factor estimulante de colonias granulocitarias (G-CSF), factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), niveles de oxido nitrico (ON),
metaloproteinasas (MMP) producidas por las células estromales...), y exdgenas (
traumatismos, toma de estatinas...) determinan la movilizacién de estos progenitores a
sangre periférica como células inmaduras circulantes, desde donde pueden dirigirse a
distintos tejidos para iniciar el proceso de vasculogénesis. Aquellas situaciones que
produzcan elevacion local de factores angiogénicos (isquemia transitoria o infarto
tisular, traumatismos locales, procesos inflamatorios ...) activan la sefial necesaria para
que se recluten estas células, que una vez incorporadas en los tejidos comenzaran su
diferenciacion “in-situ” formando: 1) estructuras cordonales que tras un periodo de
maduracion constituiran una nueva red vascular, 6 2) células estromales que,
integrandose en la matriz extracelular, sintetizaran nuevos factores de crecimiento que
regularan el proceso de formacion de la nueva red vascular [63, 64, 111] (Figura 10).

Los distintos estudios con terapia celular en animales han demostrado buenos resultados
[104, 111-113]. La mayoria de ellos fueron realizados en roedores, a los que se les
realizaba ligadura de arteria iliaca con el fin de establecer un modelo de isquemia de
extremidad. En el trabajo publicado por Yang y colaboradores [112] se aprecié un
aumento de la perfusion de la extremidad tras la infusion intramuscular de células
mononucleadas. El incremento en la perfusion se objetivo por laser doppler y por los

cortes histologicos de los tejidos (figuras 14 y 15).
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Figura 14: estudios animales de terapia celular. Tomado de: Yang Z et al. Vascular
Pharmacology 2009; 51: 268-274 [ref. 112]

Figura 14: medicion por laser doppler del incremento de la perfusion de la extremidad izquierda tras ligadura de
arteria iliaca izquierda (POD 0), a los 14 dias de la implantacion (POD 14) y a los 60 dias de la implantaciéon (POD
60)

Figura 15: estudios animales de terapia celular. Tomado de: Van Royen et al. J Am Coll
Cardiol 2010; 55: 17-25 [ref. 104]

Figura 15: estudio por microscopia confocal de vaso neoformado. En amarillo las zonas de proliferacion celular
endotelial. En verde las zonas de proliferacion en células musculares lisas. La barra blanca corresponde a 20 micras.

Tras los resultados esperanzadores obtenidos en modelos animales, aparecen los
primeros estudios en humanos [114-125]. Tateishi-Yuyama y colaboradores [114]
publicaron en 2002 el resultado del estudio TACT ( Therapeutic Angiogenesis by Cell
Transplantation ) realizado sobre 47 pacientes con isquemia cronica de miembros
inferiores (grados II-III de Leriche-Fontaine), a los que someti6 a tratamiento mediante
inyecciones intramusculares de progenitores hematopoyéticos. El objetivo del estudio
fue valorar la eficacia y seguridad de la terapia celular basada en la evolucioén clinica de

los pacientes, la mejoria hemodinamica medida por el indice Tobillo-Brazo (ITB )y la
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mejoria del dolor en reposo. Los pacientes fueron divididos en dos grupos: 25 pacientes
presentaban isquemia sintomatica de extremidad unilateral y 22 pacientes presentaban
isquemia de ambas extremidades inferiores. En los 25 pacientes con afectacion
unilateral de extremidad, se administraron inyecciones intramusculares a nivel de
musculatura gemelar de células mononucleadas obtenidas directamente de médula 6sea
(aspirado medular). Los 22 pacientes con afectacion de ambos miembros inferiores,
fueron tratados con células monocleadas de médula 6sea en la extremidad con mayor
severidad de la enfermedad, y con células mononucleadas obtenidas de sangre periférica
en la extremidad con menor sintomatologia. A las 4 semanas del tratamiento, se apreciod
mejoria de la distancia de claudicacion, disminucion del dolor en reposo, y mejoria de la
presion transcutdnea de oxigeno en las extremidades tratadas con células obtenidas
directamente de médula odsea. Aquellas extremidades tratadas con células
mononucleadas de sangre periférica, también presentaron mejoria de los parametros
analizados, pero en menor proporcion en comparacion con las extremidades tratadas con
aspirado medular. Esta mejoria de los sintomas se mantuvo durante 24 semanas. En el
afio 2008 fueron publicados los resultados a largo plazo del estudio TACT [115].
Fueron analizados los resultados obtenidos en 115 pacientes tratados, con un
seguimiento medio de 25 meses. De los 115 pacientes, 41 presentaban diagnostico de
Enfermedad de Buerger (Tromboangeitis Obliterante). Se obtuvo una tasa de
salvamento de extremidad del 60% en pacientes con enfermedad arteriosclerotica, y del
91% en pacientes con Enfermedad de Buerger. Sin embargo, al carecer de grupo
control, no se pudo concluir la superioridad del tratamiento celular respecto al
conservador, indicando la necesidad de realizar estudios aleatorizados. Otros trabajos
publicados con posterioridad, inician el mismo protocolo, pero minimizan la agresion

producida por el aspirado medular, al obtener los progenitores hematopoyéticos de
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sangre periférica tras su movilizacion desde médula 6sea [116-119]. Kawamura y
colaboradores [119], publicaron en 2006 los resultados de un estudio realizado sobre 92
pacientes en situacion de isquemia critica de extremidad inferior, con al menos un
diagnostico asociado de diabetes mellitus y/o insuficiencia renal en situacion de
hemodidlisis. Las extremidades afectadas fueron tratadas con infusion intramuscular de
progenitores hematopoyéticos, obtenidos de sangre periférica tras ser movilizados desde
médula 6sea mediante el uso de factor estimulante de colonias granulocitarias (G-CSF).
De todos los pacientes tratados, el 35% sufrieron la amputacion de la extremidad. Los
autores concluyen que la asociacion entre diabetes mellitus , hemodidlisis y estadio IV
de Fontaine, determina un mayor riesgo de amputacion, probablemente debido a una
menor capacidad de proliferacion y diferenciacion de estas células progenitoras, hecho
ya apuntado con anterioridad por otros autores [126]. Estos resultados clinicos,
(apoyados por los estudios angiograficos realizados a los pacientes en los que se
demostraba el aumento de la vascularizacion en las zonas tratadas), ha hecho que otros
investigadores hayan extendido la indicacién de esta terapia a la patologia oclusiva

arterial de miembros superiores [127], con buenos resultados.(Figuras 16, 17, 18)

56



Figura 16: estudios de imagen en pacientes tratados con terapia celular. Tomado de: Oda
et al. Journal of Molecular and Cellular Cardiology 2010; 49: 347-353 [ref. 125]

A'y C: arteriografia y lesion digital previo al tratamiento celular
B y D: arteriografia a las 4 semanas , mostrando el aumento de vascularizacion. Fotografia que demuestra

la cicatrizacion de la lesion.

pre 4 weeks
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Figura 17: estudios de imagen en paciente sometido a terapia celular: Tomado de: Eton D,
Yu H. J Vasc Surg 2010;52:199-204 [ref. 121]

A,B,C,D: Angiografia realizada previamente al tratamiento
E,F,G,H: Angiografia realizada a los 6 meses del tratamiento, donde se aprecia aumento de

vascularizacion.
B .
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Figura 18: evolucion de lesion talar en paciente tratado con terapia celular. Tomado de:
Eton D, Yu H. J Vasc Surg 2010;52:199-204 [ref. 121]

A: basal

B: 5 meses postratamiento

C: 12 meses postratamiento

Los estudios posteriormente publicados han presentado mayor numero de pacientes
estudiados y criterios metodologicos més estrictos. En el afio 2010 se publico el disefio
del estudio JUVENTAS [128]. Se trata de un estudio aleatorizado, doble ciego, control-
placebo, disefiado para evaluar la eficacia del tratamiento mediante la infusién
intrarterial de células mononucleadas aspiradas de médula 6sea en pacientes con
diagnostico de isquemia critica de miembros inferiores. El objetivo primario del estudio
es evaluar la incidencia de amputacion mayor a los 6 meses del tratamiento. La técnica
consiste en aspirar 100 ml de médula dsea de la cresta iliaca, de la que se obtienen 3
dosis. La primera se implanta a las 4 horas de la extraccion, por puncion de la arteria
femoral comun de la extremidad afectada. El resto de dosis (2), se implantan en
intervalos de 3 semanas. La evaluacion clinica se realiza a los 2 y 6 meses, analizando:
incidencia de amputaciéon mayor y menor, control del dolor en reposo, extension de
lesiones troficas, mejoria de distancia de claudicacion, mejoria del ITB, mejoria de la
presion transcutanea de oxigeno, y mejoria de la calidad de vida. La extension de la red
colateral formada se objetiva por resonancia magnética. Desde el inicio del estudio en

2006 y hasta la fecha de publicacion del disefio del estudio, fueron incluidos 60
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pacientes, estimando concluir el reclutamiento calculado de 160 pacientes a finales de
2012. El objetivo primario del estudio es reducir el riesgo de amputacién mayor en un
50%. Hasta el momento, han sido publicados resultados parciales [129-130], sin hacer
referencia al objetivo primario, por lo que los resultados de este estudio arrojardn datos
relativos a la eficacia de la obtencién celular, dosis y via de administracion.

El estudio RESTORE-CLI [131], publicado en el afio 2011, aport6 nuevos datos sobre
la terapia celular, y un nuevo concepto: las células de reparacion tisular (en adelante
TRC, de la traduccion en ingles ,Tissue Repair Cells ). Estas TRC son células obtenidas
de la médula 6sea, constituidas por una "mezcla" de células mesenquimales (CD90+) y
células hematopoyéticas (CD45+). Fue un estudio aleatorizado, multicéntrico, doble
ciego, en fase II, donde se comparaba la inyeccion intramuscular de TRC frente a
placebo en pacientes mayores de edad, con diagndstico de isquemia critica de miembros
inferiores (ICMI) segun criterios TASC II [8], y sin posibilidades de revascularizacion.
Fueron excluidos aquellos pacientes con diabetes mal controlada (HbAlc mayor del
10%), estenosis aortoiliaca del 50%, exposicion o6sea o tendinosa, intento de
revascularizacion fallido en las dos semanas previas al ingreso en el estudio, o con
infeccion de la extremidad. El proceso de aleatorizacion se inicié en 2007 y participaron
22 hospitales de Estados Unidos. El método de obtencion celular consistia en aspirar
50ml de médula 6sea, para ser sometido a cultivo ex vivo durante 12 dias. El objetivo
era conseguir la expansion celular, para obtener un concentrado de TRC con una
viabilidad celular mayor al 70%. El rango de volumen final post-procesado oscil6 entre
5,8ml y 8,4ml, siendo repartido en inyecciones intramusculares de 0,5ml , implantadas
en la musculatura isquémica. Los objetivos a estudio fueron de seguridad (efectos
adversos y toxicidad) y eficacia (salvamento de extremidad, incidencia de amputacion

mayor, cicatrizacion de herida). El fracaso del tratamiento se defini6 por la necesidad de
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amputacion mayor, exitus o incremento en la extension de la lesion trofica.
Inicialmente se publicaron los resultados obtenidos sobre 46 pacientes reclutados (32
casos y 14 controles), con una tasa de amputacion mayor a 6 y 12 meses en el grupo de
pacientes tratados, del 19% y del 18% respectivamente, frente al 43% y el 36% en el
grupo control, sin que estos resultados tuviesen significacion estadistica. La tasa de
salvamento de extremidad fue mayor en el grupo de tratamiento frente al control (p=
0,038), sin reportar efectos adversos del tratamiento. La conclusion final de los autores
del estudio, es que el uso de TRC es segura y bien tolerada, mejorando la tasa de
salvamento de la extremidad. En el afo 2012 fueron publicados los datos del estudio
con un mayor numero de pacientes (n=77), y resultados similares [132].

Se han publicado meta-analisis, con el fin de determinar la verdadera utilidad de la
terapia celular en la isquemia critica [133-136]. Teraa y colaboradores [133] analizaron
las tasas de amputacion mayor y tasa de salvamento de extremidad, de 12 estudios
aleatorizados, en los que fueron tratados 510 pacientes mediante terapia celular derivada
de médula 6sea. Todos los estudios analizados demostraron una disminucion de las
tasas de amputacion en los brazos sometidos a tratamiento, con un riesgo relativo de
amputacion mayor del 0,58 (IC95% 0,4-0,84 p=0,004). Sin embargo, cuando sdélo
fueron analizados los estudios aleatorizados en los que se utilizd controles placebo, el
efecto beneficioso en las tasas de amputacion mayor disminuia y carecia de
significacion estadistica (RR 0,78 IC95% 0,4-1,51 p=0,46) asi como, tampoco se
apreciaban diferencias estadisticamente significativas en las tasas de salvamento de
extremidad. En 2013, Benoit y colaboradores [134] publicaron una revision de todos
los estudios con terapia celular, (incluidos los observacionales), donde fueran tratados 5

0 mas pacientes.
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Los parametros de seguridad analizados fueron: 1) exitus, 2) procesos oncoldgicos, 3)
angiogénesis no regulada, 4) efectos adversos derivados de la técnica ( por ejemplo,
sangrado postpuncion). Los pardmetros de eficacia analizados fueron: 1) tasa de
amputacion mayor, 2) tasa de exitus.

Se identificaron 45 estudios, con 1272 pacientes tratados, entre los que se incluyeron 7
estudios aleatorizados. La tasa de efectos adversos detectados fue del 4,2%. Los
pacientes sometidos a tratamiento, no presentaron una tasa de mortalidad mayor que los
pacientes controles, y no presentaron un aumento de la incidencia de procesos
oncologicos en comparacion con la poblacion control. Los pacientes sometidos a terapia
celular presentaron una menor tasa de amputacion (p =0,004). Las conclusiones finales
del estudio fueron: 1) la terapia celular tiene un perfil de seguridad 6ptimo, con una baja
tasa de efectos adversos, 2) al disminuir las tasas de amputacion mayor, sin incrementar
la mortalidad derivada de los procesos oncologicos, la terapia celular debe ser
considerada como una alternativa en aquellos pacientes con ICMI sin posibilidades de

reconstruccion arterial, al tener un balance positivo beneficio/riesgo.

El principal atractivo de la terapia celular consiste en la posibilidad de administrar
células inmaduras con capacidad de diferenciacion endotelial, y con capacidad paracrina
de diferentes factores reguladores del proceso de neovascularizacion. Esto lleva a que,
en respuesta al estimulo isquémico, se produzca una accion coordinada que determine la
formaciéon de nuevos vasos. Han sido descritos la posibilidad de efectos adversos
derivados de la técnica de aspirado medular [114], o de la técnica de movilizacion e
implantacion celular [116], entre los que se incluyen: infeccidén de las zonas de puncion,
trombosis arterial, sindrome compartimental derivado de la implantacion intramuscular,

edema y trombosis venosa. Por otra parte, existe la posibilidad de neovascularizacion
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patoldgica en los territorios tratados: sin embargo, este hecho no ha sido descrito en la
bibliografia publicada hasta el momento. Las principales cuestiones no resueltas de la
terapia celular se centran en el fenotipo celular especifico que es necesario utilizar, la
via de administracion (intrarterial o intramuscular), la dosis necesaria, y las

interacciones celulares implicadas en la formacion de nuevos vasos.
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CELULAS IMPLICADAS EN EL DESARROLLO DE
NUEVOS VASOS: DEL HEMANGIOBLASTO A LA

CELULA ENDOTELIAL.
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2. CELULAS IMPLICADAS EN EL DESARROLLO DE NUEVOS VASOS: DEL

HEMANGIOBLASTO A LA CELULA ENDOTELIAL.

Las investigaciones de los procesos de desarrollo de vasos colaterales, que atenuen las
secuelas clinicas de los procesos isquémicos, no son nuevas y se han venido realizando
desde el conocimiento de los procesos de neoangiogénesis tumoral a principios de los
afnos 70 [59]. Las poblaciones celulares implicadas en la formacion de nuevos vasos han
constituido la base de muchos estudios, siendo las células progenitoras endoteliales, y
otras poblaciones de células progenitoras, las que han centrado el grueso de las
investigaciones. Actualmente las poblaciones celulares estudiadas como fuente de
células progenitoras son: células mononucleadas, células estromales y cé€lulas adiposas
[136]

2.1 Definicion y caracteristicas de Célula Madre y Célula Progenitora:

La primera cuestion que debe establecerse es saber cudl es la diferencia entre Célula
Madre (en inglés, Stem Cell) y Célula Progenitora .
Las caracteristicas de la célula madre son [137]:
- Células Inmaduras (Indiferenciadas)
- Capacidad de autorenovacion (clonacion)
- Células con capacidad para dar lugar a cualquier tipo celular
(diferenciada o no) de caracteristicas morfologicas y funcionales

adaptadas a los tejidos a los que se incorporen.

Las caracteristicas de la célula progenitora son [137]:
- Células parcialmente diferenciadas con capacidad para dar lugar a
una o varias lineas celulares

- C¢lulas con capacidad de autorenovacion ( clonacién )
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Estas diferencias son importantes puesto que en muchos trabajos, y de manera
indistinta, se aplica el término "célula madre/célula progenitora" bajo la definicion de
"Célula Pluripotencial". De acuerdo con la bibliografia consultada, el término célula
madre seria equivalente a Célula Totipotente, mientras que el término célula progenitora
seria equivalente a célula pluri/multipotente.

Las células madre hematopoyéticas representan menos del 0,01% de las células de la
médula osea [137, 138], lo que supone que las células madre verdaderas son escasas y
se clonan de manera relativamente infrecuente. En aquellos tejidos sometidos a un
rapido y constante recambio celular (como en el caso de la piel y la sangre), éste se
produce por la division de las células progenitoras, y de manera extraordinaria por las
c¢lulas madre [137, 139]. Por tanto, si el nimero de células madre hematopoyéticas es
tan escaso, ¢su numero es suficiente para mantener toda la homeostasis del sistema
sanguineo? La respuesta a esta pregunta puede ser en el mecanismo asimétrico de
divisién celular [137, 140], por el cual una célula madre da lugar a una copia idéntica
de si misma y a una célula mas diferenciada (célula progenitora), que en funcioén de la
orientacion o del nicho celular en el que se encuentre dard lugar a una estirpe celular.
Dicho de otra manera, una célula madre puede dar lugar a varias células progenitoras
antes de que se genere la célula diferenciada final. Distintos trabajos [93-102, 137] han
demostrado la posibilidad de encontrar células madre en cualquier tejido del organismo,
fuera de la médula 6sea (tejido neuronal, tejido muscular...), capaces de dar lugar a
células de estirpe hematopoyética. De la misma manera, células madre de la médula
Osea pueden dar lugar a otras células de estirpe distinta a la hematopoyética (células
neuronales, células hepaticas, células musculares cardiacas... ). La posibilidad de

encontrar células madre en multiples territorios del organismo, nos debe llevar a la
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conclusién de la existencia de un complejo mecanismo de regulacion celular que

mantenga el equilibrio fisioldgico (Figura 19).

Figura 19: vias de diferenciacion de célula madre y célula progenitora. Adaptado de:
Schatteman C et al. Currents topics in Developmental Biology 2004; 64:141-180 [ref. 137]
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2.2 Origen de las Células Endoteliales:

La primera evidencia cientifica de células con capacidad pluripotencial dentro del
sistema hematopoyético se realiza en el afio 1961 [93]. A partir de ese momento
distintos trabajos identifican células hematopoyéticas, con capacidad para diferenciarse
en cualquier celula madura de la sangre circulante. En el afio 1997 se demuestra la
existencia del hemangioblasto adulto [56], identificandolo como célula precursora

comun para las células de estirpe hematopoyética y endotelial. [56, 137]
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Figura 20: origen de las células endoteliales. Adaptado de : 1) Magri et al. J Surg Res.
2011; 167:140-150 [ref. 158] y 2) Krenning G et al. Trends in Molecular Medicine
2009;15(4):180-189 [ref. 157
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El hemangioblasto es inicialmente considerado como una célula embrionaria, a pesar de
las primeras referencias datadas de 1930 [141] y 1950 [142] en donde se le identifica en
individuos adultos de modelos animales. Con los estudios de las protesis vasculares, se
obtienen nuevas evidencias de la existencia de células adultas con capacidad
angioblastica, al demostrarse la capacidad de endotelizacion de las derivaciones
protésicas mediante un mecanismo de adherencia celular y migracion, originado en las
anastomosis arterio-protésicas [137, 143, 144]. Esta endotelizacion era producida
incluso en los pacientes en los que se inhibia la capacidad de migracion celular y se
producia de manera mas rapida en aquellos materiales sometidos a infiltracién con
células obtenidas de aspirado medular, observandose no solo endotelizacion, sino

también colonizacidn por células musculares lisas, macrofagos y monocitos. Asumiendo
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la existencia de estas células, el siguiente objetivo de las investigaciones fue
identificarlas a través de sus marcadores de superficie.

La médula 6sea del adulto es una gran reserva de células madre (con capacidad para
diferenciarse en cualquier tejido), y de células progenitoras multipotentes. Muchos tipos
celulares pueden jugar un papel en la regeneracion de los vasos y mostrar gran cantidad
de marcadores de superficie, siendo la tipificacion especifica de las CPE uno de los
desafios en el estudio biologico de estas células. EI CD34 es el antigeno expresado en
las células mononucleadas y constituye una proteina estructural de la membrana celular,
que regula la adhesion de las células madre hematopoyéticas [145]. La poblacién de
células CD34+ incluye una amplia variedad de células, dentro y fuera de la médula
Osea, y su expresion en las células hematopoyéticas esta regulada durante su proceso de
diferenciacion. Las células mononucleadas constituyen la reserva celular de la médula
Osea, con capacidad para modular su fenotipo de acuerdo a condiciones locales y
necesidades fisioldgicas. Las células mononucleadas de la médula 6sea es el término
por el que se definen todas las células presentes en la médula 6sea de nucleo
unilobulado o redondeado, carentes de granulos en el citoplasma [146]. Estas
caracteristicas permiten que sean identificables y facilmente separables por métodos
fisicos. Entre las células mononucleadas adultas estan las células progenitoras
hematopoyéticas, en diferentes estados de maduracion. Multitud de células de estirpe no
hematopoyética, o que puedan diferenciarse hacia células no hematopoyéticas, forman
parte de la fraccion mononuclear de la médula 6sea del adulto. Entre estas células
encontramos células mesenquimales, células progenitoras endoteliales, hemangioblastos
y otras células progenitoras adultas con capacidad multipotencial [146]. En las
condiciones de cultivo adecuadas, las células mononucleadas han demostrado su

capacidad para diferenciarse en células endoteliales, capaces de producir 6xido nitrico
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en respuesta a acetilcolina, absorber lipoproteinas de baja densidad, y formar estructuras
vasculares, lo que ha llevado a la conclusion que las células mononucleares forman

parte de una poblacion celular adulta con capacidad angiobléstica. [147-155]

2.3 Tipos de Células Progenitoras Endoteliales: early y late CPE:

Las células progenitoras endoteliales fueron definidas en 1999 por Isner y colaboradores
[56, 57] y engloban a aquellas células mononucleares, de sangre periférica o de médula
Osea, que cultivadas en fibronectina o gelatina, son capaces de diferenciarse en células
endoteliales maduras definidas por la expresion en superficie de sus antigenos
fenotipicos (VE-cadherina +, CD34+, CD31+, VEGF-R2, P1H1). [137]
Hay que diferenciar entre 2 tipos de células progenitoras endoteliales (CPE). [137, 156-
164]
- Early Outgrowth CPE (colony forming unit-endothelial cells, Endothelial-like
cell, o CD14+ CPE).

- Late Outgrowth CPE (endothelial colony forming cells; CD34+ CPE)

Las early CPE derivan de la fraccion mieloide de las células mononucleadas, aunque
también pueden originarse de células de estirpe hematopoyética. Se identifican por su
marcador de superficie CD14+ y CD 133+. Suelen obtenerse tras 4-10 dias de cultivo,
y tienen funciones comunes con las células macrofagicas: actividad fagocitica, actividad
antitrombotica y de produccion de sustancias vasoactivas. Tienen una proliferacion
lenta y aunque presentan menor capacidad para formar nuevos vasos, pueden
incorporarse a los vasos ya formados. Contribuyen a la creacion de los nuevos vasos

mediante la liberacion de factores moduladores angiogénicos.
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Las late CPE se originan exclusivamente de la linea hematopoyética y expresan
marcadores de la linea endotelial (CD34+ y CD144+). Aparecen tras 2-4 semanas de
cultivo y no muestran funciones solapadas con otras lineas celulares. Son las células que
se diferencian propiamente en células endoteliales maduras, con gran capacidad de
proliferaciéon y alta capacidad de formacién tubular "in vitro", determinando la
construccion del esqueleto sobre el que se desarrollara el nuevo vaso. Estudios in vitro
han demostrado este proceso, realizando cultivos celulares de earlyCPE y lateCPE por
separado. [162] (figura 21)

Figura 21: diferencias entre earlyCPE y lateCPE. Tomado de: Mukalla et al.
Experimental Cell Research 2008; 314: 430-440. [ref. 162]

Cultivos celulares trasplantados en matrigel, de earlyCPE (B derecha e izquierda) y lateCPE (C
derecha e izquierda). Columnas derechas, a las 18h del cultivo. Columnas izquierdas a las 24h del
cultivo. No se aprecia formacion de estructuras tubulares en los cultivos de earlyCPE (B derecha e
izquierda). Formacion de estructuras tubulares en los cultivos de lateCPE (C derecha e izquierda)

El endotelio vascular mantiene y regula el tono vascular, la estructura, el crecimiento, la
fibrinolisis y la homeostasis, protegiendo a los vasos de la respuesta inflamatoria, la

trombosis, y las enfermedades cardiovasculares. La pérdida de la funcion endotelial
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determina la pérdida de la adherencia intercelular endotelial y del reclutamiento de
células mieloides y progenitoras, implicadas en la remodelacion y reparacion vascular
[163].
Las células progenitoras endoteliales (CPE) se incorporan a los sitios de
neovascularizacion, formando parte estructural de los sitios de denudacion endotelial y
mostrando tres actividades caracteristicas [163]:

- paracrina

- integracion y reparacion del dafio endotelial

- formacién de nuevos vasos en los tejidos dafiados
La CPE debe diferenciarse de la célula endotelial circulante (CEC), un subtipo celular,
que puede observarse en sangre circulante en un rango fisioldgico de 3 células/ml. Son
células detectables en procesos de lesion vascular producidos durante procedimientos de
cateterismo cardiaco, anemia de células falciformes, infecciones bacterianas, purpura
trombdtica trombocitopénica y sindromes coronarios agudos, por lo que se ha sugerido
la posibilidad de utilizar su cuantificaciéon como un método no invasivo para el estudio

de alteraciones vasculares. [165, 166]

2.4 Localizacién de las CPE:

De acuerdo con Aicher [167] y Schatteman [168], las CPE células pueden encontrarse
en la médula 6sea o en otras localizaciones. De acuerdo con su localizacion, las CPE
pueden clasificarse en [164]:

- Células de sangre periférica/médula 6sea

- Células de la pared vascular

- Células del sistema monocito-macréfago.

74



Las CPE de la médula ésea y sangre periférica, se caracterizan por sus marcadores
clasicos: CD 34+, CD 133+ y VEGF-R2 (también conocido con KDR+). La funcion del
CD34 es actuar como ligando en la adhesion célula-célula, como ya se ha comentado
con anterioridad. EI CD133 es una proteina transmembrana, que no se manifiesta en las
células endoteliales maduras, y cuya funcion es regular la composicion lipidica dentro
de la membrana plasmatica. E1 VEGF-R2 es un receptor tirosin-kinasa, esencial para las
funciones de migracion celular y maduracion.

Las CPE de la pared vascular (VW-EPC, en inglés), actian como una fuente de
células progenitoras en los procesos de angiogénesis y vasculogénesis postnatal. No
solo existen en la pared de los vasos grandes, sino también en los vasos de mediano
tamafio localizados en higado, prostata, corazoén, rifiones, testiculos y pulmones. Su
localizacién hace que sean estas células las primeras en actuar en los procesos
isquémicos y de regeneracion tisular. [164, 169, 170].

Las CPE derivadas del sistema monocito-macroéfago tienen una funcion importante
en la neovascularizacién que se produce en respuesta a las situaciones de isquemia. Los
monocitos representan hasta el 12% de los leucocitos circulantes y se movilizan desde
la médula dsea hacia los sitios de isquemia, donde reclutan otros monocitos. Estimulan
la proliferacion y migracion de células endoteliales al segregar factores de crecimiento
angiogénico y liberar proteasas que degradardn la matriz extracelular, formando tuneles
sobre los que se construiran los nuevos vasos [134, 150, 164]. Por otra parte, los
monocitos circulantes han demostrado su capacidad para expresar marcadores de células
endoteliales (factor de Von Willebrand, VE-cadherina, y eNOS) tras 2 semanas de
cultivo celular [150, 164]. Los monocitos se identifican por su marcador de superficie
CD14+ [134]. Cuando estas células comienzan a determinar la expresion de marcadores

de célula endotelial, la expresion de CD14 disminuye hasta desaparecer, al tiempo que
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comienzan a expresar CD34+ [171]. La expresion de CD14 es facilmente detectable
mediante el uso de citometria de flujo tradicional, mientras que la expresion de CD34
requiere el uso de anticuerpos marcados con tincion fluorescente, que amplifica la sefal
de fluorescencia entre 100 y 1000 veces mas que la citometria tradicional. El hecho de
que las células monociticas sean capaces de expresar tanto CD14 como CD34, y que
mas del 90% de las células CD34+ expresen también CDI14 [164] apoya que los
monocitos sean aceptados como una poblacion celular con capacidad progenitora
endotelial, capaces de diferenciarse hacia células endoteliales maduras, lo que las
convierte en una fuente potencial de terapia celular en el tratamiento de enfermedades

cardiovasculares [134, 164]

2.5 Movilizacion , reclutamiento y realojamiento de las CPE:

A excepcion de las CPE de la pared del vaso (VW-EPC), y las CPE derivadas del
sistema monocito-macréfago (que actian localmente en respuesta al estimulo
isquémico), las CPE derivadas de médula 6sea han de ser movilizadas y alojadas en los
tejidos diana, cuando se produce el estimulo isquémico. Las CPE de la médula osea,
estan localizadas en un nicho endostal de células, caracterizado por una baja presion de
oxigeno, y elevados niveles de SDF-1/CXCL12, una proteina quimioatractiva para las
CPE. Los factores fisiologicos responsables de la movilizacion de las CPE desde el
nicho medular, son: la hipoxia tisular, los traumatismos, el ejercicio fisico, la edad y los
estrogenos. Estas condiciones activan la produccion de sustancias activadoras de las
CPE , entre las que se encuentran: SDF-1 (factor derivado de células estromales), s-
ICAM ( molécula de adhesion intercelular ), VEGF ( factor de crecimiento vascular
endotelial), HIF-1alfa ( factor inducido por hipoxia ), EPO (eritropoyetina), G-CSF

(factor de crecimiento granulocitario), HGF (factor de crecimiento hepatocitario), IL-6
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(interleucina), estrogenos y MMP-9 ( metaloproteinasas ) [163, 172-180]. Una vez
movilizadas y liberadas a sangre periférica, las CPE son alojadas en aquellos tejidos
donde la reparacion vascular y la neovascularizacion son requeridas. Las CPE segregan
E-selectina, P-selectina y Beta-integrinas, fundamentales en la adhesion a células
endoteliales maduras activadas, y responsables del alojamiento de las CPE a los sitios
donde se precise neovascularizacion. El incremento en el reclutamiento de las CPE a los
sitios de dafio vascular, acelera la reendotelizacion y disminuye la formacion de
neointima "in vivo". Un vez finalizado el estimulo, las CPE circulantes excedentes, son
realojadas en la médula ésea, por un fenomeno conocido como "homing” [181-183].
Durante este proceso se produce una interaccion entre las selectinas expresadas en la
pared endotelial y las expresadas en la superficie de las CPE, lo que permitira la
recaptacion de la CPE hacia la médula 6sea (Figura 22).

Movilizaciéon y realojamiento son dos procesos relacionados. La movilizacion
constituye la salida de las células progenitoras a la sangre periférica, mientras que el
realojamiento (Homing, en inglés) supone el proceso contrario. Durante el proceso de
movilizacion, las situaciones de stress producen cambios en los niveles de SDF-1 y
VEGF, que producen la liberacion de metaloproteinasas (MMP) y otras elastasas que
determinan la liberacion de la célula progenitora del nicho endostal al nicho vascular de
la médula 6sea, donde los gradientes de Factor Derivado del Estroma-1 (SDF-1),
presion de oxigeno (pO2) y Factor Derivado Fibroblastico-4 (FDF-4), permitiran la
liberacion a sangre periférica. El proceso de realojamiento, supone la interaccion de
selectinas expresadas en las células endoteliales y las integrinas de las células
progenitoras, que permitiran el paso de la célula desde el torrente circulatorio a la
médula 6sea, desde donde se dirigira al nicho endostal siguiendo los gradientes de pO2

en espera de una nueva sefal de activacion que revierta este proceso.

77



Figura 22: mecanismo de movilizacion y realojamiento. Adaptado de: Li Calzi S et al.
Microvascular Research 2010; 79: 207-216 [ref. 183]

Abreviaturas : VCAM ( Molécula de Adhesion Vascular Celular ), VLA (Antigeno muy tardio ), SDF-1 ( Factor
Derivado del Estroma - 1) , VEGF (Factor de Crecimiento Vascular Endotelial), G-CSF (Factor Estimulante de
Colonias Granulociticas), FGF (Factor de Crecimiento Fibroblastico).
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2.6 Factores implicados en el nimero y funcionalidad de las CPE:

Las CPE poseen la capacidad estructural para integrarse en los sitios de dafio endotelial,
y la capacidad paracrina de secreccion de diferentes citoquinas implicadas en la
formacion de los nuevos vasos [164]. La integracion de las CPE en los sitios de dafio
endotelial implica, no sélo la formacion de los nuevos vasos, sino también la reparacion
de los vasos dafiados. La implicacién de las CPE en los mecanismos de reparacion
endotelial reduce la proliferacion neointimal y la aterogénesis [184].

Existen diversas situaciones clinicas que determinan incrementos del stress oxidativo
del organismo, que se traducen en un descenso de las CPE. Esto puede ocurrir en la

hipercolesterolemia, el tabaquismo, la diabetes mellitus y la hipertension [164]. En estas

78



situaciones, se produce una disminucion de la disponibilidad y funcionalidad de las
CPE, determinando un incremento del proceso arteriosclerotico. La influencia de los
factores de riesgo aterosclerdticos ha sido determinada en distintos trabajos [14, 15,
164], afirmando la correlacion positiva entre el riesgo estratificado en la escala
Framingham para la aterosclerosis y los niveles de CPE circulantes [126, 164, 185,
186], llegando incluso a determinar la relacion entre el nimero de CPE circulantes y la
posibilidad de desarrollar un futuro evento cardiovascular en pacientes con enfermedad
coronaria establecida [187].

En la Hipercolesterolemia, la lipoproteina de baja densidad (LDL) disminuye la
supervivencia de las CPE, al alterar su capacidad migratoria, alterar su capacidad de
adhesion, y alterar la capacidad de formacion de estructuras tubulares de forma dosis
dependiente. Todos estos efectos son atribuibles a la capacidad del LDL para disminuir
la fosforilacion proteinica y con ello la expresion de 6xido nitrico sintetasa endotelial
(eNOS). La disminucion de la expresion de eNOS determina la apoptosis y senescencia
de las CPE [188-191]. Por otro lado, la LDL inhibe las propiedades angiogénicas de las
CPE al inhibir la expresion de E-selectina y de integrina o(v)-p5, proteinas implicadas
en la interaccion CPE y célula endotelial [192]. Este efecto también se ha visto en los
pacientes con insuficiencia renal avanzada, al observarse la produccion de LDL
carbamilada (cLDL), responsable del incremento de la oxidacion proteinica que
determina la senescencia y disfuncion de las CPE [193].

De manera similar, el tabaquismo incrementa el stress oxidativo y reduce la
biodisponibilidad de oxido nitrico, determinando la deplecciéon de las CPE y la
atenuacion de los mecanismos de reparacion vascular [164]. Michaud y colaboradores
[24] demostraron este efecto al realizar un estudio sobre 15 individuos fumadores, (sin

otros factores de riesgo vascular y sin enfermedad arterial conocida) y 11 individuos
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sanos. De cada uno de los individuos se obtuvieron CPE de sangre periférica, con el
objetivo de determinar su numero, su funcionalidad (evaluada segun capacidad de
migracion, adhesion y tubulizacion) y su capacidad de diferenciacion hacia células
endoteliales maduras (evaluada por la capacidad de expresion de marcadores especificos
endoteliales, determinada por citometria de flujo). Tras cuatro dias de cultivo, y tras
comparar las muestras de ambos grupos, se aprecié un menor nimero CPE, una menor
capacidad de adhesion y tubulizacion, y una menor capacidad de diferenciacion entre
los individuos fumadores. Estos efectos se relacionaron con un aumento en la
produccion de reactantes oxigenados, y una disminucién de la produccion de oxido
nitrico (Figuras 23,24). El mecanismo de actuacion es similar al producido por la LDL,
al incrementar la produccion de LOX-1, que interfiere en la fosforilacion proteinica
responsable de la expresion de eNOS [194]. Este efecto citotoxico es dosis dependiente
y reversible, de manera que el abandono del hébito tabaquico aumenta la
boiodisponibilidad del 6xido nitrico, disminuye el stress oxidativo y produce un rapido

incremento de los niveles circulantes de CPE [164, 195-197].
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Figura 23: Cuantificacién de CPE en pacientes fumadores y controles.

Figura 24: Cuantificacion de productos de reaccion oxidativa en pacientes fumadores y
controles.

Tomadas de: Michaud et al. Atherosclerosis 2006; 187:423-432 [ref. 24]
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En el caso de la diabetes mellitus, las CPE suelen estar reducidas en numero, y su
funcionalidad también se ve también alterada, al observarse una capacidad migratoria
reducida, una disminucion en la formacion de colonias in vitro, una disminucion de la
capacidad de diferenciacion hacia células endoteliales maduras y una menor formacion

de estructuras tubulares [183]. Este efecto se ha comprobado en modelos experimentales
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realizados en ratones tratados con estreptozocina (Zanusar ®) [198-201]. La
estreptozocina, inicialmente descubierta como antibidtico, se trata de un agente
alquilante utilizado en quimioterapia como citotoxico contra las células beta de los
islotes de langerhans. En este grupo de ratones diabéticos inducidos
farmacologicamente, se analizdé la capacidad de expresion de Factor Derivado del
Estroma celular (SDF-1, en adelante). E1 SDF-1 es producido por las CPE y las células
del tejido isquémico, y estd implicado en el proceso de migracion, reclutamiento y
realojamiento celular (homing) a través de su receptor CXCR4. En estos ratones se
aprecio que la cuantificacion de la expresion de SDF-1 estaba reducida, en comparacion
con la poblacion control.

Ademés de la afectacion de la funcionalidad, la supervivencia de las CPE se ve
disminuida en los pacientes diabéticos. Este efecto parece producido por la alteracion de
los procesos de fosforilacion proteinica determinado por los altos niveles glucémicos,
que producen un aumento de los productos derivados de la glicacion avanzada,
responsables del incremento del stress oxidativo y de la apoptosis celular [202]. Este ha
sido uno de los puntos en los que se basan las teorias para explicar la mayor severidad y
la mayor rapidez de evolucion de la enfermedad arterial en los pacientes diabéticos.

Se ha comentado la posibilidad de una deplecion progresiva en la reserva de células
progenitoras endoteliales (CPE) de la médula 6sea, hasta llegar a un “agotamiento”
medular en situaciones de enfermedad avanzada [203, 204]. Esta teoria se ve apoyada
por el hecho de observar que en aquellos pacientes diabéticos con correcto control
glucémico, se producen menos complicaciones que aquellos con incorrecto control
glucémico. Otro dato que apoyaria esta teoria es que los pacientes con diabetes mellitus
tipo 2, tratados con sitagliptina, presentan mayores niveles circulante de CPE que los

pacientes tratados con otros antidiabéticos [205, 206]. La sitagliptina es un inhibidor de
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la dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4), enzima implicado en la degradacion del SDF-1. Al
aumentar los niveles de SDF circulante, se incrementa la union a su receptor especifico
CXCR-4, determinando la activacion de la sefial implicada en movilizacién de las CPE
en respuesta al estimulo isquémico [206].

La hipertension también ha sido relacionada con alteracion en la funcion endotelial y la
depleccion de la reserva medular [126, 202, 207-209]. En modelos animales de
hipertension, se objetivo que las CPE se volvian senescentes y disfuncionales de forma
precoz [202]. El mecanismo por el cual ocurre esto es debido a la hiperactividad del
sistema renina-angiotensina-aldosterona. Tanto en modelos in vivo como in vitro, los
niveles elevados de angiotensina II han determinado un incremento del stress oxidativo,
que se traduce en disfuncion y senescencia de las CPE. Esta disfuncion se corrigid tras
la administracion de bloqueantes de los receptores de angiotensina [202, 207, 210]. En
modelos in vitro, la administracion de aldosterona disminuia los niveles de VEGF, lo
que afectaba a a la diferenciacion de CPE; este efecto se corregia con la administracion
de espironolactona y antioxidantes [211]. Todos estos datos han llevado a pensar en que
el efecto de la hipertension sobre el desarrollo del proceso arteriosclerdtico sea debido

al agotamiento de la reserva de CPE [202].

Se ha hablado del efecto de envejecimiento sobre el proceso de aterogénesis y la
capacidad de migracion y diferenciacion endotelial [109, 202]. Con el paso de los afios,
el nimero de CPE circulantes disminuyen, al tiempo que aumenta la migracion desde
médula dsea a sangre periférica con el fin de mantener la homeostasis. Esto conlleva a
una deplecion progresiva de la médula 6sea. De la misma forma, el proceso de
envejecimiento influye también en la funcionalidad celular, reduciendo la capacidad de

migracion y diferenciacién endotelial, lo que disminuye la capacidad de reparacion
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endotelial y por tanto contribuye al proceso aterosclerotico. Esto parece ser debido a que
durante el proceso de envejecimiento se reduce la capacidad de la telomerasa celular,
implicada en los procesos de reparacion del ADN, y responsable de la senescencia

celular [203]. Figura 25

Figura 25: proceso de depleccion medular de CPE. Tomado de : Fadini et al.
Atherosclerosis 2007; 194:46-54 [ref. 202]
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Debido a la importancia de las CPE en los procesos de reparacion endotelial, muchos
investigadores han intentado identificar mecanismos para proteger a las CPE, y mejorar
su funcionalidad. Se ha llegado a identificar al tinico patdégeno humano (bartonella
henselae) conocido hasta el momento, con capacidad para infectar a las CPE y alterar su
funcionalidad [212].

Se han identificado fairmacos que actuan favoreciendo la actividad y el nimero de las
CPE: antioxidantes, aminodcidos (L-Arginina), hormona paratiroidea, eritropoyetina,

hormona del crecimiento e insulinas. [175, 179, 203, 213-218].
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Sin embargo, de todos ellos, las estatinas han sido los farmacos mas estudiados en los
ultimos afos [202, 203, 219, 220].

Inicialmente indicadas para el tratamiento de la hipercolesterolemia pura, las estatinas
vieron incrementadas sus indicaciones con la aparicion de las primeras publicaciones en
donde se informaba de la mejoria de la claudicacion intermitente en aquellos pacientes
con arteriopatia periférica establecida tratados mediante la combinacion de estatina,
hemorreologico y antiagregante convencional [25-27]. Diversos estudios han
demostrado un aumento de los niveles circulantes de CPE en pacientes tratados durante
periodos cortos de tiempo con atorvastatina, pravastatina o simvastatina [221]. Sin
embargo, también ha aparecido en la literatura algin dato contradictorio: un estudio
publicado en 2007 por Hristov y colaboradores [222], puso en duda este efecto
beneficioso, al apreciar una disminucién en la capacidad de formacion de colonias
celulares de progenitores endoteliales en pacientes tratados durante largos periodos de
tiempo con estatinas. No obstante, estas conclusiones venian dadas por el hecho que
solo se habian tenido en cuenta los niveles circulantes de células precoces ( earlyEPC o
CPE jovenes) las cuales constituyen la subpoblacion celular que contribuye en el
proceso vasculogénico mediante la liberacion de factores de crecimiento. Otros
estudios han demostrado que el tratamiento con estatinas mejora la funcionalidad de las
CPE maduras (lateEPC, L-EPC) [221, 223], incrementando su ntimero y su capacidad
de migracion y diferenciacion, independientemente de la reduccion de los niveles de
colesterol [27, 202]. Entre los efectos pleotropicos de las estatinas, se encuentra el
efecto inmunomodulador. Al inhibir la respuesta inflamatoria mediada por Factor de
Necrosis Tumoral (TNFa) e Interleucina 6 (IL-6) responsable de la apoptosis de las
CPE, se produce un incremento en el nimero de CPE circulantes, lo que se traduce en

un efecto endotelio-protector. Por todo esto, cada vez son mas frecuentes las referencias
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a las estatinas como parte fundamental del tratamiento farmacologico del paciente con

enfermedad arterial periférica. [26, 27, 223-227] Figura 26

Figura 26: efectos pleotropicos de las estatinas. Tomado de Badimon et al. Rev Esp
Cardiol 2011; supl. 11(B):3-13 [ref. 26]
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Durante los procesos inflamatorios, se producen niveles elevados de Proteina C
Reactiva. La funcionalidad de las CPE se ve alterada en esta situacion, debido al
incremento de la produccion de reactantes derivados de las reacciones oxidativas,
responsables de la apoptosis de las CPE y de la alteracion de su funcionalidad [16, 17,
228]. Los efectos de la respuesta inflamatoria en la movilizacion y reclutamiento de las
CPE pueden ser clasificados en 2 categorias: 1) respuesta transitora restringida y 2)

respuesta persistente o estimulacion inflamatoria excesiva.
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Una respuesta transitora restringida puede contribuir como estimulo positivo en la
movilizacion de las CPE, como ocurre en las fases iniciales de los traumatismos. Sin
embargo, una estimulacion inflamatoria excesiva puede tener el efecto contrario, al

incrementar los niveles de IL-6 y TNFa, responsables de la apoptosis de las CPE. [164]

Llegados a este punto, podriamos concluir que las CPE constituyen la poblacion celular
encargada de la neovascularizacion postnatal tanto fisioldgica como patoldgica, y
expresan en superficie gran variedad de marcadores, tanto de linea hematopoyética
como endotelial. Las CPE son de gran interés para los investigadores dedicados a los
mecanismos de reparacion en las enfermedades cardiovasculares. Algunos estudios
preliminares [88, 103, 105, 114, 136, 164, 229, 230] han demostrado que el tratamiento
aislado con CPE o en combinaciéon con tratamientos tradicionales, pueden ser
prometedores para curar enfermedades vasculares en pacientes arteriosclerdticos con
factores de riesgo clésicos, proponiendo nuevos conceptos y estrategias terapéuticas en

el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares.
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

De acuerdo con la historia natural de la enfermedad [8, 231], aquellos pacientes con
isquemia critica de miembros inferiores, sin posibilidad de tratamiento revascularizador,
presentardn una alta tasa de amputacion de extremidad. El objetivo fundamental del
trabajo es determinar si en aquellos pacientes con diagnostico de isquemia critica de
miembros inferiores, a los que se les han agotado todas las opciones revascularizadoras
(cirugia abierta de revascularizacion, cirugia endovascular o hibrida), existe la
posibilidad de evitar la amputacion mayor de la extremidad mediante un nuevo enfoque

terapéutico: la terapia celular.

