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RESUMEN

Antecedentes: la enfermedad vascular periférica es una afeccion que frecuentemente se manifiesta en pacientes con diabetes mellitus.
El tratamiento quirargico reporta mortalidad de 1.9 a 15%, con mejoria limitada. El tratamiento médico sélo brinda mejoria parcial y tem-
poral. Las células progenitoras endoteliales, que estan entre las células progenitoras periféricas, pueden diferenciarse a diversas lineas
celulares, se reproducen sin perder esa capacidad y participan en la neoangiogénesis. Estas células estan en la médula 6sea y en la
sangre circulante.

Objetivo: comparar el trasplante autélogo de células progenitoras endoteliales obtenidas de la médula ésea para tratar la enfermedad
vascular periférica avanzada del paciente con diabetes mellitus, y en otro grupo control, estimulando la médula 6sea e infiltrando soélo el
sustrato en las extremidades inferiores.

Pacientes y métodos: se estudiaron 13 pacientes, divididos en dos grupos, al grupo | (n=5) se le suministré tratamiento médico e infiltra-
cién con albumina al 5% sin células madre, al grupo Il (n = 8) se le trasplantaron células progenitoras endoteliales por via intramuscular
en el miembro inferior afectado; para distinguir si la neoangiogénesis se debia a la diferenciacion de las células progenitoras endoteliales
0 a un proceso inflamatorio local inducido por los elementos trasplantados.

Resultados: en la comparacion, el grupo | mejor6 clinicamente en 50% y en la oximetria trascutanea, estadisticamente significativa; en
el grupo Il se observé mejoria en todos los parametros, estadisticamente significativa.

Conclusiones: este estudio muestra un importante avance en el tratamiento con células madre hematopoyéticas en pacientes que no
tienen otra alternativa para mejorar su calidad de vida.

Palabras clave: trasplante, células hematopoyéticas progenitoras, pie diabético, insuficiencia vascular periférica.

ABSTRACT

Background: Peripheral Arterial Disease is a frequent public health problem and a main complication of diabetes. Multiple reports show that
endothelial progenitor cells can differentiate into endothelial cells and produce neoangiogenesis. Patients with diabetes are known to have
impaired endothelial progenitor cell function. It has also been suggested that neoangiogenesis might be induced by inflammation only.
Objective: To compare the autologous endothelial progenitor cell transplantation obtained from the bone marrow to treat advanced peri-
pheral vascular disease in patients with diabetes mellitus, and in another control group, stimulating the bone marrow and infiltrating only
the substrate in the lower limbs

Methods: This study compared autologous endothelial progenitor cell transplant with inflammation, both prior G-CSF stimulation. Group
| (n=5) was induced with G-CSF and injected with endothelial progenitor cell substrate (albumin 5%). Group Il (n=8) was induced with G-
CSF and injected with autologous endothelial progenitor cells.

Results: In comparison, group | showed clinical and transcutaneous oximetry improvement in 50% of the patients, which was statistically
significant, in group Il improvement was observed in all the parameters, being statistically significant.

Conclusions: This study shows a significant advance in treatment with hematopoietic stem cells in patients who have no other alternative
for improving their quality of life.

Key words: transplantation, hematopoietic cells, diabetic foot, peripheral arterial disease.

a enfermedad isquémica en el paciente con
diabetes mellitus se debe a la degeneracion
aterosclerotica acelerada, principalmente de las
arterias tibioperoneas;' en la microcirculacion
existe respuesta vasodilatadora poco eficaz debido a la
disminucion a la respuesta dependiente del endotelio, de

la fibra muscular lisa y del reflejo nervioso.? Se ha com-
probado que las células progenitoras endoteliales en la
médula 6sea y sangre periférica del adulto contribuyen a
la neovascularizacion inducida por la lesion o enfermedad
preexistente,’ pero muestran dificultad para su prolifera-
cion, adhesion e incorporacion a las estructuras vasculares
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cuando hay diabetes mellitus, debido a los efectos me-
tabolicos adversos, la reducida cantidad de células y la
respuesta ineficiente del tejido lesionado.*