3.1 Hipotesis de Trabajo:

En comparacién con el tratamiento convencional, el tratamiento mediante infusion
local autéloga de células progenitoras hematopoyéticas y endoteliales evitara la
amputacién de las extremidades afectadas por isquemia critica en un mayor nimero de
pacientes, consiguiendo tasas de salvamento de extremidad superiores a las publicadas

en la actualidad.

3.2 Objetivos Primarios:

1. Demostrar la eficacia del tratamiento con células progenitoras hematopoyéticas y
endoteliales autlogas en pacientes con diagndstico de Isquemia Critica de miembros
inferiores, sin posibilidades de revascularizacion.

Para ello se analizara la tasa de salvamento de extremidad de los pacientes tratados con
terapia celular, comparandola con la de aquellos pacientes sometidos a tratamiento
convencional, definido por el uso exclusivo de tratamiento analgésico, hemorreologico

y vasodilatador.
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2. Evaluar la seguridad de la terapia celular en aquellos pacientes sometidos a este
tratamiento.
Para ello se analizaran:
a) los efectos adversos derivados de la técnica de movilizacion, aféresis e
implantacion celular.
b) la tasa de mortalidad comparada con la de los pacientes sometidos a
tratamiento convencional, identificando todas las causas de muerte atribuibles al

uso de la técnica.

3.3 Objetivos Secundarios:

1. Identificar la composicién cuantitativa Optima del indculo celular, que permita

conseguir el efecto terapéutico deseado.

2. Analizar la influencia de las comorbilidades sobre el efecto terapéutico de los

tratamientos aplicados, basdndonos en las tasas de amputacion y exitus.

3. Analizar el efecto del tratamiento aplicado sobre la calidad de vida del paciente,

basandose en la disminucidén de la puntuacion obtenida en la escala de valoracion

subjetiva del dolor.

4. Identificar aquellas variables que pudieran condicionar el fracaso de la terapia

angiogénica, con el fin de evitar tratamientos que no conseguiran el objetivo primario.
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4. MATERIAL Y METODOS

De manera conjunta, el Servicio de Hematologia y Hemoterapia y el Servicio de
Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital Son Dureta*, desarrollaron un estudio para
el tratamiento de pacientes con diagnodstico de Isquemia Critica de Miembros Inferiores
(ICMI), sin posibilidades de revascularizacion. Para ello se disefio un protocolo de
tratamiento ~ mediante trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos y
endoteliales. Este protocolo fue aprobado por el Comité Etico Hospitalario y el
Gobierno Autonomico de las Islas Baleares. Todos los pacientes dieron por escrito su
consentimiento informado.

4.1 Material : Pacientes

Se ha tomado como muestra a los pacientes con diagnodstico de ICMI, valorados por el
Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital Son Dureta*, Palma de
Mallorca (Illes Balears), que hayan participado en dicho estudio. El periodo de estudio
es el comprendido entre enero de 2002 y diciembre de 2012.

* (El hospital Son Dureta fue cerrado en diciembre de 2011, trasladando toda su actividad asistencial al
nuevo Hospital Son Espases)

4.2 Material: FArmacos

1. Filgastrim (Neupogen®): Filgrastim (factor metionil-recombinante estimulador de las
colonias de granulocitos humanos) se obtiene por tecnologia DNA recombinante en E.
coli (K12). Es un factor de crecimiento de células de la serie blanca (factor de
estimulacion de colonias de granulocitos, G-CSF) y pertenece a un grupo de
medicamentos denominados citocinas. Los factores de crecimiento son proteinas que se
producen de manera natural en el organismo, pero que también se pueden obtener
mediante biotecnologia para su uso como medicamentos. Neupogen® estd indicado

para la movilizacion de las células progenitoras de sangre periférica (PBPC).
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2. Antiagregantes: los recomendados en el tratamiento de la enfermedad arterial
periférica establecida, de acuerdo a las guias clinicas [8]. Los utilizados fueron: Acido
Acetilsalicilico (Adiro®), Clopidogrel (Plavix®/Iscover®) y Trifusal (Disgren®). Se

desestimaron pacientes en tratamiento con Ticagrelor, Prasugrel y Ticlopidina.

3. Antitromboticos: Acenocumarol (Sintrom®). Su posologia venia establecida por el
Servicio de Hematologia y Hemostasia, en aquellos pacientes con indicacion médica de
anticoagulacion. En estos casos, durante el periodo de movilizacion celular, recoleccion
e implantacion, la anticoagulacion oral fue sustituida por heparinas de bajo peso
molecular, siendo las habitualmente utilizadas Enoxaparina (Clexane®) y Bemiparina

(Hibor®)

4. Analgésicos no opioides, antiinflamatorios no esteroideos y neurolépticos:
Paracetamol, Ibuprofeno, Diclofenaco (Voltarén®), Pregabalina (Lyrica®),

Gabapentina (Neurontin®), Ketorolaco (Droal®).

5. Analgésicos opioides: Fentanilo ( Durogesic®, Abstral® ), Buprenorfina (Transtec®)

6.Hemorreologicos: Pentoxifilina (Hemovas®), Buflomedilo (Lofton®),

Nafthidrofurilo (Praxilene®), Cilostazol (Pletal®, Ekistol®)

7. Estatinas: Simvastatina, Atorvastatina, Pravastatina, Rosuvastatina.
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4.3 Métodos: diseno del estudio. Criterios de inclusion y exclusion

Disefio: ensayo clinico prospectivo, no aleatorizado, abierto, de un solo brazo y control
mediante serie historica. Aprobado por Comité Etico Hospitalario y Gobierno
Autondmico de las Islas Baleares.

Para este Ensayo Clinico, con un nivel de seguridad del 95%, una potencia del 90%, y
con 2 controles por cada caso, se calcul6 la necesidad de obtener un tamafio muestral (n)
del grupo sometido a tratamiento de progenitores hematopoyéticos y endoteliales de, al
menos 42 individuos, con un grupo de control de, al menos, 85 individuos. Calculando
la posibilidad de pérdida de un 10% de pacientes durante el seguimiento, se estipul6 la
necesidad de obtener una n de 46 individuos sometidos a tratamiento.

Sobre la tasa de amputaciones, se decidid realizar analisis estadistico en base a la
extremidad tratada y no al paciente, por la posibilidad de encontrar pacientes con dos
extremidades susceptibles de tratamiento.

En aquellos casos que pudieran ser sometidos a tratamiento simultaneo bilateral, o en
los que la segunda extremidad fuera tratada antes de que hubieran pasado 6 meses del
inicio de tratamiento de la extremidad contralateral, se utilizd0 como extremidad a
estudio la mas afectada desde el punto de vista clinico y hemodinamico, no siendo
considerada la extremidad contralateral en el andlisis estadistico. En los casos con dos
extremidades tratadas, con inicio del tratamiento separado por un intervalo entre ambas
superior a 6 meses, se realizo analisis independiente de cada extremidad.

El grupo control histérico estd constituido por pacientes tratados en nuestro hospital,
con el mismo diagndstico e indicacion terapéutica que el grupo estudiado, pero que no
hubieran tenido la posibilidad de recibir terapia celular, al no estar disponible en el
momento de su diagndstico. Estos pacientes debian cumplir con los mismos criterios de

inclusion y exclusion que el grupo de intervencion.

97



Criterios de inclusion

1. Adultos, mayores de 18 afios.

2. Pacientes con Isquemia Critica de Miembros Inferiores (ICMI) diagnosticados

por la Unidad de Angiologia y Cirugia Vascular.

3. Pacientes no tributarios de cirugia de revascularizacion, por haber agotado las
opciones técnicas quirargicas o no existir lechos distales aptos para

revascularizar.

4. Pacientes que cumplan con el correcto tratamiento de la enfermedad, basado en

antiagregantes, hemorreologicos, vasodilatadores y estatinas.

5. Pacientes que hayan firmado Consentimiento Informado.
Criterios de Exclusion

1. Pacientes en edad pediatrica.

2. Test de embarazo positivo o negativa a utilizar métodos anticonceptivos

adecuados.
3. Ausencia de consentimiento informado firmado.

4. Antecedentes de enfermedad oncoldgica de cualquier tipo (incluidas las

hematologicas) o pendientes de estudio.

5. Cardiopatia isquémica sintomatica en el momento de la inclusion, en los 6 meses
previos, o que haya precisado de intervencionismo coronario, o cirugia de

revascularizacion, en los 12 meses previos a la inclusion.
6. Pacientes trasplantados de cualquier tipo.

7. Pacientes con calidad de vida limitada por comorbilidades asociadas,
incapacitados para deambulacion independiente, encamados o con deterioro

cognitivo en cualquier grado.

8. Pacientes con isquemia irreversible de la extremidad, dolor no controlado de

manera ambulatoria o lesiones que indiquen la amputacion primaria.
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Indicaciones de Amputacion Primaria:

8.1 Lesiones cutaneas infrageniculares o del pie, que afecten a mas de 2/3 de la
extension del territorio y que impidan cirugia reconstructiva de la extremidad a

pesar de revascularizacidon o amputacion transmetatarsiana

8.2 Contractura en flexion por dolor no controlado

8.3 Lesiones cutaneas con exposicion osteotendinosa maleolar
8.4 Necrosis humeda de extremidad

9. Positividad a VIH

4.4 Métodos: Descripciéon de las lineas celulares. Procesamiento del inéculo

autologo

El objetivo de la técnica es conseguir implantar un inéculo de células mononucleadas
CD34+ obtenidas de la sangre periférica del propio paciente por leucaféresis, tras un
proceso de movilizacion celular a través de la administracion de G-CSF durante 5 dias.
Se realizard una determinacion analitica basal al paciente previo a la movilizacion
celular, y otra analitica el dia de recoleccion celular (aféresis) donde se determinaran
niveles de: Leucocitos, Neutrofilos, Linfocitos, Monocitos, Hemoglobina, Hematocrito,
y Plaquetas en la sangre periférica del paciente, todos ellos expresados en las unidades
internacionales de medida.

Tras el proceso de aféresis, se realizard el analisis del in6culo a implantar, donde se
determinaran los niveles de : Leucocitos (v.a x 1073/ul) , Plaquetas (v.a x 10"3/ul),
Neutroéfilos (%), CD34 (%), CD3 (%), Células Nucleadas Totales (CNT) ( v.ax 1078 y
v.a X 1076/ml), Células Mononucleadas (CMN) (v.a x 10"8 y v.a x 10"8/kg), CD34 (v.a

x 1076 y v.a x 1076/kg), CD3 (v.a x 10"7/kg) y Hematrocrito (%)
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4.5 Métodos: obtencion del indculo

A continuacidn se describe el proceso de obtencion del inoculo celular, distribuido en

cuatro procesos:

- Movilizacidn celular

- Recoleccion

- Envasado, etiquetado y manipulacion hasta zona quirargica

- Estudio de idoneidad del producto

4.5.1 Movilizacion de Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH) a sangre periférica.

La movilizacion la realizé el médico responsable del Gabinete de Aféresis y Terapia
Celular. El mismo, fue el responsable de explicar al Paciente, o al Responsable/Tutor
Legal, el procedimiento y los posibles riesgos. Se le entregé una Nota Informativa
(TCPH-PGX-049) donde se explicaba el proceso de aféresis y se informaba de una serie
de consejos importantes para las sesiones de aféresis. El paciente debia firmar los

consentimientos informados para la movilizacion y aféresis.

La movilizaciéon en los pacientes se realizd mediante la administracion de factor

estimulante de colonias granulociticas (G-CSF) (Neupogen®), en régimen ambulatorio.

La solicitud de G-CSF se realiz6 cumplimentando el volante de medicamentos
hospitalarios para pacientes externos. En régimen ambulatorio, el G-CSF se administro

por via subcutinea (s.c) a una dosis de 5 pg/kg/c24 horas, durante 5 dias. La primera
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recoleccion (aféresis) se realizd tras cinco dias de tratamiento con G-CSF. Antes de
iniciar la primera recoleccion, se debia cuantificar el ntimero de células CD34
circulantes. Para ello se remitia una muestra de sangre periférica al Laboratorio de
Inmunologia, solicitando determinacion de hemograma y células CD34. La muestra

remitida al laboratorio se realiz6 en 2 tubos de EDTA con 2ml de sangre periférica.

La siguiente férmula muestra el procedimiento para el célculo de células CD34+

circulantes:

Células CD34+ circulantes/ul = Leucocitos (mm3) x CD34+(%)

Ejemplo: para una muestra de 50.000 leucocitos/mm3 y un porcentaje de CD34+ del

0,02%.

Células CD34+circulantes/z = 50000(mm3)x0.02(%) = 10 células CD34/ul

Las recolecciones solo se iniciaron si la cifra de leucocitos preaféresis era > 4 veces la
cifra de leucocitos basales y la cifra de células CD34+ circulantes era >10/ul. Si tras
cinco dias de movilizacion, no se alcanzaba este minimo, se continuaba con la
administracion de G-CSF durante dos dias mas. Después del sexto dia, se repetia la
determinacion de células CD34+ circulantes. Si la cifra era >10/ul se realizaba la
recoleccion; si era <10/pl se suspendia la movilizacion, repitiéndose a las 3 semanas un

nuevo ciclo de movilizacion.

Si con la primera recoleccion no se obtenia un nimero minimo suficiente de células
CD34+ (definido entre 2-3 x 10°/kg), se continuaba con el G-CSF y se realizaba una

segunda sesion de recoleccion al dia siguiente.
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La movilizacion finalizaba cuando se habia alcanzado el nimero minimo de células
CD34+ requeridas para el trasplante (>2 x10°/kg) o se habian realizado un méaximo de

cuatro sesiones de recoleccion.

4.5.2 Recoleccion de progenitores hematopoyeéticos: Aféresis

La aféresis es la técnica mediante la cual se separan los componentes de la sangre,
seleccionando la capa de células mononucleadas y devolviendo al torrente sanguineo el
resto de componentes celulares. La finalidad de la aféresis es la extraccion de un

componente sanguineo destinado a la transfusion.

El procedimiento de la aféresis consiste en conectar por via venosa, (a través de uno o
dos accesos), al paciente con a una maquina separadora de células, mediante un equipo
de bolsas y tubos de recoleccion estériles. La sangre llega al separador celular, donde se
procesa y se selecciona el producto a recolectar, y el resto de la sangre es devuelta al
paciente. Segun el tipo de maquina de recoleccion, y el producto que se pretende
obtener, la aféresis puede durar entre 30 minutos y tres horas. Este procedimiento se

realiza con el paciente en régimen ambulatorio.
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El paciente debia disponer de vias periféricas adecuadas. En caso contrario, se
individualizaba la indicacion de colocacion de wuna via central (Shaldon®),
habitualmente via subclavia. En caso de precisar una via central, ésta era colocada
previamente a la realizacion de la aféresis, previa comprobaciéon de la normalidad de los

parametros de coagulacion, segun el protocolo habitual hospitalario.

El paciente debia disponer de grupo sanguineo (ABO y Rh) y escrutinio de anticuerpos
irregulares. Se realizaba test de serologia virica (VIH,VHC,VHB) y VDRL previamente
a la aféresis. Los tests de serologia infecciosa eran realizados en los 30 dias previos a la
primera extraccion. Los resultados de estos tests son necesarios para la seguridad del
laboratorio. En el caso del VIH, su positividad excluia al paciente del protocolo de

tratamiento.
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El procedimiento se realizd por el enfermero/a, adscrito a la Unidad de Obtencion de
CPH, y era supervisado por el médico responsable de la Unidad. Se realizd seglin los
procedimientos para el manejo de los procesadores de aféresis BAXTER-FENWAL CS
3000 (Cell Separator Machine CS-3000 PLUS; Bayer, Leverkusen, Germany). Al
paciente se le asignd un identificador alfanumérico y se introdujo en el ordenador
utilizado para el registro de pacientes. A continuacion, se sacaba la etiqueta

identificativa con los datos del paciente y se colocaba en la bolsa de progenitores.
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Baxter-Fenwall CS-3000

El volumen a procesar venia dado por las caracteristicas del donante. En general, se
proces6 una media de 10 litros. La periodicidad era diaria hasta lograr un minimo de

CD34+>2x10%kg de peso del paciente, o un maximo de cuatro sesiones consecutivas.
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La siguiente formula muestra el procedimiento para el calculo de rendimiento de células

CD34+ de aféresis:

CD34+ = (Leucocitos (mm3) x CD34(%) x volumen (ml) x 1000) / kg peso paciente

Ejemplo: Aféresis con 200 ml de volumen, 250.000 leucocitos/mm3, 0,2% de CD34+

para un paciente de 73 kg de peso.
CD34+ = (250000 x 0,002 x 200 x 1000) / 73 = 1,36x10%kg

En todos los casos se realizaba un hemograma al donante autdlogo antes y después del
proceso. De la bolsa de recoleccion se realizaba un hemograma y una extraccion para

Inmunologia para calcular el nimero de células CD34+ obtenidas.

Durante el procedimiento se anotaban los lotes y fechas de caducidad del material
empleado. El producto de la aféresis se remitia etiquetado al Banco de Tejidos de CPH,
mediante formulario de envio y solicitud de almacenamiento. Si el producto se iba a
infundir de forma inmediata, se realizaban pruebas pretransfusionales como si se tratara

de un concentrado de hematies.
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4.5.3 Envasado, etiquetado, e identificacion del indculo

Las operaciones de etiquetado son fundamentales para la correcta identificacion,
almacenamiento y administracion de los hemoderivados. Este procedimiento se

realizaba en el Banco de Tejidos.

La bolsa primaria de productos no congelados se colocaba en una bolsa secundaria
cerrada herméticamente, para evitar fugas. Las operaciones de etiquetado incluian los

siguientes controles:

1. El etiquetado de los contenedores se hacia a la recepcidn, y se confrontaban con los
datos del etiquetado inicial de la unidad de aféresis para garantizar su exactitud en
relacion con la identidad, contenido y conformidad. Se realizaba una verificacion del
contenido de la etiqueta por dos miembros del equipo antes de proceder a su

distribucion.

2. Todas las etiquetas eran validadas por el Director Médico de la unidad antes de ser

impresas.

3. Todas las etiquetas eran legibles y estaban impresas usando tinta indeleble.Los
componentes que eran procesados a continuacion, podian ser puestos en nuevos

contenedores con las nuevas etiquetas de forma apropiada.

Todos los datos relativos a dichos componentes se introducian en los Registros de
Criopreservacion en sus versiones en papel y electronica. Dichos registros permitian la
recuperacion posterior de los componentes. Cuando se fijaba la etiqueta al contenedor,
debia de permanecer una superficie suficiente de éste descubierta, para permitir la

inspeccion del contenido.
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Terminada la extraccion, el contenedor de la extraccidon primario tenia la siguiente

informacion:

- Identidad de la unidad de extraccion

- Numero de aféresis

- El nombre del componente en una posicion bien visible

- El nombre del paciente/receptor y su nimero de historia clinica

- Fecha y hora de extraccion

- Volumen aproximado del componente

- Nombre y volumen del anticoagulante y cualquier otra solucién empleada.

Al final del procesado la etiqueta del contenedor del componente indicaba la

informacion recogida en el punto anterior y la siguiente informacion adicional:

- Grupo ABO y Rh del donante.

- Tipo y volumen de anticoagulantes, soluciones electroliticas, y/o crioprotectores.

- La frase “Identificar adecuadamente al Receptor propuesto y Componente o
Unidad” y “Cuidado. Este Producto puede Transmitir Agentes Infecciosos”

(etiqueta de peligro biologico).

- Los resultados mas recientes de los tests sobre enfermedades infecciosas

realizados al paciente.

- La fecha de caducidad, incluyendo el dia, mes y afo, y si el periodo de fechado es

de 72 horas o menos, la hora de caducidad
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- Recomendaciones sobre el rango de temperatura de conservacion de los

componentes en grados Celsius.

- Cada contenedor de células propuesto para uso autdlogo tenia marcado claramente

: “Para uso exclusivo autologo”.

Se rellenaba el Formulario de trazabilidad de envio del Banco de Tejidos a la Unidad
Clinica de trasplante de CPH. Se comprobaba que era devuelta una copia debidamente
firmada por el receptor para su archivo en el Banco de Tejidos. Las bolsas conteniendo
los componentes de CPH iban en el interior de un contenedor adecuado y correctamente
identificado para su traslado desde el Banco de Tejidos a la Unidad Clinica de
Trasplante de CPH para su infusiéon (quir6fano). Para el transporte del inéculo, el
contenedor estaba etiquetado, indicando: identificacion del centro, contenido y su
destino, fecha y hora de su salida de la Unidad de Obtencion de CPH de HUSD/HUSE.
El contenedor transportador debia tener marcado claramente: “MUESTRA

BIOLOGICA DE CELULAS. MANEJAR CON CUIDADO” y “NO IRRADIAR”.

Figura 27: etiquetas identificativas del in6culo

HOSPITAL UNIVERSITARIO SON DURETA

SOLO PARA USO AUTOLOGO HOSPITAL UNIVERSITARIO SON DURETA

CPH CEL. PERIFERICAS SOLO PARA USO AUTOLOGO

S CPH CEL. PERIFERICAS
NOMBRE APELLIDOS AR

wic 0000001 NOMBRE APELLIDOS

nHc: 0000001

cpusp Q0+  -gegeogr
| ||M||ﬁ|’||||||l|||||||ﬁ|!||||MHHIWH ||||N|ﬁ|ﬁ|m|lllllﬁl|l (A | hﬁlmlmmumlwmum Hflﬂ” lllﬁlﬁ!lﬁlﬁlll | |.|ﬂ||||||||

EXTRACCION: 18/05/2009

19/11/2008 CADUCIDAD: EXTRACCION: 18/05/2009
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4.5.4 Estudio de la idoneidad del producto

Se cursaban las muestras obtenidas de la bolsa de aféresis, inmediatamente después de
su obtencion para la realizacion de los diferentes estudios: 1) un tubo de EDTA para
hemograma que se enviard al laboratorio de citomorfologia, 2) un tubo de EDTA para a
enviar a Inmunologia para estudio de células CD34+ y linfocitos T, 3) muestras para
microbiologia: Hemocultivos (aerobios y anaerobios), micobacterias y cultivo de

hongos.

El producto final fue analizado mediante un contador automatico celular ( Advia 120,
Bayer ), determinando la formula celular ( células mononucleares, CD34, CD133,
células granulocitarias, y plaquetas). La viabilidad de las células mononucleares se
estudié mediante sistema de exclusion “trypan blue-dye”. Se realizé citometria de flujo
mediante anti-CD133 isocianato de fluoresceina y anti-CD34 ficoeritrina (FACScan;

Becton Dickinson, Mountain View, CA).

4.6 Métodos: Descripcion de la técnica de implantacion celular

La implantacion del indculo se realizé en un tiempo maximo de 24h tras el proceso de
aféresis.

En condiciones de asepsia quirdrgica, y bajo anestesia loco-regional o sedacion
profunda, se procedia a la aseptizacion de la extremidad a tratar. El volumen total del
indculo a implantar se extraia del contenedor primario por puncion de valvula
hemostatica con aguja de venopuncion de 18G y en jeringas de 20 ml, tras retirada del
protector estéril. La totalidad del indculo se dividia en alicuotas de 2 ml. Estas alicuotas
eran implantadas por via intramuscular utilizando aguja de puncién de 21G con trayecto

perpendicular al plano cutdneo y siguiendo la distribucién de los compartimentos
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tibiales y peroneos, de acuerdo a la afectacion de los territorios angiograficos
estudiados. Las alicuotas eran depositadas en un plano de profundidad no inferior a 2
cms. Tras la implantacion intramuscular, se procedia a proteccion de las zonas de
puncidn, indicando reposo con extremidad en cama ligeramente elevada. Se aumentaba
la dosis analgésica para control del dolor y se indicaba una analitica sanguinea de

control a las 24h del procedimiento.
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Figura 27B: esquema de implantacion intramuscular y formacion de depdsito celular.
Tomada de : Ko et al. Seminars in Vascular Surgery 2014; 27 (1): 23-31 [ref. 348]
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4.7 Métodos: Descripcion de métodos de control v evaluacion postprocedimiento

Durante su estancia hospitalaria se realiz6 la evaluacion de las constantes del paciente
por turno. Se valor6 la movilidad, sensibilidad y perfusion de la extremidad, y el grado
de dolor (escala EVA). El paciente debia reiniciar la deambulacion a las 24h del
procedimiento. Si no existian complicaciones registradas y los parametros analiticos
eran correctos, se procedia al alta administrativa del paciente a las 48h del ingreso. Los
controles posteriores se realizaron al primer mes, y trimestralmente hasta llegar al afio.
A partir de los 12 meses, se realizaron controles semestrales. A partir de los 24 meses
los seguimientos fueron anuales, salvo empeoramiento de la clinica del paciente.
Las variables registradas en las visitas de control eran: estudio hemodindmico (ITB) y
estudio pletismografico en aquellos pacientes con indices calcificados. Se registraron
los cambios en la Escala Visual Analogica de valoracion del dolor (EVA). Se evaluaron
los cambios en las lesiones troficas de aquellos pacientes que las presentaban.
Se individualizé la necesidad de angiografia y se valord la necesidad de técnicas
alternativas de imagen en funcién de la disponibilidad hospitalaria.
Se registraron todos los posibles signos y sintomas susceptibles de ser considerados
complicaciones de la técnica de movilizacion, aféresis e implantacion. Se considero
fracaso del tratamiento la indicacion de amputacion mayor por cualquiera de las
siguientes causas:

- Dolor no controlado a pesar de morficos.

- Extension de lesiones tréficas que no permitiesen la reconstruccion del pie para

la deambulacion independiente.

- Infeccion de las lesiones que no fueran controladas con desbridamientos y

tratamiento antibidtico de amplio espectro.
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Las amputaciones menores digitales y transmetatarsianas, no eran consideradas fracaso
del tratamiento, puesto que el objetivo primario del tratamiento era evitar la amputacion

mayor. En el caso de los pacientes fallecidos, se registro el motivo de exitus.

4.8 Métodos: Disero estadistico

El estudio estadistico se realizd mediante paquete estadistico SPSS version 21.0
(Statistical Package for Social Sciences: SPSS, Inc., Chicago, IL). Al grupo de pacientes
tratados mediante trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos y endoteliales se
le denomina Grupo Angiogénesis, y al grupo de controles historico se le denomina
Grupo Control. Dada la previsible influencia que el antecedente de cirugia de
revascularizacion de miembros inferiores podia tener en cualquiera de los dos grupos,
algunos subandlisis se han realizado sobre la poblacidén naive, esto es, sin antecedentes
de tratamiento quirargico previo, y que en adelante denominamos Grupo Tratamiento

Médico.

El anélisis de los datos se estructura de la siguiente forma:
- Estadistica descriptiva e inferencial.
- Andlisis de Normalidad previa a la valoracion de estadisticos a aplicar.
- Probabilidad de Pertenencia a Grupo (Propensity Score) en el analisis global,
con el fin de determinar la homogeneidad de los grupos y la ausencia de sesgos
de seleccion.
- Analisis Univariante y Multivariante respecto a variables de Amputacion y

Exitus.

- Analisis de la Supervivencia mediante método de Kaplan-Meier

117



Los datos cuantitativos se han expresado como media + desviacion estandard. El estudio
inferencial se ha realizado mediante analisis Univariante con calculo del riesgo,
asignando significacion estadistica para valores de p<0,05. El analisis Multivariante en
la poblacion global ha incluido la Probabilidad de Pertencia a Grupo ( Propensity Score
), con el fin de determinar sesgos de seleccion si los hubiera, asignando significacion
estadisticas para valores de p<0,05. Se han establecido estudios de regresién para
relacionar parametros cuantitativos continuos, identificando como correlacion positiva
niveles de R>0,3 y p<0,05. En caso de test no paramétricos para variables continuas, se
aplico test de Wilcoxon y test de Kolmogorov-Smirnov. Para el estudio de las tasas de
salvamento de extremidad y supervivencia, se han utilizado tablas de Kaplan-Meier ,
agrupando los resultados por estratos , y asignando significacion para log-rank inferior
a 0,05.

Figura 28: disefio del analisis estadistico

Analisis Univariante
Test Chi Cuadrado
Test Exacto

Analisis Multivariante
Regresion Binaria

Propensity Score

wndlisis Descriptivo Kaplan-Meier

Regresion Lineal

T Student (datos apareados)

Test Wilcoxon/Kolmogorov-
Smirnov
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5. RESULTADOS

En el periodo comprendido entre diciembre de 2002 y diciembre de 2012, 45 pacientes
(n=50 extremidades) con diagnostico de ICMI sin posibilidades de revascularizacion,
satisfacian los criterios de inclusion y no cumplian criterios de exclusién. Tras ser
informados del protocolo de tratamiento con progenitores hematopoyéticos, los
pacientes prestaron su consentimiento informado para ser tratados, siendo incluidos en
el grupo de tratamiento (grupo Angiogénesis). Como control se empled una poblacion
histérica de pacientes en el periodo comprendido entre diciembre de 1992 y diciembre
de 2002, obteniendo 120 pacientes seleccionados como poblacidon control. En total, en
el periodo comprendido entre 1992 y 2012 se incluyeron a 165 pacientes (170

extremidades) con diagnostico de ICMI sin posibilidades de revascularizacion.

5.1 Analisis Poblacion Global

5.1.1 Analisis Descriptivo

La media de edad de nuestra poblacion global fue de 69,6 + 14 afios, con una mayor
proporcion del sexo masculino (71,5%). El seguimiento medio de la poblacion global
fue de 17425,8 meses [rango intercuartilico 0,33-111,7 meses]. El 83,6% de la
poblacidon presentaba lesiones troficas con dolor en reposo asociado. El resto de la
distribucion de las comorbilidades se describe en la tabla 7. Un 43% de la poblacion
global (n=72) no presentaba antecedentes de cirugia de revascularizacion de miembros
inferiores, en el momento del diagnostico de ICMI. El resto de los individuos estudiados
presentaban antecedentes de cirugia de revascularizacion, siendo el procedimiento de
"bypass" el realizado mas frecuentemente. La proporciéon de amputacion en la poblacion
global durante el periodo de estudio fue del 81,8% (n=135), y la proporcion de exitus

fue del 32,1% (n=53).
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En el andlisis por grupos (tabla 8), se apreciaron diferencias significativas en la media
de edad de los pacientes tratados (Media de Edad: grupo Angiogénesis 61,07+ 16,08
afios -vs- Control 72,8+11,58 afios; p=0,001) en la distribucion de tabaquismo (
Tabaquismo: Angiogénesis 55,5% -vs- Control 35% ; p=0,031 ) y en la distribucién de
diabetes ( Diabetes: Angiogénesis 48,89% -vs- Control 73,33% ; p=0,005 ). En
comparacion con el grupo de Control, en el momento de diagnéstico de ICMI, un mayor
numero de pacientes del grupo Angiogénesis no presentaban antecedentes de cirugia de
revascularizacion (Solo tratamiento médico: Angiogénesis 57,7% -vs- Control 37,5%;
p=0,006). La proporcion de amputacion de la extremidad, fue menor en los pacientes
del grupo Angiogénesis en comparacion con la poblacion Control (Amputacion Mayor:
Angiogeénesis 42,2% -vs- Control 96,6%; p=0,0001). La proporcion de exitus no mostro
diferencias significativas entre los grupos estudiados (Exitus: Angiogénesis 28,8% -vs-

Control 33,3% ; p=0,709)
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Tabla 7
DEMOGRAFIA DE POBLACION GLOBAL

Resultados expresados en:

- media, desviacion estandar y rango, para variables numéricas continuas

- porcentaje y valor absoluto para variables categoricas

Poblacion Global N=165
- grupo Control n=120
- grupo Angiogénesis n=45
Edad 69,6 + 14 afios  [22-92]
Sexo Masculino
Femenino

Diagnéstico (Leriche-Fontaine)

Grado III
Grado IV

Factores de riesqo vascular
Tabaquismo
Fumador
Exfumador
Nunca han fumado

Diabetes Mellitus
Hipertension Arterial
Dislipemia

Comorbilidades
Cardiopatia
Insuficiencia cardiaca
Cardiopatia isquémica
Cardiopatia valvular
Cardiopatia arritmogénica
Correccion quirtirgica

Neumopatia
Asma n= 3
EPOC n=41
SAHS n= 1
TEP n= 1
Restrictivas n= 5
O, cronica n= 17
Hepatopatia
VHB n=2
VHC n=6
Cirrosis Alcohdlica n=8
Litiasis Biliar n=6
Nefropatia
Creatinina >1,5mg/dl n=29
Hemodialisis n=23

Neurologico
AIT n=20
Ictus n= 4

71,5%
28,5%

16,4%
83,6%

40%
20,6%
39,4%

66,7%

61,8%
37,6%

12,1%
20,6%
10,9%
29,7%
13,3%

30,9%

13,3%

30,9%

14,6%

(n=118)
(n=47)

(n=27)
(n=138)

(n=66)
(n=34)
(n=64)

(n=110)

(n=102)
(n=62)

(n=20)
(n=34)
(n=18)
(n=49)
(n=22)

(n=51)

(n=22)

(n=52)

(n=24)
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(Continuacion tabla 7 : demografia poblacion total)

Antecedentes Vasculares

Arteriosclerosis obliterante 89,6% (n=149)

Tromboangeitis obliterante 9,7% (n=16)
Tratamientos

Soélo tratamiento médico 43% (n=72)

Cirugia de revascularizacion ( n° de procedimientos )
Menor o iguala2 n=67

Mas de 3 n=26
Tipo de procedimientos
Bypass n=66
Endovascular n=29
Farmacologicos
- Antiagregante 65,9% (n=108)
- Anticoagulante 47,6% (n=78)
- Antiagregante+Anticoagulante 12,2% (n=20)
- Hemorreolégico 52,5% (n=86)
- Estatinas 50,3% (n=83)
- Hipotensores 48,5% (n=80)
(IECA / ARA-II)
- Sugiran 17,6% (n=29)
Amputacién mayor 81,8% (n=135)
Exitus 32,1% (n=53)

ABREVIATURAS

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
SAHS: Sindrome de Apnea Hipopnea del Suefio

TEP: Tromboembolismo Pulmonar

VHB / VHC: Virus Hepatitis B/C

AIT: Accidente Isquémico Transitorio

IECA: Inhibidor de Enzima Conversora de Angiotensina

ARA-II: Antagonista Receptor Angiotensina-II

124




Tabla 8
DEMOGRAFIA DESCRIPTIVA: ANALISIS POR GRUPOS

Datos expresados en media, desviacion estandar, valor absoluto y (porcentaje)

ANGIOGENESIS CONTROLES
(n=45) (n=120)
Edad (afios) 61,07£16,08 72,88+11,58
Sexo Masculino 35 (77,7%) 83 (69,16%)
Femenino 10 (22,3%) 37 (30,84%)
Factores de Riesgo Vascular
Tabaquismo 25 (55,5%) 42 (35%)
Diabetes 22 (48,89%) 88 (73,33%)
Tipo
1 6 (27,27%) 26 (29,54%)
2 16 (72,72%) 62 (70,46%)
Hipertension 26 (57,77%) 76 (63,33%)
Dislipemia 19 (42,22%) 43 (35,83%)
Comorbilidades
Cardiopatia
- Insuficiencia cardiaca 6 (13,33%) 14 (11,66%)
- Cardiopatia isquémica 10 (22,22%) 24 (20%)
- Cardiopatia valvular 7 (15,55%) 11 (9,16%)
- Cardiopatia arritmogénica 8 (17,78%) 41 (34,16%)
- Correccion quirrgica 7 (15,55%) 15 (12,5%)
Neumopatia 13 (28,88%) 38 (31,66%)
Hepatopatia 4 (3,33%) 18 (15%)
Nefropatia
-IRC 5(11,11%) 25 (20,83%)
- Hemodialisis 1 (2,22%) 22 (18,33%)
Neuropatia
- AIT 3 (6,66%) 17 (14,16%)
- Ictus 0 4 (3,33%)
Antecedentes Vasculares
- Arteriosclerosis 33 (73,33%) 116 (96,66%)
- Tromboangeitis/Buerger 12 (26,66%) 4 (3,33%)
Tratamiento revascularizador
- Solo tratamiento médico 26 (57,77%) 46 (38,3%)
- Bypass 18 (40%) 48 (40%)
- Endovascular 1(2,22%) 27 (22,5%)
Tratamiento Farmacoldgico
- Antiagregacion (AG) 37 (82,22%) 72 (60%)
-Adiro 34 (75,55%) 61 (50,83%)
-Clopidogrel 2 (4,44%) 4 (3,33%)
-Trifusal 0 2 (1,66%)
-Doble * 1 (2,22%) 1 (0,83%)

(* Adiro + Clopidogrel )

0,001

0,185

0,031
0,005

0,717
0,468

0,789
0,671
0,261
0,055
0,608

0,851

0,441

0,013

0,190

0,0001

0,006

0,009
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(Continuacion tabla 8: Analisis por grupos)

- Anticoagulante (AC) 17 (37,77%) 61 (50,83%)
- Oral (ACO) 11 (24,44%) 42 (35%)
- HBPM 6 (13,33%) 19 (15,83%)
-AG+AC 9 (20%) 11 (9,16%)
- con ACO 3 (6,67%) 5 (4,16%)
- con HBPM 6 (13,33%) 6 (5%)
- Hemorreolégico 24 (53,33%) 62 (51,66%)
- Pentoxifilina 15 (33,33%) 62 (51,66%)
- Nafthidrofurilo 0 0
- Cilostazol 9 (20%) 0
- Estatina 21 (45,65%) 62 (51,66%)
- Hipotensores 24 (53,33%) 55 (45,83%)
(IECAS/ARA-II)
- Vasodilatadores 10 (22,22%) 19 (15,83%)
- Sugiran 10 19
- Bosentan 0 0
Amputacidén Mayor de Extremidad 19 (42,22%) 116 (96,66%)
Exitus 13 (28,88%) 40 (33,33%)

ABREVIATURAS

IRC: Insuficiencia Renal Croénica

AIT: Accidente Isquémico Transitorio

HBPM: Heparina Bajo Peso Molecular

IECA: Inhibidores de Enzima Conversora de Angiotensina
ARA-II: Antagonista Receptor Angiotensina —II

0,162

0,066

0,863

0,603

0,484

0,362

0,0001

0,709
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5.1.2 Andlisis Univariante v Multivariante sobre variable Amputacion

En el analisis Univariante (tabla 9), se apreci6é una mayor frecuencia de amputacion en
los pacientes diabéticos (Diabeticos 88,2% -vs- No diabéticos 69,1% RR 3,3 1C95%
1,479-7,532 p=0,005) y en aquellos con hepatopatia cronica B o C (Hepatopatia 100% -
vs- No hepatopatia 78,8%. RR 1,205 1C95% 1,117-1,301 p=0,009). Por el contrario, la
frecuencia de amputacion fue menor en los pacientes sometidos a trasplante autélogo de
células progenitoras hematopoyéticas y endoteliales (Angiogénesis 42,2% -vs- Control
96,6%. RR 0,025 1C95% 0,008-0,080 p=0,000). Los pacientes con diagndstico
clinico y arteriografico de enfermedad de Buerger también presentaron menor
frecuencia de amputacion (Buerger 43,7% -vs- No Buerger 85,9% RR 0,128 1C95%
0,043-0,380 p=0,0001).

En el analisis Multivariante (tabla 10), la diabetes mellitus se identific6 como factor de
riesgo de amputacion mayor (OR 7,240 IC95% min 2,176 méax 24,093 p=0,001),
mientras que el tratamiento con progenitores hematopoyéticos (Angiogénesis) fue
identificado como factor protector (OR 0,008 1C95% min 0,001 max 0,069 p=0,000).
No se detectd sesgo de seleccion en el calculo del Propensity Score (OR 22,722

IC95% min 0,556 max 927,859 p=0,099).
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Tabla 9

ANALISIS UNIVARIANTE POBLACION GLOBAL: AMPUTACION
Amputados poblacion global n =135

Dentro del factor analizado, entre paréntesis se muestra el valor absoluto de la condicion cualitativa analizada
(Si/No). Resultados expresados en valor absoluto y porcentaje, respecto de la variable independiente Amputacion =

SI.

p RR 1C95%

AMPUTACION = SI
Sexo

Masculino (n=118) Femenino (n=47)

98 (83%) 37 (78 %) 0,51 0,755 0,323-1,763
Fumador Si (n=67) No (n=98)

54 (80,6%) 81 (82,6%) 0,84 0,872 0,392-1,940
Diabetes Si (n=110) No (n=55)

97 (88,2%) 38 (69,1%) 0,005 3,338 1,479-7,532
HTA  Si(n=102) No (n=63)

87 (85,3%) 48 (76,2%) 0,151 1,813 0,816-4,025
DLP Si (n=62) No (n=103)

51 (82,2%) 84 (81,5%) 1,000 1,049 0,462-2,381
ICA Si (n=20) No (n=145)

15 (75%) 120 (82,7%) 0,369 0,625 0,208-1,878
[of} Si (n=34) No (n=131)

27 (79,4%) 108 (82,4%) 0,803 0,821 0,319-2,114
cv Si (n=18) No (n=147)

14 (77,7%) 121 (82,3%) 0,745 0,752 0,229-2,470
CA Si (n=49) No (n=116)

43 (87,7%) 92 (79,3%) 0,270 1,870 0,712-4,908
co Si (n=22) No (n=143)

16 (72,7%) 119 (83,2%) 0,242 0,538 0,191-1,515
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(Continuacion Tabla 9: Analisis Univariante poblacion global: Amputacion)

p RR 1C95%

AMPUTACION =S
NM Si (n=51) No (n=114)

44 (86,2%) 91 (79,8%) 0,387 1,589 0,635-3,984
OZ2cron Si(n=7) No (n=158)

7 (100%) 128 (81%) 0,352 1,055 1,014-1,097
HP Si (n=23) No (n=142)

23 (100%) 112 (78,8%) 0,009 1,205 1,117-1,301
IRC  Si(n=51) No (n=114)

45 (88,2%) 90 (78,9%) 0,192 2,000 0,763-5,242
NRL  Si(n=5) No (n=160)

4 (80%) 131 (81,8%) 0,082 5,955 0,772-45,954
Buerger Si (n=16) No (n=149)

7 (43,7%) 128 (85,9%) 0,000 0,128 0,043-0,380
Numero procedimientos guirdrgicos previos

Tto médico (n=72)

52 (72,2%)

<=2 procedimientos (n=67) 0,011

58 (86,6%)

>=3 procedimientos (n=26)

25 (96,1%)

Solo Tratamiento Médico (sin posibilidad de tratamiento quirdrgico revascularizador)

Si (n=72) No (n=93)

52 (72,2%) 83 (89,2%) 0,008 0,313 0,136-0,722
AG Si (n=109) No (n=56)

86 (78,9%) 49 (87,5%) 0,206 0,534 0,214-1,335
AC Si (n=78) No (n=87)

67 (85,9%) 68 (78,1%) 0,229 1,702 0,753-3,847
AG+AC Si (n=20) No (n=145)

16 (80%) 119 (82%) 0,763 0,874 0,270-2,830
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(Continuacion Tabla 9: Analisis Univariante Poblacion Global: Amputacion )

p RR IC 95%

AMPUTACION = SI
Hemorreol6gico

Si (n=86) No (n=79)

75 (87,2%) 60 (75,9%) 0,071 2,159 0,954-4,885
Estatina Si (n=83) No (n=82)

71 (85,5%) 64 (78%) 0,232 1,664 0,744-3,721
ARA-I1 Si(n=21) No (n=144)

14 (66,6%) 121 (84%) 0,069 0,380 0,138-1,045
IECA Si(n=59) No (n=106)

49 (83%) 86 (81,1%) 0,835 1,140 0,494-2,630
Sugiran Si (n=29) No (n=136)

23 (79,3%) 112 (n=82,3%) 0,791 0,821 0,302-2,235
Triple Terapia (Antiagregante+Estatina+Hipotensor)

Si (n=56) No (n=109)

48 (85,7%) 87 (79,8%) 0,401 1,517 0,628-3,667
Terapia Angiogénica

Si (n=45) No ( n=120)

19 (42,2%) 116 (96,6%) 0,000 0,025 0,008-0,080

Abreviaturas:

ADO: antidiabético oral; HTA : hipertension arterial; DLP: dislipemia; ICA: insuficiencia cardiaca; CI: cardiopatia
isquémica; CV: cardiopatia valvular; CA: cardiopatia arritmogénica; CQ: correccion quirtrgica de la cardiopatia;
NM: neumopatia cronica tipo bronquitis o enfisema; O2cron: oxigenoterapia cronica; HP: hepatopatia virus hepatitis
B/C crénica; IRC: insuficiencia renal cronica/nefropatia cronica; NRL: antecedente neurolégico isquémico
Ictus/AIT; AG: antiagregante; AC:anticoagulante; AG+AC: antiagregante+anticoagulante; ARA-II: antagonista de

receptor de Angiotensina-1I; IECA: inhibidor de la enzima conversora de angiotensina.
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Tabla 10

ANALISIS MULTIVARIANTE POBLACION GLOBAL: AMPUTACION
Amputados poblacion global n= 135

Célculo Multivariante con inclusion de la Probabilidad de Pertenencia a Grupo

Angiogénesis (Propensity Score Angiogénesis)

Variables en la ecuacion

B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) 1.C. 95% para
EXP(B)
Inferior Superior
Angiogenesis -4,306 1,088 19,519 1 0,000 0,008 0,001 0,069
Diabetes 1,980 0,613 10,415 1 0,001 7,240 2,176 24,093
Hepatopatia 23,806 6192,686 0,000 1 0,997  2,181E+10 0,000
Neuropatia 0,626 1,258 0,248 1 0,619 1,870 0,159 22,013
Buerger -1,958 1,359 2,078 1 0,149 0,141 0,010 2,023
Ttomedico -1,029 0,711 2,095 1 0,148 0,357 0,089 1,440
Nefropatia 1,145 0,833 1,387 1 0,170 3,142 0,613 16,094
Hemorreologico 2,982 0,821 13,198 1 0,000 19,721 3,947 98,522
Estatinas 0,818 0,628 1,698 1 0,193 2,265 0,662 7,749
ARA-II -1,476 1,093 1,823 1 0,177 0,228 0,027 1,948
PScoreAngiogenesis 3,123 1,893 2,723 1 0,099 22,722 0,556 927,859

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Angiogenesis, Diabetes, Hepatopatia, Neuro, Buerger, ttomedico,

Nefropatia, Hemorreologico, Estatinas, ARA-II, PScoreAngiogenesis.

Resumen del modelo

Paso 1 -2 log de la R cuadrado de Cox y R cuadrado de Nagelkerke
verosimilitud Snell
69,942 0,618 0,824

Prueba de Hosmer y Lemeshow
Paso 1 Chi cuadrado gl Sig.
6,471 8 0,595
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5.1.3 Anadlisis Univariante v Multivariante sobre variable Exitus

Dentro del analisis Univariante (tabla 11), se apreci6 una mayor mortalidad entre los
pacientes con Insuficiencia cardiaca (ICA 60% -vs- No ICA 28,3% RR 3,8 IC95% 1,45-
9,985 p=0,009), Cardiopatia isquémica (CI 47% -vs- No CI 28,2 % RR 2,258 I1C95%
1,042-4,894 p=0,042), antecedente de Cirugia cardiaca (CQ 54,5% -vs- No CQ 28,7%
RR2,985 1C95% 1,197-7,447 p=0,025), y en pacientes con Insuficiencia Renal Crénica
(IRC 49% -vs- No IRC 24,6% RR 2,953 1C95% 1,474-5,919 p=0,004). Aquellos
pacientes que no tenian antecedentes de cirugia de revascularizacion de miembros
inferiores, también presentaron mayor mortalidad en comparacién con los presentaban
algin intento revascularizador previo (Solo tratamiento médico 45,8% -vs- Cirugia
revascularizadora previa 21,5% RR 3,088 1C95% 1,568-6,084 p=0,001). Por el
contrario, los pacientes con diagndstico clinico y arteriografico de enfermedad de
Buerger, presentaron menor mortalidad (Buerger 0% -vs- No Buerger 35,6% RR 0,857
1C95% 0,795-0,924 p=0,002 )

En el andlisis Multivariante (tabla 12), los pacientes sin antecedentes de cirugia de
revascularizacion de miembros inferiores, fueron identificados como grupo de riesgo
para la variable exitus (OR 2,728 1C95% min 1,271 max 5,854 p=0,01). No se identificd
ningun otro factor de riesgo para la variable exitus dentro de la poblaciéon global. No se
identifico sesgo de seleccion en el calculo del Propensity Score (OR 1,99 1C95%

min0,285 max 13,881 p=0,487).
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TABLA 11
ANALISIS UNIVARIANTE POBLACION GLOBAL: EXITUS

Exitus poblacion global n=53
Dentro del factor analizado, entre paréntesis se muestra el valor absoluto de la condiciéon cualitativa analizada

(Si/No). Resultados expresados en valor absoluto y porcentaje, respecto de la variable independiente Exitus = SI.

p RR 1C95%

EXITUS =SlI
Sexo

Masculino (n=118) Femenino (n=47)

34 (28,8%) 19(40,4%) 0,196 1,676 0,828-3,395
Fumador Si (n=67) No (n=98)

13 (19,4%) 40 (40,8%) 0,004 1,913 1,172-3,122
Diabetes Si (n=110) No (n=55)

37 (33,6%) 16 (29,1%) 0,599 1,235 0,611-2,497
HTA  Si(n=102) No (n=63)

37 (36,2%) 16 (25,4%) 0,171 1,672 0,833-3,355
DLP Si (n=62) No (n=103)

21 (33,8%) 32 (31,1%) 0,733 1,136 0,581-2,224
ICA Si (n=20) No (n=145)

12 (60%) 41 (28,3%) 0,009 3,805 1,450-9,985
Cl Si (n=34) No (n=131)

16 (47%) 37 (28,2%) 0,042 2,258 1,042-4,894
CcVv Si (n=18) No (n=147)

7 (38,8%) 46 (31,3%) 0,594 1,397 0,509-3,835
CA Si (n=49) No (n=116)

16 (32,7%) 37 (31,9%) 1,000 1,035 0,507-2,113
cQ Si (n=22) No (n=143)

12 (54,5%) 41 (28,7%) 0,025 2,985 1,197-7,447
NM Si (n=51) No (n=114)

19 (37,2%) 34 (29,8%) 0,371 1,397 0,697-2,800
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(Continuacion Tabla 11: ANALISIS UNIVARIANTE POBLACION GLOBAL: EXITUS)

p RR 1C95%

EXITUS =SI
O2cron Si(n=7) No (n=158)

2 (28,6%) 51 (32,3%) 1,000 0,839 0,157-4,473
HP Si (n=23) No (n=142)

5 (21,7%) 48 (33,8%) 0,338 0,544 0,190-1,555
IRC  Si(n=51) No (n=114)

25 (49%) 28 (24,6%) 0,004 2,953 1,474-5,919
NRL  Si(n=24) No (n=141)

8 (33,3%) 45 (31,9%) 1,000 1,067 0,425-2,675
Buerger Si (n=16) No (n=149)

0 53 (35,6%) 0,002 0,857 0,795-0,924
Numero de procedimientos quirlrgicos previos 0,004

Tto médico (n=72)

32 (44%)

<=2 procedimientos (n=67)

15 (22,4%)

>=3 procedimientos (n=26)

5(19,2%)
Tipo de intervencién vascular 0,006

Bypass (n=67)
14 (20,9%)
Endovascular (n=31)

7(22,6%

Solo Tratamiento Médico (sin antecedente de tratamiento quirudrgico revascularizador)
Si (n=72) No (n=93)
33 (45,8%) 20 (21,5%) 0,001 3,088 1,568-6,084
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(Continuacion Tabla 11: ANALISIS UNIVARIANTE POBLACION GLOBAL: EXITUS)

p RR 1C95%

EXITUS =SI
AG Si (n=109) No (n=56)

34 (31,2%) 19 (34%) 0,728 0,883 0,445-1,753
AC Si (n=78) No (n=87)

28 (35,9%) 25 (28,7%) 0,404 1,389 0,721-2,675
AG+AC Si (n=20) No (n=145)

8 (40%) 45 (31%) 0,449 1,481 0,567-3,874
Hemorreoldgico

Si (n=86) No (n=79)

16 (18,6%) 37 (46,8%) 0,000 0,259 0,129-0,523
Estatina Si (n=83) No (n=382)

29 (34,9%) 24 (29,3%) 0,506 1,298 0,674-2,500
ARA-Il Si(n=21) No (n=144)

7 (33,3%) 46 (31,9%) 1,000 1,065 0,403-2,817
IECA Si(n=59) No (n=106)

25 (42,3%) 28 (26,4%) 0,039 2,048 1,045-4,015
Sugiran Si (n=29) No (n=136)

6 (20,6%) 47 (34,5%) 0,190 0,494 0,188-1,297
Triple Terapia (Antiagregante+Estatina+Hipotensor)

Si (n=56) No (n=109)

22 (39,3%) 31 (28,4%) 0,164 1,628 0,826-3,210
Terapia Angiogénica

Si (n=45) No (n=120)

13 (28,9%) 40 (33,3%) 0,709 0,813 0,385-1,717

Abreviaturas:

ADO: antidiabético oral; HTA : hipertension arterial; DLP: dislipemia; ICA: insuficiencia cardiaca; CI: cardiopatia
isquémica; CV: cardiopatia valvular; CA: cardiopatia arritmogénica; CQ: correccion quirtrgica de la cardiopatia;
NM: neumopatia cronica tipo bronquitis o enfisema; O2cron: oxigenoterapia cronica; HP: hepatopatia virus hepatitis
B/C crénica; IRC: insuficiencia renal cronica/nefropatia cronica; NRL: antecedente neuroldgico isquémico
Ictus/AIT; AG: antiagregante; AC:anticoagulante; AG+AC: antiagregantetanticoagulante; ARA-II: antagonista de

receptor de Angiotensina-II; IECA: inhibidor de la enzima conversora de angiotensina.
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TABLA 12
ANALISIS MULTIVARIANTE POBLACION GLOBAL: EXITUS
Exitus poblacion global n =53

Calculo Multivariante con inclusion de la Probabilidad de Pertenencia a Grupo
Angiogénesis (Propensity Score Angiogénesis)

Variables en la ecuacion

B E.T. Wald o] Sig. Exp(B) 1.C. 95% para
EXP(B)
Inferior Superior

Fumador -0,623 0,436 2,039 1 0,153 0,536 0,228 1,261
InsuficienciaCardiaca 0,027 0,596 0,002 1 0,964 1,027 0,320 3,302
Cardiopatia 0,412 0,523 0,620 1 0,431 1,510 0,542 4,207
Cardiopatiaoperada 0,243 0,649 0,141 1 0,708 1,275 0,358 4,546
Nefropatia 0,613 0,477 1,652 1 0,199 1,846 0,725 4,700
Buerger -20,935  9454,511 0,000 1 0,998 0,000 0,000

ttomedico 1,003 0,390 6,632 1 0,010 2,728 1,271 5,854
Hemorreo -1,633 0,387 17,787 1 0,000 0,195 0,091 0,417
Hipotensores -0,595 0,428 1,931 1 0,165 0,551 0,238 1,277
Vasodilat -0,913 0,573 2,538 1 0,111 0,401 0,131 1,234
PScoreAngiogenesis 0,688 0,991 0,482 1 0,487 1,990 0,285 13,881

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Fumador, Insuficiencia Cardiaca, Cardiopatia Isquémica, Cardiopatia

operada, Nefropatia, Buerger, Ttomedico, Hemorreo, Hipotensores, Vasodilatador ( Sugiran ), Propensity Score

Angiogenesis.

Resumen del modelo

Paso 1 -2 log de la R cuadrado de Cox y R cuadrado de Nagelkerke
verosimilitud Snell
158,843" 0,345 0,460

Prueba de Hosmer y Lemeshow
Paso 1 Chi cuadrado gl Sig.
10,829 8 0,212
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5.1.4 Tablas de Supervivencia (Kaplan-Meier ) : global y por grupos

La tasa de salvamento de Extremidad de la poblacién Global fue del 36,1% a los 12
meses del seguimiento (Figura 29, tabla 13). El resumen del procesamiento de los casos,

y la tabla de eventos, se expone en el anexo 1 ( tabla 1)

En el analisis por grupos, se objetivd una mayor tasa de salvamento de extremidad en el
grupo Angiogénesis comparado con el grupo Control (media de tiempo en meses:
Angiogenesis 68,7t7,2 -vs- Control: 8,3+1,03; p=0,000). Esta diferencia en la tasa de
salvamento de extremidad, se mantuvo durante el seguimiento de los grupos,
alcanzandose un plateau en la incidencia de amputacion en el grupo Angiogénesis a
partir de los 60 meses de seguimiento (Figura 30, Tablas 14 15). El resumen del

procesamiento de los casos, y la tabla de eventos, se expone en el anexo 1 ( tabla 2 )

Respecto a la mortalidad, la tasa de supervivencia global a los 12 meses fue del 72,4%
(figura 31, tabla 16). Si bien la mortalidad fue similar entre los dos grupos al final del
seguimiento, la mortalidad de los pacientes del grupo control se produjo en un menor
tiempo desde el diagnodstico, en comparacion con los pacientes del grupo Angiogénesis
(media de tiempo en meses Angiogénesis: 79,5+6,7 -vs- Control: 28,7+3,9; p=0,000)
(Figura 32, tabla 17) . El resumen del procesamiento de los casos, y la tabla de eventos,

se expone en el anexo 1 (tablas 3y 4)
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Figura 29: Tasa de salvamento de extremidad. Analisis Global
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Tabla 13: medias y medianas de tiempo de salvamento de extremidad.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Media® Mediana
Estimacion | Error | Intervalo de confianza al | Estimacion | Error | Intervalo de confianza al
tipico 95% tipico 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
24,936 3,046 18,967 30,906 6,867 0,949 5,007 8,726

a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
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Figura 30: Tasa de Salvamento de Extremidad. Analisis por grupos.
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Tabla 14: medias y medianas de tiempo de salvamento de extremidad

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Angiogenesis Media® Mediana
Estimacion | Error Intervalo de Estimacion | Error | Intervalo de confianza
tipico confianza al 95% tipico al 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior | superior inferior superior
No 8,318 1,035 | 6,289 10,347 4,200 0,600 3,023 5,377
Si 68,742 | 7,264 | 54,505 82,980
Global 24,936 | 3,046 | 18,967 30,906 6,867 0,949 5,007 8,726
a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
Tabla 15: analisis comparativo de la tasa de salvamento de extremidad.
Angiogenesis Seguimiento en meses Controles
76,8% 12 18,4%
63,6% 24 7,9%
63,6% 36 5,2%
58,1% 48 0,9%
58,1% 60 0%
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Tabla 16: Tasa Salvamento de extremidad. Estadisticos de comparacion.

Log Rank (Mantel-Cox)

Breslow (Generalized Wilcoxon)

Tarone-Ware

Comparaciones globales
Chi-cuadrado

74,766
52,473
62,743

gl
|
1
1

Sig.

0,000
0,000
0,000

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de Angiogenesis .

Figura 31: Tasa de Supervivencia. Anélisis Global
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Tabla 17: medias y medianas de tiempo de supervivencia global.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Media® Mediana
Estimacion | Error | Intervalo de confianza al | Estimacion | Error | Intervalo de confianza al
tipico 95% tipico 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
54,971 5,749 43,702 66,240 65,067 16,528 32,672 97,461

a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
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Figura 32: Tasa de supervivencia. Analisis por grupos.

Tasa de Supervivencia ( Analisis segiin pertenencia a Grupo Angiogénesis
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Tabla 17: medias y medianas de tiempo de supervivencia.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Angiogenesis Media® Mediana
Estimacion | Error Intervalo de Estimacion | Error Intervalo de
tipico | confianza al 95% tipico confianza al 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior | superior inferior | superior
No 28,732 | 3,917 | 21,056 | 36,409 19,633 3,938 | 11,915 27,352
Si 75,700 | 7,643 | 60,721 | 90,680 92,933 32,580 | 29,077 | 156,789
Global 54,971 5,749 43,702 | 66,240 65,067 16,528 | 32,672 97,461
a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
Tabla 18: Tasa de supervivencia. Estadisticos de comparacion.
Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 16,968 1 0,000
Breslow (Generalized Wilcoxon) 15,599 1 0,000
Tarone-Ware 16,941 1 0,000

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de Angiogenesis .
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5.2 Analisis del grupo Control

Contamos con una poblacion control de 120 pacientes, con una media de edad de
72,8%11,5 afios y una mayor proporciéon de sexo masculino (69,1%). El seguimiento
medio fue de 8,01£10,9 meses [0,1 - 60,8 meses]. El 85% de los pacientes presentaban
lesiones troficas. Un 38,3% de los pacientes no presentaban antecedentes de cirugia de
revascularizacion en el momento del diagndstico. La prevalencia de amputacion de
extremidad en la poblacion control fue del 96,6% (n=116) y la prevalencia de exitus al
final del seguimiento fue del 33,3% (n=40). El resto de la distribucion de

comorbilidades se expone en la tabla 8 del apartado 6.1.1.

5.2.1 Analisis Univariante v Multivariante sobre la variable amputacion.

En el andlisis Univariante de la poblacion control respecto a la variable amputacion
(tabla 20), se apreci6 una mayor prevalencia de amputacion entre los pacientes
hipertensos (HTA 100% -vs- No HTA 90,9% RR 0,909 1C95% 0,828-0,998 p=0,017)
y en tratamiento hemorreoldgico (tratamiento hemorreologico: Si 100% -vs- No 93,1%
RR 0,931 1C95% 0,868-0,999 p=0,052). El analisis Multivariante no identifico
variables relacionadas con el riesgo de amputacion (tabla 21).

La tasa de salvamento de extremidad se expone en la figura 30, y en las tablas 14 y 15

adjuntas a la figura, asi como en la tabla 2 del anexo 1.
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Tabla 20
ANALISIS UNIVARIANTE POBLACION CONTROL: AMPUTACION

Amputados poblacion control n=116
Entre paréntesis se muestra el valor absoluto de la condicion cualitativa analizada (Si/No). Resultados expresados en

valor absoluto y porcentaje, respecto de la variable independiente Amputacion = SI.

p RR 1C95%

AMPUTACION =SI
Sexo

Masculino (n=83) Femenino (n=37)

82 (98,79%) 34 (91,89%) 0,087 0,138 0,014-1,376
Diagnostico

Grado III (n=18) Grado IV (n=102)

18 (100%) 98 (96,07%) 1,000 1,041 1,001-1,082
Fumador Si (n=42) No (n=78)

41 (97,61%) 75 (96,15%) 1,000 1,640 0,165-16,275
Diabetes Si (n=88) No (n=32)

85 (96,59%) 31 (96,87%) 1,000 0,914 0,092-9,118
HTA  Si(n=76) No (n=44)

76 (100%) 40 (90,90%) 0,017 0,909 0,828-0,998
DLP Si (n=43) No (n=77)

43 (100%) 73 (94,80%) 0,295 0,948 0,900-0,999
ICA Si (n=14) No (n=106)

14 (100%) 102 (96,22%) 1,000 0,962 0,927-0,999
Cl Si (n=24) No (n=96)

23 (95,83%) 93 (96,87%) 1,000 0,742 0,074-7,465
Cv Si (n=11) No (n=109)

11(100%) 105 (96,33%) 1,000 0,963 0,929-0,999
CA Si (n=41) No (n=79)

40 (97,56%) 76 (96,20%) 1,000 1,579 0,159-15,675
CQ Si (n=15) No (n=105)

15 (100%) 101 (96,19%) 1,000 0,962 0,926-0,999
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Continuacién Tabla 20: Analisis Univariante poblacion Control: Amputacion

AMPUTACION =S

NM  Si(@®=38)
36 (94,73%)

O2cron Si (n=6)
6 (100%)

HP Si (n=18)
18 (100%)

IRC  Si(n=45)
43 (95,55%)

NRL  Si(@n=21)
20 (95,23%)

Buerger Si (n=4)
4 (100%)

Solo Tratamiento Médico (sin posibilidad de tratamiento quirdrgico revascularizador)

Si (n=46)
44 (95,65%)

AG Si (n=72)

71 (98,61%)

AC Si (n=61)
58 (95,08%)

AG+AC Si (n=11)
11 (100%)

No (n=82)
80 (97,56%)

No (n=114)
110(96,49%)

No (n=102)
98 (96,07%)

No (n=75)
73 (97,33%)

No (n=99)
96 (96,96%)

No (n=116)
112 (96,55%)

No (n=74)
72 (97,29%)

No (n=48)

45 (93,75%)

No (n=59)
58 (98,30%)

No (n=109)
105 (96,33%)

p

0,590

1,000

1,000

0,630

0,542

1,000

0,637

0,301

0,619

1,000

RR

0,451

0,965

0,961

0,589

0,625

0,966

0,611

4,733

0,333

0,963

1C95%

0,061-3,322

0,932-0,999

0,924-0,999

0,080-4,334

0,062-6,321

0,933-0,999

0,083-4,495

0,478-46,918

0,032-3,29

0,929-0,999
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(Continuacion Tabla 20: Analisis Univariante Poblacién Control: Amputacion)

p RR IC 95%

AMPUTACION = SI
Hemorreoldgico

Si (n=62) No (n=58)

62 (100%) 54 (93,10%) 0,052 0,931 0,868-0,999
Estatina Si (n=62) No (n=58)

61 (98,38%) 55 (94,82%) 0,352 3,327 0,336-32,933
ARA-Il Si(n=11) No (n=109)

11 (100%) 105 (96,33%) 1,000 0,963 0,929-0,999
IECA  Si(n=45) No (n=75)

44 (97,77%) 72 (96%) 1,000 1,833 0,185-18,177
Sugiran Si (n=19) No (n=101)

19 (100%) 97 (96,03%) 1,000 0,960 0,923-0,999
Triple Terapia (Antiagregante+Estatina+Hipotensor)

Si (n=42) No (n=78)

41 (97,61%) 75 (96,15%) 1,000 1,640 0,165-16,275

Abreviaturas:

ADO: antidiabético oral; HTA : hipertension arterial; DLP: dislipemia; ICA: insuficiencia cardiaca; Cl: cardiopatia
isquémica; CV: cardiopatia valvular; CA: cardiopatia arritmogénica; CQ: correccion quirargica de la cardiopatia;
NM: neumopatia cronica tipo bronquitis o enfisema; O2cron: oxigenoterapia cronica; HP: hepatopatia virus hepatitis
B/C crénica; IRC: insuficiencia renal cronica/nefropatia cronica; NRL: antecedente neuroldgico isquémico
Ictus/AIT; AG: antiagregante; AC:anticoagulante; AG+AC: antiagregante+anticoagulante; ARA-II: antagonista de

receptor de Angiotensina-II; IECA: inhibidor de la enzima conversora de angiotensina.
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Tabla 21

ANALISIS MULTIVARIANTE POBLACION CONTROL: AMPUTACION

Amputados poblacion Control n=116

Variables en la ecuacion

B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) I.C. 95% para
EXP(B)
Inferior ~ Superior
Fumador(1) -0,730 1,502 0,236 1 0,627 0,482 0,025 9,155
InsuficienciaCardiaca(l) -17,554 8732,486 0,000 1 0,998 0,000 0,000
Nefropatia(1) 2,322 1,551 2,242 1 0,134 10,198 0,488 213,114
ttomedico(1) 0,321 1,419 0,051 1 0,821 1,379 0,086 22,227
Hemorreo(1) -19,647 4144,195 0,000 1 0,996 0,000 0,000
Hipertension(1) -20,170  3851,701 0,000 1 0,996 0,000 0,000
Constante 56,920 10405,108 0,000 1 0,996  5,248E+24
a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Hipertension.
Resumen del modelo
Paso -2 log dela R cuadrado de Cox y R cuadrado de
verosimilitud Snell Nagelkerke
1 13,893? 0,162 0,638
a. La estimacion ha finalizado en el numero de iteracion 20 porque se han alcanzado
las iteraciones maximas. No se puede encontrar una solucion definitiva.

Paso

Prueba de Hosmer y Lemeshow
Chi cuadrado gl
0,220 6

Sig.
1,000
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5.2.2 Anadlisis Univariante y Multivariante sobre la variable exitus.

En el andlisis univariante (tabla 22) , se apreci6 mayor mortalidad entre los pacientes
con Insuficiencia Cardiaca (ICA 64,28 % -vs- No ICA 29,24 RR 4,355 1C95% 1,351-
14,039 p=0,014), Insuficiencia Renal Cronica (IRC 46,66% -vs- No IRC 25,33% RR
2,579 1C95% 1,178-5,645 p=0,027) y en aquellos pacientes sin antecedentes de cirugia
de revascularizaciéon de extremidad (So6lo tratamiento médico: Si 54,34% -vs- No
20,27% RR 4,683 1C95% 2,081-10,537 p=0,000).

El andlisis multivariante (tabla 23), identifico la toma de hemorreologicos como factor
de riesgo de mortalidad (OR 3,166 1C95% 1,235-8,133 p=0,016). El habito tabaquico
mostr6 tendencia a la significacion dentro de las variables analizadas en el estudio de

regresion logistica (OR 2,809 1C95% 0,981-8,040 p=0,054)

El analisis de Kaplan-Meier referido a la tasa de supervivencia, puede consultarse en la

figura 32, y en la tabla 4 del anexo 1.

Ante los resultados obtenidos, se decidi6é realizar un andlisis independiente de los
pacientes que no hubieran tenido antecedentes de cirugia de revascularizacién en el
momento de diagnéstico de ICMI (grupo So6lo Tratamiento Médico), y de aquellos
pacientes sometidos a tratamiento con progenitores hematopoyéticos (grupo

Angiogénesis).
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Tabla 22
ANALISIS UNIVARIANTE POBLACION CONTROL: EXITUS

Exitus poblacion control n =40
Entre paréntesis se muestra el valor absoluto de la condicion cualitativa analizada (Si/No). Resultados expresados en

valor absoluto y porcentaje, respecto de la variable independiente Exitus = SI.

p RR 1C95%

EXITUS =SI
Sexo

Masculino (n=83) Femenino (n=37)

24 (28,91%) 16 (43,24%) 0,145 1,873 0,873-4,190
Diagndstico

Grado III (n=18) Grado IV (n=102)

4 (22,22%) 36 (35,29%) 0,417 1,909 0,585-6,232
Fumador Si (n=42) No (n=78)

7 (16,66%) 33 (42,30%) 0,005 0,273 0,108-0,690
Diabetes Si (n=88) No (n=32)

26 (29,54%) 14 (43,75%) 0,189 0,539 0,234-1,243
HTA  Si(n=76) No (n=44)

26 (34,21%) 14 (31,81%) 0,843 1,114 0,505-2,460
DLP Si (n=43) No (n=77)

14 (32,55%) 26 (33,76%) 1,000 0,947 0,428-2,094
ICA Si (n=14) No (n=106)

9 (64,28%) 31 (29,24%) 0,014 4,355 1,351-14,039
Cl Si (n=24) No (n=96)

11 (45,83%) 29 (30,20%) 0,155 1,955 0,784-4,874
CcVv Si (n=11) No (n=109)

3(27,27%) 37 (33,94%) 0,750 0,730 0,183-2,915
CA Si (n=41) No (n=79)

15 (36,58%) 25 (31,64%) 0,684 1,246 0,564-2,754
CQ Si (n=15) No (n=105)

7 (46,66%) 33 (31,42%) 0,255 1,909 0,639-5,706
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(Continuacién Tabla 22 : Andlisis Univariante poblacion control: Exitus)

p RR 1C95%

EXITUS =Sl
NM Si (n=38) No (n=382)

13 (34,21%) 27 (32,92%) 1,000 1,059 0,470-2,389
OZ2cron Si (n=6) No (n=114)

2 (33,33%) 38 (33.,33%) 1,000 1,000 0,175-5,706
HP Si (n=18) No (n=102)

5(27,77%) 35 (34,31%) 0,787 0,736 0,243-2,233
IRC Si (n=45) No (n=75)

21 (46,66%) 19 (25,33%) 0,027 2,579 1,178-5,645
NRL Si (n=21) No (n=99)

7 (33,33%) 33 (33,33%) 1,000 1,000 0,368-2,715
Buerger Si (n=4) No (n=116)

0 (0%) 40 (34,48%) 0,308 0,655 0,574-0,748

Solo Tratamiento Médico (sin posibilidad de tratamiento quirdrgico revascularizador)

Si (n=46) No (n=74)

25 (54,34%) 15 (20,27%) 0,000 4,683 2,081-10,537
AG Si (n=72) No (n=48)

24 (33,33%) 16 (33,33%) 1,000 1,000 0,461-2,170
AC Si (n=61) No (n=59)

20 (32,78%) 20 (33,89%) 1,000 0,951 0,445-2,032
AG+AC Si (n=11) No (n=109)

3(27,27%) 37 (33,94%) 0,750 0,730 0,183-2,915
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(Continuacién Tabla 22: Analisis Univariante Poblacién Control: Exitus )

p RR 1C 95%

AMPUTACION = SI
Hemorreoldgico

Si (n=62) No (n=58)

12 (19,35%) 28 (48,27%) 0,001 0,257 0,114-0,580
Estatina Si (n=62) No (n=58)

22 (35,48%) 18 (31,03%) 0,699 1,222 0,571-2,618
ARA-Il Si(n=11) No (n=109)

2 (18,18%) 38 (34,86%) 0,333 0,415 0,085-2,020
IECA  Si(n=45) No (n=75)

19 (42,22%) 21 (28%) 0,116 1,879 0,864-4,088
Sugiran Si (n=19) No (n=101)

5(26,31%) 35 (34,65%) 0,600 0,673 0,224-2,024
Triple Terapia (Antiagregante+Estatina+Hipotensor)

Si (n=42) No (n=78)

16 (38,09%) 24 (30,76%) 0,425 1,385 0,630-3,041

Abreviaturas:

ADO: antidiabético oral; HTA : hipertension arterial; DLP: dislipemia; ICA: insuficiencia cardiaca; CI: cardiopatia
isquémica; CV: cardiopatia valvular; CA: cardiopatia arritmogénica; CQ: correccion quirurgica de la cardiopatia;
NM: neumopatia crénica tipo bronquitis o enfisema; O2cron: oxigenoterapia cronica; HP: hepatopatia virus hepatitis
B/C crénica; IRC: insuficiencia renal cronica/nefropatia cronica; NRL: antecedente neuroldgico isquémico
Ictus/AIT; AG: antiagregante; AC:anticoagulante; AG+AC: antiagregante+anticoagulante; ARA-II: antagonista de

receptor de Angiotensina-1I; IECA: inhibidor de la enzima conversora de angiotensina.
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Tabla 23

ANALISIS MULTIVARIANTE POBLACION CONTROL: EXITUS

Exitus poblacion Control n =40

Variables en la ecuacion

B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) 1.C. 95% para

EXP(B)
Inferior  Superior
Fumador(1) 1,033 0,537 3,704 1 0,054 2,809 0,981 8,040
InsuficienciaCardiaca(1) -0,533 0,681 0,613 1 0,434 0,587 0,154 2,230
Nefropatia(1) -0,819 0,477 2,956 1 0,086 0,441 0,173 1,122
ttomedico(1) -1,457 0,459 10,082 1 0,001 0,233 0,095 0,573
Hemorreo(1) 1,152 0,480 5,759 1 0,016 3,166 1,235 8,113
Hipertension(1) 0,387 0,494 0,614 1 0,433 1,473 0,559 3,877
Constante -0,430 0,854 0,254 1 0,614 0,650

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Hipertension.

Resumen del modelo

Paso -2 log de la R cuadrado de Cox y R cuadrado de
verosimilitud Snell Nagelkerke
1 119,192* 0,244 0,339

a. La estimacion ha finalizado en el nimero de iteracion 5 porque las estimaciones de

los parametros han cambiado en menos de ,001.

Prueba de Hosmer y Lemeshow
Paso Chi cuadrado gl Sig.
1 9,962 8 0,268
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5.3 Analisis del grupo Tratamiento Médico: poblacion de pacientes sin antecedente

de cirugia de revascularizacion (S6lo tratamiento médico)

Fueron recogidos un total de 72 pacientes sin antecedente de cirugia de
revascularizacion en el momento del diagnéstico de ICMI. La media de edad fue de
68,63+17,23 afios, con mayor proporcion de sexo masculino (70,8%). El seguimiento
medio fue de 18,6+25,8 meses [0,33-96,47]. El 86,1% de los pacientes de este subgrupo
presentaban lesiones troficas con dolor de reposo asociado. Un 36,1% de los pacientes
de este subgrupo (n=26) recibieron terapia celular. Un 72,2% (n=52) de este subgrupo
precisé amputacion mayor de la extremidad. La mortalidad de este subgrupo de

pacientes fue del 45,83% (n=33).

El resto de las variables demograficas se describen en la tabla 24.

En el andlisis por grupos, se apreciaron diferencias significativas en la frecuencia de
amputacion (Amputacion mayor: Angiogénesis solo tto médico 31,03% -vs- Control
solo tto médico 95,65%; p = 0,000). No se apreciaron diferencias en la mortalidad
referida entre los grupos (Exitus: Angiogénesis solo tto médico 34,48% -vs- 54,34%;

p=0,104). El resto de las variables descritas se muestran en la tabla 25.
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Tabla 24

DEMOGRAFIA DE POBLACION POBLACION SIN ANTECEDENTE DE
TRATAMIENTO QUIRURGICO REVASCULARIZADOR (SOLO TRATAMIENTO

MEDICO)

Resultados expresados en:

- media, desviacion estandar y rango, para variables numéricas continuas

- porcentaje y valor absoluto para variables categoricas

Poblacion Sélo tratamiento médico N=72

- grupo Control n=46
- grupo Angiogénesis n=26
Edad 68,63 + 17,23 afios
Sexo
Masculino
Femenino

Diagnéstico (Leriche-Fontaine)

Grado III

Grado IV

Factores de riesgo vascular

Tabaquismo
Diabetes Mellitus
Hipertension Arterial

Dislipemia

Comorbilidades

Cardiopatia
Insuficiencia cardiaca
Cardiopatia isquémica
Cardiopatia valvular
Cardiopatia arritmogénica
Correccion quirtirgica

Neumopatia

Hepatopatia

Nefropatia

Neurologico

[22-92]
70,8% (n=51)
29,2% (n=21)
13,9% (n=10)
86,1% (n=62)
41,7% (n=30)
63,9% n=46
)
54,2% (n=39)
34,7% (n=25)
13,9% (n=10)
19,4% (n=14)
9,7% n=7
25%0 En=12§)
13,9% (n=10)
25% (n=18)
18,1% (n=13)
34,7% (n=25)
18,1% (n=13
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(continuacion tabla 24: demografia poblacién sélo tratamiento médico)

Antecedentes Vasculares

Arteriosclerosis obliterante 83,3% (n=60)
Tromboangeitis obliterante 16,7% (n=12)
Tratamientos
Farmacologicos
- Antiagregante 68,1% (n=49)
- Anticoagulante 43,1% (n=31)
- Antiagregante+Anticoagulante 11,1% (n=8)
- Hemorreolégico 45,8% (n=33)
- Estatinas 45,8% (n=33)
- Hipotensores 38,9% (n=28)
- Sugiran 18,1% (n=13)
Amputacién mayor 72,2% (n=52)
Exitus 45,8% (n=33)

ABREVIATURAS

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
SAHS: Sindrome de Apnea Hipopnea del Suefio

TEP: Tromboembolismo Pulmonar

VHB / VHC : Virus Hepatitis B/C

AIT : Accidente Isquémico Transitorio

IECA: Inhibidor de Enzima Conversora de Angiotensina

ARA-II: Antagonista Receptor Angiotensina-II
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Tabla 25
DEMOGRAFIA DESCRIPTIVA SOLO TRATAMIENTO MEDICO: ANALISIS POR
GRUPOS

Pacientes Solo Tratamiento Médico: 72
Datos expresados en media, desviacion estandar, valor absoluto y (porcentaje)

ANGIOGENESIS CONTROLES p
(n=26) (n=46)
Edad (afios) 56,5+18,4 [22-79] 75,48+12,1 [37-92] 0,000
Sexo 1,000
Masculino 18 (69,23%) 33 (71,73%)
Femenino 8(30,76%) 13 (28,26%)
Diagndstico 0,479
Grado III 5(19,23%) 5(10,86%)
Grado IV 21 (80,76%) 41 (89,13%)
Factores de Riesgo Vascular
Tabaquismo 16 (61,53%) 14 (30,43%) 0,013
Diabetes 11 (42,30%) 35 (76,08%) 0,006
Hipertension 11 (42,30%) 28 (60,86%) 0,147
Dislipemia 9 (34,61%) 16 (34,78%) 1,000
Comorbilidades
Cardiopatia
- Insuficiencia cardiaca 1 (3,84%) 9 (19,56%) 0,083
- Cardiopatia isquémica 4 (15,38%) 10 (21,73%) 0,556
- Cardiopatia valvular 3 (11,53%) 4 (8,69%) 1,000
- Cardiopatia arritmogénica 2 (7,69%) 16 (34,78%) 0,021
- Correccion quirurgica 3 (11,53%) 7 (15,21%) 0,739
Neumopatia 4 (15,38%) 14 (30,43%) 0,257
Hepatopatia 3 (11,53%) 10 (21,73%) 0,352
Nefropatia 5(19,23%) 20 (43,47%) 0,043
Neuropatia 1 (3,84%) 12 (26,08%) 0,024
Antecedentes Vasculares 0,000
- Arteriosclerosis 15 (57,69%) 45 (97,82%)
- Tromboangeitis/Buerger 11 (42,30%) 1 (2,17%)
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Continuacion tabla 25. Sélo tratamiento médico: analisis por grupos.

Tratamiento Farmacoldgico

- Antiagregacion (AG) 24 (92,30%)
- Anticoagulante (AC) 7 (26,92%)
-AG+AC 5(19,23%)
- Hemorreolégico 13 (50%)

- Estatina 9 (34,61%)
- Hipotensores 11 (42,30%)

(IECAS/ARA-II)
- Vasodilatadores 7 (26,92%)

- AG+Estatinat+Hipotensor 5 (19,23%)

Amputacién Mayor de Extremidad 8 (30,76%)
Exitus 8 (30,76%)
ABREVIATURAS

IRC: Insuficiencia Renal Cronica

AIT: Accidente Isquémico Transitorio

HBPM: Heparina Bajo Peso Molecular

IECA: Inhibidores de Enzima Conversora de Angiotensina
ARA-II: Antagonista Receptor Angiotensina —II

25 (54,34%)
24 (52,17%)

3 (6,52%)
20 (43,47%)
24 (52,17%)

17 (36,95%)

6 (13,04%)

14 (30,43%)

44 (95,65%)

25 (54,34%)

0,001
0,049
0,128
0,630
0,218

0,802

0,202

0,407

0,0001

0,084
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5.3.1 Analisis Univariante v Multivariante sobre la variable Amputacion (solo tto

médico)

Se apreci6 una mayor frecuencia de amputacion en los pacientes diabéticos (Diabéticos
84,78% -vs- No diabéticos 50% RR 5,57 1C95% 1,831-16,953 p=0,002), en pacientes
con Hepatopatia B o C (Hepatopatia 100% -vs- No hepatopatia 66,1% RR 1,33 IC95%
1,14-1,56  p=0,014). Por el contrario, los pacientes con diagnostico clinico de
enfermedad de Buerger (Buerger 30% -vs- No Buerger 80% RR 0,125 1C95% 0,032-
0,485 p=0,002) , y los tratados con progenitores hematopoyéticos presentaron una
menor frecuencia de amputacion ( Angiogénesis 30,76% -vs- Control 95,65% RR 0,02
1C95% 0,004-0,105 p=0,000). El resto de los factores analizados puede apreciarse en la

tabla 25.

En el andlisis multivariante, la Diabetes fue identificada como factor de riesgo de
amputacion (OR 15,879 IC95% min 1,045 max 241,317 p=0,046), mientras que la
terapia celular se identifico como factor protector frente a la amputacion (OR 0,014
IC95% min 0,001 max 0,216 p=0,002). La tabla 26 muestra los factores analizados en

el estudio multivariante.
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TABLA 25

ANALISIS UNIVARIANTE DE LA POBLACION SIN ANTECEDENTE DE
TRATAMIENTO QUIRURGICO REVASCULARIZADOR (SOLO TRATAMIENTO
MEDICO): AMPUTACION

Poblacion sin antecedente de cirugia de revascularizacion n =72 (s6lo tratamiento médico )
Entre paréntesis se muestra el valor absoluto de la condicion cualitativa analizada (Si/No). Resultados expresados en

valor absoluto y porcentaje, respecto de la variable independiente Amputacion = SI.

p RR 1C95%

AMPUTACION =S
Edad  Amputacion (n=52) No amputacion (n=20)

71,92+15,57 60,05+18,73 0,008
Sexo Masculino (n=51) Femenino (n=21)

38 (74,5%) 14 (66,67%) 0,567 0,684 0,227-2,065
Fumador Si (n=30) No (n=42)

19 (63,33%) 33 (78,57%) 0,188 0,471 0,165-1,341
Diabetes Si (n=46) No (n=26)

39 (84,78%) 13 (50%) 0,002 5,571 1,831-16,953
HTA  Si(n=39) No (n=33)

30 (76,92%) 22 (66,67%) 0,430 1,667 0,590-4,709
DLP Si (n=25) No (n=47)

19 (76%) 33 (70,21%) 0,783 1,343 0,443-4,079
ICA Si (n=10) No (n=62)

9 (90%) 43 (69,32%) 0,265 3,977 0,470-33,644
Cl Si (n=14) No (n=58)

11 (78,57%) 41 (70,68%) 0,744 1,510 0,376-6,142
cv Si (n=7) No (n=65)

4 (57,14%) 48 (73,84%) 0,388 0,472 0,996-2,379
CA Si (n=18) No (n=54)

16 (88,89%) 36 (66,67%) 0,078 4,000 0,828-19,325
cQ Si (n=10) No (n=62)

7 (70%) 45 (72,58%) 1,000 0,881 0,204-3,807
NM Si (n=18) No (n=54)

16 (88,89%) 36 (66,67%) 0,078 4,000 0,828-19,325
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(Continuacion Tabla 25: ANALISIS UNIVARIANTE SOLO TTO MEDICO: AMPUTACION)

p RR 1C95%

AMPUTACION =Sl
O2cron Si(n=3) No (n=69)

3 (100%) 49 (71,01%) 0,550 1,061 0,992-1,135
HP Si (n=13) No (n=59)

13 (100%) 39 (66,10%) 0,014 1,333 1,140-1,560
IRC Si (n=25) No (n=47)

21 (84%) 31 (65,95%) 0,166 2,710 0,794-9,249
HM Si (n=2) No (n=70)

1 (50%) 51 (72,85%) 0,481 0,373 0,022-6,259
NRL Si (n=13) No (n=59)

12 (92,3%) 40 (67,79%) 0,095 5,700 0,690-47,101
Buerger Si (n=12) No (n=60)

4 (33,3%) 48 (80%) 0,002 0,125 0,032-0,485
AG Si (n=49) No (n=23)

33 (67,34%) 19 (82,6%) 0,260 0,434 0,127-1,489
AC Si (n=31) No (n=41)

25 (80,64%) 27 (68,85%) 0,193 2,160 0,719-6,492
AG+AC Si (n=8) No (n=64)

6 (75%) 46 (71,87%) 1,000 1,174 0,216-6,365
Hemorreoldgico

Si (n=33) No (n=39)

24 (72,73%) 28 (71,79%) 1,000 1,048 0,372-2,952
Estatina Si (n=33) No (n=39)

26 (78,78%) 26 (66,67%) 0,299 1,857 0,639-5,401
Hipotensores

Si (n=28) No (n=44)

18 (64,28%) 34 (77,27%) 0,284 0,529 0,186-1,507
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(Continuacion tabla 25: ANALISIS UNIVARIANTE SOLO TTO MEDICO: AMPUTACION

p RR 1C95%

AMPUTACION = SI
ARA-2 Si (n=4) No (n=68)

0 52 (76,47%) 0,005 0,800 0,643-0,996
IECA Si(n=24) No (n=48)

18 (75%) 34 (70,83%) 0,786 1,235 0,405-3,763
Vasodilatador

Si (n=13) No (n=59)

8 (61,53%) 44 (74,57%) 0,494 0,545 0,154-1,926
Triple Terapia (Antiagregante+Estatina+Hipotensor)

Si (n=19) No (n=53)

15 (78,94%) 37 (69,81%) 0,558 1,622 0,465-5,655
Terapia Angiogénica

Si (n=26) No (n=46)

8 (30,76%) 44 (95,65%) 0,000 0,020 0,004-0,105

Abreviaturas:

ADO: antidiabético oral; HTA : hipertension arterial; DLP: dislipemia; ICA: insuficiencia cardiaca; CI: cardiopatia
isquémica; CV: cardiopatia valvular; CA: cardiopatia arritmogénica; CQ: correccion quirtrgica de la cardiopatia;
NM: neumopatia cronica tipo bronquitis o enfisema; O2cron: oxigenoterapia cronica; HP: hepatopatia virus hepatitis
B/C cronica; IRC: insuficiencia renal cronica/nefropatia cronica; NRL: antecedente neuroldgico isquémico
Ictus/AIT; AG: antiagregante; AC:anticoagulante; AG+AC: antiagregante+anticoagulante; ARA-II: antagonista de

receptor de Angiotensina-II; IECA: inhibidor de la enzima conversora de angiotensina.
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TABLA 26: ANALISIS MULTIVARIANTE POBLACION SOLO TTO MEDICO:
AMPUTACION

Variables en la ecuacion

B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) I.C. 95% para
EXP(B)

Inferior  Superior

Edad 0,011 0,011 0,881 1 0,348 1,011 0,988 1,034

Diabetes 2,765 1,388 3,967 1 0,046 15,879 1,045 241,317

Cardiop. 1,486 1,915 0,602 1 0,438 4,417 0,104 188,358

Arritmogénica

Neumopatia 1,690 1,392 1,474 1 0,225 5,419 0,354 82,905

Hepatopatia 39,342 11640,639 0,000 1 0,997  1,219E+17 0,000

Neuro -0,539 1,549 0,121 1 0,728 0,583 0,028 12,142

Buerger -16,186  7865,825 0,000 1 0,998 0,000 0,000

Angiogenesis -4,278 1,400 9,334 1 0,002 0,014 0,001 0,216

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Edad, Diabetes, Cardiopatia arritmogénica, Neumopatia, Hepatopatia,

Neuropatia, Enfermedad de Buerger, Angiogenesis.

Resumen del modelo

Paso 1 -2 log de la R cuadrado de Cox y R cuadrado de
verosimilitud Snell Nagelkerke
29,611 0,623 0,830

Prueba de Hosmer y Lemeshow
Paso Chi cuadrado gl Sig.
1 13,298 8 0,102
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5.3.2 Andlisis Univariante v Multivariante sobre la variable Exitus (sélo tto

médico)

En el analisis univariante se aprecio una mayor mortalidad en pacientes con diagnostico
de Insuficiencia Cardiaca (ICA90%-vs-No ICA38,7% RR 14,250 1C95% 1,696-
119,702 p=0,004), e Insuficiencia Renal Cronica (IRC 68% -vs- No IRC 34% RR
4,117 1,463-11,584 p=0,007).

No hubo mortalidad entre los pacientes con diagnostico de enfermedad de Buerger
(Buerger 0% -vs- No Buerger 55% RR 0,692 1C95% 0,562-0,853 p=0,000).

La toma de IECA (IECA 66,6% -vs- No IECA 35,41% RR3,647 IC95% 1,296-10,262
p=0,023) y la asociacion de Antiagregante+Estatina+Hipotensor (Triple terapia 68,42%
-vs- 37,7% RR 3,575 1C95% 1,172-10,907 p=0,031) no se relacion6 con una menor

mortalidad. El resto de las variables analizadas se muestran en la tabla 27.

En el andlisis multivariante la toma de hemorreolégicos se identifico como factor
protector de mortalidad en este grupo de pacientes, sin poder identificar otras variables
asociadas a mortalidad. Los datos incluidos en el andlisis multivariante se muestran en

la tabla 28.
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TABLA 27
ANALISIS UNIVARIANTE POBLACION SIN POSIBILIDAD DE TRATAMIENTO
QUIRURGICO REVASCULARIZADOR (SOLO TRATAMIENTO MEDICO):
EXITUS

Poblacion sin antecedente de cirugia de revascularizacion n =72 (sélo tratamiento médico)
Entre paréntesis se muestra el valor absoluto de la condicion cualitativa analizada (Si/No). Resultados expresados en

valor absoluto y porcentaje, respecto de la variable independiente Exitus = SI.

p RR 1C95%

EXITUS =Sl
Edad  Exitus Si (n=33) Exitus No (n=39)

78,27+11,61 60,46+17,08 0,000
Sexo Masculino (n=51) Femenino (n=21)

21 (41,17%) 12 (57,14%) 0,299 1,905 0,681-5,328
Fumador Si (n=30) No (n=42)

7 (23,33%) 26 (61,90%) 0,002 0,187 0,066-0,536
DM Si (n=46) No (n=26)

23 (50%) 10 (38,46%) 0,461 1,600 0,601-4,259
HTA  Si(n=39) No (n=33)

22 (56,41%) 11 (33,33%) 0,061 2,588 0,990-6,770
DLP Si (n=25) No (n=47)

15 (60%) 18 (38,29%) 0,089 2,417 0,895-6,524
IC Si (n=10) No (n=62)

9 (90%) 24 (38,70%) 0,004 14,250 1,696-119,702
Cl Si (n=14) No (n=58)

8 (57,14%) 25 (43,10%) 0,384 1,760 0,541-5,723
CV Si (n=7) No (n=65)

4 (57,14%) 29 (44,61%) 0,695 1,655 0,343-7,944
CA Si (n=18) No (n=54)

7 (38,88%) 26 (48,14%) 0,590 0,085 0,231-2,033
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Continuacion Tabla 27: ANALISIS UNIVARIANTE SOLO TTO MEDICO:EXITUS

p RR 1C95%

EXITUS=Si
NM Si (n=18) No (n=54)

8 (44,44%) 25 (46,29%) 1,000 0,928 0,317-2,712
02Cron Si (n=3) No (n=69)

1 (33,33%) 32 (46,37%) 1,000 0,578 0,050-6,677
HP Si (n=13) No (n=59)

3 (23,07%) 30 (50,34%) 0,122 0,290 0,072-1,161
IRC Si (n=25) No (n=47)

17 (68%) 16 (34,04%) 0,007 4,117 1,463-11,584
HM Si (n=2) No (n=70)

2 (100%) 31 (44,28%) 0,207 1,065 0,976-1,161
NRL Si (n=13) No (n=59)

6 (46,15%) 27 (45,76%) 1,000 1,016 0,305-3,389
Buerger Si (n=12) No (n=60)

0 33 (55%) 0,000 0,692 0,562-0,853
AG Si (n=49) No (n=23)

21 (42,85%) 12 (52,17%) 0,613 0,688 0,254-1,859
AC Si (n=31) No (n=41)

17 (54,83%) 16 (39,02%) 0,234 1,897 0,737-4,884
AG+AC Si (n=8) No (n=64) 0,456 2,143 0,471-9,741
Hemorreol6gico

Si (n=33) No (n=39)

9 (27,27%) 24 (61,53%) 0,005 0,234 0,086-0,638
Estatina Si (n=33) No (n=39)

19 (57,57%) 14 (35,89%) 0,097 2,423 0,936-6,273
Hipotensores

Si (n=28) No (n=44)

18 (64,28%) 15 (34,09%) 0,016 3,480 1,289-9,394

164




Continuacion Tabla 27: ANALISIS UNIVARIANTE SOLO TTO MEDICO:EXITUS

p RR 1C95%

EXITUS =Sl
ARA-1l Si (n=4) No (n=68)

2 (50%) 31 (45,58%) 1,000 1,194 0,159-8,972
IECAS Si(n=24) No (n=48)

16 (66,67%) 17 (35,41%) 0,023 3,647 1,296-10,262
Vasodilatador

Si (n=13) No (n=59)

5 (38,46%) 28 (47,45%) 0,760 0,692 0,203-2,364
Triple Terapia (Antiagregante+Estatina+Hipotensor)

Si (n=19) No (n=53)

13 (68,42%) 20 (37,73%) 0,031 3,575 1,172-10,907
Terapia Angiogénica

Si (n=26) No (n=46)

8 (30,77%) 25 (54,35%) 0,084 0,373 0,135-1,030

Abreviaturas:

ADO: antidiabético oral; HTA : hipertension arterial; DLP: dislipemia; ICA: insuficiencia cardiaca; CI: cardiopatia
isquémica; CV: cardiopatia valvular; CA: cardiopatia arritmogénica; CQ: correccién quirurgica de la cardiopatia;
NM: neumopatia cronica tipo bronquitis o enfisema; O2cron: oxigenoterapia cronica; HP: hepatopatia virus hepatitis
B/C crénica; IRC: insuficiencia renal cronica/nefropatia cronica; NRL: antecedente neurologico isquémico
Ictus/AIT; AG: antiagregante; AC:anticoagulante; AG+AC: antiagregante+anticoagulante; ARA-II: antagonista de

receptor de Angiotensina-II; IECA: inhibidor de la enzima conversora de angiotensina.
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TABLA 28: ANALISIS MULTIVARIANTE SOLO TRATAMIENTO MEDICO:
EXITUS

Variables en la ecuacion

B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) I.C. 95% para
EXP(B)
Inferior  Superior
Edad 0,015 0,009 2,986 1 0,084 1,015 0,998 1,032
Angiogenesis 0,031 0,875 0,001 1 0,971 1,032 0,186 5,731
Fumador -0,878 0,703 1,559 1 0,212 0,416 0,105 1,649
Hipertension -1,830 0,989 3,423 1 0,064 0,160 0,023 1115
Dislipemia 0,324 0,940 0,119 1 0,730 1,383 0,219 8,733
Insuficiencia 1,924 1,412 1,857 1 0,173 6,849 0,430 109,035
Cardiaca
Nefropatia 0,289 0,739 0,153 1 0,695 1,336 0,314 5,689
Buerger -20,601  10845,510 0,000 1 0,998 0,000 0,000
Hemorreol6gico -2,085 0,732 8,124 1 0,004 0,124 0,030 0,521
Estatinas 1,338 1,062 1,587 1 0,208 3,810 0,475 30,524
Hipotensores 2,474 1,883 1,727 1 0,189 11,875 0,296 475,671
IECAS -0,304 1,701 0,032 1 0,858 0,738 0,026 20,725
Triple terapia -1,652 1,625 1,034 1 0,309 0,192 0,008 4,632

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: edad, Angiogénesis, Fumador, Hipertension, Dislipemia, Insuficiencia
Cardiaca, Nefropatia, Buerger, Hemorreologico, Estatinas, Hipotensores, IECAS, Triple terapia

(AC+Estatina+Hipotensor).

Resumen del modelo

-2 log de la R cuadrado de Cox y R cuadrado de
verosimilitud Snell Nagelkerke
59,225° 0,431 0,575

Prueba de Hosmer y Lemeshow
Chi cuadrado gl Sig.
6,745 8 0,564
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5.3.3. Tablas de Supervivencia ( Kaplan- Meier ): s6lo tratamiento médico

En este subgrupo de pacientes, se aprecid una tasa global de salvamento de extremidad
del 37,1% a 12 meses (figura 33). El resumen del procesamiento de los casos, y la tabla

de eventos, se expone en el anexo 1 (tabla 5)

El andlisis por grupos (figura 34) demostr6 una mayor tasa de salvamento de
extremidad en los pacientes tratados con terapia angiogénica (media de tiempo en
meses: Angiogenesis 6619,2 -vs- Control 5,5t1,1 p=0,000), con una tasa de
salvamento de extremidad a 12 meses del 78,3% en el grupo angiogénesis, frente al 13,7
% del grupo control ( p=0,000). En la tabla 31 se puede apreciar el analisis comparativo
de las tasas de salvamento de extremidad. El resumen del procesamiento de los casos, y

la tabla de eventos, se expone en el anexo 1 ( tablas 6 )

Respecto a la mortalidad en este subgrupo de pacientes, la tasa global de supervivencia
a los 12 meses fue del 61,7% (figura 35). Si bien la mortalidad fue similar entre los dos
grupos al final del seguimiento, la mortalidad de los pacientes del grupo control se
produjo en un menor tiempo desde el diagndstico, en comparacion con los pacientes del
grupo Angiogénesis (media de tiempo en meses Angiogénesis: 68,5+7,9 -vs- Control:
12,4£3,3; p=0,000) (figura 36). El resumen del procesamiento de los casos, y la tabla de

eventos, se expone en el anexo 1 (tablas 7 y 8).
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Figura 33: Tasa de Salvamento de Extremidad (Sélo tto médico). Analisis global.
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Tabla 29: medias y medianas de tiempo de salvamento de extremidad (S6lo Tratamiento

Médico)
Medias y medianas del tiempo de supervivencia
Media® Mediana
Estimacion | Error | Intervalo de confianza al | Estimacion | Error | Intervalo de confianza al
tipico 95% tipico 95%

Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior

28,693 4,697 19,488 37,899 6,133 1,422 3,346 8,920

a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
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Figura 34: Tasa de Salvamento de Extremidad (Sélo tto médico). Analisis por
pertenencia a grupo Angiogénesis o Control.
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Tabla 30: medias y medianas de tiempo de salvamento de extremidad (So6lo Tratamiento

Médico)
Medias y medianas del tiempo de supervivencia
Angiogenesis Media® Mediana
Estimacion | Error | Intervalo de confianza al | Estimacion | Error | Intervalo de confianza al
tipico 95% tipico 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
No 5,567 1,139 3,334 7,799 2,500 0,377 1,762 3,238
Si 66,928 7,903 51,437 82,418
Global 28,693 4,697 19,488 37,899 6,133 1,422 3,346 8,920

a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Tabla 31: analisis comparativo de tasas de salvamento de extremidad. Solo Tratamiento

Médico
Angiogenesis (tto médico) meses Control (tto médico)
78,3% 12m 13,7%
78,3% 24 m 2,3%
78,3% 36 m 0%
67,8% 48 m 0%
67,8% 60 m 0%
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Tabla 32: Tasa Salvamento de extremidad. S6lo Tratamiento Médico. Estadisticos de
comparacion

Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 46,641 1 0,000

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de

Angiogenesis .

Figura 35: Tasa de Supervivencia (Solo tto médico). Analisis global.
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Tabla 33: medias y medianas de tiempo de supervivencia (Solo Tratamiento Médico)

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Media® Mediana
Estimacion | Error | Intervalo de confianza al | Estimacion | Error Intervalo de confianza al
tipico 95% tipico 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
42,405 6,228 30,198 54,611 33,367 16,863 0,316 66,417

a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
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Figura 36: Tasa de Supervivencia (So6lo tto médico). Analisis por grupos.
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Tabla 34: medias y medianas de tiempo de supervivencia (S6lo Tratamiento Médico).

Analisis por grupos.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Angiogenesis Media® Mediana
Estimacién | Error | Intervalo de confianza al | Estimacién | Error | Intervalo de confianza al
tipico 95% tipico 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
No 12,423 3,349 5,858 18,987 5,633 1,984 1,745 9,522
Si 68,525 7,907 53,027 84,023 67,633 2,636 62,466 72,801
Global 42,405 6,228 30,198 54,611 33,367 16,863 0,316 66,417
a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
Tabla 35: Estadisticos de comparacion
Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 22,785 1 0,000
El vector de ponderaciones de tendencia es -1, 1. Este es el valor por defecto.
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5.4 Analisis del Grupo Angiogénesis: poblaciéon de pacientes sometidos a

tratamiento con progenitores hematopoyéticos.

5.4.1. Datos Clinicos.

5.4.1.1 Andlisis descriptivo.

Fueron incluidos un total de 45 pacientes (50 extremidades) con los criterios de
inclusion establecidos y sin criterios de exclusion. La media de edad fue de 61,07 *
16,08 afios, con mayor proporcion de individuos varones (77,7%). El seguimiento
medio fue de 41,65£34,9 meses [2,13-111,7]. Todos los pacientes presentaron dolor de
reposo, y un 75% de los pacientes presentaban lesiones tréficas en el momento de la
inclusion. A lo largo del seguimiento un 42,2% de los pacientes (n=19) precisaron de
amputaciéon mayor de la extremidad tratada. La proporcion de exitus al final del
seguimiento fue del 28,8% (n=13). El resto de las caracteristicas de la poblacion se

recogen en la tabla 8 de punto 6.1.1.

5.4.1.2 Andlisis Univariante v Multivariante sobre la variable

Amputacion ( grupo Angiogénesis).

En el analisis univariante respecto de la variable Amputacion (tabla 36), se aprecié una
mayor frecuencia de amputaciones entre los pacientes diabéticos ( Diabetes 56,52% -vs-

No diabetes 25,93% RR 3,714 1C95% 1,128-12,232 p=0,043 ), pacientes con
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neumopatia cronica tipo bronquitis o enfisema ( NM 64,28% -vs- No NM 30,55% RR
4,091 IC95% 1,111-15,057 p=0,052), y pacientes con hepatopatia crénica B o C ( HP
100% -vs- No HP 33,3% RR 1,33 1C95% 1,035-1,717 p=0,007 ). Dentro de los
tratamientos farmacoldgicos, la toma de hemorreoldgicos, se asociaba a una mayor
frecuencia de amputacion (Si 53,8% -vs- No 25% RR 3,5 1C95% 1,051-11,660

p=0,048).

En el analisis multivariante (tabla 37), la Diabetes (OR 8,793 1C95% min 1,491 méx
51,870 p=0,016 ), y el tratamiento farmacoldgico con Hemorreoldgicos ( OR 7,337
IC95% min 1,284 méx 41,921 p=0,025 ), fueron identificados como factores de riesgo

de amputacion.
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TABLA 36: ANALISIS UNIVARIANTE DE LA POBLACION SOMETIDA A
TRATAMIENTO ANGIOGENICO. VARIABLE AMPUTACION

Pacientes sometidos a tratamiento angiogénico: 45 (n=50 extremidades. Cinco pacientes fueron tratados de las dos
extremidades ). Extremidades amputadas: 20
Resultados expresados en valor absoluto y porcentaje, respecto de la variable independiente AMPUTACION = SI,

sobre una poblacion de 50 extremidades tratadas.

p RR 1C95%

AMPUTACION = SI
Amput. Si (n=20) No (n=30)
Edad  62,70+15,24 59,37+15,75 0,461
Sexo Masculino (n=39) Femenino (n=11)

17 (43,59%) 3 (27,27%) 0,489 0,485 0,112-2,111
Fumador Si (n=28) No (n=22)

13 (46,43%) 7 (31,82%) 0,387 1,857 0,579-5,592
Diabetes Si (n=23) No (n=27)

13 (56,52%) 7 (25,93%) 0,043 3,714 1,128-12,232
HTA  Si(n=29) No (n=21)

11 (37,93%) 9 (42,86%) 0,776 0,815 0,259-2,559
DLP Si (n=20) No (n=30)

8 (40%) 12 (40%) 1,000 1,000 0,315-3,174
IC Si (n=7) No (n=43)

1(14,29%) 19 (44,18%) 0,219 0,211 0,023-1,902
Cl Si (n=11) No (n=39)

4 (36,36%) 16 (41,03%) 1,000 0,821 0,206-3,279
cv Si (n=7) No (n=43)

3 (42,85%) 17 (39,53%) 1,000 1,147 0,228-5,779
CA Si (n=8) No (n=42)

3 (37,5%) 17 (40,47%) 1,000 0,882 0,186-4,192
NM Si (n=14) No (n=36)

9 (64,28%) 11 (30,55%) 0,052 4,091 1,111-15,057
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(Continuacion tabla 36: Analisis Univariante poblacion Angiogénesis para la variable Amputacion )

AMPUTACION = SI

O2cron Si(n=1)
1 (100%)

HP Si (n=5)
5 (100%)

B
O

Si (n=6)
2 (33,33%)

E

Si (n=2)
0

=z
Y
=

Si (n=3)
3 (100%)

Buerger Si (n=14)
3 (21,42%)

So6lo tratamiento Médico

Si (n=29)
9 (31,03%)

AG  Si(n=42)
16 (38,09%)

AC Si (n=21)
10 (47,62%)

AG+AC Si (n=13)
6 (46,15%)

Hemorreolégico

Si (n=26)

14 (53,85%)
Estatina Si (n=21)

10 (47,62%)
Hipotensores

Si (n=27)

8 (29,63%)

No (n=49)
19 (38,77%)

No (n=45)
15 (33,33%)

No (n=44)
18 (40,91%)

No (n=48)
20 (41,66%)

No (n=47)
17 (36,17%)

No (n=36%)
17 (47,22%)

No (n=21)
11 (52,38%)

No (n=8)
4 (50%)

No (n=29)
10 (34,48%)

No (n=37)
14 (37,83%)

No (n=24)

6 (25%)

No (n=29)
10 (34,48%)

No (n=23)
12 (52,17%)

0,400

0,007

1,000

0,510

0,058

0,118

0,154

0,697

0,393

0,744

0,048

0,393

0,149

RR

1,053

1,333

0,722

0,933

1,176

0,305

0,409

0,615

1,727

1,408

3,500

1,727

0,386

1C95%

0,952-1,164

1,035-1,717

0,119-4,372

0,848-1,027

0,979-1,414

0,073-1,279

0,128-1,309

0,135-2,812

0,548-5,448

0,393-5,049

1,051-11,660

0,548-5,448

0,121-1,234
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(Continuacion tabla 36: Analisis Univariante poblacion Angiogénesis para la variable Amputacion )

AMPUTACION =Sl p RR 1C95%
ARA-11 Si(n=11) No (n=39)

3(27,27%) 17 (43,49%) 0,469 0,485 0,112-2,111
IECA Si(n=16) No (n=34)

5(31,25%) 15 (44,11%) 0,538 0,576 0,164-2,020

Vasodilatador (Sugiran)
Si (n=12) No (n=38)
4 (33,33%) 16 (42,10%) 0,740 0,688 0,176-2,684

Triple terapia ( Antiagregante+Estatina+Hipotensor )
Si (n=14) No (n1=36)
7 (50%) 13 (36,11%) 0,522 1,769 0,507-6,169

Abreviaturas:

ADO: antidiabético oral; HTA : hipertension arterial; DLP: dislipemia; ICA: insuficiencia cardiaca; CI: cardiopatia
isquémica; CV: cardiopatia valvular; CA: cardiopatia arritmogénica; CQ: correccion quirurgica de la cardiopatia;
NM: neumopatia crénica tipo bronquitis o enfisema; O2cron: oxigenoterapia cronica; HP: hepatopatia virus hepatitis
B/C crénica; IRC: insuficiencia renal cronica/nefropatia cronica; NRL: antecedente neuroldgico isquémico
Ictus/AIT; AG: antiagregante; AC:anticoagulante; AG+AC: antiagregante+anticoagulante; ARA-II: antagonista de

receptor de Angiotensina-II; IECA: inhibidor de la enzima conversora de angiotensina.
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TABLA 37: ANALISIS MULTIVARIANTE GRUPO ANGIOGENESIS:
AMPUTACION

Pacientes sometidos a tratamiento angiogénico: 45

Extremidades sometidas a tratamiento angiogénico: 50 ( 5 pacientes fueron tratados de las 2 extremidades )

Variables en la ecuacion

B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) 1.C. 95% para EXP(B)
Inferior ~ Superior
Diabetes 2,174 0,906 5,764 1 0,016 8,793 1,491 51,870
Neumopatia 0,465 0,952 0,239 1 0,625 1,592 0,246 10,289
Hepatopatia 23,745 15426,808 0,000 1 0,999 2,053E+10 0,000
Neuropatia 19,099 19027,306 0,000 1 0,999 1,971E+10 0,000 .
Hemorreoldgico 1,993 0,889 5,023 1 0,025 7,337 1,284 41,921

Resumen del modelo

-2 logdela R cuadrado de Cox y R cuadrado de
verosimilitud Snell Nagelkerke
38,670° 0,436 0,589

Prueba de Hosmer y Lemeshow
Chi cuadrado gl Sig.
1,525 6 0,958
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5.4.1.3 Andlisis Univariante y Multivariante sobre la variable Exitus

(grupo Angiogénesis).

En el anélisis univariante (tabla 38) se aprecid diferencias significativas en la media de
edad de los pacientes con mortalidad asociada (Exitus: Si 70,246,7 afios —vs- No
56,6116,4 afios p=0,003).

Hubo mayor mortalidad entre los pacientes diabéticos ( DM 50% -vs- No DM 8,7% RR
10,5 IC95% 1,969-55,998 p= 0,003), pacientes hipertensos (HTA 42,3% -vs- No HTA
10,52% RR 6,233 1C95% 1,186-32,724 p=0,024), en pacientes con antecedente de
cirugia cardiaca (CQ 71,42% -vs- No CQ 21,05% RR 9,375 1C95% 1,525-57,621
p=0,015), y en pacientes con Insuficiencia Renal Crénica ( IRC 66,6% -vs- No IRC
23,08% RR 6,667 1C95% 1,044-42,553 p=0,049). Los pacientes con diagnostico
clinico de enfermedad de Buerger no presentaron mortalidad asociada al final del
seguimiento ( Buerger 0% -vs- No Buerger 39,3% RR 0,635 1C95% 0,478-0,817
p=0,01)

Entre los tratamientos farmacoldgicos, la toma de anticoagulantes se asoci6 con una
mayor mortalidad (AC 47% -vs- No AC 17,8% RR 4,089 1C95% 1,052-15,8 p=

0,048).

En el andlisis multivariante (tabla 39) no se identificaron factores de riesgo de

mortalidad.
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TABLA 38: ANALISIS UNIVARIANTE DE LA POBLACION SOMETIDA A
TRATAMIENTO ANGIOGENICO. VARIABLE EXITUS

Poblacion sometida a tratamiento angiogénico: 45 Exitus al final del seguimiento: 13 pacientes
Dentro del factor analizado, entre paréntesis se muestra el valor absoluto de la condicién cualitativa analizada

(Si/No). Resultados expresados en valor absoluto y porcentaje, respecto de la variable independiente EXITUS=SI.

EXITUS=SI p RR 1C95%
Edad 0,003
exitus Si: 70,27+6,73

exitus No: 56,6+16,4

Sexo Masculino (n=35) Femenino (n=10)

10 (28,57%) 3 (30%) 1,000 1,071 0,230-4,990
FumadorSi (n=25) No (n=20)

6 (24%) 7 (35%) 0,515 0,586 0,160-2,149
Diabetes Si (n=22) No (n=23)

11 (50%) 2 (8,7%) 0,003 10,500 1,969-55,998
HTA  Si(n=26) No (n=19)

11 (42,30%) 2 (10,52%) 0,024 6,233 1,186-32,748
DLP  Si(n=19) No (n=26)

7 (36,84%) 6 (23,07%) 0,341 1,944 0,528-7,166
1C Si (n=6) No (n=39)

3 (50%) 10 (25,64%) 0,334 2,900 0,502-16,760
Cl Si (n=10) No (n=35)

5 (50%) 8 (22,85%) 0,124 3,375 0,776-14,669
cv Si (n=7) No (n=38)

4 (57,14%) 9 (23,68%) 0,168 4,296 0,806-22,900
CA Si (n=8) No (n=37)

1(12,5%) 12 (32,43%) 0,405 0,298 0,033-2,701
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(Continuacion tabla 38: Analisis Univariante poblacion Angiogénesis para la variable Exitus)

EXITUS=SI p RR 1C95%
co Si (n=7) No (n=38)

5(71,42%) 8(21,05%) 0,015 9,375 1,525-57,621
NM Si (n=13) No (n=32)

6 (46,15%) 7 (21,87%) 0,149 3,061 0,774-12,111
O2cron Si(n=1) No (n=44)

1 (100%) 13 (29,54%) 1,000 0,969 0,910-1,031
HP Si (n=5) No (n=40)

5 (100%) 13 (32,5%) 0,301 0,844 0,727-0,979
IRC Si (n=6) No (n=39)

4 (66,67%) 9 (23,08%) 0,049 6,667 1,044-42,553
HM Si (n=1) No (n=44)

1 (100%) 12 (27,27%) 0,289 1,083 0,926-1,267
NRL Si (n=3) No (n=42)

1.(33,33%) 12 (28,57%) 1,000 1,250 0,103-15,108
Buerger Si (n=12) No (n=33)

0 13 (39,39%) 0,010 0,625 0,478-0,817

Solo Tratamiento Médico

Si (n=26) No (n=19)

8 (30,77%) 5(26,31%) 1,000 1,244 0,333-4,648
AG  Si(n=37) No (n=8)

10 (27,02%) 3 (37,5%) 0,672 0,617 0,124-3,072
AC  Si(n=17) No (n=28)

8 (47,06%) 5 (17,85%) 0,048 4,089 1,052-15,888
AG+AC Si (n=9) No (n=36)

5 (55,56%) 8 (22,22%) 0,094 4375 0,946-20,238

Hemorreoldgico
Si (n=24) No (n=21)
4 (16,67%) 9 (42,85%) 0,098 0,267 0,067-1,058
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(Continuacion tabla 38: Andlisis Univariante poblacion Angiogénesis para la variable Exitus)

EXITUS=SI p RR 1C95%
Estatina Si (n=21) No (n=24)
7 (33,33%) 6 (25%) 0,743 1,500 0,411-5,476

Hipotensores

Si (n=24) No (n=21)

11(45,83%) 2(9,52%) 0,009 8,038 1,523-42,430
ARA-11 Si(n=10) No (n=35)

5 (50%) 8 (22,85%) 0,124 3,375 0,776-14,669
IECA Si(n=14) No (n=24)

6 (42,85%) 7 (29,16%) 0,286 2,571 0,665-9,944

Vasodilatador (Sugiran)
Si (n=10) No (n=35)
1 (10%) 12 (34,28%) 0,238 0,213 0,024-1,885

Triple terapia (Antiagregante+Estatina+Hipotensor)
Si (n=14) No (n=31)
6 (42,85%) 7 (22,58%) 0,286 2,571 0,665-9,944

Abreviaturas:

ADO: antidiabético oral; HTA : hipertension arterial; DLP: dislipemia; ICA: insuficiencia cardiaca; CI: cardiopatia
isquémica; CV: cardiopatia valvular; CA: cardiopatia arritmogénica; CQ: correccion quirurgica de la cardiopatia;
NM: neumopatia cronica tipo bronquitis o enfisema; O2cron: oxigenoterapia cronica; HP: hepatopatia virus hepatitis
B/C crénica; IRC: insuficiencia renal cronica/nefropatia cronica; NRL: antecedente neuroldgico isquémico
Ictus/AIT; AG: antiagregante; AC:anticoagulante; AG+AC: antiagregante+anticoagulante; ARA-II: antagonista de

receptor de Angiotensina-II; IECA: inhibidor de la enzima conversora de angiotensina.
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TABLA 39: ANALISIS MULTIVARIANTE GRUPO ANGIOGENESIS: EXITUS

Pacientes sometidos a tratamiento Angiogénico:

Pacientes exitus al final de seguimiento: 13

45

Variables en la ecuacion

B E.T. Wald gl
edad -0,057 0,026 4,695 1
Diabetes 2,406 1,321 3,316 1
Hipertension -1,703 1,435 1,407 1
Cardiopatiaoperada 1,039 1,160 0,802 1
Nefropatia 1,096 1,165 0,886 1
Buerger -19,468 11052,44 0,000 1
ACO 1,346 1,018 1,748 1
Hipotensores 2,804 1,648 2,893 1

Sig.

0,030
0,069
0,236
0,370
0,347
0,999
0,186
0,089

Exp(B)

0,945
11,095
0,182
2,826
2,993
0,000
3,840
16,506

1.C. 95% para

EXP(B)
Inferior  Superior
0,898 0,995
0,832 147,881
0,011 3,036
0,291 27,445
0,305 29,358

0,000
0,523 28,223
0,653 417,554

Variables introducidas: edad, Diabetes, Hipertension, Cardiopatia operada, Nefropatia, Buerger, Anticoagulantes

orales (ACO), Hipotensores.

Resumen del modelo

-2 logdela R cuadrado de Cox y R cuadrado de
verosimilitud Snell Nagelkerke
33,578 0,473 0,630
Prueba de Hosmer y Lemeshow
Chi cuadrado gl Sig.
16,104 7 0,024
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5.4.1.4 Tablas de Supervivencia (Kaplan-Meier). Grupo Angiogénesis

En el grupo de pacientes tratados con terapia angiogénica, la tasa global de salvamento
de extremidad fue del 76,8% a 12 meses de seguimiento (tabla 15, apartado 6.1.4). La
figura 30 (apartado 6.1.4) muestra la tabla de Kaplan-Meier. La distribucion de eventos
se muestra en la tabla 2 (anexo 1).

Se apreciaron peores tasas de salvamento de extremidad entre aquellos pacientes
diabéticos (media de tiempo en meses: Diabéticos 38,95£8,64 -vs- No diabéticos
86,68+8,14 p=0,003) (figura 37), en pacientes con enfermedad pulmonar (media de
tiempo en meses: Neumopatia 37,16+10,78 -vs- No neumopatia 79,88+7,88 p= 0,007),
(figura 38), en pacientes con enfermedad hepdtica (media de tiempo en meses:
Hepatopatia 20,6648,7 -vs- No hepatopatia 75,37£7,51 p= 0,002), (figura 39) y en
pacientes con tratamiento hemorreologico (media de tiempo en meses: Hemorreoldgico
51,759£10,434 -vs- No hemorreologico 81,9£8,59 p=0,026), (figura 40). La
distribucion de los eventos de las tablas de Kaplan-Meier se muestran en las tablas
9,10,11, y 12 del anexo 1)

A pesar de que las diferencias objetivadas, en términos de amputacién mayor, entre los
pacientes con diagnoéstico clinico de enfermedad de Buerger y los pacientes con
enfermedad arteriosclerdtica no mostraron significacion estadistica, la tasa de
salvamento de extremidad fue superior entre los pacientes con enfermedad de Buerger
tratados con terapia angiogénica (figura 41). La distribucion de los eventos de la tabla

de Kaplan-Meier se muestra en las tablas 13 del anexo 1.

Dentro del grupo de pacientes amputados (n=19), dos pacientes precisaron amputacion

mayor por progresion de infeccion cuténea y el resto por dolor no controlado.
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La mortalidad al final del seguimiento en los pacientes tratados con terapia angiogénica
fue del 28% (tabla 9, apartado 6.1.1), con una tasa de supervivencia a 60 meses del

33,3% (figura 32, apartado 6.1.4) (tabla 4, anexo 1).

El andlisis de Kaplan-Meier demostré mayor tasa de supervivencia en los pacientes No
diabéticos (Diabetes 43,65149,517 -vs- No diabéticos 100,13+£7,197 p=0,000), y en
aquellos que no hubiesen requerido Correccion Quirargica de su patologia cardiaca (CQ
37,49448,2 -vs- No CQ 83,249+7,78 p=0,014). (Figuras 42 y 43). Las causas de

mortalidad se exponen en la tabla 40.

Tabla 40: causas de mortalidad en grupo Angiogénesis

Causa de exitus N° casos
Insuficiencia Cardiaca 5
Neumonia 4
Neoplasia pulmonar 1
Sepsis urinaria 2
Cardiopatia isquémica 1
Total 13
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Figura 37: Tasa de Salvamento de Extremidad (grupo Angiogénesis). Analisis por

pertenencia a grupo con Diabetes.
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Tabla 41: medias y medianas de tiempo (meses) de salvamento de extremidad (grupo
Angiogénesis). Analisis por pertenencia a Diabetes.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Diabetes Media® Mediana
Estimacion | Error | Intervalo de confianza | Estimacion | Error | Intervalo de confianza
tipico al 95% tipico al 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior | superior inferior superior
No 86,685 8,148 | 70,714 102,656
Si 38,945 8,640 | 22,010 55,880 19,667 7,495 4,976 34,357
Global 68,742 7,264 | 54,505 82,980
a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
Tabla 42: estadistico de comparacion
Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 8,888 1 0,003
El vector de ponderaciones de tendencia es -1, 1. Este es el valor por defecto.
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Figura 38: Tasa de Salvamento de Extremidad (grupo Angiogénesis). Analisis por
pertenencia a grupo con Neumopatia
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Tabla 43: medias y medianas de tiempo (meses) de salvamento de extremidad (grupo
Angiogénesis). Analisis por pertenencia a neumopatia.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Neumopatia Media® Mediana
Estimacion | Error Intervalo de Estimacion | Error | Intervalo de confianza
tipico | confianza al 95% tipico al 95%
Limite | Limite Limite Limite
inferior | superior inferior superior
No 79,834 7,885 | 64,380 | 95,288
Si 37,167 10,781 | 16,035 | 58,298 11,267 | 7,150 0,000 25,280
Global 68,742 7,264 | 54,505 | 82,980
a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
Tabla 44: estadisticos de comparacion
Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 7,388 1 0,007

Neumopatia.

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de
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Figura 39: Tasa de Salvamento de Extremidad (grupo Angiogénesis). Analisis por
pertencia a grupo con Hepatopatia.
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Tabla 45: medias y medianas de tiempo (meses) de salvamento de extremidad (grupo
Angiogénesis). Analisis por pertenencia a hepatopatia.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Hepatopatia Media® Mediana
Estimacion | Error Intervalo de Estimacion | Error | Intervalo de confianza
tipico | confianza al 95% tipico al 95%
Limite | Limite Limite Limite
inferior | superior inferior superior
No 75,371 7,518 | 60,636 | 90,106
Si 20,660 8,708 | 3,592 37,728 10,400 | 4,564 1,454 19,346
Global 68,742 7,264 | 54,505 | 82,980
a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
Tabla 46: estadisticos de comparacion
Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 9,151 1 0,002

Hepatopatia.

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de
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Figura 40: Tasa de Salvamento de Extremidad (grupo Angiogénesis ). Analisis por
pertenencia a grupo en tratamiento hemorreolégico.
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Tabla 47: medias y medianas de tiempo (meses) de salvamento de extremidad (grupo
Angiogénesis). Andlisis segun toma de hemorreolédgico.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Hemorreologico Media® Mediana
Estimacion | Error Intervalo de Estimacion | Error Intervalo de
tipico | confianza al 95% tipico | confianza al 95%
Limite | Limite Limite | Limite
inferior | superior inferior | superior
No 81,901 8,599 | 65,047 | 98,755
Si 51,759 110,434 | 31,309 | 72,209 20,667 20,770 | 0,000 | 61,376
Global 68,742 7,264 | 54,505 | 82,980

a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Tabla 48: estadistico de comparacion

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 4,956 1 0,026

El vector de ponderaciones de tendencia es -1, 1. Este es el valor por defecto.
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Figura 41: Tasa de Salvamento de Extremidad (grupo Angiogénesis). Analisis por
pertenencia a grupo con Enfermedad de Buerger.
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Tabla 49: medias y medianas de tiempo (meses) de salvamento de extremidad (grupo
Angiogénesis). Analisis segiin diagnostico de Enfermedad de Buerger.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Enfermedad de Media® Mediana
Buerger Estimacion | Error Intervalo de Estimacion | Error Intervalo de
tipico | confianza al 95% tipico | confianza al 95%

Limite | Limite Limite | Limite
inferior | superior inferior | superior

No 57,840 8,289 | 41,593 | 74,087 67,633 44,527 | 0,000 | 154,907

Si 90,683 10,598 | 69,910 | 111,456

Global 68,742 7,264 | 54,505 | 82,980

a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Tabla 50: estadistico de comparacion

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 3,296 1 0,069

El vector de ponderaciones de tendencia es -1, 1. Este es el valor por defecto.
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Figura 42: Tasa de Supervivencia (grupo Angiogénesis). Analisis por pertenencia a
grupo con Diabetes

Tabla 51:
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Media® Mediana
Intervalo de Intervalo de confianza
confianza al 95% al 95%
Error | Limite Limite Error Limite Limite

Diabetes | Estimacion | tipico | inferior | superior | Estimacion | tipico inferior superior
No 100,129 7,197 | 86,022 114,236

Si 43,651 9,517 | 24,997 62,305 32,267 6,416 19,691 44,842
Global 75,700 7,643 | 60,721 90,680 92,933 32,580 | 29,077 156,789

a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Tabla 52: estadistico de comparacion

Comparaciones globales

Chi-cuadrado

gl

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)

17,581

1

0,000

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles
de Diabetes.
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Figura 43: Tasa de Supervivencia (grupo Angiogénesis). Analisis segun

antecedente de correccion quirurgica de patologia cardiaca.
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Tabla 53: medias y medianas de tiempo (meses) de supervivencia (grupo
Angiogénesis). Analisis seglin antecedente quirtrgico cardiaco.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Media® Mediana
Intervalo de Intervalo de
confianza al 95% confianza al 95%
Correccion Error | Limite Limite Error | Limite Limite
quirurgica Estimacion | tipico | inferior | superior | Estimacion | tipico | inferior | superior
No 83,249 7,783 | 67,994 | 98,505 93,467 |16,509| 61,108 | 125,825
Si 37,494 8,202 | 21,419 | 53,569 32,267 5,062 | 22,345 42,189
Global 75,700 7,643 | 60,721 | 90,680 92,933 32,580 ] 29,077 | 156,789
a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
Tabla 54: estadistico de comparacion.
Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 6,080 1 0,014

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles

de Correccion quirtirgica.
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5.4.1.5 Métodos de control postprocedimiento

Respecto a los métodos de control postprocedimiento, se objetivd una mejoria en las
presiones segmentarias de las extremidades, que se correlacionaron con una mejoria del
indice tobillo brazo (media de ITB: pretratamiento 0,471+0,524 -vs- final seguimiento
0,614+0,481 p=0,063). No se apreciaron diferencias significativas entre las cifras
medias del ITB obtenidas en los pacientes amputados y no amputados, en situacion
basal (media de ITB pretratamiento: amputados 0,580+0,655 -vs- no amputados
0,3984+0,411 p=0,235), y post-tratamiento ( media de ITB post-tratamiento: amputados
0,482+0,543 -vs- no amputados 0,702+0,422 p=0,115).

Se realizé estudio arteriografico a los 12 meses de la implantacion en los 7 primeros
pacientes que presentaron mejoria clinica, hemodindmica y sintomdtica. A pesar de
apreciar un aparente incremento de la circulacion colateral, respecto de la situacion
basal, se decidi6 suspender este procedimiento en los casos posteriores, debido al grado
de subjetividad implicito a la interpretacion de las imagenes, y a la variabilidad de los
resultados en funcién del tiempo de escopia y cantidad de contraste empleado (figura
44). Uno de los pacientes fue valorado mediante Resonancia Magnética Nuclear de

perfusion, apreciando incremento de la perfusion de la extremidad tratada (figura 45).

Desde el punto de vista clinico, los pacientes refirieron mejoria de su calidad de vida,
objetivada por menores necesidades analgésicas y mejoria de la puntuacion en la escala
de valoracion del dolor (Escala Visual Analogica, donde 10 es dolor no controlado y 0
ausencia de dolor. Media de puntuacion EVA: pretratamiento 8,78%1,13 -vs- final de
seguimiento 4,50+3,67 p=0,000).

Se apreciaron diferencias significativas en la media de puntuacion EVA entre los

pacientes amputados y no amputados, en situacién basal (media EVA pretratamiento:
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amputados 9,6+0,68 -vs- no amputados 8,23+1,04 p=0,000 ), y post-tratamiento (

media EVA post-tratamiento: amputados 8,142,65 -vs- no amputados 2,1+1,82

p=0,000).

Figura 44: Arteriografias diagnosticas: Al y A2 son estudios pretratamiento. B1 y
B2 son estudios a los 12 meses postimplantacién. Se identifica incremento de la
circulacion colateral y mayor opacificacion de lechos maleolares.
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Figura 45: ARM perfusién: imagenes paramétricas que muestran la diferencia de
perfusién entre ambas extremidades en el estudio basal (imagen 1), y a los 6 meses
de tratamiento en la pierna derecha (imagen 2). El estudio no corresponde al
paciente de la figura 44.

So6lo se aprecid un Unico caso de elevacion de enzimas hepaticas después de la
movilizacion celular, que se normalizdé a las 2 semanas. El paciente no presentaba
enfermedad hepatica previa, y las serologias virales realizadas previamente a la
inclusion en el estudio fueron negativas. No se apreciaron otros efectos adversos
durante la técnica de movilizacion y/o el proceso de aféresis. Tan sélo un paciente
presentd edema de extremidad en el postoperatorio inmediato, sin sindrome
compartimental asociado. Se realizd estudio mediante ecografia de partes blandas y
sonda doppler, que descartd trombosis venosa profunda. Este edema se atribuy6 al
incremento del volumen compartimental secundario a la implantacion intramuscular.

No se han identificado complicaciones hematologicas ni oncoldgicas derivadas de la
movilizacion, ni de la implantacion de progenitores hematopoyéticos, durante el
seguimiento. El unico paciente que presentd como causa final de muerte,
complicaciones derivadas de un proceso oncoldgico, fue diagnoésticado de neoplasia

pulmonar a los 6 afios del tratamiento con progenitores hematopoyéticos; se trataba de
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un paciente varén, EPOC y con antecedente de tabaquismo activo, por lo que no
creemos probable la relacion causa-efecto entre el tratamiento aplicado y el diagnostico

de neoplasia pulmonar.

5.4.2 Datos Bioldgicos

Se determind peso y talla de los pacientes en cada sesion de aféresis, asi como la
superficie corporal. Se realizaron determinaciones analiticas basales y en el momento
de la aféresis, con el fin de determinar el rendimiento de la movilizacion celular en
sangre periférica tras la administracion de G-CSF. Se realizaron determinaciones
analiticas de la celularidad del in6culo implantado en cada uno de los casos.

El modelo de recogida de datos y los resultados analiticos para cada una de las

extremidades tratadas se exponen en las tablas 16, 17 y 18 del Anexo 1.

5.4.2.1 Analisis de la celularidad basal v rendimiento celular.

Los datos de celularidad basal y post movilizacion celular para cada una de la
extremidades tratadas se exponen en las tablas 16 y 17 del anexo 1. La media de los
datos analiticos se exponen en las tablas 55, 56, 57 y 58. No se apreciaron diferencias
significativas en la celularidad basal de los pacientes, agrupados segun la variable
Amputacion.

Tras el tratamiento con G-CSF, se produjo un rendimiento positivo de las cifras de
leucocitos, neutrdfilos, linfocitos absolutos y monocitos absolutos, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (tabla 59). En el andlisis de datos agrupados
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segun la variable amputacion, no se apreciaron diferencias significativas entre los

grupos (tabla 60).

Tabla 55: Media de la celularidad basal en sangre periférica de los pacientes
sometidos a terapia angiogénica

Estadisticos descriptivos

Minimo Maéaximo Media Desv. tip.
Leucocitos 10*3/microL 4,93 22,16 9,1648 3,41688
Neutrofilos 10*3/microL 2,20 17,50 6,2100 291375
Linfocitos 10*3/microL 0,70 3,80 2,0540 0,79655
Monaocitos 10*3/microL 0,20 1,50 0,6258 0,27885
Hemoglobina g/dI 8,90 16,40 13,0540 1,80237
Hematocrito % 29,20 50,00 39,3644 4,94098
Hematies 10*6/microL 3,18 5,69 4,5094 0,56454
Plaquetas 10*3 / microL 123,00 483,00 246,6248 83,51063

Tabla 56: Celularidad basal. Estratificacion segun variable amputacién

Estadisticos de grupo

Amputacion N Media Desviacion tip. Error tipico p
No 30 8,5683 2,29073 0,41823 0,357
Leucocitos 10*3/microL
Si 20 10,0595 4,54925 1,01724
) ) No 30 5,6767 1,95690 0,35728 0,400
Neutrofilos 10*3/microL
Si 20 7,0100 3,86358 0,86392
No 30 2,0413 0,75002 0,13693 0,890
Linfocitos 10*3/microL
Si 20 2,0730 0,88154 0,19712
) ) No 30 0,6147 0,29445 0,05376 0,881
Monocitos 10*3/microL
Si 20 0,6425 0,26020 0,05818
No 30 12,9767 1,69958 0,31030 0,913
Hemoglobina g/dl
Si 20 13,1700 1,98630 0,44415
) No 30 38,8740 4,23391 0,77300 0,692
Hematocrito %
Si 20 40,1000 5,88647 1,31625
No 30 4,5333 0,53913 0,09843 0,692
Hematies 10*6/microL
Si 20 4,4735 0,61321 0,13712
) No 30 239,4080 77,92661 14,22739 0,526
Plaquetas 10*3 / microL
Si 20 257,4500 92,25735 20,62937
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Tabla 57: media de celularidad en sangre periférica tras movilizacion con G-CSF,
en los pacientes sometidos a terapia angiogénica.

Leucocitos aféresis 10*3/microL

Neutrofilos aféresis 10*3/microL

Linfocitos aféresis 10*3/microL

Monocitos aféresis 10*3/microL

Hemoglobina aféresis g/dl

Hematocrito aféresis %

Hematies aféresis 10*6/microL

Plaquetas aféresis 10*3/microL

Estadisticos descriptivos

Minimo Méaximo
6,94 63,00
4,60 47,60
0,00 9,20
0,20 2,70
8,80 16,40
27,50 50,00
2,99 6,85
89,00 656,00

Media
33,1276
26,5084
2,8680
1,1390
12,8880
38,5080
4,4662
243,9600

Desv. tip.
12,72938
10,51206
1,97639
0,64995
1,69497
4,98131
0,72220
111,02031

Tabla 58:
amputacion.

Celularidad post-movilizacion.

Estratificacion

segun variable

Estadisticos de grupo

Amputacion N Media Desviacion tip.  Error tipico p
Leucocitos aféresis No 30 34,8090 12,86454 2,34873 0,332
10*3/microL Si 20 30,6055 12,41474 2,77602
Neutrofilos aféresis No 30 27,0967 10,22382 1,86661 0,692
10*3/microL Si 20 25,6260 11,13894 2,49074
Linfocitos aféresis No 30 3,0890 2,17345 0,39682 0,649
10*3/microL Si 20 2,5365 1,63422 0,36542
Monocitos aféresis No 30 1,1037 0,61508 0,11230 0,721
10*3/microL Si 20 1,1920 0,71208 0,15923
Hemoglobina No 30 12,7200 1,64073 0,29956 0,685
aféresis10*3/microL Si 20 13,1400 1,78573 0,39930
No 30 37,6500 4,88190 0,89131 0,181
Hematocrito aféresis %
Si 20 39,7950 4,97091 1,11153
Hematies aféresis No 30 4,5090 0,85387 0,15589 0,707
10*6/microL Si 20 4,4020 0,47439 0,10608
Plaquetas aféresis No 30 235,8333 99,43533 18,15432 0,539
10*3/microL Si 20 256,1500 128,19856 28,66607
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Tabla 59: rendimiento celular en sangre periférica tras tratamiento con G-CSF.

Minimo Maximo Media Desv. tip. p
Rendimiento leucocitos -1,01 54,76 23,9628 12,87350 0,000
Rendimiento neutréfilos -1,00 42,90 20,2984 10,72245 0,000
Rendimiento linfocitos absolutos -3,80 7,00 0,8140 1,89747 0,002
Rendimiento monocitos -0,40 2,30 0,5132 0,65313 0,000
absolutos
Rendimiento Hemoglobina -2,30 6,30 -0,1660 1,34458 0,000
Rendimiento Hematocrito -7,40 16,80 -0,8564 4,41955 0,047
Rendimiento Hematies -1,03 2,35 -0,0432 0,65375 0,047
Rendimiento Plaquetas 151,00 173,00 -2,6648 63,31457 0,302
Tabla 60: Rendimiento Celular. Estratificacion segun variable amputacion.
Estadisticos de grupo
Amputacion N Media Desviacion tip.  Error tipico p
No 30 26,2407 12,34350 2,25360 0,322
Rendimiento leucocitos
Si 20 20,5460 13,20481 2,95268 n.s
No 30 21,4200 9,68843 1,76886 0,627
Rendimiento neutros
Si 20 18,6160 12,17659 2,72277 n.s
Rendimiento linfocitos No 30 1,0477 2,07699 0,37921 0,322
absolutos Si 20 0,4635 1,57648 0,35251 n.s
Rendimiento monocitos No 30 0,4890 0,59362 0,10838 0,953
absolutos Si 20 0,5495 0,74829 0,16732 n.s
Rendimiento No 30 -0,2567 1,58407 0,28921 0,134
Hemoglobina Si 20 -0,0300 0,89449 0,20001 n.s
Rendimiento No 30 -1,2240 5,09647 0,93048 0,082
Hematocrito Si 20 -0,3050 3,19300 0,71398 n.s
No 30 -0,0243 0,78807 0,14388 0,322
Rendimiento Hematies
Si 20 -0,0715 0,39101 0,08743 n.s
Rendimiento Plaguetas No 30 -3,5747 45,86628 8,37400 0,559
Si 20 -1,3000 84,40448 18,87341 n.s
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5.4.2.2 Analisis del in6culo

Los datos de la composicion del inoculo para cada una de las extremidades tratadas se
exponen en la tabla 18 del anexo 1. En la tabla 61 se expone la media de las cé€lulas

implantadas en el inoculo.

Tabla 61: media de las células implantadas en el indculo

Estadisticos descriptivos

N Minimo Maéximo Media Desuv. tip.
Indculo: Leucos 1073 / ul 50 3.60 111.00 43.2546 23.01654
Indculo: Plaquetas 1073 / ul 50 72.00 8,800.00 677.7720 1,207.96512
Inéculo: CNT (10°6/ml) 50 36.00 1,110.00 432.5980 230.25717
Indculo: CNT (1078) 50 34.20 555.00 223.4028 108.55461
Indculo: CMN (1078) 50 17.79 442.71 194.6992 88.08298
In6culo: CMN (1078/kg) 50 0.21 8.27 2.6884 1.48109
Inéculo: CD34 (1076) 50 0.79 368.16 72.1094 72.76723
In6culo: CD34 (1076/kg) 50 0.01 6.88 1.0230 1.19235

La media del volumen de sangre procesada durante las sesiones de aféresis fue de
9.778,41+876,53 ml. La media del volumen del indculo extraido fue de 55,22+13,8ml.
El tiempo medio desde el proceso de aféresis hasta el proceso de implantacion

quirtrgica fue de 0,6+0,4 dias.

En el andlisis de datos agrupados segun la variable Amputacion, se aprecié diferencias
en cuanto al porcentaje total de CD34+ del in6culo implantado (CD34 totales %: No
Amputados 0,38+0,34 -vs- Amputados 0,23+0,12 p= 0,034). No se apreciaron
diferencias significativas en el resto de variables analizadas dentro del indculo

implantado, si bien se identifico una tendencia a la significacion en la distribucion de las
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medias de CD34+ (CD34+ x 10°6/ml: No Amputados 87,94+84,64 -vs- Amputados
54,78+39,05 p=0,069). Al aplicar test no paramétricos (Kolmogorov-Smirnov) , este

resultado adquiria significacion estadistica (p=0,043) (Tabla 62)

Tabla 62: Test de Kolmogorov-Smirnov. Estratificacion segun variable
amputacion.

Estadisticos de grupo

Amputacion N Media Desviacion tip.  Error tipico p
Indculo: Leucos 1003/  No 30 46.1280 26.03532 4.75338 0,723
ul Si 20 38.9445 17.29277 3.86678
Indculo: Plaquetas 10r3 No 30 789.7667 1,538.14830 280.82617 0,723
/ul Si 20 509.7800 320.19662 71.59814

No 30 461.3667 260.48040 47.55700 0,723
Inéculo: CNT (1076/ml)

Si 20 389.4450 172.92774 38.66782

No 30 234.2080 126.39150 23.07582 0,723
Inéculo: CNT (1018)

Si 20 207.1950 74.47893 16.65399

No 30 200.5860 100.12094 18.27950 0,950
Inéculo: CMN (1018)

Si 20 185.8690 67.61774 15.11979

No 30 2.7970 1.69926 0.31024 0,361
In6culo: CMN (1078/kg)

Si 20 2.5255 1.09702 0.24530

No 30 87.9407 84.64264 15.45356 0,043
Inéculo: CD34 (1076)

Si 20 54.7890 39.05486 8.73293

No 30 1.2033 1.40346 0.25624 0,230
Inéculo: CD34 (1076/kg)

Si 20 0.7525 0.72919 0.16305

No 28 886.4600 591.41326 111.76660 0,977
Inéculo: CD (1017)

Si 15 737.1573 447.37347 115.51133

No 28 12.4893 9.92821 1.87625 0,997
Inéculo: CD3 (10°7/kg)

Si 15 10.6973 7.29649 1.88395
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Se comprobo una relacion lineal entre el rendimiento en sangre periférica de leucocitos,
neutréfilos y monocitos, y la composicion de CD34+ del indculo. No se identifico una
correlacion positiva entre el rendimiento de plaquetas en sangre periférica y la

composicion del CD34+ del indculo.

Figura 46 A: correlacién lineal Leucocitos - CD 34+

Inéculo: CD34 (10A6)

O Observado
400,004 — Lineal

300,00

200,00

100,00+

0,00 T T T
00 20,00 40,00 60,00

Leucocitos absolutos aferasis

Resumen del modelo
R R cuadrado R cuadrado corregida Error tipico de la estimacion

0,349 0,122 0,103 68,910

La variable independiente es Leucocitos absolutos aferesis.

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Regresion 31525,094 1 31525,094 6,639 0,013
Residual 227933,325 48 4748,611
Total 259458,419 49

La variable independiente es Leucocitos absolutos aferesis.
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Figura 46 B: correlacion lineal Leucocitos - CD 34+/Kg

Inéculo: CD34 ( 10A6/kg)

o Observado
o — Lineal
6,00
o
4,00
[s]
2,00
0,00 . . T
00 20,00 40,00 60,00
Leucocitos absolutos aferesis
Resumen del modelo
R R cuadrado R cuadrado corregida Error tipico de la estimacion
0,365 0,133 0,115 1,121
La variable independiente es Leucocitos absolutos aferesis.
ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Regresion 9,294 1 9,294 7,390 0,009
Residual 60,369 48 1,258

Total 69,663 49

La variable independiente es Leucocitos absolutos aferesis.
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Figura 47 A: correlacion lineal neutréfilos - CD34+

Inéculo: CD34 (1046)

O Observado
400,00 — Lineal
s)
o
300,00
200,00 o
o
(]
100,00
5 © “o o
© o o® %
0,00 ° 2 = | f T
00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Neutrofilos absolutos aferesis
Resumen del modelo
R R cuadrado R cuadrado corregida Error tipico de la estimacion
0,337 0,114 0,095 69,215
La variable independiente es Neutrofilos absolutos aferesis.
ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Regresion 29504,806 1 29504,806 6,159 0,017
Residual 229953,613 48 4790,700

Total 259458,419 49

La variable independiente es Neutrofilos absolutos aferesis.
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Figura 47 B: correlacion lineal neutrofilos - CD34+/kg

Inéculo: CD34 ( 10A6/kg)

O Observado
o — Lineal
6,00
o
4,00
o
2,004 Qo
o © o ]
o Cm & o
0,00 L O?o | f T
00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Neutrofilos absolutos aferesis
Resumen del modelo
R R cuadrado R cuadrado corregida Error tipico de la estimacion
0,310 0,096 0,077 1,145
ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Regresion 6,693 1 6,693 5,102 0,028
Residual 62,971 48 1,312
Total 69,663 49

La variable independiente es Neutrofilos absolutos aféresis.
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Figura 48 A: correlacion lineal monocitos - CD34+

Indculo: CD34 (1046)

400,00+

300,007

200,00

100,00+

T
00 1,00

T
2,00

Monocitos Absolutos aferesis

O Observado
— Lineal

Resumen del modelo

R R cuadrado R cuadrado corregida Error tipico de la estimacion
0,351 0,123 0,105 68,847
ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Regresion 31939,992 1 31939,992 6,738 0,012
Residual 227518,426 48 4739,967
Total 259458,419 49

La variable independiente es Monocitos Absolutos aféresis.
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Figura 48 B: correlacion lineal monocitos - CD34+/Kg

Inéculo: CD34 ( 10A6/kg)

o Observado
o — Lineal
6,00
o]
4,00
Q
0,00 T T T
00 1,00 2,00 3,00
Monocitos Absolutos aferesis
Resumen del modelo
R R cuadrado R cuadrado corregida Error tipico de la estimacion
0,401 0,161 0,143 1,104
La variable independiente es Monocitos Absolutos aféresis.
ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Regresion 11,188 1 11,188 9,183 0,004
Residual 58,476 48 1,218

Total 69,663 49

La variable independiente es Monocitos Absolutos aféresis.
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Figura 49: correlacion lineal plaquetas / CD34+

Indculo: CD34 (1046)

O Observado
400,00+ — Lineal
o]
o]

300,00+
200,00 °
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Q
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[
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0,00 © a0 © T T
00 200,00 400,00 600,00
Plaquetas aferesis
Resumen del modelo
R R cuadrado R cuadrado corregida Error tipico de la estimacion
0,077 0,006 -0,015 73,301

La variable independiente es Plaquetas aféresis.

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica
Regresion 1551,805 1 1551,805
Residual 257906,613 48 5373,054

Total 259458,419 49

La variable independiente es Plaquetas aféresis.

0,289

Sig.
0,593
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5.4.2.3 Tasa de Salvamento de extremidad: analisis por composicion del

inoculo.

Se intentd identificar dinteles de celularidad dentro del indculo que permitiesen
pronosticar una mejor evolucion de las extremidades tratadas. Aquellos pacientes con
un in6culo superior a 1,2x10%6 CD34/kg presentaron menor proporcion de amputacion
respecto a aquellos pacientes con indculos mas pobres (Amputados CD34>1,2x10"6/kg:
15,38% -vs- Amputados CD34<1,2x10"6/kg: 48,64% RR 0,192 1C95% 0,037-0,988
p=0,05).

Se intent6 identificar parametros de celularidad similares en la poblacion leucocitaria y

plaquetar, sin identificar resultados significativos.

En el anélisis de Kaplan-Meier (figura 50) se aprecio una mayor tasa de salvamento de
extremidad en aquellos pacientes con in6culos de CD34+ superiores a 1,2x10"6/kg. La
tasa de salvamento de extremidad entre aquellos pacientes con movilizaciones de
CD34+ superiores a 1,2/kg, fue del 83,3% a los 12 meses del tratamiento, frente al
74,6% de aquellas extremidades tratadas con indculos mas pobres (media de tiempo en
meses: CD34/kg>1,2 94,22+11,28 -vs- CD34/kg<1,2 59,7848,43 p=0,058). Esta tasa se
mantuvo durante todo el seguimiento: tasa de salvamento al final del seguimiento (110
meses) : CD34+/kg>1,2 83% -vs- CD34+/kg<1,2 42% p=0,058.

La tabla de eventos se expone en el anexo 1 (tabla 19).
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Figura 50: tasa de salvamento de extremidad agrupada por CD34+ > ¢ < 1,2x1076/kg

Tasa de Salvamento de Extremidad ( grupo Angiogénesis)

Movilizacién
R CD34 [ KG
INOCULO
- 12
1‘ I Ne
—I5]
0,87 1 —+
£ LH1
3
o
™ 0,6 :
= —_—
£
o
g l S+
b7} 0,44
o
s
[T, ]
0,2
0,0
00 2000 4000 6000 8000 10000 120,00
Seguimiento (meses)
Medias y medianas del tiempo de supervivencia
Movilizacion Media® Mediana
CD34/KG Estimacion | Error | Intervalo de confianza | Estimacion | Error Intervalo de
INOCULO 1.2 tipico al 95% tipico confianza al 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior | superior inferior | superior
No 59,785 8,432 43,259 76,311 41,800 27,650 | 0,000 95,994
Si 94,228 11,287 | 72,105 116,351
Global 68,742 7,264 54,505 82,980

a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Comparaciones globales

Chi-cuadrado

gl Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)

3,604

1 0,058

El vector de ponderaciones de tendencia es -1, 1. Este es el valor por defecto.
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6. DISCUSION

La enfermedad arterial oclusiva de los miembros inferiores, o enfermedad arterial
periférica (EAP), constituye una de las patologias con mayor incidencia en la calidad
de vida de la poblacion actual. Con el aumento de la esperanza de vida, la prevalencia
de la enfermedad ha aumentado y con ello las consecuencias derivadas de la misma. La
EAP se puede clasificar en distintos estadios (Estadios de Fontaine y Clasificacion de
Rutherford) segun su severidad, que van desde la existencia de enfermedad asintomatica
(sin claudicacion intermitente), hasta la presencia de lesiones troficas (gangrena) con o
sin dolor de reposo. La Isquemia Critica de Miembros Inferiores (ICMI) constituye el
estadio mas avanzado de la EAP con grave riesgo de pérdida de extremidad y en el que
la cirugia de revascularizaciéon no debe ser demorada. El objetivo fundamental del
tratamiento de la ICMI es evitar la pérdida de la extremidad y conseguir el alivio de los
sintomas [18, 62]. Con la instauracion de los procedimientos de revascularizacion
percutaneos (angioplastia), la aparicion de las nuevas derivaciones protésicas y el uso de
homoinjertos vasculares, se dispone de una mayor cantidad de recursos técnicos para
realizar la revascularizacion de estos pacientes.

Sin embargo, hasta un 30% de los pacientes con isquemia critica que no se pueden
beneficiar de estas técnicas [232], bien porque no existen lechos arteriales distales aptos
para revascularizar o porque ya han sido agotadas todas las opciones quirurgicas
revascularizadoras. En estos pacientes es preciso un tratamiento médico basado en el
control del dolor y de las lesiones troficas, unido a la farmacoterapia que intente
aumentar la perfusion de la extremidad. En estos pacientes sin posibilidades de cirugia
de revascularizacion, la tasa anual de amputacion mayor en el primer afio puede ser de

hasta el 50% [8, 233].
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De acuerdo con los resultados demostrados en este trabajo, el tratamiento mediante
trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos, aplicados por via intramuscular,
constituye un tratamiento eficaz en aquellos pacientes con diagndstico de ICMI, que no
presenten posibilidades de revascularizacion, obteniendo tasas de salvamento de

extremidad del 58% tras 60 meses de seguimiento.

La investigacion en el campo del desarrollo de nuevos vasos que atenuen las secuelas
clinicas de la ICMI no es nueva, y se ha venido realizando desde el conocimiento de los
procesos de neoangiogénesis tumoral a principios de los afos 70 [22]. La respuesta
fisiologica al estimulo isquémico supone la movilizacion de multiples familias
celulares, (entre las que se incluyen células progenitoras), y la liberacion de multiples
factores reguladores de la angiogénesis, en un proceso complejo y altamente regulado
[160, 195, 227, 230]. Los resultados obtenidos con el uso aislado de factores
angiogénicos, bien como proteinas recombinantes o mediante terapia génica, han hecho
que las investigaciones iniciadas en la década de los afos 90 con células
pluripotenciales hayan captado el interés de la mayoria de los grupos de investigacion
[232-241].

El concepto de la médula 6sea como reserva general de células madre ha hecho que sea
muy frecuentemente utilizada en las distintas investigaciones (tabla 63). Las células
mononucleadas constituyen una reserva celular con capacidad para modular su fenotipo
de acuerdo a las condiciones locales y necesidades fisioldgicas, y son consideradas
como precursores hematopoyéticos con capacidad de diferenciacion endotelial [147-
155, 232]. Dentro de este grupo celular, las que presentan capacidad progenitora

endotelial se identifican inmunofenotipicamente por su marcador de superficie CD34+.
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Las células CD34+ presentan capacidad angioblastica y sintetizan eNOS (6xido nitrico
sintetasa endotelial), lo que determina su capacidad de producir 6xido nitrico en
respuesta a acetilcolina y VEGF de manera dosis-dependiente [147-155]. De manera
fisiologica, existen células progenitoras endoteliales (CPE) circulantes, en una
proporcion inferior al 1% [230] de las células mononucleadas circulantes. En respuesta
a determinados estimulos (entre los que se incluye la terapia hormonal con G-CSF) se
produce un aumento de los niveles circulantes de estas células, debido a: 1) un
incremento de la movilizacion celular de las CPE desde la médula 6sea a sangre
periférica y, 2) un incremento de la diferenciacion de las células CD34+ hacia células de
estirpe endotelial. Todo esto determina su reclutamiento en el tejido isquémico,
contribuyendo a la formacion de una red capilar funcionante. Este proceso se ve
regulado no solo por las CPE movilizadas y reclutadas dentro del tejido isquémico, sino
también por células estromales, linfocitos, neutrdfilos y otras células del sistema
monocito-macrofago encargadas de regular todo este proceso mediante la degradacion
de la matriz extracelular y la liberacion de citocinas proangiogénicas y antiangiogénicas,
en un proceso de alta complejidad y extremadamente regulado. El correcto proceso de
regulacion determina una red capilar normofuncionante en situaciones fisioldgicas de
reparacion tisular, como puedan ser cicatrizacion de heridas y otros procesos
inflamatorios. Sin embargo, la pérdida de la regulacion determinara la aparicion de

neovascularizacion no deseada, como puede ocurrir en los procesos oncoldgicos.
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Tabla 63 : Estudios de terapia celular en isquemia critica. Tomado de : Furmston J
et al. J Cardiovasc Surg 2014: 55 (5): 641-654. [ref. 136]

Author, Year Type of Treatment Patient characteristics Follow- Outcomes
study up
(months
)
Dong, 2013 ' Patient series ~ CD34" cells 25 CLI patients 18 +/-7 Pain free walking time ,
ABPI ,TcPO, ,
Gupta, 2013 1® Double-blind  BM-MSCs 20 CLI patients (10 in 24 ABPI ,restpain ,
RCT treatment arm, 10 received amputation
placebo)
Dubsky, 2013, '¢ Patient series  BM and 28 diabetic patients with 6 TcPO, , amputation
PB-MNCs CLI (17 treated with
BM-MNCs and 11 with
PB-MNCs)
Losordo, 2012 "7 Double-blind ~ CD34" cells 28 CLI patients (7 low dose 12 Amputation
RCT cells, 9 high dose cells and
12 placebo)
Ozturk, 2012 '8 Randomised, = PB-MNCs 40 diabetic patients with 12 Fontaine grade , ABPI
controlled CLI (20 in treatment, 20 , TcPO, , 6-min
received placebo) walking distance , Pain
, ulcer healing
Klepanec, 2012 Randomised,  BM-MNCs 41 CLI patients (21 6 Pain , QoL , TcPO,
19 non-controll intramuscular vs 20 s
ed intra-arterial delivery)
Schiavetta, 2012 Patient series ~ BM aspirate 60 CLI or short distance 12 Laser Doppler blood flow
20 claudication , TcPO,
Walter , 2011 2! Randomised, = BM-MNCs 40 CLI patients (19 in 6 ABPI , Ulcer healing
(PROVASA) double-blind treatment arm, 21 received Limb salvage , Rest
placebo placebo) pain
controlled
Ruiz-Salmeron, Patient series ~ BM-MNCs 20 diabetic patients with 12 Collateral formation ,
2011 % CLI ABPI ,
Murphy, 2011 Patient series ~BM-MNCs 29 CLI patients 12 Toe pressure
toe-brachial index ,
ABPI | restpain ,
QoL
Powell, 2012 2 Randomised, = BM- MSCs and 77 patients (48 in 12 Amputation-free survival
placebo macrophages treatment arm, 24 placebo) , ulcer healing
(RESTORE-CLI)  controlled (‘Ixmyelocel-T")
Gabr, 2011 % Patient series ~ BM-MNCs 20 CLI patients 3 ABPI , walking distance
Benoit, 2011 ¢ Double-blind BM-MNCs 48 CLI (34 in treatment 6 Amputation-free survival
RCT arm, 14 received placebo)
Lu, 2011 % Placebo BM-MSCs or 41 diabetic patients with 24 Pain free walking
controlled BM-MNCs bilateral CLI patients with ABPI ,TcPO, ,Rest
(received BM-MNCs, pain , amputation in
BM-MSCs or placebo) BM-MSCs vs BM-MNCs
Idei, 2011 % Non-randomi ~ BM-MNCs 97 CLI (26 patients with 48 Amputation-free survival
sed, case Buerger’s Disease in ,ABPI , TcPO,
controlled treatment arm, 46 placebo)
series
Tafrati, 2011 % Double-blind  BM aspirate 48 CLI (34 in treatment 12 Amputation , pain
RCT arm, 14 received placebo) ABPI
Lara-Hernandez, Patient series ~ GCSF mobilised 28 CLI patients 14 ABPI ,Pain ,
2010 % CD34/CD133*
cells
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Tabla 63 ( continuacién)

Prochazka, 2010 Randomised BM stem cell 96 CLI patients (42 in 4 Amputation , ABPI
31 controlled concentrate treatment arm, 54 received
standard medical care)
Amann, 2009 32 Patient series ~BM-MNCs 51CLI patients 6 ABPI , TcPO,
Motukuru, 2008 Patient series BM-MNCs 36 (Buerger’s disease, 6 ABPI , TcPO, , Ulcer
3 severity of ischaemia not healing
specified)
Van Tongeren, Patient series  BM-MNCs 27 (IC or CLI) 12 ABPI , Painscore
2008 3 Pain free walking
Motukuru, Patient series ~ BM-MNCs 36 (CLD) 6 ABPI , TcPO, ,ulcer
20083 healing
Gu, 2008 Patient series BM-MNCs 32 (severity of ischaemia 12 ABPI ,TcPO, ,Rest
not specified). 16 pain , collaterals ,
intramuscular and 16 limb salvage
intra-arterial injections
Chochola, 2008 Patient series ~ BM-MNCs 24 CLI patients 12 Fontaine grade ,
36 collaterals , QoL
Huang, 2007 % Randomised, PB-MNCs 150 (AO, severity of 3 ABPI , TcPO, ,Rest
non-controll ischaemia not specified) pain , Pain free walking
ed
Huang, 2007 % Randomised, = BM-MNCs 150 (AO, severity of 3 ABPI ,TcPO, ,Rest
non-controll ischaemia not specified) pain , Pain free walking
ed
Durdu 2006 * Patient series ~ BM-MNCs 28 (rest pain +/- ulcers) 17+/-8  ABPI ,Restpain ,
Qol , collaterals
Kawamura, 2006 Patient series PB-MNCs 92 (75 CLI, 11 1IC, 6 9 Limb salvage for
3 asymptomatic) Fontaine I-I1T
Tateno, 2006 Patient series ~ PB-MNCs 29 (Fontaine III/TV) 12 ABPI ,Pain ,, Pain
free walking , Ulcer
healing
Huang, 2005 #! RCT PB-MNCs 28 (CLLI, various cases) 3 ABPI ,Pain , Laser
Doppler perfusion
Ulcer healing , Pain
free walking
Kawamura, 2005 Patient series ~ PB-MNCs 30 (CLI, various cases) 6+/-5 Limb salvage
42
Yang, 2005 ¥ Patient series ~ PB-MNCs 62 (various severities of 6 ABPI ,TcPO, ,Rest
ischaemia) pain , Pain free walking
Tateishi-Yuyama  Pilot Study BM-MNCs 25 vs 24 controls 6 ABPI ,TcPO, ,Rest
»2002 Double-blind 21 (bilateral ischaemia) — 6 pain ., Pain free walking
(TACT RCT Chronic limb ischaemia +/-
Investigators) ** rest pain/ulcers & ABPI
<0.6
Tateisha-Yuyam Controlled PB-MNCs 21 (bilateral ischaemia) — 6 ABPI ,TcPO, ,Rest
a,2002 # trial Chronic limb ischaemia +/- pain , Pain free walking

rest pain/ulcers & ABPI
<0.6
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Desde la publicacion en 2002 del estudio de Tateishi-Yuyama y colaboradores [114]
han sido numerosos los trabajos donde se ha utilizado la terapia con progenitores
hematopoyéticos como método para incrementar la perfusion de las extremidades con
EAP. Este trabajo ha sido referenciado en maultiples publicaciones y podria ser
considerado la base de los posteriores estudios de terapia celular en isquemia critica de
miembros inferiores. En nuestro caso, nos basamos en la metodologia de este estudio
para desarrollar nuestro trabajo, con dos objetivos: aplicabilidad a la actividad
asistencial diaria y seguridad para el paciente, evitando procedimientos invasivos
innecesarios. Con estas dos premisas, y en colaboracion con el servicio de Hematologia
y Hemoterapia, decidimos la movilizacion celular y la utilizacién de sangre periférica,
como fuente para la obtencion de células hematopoyéticas y endoteliales, evitando asi la
necesidad de la anestesia general para la realizacion del aspirado medular.

En 2010, Fadini y colaboradores [232] publicaron un metaanalisis realizado sobre 40
articulos, en donde se trataron a mas de 700 pacientes con EAP no tributarios de
tratamiento revascularizador por causa de enfermedad difusa o afectacion multiple. La
forma de obtener el indculo celular fue mediante aspirado medular o tras movilizacion
celular con G-CSF y posterior aféresis. Las vias de administracion utilizadas fueron
intramuscular, intrarterial (via femoral) o combinada. El nimero medio de células
mononucleadas implantadas fue de 3,56+2,81 x 10”9, mientras que la media de células
CD34+ trasplantadas fue de 5+1,48 x 10"7. Para conseguir la movilizaciéon de las
células CD34+, el protocolo mas utilizado fue el de Sug de G-CSF por Kg de peso del
paciente y dia, durante un periodo de 4 6 5 dias. Los tratamientos concomitantes
utilizados en los distintos estudios fueron el tratamiento médico Optimo méximo

(control de factores de riesgo vascular clasicos, antiagregacion, hemorreologicos y
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estatinas) de acuerdo con las guias de consenso establecidas, y el desbridamiento

mecanico de las heridas. El seguimiento medio fue de 6 meses.

Los resultados publidados por este metaanalisis demostraron:

1. Mejoria del ITB en todos los estudios con terapia celular: (media ITB
0,46+0,004 basal -vs- 0,63+0,04 postratamiento ; p = 0,011)

2. Mejoria de la TcO2: (media Tc02 mmHg: 22,8428 basal -vs- 35,8+2,9
postratamiento ; p=0,002)

3. Aumento de la distancia de claudicacion: (media en metros: 75,7£19,4 basal -
vs- 402+70,9 postratamiento; p<0,0001)

4. Disminucion del dolor, objetivado por escala EVA (0-10): (media EVA:
6,35+0,43 basal -vs- 2,11+£0,37 postratamiento; p<0,001).

No se detallaron los resultados de las tasas de amputacion pero se aprecid
mejoria en la incidencia de cicatrizacion de las heridas en comparacion con placebo
(OR 3,54 1C95% 1,09-11,51 p= 0,032). Se compararon los resultados obtenidos con el
uso de células aspiradas y movilizadas, apreciando mayores beneficios en términos de
ITB y reduccion de escala EVA con el tratamiento de células movilizadas (p=0,006).
Por otro lado, el uso de células aspiradas se relacion6 con una mayor cicatrizaciéon de
las heridas (p=0,038). En el analisis entre aplicacion intrarterial (via femoral) o
intramuscular, se aprecié mayor mejoria en el ITB y Tc02, asi como en la cicatrizacion
de las heridas, en los pacientes con implantacioén intramuscular, en comparacion con la
aplicacion intrarterial (p=0,029). En términos de seguridad, de los 726 pacientes
tratados, se produjeron 21 muertes, con una mortalidad atribuible del 2,76%.

Otros metanalisis han sido publicados con posterioridad [133,134 136, 233] y todos

ellos con resultados comparables.
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El metanalisis publicado por Wang y colaboradores [233] en julio de 2014, se realizo
sobre mas de 1200 pacientes con diagndstico de ICMI sometidos a tratamiento con
progenitores hematopoyéticos (células mononucleadas). Las vias de administracion
fueron intramuscular e intrarterial. El rango de las dosis utilizadas vari6 entre 10 ®y 10
?_ El objetivo del estudio fue demostrar la eficacia del tratamiento basado en la tasa de
salvamento de extremidad. En el metaanalisis también se analizaron los cambios en el
ITB, TcO2 y escala visual analdgica del dolor (EVA 0-10). Se analizaron més de 31
articulos, con un rango de seguimiento que oscild entre 2 y 24 meses, objetivando
mejoria del ITB y TcO2 en todos los pacientes tratados. En el analisis de la escala EVA
se objetivo una reduccion de mas de 3 puntos al final del seguimiento (p=0,001). Se
objetivd mayores tasas de salvamento de extremidad entre los pacientes sometidos a
terapia celular en comparacion con los grupos control (OR 8,05% IC95% 3,58-18,08
p<0,00001).

Con el disefio prospectivo de nuestro estudio, nuestro objetivo principal fue demostrar
la mejoria en el salvamento de extremidad de los pacientes tratados con este protocolo,
intentando identificar la dosis celular y la composicion del inodculo adecuada para
conseguir este objetivo. Nuestros resultados preliminares, publicados en 2010 [230]
sobre un total de 28 pacientes y con un seguimiento medio de 14 meses, ya mostraron
unos resultados satisfactorios en términos de salvamento de extremidad y mejoria del
control del dolor. Asimismo demostramos que esta terapia presentaba mejores
resultados que el tratamiento cldsico de soporte, con una técnica de movilizacion e
implantacion sin complicaciones ni efectos secundarios en la poblacion tratada.
Nuestros resultados preliminares han sido referenciados en algunos otros textos,
incluidos metaanalisis. A pesar de los datos aportados, y sin criticas respecto a la

metodologia empleada, si que se han interpretado con cautela los resultados obtenidos,
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al carecer en un primer momento de un grupo control, como ha ocurrido con otros
muchos trabajos publicados con anterioridad o posteriormente al nuestro. Esto hizo que
nos plantedsemos obtener una mayor poblacion de pacientes tratados y con una

poblacion control, con el fin de poder dar mayor rigurosidad a nuestros resultados.

Un aspecto muy interesante respecto a la efectividad y seguridad de la terapia con
células mononucleadas para la creaciéon de nuevos vasos (angiogénesis) es la via de
administracion (intrarterial o intramuscular), y la forma de obtencion del inoculo celular

(aspirado directo o c€lulas movilizadas).

Respecto a la via de administracion, la implantacion intramuscular presenta una serie de
beneficios teoéricos respecto de la administracion intrarterial. La administracion
intramuscular permite la colocacion de depositos celulares dentro del tejido isquémico,
lo que permitiria aportar la actividad paracrina de las células progenitoras, asi como un
cierto grado de incorporacion directa en la neovascularizacion en fase de formacion
[136, 242]. En el lado opuesto, la administracion intrarterial s6lo permitiria el depdsito
de las células progenitoras en las zonas circundantes al tejido isquémico [243]. Por otro
lado, con las técnicas de imagen tipo SPECT, PET-TAC y RMN-perfusion, se ha
comprobado que la mayor parte de las células administradas por via intrarterial acaban
secuestradas en el tejido esplénico y hepatico, lo que podria suponer una disminucién de
sus efectos terapéuticos [113, 136, 242, 243]. Con el fin de determinar la eficacia de la
aplicacion intrarterial como via de administracion de la terapia celular, se disefio el
estudio PROVASA [244]. En este estudio multicéntrico, 40 pacientes fueron
aleatorizados en régimen 1:1 con el fin de evaluar los resultados de la administracion de

progenitores hematopoyéticos (células mononucleadas de médula 6sea) en comparacion
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con placebo en pacientes con ICMI. La hipétesis del estudio fue demostrar que la
administracion intrarterial de células mononucleadas se asociaba al incremento de la
perfusion de la extremidad objetivada por un incremento del ITB, reduciendo el dolor
isquémico y mejorando la cicatrizacion de las heridas. Tras la obtencion del aspirado
medular, se realizaba la infusion del inoculo en arteria femoral superficial o en arteria
femoral profunda, en funcion de la topografia de las lesiones arteriograficas. Los
resultados ofrecidos no demostraron diferencias en el ITB entre el grupo de tratamiento
y el grupo placebo, y no se objetivaron diferencias en la evolucion de la enfermedad en
términos de mortalidad ni salvamento de extremidad. Durante el momento de la
redaccion del presente texto, han sido publicados los resultados finales del estudio
JUVENTAS [374]. En este estudio aleatorizado, doble-ciego, y con control con
placebo, se incluyeron 160 pacientes con diagndstico de isquemia critica de miembros
inferiores no revascularizable, a los que se les sometid a 3 inyecciones intrarteriales
separadas por intervalos de 3 semanas, de células mononucleadas de médula 6sea o
placebo. El objetivo primario del estudio fue determinar si la administracion repetida de
células mononucleadas por via intrarterial, podia evitar la amputaciéon mayor de la
extremidad a los 6 meses del tratamiento. Se aprecié mayor tasa de amputacion entre los
pacientes sometidos a tratamiento celular (19% frente a 13% en pacientes sometidos a
placebo ) sin que estas diferencias tuvieran significacion estadistica. La conclusion final
de este estudio ha sido que la administracion intrarterial repetida no aporta beneficios en
términos de salvamento de extremidad, sin embargo, y en base a las publicaciones
existentes, los autores no descartan el efecto beneficioso de la terapia celular en
pacientes con isquemia critica, asumiendo que al no estar adecuadamente definidas las

poblaciones celulares a infundir y las vias de administracién, seran necesarios mas
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estudios para poder evaluar el efecto terapéutico en pacientes con enfermedad arterial
avanzada.

De acuerdo con todo lo anteriormente expuesto y en base a la bibliografia publicada
[232, 243, 245] podriamos considerar que la implantacion intramuscular de progenitores
hematopoyéticos constituye la primera opcion como via de administracion de la terapia
celular en pacientes con ICMI.

En el disefio de nuestro estudio hemos contemplado la via intramuscular exclusivamente
por los motivos fisiopatologicos descritos. Los resultados obtenidos en nuestro proyecto
con la implantacion intramuscular son satisfactorios, y se veria apoyado por los
resultados publicados en otros metanalisis. No podemos afirmar categoéricamente que la
aplicacion intramuscular es el método de implantacion de eleccion al no haber
comparado dos grupos (aplicacion intramuscular y aplicacion intrarterial). Sin embargo,
creemos que a pesar de que la aplicacion intrarterial, conceptualmente, supondria llegar
a una mayor extension de territorio isquémico, la posibilidad de secuestro celular por
parte de otros 6rganos, como ha sido apuntado anteriormente, supondria una limitacion
de la eficacia de la terapia. Esto podria explicar los resultados del estudio JUVENTAS,
en el que a pesar de haber realizado inyecciones repetidas, no se ha conseguido mejorar
la tasa de amputacion. En el lado opuesto, la aplicacién intramuscular repetida
propuesta por Tateishi-Yuyama [114], si que mejord los resultados, lo que nos lleva a
pensar que la aplicacion intramuscular no se ve afectada por el secuestro sistémico. Por
lo tanto, de acuerdo con los resultados de esta tesis doctoral y la bibliografia disponible,
mientras no se realice un estudio comparativo entre las dos vias de administraciéon con
una adecuada potencia estadistica, deberiamos considerar que la aplicacion
intramuscular de progenitores hematopoyéticos constituye la via de administracion de

eleccion.
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Respecto al impacto que las diferencias cualitativas y cuantitativas del indculo celular
tiene en los resultados de estos pacientes, cabe sefialar que en el estudio publicado en
2002 por Tateishi-Yuyama y colaboradores [114], se analiz6 la eficacia del trasplante
autologo de progenitores hematopoyéticos (implantados por via intramuscular). Si bien
no se realizo el disenio del estudio con el fin de evaluar las diferencias entre inodculos, en
su analisis se compar6 los resultados del indculo obtenido directamente por aspirado,
con los del indculo obtenido de sangre periférica mediante movilizacion celular y
posterior aféresis. Se analizaron los resultados sobre 20 pacientes. Si bien se obtuvieron
buenos resultados con ambos inoculos, la mejoria fue mayor en las extremidades
tratadas con in6culo de aspirado medular, en base a los resultados del ITB (0,09 puntos
de diferencia a favor del aspirado medular, IC95% 0,06-0,11 ; p<0,0001), Tc02 ( 13
unidades de diferencia a favor del aspirado medular [9-17] p<0,0001) y escala del dolor
(0,85 puntos menos en EVA a favor del aspirado [1,6-0,12] p<0,0001).

En el afio 2007, Huang y colaboradores [246] realizaron un estudio aleatorizado, en el
que se compard el uso de células mononucleadas obtenidas por aspirado medular con
las obtenidas por aféresis de sangre periférica tras movilizacioén celular, con el fin de
determinar cual era el indculo mas Optimo. Fueron incluidos 150 pacientes con
diagnostico de isquemia cronica de miembros inferiores: 74 pacientes fueron sometidos
a tratamiento con células mononucleadas obtenidas de aspirado medular y 76 pacientes
lo fueron con células mononucleadas obtenidas de sangre periférica tras movilizacion
celular y posterior aféresis. Los pacientes fueron seguidos durante 3 meses. El objetivo
primario fue determinar la seguridad y eficacia de ambos tratamientos, basandose en el
ITB y el dolor en reposo. A pesar de observarse mejoria clinica en ambos grupos, el
estudio comparativo demostrd una mayor mejoria en los pacientes tratados con células

obtenidas de sangre periférica, evaluado por la mejoria en el ITB ( diferencia 0,060,01
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p<0,0001 ) y EVA para dolor en reposo ( diferencia 0,57+ 0,15 p<0,0001). La
conclusion final a la que llegaron los autores del estudio fue que, si bien ambas formas
de obtencion del indculo mejoraba la sintomatologia isquémica, el tratamiento mediante
células obtenidas de sangre periférica era mas practico.

Por otra parte, Fadini y colaboradores [232], en el meta-andlisis publicado en el afio
2010 objetivdé una mejoria mayor, en términos cuantitativos, en el ITB (p=0,006) y
EVA del dolor (p=0,006) en aquellos pacientes sometidos a tratamiento con células
movilizadas de sangre periférica en comparacion con los pacientes tratados con células

obtenidas de aspirado medular. Estos resultados se han corroborado en posteriores

publicaciones [135, 230, 247].

Las células obtenidas por aspirado de la médula 6sea se extraen mediante puncién en las
crestas iliacas posteriores. Estas punciones se efectiian a través de orificios en la piel
bajo anestesia general, ya que permite que el procedimiento sea mas comodo para el
paciente. La duracion aproximada de una aspiracion de médula ésea es de 1 hora. En
algunos casos se puede reponer parte del volumen de sangre extraido mediante una
autotransfusion que se administra durante el procedimiento. Para ello, se le realiza al
donante una extraccion de sangre unos dias antes de la aspiracion de médula osea.

El uso de concentrados celulares obtenidos tras aspirado medular para el tratamiento de
la isquemia critica de miembros inferiores ya ha sido descrito por Kolvenbach [375] y
Amann [376]. En ambos casos el sistema utilizado para la obtencion del concentrado
celular es el sistema Smart Prep BMAC. El sistema SmartPReP2® Bone Marrow
Aspirate Concentrate ( Harvest, Plymouth, MA, USA) consiste en una centrifuga
automatizada controlada por microprocesador, con capacidad de decantacion, que

permite el procesado de la médula 6sea del paciente. La centrifuga es portatil y el
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procesado de la médula 6sea se realiza en el mismo acto quirtrgico del aspirado
medular, proporcionando un concentrado autdlogo de células nucleadas para su
inyeccion inmediata [375]. Es necesario un volumen de 120 ml de aspirado medular
para obtener un concentrado de 20ml. Este concentrado es implantado por via
intramuscular en el territorio isquémico. Este método podria simplificar la obtencion del
in6culo celular, sin necesidad de someter al paciente a dos procedimientos anestésicos.
Sin embargo, en nuestra opinion, su principal limitacidon radica en que no se realiza un
analisis del in6culo previo a su implantacion. En nuestro trabajo, el andlisis cuantitativo
del inoculo previo a la implantacion se ha realizado en todos los casos tratados,
desestimando los indculos con celularidad inferiores a los estipulados (ver seccion
Material y métodos). En nuestro trabajo se han llegado a desestimar indculos con pobre
rendimiento celular, postponiendo la implantaciéon hasta una segunda movilizaciéon y
aféresis. En nuestra opinion creemos que es fundamental conocer la composicion celular
del inoculo implantado con el fin de poder asegurar la eficacia del tratamiento aplicado,

evitando que se convierta en un tratamiento placebo.

En el caso de las células obtenidas de sangre periférica, es necesario movilizar estas
células desde la médula 6sea, porque en condiciones normales su niamero circulante es
escaso. Los pacientes deben recibir durante cinco dias una inyeccion diaria de G-CSF,
tras lo cual son sometidos a un proceso de aféresis mediante venopuncion directa o a
través de catéter venoso central. La duracion de una aféresis es de aproximadamente 1 a
3 horas. Es un procedimiento bien tolerado y, a diferencia del aspirado medular, se
realiza de forma ambulatoria sin necesidad de anestesia general.

La obtencion de células progenitoras hematopoyéticas mediante aféresis sanguinea

practicamente ha pasado a ser el procedimiento estandar frente al aspirado de médula
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6sea como fuente de obtencion de células para el trasplante autélogo o alogénico [248].
Las principales ventajas de utilizar sangre periférica son [249-251] :
1. Los procedimientos de aféresis se realizan sin necesidad de quir6fano o
anestesia
2. Ocasiona menores complicaciones para el paciente porque se evita la puncioén
Osea
3. El coste del procedimiento es menor
4. El paciente tiene una recuperacion hematoldgica mas rapida, sin necesidad de
trasfusiones

5. Se obtiene mayor cantidad de células CD34

Por su facilidad de obtencidén y por permitir una recuperacion de la funcioén
medular mas rapida, los progenitores de sangre periférica son utilizados en la practica
totalidad de los trasplantes autdlogos en el mundo [248, 251] y en Espaiia constituyen el
99,8% de los trasplantes autdlogos de progenitores hematopoyéticos, segin datos
facilitados en la Memoria de Actividad 2013 de la Organizacion Nacional de

Trasplantes (www.ont.es) [252].

La movilizaciéon de los progenitores hematopoyéticos para su posterior recoleccion
mediante aféresis sanguinea evita la invasividad del aspirado medular [253]. El G-CSF
continiia siendo la citocina mas ampliamente utilizada para esta funcion [243, 254].
Estudios en modelos animales [255, 256] han demostrado que las células CD34+
movilizadas por el G-CSF tienen mayor capacidad para formar estructuras tubulares tras
su expansion in vitro, en comparaciéon con las células obtenidas directamente de

aspirado medular. Por otra parte, el uso de G-CSF proporciona entre 60 y 100 veces mas
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concentracion de unidades formadoras de colonias que el aspirado medular [254, 257].
Todos estos datos, han llevado a sugerir que la médula 6sea puede no ser una fuente
Optima para la obtencion de cé€lulas progenitoras endoteliales [258].

Inicialmente disefiado para disminuir los efectos adversos de la neutropenia inducida
por quimioterapia, el G-CSF se us6 por primera vez como farmaco para conseguir la
movilizacion de cé€lulas progenitoras hematopoyéticas en 1988 [259, 260]. Tras la
publicacion de los resultados de los primeros estudios aleatorizados, su uso se fue
extendiendo y actualmente es considerado el "patron oro" de los tratamientos para
conseguir la movilizacion de células progenitoras [254]. La preocupacion inicial por la
posibilidad de activar enfermedades malignas linfohematopoyéticas en individuos sanos
genéticamente predispuestos, desaparecio tras la publicacion de los seguimientos a largo
plazo [261]. Actualmente, se considera que el uso de G-CSF como farmaco inductor de
la movilizacion celular en el trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos, es
mas seguro que la realizacion de un aspirado medular [254, 262, 263].

Hasta el momento, se han publicado tasas del 0,6% de efectos adversos relacionados
con el uso de G-CSF [254]. Entre los efectos adversos publicados destacan mialgias,
artralgias, cefaleas y fiebre, y otros mas graves como rotura esplénica espontinea y
anemia de células falciformes [232, 254, 264]. Otros efectos adversos se han
relacionado con el incremento de la densidad sanguinea producida por la
hipercelularidad secundaria a la movilizacion celular, en forma de procesos trombdticos
arteriales [200, 264, 265], por lo que se desaconseja su uso en pacientes portadores de
stent coronarios de primera generacion [266, 267].

En nuestra serie no se han registrado efectos adversos derivados de la técnica de
movilizacion relacionados con el uso de G-CSF. Durante el seguimiento tampoco se han

registrado causas de mortalidad que pudieran relacionarse con el uso de G-CSF, por lo
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que nuestros resultados sostienen la seguridad del uso de G-CSF de acuerdo a la
bibliografia publicada.

El G-CSF es producido por una amplia variedad de células, entre las que se incluyen
monocitos, células endoteliales y fibroblastos [268], y su expresion esta altamente
regulada. En situacion fisiologica, los niveles circulantes son inferiores a 30
picogramos/ml. Sin embargo en situaciones de stress biologico sus concentraciones
pueden superar los 2000 pg/ml. La formula recombinante es la actualmente utilizada, y
el protocolo de movilizacion celular habitualmente utilizado es de 5 a 10
microgramos/Kg/dia [232]. La utilizacion de G-CSF en modelos de lesion isquémica ha
demostrado su beneficio tanto en modelos preclinicos como clinicos, siendo utilizado
no solo en modelos de isquemia de extremidades, sino también en modelos
neuroisquémicos, donde ha demostrado disminucion del volumen de 4rea infartada
[269-271], y en modelos de isquemia miocardica, donde ha demostrado mejoria en la
fraccion de eyeccion secundaria al incremento de musculo miocardico perfundido [272].
En el caso de los modelos de isquemia de miembros inferiores se planteé su uso en
monoterapia, sin necesidad de aféresis y posterior implantacién intramuscular. La
hipotesis en la que se basaron los diferentes estudios fue que la movilizacion celular
determinaria su adhesion a los territorrios isquémicos. Los resultados con el uso aislado
de G-CSF no han sido satisfactorios [243, 253, 271], lo que sugiere que los mecanismos
de reclutamiento celular pueden estar alterados en aquellos pacientes con enfermedad
arterial avanzada, como asi ha sido referenciado por otros autores [ 164, 202]. En nuestro
trabajo, todos los pacientes presentaban afectacion arterial periférica de ambos
miembros inferiores, pero solo fueron tratadas las extremidades en situacion de
isquemia critica. El uso de G-CSF no supuso mejoria clinica en las extremidades no

tratadas, lo que sugiere que su uso aislado no es suficiente para conseguir el efecto
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terapéutico, y justificaria la necesidad de realizar depositos celulares en el tejido
isquémico favoreciendo asi el reclutamiento local, lo que apoyaria los resultados
obtenidos con la via de implantacion intramuscular y explicaria los resultados

contradictorios obtenidos con la via intrarterial.

Por lo tanto, y de acuerdo con todo lo anteriormente expuesto, creemos justificada la
metodologia de nuestro trabajo, tanto en forma de obtener el indculo celular, como en su

forma de su administracion.

Dentro de los métodos de control del indculo, el uso de la citometria de flujo constituye
el "patrén oro" para determinar el nimero EPC. Hasta la fecha de la redaccion del
presente texto, no se ha identificado un marcador especifico de EPC, por lo que su
identificacion se basa en una combinacién de 2 o 3 marcadores, entre los que se
incluyen CD34, CD133, Flk-1/KDR, CXCR4 y CDI105. La citometria de flujo se
considera el mejor método para obtener datos cuantitativos de EPC, por su sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad [273, 274].

Respecto al disefio del tamafio muestral y el grupo control, creemos justificado el
tamafio muestral calculado, de acuerdo al error a y asumiendo una pérdida estimada en
el seguimiento del 10% de los casos. Respecto al grupo control, hemos realizado un
analisis comparativo con una cohorte retrospectiva sometida a tratamiento
convencional, con el fin de determinar la eficacia del nuevo tratamiento. Esto puede
llevar a establecer la discusion respecto a la conveniencia de contar con una cohorte
prospectiva sometida a tratamiento placebo.

En el ambito de la investigacion, el uso de placebos queda restringido a los estudios de

farmacos o procedimientos terapéuticos, con el fin de determinar su eficacia. Sin
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embargo, su uso plantea en muchas ocasiones problemas éticos [275]. De acuerdo con
diversos autores [275-277], el uso de grupos de control con placebo puede ser
éticamente cuestionado cuando se cumplen alguna de las siguientes clatsulas:

- Existen terapias adecuadas para la enfermedad

- El uso de placebo puede infligir riesgos no aceptables.
El compromiso de cualquier estudio de salud es eliminar terapias inferiores y peligrosas,
y ofrecer las terapias contrastadas mas beneficiosas, tanto para pacientes actuales como
para futuros [275]. De acuerdo con Beauchamp y colaboradores [277], los estudios
clinicos deben cumplir las siguientes condiciones:

- Deben disefiarse para determinar diferencias entre alternativas terapéuticas con

el objetivo de obtener un resultado.

- Un Comité Etico de Investigacion debe aprobar el protocolo y certificar que

ningin médico tiene conflicto de intereses.

- Debe tener un Consentimiento Informado

- No puede usar placebo si existen pruebas de que existe un tratamiento

adecuado.
La Declaracion de Helsinki [278] afirma que a todos los pacientes sometidos a estudios
o ensayos clinicos, incluidos los del grupo control, se les debe asegurar el mejor método
diagnéstico y terapéutico probado, lo que puede ser interpretado como que ningin
paciente deben ser privado de tratamiento efectivo [279]. Si aceptamos que un placebo
puede ser un tratamiento que actualmente se considera ineficaz pero que fue
considerado eficaz en la época que fue usado [280, 281], podriamos aceptar desde el
punto de vista metodoldgico, la utilizacion de una cohorte historica de pacientes con el
mismo diagnoéstico y caracteristicas demograficas comparables, como grupo de control

de nuestro estudio clinico. De acuerdo con Lyons [282] el estudio aleatorizado
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controlado con placebo tiene la ventaja de determinar la eficacia y seguridad absolutas,
pero existen otros métodos validos para obtener el mismo objetivo, como pueden ser la
demostracién de superioridad en un estudio con control activo y la demostracion de la
relacion dosis-repuesta.
La existencia de una base bibliografica que demostraba los beneficios del trasplante
autologo de progenitores hematopoyéticos en el tratamiento de los procesos isquémicos
de extremidades inferiores, planteaba la duda de establecer un grupo control tratado con
placebo. Si la tasa de amputacion mayor en los pacientes con isquemia critica no
revascularizable puede ser mayor del 50% al afio [8, 233], utilizar como grupo control a
una cohorte histdrica de pacientes con el mismo diagnéstico médico, estaria justificado
desde el punto de vista ético y metodologico, por las siguientes razones:
1. No privariamos a un grupo de pacientes del posible efecto beneficioso de un
tratamiento, al ser incluidos en un grupo de tratamiento placebo.
2. Ofreceriamos a aquellos pacientes incluidos en nuestro estudio, el beneficio
posible de evitar la amputacidon mayor y mejorar el control analgésico, sin
riesgos potencialmente graves para su vida, basandonos en la experiencia previa
acumulada en los autotrasplantes de progenitores hematopoyéticos.
3. Ofreceriamos rigor estadistico en nuestros resultados, al poder determinar el
beneficio o el fracaso del tratamiento, al comparar los datos de nuestra serie
prospectiva con los de una cohorte histérica de pacientes que no hubieran tenido
acceso a dicha terapia. Dado que la unica diferencia entre los grupos seria la
introduccion del nuevo tratamiento, cualquier cambio en los resultados seria

atribuible a la nueva variable (tratamiento) sometida a estudio.
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Al aplicar los métodos estadisticos adecuados se pueden realizar analisis comparativos
entre cohortes historicas y prospectivas, que permitan extraer datos validos para valorar
la posibilidad de utilizar una terapia, en base al beneficio o no del tratamiento aplicado.
Uno de los sesgos que deben ser identificados en un primer anélisis estadistico es el de
seleccion. En nuestro caso, se realizd un analisis de Probabilidad de Pertenencia a
Grupo, también conocido como Propensity Score. Mediante este analisis, se pudo
objetivar que no existié un sesgo de seleccion, proporcionando a nuestro estudio un

rigor estadistico que justificaria los resultados expresados al final del analisis.

Por todas estas razones, creemos justificado el disefio de nuestro estudio desde un punto
de vista ético y metodoldgico, y creemos que los resultados aportados se ajustan a un
analisis estadistico riguroso, ordenado y acorde al Método Cientifico, que ha permitido

llevarnos a una serie de conclusiones.

En el analisis descriptivo de los grupos, se apreciaron diferencias significativas en la
media de edad, con una media mayor en el grupo control (media edad: 61 afnos grupo
angiogénesis —vs- 72 afnos grupo control p = 0,001). Este dato podria sugerir que la
mayor proporcion de amputacion de extremidad en el grupo control podria deberse a
una poblacién mas envejecida. Al analizar los datos demograficos respecto a la media
de edad, encontramos la siguiente distribucion de pacientes por edades:

- Menores a 40 afios: 1 en grupo control y 4 en grupo angiogénesis.

- Entre 40 y 50 afios: 7 en grupo control y 3 en grupo angiogénesis

- Entre 50 y 60 afios: 9 en grupo control y 13 en grupo angiogénesis

- Entre 60 y 70 afios: 17 en grupo control y 9 en grupo angiogénesis
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Agrupados por edad, encontramos la siguiente distribucion:

- Menores de 40 anos: 1 en grupo control y 4 en grupo angiogénesis

- Menores de 50 afios: 8 en grupo control y 7 en grupo angiogénesis

- Menores de 60 afios: 17 en grupo control y 20 en grupo angiogénesis

- Menores de 70 afios: 35 en grupo control y 29 en grupo angiogénesis

- Mayores de 70 afios: 85 en grupo control y 16 en grupo angiogénesis
Como se puede apreciar, la distribucion de pacientes por edades entre ambos grupos es
homogénea hasta los 60 afos. A partir de los 60 afios, se produce un incremento de la
media de edad entre los pacientes del grupo control, siendo a partir de los 70 afios
cuando esta media se incrementa mas debido a la diferencia de tamafio muestral.
Cuando se realizo el analisis estadistico por grupos de edad, no encontramos diferencias
con significacion estadistica en las medias de edad de los pacientes, agrupados segun
hubiesen sufrido amputacion mayor o no. Por otro lado, la diferencia de edad entre el
grupo control y grupo angiogénesis podria justificar una mayor mortalidad en el grupo
control, sin embargo esta diferencia no tuvo significacion estadistica.
En el andlisis descriptivo entre los grupos, también se apreciaron diferencias
significativas en la distribucion del habito tabaquico (grupo control 35% -vs- grupo
angiogénesis 55% p=0,031 ), de la diabetes (grupo control 73% -vs- grupo angiogénesis
48% p=0,005), y de la Insuficiencia Renal Cronica (grupo control 20% -vs- grupo
angiogénesis 11% p=0,013).
El habito tabaquico se asocia con una mayor severidad de la EAP [6, 8]. Sin embargo,
ni en el andlisis estadistico global ni en el andlisis por grupos, se aprecid relacion entre
tabaquismo y amputacion mayor de la extremidad, ni entre tabaquismo y exitus.
Respecto a la diabetes, es conocida que la amputacion mayor es mas frecuente entre los

pacientes diabéticos respecto a los que no lo son [8, 12]. Este resultado puede hacer
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pensar que la mayor frecuencia de amputacion entre los pacientes del grupo control
viene dada por la mayor proporcion de pacientes diabéticos. Sin embargo, el analisis de
los pacientes del grupo control, no reveld diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la proporcién de amputacion entre los pacientes diabéticos y no diabéticos: 32
pacientes no diabéticos (96,8% amputados) -vs- 88 pacientes diabéticos (96,5%
amputados) (p=1). Por otro lado, en el andlisis de los pacientes del grupo angiogénesis,
si que se establecid una relacion significativa entre diabetes y amputacion mayor de
extremidad, objetivado en el analisis univariante y multivariante, asi como en las tablas
de Kaplan-Meier, donde se aprecid una mayor tasa de amputacion entre los pacientes
diabéticos. Este dato nos lleva a la conclusion que la mayor frecuencia de diabetes entre
los pacientes del grupo control no justifica la mayor frecuencia de amputacion en este
grupo y por lo tanto, a pesar de las diferencias en cuanto a su distribucion entre los
grupos, no puede ser interpretada como un factor de confusion.

Respecto a la insuficiencia renal cronica, ésta ha sido descrita como factor de riesgo de
enfermedad cardiovascular [8, 283]. La mayor afectacion de los lechos distales, puede
deberse a la alteracion del metabolismo calcio/fésforo que determina una mayor
calcificacion de estos vasos, lo que origina lesiones arterioscleroticas similares a las
producidas en los pacientes diabéticos. La permeabilidad de los procedimientos
revascularizadores es menor cuanto mas avanzada es la enfermedad renal [284]. De la
misma forma, se ha visto que la carbamilacion de la LDL en los pacientes con
enfermedad renal cronica, determina una alteracion de los mecanismos celulares de
reparacion endotelial, lo que explica la mayor severidad de la enfermedad
arteriosclerotica en estos pacientes [164]. En nuestro trabajo no se ha podido determinar
una relacion positiva entre enfermedad renal y amputacion mayor de la extremidad, en

ninguno de los analisis realizados en la poblacion global, ni en los andlisis de los
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subgrupos poblacionales, por lo que no creemos que esta diferencia de distribucion

entre los grupos haya podido influir en el resultado de nuestras conclusiones.

En el analisis de los resultados, el tratamiento mediante trasplante autologo de
progenitores hematopoyéticos ha demostrado ser un tratamiento eficaz para aquellos
pacientes sin posibilidades de realizar ninguna técnica revascularizadora. En los
pacientes tratados con terapia celular se han conseguido tasas de salvamento de
extremidad a 12 y 24 meses del 76,8% y 63,6% respectivamente. Estas tasas son muy
superiores a las obtenidas en nuestros controles, con cifras del 19,2% y del 7,9%
respectivamente. La tasa de salvamento de extremidad de nuestra poblacion control, es
similar a las publicadas en series histdricas y metanalisis [8, 232, 285, 286], por lo que
los resultados obtenidos nos permite realizar un analisis comparativo que nos lleva a
esta conclusion.

Entre las comorbilidades que han podido influir en los resultados del tratamiento
angiogénico, la diabetes y la hepatopatia se asociaron a un mayor riesgo de amputacion,
sin embargo , en el analisis multivariante, tan solo la diabetes fue identificada como
factor de riesgo de amputacion en los pacientes sometidos a tratamiento angiogénico.
Este resultado también se ha repetido en los analisis realizados en la poblacion global y
en el subgrupo de pacientes que no tuvieron antecedente de cirugia de
revascularizacion. Sin embargo, este resultado no ha sido hallado en el estudio de la
poblacion control.

Cuando se compararon los porcentajes de amputacion entre los pacientes diabéticos del
grupo angiogénesis y el grupo control, se aprecié un menor porcentaje de amputaciones
en los pacientes diabéticos sometidos a tratamiento angiogénico (Amputacion diabéticos

grupo Angiogénesis 56,2% -vs- Amputacion diabéticos grupo Control 96,6% p=0,000).
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A pesar de ser considerada la diabetes como factor de riesgo para la amputacion, el
tratamiento con terapia celular en los pacientes diabéticos disminuy6 el porcentaje de
amputacion en comparacion con aquellos diabéticos no tratados. Cabe la posibilidad de
que el mejor control de la diabetes en los ultimos afios haya contribuido a evitar las
complicaciones derivadas de la enfermedad, sin embargo y al no haber sido comparado
los niveles de hemoglobina glicosilada entre los dos grupos, esta afirmacion podria
considerarse especulativa.

La diabetes mellitus es un factor de riesgo independiente para el desarrollo mas severo
de complicaciones de la EAP, siendo un factor prondstico independiente para la
viabilidad de la extremidad con isquemia critica [6, 8, 287]. La diabetes provoca
disfuncion endotelial, aumento de la agregacion plaquetaria y alteracion de la funcion
fibrinolitica [287], que contribuyen al desarrollo de la EAP. Los pacientes diabéticos
presentan alteraciones de la respuesta inflamatoria y de los mecanismos de reparacion
endotelial implicados en la homeostasis del sistema circulatorio, que explican la mayor
severidad de afectacion de los vasos diabéticos [288]. A nivel celular, se ha
documentado la depleccion progresiva y paulatina de células progenitoras de la médula
Osea durante la evolucion temporal de la diabetes, lo que determina una menor
proporcion de células progenitoras circulantes en comparacion con los pacientes no
diabéticos [202, 289], y por tanto una reduccion de la capacidad de reparacion vascular
[290-292]. En el mismo sentido, el incremento en la neovascularizacion se relaciona no
solo con el numero de células progenitoras, sino también con los efectos paracrinos de
las células progenitoras [293-294]. Este hecho fue demostrado por Ramos y
colaboradores [295] en modelos animales de isquemia; Se objetivé un incremento de la

perfusion tisular a las 48h de la implantacion de CD34+, pero el efecto maximo de la
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terapia se consigui6 a las 4 semanas de la implantacion, debido a los efectos paracrinos
moduladores de estas células.

Las CD34+ liberan multiples factores de crecimiento que modulan el funcionamiento de
otras c¢lulas, entre las que se incluyen las CD14+ [296]. La expresion de HGF, IL-8, y
MCP-1 aumenta la produccion de PGI-2 y disminuye la produccién de Tromboxano A2,
y determina la expresion de ciclooxigenasa (COX1) activando la angiogénesis por via
de la activacion del receptor peroxisomico ( PPAR ) [297]. Las CD34+ de los pacientes
diabéticos tienen un perfil secretor distinto, y presentan alteraciones en la respuesta a la
hipoxia, en su funcion vasodilatadora, paracrina y migratoria, tal y como demostraron
Jarajapu y colaboradores en su estudio publicado en 2014 [298]. En €l analizaron las
muestras de células mononucleadas obtenidas de 69 individuos diabéticos y las
compararon con las obtenidas de 46 individos no diabéticos. La secreccion de factores
angiogénicos (SCF, HGF y TPO) tuvieron niveles mas bajos en los individuos
diabéticos en comparacion con los no diabéticos, y presentaron una menor capacidad de
respuesta en situacion de hipoxia tisular, objetivada por la menor expresion de HIF 1o
en los individuos diabéticos (HIF-1a regula la expresion de los receptores para SDF 1o
y VEGF, responsables de la activacion del proceso angiogénico en situacion de hipoxia
tisular). Por otra parte, también se ha demostrado una menor capacidad de proliferacion
ex-vivo de las CD34+ de pacientes diabéticos. Martin-Ramirez y colaboradores [299]
demostraron una tasa de proliferacion de colonias formadoras de células endoteliales
(CFEC) del 15% en pacientes diabéticos, muy lejos del 80% de los pacientes no
diabéticos. Las CD34+ de los pacientes diabéticos presentan menor capacidad de la
expresion de factores angiogénicos (SCF, HGF, TPO), mayor expresion de factores
inflamatorios (GM-CSF, IL1f3, IL6, TNFa), y una disminucion de la capacidad de

respuesta al estimulo hipoxico [300-304].
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En nuestro trabajo no hemos realizado estudios comparativos de funcionalidad de las
CD34+ entre pacientes diabéticos y no diabéticos. La posibilidad de evaluar la
funcionalidad de los progenitores hematopoyéticos en funcion del control glucémico y
de los farmacos antidiabéticos empleados, podria ser una futura linea de investigacion.
Seria de gran interés conocer de manera fehaciente hasta que punto se produce una
disfuncion en la angiogénesis fisiologica de estos pacientes, con el fin de poder disefiar
estrategias que permitan controlar estos mecanismos y mejorar los procesos de

reparacion tisular en los pacientes diabéticos.

Aunque las CD34+ son una fuente practica de células en las que no es requerida una
expansion ex-vivo, en pacientes diabéticos su funcionalidad esta limitada y por tanto su
utilidad terapéutica podria ser limitada [298]. A pesar de todo, en nuestro trabajo se han
demostrado mejores tasas de salvamento de extremidad en pacientes diabéticos tratados
con progenitores hematopoyéticos, en comparacion con los pacientes del grupo control.
Sin embargo, la diabetes mellitus constituye un factor de mal pronostico para el éxito de
la terapia celular estos pacientes. Una de las posibles alternativas podria ser la
manipulacion ex-vivo de estas células previamente a su reinfusion, con el fin de

restaurar su funcionalidad, posibilidad ya sugerida por otros autores [298].

En el estudio de los resultados en los pacientes con antecedente de hepatopatia cronica
no hemos encontrado bibliografia publicada al respecto. Sin embargo, y en base a
nuestra serie (tasa de salvamento de extremidad en pacientes hepatdpatas del 0%),
creemos que no esta indicado este tratamiento en este subgrupo de pacientes. No hemos
podido identificar una causa que justifique el fracaso de la terapia en estos pacientes,

por lo que esta podria ser otra via de investigacion dentro de nuestro trabajo.
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Mencién especial merecen los pacientes con diagnostico clinico de Enfermedad de
Buerger. En nuestra serie, este subgrupo de pacientes (n=13) ha presentado los mejores
resultados, en términos de salvamento de extremidad y control del dolor. Diferentes
autores ya han mostrado resultados similares [78, 118, 350], siendo publicadas series de
mas de 50 pacientes, con excelentes resultados. Entre las explicaciones aportadas, los
distintos autores justifican los resultados en base a que el abandono del héabito tabaquico
por parte de estos pacientes es fundamental para permitir el desarrollo de los nuevos
vasos, al tiempo que la desaparicion de la respuesta inflamatoria asociada a la
enfermedad contribuye a mejorar las condiciones Optimas para el reclutamiento celular
y las distintas acciones paracrinas.

Se podria considerar que el hecho de utilizar pacientes con isquemia critica de etiologia
no aterosclerdtica podria mejorar los resultados de nuestro estudio. Sin embargo, y si
excluimos estos pacientes del analisis estadistico, los resultados aportados contintan
siendo claramente superiores a la de nuestra poblacion control y a los publicados en la

bibliografia.

El éxito del tratamiento de los pacientes con ICMI se basa en la cicatrizacion de las
heridas, el alivio del dolor de reposo isquémico, el salvamento de la extremidad, y en la
mejoria de la calidad de vida general [305]. En nuestro trabajo, y a pesar de analizar la
eficacia del tratamiento basandonos en las tasas de salvamento de extremidad, creiamos
necesario establecer un control objetivo de la mejoria de la perfusion de la extremidad.

El ITB, constituye el método mas utilizado para evaluar el grado de severidad de la
EAP, por su elevada sensibilidad y especificidad [1, 2, 6, 8, 306]. Su limitacion puede
venir dada en aquellos pacientes que presenten calcificacion arterial, en cuyo caso, y en

ausencia de la medicion de la presion transcutdnea de oxigeno (Tc 02), el uso de la

240



fotopletismografia (PPG) puede ser una herramienta diagnostica equiparable al ITB
[306].

En nuestro trabajo el ITB se utilizd como herramienta diagndstica no invasiva para
evaluar el incremento de la perfusion de la extremidad. En casos seleccionados
(calcificacion arterial definida por la imposibilidad de colapsar el flujo al aplicar el
mangito de presion, o ITB > 1,4) la PPG se utilizé con el fin de evaluar los cambios en
la morfologia de la onda o en la ganancia aplicada para evaluar la fasicidad de la misma.
Nuestros resultados mostraron una mejoria de las cifras del ITB en los pacientes
tratados mediante terapia celular respecto a su situacion basal (p=0,063). A pesar de que
estas diferencias no adquirieron significacion estadistica, y de acuerdo con los
resultados clinicos obtenidos en términos de salvamento de extremidad y mejoria del
control del dolor, creemos que un mayor numero de casos tratados podria corregir este
dato estadistico. La disponibilidad de la Tc02 habria sido una herramienta mas que nos
hubiese permitido mostrar la mejoria de la perfusion tisular, lo que hubiese
proporcionado mayor rigurosidad a nuestro trabajo. Otras técnicas diagndsticas, como el
laser doppler, también podrian ser eficaces. En este momento consideramos que el uso
de esta tecnologia supondrd una mejora cualitativa del protocolo, por lo que es
considerada una de las principales areas de mejora de nuestro estudio.

En los casos en los que se utilizo la PPG, se apreci6 una tendencia a la fasicidad de onda
tras la aplicacion del tratamiento, aunque no podemos utilizar este dato como método
objetivo para evaluar el efecto beneficioso del tratamiento, al no haber realizado un
estudio estadistico comparativo adecuado, por lo que esta afirmacion se basa en la

observacion clinica.
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Con el fin de objetivar el aumento de vasos colaterales formados tras la aplicacion del
tratamiento, y siguiendo el protocolo realizado por Tateishi-Yuyama y colaboradores
[114] realizamos controles arteriograficos a los 12 meses postimplantacion en los
primeros 5 casos. A pesar de apreciar incrementos del nimero de vasos colaterales
formados, se decidié abandonar el control arteriografico de estos pacientes, debido a la
calidad de las imagenes ofrecidas por los equipos de radiodiagnodstico empleados al
inicio del estudio, y al grado de subjetividad implicito en la valoracion de los vasos de
calibre inferior a 1-2mm, derivados de la cantidad de contraste empleado y los tiempos
de escopia, como ya ha sido sefialado por otros autores [159, 307-310]. En un caso se
realiz6 un estudio comparativo de la perfusion de la musculatura gemelar mediante
resonancia de difusion/perfusion, que evidencié mayor perfusion de la musculatura
tratada tras la aplicacion del tratamiento con progenitores hematopoyéticos.

En la actualidad, el desarrollo de la tecnologia aplicada a los equipos de
radiodiagnéstico portatil ha permitido tener intensificadores de alta resolucion que
permiten incrementar los campos de vision disminuyendo la radiacion y la cantidad de
contraste empleado. Con la apariciéon de los quirdéfanos hibridos es posible realizar
estudios de mejor calidad obteniendo imagenes con una resolucion 10 veces mayor que
con las unidades portatiles [309-310]. Una alternativa a la angiografia convencional
seria el uso de CO2 (diéxido de carbono) como medio de contraste. Su uso requiere de
un equipamiento adicional y la calidad de las imdgenes en el territorio infragenicular es
muy inferior a la obtenida con contraste yodados [310], especialmente en los casos de
afectacion arterial difusa, por lo que no creemos justificado su uso en la evaluacion de la
microcirculacion.

La Tomografia Axial Computerizada con contraste endovenoso (AngioTAC), podria ser

una alternativa a la angiografia convencional. Los nuevos aparatos de TAC permiten
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estudios rotacionales de expesores inferiores a 1 mm tomados en fracciones de tiempo
de 0,3 segundos, lo que se traduce en rapidez y alta resolucién a la hora de obtener los
estudios. La resolucion de las imagenes obtenidas tras su procesado en las estaciones de
trabajo ha hecho que en muchos casos el TAC ofrezca imagenes que puedan asemejarse
a la angiografia convencional. Sin embargo hay que tener en cuenta que las imagenes
ofrecidas por las estaciones de trabajo son reconstrucciones sujetas a la subjetividad del
operador y de los arterfactos producidos durante las reconstrucciones volumétricas,
sobretodo en la visualizacion de los troncos infrageniculares de menor calibre [309,
311]. A esto hay que afadir las altas dosis de radiacion aplicadas y los mayores
volumenes de contraste necesarios para obtener imagenes adecuadas (150-180 cc frente
a 40-80 cc de la arteriografia convencional).

La Resonancia Magnética Nuclear con contraste (AngioRMN) ha sido propuesta como
alternativa por la posibilidad de administrar contraste no nefrotoxico (gadolinio) y no
utilizar radiacion ionizante. Al igual que el angioTAC, las imagenes finales son el
resultado del procesamiento de unas imagenes obtenidas durante un periodo rotacional,
por lo que pueden estar sujetas a cierto grado de subjetividad. Por otro lado es frecuente
la contaminacion venosa cuando se trata de evaluar las arterias infrageniculares. Ha sido
descrita la Dermatopatia Fibrosante Nefrogénica en pacientes con insuficiencia renal
crénica a los que se les ha administrado gadolinio [312, 313]. Esta reaccion adversa es
dosis dependiente y consiste en un engrosamiento e hiperpigmentacion cutanea similar a
la esclerodermia, pudiendo afectar a organos y causando la muerte. No existe
tratamiento especifico salvo tratamiento anti-inflamatorio, esteroides y hemodialisis,
por lo que su uso estd contraindicado en pacientes con aclaramientos de creatinina
inferiores a 30 ml/min o en insuficiencia renal aguda. Tampoco creemos indicada su

utilizacion en nuestra poblacion de pacientes donde la prevalencia de IRC es elevada.
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Otras técnicas que se han descrito para evaluar de manera visual la formacion de nuevos
vasos han sido la Tomografia de Emision de Positrones (PET) y la Tomografia de
Emisién de Foton Unico (SPECT) [314-317]. Ambas técnicas han sido ampliamente
utilizadas en el estudio de enfermedades cardiovasculares en los ultimos 30 afios. Sin
embargo, la limitacion que presentan ambas técnicas es la baja resolucion de las
imagenes y la exposicion de los pacientes a radiaciones ionizantes. La calidad de las
imagenes se ha visto mejorada sustancialmente con la incorporacidon de las técnicas de
tomografia axial computerizada (PET-TAC , SPECT-TAC), lo que ha permitido la
obtencion de imagenes anatdmicas con menores artefactos y mayor resolucion. La
aplicacion de las técnicas de microPET y microSPECT han supuesto un paso mas,
permitiendo su aplicacion en el andlisis de la neovascularizacion producida durante los
procedimientos de Angiogénesis Terapéutica [316, 317], utilizando trazadores que se
adhieren a los receptores celulares de VEGF [318, 319], o a las integrinas av[33
expresadas en la superficie de las células endoteliales en fase de proliferacion [320,
321], pudiendo obtener imdgenes de la actividad angiogénica en desarrollo. Sin
embargo, estas técnicas de imagen se han aplicado en modelos animales, por lo que
todavia son necesarios estudios mas desarrollados para su aplicacion en la practica
clinica, donde todavia precisan de optimizar y corregir los defectos relacionados con los
movimientos asociados del ciclo cardiaco y la respiracion. Ademas, la exposicion
adicional al uso de trazadores ionizantes con las técnicas de TAC, hacen que estas
técnicas de imagen deban ser correctamente analizadas previamente a su aplicacion en

la practica clinica [315].
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Las imagenes obtenidas mediante Resonancia Nuclear Magnética de Difusion (RMNd)
permiten obtener un valor cuantitativo de la perfusion de la extremidad [322]. Esta
técnica permite utilizar el agua de la sangre como trazador endogeno para la obtencion
de imagenes. La base sobre la que se desarrolla la técnica es la capacidad de difusion de
las moléculas de agua en los territorios correctamente vascularizados, mientras que se
ve enlentecida en aquellos territorios isquémicos. Esto se traduce en patrones de
perfusion a los que se les asignan escalas de intensidad de color en base al cual se
identifican los territorios mas o menos perfundidos. La principal ventaja de esta técnica
es la ausencia de radiaciones ionizantes y la no dependencia de contrastes endovenosos.
En los ultmos afios, distintas publicaciones han apuntado la posibilidad de utilizar la
RMNd, para evaluar el incremento de la perfusion de las extremidades tratadas con
terapias angiogénicas [323-325]. El objetivo de esta técnica radioldgica no seria la
identificacion de los vasos neoformados, sino demostrar el incremento de la perfusion
tisular mediante técnicas de imagen facilmente interpretables por cualquier docente o

personal facultativo.

A pesar de que en estos momentos nuestro hospital dispone de una sala hibrida que nos
permitiria evaluar la formacidén de nuevos vasos en los pacientes tratados, creemos que
el uso de la RMNd podria ser de mayor utilidad a la hora de establecer una imagen
radioldgica que objetive el incremento de la perfusion de la extremidad. Hay que tener
en cuenta que la angiografia tiene como finalidad evaluar lesiones arteriales con el fin
de determinar posibilidades de revascularizacion, y es considerada la "técnica oro" para

la planificacion de la cirugia de revascularizacion.
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Dado que los pacientes sometidos a trasplante con progenitores hematopoyéticos, son
pacientes ya angiografiados en los que se ha desestimado la revascularizacion, la RMNd
podria ser una técnica de imagen que nos permitiria objetivar el beneficio de la técnica.
Esta podria ser un area de mejora en el desarrollo futuro de este protocolo, para la

evaluacion radioldgica de la efectividad del tratamiento en nuevos casos.

Ademas de la mejoria de la situacién clinica de los pacientes con ICMI, la mejora en la
calidad de vida constituye uno de los objetivos del tratamiento de esta enfermedad [8]
En los estudios de terapia angiogénica, dada la dificultad para demostrar desde el punto
de vista radiologico el crecimiento de los nuevos vasos [326], la evaluacion de la
calidad de vida constituye uno de los objetivos de todos los estudios, con el fin de
evaluar la eficacia de la terapia. Existen multitud de cuestionarios de calidad de vida,
entre los que se incluyen el SF-36 [327], el EQ-5D [328], entre otros. En el SF-36, el
paciente debe responder a 35 cuestiones que abarcan a 8 aspectos de la salud general. La
suma de todas las puntuaciones se transforma en una escala que varia de 0 (peor estado
de salud) a 100 (mejor estado de salud). El EQ-5D, se compone de 5 cuestiones que
abarcan 5 aspectos de la salud (movilidad, autosuficiencia, actividades diarias,
dolor/molestias, y ansiedad/depresion). Cada cuestion tiene tres posibles respuestas: Sin
problemas (nivel 1), algunos problemas (nivel 2) y muchos problemas (nivel 3). La
combinacién de respuestas puede dar lugar a 243 (3°) posibles resultados de salud. En
todos ellos se evalua la repercusion en el ambito fisico y mental del paciente, asignando
puntuaciones a una serie de preguntas que determinaran una gradacion dentro de una
escala validada sobre la que se establecera el grado de repercusion de la enfermedad en
la calidad de vida del paciente. En todos ellos, la cuantificacion del dolor constituye una

de las variables analizadas que mayor repercusion presenta sobre la puntuacion final.
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Pisa y colaboradores, en su estudio publicado en 2012 sobre mas de 200 pacientes
entrevistados con diagndstico de ICMI [329], determinaron que el dolor cronico era el
tercer factor que mayor repercusion tenia sobre la percepcion de la calidad de vida
(15%), tan so6lo por detras de la indicacion de amputacion de extremidad (33%) y la
capacidad de realizar acciones independientes (25%). Sprengers y colaboradores [330]
publicaron un estudio en 2010 donde se compard la puntuacion obtenida en la escala
visual analogica para el dolor (EVA) y los resultados de las puntuaciones de los
cuestionarios SF-36 y EQ-5D realizados en pacientes con ICMI. En este estudio, se
demostrd que existe relacion entre el nivel de dolor determinado por EVA, y la calidad
de vida referida en ambos cuestionarios, con niveles de correlacion de R? = 0,454 para
el SF-36 y R*=0,398 para el EQ-5D (p<0,05). La conclusion a la que llegan los autores
es que el manejo del dolor es fundamental para conseguir mejorar la calidad de vida de
estos pacientes, requiriendo incluso un manejo multidisciplinar en aquellos pacientes sin
opciones de revascularizacion. Esta relacion entre el grado de dolor referido por escala
visual analdgica y la calidad de vida referida en los distintos cuestionarios ha sido
publicada con posterioridad por otros autores [331-334]. Algunas publicaciones han
hecho incapié en que la multitud de variables de la que constan estos cuestionarios, o su
disefio, puede ser un factor limitante para su correcta cumplimentacion por parte de
ciertos pacientes, sobre todo aquellos de mayor edad [334], o nivel cultural medio-bajo.
Algunos autores han cuestionado la validez de estos exdmenes a la hora de determinar el
nivel de calidad de vida [334, 335], argumentando que la cumplimentacion incompleta o
incorrecta no determina correctamente la baremacion, sobretodo en pacientes de edad
avanzada.

Teniendo en cuenta que la EVA se trata de una escala validada para la determinacion

objetiva del grado de dolor [335] y dado que el dolor constituye una variable de maxima
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influencia en los cuestionarios de salud [329-334], creimos mas sencillo evaluar la
calidad de vida referida en términos de control del dolor. Por su sencillez y simplicidad,
creemos que la EVA ha sido capaz de evaluar de manera objetiva la mejoria clinica del

tratamiento mediante trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos.

Respecto a los datos bioldgicos, nuestro trabajo presenta una serie de resultados que
podrian ser considerados novedosos respecto a la bibliografia publicada hasta el

momento de la redaccion del texto.

En primer lugar, se ha establecido la relacién positiva entre la movilizacion celular
producida por la administraciéon de G-CSF, y el nimero de CD34+ obtenidas en el
inéculo. La concentraciéon de CD34+ del indculo utilizado, es directamente proporcional
a la concentracion de leucocitos, monocitos y neutrofilos de sangre periférica. Este
dato, aunque conocido en el trasplante de células madre para el tratamiento de
enfermedades hematoldgicas, no ha sido referenciado en ninglin trabajo publicado sobre
terapia angiogénica mediante el uso de células mononucleadas de sangre periférica.
Ademas, se ha comprobado que existe una menor frecuencia de amputacion mayor entre
aquellos pacientes con mejores rendimientos de movilizacion celular tras el tratamiento
con G-CSF. Esta observacion clinica podria explicarse por el hecho de que no se han
utilizado in6culos purificados, y por tanto, la mayor concentracioén de células accesorias
CD34- podrian beneficiar el proceso angiogénico mediante la secreccion de citocinas y
factores de crecimiento que contribuiran a la maduracion de las estructuras vasculares
formadas por las CD34+, hecho ya observado por otros autores [337]. La fraccion de
c¢lulas mononucleadas CD34- , no solo sintetizan factores de crecimiento angiogénico,

sino también Angiopoyetina 1, citocina implicada en los procesos de maduracion y
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mantenimiento del sistema vascular [338], por lo que la combinacién de los efectos de

ambos tipo celulares llevarian a la formacion de capilares estables.

En segundo lugar, se ha demostrado que la respuesta terapéutica se relaciona con el
numero de CD34+ implantadas. Estudios publicados anteriormente [232, 243, 244, 338-
341] ya han sugerido un efecto dosis-dependiente en el beneficio clinico del tratamiento
con c¢lulas progenitoras hematopoyéticas, sin que se hayan establecido rangos de
in6culos celulares o concentraciones minimas de CD34+ para ser infundidas. Se han
utilizado dosis altas (10%) y bajas (10°) de inéculos celulares, sin obtener una relacion
estadisticamente significativa entre el numero total de CD34+ infundidas y los
resultados clinicos [341]. En nuestro estudio hemos demostrado que inéculos de 10° son
suficientes para conseguir el efecto terapéutico deseado (media de CD34+ totales
infundidas: No amputados 85.33x10° -vs- Amputados 52.27x10°, p= 0,043 ). Este es un
dato que permite establecer un punto inicial en cuanto a la dosis total minima de células
CD34+ que deben ser infundidas.

En tercer lugar, todos los trabajos publicados en este ambito, no hacen referencia a las
dosis de CD34+ ajustadas segun el peso del paciente. La categorizacion del in6culo
referido por peso del paciente es una variable analizada de manera sistematica en todos
los procesos de trasplante de progenitores hematopoyéticos para el tratamiento de
enfermedades hematologicas. Al igual que con los tratamientos farmacologicos,
decidimos analizar la dosis de CD34+ infundidas en relacion al peso del paciente, con
el fin de identificar la concentracion minima de CD34+ del in6culo necesaria para
conseguir un efecto terapéutico positivo. En nuestro trabajo hemos hallado la dosis
celular minima para conseguir una buena evolucion clinica con nuestra técnica y esta

dosis minima de CD34+ necesaria para evitar la amputacion de la extremidad en riesgo
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es de 1,2x10° CD34+/Kg peso paciente. Si se revisan los ultimos metaanalisis
publicados entre 2010 y 2014 [136, 164, 203, 232, 233], en todos ellos se describe una
relacion positiva entre el nimero de células CD34+ infundidas y el beneficio
terapéutico, sin embargo, este dato no habia sido definido y la cuestion fundamental
permanecia sin respuesta: ¢, cual es la dosis minima necesaria para establecer el efecto
terapéutico ?

Nuestro resultado establece cual es la dosis celular minima necesaria en el tratamiento
mediante trasplante de progenitores hematopoyéticos en pacientes con ICMI. Su
importancia radica en que establecer un minimo de células para el trasplante nos
permite no prolongar los procedimientos de extracciéon y movilizaciéon en el paciente.
Esto supone un dato novedoso y hasta la fecha no publicado, lo que permite establecer

un punto de partida para investigaciones posteriores.

La siguiente cuestion que queda por resolver es la necesidad de utilizar in6culos
purificados. En este trabajo queda demostrado que los in6culos no purificados obtienen
buenos resultados en el tratamiento de la isquemia critica de miembros inferiores, por lo
que cuestionamos la necesidad de realizar purificacion de células CD133+, tal y como
realizan otros grupos de trabajo [377]. Creemos que el indculo no purificado aporta las
ventajas de la accion paracrina de las células accesorias, sobretodo monocitos y
plaquetas. Por otro lado, simplifica técnicamente el procedimiento y disminuye su coste.
Se ha intentado establecer la relacion entre el beneficio terapéutico y la concentracion
de otras poblaciones celulares del inoculo (neutréfilos, linfocitos, monocitos y
plaquetas). A pesar de apreciar mejores resultados clinicos con la implantacion de
mayores concentraciones de neutréfilos y monocitos en los inoculos, no se ha podido

identificar puntos de corte con significacion estadistica. Teniendo en cuenta que se ha

250



hablado de los posibles efectos paracrinos de las poblaciones celulares accesorias, el
efecto de las distintas fracciones celulares del inéculo podria ser una nueva linea de
investigacion para futuros estudios prospectivos.

Sanchez-Guijo y colaboradores [377] compararon los resultados obtenidos con el uso de
inoculos purificados (CD133+) frente al uso de células mononucleadas no purificadas,
en un modelo animal de isquemia de extremidad. Se aprecié una capacidad de
angiogénesis similar con el uso de ambos indculos, sin embargo, este efecto terapéutico
no se produjo por un fendmeno de diferenciacion celular, por lo que sugerian que esta
capacidad podia venir determinada las citoquinas y factores de crecimiento secretados
por las células transplantadas, lo que sugiere un efecto paracrino. Pelosi [378] y Yoder
[379], en sus correspondientes revisiones, hacen hincapié en la necesidad de definir los
métodos para caracterizar correctamente los progenitores endoteliales. Mientras que la
caracterizacion fenotipica de estas células se base en la combinacion de diferentes
marcadores de superficie, la utilizacién de inoculos purificados nos llevaré a desestimar
células con capacidad de desarrollo endotelial. En opinion de este investigador, y de
acuerdo con la metodologia descrita, los indculos no deben ser purificados. El proceso
angiogénico no viene determinado s6lo por los progenitores endoteliales, sino también
por otras poblaciones celulares que, mediante sus efectos paracrinos, contribuiran a
establecer el entorno necesario para el desarrollo y maduracion de los nuevos vasos
formados, mediante la produccion y liberacion de factores de crecimiento y citocinas,
implicadas en el proceso de maduracion de los vasos. En este sentido, otros autores han
sugerido que la carencia de poblaciones linfocitarias en los inoculos administrados,
puede ser un factor implicado en el fracaso del tratamiento, sugiriendo suplementar los
inéculos linfopénicos con plaquetas [342]. Siguiendo esta linea de investigacion, en

nuestro trabajo hemos intentado relacionar el niimero de plaquetas incluidas en el
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indculo utilizado con los resultados obtenidos en términos de salvamento de
extremidad, sin que se haya podido establecer una asociacidon positiva entre el nimero
de plaquetas y una mejor tasa de salvamento de extremidad.

Han sido publicados estudios donde la administracion aislada de células mononucleadas
de sangre periférica han conseguido desarrollar nuevos vasos [338, 343-345], aunque
este efecto ha sido mas potente cuando se han afiadido CD34+ [344] lo que apoya la
hipotesis de que el mecanismo de neovascularizacion se produce por la accidon
combinada de las células CD34+ (progenitores endoteliales) responsables de la
formacion de los nuevos vasos, y la poblacion mononucleada CD34- (células
mononucleadas, neutrofilos y derivadas del sistema monocito-macréfago) responsable
de la produccion de factores de crecimiento. Otros trabajos publicados han evaluado la
eficacia del tratamiento combinado con células nucleadas derivadas de médula 6sea
(plaquetas, linfocitos, células hematopoyéticas, células mesenquimales, y células
progenitoras endoteliales) con resultados prometedores [346-348]. Estas acciones
paracrinas de las distintas poblaciones celulares implicadas en los procesos de
mantenimiento de los nuevos vasos se ha visto, no solo en el tejido muscular isquémico,
sino también en otros tejidos como el neuronal, bajo el nombre de efecto espectador o
Bystander Effect [349]. En estos casos, se ha podido comprobar el efecto colaborador
de células progenitoras hematopoyéticas en respuesta al estimulo inflamatorio
producido durante los procesos isquémicos neuronales, migrando hasta estos tejidos
lesionados y colaborando con la secrecion de citocinas que mantengan las condiciones
ambientales necesarias para la reparacion del tejido isquémico. De acuerdo con otros
autores [93-102, 137, 349], la formacién de nuevos vasos requiere la interaccion de
multiples poblaciones celulares, lo que apoya el uso de indculos no purificados. Seria

necesario un estudio aleatorizado que comparase ambas técnicas, con el fin de poder
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llegar a una conclusién definitiva, por lo que esta podria ser una futura linea de

investigacion en el desarrollo del protocolo establecido en nuestro hospital.

En cuarto lugar, se han presentado los resultados de un seguimiento a largo plazo. La
media de seguimiento en nuestra serie de pacientes tratados con terapia angiogénica ha
sido de 41 meses. Junto a la serie publicada por Idai y colaboradores en 2011 [350], que
mostraron un seguimiento de 48 meses, constituye uno de los mayores seguimientos
registrados, si revisamos los estudios publicados hasta el afio 2014 referentes a terapia
celular [133-136, 160, 232, 233, 243, 245, 247, 348].

Este seguimiento a largo plazo ha permitido demostrar que el tratamiento aplicado
presenta beneficios a largo plazo, sin efectos adversos atribuibles. Por otro lado,
permite afirmar que se trata de una técnica con resultados mantenidos en el tiempo (tasa
de salvamento de extremidad del 58% a 60 meses), sin necesidad de repetir nuevas
dosis, con el fin de mantener el efecto terapéutico deseado. Este dato es importante

desde un punto de vista econémico, logistico y de comodidad para el paciente.

En este trabajo no se ha fijado como parte de los objetivos realizar un estudio
coste/efectivad, pero la situacién econdmica actual nos lleva a evaluar brevemente los
costes del tratamiento sometido a nuestro estudio.

De acuerdo con los precios de los Grupos Relacionados por Diagnostico (GRD)
publicados en el Boletin Oficial de las Islas Baleares (BOIB) en julio de 2014 (BOIB 1
Julio 2014, niimero 89, paginas 30153 a 30196), en el caso de la amputacion de la
extremidad su valor asciende a 13.164 €. Si ajustamos el precio por proceso, este valor
desciende a 6.439 €. En cualquier caso, la amputacion mayor de extremidad supone un

importante impacto en la economia sanitaria, que debe costear no sélo el proceso
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quirargico de la amputacion, sino también el material ortoprotésico y procesos de
rehabilitacion del paciente hasta que le permitan un desplazamiento independiente. En
comparacion con estos datos, el coste por proceso del trasplante autdlogo de
progenitores hematopoyéticos supone 1.891 €, en donde se incluye el proceso de

aféresis (830 €) y la estancia quirargica de 24 horas a razon de 1.061€.

De acuerdo con estos datos, estaria justificado desde un punto de vista econdmico la
utilizacion de esta terapia en aquellos pacientes no tributarios de cirugia de

revascularizacion.

Este trabajo puede presentar diversas limitaciones, entre las que se encuentran:
1. No haber presentado un grupo tratado con placebo
2. Presentar diferencias entre los grupos comparados
3. No disponer de un cuestionario de calidad de vida
4. No disponer de medicion de la presion transcutanea de oxigeno como método

para cuantificar la severidad de la isquemia de extremidad.

Las dos primeras suposiciones han sido defendidas en el inicio de esta discusion, y en
opinidn del investigador no deberian ser consideradas limitaciones de nuestro estudio en
base a la argumentacion antes sefialada. En el tercer supuesto, el uso de cuestionarios de
calidad de vida habria supuesto una mayor calidad a la hora de exponer los resultados.
En estos momentos existen cuestionarios de calidad de vida mas sencillos, como pueden
ser el SF-12 [333, 335], lo que deberd ser tomado en consideracion para futuros

estudios. Respecto al uso de la TcO? permitiria evaluar correctamente aquellos
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pacientes que muestren indices calcificados, por lo sera incluida como herramienta

diagnostica en la revision del protocolo.

En la actualidad, se estan evaluando distintas estrategias para mejorar la eficacia de las
terapias celulares:

El uso de células autdlogas en pacientes de edad avanzada y con multiples
comorbilidades, pueden influir en los resultados del tratamiento, como asi han
observado distintos autores [136, 339, 351]. La disfuncion de las células utilizadas o la
apoptosis celular inducida por el medio severamente isquémico han sido identificadas
como posibles factores asociados con el fracaso de la terapia celular [136, 352]. Se ha
sugerido la posibilidad de modificar las células mononucleadas previamente a su
infusion mediante la aplicacion ex vivo de catalizadores que incrementen la produccion
de eNOS. El objetivo es mejorar la capacidad de migracion, adhesion y proliferacion de
estas células incrementando su capacidad para la formacion de nuevos vasos [353].
Otros autores han sugerido la posibilidad de precondicionar al in6culo mediante su
exposicion a medios con baja saturacion de oxigeno, intentado simular la situacion del
tejido isquémico, (donde la concentracion de oxigeno es menor al 1%), con el fin de
evitar la apoptosis celular [136, 354]. En este sentido, y con el fin de preservar la mayor
cantidad del indculo, se ha sugerido la posibilidad de encapsular las células dentro de
matrices poliméricas semipermeables, evitando la agresion del medio isquémico sobre
estas células al tiempo que permita el paso al tejido de los factores de crecimiento

secretados. [352, 355]
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Perspectivas futuras dentro de la medicina regenerativa

Este estudio se enmarca dentro de la Medicina Regenerativa. Esto hace que desde el
inicio del disefio de este trabajo (afio 2002) hasta el momento de su redaccion (afio
2014), se hayan publicado distintos trabajos utilizando distintas lineas celulares con el
mismo objetivo: reparar el tejido lesionado. En el ambito de las enfermedades
cardiovasculares ademas de las células mononucleadas (tanto de médula 6sea como de

sangre periférica), otras lineas celulares también han sido objeto de estudio.

Las células madre mesenquimales (MSC) son otra fraccion dentro de la médula dsea y
se diferencian de las células hematopoyéticas por su capacidad para diferenciarse hacia
una linea osteogénica [97], sin embargo distintas publicaciones han demostrado la
capacidad terapéutica de estas células para evitar la pérdida de la extremidad en
modelos animales [136, 356]. Esta accion se cree debida a una actividad paracrina,
liberando distintos mediadores inmunomoduladores y factores de crecimiento que
favorecerian el mantenimiento de los vasos neoformados, al tiempo que estas células se
incorporan en el tejido muscular lesionado adquirendo sus caracteristicas fenotipicas
tras un proceso de diferenciacion [357]. El interés de los distintos investigadores por las
MSC, se basa en las siguientes razones: (1) pueden ser facilmente extraidas de médula
Osea y ser expandidas ex-vivo, (2) no requieren de inmunosupresion, por lo que pueden
ser utilizadas como tejido alogénico, (3) pueden ser modificadas por transfeccion génica
con el fin de liberar factores requeridos en neovascularizacion y (4) pueden ser
administradas por via sistémica o local [247, 358, 359]. En la actualidad, se estan

llevando a cabo estudios de fase [ y II, con resultados contradictorios [136, 247].
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Las células madre del tejido adiposo (ASC) estan siendo ampliamente estudiadas [233,
234-241], dada su facilidad de aislamiento durante el proceso de liposuccion, sin que se
vea afectada la viabilidad de la célula. Estas células han sido utilizadas por su alta
capacidad de segregar factores angiogénicos, y por su capacidad para diferenciarse en
pericitos, implicados en la conferir estabilidad en los vasos neoformados. Sin embargo,
los estudios publicados hasta el momento corresponden a estudios de Fase I, y los
estudios de Fase II se encuentran en desarrollo en el momento de la redaccion del
presente texto, por lo que no se pueden extraer conclusiones definitivas sobre la eficacia

y seguridad del tratamiento con estas células [136].

Los monocitos constituyen otro tipo celular de interés para los grupos de investigacion.
Constituyen una fraccion dentro de la poblacion leucocitaria, implicados en la
neovascularizacion producida en los procesos inflamatorios. En respuesta al estimulo
inflamatorio producido en los tejidos isquémicos, los monocitos favorecen la
proliferacion endotelial y la migracion de otras células endoteliales mediante la
produccion de factores de crecimiento y proteasas que degradan la matriz extracelular,
formando tuneles que posteriormente seran endotelizados, dando lugar a la formacion
de nuevos vasos [360-362]. Caracterizados por sus marcadores de superficie CD14 y
CDI16, se diferencian en 3 subtipos en funciéon de fenotipo inflamatorio, anti-
inflamatorio y de remodelacion tisular, y es conocido que presentan capacidad para
diferenciarse hacia células endoteliales [164, 363]. Han demostrado una gran capacidad
pro-angiogénica en modelos tumorales y en modelos animales de isquemia de

extremidad, por lo que se ha sugerido su aplicacion en terapia angiogénica [363-365].

257



Las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) son un tipo de células madre con
caracteristicas pluripotenciales derivadas artificialmente de células fibroblasticas que
inicialmente no era pluripotenciales [136,366-368]. Su capacidad de diferenciacion es
similar a las células embrionarias con una capacidad ilimitada para la expansion y la
clonacién [136, 369]. En estudios animales han demostrado su capacidad para generar
nuevos vasos y nuevas cé€lulas musculares en modelos isquémicos [366-371]. Las
principales ventajas de las iPSC es que pueden obtenerse de multitud de fuentes como
son piel o cabello, por lo que permiten realizar implantacion autéloga en aquellos
individuos que lo precisen, evitando las reacciones inmunes producidas por los injertos
alogénicos [136]. Sin embargo, su uso no estd exento de posibles efectos adversos,
como pueda ser la oncogénesis derivada de los genes utilizados durante el proceso de

reprogramacion celular [136, 372].

Como ya se ha comentado con anterioridad, el proceso angiogénico es un proceso
complejo, regulado por multitud de lineas celulares. El uso de diferentes tipos celulares
combinados en un in6culo, podria ser una nueva linea de investigacion para futuros
tratamientos. En la actualidad se estudia la combinacion de MSC y MNC obtenidos por

aspirado medular [373], por lo que sus resultados pueden abrir nuevas vias de estudio.
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7. CONCLUSIONES

Como consecuencia del analisis de los resultados obtenidos, se pueden obtener las
siguentes conclusiones.

1. La isquemia critica de miembros inferiores (ICMI), sin posibilidad de
revascularizacion, presenta una incidencia de amputacion mayor de la extremidad muy
alta, con tasas de salvamento de extremidad a 1 , 2 y 5 afios del 18,4%, 7,9% y 0%.

2. El tratamiento mediante trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos produce
una disminucion estadisticamente significativa de la incidencia de amputacion mayor,
mostrando tasas de salvamento de extremidad a 1, 2 y 5 afos del 76,8%, 63,6% y 58,1%
respectivamente.

3. La diabetes mellitus es un factor independiente de mal prondstico para la
supervivencia de la extremidad. En este grupo de pacientes, el tratamiento con
progenitores hematopoyéticos produce una mejora estadisticamente significativa en la
tasa de salvamento de extremidad, comparada con la poblacién control.

4. El éxito del tratamiento se relaciona directamente con la cantidad de CD34+
infundidas, requiriendo una concentraciéon minima por inéculo de 1,2x10° CD34+/kg.

5. No se han producido reacciones adversas derivadas del tratamiento, y no se han

apreciado diferencias significativas en la proporcion de exitus entre ambos grupos.

Estas conclusiones permiten elevar la hipdtesis planteada a la categoria de tesis,
pudiendo afirmar que:

El tratamiento de la ICMI, sin posibilidades de revascularizacién, mediante el
transplante aut6logo de progenitores hematopoyéticos es una terapia eficaz y segura,
gue permite obtener tasas de salvamento de extremidad muy superiores a las

publicadas con el tratamiento convencional.
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ANEXOS

Tabla 1: Tasa de Salvamento de Extremidad. Eventos en el analisis de Kaplan-
Meier de la poblacion global. Variable amputacion.

Tabla de supervivencia

Tiempo Estado Proporcién acumulada que N°de eventos | N°de casos que
sobrevive hasta el momento acumulados permanecen
Estimacion Error tipico

1 ,000 | Si ,994 ,006 1 168
2 ,267 | Si ,988 ,008 2 167
3 ,333 | No 2 166
4 ,400 | Si ,982 ,010 3 165
5 ,567 | Si ,976 ,012 4 164
6 ,767 | Si ,970 ,013 5 163
7 ,800 | Si ,964 ,014 6 162
8 ,833 | Si ,958 ,015 7 161
9 ,900 | Si ,952 ,016 8 160
10 ,933 | Si ,946 ,017 9 159
11 1,033 [ Si ,941 ,018 10 158
12 1,067 | Si ,935 ,019 11 157
13 1,100 | Si ,929 ,020 12 156
14 1,167 | Si 13 155
15 1,167 | Si 14 154
16 1,167 [ Si 911 ,022 15 153
17 1,333 [ Si ,905 ,023 16 152
18 1,367 | Si ,899 ,023 17 151
19 1,367 | No 17 150
20 1,400 | Si ,893 ,024 18 149
21 1,600 | Si 19 148
22 1,600 | Si 20 147
23 1,600 | Si 21 146
24 1,600 | Si ,869 ,026 22 145
25 1,633 [ Si ,863 ,027 23 144
26 1,700 | Si ,857 ,027 24 143
27 1,733 | Si ,851 ,028 25 142
28 1,833 [Si ,845 ,028 26 141
29 1,867 | Si ,839 ,028 27 140
30 1,933 [ Si ,833 ,029 28 139
31 2,033 | Si 29 138
32 2,033 | Si ,821 ,030 30 137
33 2,067 | Si 31 136
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34 2,067 | Si ,809 ,030 32 135
35 2,100 | Si 33 134
36 2,100 | Si ,797 ,031 34 133
37 2,133 | Si , 791 ,031 35 132
38 2,133 |No 35 131
39 2,167 | Si ,785 ,032 36 130
40 2,233 | Si 37 129
41 2,233 | Si 173 ,032 38 128
42 2,233 | No 38 127
43 2,267 | Si 39 126
44 2,267 | Si ,761 ,033 40 125
45 2,300 | Si , 755 ,033 41 124
46 2,367 | Si ,749 ,034 42 123
47 2,500 | Si 43 122
48 2,500 | Si ,736 ,034 44 121
49 2,600 | Si ,730 ,034 45 120
50 2,733 | Si 46 119
51 2,733 | Si 47 118
52 2,733 | Si 48 117
53 2,733 | Si ,706 ,035 49 116
54 3,033 | Si ,700 ,036 50 115
55 3,067 | Si 51 114
56 3,067 | Si ,688 ,036 52 113
57 3,133 |Si ,682 ,036 53 112
58 3,167 | Si ,676 ,036 54 111
59 3,233 | Si ,669 ,037 55 110
60 3,267 | Si ,663 ,037 56 109
61 3,333 | Si ,657 ,037 57 108
62 3,500 | Si ,651 ,037 58 107
63 3,667 | Si ,645 ,037 59 106
64 3,933 | Si ,639 ,037 60 105
65 4,033 | Si ,633 ,037 61 104
66 4,167 | Si ,627 ,038 62 103
67 4,200 | Si 63 102
68 4,200 | Si ,615 ,038 64 101
69 4,267 | No 64 100
70 4,367 | Si ,609 ,038 65 99
71 4,633 | Si ,602 ,038 66 98
72 4,667 | Si ,596 ,038 67 97
73 4,700 | Si ,590 ,038 68 96
74 4,767 | Si ,584 ,038 69 95
75 4,967 | Si 70 94
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76 4,967 | Si ,572 ,039 71 93
77 5,000 Si ,565 ,039 72 92
78 5,100 Si ,559 ,039 73 91
79 5,200 Si ,553 ,039 74 90
80 5,633 Si ,547 ,039 75 89
81 5,800 Si ,541 ,039 76 88
82 5,800 | No 76 87
83 6,033 | Si ,535 ,039 77 86
84 6,133 | Si 78 85
85 6,133 | Si ,522 ,039 79 84
86 6,233 | Si ,516 ,039 80 83
87 6,767 | Si ,510 ,039 81 82
88 6,800 | Si ,504 ,039 82 81
89 6,867 | Si ,497 ,039 83 80
90 6,967 | Si ,491 ,039 84 79
91 7,233 | Si ,485 ,039 85 78
92 7,267 | Si 479 ,039 86 77
93 7,333 | Si 473 ,039 87 76
94 7,600 | Si ,466 ,039 88 75
95 7,633 | Si ,460 ,039 89 74
96 7,733 | Si ,454 ,039 90 73
97 7,767 | Si ,448 ,039 91 72
98 7,833 | Si ,441 ,039 92 71
99 8,300 Si ,435 ,039 93 70
100 9,000 | Si ,429 ,039 94 69
101 9,033 | Si ,423 ,039 95 68
102 9,233 | Si 417 ,039 96 67
103 9,467 | Si ,410 ,039 97 66
104 9,500 | Si ,404 ,038 98 65
105 9,800 | Si ,398 ,038 99 64
106 9,833 | Si ,392 ,038 100 63
107 10,400 | Si ,385 ,038 101 62
108 10,667 | Si ,379 ,038 102 61
109 10,933 | Si ,373 ,038 103 60
110 11,000 | Si ,367 ,038 104 59
111 11,267 | Si ,361 ,038 105 58
112 12,467 | Si ,354 ,038 106 57
113 12,700 | Si ,348 ,037 107 56
114 13,267 | Si ,342 ,037 108 55
115 13,333 | Si ,336 ,037 109 54
116 13,933 | Si ,330 ,037 110 53
117 14,567 | Si ,323 ,037 111 52
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118 15,267 | Si 317 ,037 112 51
119 16,367 | Si 113 50
120 16,367 | Si ,305 ,036 114 49
121 16,500 | Si 298 ,036 115 48
122 17,600 | Si 292 ,036 116 47
123 17,767 | Si 286 ,035 117 46
124 18,267 | No 117 45
125 18,467 | Si 280 ,035 118 44
126 18,867 | Si 273 ,035 119 43
127 19,633 | Si 267 ,035 120 42
128 19,667 | Si 261 ,035 121 41
129 20,633 | No 121 40
130 20,667 | Si 254 ,034 122 39
131 21,833 | Si 248 ,034 123 38
132 24,100 | Si 241 ,034 124 37
133 25,100 | No 124 36
134 26,833 | No 124 35
135 26,833 | No 124 34
136 27,767 Si 234 ,033 125 33
137 31,867 Si 227 ,033 126 32
138 32,267 | No 126 31
139 33,367 | No 126 30
140 37,767 |Si 219 ,033 127 29
141 38,300 | Si 212 ,033 128 28
142 39,667 | Si 204 ,032 129 27
143 41,800 Si 130 26
144 41,800 Si ,189 ,032 131 25
145 42,267 | No 131 24
146 43,500 | No 131 23
147 43,733 |Si ,181 ,031 132 22
148 45300 | Si 173 ,031 133 21
149 46,233 | No 133 20
150 46,833 | Si ,164 ,031 134 19
151 47,733 | No 134 18
152 49,767 | No 134 17
153 51,067 | No 134 16
154 59,533 | No 134 15
155 60,867 | Si ,153 ,030 135 14
156 61,633 | No 135 13
157 63,300 | No 135 12
158 65,067 | No 135 11
159 67,633 | Si ,139 ,031 136 10
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160 82,133 | No 136 9
161 92,933 | No 136 8
162 93,467 | No 136 7
163 93,467 | No 136 6
164 96,467 | No 136 5
165 96,467 | No 136 4
166 106,467 | No 136 3
167 106,467 | No 136 2
168 111,700 | No 136 1
169 111,700 | No 136 0
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Tabla 2: Tasa de Salvamento de Extremidad. Eventos en el analisis de Kaplan-
Meier segun la pertenencia al grupo Angiogénesis o grupo Control. Variable

amputacion.
Tabla de supervivencia
Angiogenesis Tiempo | Estado Proporcion acumulada que | N°de eventos | N° de casos
sobrevive hasta el momento acumulados que
Estimacion Error tipico permanecen
1 ,000 | Si ,992 ,008 1 119
2 ,267 | Si ,983 ,012 2 118
3 ,333 | No 2 117
4 ,400 | Si 975 ,014 3 116
5 ,567 | Si 967 ,016 4 115
6 ,767 | Si ,958 ,018 5 114
7 ,800 | Si ,950 ,020 6 113
8 ,833 | Si ,941 ,022 7 112
9 ,900 | Si ,933 ,023 8 111
10 933 | Si ,925 ,024 9 110
11 1,033 | Si 916 ,025 10 109
12 1,067 | Si ,908 ,027 11 108
13 1,100 | Si ,899 ,028 12 107
14 1,167 | Si 13 106
15 1,167 | Si 14 105
16 1,167 | Si ,874 ,030 15 104
No 17 1,333 | Si ,866 ,031 16 103
18 1,367 | Si ,857 ,032 17 102
19 1,367 | No 17 101
20 1,400 | Si ,849 ,033 18 100
21 1,600 | Si 19 99
22 1,600 | Si 20 98
23 1,600 | Si 21 97
24 1,600 | Si ,815 ,036 22 96
25 1,633 | Si ,806 ,036 23 95
26 1,700 | Si ,798 ,037 24 94
27 1,733 | Si ,789 ,037 25 93
28 1,833 | Si ,781 ,038 26 92
29 1,867 | Si 172 ,039 27 91
30 1,933 | Si ,7164 ,039 28 90
31 2,033 | Si 29 89
32 2,033 | Si 747 ,040 30 88
33 2,067 | Si 31 87
34 2,067 | Si ,730 ,041 32 86
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35 2,100 | Si 33 85
36 2,100 | Si ,713 ,042 34 84
37 2,133 | Si ,704 ,042 35 83
38 2,167 | Si ,696 ,042 36 82
39 2,233 | Si 37 81
40 2,233 | Si ,679 ,043 38 80
41 2,233 | No 38 79
42 2,267 | Si 39 78
43 2,267 | Si ,662 ,044 40 77
44 2,300 | Si ,653 ,044 41 76
45 2,367 | Si ,645 ,044 42 75
46 2,500 | Si 43 74
47 2,500 | Si ,627 ,045 44 73
48 2,600 | Si ,619 ,045 45 72
49 2,733 | Si 46 71
50 2,733 | Si ,602 ,045 47 70
51 3,033 | Si ,593 ,045 48 69
52 3,133 | Si ,584 ,045 49 68
53 3,233 | Si ,576 ,046 50 67
54 3,267 | Si ,567 ,046 51 66
55 3,333 |Si ,559 ,046 52 65
56 3,500 | Si ,550 ,046 53 64
57 3,667 | Si ,541 ,046 54 63
58 3,933 | Si ,533 ,046 55 62
59 4,033 | Si ,524 ,046 56 61
60 4,167 | Si ,516 ,046 57 60
61 4,200 | Si 58 59
62 4,200 | Si ,499 ,046 59 58
63 4,267 | No 59 57
64 4,367 | Si ,490 ,046 60 56
65 4,633 | Si 481 ,046 61 55
66 4,667 | Si AT2 ,046 62 54
67 4,700 | Si ,464 ,046 63 53
68 4,767 | Si 455 ,046 64 52
69 4,967 | Si 65 51
70 4,967 | Si 437 ,046 66 50
71 5,000 | Si 429 ,046 67 49
72 5,100 | Si ,420 ,046 68 48
73 5,200 | Si 411 ,046 69 47
74 5,633 | Si ,402 ,045 70 46
75 5,800 | Si ,394 ,045 71 45
76 6,033 | Si ,385 ,045 72 44
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77 6,133 | Si 73 43
78 6,133 | Si ,367 ,045 74 42
79 6,767 | Si ,359 ,045 75 41
80 6,800 | Si ,350 ,044 76 40
81 6,867 | Si ,341 ,044 77 39
82 6,967 | Si ,332 ,044 78 38
83 7,233 | Si ,324 ,043 79 37
84 7,267 | Si ,315 ,043 80 36
85 7,333 | Si ,306 ,043 81 35
86 7,600 | Si ,297 ,043 82 34
87 7,767 | Si ,289 ,042 83 33
88 7,833 | Si ,280 ,042 84 32
89 8,300 | Si 271 ,041 85 31
90 9,000 | Si ,262 ,041 86 30
91 9,033 | Si ,254 ,041 87 29
92 9,233 | Si ,245 ,040 88 28
93 9,467 | Si ,236 ,040 89 27
94 9,500 | Si ,227 ,039 90 26
95 9,800 | Si ,219 ,039 91 25
96 9,833 | Si ,210 ,038 92 24
97 10,933 | Si ,201 ,037 93 23
98 11,000 | Si ,192 ,037 94 22
99 12,467 | Si ,184 ,036 95 21
100 12,700 | Si ,175 ,035 96 20
101 13,933 | Si ,166 ,035 97 19
102 14,567 | Si ,157 ,034 98 18
103 15,267 | Si ,149 ,033 99 17
104 16,367 | Si 100 16
105 16,367 | Si ,131 ,032 101 15
106 16,500 | Si ,122 ,031 102 14
107 17,767 | Si ,114 ,030 103 13
108 18,467 | Si ,105 ,029 104 12
109 18,867 | Si ,096 ,028 105 11
110 19,633 | Si ,087 ,026 106 10
111 21,833 | Si ,079 ,025 107 9
112 27,767 | Si ,070 ,024 108 8
113 31,867 | Si ,061 ,022 109 7
114 37,767 | Si ,052 ,021 110 6
115 38,300 | Si ,044 ,019 111 5
116 39,667 | Si ,035 ,017 112 4
117 43,733 | Si ,026 ,015 113 3
118 45,300 | Si ,017 ,012 114 2
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119 46,833 | Si ,009 ,009 115 1
120 60,867 | Si ,000 ,000 116 0
1 2,133 | No 0 48
2 2,733 | Si 1 47
3 2,733 | Si 958 ,029 2 46
4 3,067 | Si 3 45
5 3,067 | Si 917 ,040 4 44
6 3,167 | Si ,896 ,044 5 43
7 5,800 | No 5 42
8 6,233 | Si 875 ,048 6 41
9 7,633 | Si ,853 ,051 7 40
10 7,733 | Si ,832 ,054 8 39
11 10,400 | Si 811 ,057 9 38
12 10,667 | Si ,789 ,059 10 37
13 11,267 | Si ,768 ,061 11 36
14 13,267 | Si 147 ,063 12 35
15 13,333 | Si ,7125 ,065 13 34
16 17,600 | Si ,704 ,066 14 33
17 18,267 | No 14 32
18 19,667 | Si ,682 ,068 15 31
19 20,633 | No 15 30
) 20 20,667 | Si ,659 ,069 16 29
> 21 24,100 | Si ,636 ,071 17 28
22 25,100 | No 17 27
23 26,833 | No 17 26
24 26,833 | No 17 25
25 32,267 | No 17 24
26 33,367 | No 17 23
27 41,800 | Si 18 22
28 41,800 | Si ,581 ,075 19 21
29 42,267 | No 19 20
30 43,500 | No 19 19
31 46,233 | No 19 18
32 47,733 | No 19 17
33 49,767 | No 19 16
34 51,067 | No 19 15
35 59,533 | No 19 14
36 61,633 | No 19 13
37 63,300 | No 19 12
38 65,067 | No 19 11
39 67,633 | Si ,528 ,084 20 10
40 82,133 | No 20 9
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41 92,933 | No 20 8
42 93,467 | No 20 7
43 93,467 | No 20 6
44 96,467 | No 20 5
45 96,467 | No 20 4
46 106,467 | No 20 3
47 106,467 | No 20 2
48 111,700 | No 20 1
49 111,700 | No 20 0
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Tabla 3: Tasa de supervivencia. Eventos en el analisis de Kaplan-Meier de la
poblacion global. Variable exitus.

Tabla de supervivencia

Tiempo Estado Proporcién acumulada que N° de eventos | N°de casos que
sobrevive hasta el momento acumulados permanecen
Estimacion Error tipico

1 ,000 | Si ,994 ,006 1 163
2 ,267 | No 1 162
3 ,333 | Si ,988 ,009 2 161
4 ,400 | Si ,982 ,011 3 160
5 ,567 | Si 975 ,012 4 159
6 ,767 | Si ,969 ,013 5 158
7 ,800 | Si ,963 ,015 6 157
8 ,833 | No 6 156
9 ,900 | No 6 155
10 ,933 | Si 957 ,016 7 154
11 1,033 | No 7 153
12 1,067 | No 7 152
13 1,100 | No 7 151
14 1,167 Si 8 150
15 1,167 | Si ,944 ,018 9 149
16 1,167 | No 9 148
17 1,333 | No 9 147
18 1,367 | Si ,938 ,019 10 146
19 1,367 | No 10 145
20 1,400 | Si 931 ,020 11 144
21 1,600 | Si 12 143
22 1,600 | Si ,919 ,022 13 142
23 1,600 | No 13 141
24 1,600 | No 13 140
25 1,633 [ Si 912 ,022 14 139
26 1,700 | No 14 138
27 1,733 | No 14 137
28 1,833 | No 14 136
29 1,867 | No 14 135
30 1,933 | Si ,905 ,023 15 134
31 2,033 | No 15 133
32 2,033 | No 15 132
33 2,067 | Si 16 131
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34 2,067 | Si 891 025 17 130
35 2,100 | No 17 129
36 2,100 | No 17 128
37 2,133 |No 17 127
38 2,133 |No 17 126
39 2,167 | No 17 125
40 2,233 |Si 18 124
41 2,233 |Si 19 123
42 2,233 |Si 870 027 20 122
43 2,267 | Si 21 121
44 2,267 Si 856 ,029 22 120
45 2,300 | No 22 119
46 2,367 |Si 849 ,029 23 118
47 2,500 | No 23 117
48 2,500 | No 23 116
49 2,600 | No 23 115
50 2,733 |Si 24 114
51 2,733 |Si 25 113
52 2,733 |Si 826 031 26 112
53 3,033 | No 26 111
54 3,067 | No 26 110
55 3,067 | No 26 109
56 3,133 | No 26 108
57 3,167 | No 26 107
58 3,233 | No 26 106
59 3,267 | No 26 105
60 3,333 |No 26 104
61 3,500 | No 26 103
62 3,667 | No 26 102
63 3,933 | No 26 101
64 4,033 | No 26 100
65 4,167 |Si 818 032 27 99
66 4,200 | No 27 98
67 4,200 | No 27 97
68 4,267 |Si 810 033 28 96
69 4,367 | No 28 95
70 4,633 | No 28 94
71 4,667 | No 28 93
72 4,700 | Si 801 033 29 92
73 4,767 | No 29 91
74 4,967 | No 29 90
75 4,967 | No 29 89
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76 5,000 | No 29 88
77 5,100 | No 29 87
78 5,200 | No 29 86
79 5,633 Si ,7192 ,034 30 85
80 5,800 | No 30 84
81 5,800 | No 30 83
82 6,033 | No 30 82
83 6,133 | Si ,782 ,035 31 81
84 6,133 |No 31 80
85 6,233 | No 31 79
86 6,767 | Si 172 ,036 32 78
87 6,800 | No 32 77
88 6,867 | No 32 76
89 6,967 | No 32 75
90 7,233 | No 32 74
91 7,267 | No 32 73
92 7,333 |No 32 72
93 7,600 | No 32 71
94 7,633 | Si ,761 ,037 33 70
95 7,733 | No 33 69
96 7,767 | No 33 68
97 7,833 | No 33 67
98 8,300 | No 33 66
99 9,000 | No 33 65
100 9,033 | No 33 64
101 9,233 | No 33 63
102 9,467 | Si ,749 ,039 34 62
103 9,500 | Si ,137 ,040 35 61
104 9,800 | No 35 60
105 9,833 |No 35 59
106 10,400 | No 35 58
107 10,667 | No 35 57
108 10,933 | No 35 56
109 11,000 | No 35 55
110 11,267 | Si ,7124 ,041 36 54
111 12,467 | Si ,710 ,043 37 53
112 12,700 | No 37 52
113 13,267 | No 37 51
114 13,333 | No 37 50
115 13,933 | Si ,696 ,044 38 49
116 14,567 | Si ,682 ,045 39 48
117 15,267 | No 39 47
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118 16,367 | No 39 46
119 16,367 | No 39 45
120 16,500 | No 39 44
121 17,600 | No 39 43
122 17,767 | Si ,666 ,047 40 42
123 18,267 | Si ,650 ,049 41 41
124 18,467 | No 41 40
125 18,867 | No 41 39
126 19,633 | Si ,634 ,050 42 38
127 19,667 | No 42 37
128 20,633 | No 42 36
129 20,667 | No 42 35
130 21,833 | Si ,615 ,052 43 34
131 24,100 | Si ,597 ,053 44 33
132 25,100 | Si ,579 ,055 45 32
133 26,833 | No 45 31
134 26,833 | No 45 30
135 27,767 | No 45 29
136 31,867 | No 45 28
137 32,267 | Si ,559 ,057 46 27
138 33,367 | Si ,538 ,058 47 26
139 37,767 | Si ,517 ,059 48 25
140 38,300 | No 48 24
141 39,667 | No 48 23
142 41,800 | No 48 22
143 41,800 | No 48 21
144 42,267 | No 48 20
145 43,500 | No 48 19
146 43,733 | No 48 18
147 45,300 | No 48 17
148 46,233 | No 48 16
149 46,833 | No 48 15
150 47,733 | No 48 14
151 49,767 | No 48 13
152 51,067 | No 48 12
153 59,533 | No 48 11
154 60,867 | No 48 10
155 61,633 | No 48 9
156 63,300 | No 48 8
157 65,067 | Si 453 ,080 49 7
158 67,633 | Si ,388 ,091 50 6
159 82,133 | No 50 5
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160 92,933 | Si ,310 ,100 51 4
161 93,467 | Si ,233 ,101 52 3
162 96,467 | No 52 2
163 106,467 | No 52 1
164 111,700 | No 52 0
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Tabla 4: Tasa de supervivencia. Eventos en el analisis de Kaplan-Meier segun la
pertenencia al grupo Angiogénesis o grupo Control. Variable exitus.

Tabla de supervivencia

Angiogenesis | Tiempo | Estado Proporcion acumulada que | N°de eventos | N° de casos
sobrevive hasta el momento acumulados que

Estimacion Error tipico permanecen

1 ,000 | Si ,992 ,008 1 119
2 ,267 | No 1 118
3 ,333 | Si ,983 ,012 2 117
4 ,400 | Si 975 ,014 3 116
5 ,567 | Si ,966 ,016 4 115
6 ,767 | Si ,958 ,018 5 114
7 ,800 | Si ,950 ,020 6 113
8 ,833 | No 6 112
9 ,900 | No 6 111
10 ,933 [ Si ,941 ,022 7 110
11 1,033 | No 7 109
12 1,067 | No 7 108
13 1,100 | No 7 107
14 1,167 | Si 8 106
15 1,167 | Si ,924 ,025 9 105
16 1,167 | No 9 104
17 1,333 | No 9 103
o 18 1,367 | Si 915 ,026 10 102
19 1,367 | No 10 101
20 1,400 | Si ,905 ,027 11 100
21 1,600 | Si 12 99
22 1,600 | Si ,887 ,029 13 98
23 1,600 | No 13 97
24 1,600 | No 13 96
25 1,633 | Si ,878 ,031 14 95
26 1,700 | No 14 94
27 1,733 | No 14 93
28 1,833 | No 14 92
29 1,867 | No 14 91
30 1,933 | Si ,868 ,032 15 90
31 2,033 | No 15 89
32 2,033 | No 15 88
33 2,067 | Si 16 87
34 2,067 | Si ,849 ,034 17 86
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35 2,100 | No 17 85
36 2,100 | No 17 84
37 2,133 | No 17 83
38 2,167 | No 17 82
39 2,233 | Si 18 81
40 2,233 | Si 19 80
41 2,233 | Si ,818 ,037 20 79
42 2,267 | Si 21 78
43 2,267 | Si , 797 ,039 22 77
44 2,300 | No 22 76
45 2,367 | Si ,787 ,040 23 75
46 2,500 | No 23 74
47 2,500 | No 23 73
48 2,600 | No 23 72
49 2,733 | Si 24 71
50 2,733 | Si ,765 ,042 25 70
51 3,033 |No 25 69
52 3,133 | No 25 68
53 3,233 | No 25 67
54 3,267 | No 25 66
55 3,333 | No 25 65
56 3,500 | No 25 64
57 3,667 | No 25 63
58 3,933 |No 25 62
59 4,033 | No 25 61
60 4,167 | Si ,752 ,043 26 60
61 4,200 | No 26 59
62 4,200 | No 26 58
63 4,267 | Si ,739 ,044 27 57
64 4,367 | No 27 56
65 4,633 | No 27 55
66 4,667 | No 27 54
67 4,700 | Si , 725 ,045 28 53
68 4,767 | No 28 52
69 4,967 | No 28 51
70 4,967 | No 28 50
71 5,000 | No 28 49
72 5,100 | No 28 48
73 5,200 | No 28 47
74 5,633 | Si ,710 ,047 29 46
75 5,800 | No 29 45
76 6,033 | No 29 44
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77 6,133 | Si ,694 ,048 30 43
78 6,133 |No 30 42
79 6,767 | Si ,677 ,050 31 41
80 6,800 | No 31 40
81 6,867 | No 31 39
82 6,967 | No 31 38
83 7,233 | No 31 37
84 7,267 | No 31 36
85 7,333 |No 31 35
86 7,600 | No 31 34
87 7,767 | No 31 33
88 7,833 |No 31 32
89 8,300 | No 31 31
90 9,000 | No 31 30
91 9,033 | No 31 29
92 9,233 |No 31 28
93 9,467 | Si ,653 ,054 32 27
94 9,500 | Si ,629 ,057 33 26
95 9,800 | No 33 25
96 9,833 | No 33 24
97 10,933 | No 33 23
98 11,000 | No 33 22
99 12,467 | Si ,600 ,061 34 21
100 12,700 | No 34 20
101 13,933 | Si ,570 ,065 35 19
102 14,567 | Si ,540 ,068 36 18
103 15,267 | No 36 17
104 16,367 | No 36 16
105 16,367 | No 36 15
106 16,500 | No 36 14
107 17,767 | Si ,502 ,073 37 13
108 18,467 | No 37 12
109 18,867 | No 37 11
110 19,633 | Si ,456 ,080 38 10
111 21,833 | Si 411 ,084 39 9
112 27,767 | No 39 8
113 31,867 | No 39 7
114 37,767 | Si ,352 ,090 40 6
115 38,300 | No 40 5
116 39,667 | No 40 4
117 43,733 | No 40 3
118 45,300 | No 40 2
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119 46,833 | No 40 1
120 60,867 | No 40 0
1 2,133 | No 0 43
2 2,733 | Si 977 ,023 1 42
3 3,067 | No 1 41
4 3,067 | No 1 40
5 3,167 | No 1 39
6 5,800 | No 1 38
7 6,233 | No 1 37
8 7,633 | Si ,950 ,034 2 36
9 7,733 | No 2 35
10 10,400 | No 2 34
11 10,667 | No 2 33
12 11,267 | Si 922 ,044 3 32
13 13,267 | No 3 31
14 13,333 | No 3 30
15 17,600 | No 3 29
16 18,267 | Si ,890 ,053 4 28
17 19,667 | No 4 27
18 20,633 | No 4 26
19 20,667 | No 4 25
) 20 24,100 | Si ,854 ,061 5 24
> 21 25,100 | Si ,819 ,068 6 23
22 26,833 | No 6 22
23 26,833 | No 6 21
24 32,267 | Si ,780 ,075 7 20
25 33,367 | Si ,741 ,081 8 19
26 41,800 | No 8 18
27 41,800 | No 8 17
28 42,267 | No 8 16
29 43,500 | No 8 15
30 46,233 | No 8 14
31 47,733 | No 8 13
32 49,767 | No 8 12
33 51,067 | No 8 11
34 59,533 | No 8 10
35 61,633 | No 8 9
36 63,300 | No 8 8
37 65,067 | Si ,648 ,112 9 7
38 67,633 | Si ,555 ,129 10 6
39 82,133 | No 10 5
40 92,933 | Si ,444 ,143 11 4
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41 93,467 | Si ,333 ,144 12 3
42 96,467 | No 12 2
43 106,467 | No 12 1
44 111,700 | No 12 0
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Tabla 5: Tasa de Salvamento de Extremidad. Poblacion Solo Tratamiento
Médico. Eventos en el analisis de Kaplan-Meier de la poblacion global. Variable

amputacion.
Tabla de supervivencia
Tiempo | Estado | Proporcion acumulada que N°de N° de casos
sobrevive hasta el momento eventos que

Estimacion | Error tipico | acumulados | permanecen
1 ,000 | Si ,986 ,013 1 73
2 ,333 | No . . 1 72
3 ,400 | Si 973 ,019 2 71
4 ,567 | Si ,959 ,023 3 70
5 ,767 | Si ,945 ,027 4 69
6 ,800 | Si ,932 ,029 5 68
7 ,933[Si 918 ,032 6 67
8 1,167 |Si ,904 ,034 7 66
9 1,333 |Si ,891 ,037 8 65
10 1,367 |No . . 8 64
11 1,600 | Si ,877 ,039 9 63
12 1,633 |Si ,863 ,040 10 62
13 1,700 | Si ,849 ,042 11 61
14 1,733 |Si ,835 ,044 12 60
15 2,033 |Si . . 13 59
16 2,033 |Si ,807 ,046 14 58
17 2,067 | Si . . 15 57
18 2,067 | Si 179 ,049 16 56
19 2,133 |Si ,765 ,050 17 55
20 2,233 |Si ,751 ,051 18 54
21 2,267 |Si . . 19 53
22 2,267 |Si , 724 ,053 20 52
23 2,367 |Si ,710 ,053 21 51
24 2,500 Si . . 22 50
25 2,500 Si ,682 ,055 23 49
26 2,733 |Si 24 48
27 2,733 |Si . . 25 47
28 2,733 |Si ,640 ,057 26 46
29 3,033 |Si ,626 ,057 27 45
30 3,067 | Si ,612 ,057 28 44
31 3,167 |Si ,598 ,058 29 43
32 4,033 | Si ,584 ,058 30 42
33 4,167 |Si ,571 ,058 31 41
34 4,200 | Si 32 40
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35 4,200 | Si ,543 ,059 33 39
36 4,700 | Si ,529 ,059 34 38
37 5,633 |Si ,515 ,059 35 37
38 5,800 | No . . 35 36
39 6,033 | Si ,501 ,059 36 35
40 6,133 |Si . . 37 34
41 6,133 |Si 472 ,059 38 33
42 6,233 | Si ,458 ,059 39 32
43 7,233 | Si ,443 ,059 40 31
44 7,833 | Si ,429 ,059 41 30
45 9,033 | Si 415 ,058 42 29
46 10,667 | Si ,400 ,058 43 28
47 11,000 | Si ,386 ,058 44 27
48 12,467 | Si ,372 ,057 45 26
49 12,700 | Si ,358 ,057 46 25
50 14,567 | Si ,343 ,056 47 24
51 15,267 | Si ,329 ,056 48 23
52 18,267 | No 48 22
53 20,633 | No . . 48 21
54 21,833 |Si ,313 ,055 49 20
55 25,100 | No 49 19
56 26,833 | No 49 18
57 26,833 | No 49 17
58 33,367 | No 49 16
59 41,800 | Si . . 50 15
60 41,800 | Si ,274 ,055 51 14
61 42,267 | No 51 13
62 43,500 | No . . 51 12
63 43,733 | Si ,251 ,055 52 11
64 46,233 | No 52 10
65 47,733 |[No 52 9
66 51,067 |[No 52 8
67 59,533 |[No 52 7
68 61,633 | No 52 6
69 65,067 | No . . 52 5
70 67,633 |Si ,201 ,063 53 4
71 93,467 | No 53 3
72 93,467 | No 53 2
73 96,467 | No 53 1
74 96,467 | No 53 0
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Tabla 6: Tasa de Salvamento de Extremidad. Poblacion Sélo Tratamiento
Médico. Eventos en el analisis de Kaplan-Meier segun pertenencia a grupo
Angiogénesis o Control. Variable amputacion.

Tabla de supervivencia

Angiogenes | Tiempo | Estado | Proporcion acumulada N°de N° de casos

is que sobrevive hasta el eventos que
momento acumulados | permanecen

Estimacion | Error tipico

1 ,000 | Si ,978 ,022 1 45
2 ,333 | No . . 1 44
3 ,400 | Si ,956 ,030 2 43
4 ,567 | Si ,934 ,037 3 42
5 ,767 | Si 912 ,042 4 41
6 ,800 | Si ,889 ,047 5 40
7 933 [Si ,867 ,051 6 39
8 1,167 |Si ,845 ,054 7 38
9 1,333 |Si ,823 ,057 8 37
10 1,367 |No . . 8 36
11 1,600 | Si ,300 ,060 9 35
12 1,633 |Si 177 ,062 10 34
13 1,700 | Si , 7154 ,064 11 33
14 1,733 |Si ,731 ,066 12 32
15 2,033 |Si . . 13 31
16 2,033 |Si ,686 ,070 14 30
No |17 2,067 | Si . . 15 29
18 2,067 | Si ,640 ,072 16 28
19 2,133 |Si ,617 ,073 17 27
20 2,233 |Si ,594 ,074 18 26
21 2,267 |Si . . 19 25
22 2,267 |Si ,548 ,075 20 24
23 2,367 |Si ,526 ,075 21 23
24 2,500 | Si . . 22 22
25 2,500 | Si ,480 ,075 23 21
26 2,733 |Si 457 ,075 24 20
27 3,033 |Si 434 ,075 25 19
28 4,033 | Si 411 ,074 26 18
29 4,167 |Si ,388 ,074 27 17
30 4,200 | Si . . 28 16
31 4,200 | Si ,343 ,072 29 15
32 4,700 | Si ,320 ,070 30 14
33 5,633 |Si ,297 ,069 31 13
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34 6,033 | Si ,274 ,067 32 12
35 6,133 |Si . . 33 11
36 6,133 |Si ,229 ,063 34 10
37 7,233 |Si ,206 ,061 35 9
38 7,833 | Si ,183 ,058 36 8
39 9,033 | Si ,160 ,055 37 7
40 11,000 | Si ,137 ,052 38 6
41 12,467 | Si ,114 ,048 39 5
42 12,700 | Si ,091 ,044 40 4
43 14,567 | Si ,069 ,038 41 3
44 15,267 | Si ,046 ,032 42 2
45 21,833 |Si ,023 ,023 43 1
46 43,733 | Si ,000 ,000 44 0
1 2,733 | Si . . 1 27
2 2,733 |Si ,929 ,049 2 26
3 3,067 | Si ,893 ,058 3 25
4 3,167 |Si1 ,857 ,066 4 24
5 5,800 | No . . 4 23
6 6,233 | Si ,820 ,073 5 22
7 10,667 | Si ,783 ,079 6 21
8 18,267 | No 6 20
9 20,633 | No 6 19
10 25,100 | No 6 18
11 26,833 | No 6 17
12 26,833 | No 6 16
13 33,367 | No 6 15
. 14 41,800 | Si . . 7 14
51 15 41,800 | Si ,678 ,097 8 13
16 42,267 | No 8 12
17 43,500 | No 8 11
18 46,233 | No 8 10
19 47,733 | No 8 9
20 51,067 | No 8 8
21 59,533 | No 8 7
22 61,633 | No 8 6
23 65,067 | No . . 8 5
24 67,633 | Si ,543 ,144 9 4
25 93,467 | No 9 3
26 93,467 | No 9 2
27 96,467 | No 9 1
28 96,467 | No 9 0
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Tabla 7: Tasa de Supervivencia. Poblacion Sdlo Tratamiento Médico. Eventos
en el analisis de Kaplan-Meier analisis global. Variable exitus.

Tabla de supervivencia

Tiempo | Estado | Proporcion acumulada que N°de N° de casos
sobrevive hasta el momento eventos que

Estimacion | Error tipico | acumulados | permanecen

1 ,000 | Si ,986 ,014 1 70
2 ,333|Si 972 ,020 2 69
3 ,400 | Si ,958 ,024 3 68
4 ,567 | Si ,944 ,027 4 67
5 ,767 | Si ,930 ,030 5 66
6 ,800 | Si 915 ,033 6 65
7 ,933|Si ,901 ,035 7 64
8 1,167 |Si ,887 ,038 8 63
9 1,333 |No . . 8 62
10 1,367 |Si ,873 ,040 9 61
11 1,600 | Si ,859 ,041 10 60
12 1,633 |Si ,844 ,043 11 59
13 1,700 | No 11 58
14 1,733 | No 11 57
15 2,033 |No 11 56
16 2,033 |No 11 55
17 2,067 | Si . . 12 54
18 2,067 | Si ,814 ,047 13 53
19 2,133 |No . . 13 52
20 2,233 |Si ,798 ,048 14 51
21 2,267 |Si . . 15 50
22 2,267 |Si ,767 ,051 16 49
23 2,367 |Si ,751 ,053 17 48
24 2,500 | No 17 47
25 2,500 | No 17 46
26 2,733 |Si . . 18 45
27 2,733 |Si ,718 ,055 19 44
28 3,033 |No 19 43
29 3,067 |No 19 42
30 3,167 | No 19 41
31 4,033 |No . . 19 40
32 4,167 |Si ,700 ,057 20 39
33 4,200 |No 20 38
34 4,200 |No 20 37
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35 4,700 | Si ,682 ,058 21 36
36 5,633 Si ,663 ,060 22 35
37 5,800 No 22 34
38 6,033 | No . . 22 33
39 6,133 |Si ,643 ,061 23 32
40 6,133 | No 23 31
41 6,233 | No 23 30
42 7,233 | No 23 29
43 7,833 | No 23 28
44 9,033 | No 23 27
45 10,667 | No 23 26
46 11,000 | No . . 23 25
47 12,467 | Si ,617 ,064 24 24
48 12,700 | No . . 24 23
49 14,567 | Si ,590 ,066 25 22
50 15,267 | No . . 25 21
51 18,267 | Si ,562 ,069 26 20
52 20,633 | No . . 26 19
53 21,833 |Si ,532 ,071 27 18
54 25,100 | Si ,503 ,073 28 17
55 26,833 | No 28 16
56 26,833 | No . . 28 15
57 33,367 Si ,469 ,076 29 14
58 41,800 | No 29 13
59 41,800 | No 29 12
60 42,267 | No 29 11
61 43,500 | No 29 10
62 43,733 | No 29 9
63 46,233 | No 29 8
64 47,733 | No 29 7
65 51,067 |[No 29 6
66 59,533 |[No 29 5
67 61,633 | No . . 29 4
68 65,067 | Si ,352 ,116 30 3
69 67,633 |Si ,235 ,123 31 2
70 93,467 | Si 117 ,103 32 1
71 96,467 | No 32 0
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Tabla 8: Tasa de Supervivencia. Poblacion Sdlo Tratamiento Médico. Eventos
en el analisis de Kaplan-Meier segun pertenencia a grupo Angiogénesis o
Control. Variable exitus.

Tabla de supervivencia

Angiogenesis | Tiempo | Estado | Proporcion acumulada N°de N° de casos
que sobrevive hasta el eventos que
momento acumulados | permanecen
Estimacion | Error tipico

1 ,000 | Si ,978 ,022 1 45
2 ,333|Si ,957 ,030 2 44
3 ,400 | Si ,935 ,036 3 43
4 ,567 | Si 913 ,042 4 42
5 ,767 | Si ,891 ,046 5 41
6 ,800 | Si ,870 ,050 6 40
7 ,933 | Si ,848 ,053 7 39
8 1,167 |Si ,826 ,056 8 38
9 1,333 |No . . 8 37
10 1,367 |Si ,804 ,059 9 36
11 1,600 | Si ,781 ,061 10 35
12 1,633 |Si ,759 ,063 11 34
13 1,700 | No 11 33
14 1,733 |No 11 32
15 2,033 |No 11 31
16 2,033 |No 11 30
No |17 2,067 | Si . . 12 29
18 2,067 | Si ,708 ,068 13 28
19 2,133 |No . . 13 27
20 2,233 |Si ,682 ,071 14 26
21 2,267 |Si . . 15 25
22 2,267 |Si ,630 ,074 16 24
23 2,367 |Si ,604 ,076 17 23
24 2,500 | No 17 22
25 2,500 | No . . 17 21
26 2,733 |Si ,575 ,077 18 20
27 3,033 |No 18 19
28 4,033 |No . . 18 18
29 4,167 |Si ,543 ,079 19 17
30 4,200 |No 19 16
31 4,200 |No . . 19 15
32 4,700 | Si ,507 ,082 20 14
33 5,633 |Si 470 ,084 21 13
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34 6,033 | No . . 21 12
35 6,133 |Si 431 ,085 22 11
36 6,133 | No 22 10
37 7,233 | No 22 9
38 7,833 | No 22 8
39 9,033 | No 22 7
40 11,000 | No . . 22 6
41 12,467 | Si ,359 ,097 23 5
42 12,700 | No . . 23 4
43 14,567 | Si ,270 ,106 24 3
44 15,267 | No . . 24 2
45 21,833 |Si ,135 ,109 25 1
46 43,733 | No . . 25 0
1 2,733 |Si ,960 ,039 1 24
2 3,067 | No 1 23
3 3,167 |No 1 22
4 5,800 | No 1 21
5 6,233 |No 1 20
6 10,667 | No . . 1 19
7 18,267 | Si ,909 ,062 2 18
8 20,633 | No . . 2 17
9 25,100 | Si ,856 ,078 3 16
10 26,833 | No 3 15
11 26,833 | No . . 3 14
12 33,367 |Si1 ,795 ,093 4 13
Si 13 41,800 | No 4 12
14 41,800 | No 4 11
15 42,267 |No 4 10
16 43,500 | No 4 9
17 46,233 | No 4 8
18 47,733 | No 4 7
19 51,067 | No 4 6
20 59,533 | No 4 5
21 61,633 | No . . 4 4
22 65,067 | Si ,596 ,186 5 3
23 67,633 |Si ,397 ,204 6 2
24 93,467 |Si ,199 ,174 7 1
25 96,467 | No 7 0
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Tabla 9: Tasa de Salvamento de Extremidad. Grupo Angiogénesis. Eventos en el
analisis de Kaplan-Meier segun pertenencia a grupo Diabetes. Variable

amputacion.
Tabla de supervivencia
Diabetes Tiempo | Estado | Proporcion acumulada N°de N° de casos
que sobrevive hasta el eventos que
momento acumulados | permanecen
Estimacion | Error tipico
1 5,800 |No : : 0 26
2 6,233 |Si ,962 ,038 1 25
3 7,733 | Si ,923 ,052 2 24
4 10,400 | Si ,885 ,063 3 23
5 17,600 | Si ,846 ,071 4 22
6 20,667 | Si ,808 ,077 5 21
7 26,833 | No 5 20
8 26,833 | No 5 19
9 41,800 | Si : : 6 18
10 41,800 | Si ,723 ,090 7 17
11 42,267 |No 7 16
12 46,233 |No 7 15
13 47,733 |No 7 14
No |14 49,767 |No 7 13
15 51,067 |No 7 12
16 59,533 |No 7 11
17 61,633 | No 7 10
18 65,067 | No 7 9
19 82,133 |No 7 8
20 93,467 | No 7 7
21 93,467 |No 7 6
22 96,467 | No 7 5
23 96,467 | No 7 4
24 106,467 | No 7 3
25 106,467 | No 7 2
26 111,700 | No 7 1
27 111,700 | No 7 0
1 2,133 |No 0 21
2 2,733 |Si : : 1 20
Si 3 2,733 |Si ,905 ,064 2 19
4 3,067 |Si : : 3 18
5 3,067 Si ,810 ,086 4 17
6 3,167|Si ,762 ,093 5 16
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7 7,633 | Si , 714 ,099 6 15
8 10,667 | Si ,667 ,103 7 14
9 11,267 | Si ,619 ,106 8 13
10 13,267 | Si ,571 ,108 9 12
11 13,333 |Si ,524 ,109 10 11
12 18,267 | No . . 10 10
13 19,667 | Si 471 ,110 11 9
14 20,633 | No . . 11 8
15 24,100 Si 413 111 12 7
16 25,100 | No 12 6
17 32,267 |[No 12 5
18 33,367 |No 12 4
19 43,500 | No 12 3
20 63,300 | No . . 12 2
21 67,633 | Si ,206 ,156 13 1
22 92,933 |No 13 0
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Tabla 10: Tasa de Salvamento de Extremidad. Grupo Angiogénesis. Eventos en
el analisis de Kaplan-Meier segun pertenencia a grupo Neumopatia. Variable

amputacion.
Tabla de supervivencia
Neumopatia Tiempo | Estado Proporcion acumulada que | N°de eventos | N° de casos
sobrevive hasta el momento acumulados que

Estimacion Error tipico permanecen
1 3,167 | Si 971 ,028 1 34
2 5,800 | No 1 33
3 6,233 | Si ,942 ,040 2 32
4 7,633 | Si 913 ,048 3 31
5 10,667 | Si ,883 ,055 4 30
6 13,267 | Si ,854 ,060 5 29
7 13,333 | Si ,824 ,065 6 28
8 17,600 | Si ,195 ,069 7 27
9 18,267 | No 7 26
10 20,633 | No 7 25
11 20,667 | Si ,163 ,073 8 24
12 24,100 | Si ,731 ,077 9 23
13 25,100 | No 9 22
14 26,833 | No 9 21
15 26,833 | No 9 20
16 33,367 | No 9 19
No 17 41,800 | Si 10 18
18 41,800 | Si ,654 ,086 11 17
19 42,267 | No 11 16
20 43,500 | No 11 15
21 46,233 | No 11 14
22 47,733 | No 11 13
23 49,767 | No 11 12
24 51,067 | No 11 11
25 59,533 | No 11 10
26 61,633 | No 11 9
27 63,300 | No 11 8
28 93,467 | No 11 7
29 93,467 | No 11 6
30 96,467 | No 11 5
31 96,467 | No 11 4
32 106,467 | No 11 3
33 106,467 | No 11 2
34 111,700 | No 11 1
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35 111,700 | No 1 0
1 2,133 |No 0 13
2 2,733 | Si 1 12
3 2,733 | Si ,846 ,100 2 11
4 3,067 | Si 3 10
5 3,067 | Si ,692 ,128 4 9
6 7,733 | Si ,615 ,135 5 8
) 7 10,400 | Si ,538 ,138 6 7
5 8 11,267 | Si ,462 ,138 7 6
9 19,667 | Si ,385 ,135 8 5
10 32,267 | No 8 4
11 65,067 | No 8 3
12 67,633 | Si ,256 ,138 9 2
13 82,133 | No 9 1
14 92,933 | No 9 0
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Tabla 11: Tasa de Salvamento de Extremidad. Grupo Angiogénesis. Eventos en
el analisis de Kaplan-Meier segun pertenencia a grupo Hepatopatia. Variable

amputacion.
Tabla de supervivencia
Hepatopatia Tiempo | Estado Proporcion acumulada que | N°de eventos | N° de casos
sobrevive hasta el momento acumulados que

Estimacion Error tipico permanecen
1 2,133 | No 0 43
2 2,733 | Si 1 42
3 2,733 | Si 953 ,032 2 41
4 3,067 | Si ,930 ,039 3 40
5 3,167 Si ,907 ,044 4 39
6 5,800 | No 4 38
7 7,633 | Si ,883 ,049 5 37
8 7,733 | Si ,859 ,053 6 36
9 10,667 | Si ,835 ,057 7 35
10 11,267 | Si ,812 ,060 8 34
11 13,267 | Si ,788 ,063 9 33
12 13,333 | Si ,764 ,065 10 32
13 17,600 | Si ,740 ,068 11 31
14 18,267 | No 11 30
15 19,667 | Si ,715 ,070 12 29
16 20,633 | No 12 28
17 20,667 | Si ,690 ,072 13 27
Mo 18 24,100 | Si ,664 ,073 14 26
19 25,100 | No 14 25
20 26,833 | No 14 24
21 26,833 | No 14 23
22 32,267 | No 14 22
23 33,367 | No 14 21
24 42,267 | No 14 20
25 43,500 | No 14 19
26 46,233 | No 14 18
27 47,733 | No 14 17
28 49,767 | No 14 16
29 51,067 | No 14 15
30 59,533 | No 14 14
31 61,633 | No 14 13
32 63,300 | No 14 12
33 65,067 | No 14 11
34 67,633 | Si ,604 ,088 15 10
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35 82,133 | No 15 9
36 92,933 | No 15 8
37 93,467 | No 15 7
38 93,467 | No 15 6
39 96,467 | No 15 5
40 96,467 | No 15 4
41 106,467 | No 15 3
42 106,467 | No 15 2
43 111,700 | No 15 1
44 111,700 | No 15 0
1 3,067 | Si ,800 ,179 1 4
2 6,233 | Si ,600 ,219 2 3
Si 3 10,400 | Si ,400 ,219 3 2
4 41,800 | Si 4 1
5 41,800 | Si ,000 ,000 5 0
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Tabla 12: Tasa de Salvamento de Extremidad. Grupo Angiogénesis. Eventos en

el analisis de Kaplan-Meier segun pertenencia a grupo Hemorreologico.

Variable amputacion.

Tabla de supervivencia

Hemorreologico Tiempo | Estado | Proporcion acumulada que Ne°de N° de casos
sobrevive hasta el momento eventos que

Estimacion | Error tipico | acumulados | permanecen

1 3,167 Si ,957 ,043 1 22
2 5,800 | No 1 21
3 6,233 | Si 911 ,060 2 20
4 7,633 | Si ,865 ,072 3 19
5 18,267 | No 3 18
6 24,100 | Si ,817 ,083 4 17
7 32,267 | No 4 16
8 33,367 | No 4 15
9 41,800 | Si 5 14
10 41,800 | Si ,708 ,101 6 13
11 43,500 | No 6 12
No 12 49,767 | No 6 11
13 61,633 | No 6 10
14 63,300 | No 6 9
15 65,067 | No 6 8
16 82,133 | No 6 7
17 92,933 | No 6 6
18 93,467 | No 6 5
19 93,467 | No 6 4
20 96,467 | No 6 3
21 96,467 | No 6 2
22 106,467 | No 6 1
23 106,467 | No 6 0
1 2,133 | No 0 25
2 2,733 | Si 1 24
3 2,733 | Si ,920 ,054 2 23
4 3,067 | Si 3 22
5 3,067 | Si ,840 ,073 4 21
Si 6 7,733 | Si ,800 ,080 5 20
7 10,400 | Si ,760 ,085 6 19
8 10,667 | Si ,720 ,090 7 18
9 11,267 | Si ,680 ,093 8 17
10 13,267 | Si ,640 ,096 9 16
11 13,333 |Si ,600 ,098 10 15
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12 17,600 | Si ,560 ,099 11 14
13 19,667 | Si ,520 ,100 12 13
14 20,633 | No 12 12
15 20,667 | Si 477 ,101 13 11
16 25,100 | No 13 10
17 26,833 | No 13 9
18 26,833 | No 13 8
19 42,267 | No 13 7
20 46,233 | No 13 6
21 47,733 | No 13 5
22 51,067 | No 13 4
23 59,533 | No 13 3
24 67,633 | Si ,318 ,146 14 2
25 111,700 | No 14 1
26 111,700 | No 14 0
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Tabla 13: Tasa de Salvamento de Extremidad. Grupo Angiogénesis. Eventos en
el analisis de Kaplan-Meier segun pertenencia a Enfermedad de Buerger.
Variable amputacion.

Tabla de supervivencia

Enfermedad de Tiempo | Estado | Proporcion acumulada que N° de N° de casos
Buerger sobrevive hasta el momento eventos que
Estimacion | Error tipico | acumulados | permanecen
1 2,133 | No 0 34
2 2,733 | Si 1 33
3 2,733 | Si ,941 ,040 2 32
4 3,067 | Si 3 31
5 3,067 | Si ,882 ,055 4 30
6 3,167 |Si ,853 ,061 5 29
7 7,633 | Si ,824 ,065 6 28
8 7,733 | Si ,794 ,069 7 27
9 10,400 | Si ,765 ,073 8 26
10 10,667 | Si ,735 ,076 9 25
11 11,267 | Si ,706 ,078 10 24
12 13,267 | Si ,676 ,080 11 23
13 13,333 |Si ,647 ,082 12 22
14 17,600 | Si ,018 ,083 13 21
15 18,267 | No 13 20
16 19,667 | Si ,587 ,085 14 19
17 20,633 | No 14 18
Mo 18 20,667 | Si ,554 ,086 15 17
19 24,100 | Si ,522 ,087 16 16
20 25,100 | No 16 15
21 32,267 | No 16 14
22 33,367 | No 16 13
23 42,267 | No 16 12
24 43,500 | No 16 11
25 49,767 | No 16 10
26 51,067 | No 16 9
27 63,300 | No 16 8
28 65,067 | No 16 7
29 67,633 | Si 447 ,102 17 6
30 82,133 | No 17 5
31 92,933 | No 17 4
32 93,467 | No 17 3
33 93,467 | No 17 2
34 106,467 | No 17 1
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35 106,467 | No 17 0
1 5,800 | No 0 13
2 6.233]si 923 074 1 12
3 26,833 | No 1 11
4 26,833 | No 1 10
5 41,800 | Si 2 9
6 41,800 | Si 738 131 3 8
, 7 46,233 | No 3 7
> 8 47,733 | No 3 6
9 59,533 | No 3 5
10 61,633 | No 3 4
11 96,467 | No 3 3
12 96,467 | No 3 2
13 111,700 | No 3 1
14 111,700 | No 3 0
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Tabla 14: Tasa de Supervivencia. Grupo Angiogénesis. Eventos en el analisis de
Kaplan-Meier segun diagnodstico de Diabetes. Variable Exitus.

Tabla de supervivencia

Proporcién acumulada que N° de casos
sobrevive hasta el momento | N° de eventos que
Diabetes Tiempo | Estado Estimacion Error tipico acumulados permanecen
No 1 5,800 | No 0 22
2 6,233 | No 0 21
3 7,733 | No 0 20
4 10,400 | No 0 19
5 17,600 | No 0 18
6 20,667 | No 0 17
7 26,833 | No 0 16
8 26,833 | No 0 15
9 41,800 | No 0 14
10 41,800 | No 0 13
11 42,267 | No 0 12
12 46,233 | No 0 11
13 47,733 | No 0 10
14 49,767 | No 0 9
15 51,067 | No 0 8
16 59,533 | No 0 7
17 61,633 | No 0 6
18 65,067 | Si ,833 ,152 1 5
19 82,133 | No 1 4
20 93,467 | Si ,0625 ,213 2 3
21 96,467 | No 2 2
22 106,467 | No 2 1
23 111,700 | No 2 0
Si 1 2,133 | No 0 20
2 2,733 | Si ,950 ,049 1 19
3 3,067 | No 1 18
4 3,067 | No 1 17
5 3,167 | No 1 16
6 7,633 | Si ,891 ,073 2 15
7 10,667 | No 2 14
8 11,267 | Si ,827 ,092 3 13
9 13,267 | No 3 12
10 13,333 | No 3 11
11 18,267 | Si , 752 ,110 4 10
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12 19,667 | No 4 9
13 20,633 | No 4 8
14 24,100 | Si ,658 ,130 5 7
15 25,100 | Si ,564 ,142 6 6
16 32,267 | Si ,470 ,146 7 5
17 33,367 Si ,376 ,144 8 4
18 43,500 | No 8 3
19 63,300 | No 8 2
20 67,633 | Si ,188 ,151 9 1
21 92,933 | Si ,000 ,000 10 0
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Tabla 15: Tasa de Supervivencia. Grupo Angiogénesis. Eventos en el analisis de

Kaplan-Meier segun antecedente de cirugia cardiaca. Variable Exitus.

Tabla de supervivencia

Proporcion acumulada que N° de casos

Correccion sobrevive hasta el momento | N° de eventos que
quirdrgica Tiempo | Estado Estimacion Error tipico acumulados permanecen
No 1 2,133 | No 0 37
2 2,733 | Si 973 ,027 1 36
3 3,067 | No 1 35
4 3,067 | No 1 34
5 3,167 | No 1 33
6 5,800 | No 1 32
7 6,233 | No 1 31
8 7,733 | No 1 30
9 10,400 | No 1 29
10 10,667 | No 1 28
11 11,267 | Si ,938 ,043 2 27
12 13,267 | No 2 26
13 13,333 | No 2 25
14 17,600 | No 2 24
15 18,267 | Si ,899 ,056 3 23
16 19,667 | No 3 22
17 20,633 | No 3 21
18 20,667 | No 3 20
19 24,100 | Si ,854 ,069 4 19
20 26,833 | No 4 18
21 26,833 | No 4 17
22 41,800 | No 4 16
23 41,800 | No 4 15
24 42,267 | No 4 14
25 43,500 | No 4 13
26 46,233 | No 4 12
27 47,733 | No 4 11
28 51,067 | No 4 10
29 59,533 | No 4 9
30 61,633 | No 4 8
31 65,067 | Si 147 ,117 5 7
32 67,633 | Si ,041 ,141 6 6
33 82,133 | No 6 5
34 92,933 | Si ,513 ,161 7 4
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35 93,467 | Si 384 164 8 3
36 96,467 | No 8 2
37 106,467 | No 8 1
38 111,700 | No 8 0
Si 1 7,633 | Si 833 152 1 5
2 25,100 | Si 667 ,192 2 4
3 32,267 Si ,500 204 3 3
4 33,367 | Si 333 ,192 4 2
5 49,767 | No 4 1
6 63,300 | No 4 0
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Tabla 16: DATOS DE CELULARIDAD BASAL.

1.Leucocitos Absolutos 2.Neutréfilos Absolutos 3.Neutrofilos % 4. Linfocitos Absolutos 5.
Linfocitos % 6.Monocitos Absolutos 7.Monocitos % 8.Eosinofilos Absolutos 9.Eosinéfilos %
10.Baséfilos Absolutos 11.Basofilos %  12.Hemoglobina  13.Hematocrito  14.Hematies
15.Plaquetas

Caso
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11.
12. 13. 14. 15.

01 7,26 5,90 80,00 1,00 13,30 0,20 3,10 0,10 1,30 0,00 0,40
14,50 43,50 5,19 143,00

02 7,26 5,90 80,00 1,00 13,30 0,20 3,10 0,10 1,30 0,00 0,40
14,50 43,50 5,19 143,00

03 9,16 6,21 66,09 2,05 24,18 0,62 6,90 0,21 2,49 0,01 0,40
13,05 39,36 4,50 246,62

04 9,16 6,21 66,09 2,05 24,18 0,62 6,90 0,21 2,49 0,01 0,40
13,05 39,36 4,50 246,62

05 4,93 2,20 44,30 2,40 48,10 0,20 3,90 0,00 0,20 0,00 0,60
1490 44,50 4,88 185,00

06 4,93 2,20 44,30 2,40 48,10 0,20 3,90 0,00 0,20 0,00 0,60
1490 44,50 4,88 185,00

07 11,17 7,40 66,50 2,50 22,20 1,00 9,20 0,20 1,50 0,10 0,60
12,00 40,30 5,69 263,00

08 13,26 10,00 76,40 1,80 13,70 1,20 9,10 0,10 0,60 0,00 0,20
12,00 3530 4,60 161,00

09 9,22 7,50 80,70 1,00 11,20 0,70 7,20 0,10 0,80 0,00 0,10
15,00 41,70 4,99 173,00

10 9,22 7,50 80,70 1,00 11,20 0,70 7,20 0,10 0,80 0,00 0,10
15,00 41,70 4,99 173,00

11 8,61 6,40 74,50 1,60 18,10 0,30 3,80 0,20 1,80 0,00 0,30
10,70 32,30 3,44 267,00

12 8,23 5,00 60,90 2,60 31,10 0,40 4,70 0,20 2,90 0,00 0,40
14,50 43,60 4,81 230,00

13 10,98 7,90 71,70 2,20 20,10 0,70 6,60 0,20 1,50 0,00 0,10
12,80 37,70 4,20 333,00

14 8,24 3,60 43,20 3,80 46,20 0,70 7,90 0,20 2,50 0,00 0,20
12,00 36,80 4,07 217,00

15 7,29 4,40 59,90 2,20 30,50 0,40 4,80 0,10 1,50 0,00 0,20
13,40 3830 4,34 231,00

16 6,33 3,80 59,30 1,50 23,70 0,90 14,50 0,10 2,20 0,00 0,30
12,00 36,60 4,41 201,00

17 12,10 7,18 59,69 3,14 26,00 1,30 10,80 0,38 3,17 0,06 0,48
15,30 45,50 4,67 254,00

18 6,63 4,30 65,50 1,60 24,10 0,50 6,90 0,20 3,00 0,00 0,50
14,80 41,70 4,73 163,00

19 7,18 3,20 44,20 2,90 40,20 0,50 6,20 0,30 4,10 0,00 1,60
11,90 37,50 3,91 206,00

20 12,63 9,40 74,60 1,70 13,50 1,00 7,90 0,50 3,60 0,10 0,40
8,90 29,40 3,18 434,00

21 5,00 4,30 72,20 1,00 13,30 0,20 4,10 0,20 4,10 0,00 0,50
14,70 40,30 4,77 123,00

22 9,10 6,40 70,20 2,00 22,00 0,50 5,30 0,20 2,30 0,00 0,20
13,40 40,80 4,75 232,00

23 6,73 3,30 49,90 2,40 36,30 0,90 12,80 0,10 1,20 0,10 0,70
9,00 29,20 4,28 370,00

24 10,38 7,20 69,60 2,10 20,30 0,70 6,40 0,20 2,30 0,00 0,30
12,20 38,30 4,30 263,00
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25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

7,19
13,50
11,42
13,10
10,16
13,10
7,84
11,30
10,00
11,40
5,44
12,40
22,16
16,40
22,16
16,40
7,90
10,00
9,36
11,70
12,86
13,70
5,38
11,40
11,40
14,20
10,08
10,70
9,80
15,00
9,46
13,90
11,59
15,80
6,40
13,40
7,52
11,70
6,33
11,20
8,82
12,00
7,68
10,70
8,49
14,20
7,67
12,00
9,45
15,20
6,68
13,80

4,90
39,60
6,10
40,90
6,40
38,30
4,90
32,90
7,00
34,20
3,60
38,60
17,50
49,90
17,50
49,90
5,40
32,70
6,60
38,70
8,80
41,30
3,30
33,80
8,00
42,90
7,40
34,90
6,30
43,00
5,90
41,80
8,30
48,00
4,40
39,90
4,60
36,60
4,80
33,10
5,90
37,10
4,50
32,70
4,70
41,50
6,30
34,20
5,40
50,00
4,60
40,00

68,00 1,50
4,47 245,00
53,50 3,60
4,39 331,00
62,60 2,80
4,77 260,00
62,40 2,20
3,90 393,00
69,80 2,00
3,92 168,00
6520 120
5,28 342,00
7920 3,80
5,33 158,00
7920 3,80
5,33 158,00
68,40 1,50
3,37 257,00
70,40 1,90
429 411,00
68,20 2,40
4,67 483,00
61,70 120
3,86 153,00
69,50 2,50
4,64 219,00
7330 1,70
4,17 341,00
64,50 2,50
5,03 226,00
62,80 2,40
4,76 266,00
71,40 2,20
5,55 254,00
68,70 1,40
4,47 125,00
60,60 1,60
4,35 285,00
75,60 0,70
3,91 152,00
66,50 1,80
4,16 196,00
58,20 2,20
3,51 313,00
55,70 3,00
4,58 262,00
82,20 0,70
3,82 313,00
5720 2,96
5,21 235,00
69,50 1,20
4,46 342,00

20,90
31,30
27,00
27,40
20,40
22,00
17,00
17,00
19,10
20,60
18,60
23,20
21,90
16,40
25,90
25,10
19,20
21,40
20,70
11,10
66,50
28,60
35,30
8,90

31,40

17,40

0,60
0,80
0,60
0,60
0,80
0,40
0,50
0,50
0,50
0,40
1,50
0,30
0,80
0,80
0,40
0,90
0,80
0,60
0,40
0,60
0,80
0,70
0,50
0,60
0,65

0,60

8,80
7,30
5,90
8,10
8,20
6,80
2,30
2,30
5,90
3,80
11,40
4,70
7,10
7,50
4,00
9,80
6,80
8,60
4,90
10,10
9,00
9,40
6,10
7,60
6,90

8,50

0,10
0,90
0,30
0,00
0,10
0,20
0,20
0,20
0,30
0,20
0,20
0,30
0,10
0,30
0,30
0,20
0,00
0,10
1,00
0,20
0,30
0,20
0,20
0,10
0,21

0,20

1,90
7,50
2,90
0,30
1,40
3,20
0,70
0,70
3,90
2,50
1,30
6,50
0,90
2,60
3,40
2,10
2,30
1,10
13,60
3,00
3,10
2,90
2,20
1,20
2,20

3,60

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,10
0,00
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,10
0,10
0,00
0,03

0,10

0,40
0,40
0,20
0,10
0,20
0,80
0,30
0,30
0,40
0,50
0,50
0,50
0,60
0,20
0,40
0,20
0,00
0,20
0,30
0,20
0,50
0,90
0,70
0,10
0,30

1,00
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Tabla 17: DATOS CELULARIDAD AFERESIS

1.Leucocitos Absolutos 2.Neutréfilos Absolutos 3.Neutrofilos % 4. Linfocitos Absolutos 5.
Linfocitos % 6.Monocitos Absolutos 7.Monocitos % 8.Eosinofilos Absolutos 9.Eosindéfilos %
10.Baséfilos Absolutos 11.Basofilos %  12.Hemoglobina  13.Hematocrito = 14.Hematies
15.Plaquetas

Caso
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11.
12. 13. 14. 15.

01 24,66 22,60 91,90 1,20 5,00 0,40 1,60 0,20 1,00 0,00 0,20
12,40 36,20 4,46 103,00

02 24,66 22,60 91,90 1,20 5,00 0,40 1,60 0,20 1,00 0,00 0,20
12,40 36,20 4,46 103,00

03 52,17 40,50 77,60 0,00 0,00 0,32 0,60 10,83 20,80 0,52 1,00
13,80 46,20 6,85 237,00

04 52,17 40,50 77,60 0,00 0,00 0,32 0,60 10,83 20,80 0,52 1,00
13,80 46,20 6,85 237,00

05 27,82 19,80 71,00 5,00 17,80 0,80 2,90 2,10 7,50 0,00 0,60
14,50 42,10 4,48 160,00

06 27,82 19,80 71,00 5,00 17,80 0,80 2,90 2,10 7,50 0,00 0,60
14,50 42,10 4,48 160,00

07 28,93 2540 87,90 1,90 6,70 1,20 4,00 0,30 1,20 0,10 0,20
10,20 33,90 4,66 237,00

08 25,45 20,00 79,30 2,80 11,20 2,20 8,60 0,20 0,70 0,10 0,20
11,70 34,70 4,51 231,00

09 36,78 31,70 86,10 3,90 10,60 0,60 1,70 0,40 1,00 0,00 0,30
14,10 3990 4,86 185,00

10 36,78 31,70 86,10 3,90 10,60 0,60 1,70 0,40 1,00 0,00 0,30
14,10 3990 4,86 185,00

11 33,89 2920 86,10 3,20 9,30 0,90 2,60 0,40 1,20 0,00 0,40
9,20 27,80 3,04 183,00

12 31,43 25,70 81,90 3,60 11,50 1,60 5,20 0,40 1,30 0,00 1,00
14,40 43,40 4,73 198,00

13 61,30 47,20 77,00 9,20 15,00 0,50 0,80 4,00 6,60 0,00 0,60
13,40 38,70 4,39 325,00

14 63,00 6,90 11,00 0,00 0,00 1,10 1,70 5440 86,30 1,00 1,00
12,10 33,80 3,85 243,00

15 6,94 4,60 66,60 1,70 25,10 0,20 2,90 0,10 1,70 0,00 0,30
12,40 34,10 3,94 152,00

16 32,00 26,60 83,00 3,70 11,60 1,20 3,80 0,30 0,90 0,00 0,30
11,80 3590 4,04 198,00

17 3490 2590 73,90 6,70 19,10 1,10 3,10 1,00 2,80 0,00 0,50
13,10 3840 4,45 282,00

18 32,07 26,90 84,00 2,60 7,90 1,30 4,10 0,50 1,70 0,00 0,30
13,80 3840 4,24 148,00

19 23,72 17,80 75,20 3,50 14,50 1,00 4,20 0,90 3,90 0,00 0,40
12,10 34,80 4,03 177,00

20 37,93 32,10 84,70 0,50 1,40 1,10 2,80 4,00 10,60 0,00 0,30
8,80 27,50 2,99 454,00

21 28,06 24,60 87,60 1,70 6,20 1,40 5,10 0,30 0,90 0,10 0,20
15,60 4390 5,29 109,00

22 31,41 26,30 83,80 2,10 6,80 2,30 7,40 0,60 1,80 0,10 0,20
11,10 34,10 3,96 165,00

23 43,00 36,00 83,80 3,80 8,80 2,30 5,20 0,20 0,50 0,00 0,20
15,30 46,00 5,63 360,00

24 50,22 44,70 89,00 3,30 6,50 1,50 3,10 0,60 0,60 0,00 0,20
11,20 30,90 3,48 239,00

25 27,36 24,00 87,50 1,80 6,60 1,10 4,00 0,30 0,90 0,00 0,30
12,80 38,60 4,37 340,00
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

55,27
13,10
28,35
13,70
43,24
11,10
17,94
12,90
25,00
12,20
21,15
16,40
21,15
16,40
31,53
11,50
28,84
11,80
47,00
13,50
16,37
11,30
42,84
13,20
40,46
11,10
46,69
15,40
37,11
11,70
36,56
14,40
8,13

13,50
35,60
11,60
23,98
11,30
11,15
12,90
35,26
10,60
54,55
13,10
20,50
13,60
24,44
15,30
28,80
14,20

44,30
38,30
23,90
39,70
36,20
33,00
14,50
37,60
20,90
37,20
16,50
50,00
16,50
50,00
27,90
36,80
26,17
39,30
35,90
39,90
13,30
34,80
37,50
40,50
33,10
36,10
43,30
43,40
31,60
35,90
32,60
43,90
7,00

40,20
26,50
34,80
20,00
32,90
7,50

36,90
29,85
32,60
47,60
39,00
16,80
42,80
18,90
44,50
24,00
41,60

78,80 7,40
434 371,00
88,20 2,90
4,96 277,00
81,30 5,50
3,96 517,00
80,90 2,60
4,16 193,00
83,50 1,97
4,95 306,00
77,90 4,00
533 89,00
77,90 4,00
533 89,00
88,40 1,30
3,77 380,00
90,70 1,31
434 346,00
76,40 5,70
435 656,00
81,00 2,10
3,90 98,00
87,40 2,90
4,47 229,00
82,00 4,30
431 190,00
92,70 0,10
5,02 178,00
85,00 0,10
3,89 224,00
89,20 0,10
4,81 183,00
86,60 0,60
426 128,00
7440 430
420 307,00
83,50 1,60
422 282,00
67,10 2,50
4,44 319,00
84,70 2,97
3,56 307,00
87,20 4,40
4,03 315,00
82,00 2,40
4,55 265,00
7330 3,40
4,67 255,00
83,20 2,65
4,59 283,00

13,10
10,40
12,70
14,20
7.80
18,80
18,80
4,10
4,60
12,10
12,80
6,90
10,60
0,20
0,30
0,40
6,90
12,10
6,80
22,40
8,40
8,00
11,40
13,80

9,21

2,30
1,00
1,40
0,50
1,67
0,40
0,40
1,50
0,82
1,10
0,50
2,20
2,40
0,80
0,60
0,60
0,50
2,70
1,30
0,50
1,93
1,60
1,10
1,10

1,79

4,10
3,40
3,10
2,80
6,67
1,80
1,80
4,80
2,80
2,50
3,10
5,10
6,00
1,80
1,60
1,70
6,20
7,60
5,40
4,90
5,50
3,00
5,40
7,90

6,23

1,60
0,30
0,20
0,20
0,48
0,10
0,10
0,60
0,38
3,70
0,40
0,20
0,50
2,30
4,70
3,10
0,00
2,00
0,30
0,40
0,44
0,50
0,20
0,20

0,29

2,80
1,20
0,40
0,90
1,91
0,70
0,70
1,80
1,30
7,90
2,50
0,40
1,20
5,00
12,70
8,50
0,20
5,70
1,40
3,50
1,20
0,90
1,00
0,70

1,02

0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,05
1,00
0,00
0,10
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,10
0,00
0,00
0,07
0,00
0,00
0,00

0,10

0,30
0,30
0,20
0,30
0,04
0,30
0,30
0,20
0,20
1,10
0,30
0,20
0,20
0,30
0,30
0,20
0,10
0,20
0,20
0,30
0,20
0,30
0,20
0,30

0,36
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Tabla 18: DATOS CELULARIDAD INOCULO

1. Leucocitos 10°/ul 2. Plaquetas 10°/ul 3. Neutrofilos % 4. CD34+ % 5.CD3+ % 6. CNT
10%ml 7.CNT 10° 8. CMN 10° 9. CMN 10*/kg 10. CD34+10° 11.CD34+10%kg 12. CD3+
10’ 13.CD3+10"/kg

CNT : Células Nucleadas Totales

Caso

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

1.

12.
27.43
918.91
13.53
263.84
15.80
513.00
23.69
722.55
92.50

2,312.50

54.07

1,189.54

42.18
991.23
40.80
734.40
61.76
802.88
48.58
461.51
44.04
550.50
47.56

1,450.58

74.00
855.37
74.35

1,895.93

28.49
569.80
44.29
752.93
51.90

1,271.55

47.69

1,073.03

49.46

1,112.85

84.34
421.70
23.32
36.95

47.24

1,062.90

111.00
499.50

2. 3.
13.
527.00 2.40
10.44
257.00 4.20
3.00
1,196.002.60
8.35
1,077.000.50
11.75
515.00 4.40
23.13
385.00 10.20
11.90
583.00 2.40
13.22
676.00 8.20
10.42
415.00 40.80
7.17
266.00 33.10
4.12
445.00 11.30
11.10
482.00 1.40
22.32
661.00 25.50
9.61
757.00 1.80
37.18
623.00 4.40
8.14
563.00 13.90
10.60
959.00 1.60
15.70
357.00 1.90
13.41
347.00 6.30
17.39
196.00 52.30
5.62
444.00 1.20

431.00 4.30

880.00 1.40
14.17

112.00 39.80
6.66

CMN: Células MonoNucleadas

1.30

1.17

0.01

0.18

0.18

0.18

0.11

0.64

0.29

0.13

0.41

0.44

0.28

0.23

0.05

0.09

0.40

0.22

0.24

0.06

1.25

0.28

0.29

0.63

67.00

39.00

65.00

61.00

50.00

44.00

47.00

36.00

26.00

19.00

25.00

61.00

23.00

51.00

40.00

34.00

49.00

45.00

45.00

10.00

45.00

9.00

6.

274.30

135.30

158.00

236.90

925.00

540.00

421.80

408.00

617.60

485.80

440.40

475.60

743.80

743.50

284.90

442.90

519.00

476.90

494.60

843.40

233.20

369.50

472.00

7.

137.15

67.65

79.00

118.45

462.50

270.35

210.90

204.00

308.80

242.90

220.20

237.80

371.90

371.75

142.45

221.45

259.50

238.45

247.30

421.70

116.60

184.75

236.00

1,110.00555.00

133.86

64.81

76.95

117.86

442.15

242.77

205.84

187.27

182.81

162.50

195.32

234.47

277.07

365.06

136.18

190.67

255.35

233.92

231.72

201.15

115.20

176.81

232.89

334.11

1.52

0.74

1.25

1.92

4.42

243

2.74

2.66

1.63

1.45

391

3.61

3.11

7.16

1.95

2.69

3.15

2.92

3.62

2.68

1.24

2.76

3.11

4.45

10.

178.30

79.15

79.00

21.32

83.25

48.66

23.20

130.56

89.55

31.58

90.28

104.63

104.13

85.50

7.12

19.93

103.80

52.46

59.35

25.30

145.75

51.18

68.50

349.65

11.

2.03

0.90

0.01

0.35

0.83

0.49

0.31

1.85

0.80

0.28

1.81

1.61

1.68

0.10

0.28

1.28

0.66

0.93

0.34

1.57

0.80

0.91

4.66
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25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

29.15  546.00
364.38

92.05 964.00
2,393.04

43.52  665.00
1,174.04

17.04  235.00
30.33

12.11  72.00
421.31

5.00 137.00
10.78

49.00 748.00
1,078.00

34.02  405.00
697.41

59.02  769.00
826.28

42.68  959.00
832.26

53.38 993.00
1,601.40

22.66 231.00
566.50

59.84  780.00
1,077.12

28.49  373.00
42.02  484.00
67.45 820.00
978.03

46.17 848.00
44.01 542.00
484.11

65.02  830.00
1,267.89

34.11  79.00
34.68 601.00
35.29  323.00
882.25

15.05 107.00
114.83

17.00  82.30
535.50

3.60 134.00
64.98

25.40 87.30
50.80

12.20
4.99
3.80
44.73
2.50
18.36
14.30
0.47
5.70
5.62
30.00
0.13
6.50
16.58
6.60
10.73
11.90
10.33
6.80
8.76
5.90
25.83
0.90
9.77
4.80
12.82
0.30

15.40

20.70
13.97
2.90

12.40
6.54
9.90
22.64
3.30

2.80

1.00
12.79
15.10
1.55
14.90
6.61
47.98
0.76
36.10
0.78

0.12

0.80

0.46

0.52

0.29

0.44

0.25

0.25

0.14

0.12

0.36

0.17

0.24

0.31

0.19

0.23

0.22

0.22

0.59

0.08

0.05

0.18

0.26

0.42

0.17

0.34

25.00

52.00

54.00

2.00

49.00

28.00

44.00

41.00

28.00

39.00

60.00

50.00

36.00

29.00

22.00

39.00

50.00

7.00

35.00

19.00

25.00

291.50

920.40

435.20

170.40

121.10

50.00

490.00

340.20

590.20

426.80

533.80

226.60

598.40

284.90

420.20

674.50

461.70

440.10

650.20

341.10

346.80

352.90

150.50

170.00

36.00

254.00

145.75

460.20

217.60

151.66

85.98

38.50

245.00

170.10

295.10

213.40

266.90

113.30

299.20

142.45

210.10

337.50

230.85

220.05

325.10

170.55

173.40

176.45

164.05

153.00

34.20

203.20

127.97

442.71

212.16

129.97

81.08

26.95

229.08

158.87

259.98

198.89

251.15

112.28

284.84

142.02

177.74

267.44

224.16

192.76

292.92

164.92

168.54

174.69

139.27

130.20

17.79

129.84

1.75

8.27

3.32

2.03

1.08

0.34

3.52

2.44

3.25

2.09

4.05

1.94

3.39

1.63

2.09

3.82

249

2.60

5.23

1.87

1.87

2.53

1.88

1.61

0.21

2.00

17.49

368.16

100.10

78.41

24.93

16.98

61.25

42.53

41.31

25.61

96.08

19.26

71.81

44.16

39.92

77.57

50.79

48.41

191.81

13.64

8.67

31.76

42.00

63.50

56.00

69.70

0.24

6.88

1.56

1.23

0.33

0.21

0.94

0.65

0.52

0.27

1.55

0.33

0.85

0.51

0.47

0.56

0.65

343

0.16

0.10

0.46

0.57

0.78

0.07

1.07
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Conselleria de Salut i Consum

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DE LES ILLES
BALEARS

Dra. Olga Delgado Sanchez, presidenta del COMITE ETICO DE INVESTIGACION
CLINICA DE LES ILLES BALEARS

CERTIFICA:

Que este Comité, en reunion 01/03 de dia 22 de enero de 2003, revisé la propuesta de
los Drs. J. Besalduch del servicio de hematologia y F.T. Gémez del servicio de cirugia
vascular del Hospital Son Dureta, para que se realice el ensayo clinico N° IB 138/02
denominado ANGIOGENESIS TERAPEUTICA EN PACIENTES CON ISQUEMIA DE
MIEMBROS INFERIORES MEDIANTE TRASPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS
HEMATOPOYETICAS. Y en reunién 04/03 de dia 26 de marzo de 2003 reviso las
aclaraciones solicitadas el 22/01/03.

Y considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el
sujeto.

La capacidad de ellos investigador/es y los medios disponibles son apropiados para
llevar a cabo el estudio.

Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como
la compensacién prevista para los sujetos por dafics que pudieran derivarse de su
participacion en el ensayo.

El promotor garantiza la confidencialidad de los datos de los pacientes.

El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a
los postulados éticos.

Y que este Comité ACEPTA que dicho ensayo clinico sea realizado por el investigador
principal y en el Centro, arriba mencionados.

En cuanto al seguimiento del ensayo es necesario que se informe al Comité de
los siguientes aspectos: fecha de inicio, fecha de terminacion, n° de pacientes
reclutados, acontecimientos adversos y resumen de resultados.

Lo que fi n Palma de Mallorca a 26 de marzo de 2003
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PRESIDENTA CEIC liles Balears
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ABREVIATURAS
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ABREVIATURAS

AC

AG
AAS
ADN
AIT
Ang
ARA-II
ASC

CA
CI
Clsq
CQ
Cv
CEC
CPH
COX
CcO2
CSF

DM
DLP

EC/CE
EAP
EGF
eNOS
EPC/CPE
EPO
EDTA
EPOC

FDA
FGF

FRV
G-CSF
GM-CSF

HP
HGF

HIF
HTA

Anticoagulante

Antiagregante

Acido Acetilsalicilico

Acido Desoxirribo-Nucleico

Accidente Isquémico Transitorio
Angiopoietina

Antagonista del Receptor de Angiotensina II
Células Madre del tejido Adiposo

Cardiopatia Arritmogénica

Claudicacion Intermitente

Cardiopatia Isquémica

Correccion Quirtrgica (de la cardiopatia)

Cardiopatia Valvular

Célula Endotelial Circulante

Células Progenitoras Hematopoyéticas

Ciclooxigenasa

Dioxido de carbono

Factor Estimulante de Colonias ( Colony Stimulating Factor )

Diabetes Mellitus
Dislipemia

Endothelial Cell/Célula Endotelial

Enfermedad Arterial Periférica

Factor de Crecimiento Epidérmico / Nepidermina (Epidermal
Growth Factor)

Oxido Nitrico Sintetasa endotelial (endothelial Nitric Oxide
Synthetase)

Endothelial Progenitor Cell/Célula Progenitora Endotelial
Eritropoyetina

Acido Etilendiaminotetraacético

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica

Food and Drug Administration

Factor de Crecimiento Fibroblastico (Fibroblastic Growth
Factor)

Factores de riesgo vascular

Factor Estimulante de Colonias Granulocitarias (Granulocyte
Colony Stimulating Factor)

Factor Estimulante de colonias Granulo-monocitarias

Hepatopatia

Factor de Crecimiento Hepatocitario ( Hepatocyte Growth Factor

)

Factor Inducido por la Hipoxia ( Hypoxia Induced Factor)
Hipertension Arterial
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HBPM
HUSD
HUSE
HBAIc

IL
ICA
IGF-1
IRC
ITB
ICAM

ICMI
IECA
iPSC

LDL
LOX-1

MCP-1

MMP

MSC

NM
NRL

ON
02Cron

PC

PGI-2
PDGF
PEDF
PECAM-1
SDF
SAHS
TGF

TNF

TRC

TSP
TASC

Heparina de Bajo Peso Molecular
Hospital Universitario Son Dureta
Hospital Universitario Son Espases
Hemoglobina Glicosilada

Interleucina

Insuficiencia Cardiaca

Factor de Crecimiento Insulinico ( Insulin-like Growth Factor )
Insuficiencia Renal Cronica

Indice Tobillo-Brazo

Molélula de Adhesion Intercelular ( Intra-Cellular Adhesion
Molecule)

Isquemia Critica de Miembros Inferiores

Inhibidor del Enzima Conversor de Angiotensina

Células Pluripotentes inducidas (induced Pluripotent Stem Cell)

Lipoproteina de baja densidad ( Low Density Lipoprotein )
Receptor de la LDL oxidada ( Oxidized LDL receptor-1)

Proteina Quimioatractiva Monocitica (Monocyte Chemoattractant
Protein)

Proteina de degradacion de la Matriz / Metaloproteinasa (Matrix
MetalloProteinase)

Células Madre Mesenquimales (Mesenchymal Stem Cell)

Neumopatia
Antecedente Neurologico previo (AIT/Ictus)

Oxido Nitrico
Oxigenoterapia cronica domiciliaria

Pericito

Prostaglandina I-2

Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (Platelet Derived
Growth Factor)

Factor Pigmentario Derivado del Epitelio (Pigment Epithelium-
Derived Factor)

Molécula de Adhesion Celular Endotelio-Plaquetar/CD31
(Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule )

Factor Derivado de células del Estroma (Stromal Derived Factor)
Sindrome de Apnea/Hipopnea del Suefio

Factor de Crecimiento Tumoral ( Tumor Growth Factor )
Factor de Necrosis Tumoral (Tumor Necrosis Factor)
Células Reparadoras de Tejido ( Tissue Repair Cells )

Trombospondina (Thrombospondine )
Trans-Atlantic Society Consensus
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TcO2 Presion Transcutanea de Oxigeno

VHB Virus Hepatofilico B

VHC Virus Hepatofilico C

VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana

VEGF Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (Vascular Endotelial

Growth Factor)
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