Las células hematopoyéticas progenitoras pueden
diferenciarse a cualquier linaje de células hematoldogicas
y se distinguen principalmente por exhibir autorreno-
vacion. En 1997 Asahara y su grupo demostraron que
estas células, CD34 positivas, podian diferenciarse a
células endoteliales ex vivo a las cuales llamaron célu-
las progenitoras endoteliales (CPE).’ La identificacion
y conteo de éstas se realiza utilizando el marcador de
superficie CD34, que es el antigeno monoclonal desa-
rrollado para moléculas de superficie especificas de
las células hematopoyéticas progenitoras.® La cantidad
de células CD34+ puede incrementarse por el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), que
promueve la proliferacion y movilizacion de las células
progenitoras medulares, incluidas las células progeni-
toras endoteliales.5’

El diabético con enfermedad isquémica puede tener
un sindrome conocido como pie diabético, definido por
la Organizacién Mundial de la Salud como la ulceracion,
infeccion o gangrena del pie, relacionadas con neuropatia
y diferentes grados de enfermedad arterial periférica. Este
sindrome es una complicacion grave que puede causar
la amputacion del miembro. Por su alta frecuencia y los
enormes costos sanitarios y sociales constituye un grave
problema de salud publica.® Se estima que para el afio 2025
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la cantidad de diabéticos sera de 11.7 millones y México
ocupara la séptima posicion en el mundo.’

Clinicamente la enfermedad isquémica de la extremi-
dad inferior se manifiesta con retraso del llenado capilar,
palidez al subir y rubor al bajar la extremidad, pérdida
del vello local, engrosamiento de las ufias, ausencia o
disminucion de pulsos o claudicacion intermitente (dolor
a la marcha). El dolor es intenso, a menudo intolerable,
ocurre sobre todo en la noche y disminuye considera-
blemente la calidad de vida del paciente.!” El dolor en
reposo es el signo clinico indicativo de isquemia grave." !
Existen diferentes métodos utiles para la evaluacion de la
isquemia de miembros periféricos, como el indice tobillo-
brazo, la manometria vascular o Doppler segmentario,
y la oximetria transcutanea regional, que es una medida
objetiva y cuantitativa de la microvasculatura. La oxi-
metria se efecta al calentar la piel a 44°C por medio
de un electrodo de Clark, lo que origina vasodilatacion;
posteriormente registra la concentracion de oxigeno
que es prefundida al tejido en milimetros de mercurio.
Si la mediciéon es de menos de 25 mmHg en posicion
supina se considera que el pie esta en riesgo de tener
complicaciones,'? la medicion menor de 10-15 mmHg
es consistente con isquemia critica. Estas mediciones no
se afectan por la aterosclerosis del paciente con diabetes
mellitus, y multiples estudios han recalcado su utilidad
en la evaluacion del pie diabético debido a su adecuada
sensibilidad (85%) y especificidad (92%).!31

Existen opciones terapéuticas no quirtrgicas que
incluyen la administracion de vasodilatadores y hemo-
rreolégicos, con efectividad no concluyente segln los
estudios actuales.'’ La cirugia de by pass, que utiliza un
trasplante autélogo de la vena safena interna del pacien-
te para revascularizar el area de mayor oclusion, solo
puede ofrecerse a cierto numero de pacientes, debido a
la dificultad de obtener un adecuado conducto, la edad
avanzada, la morbilidad cardiaca, renal y pulmonar, entre
otras limitantes.'® Los estudios recientes sugieren que la
administracion de factores de crecimiento y el trasplante de
células progenitoras podrian representar nuevas opciones

terapéuticas para inducir angiogénesis.'”'®

PACIENTES Y METODOS

Se estudiaron 13 pacientes, que se dividieron en dos
grupos:
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Grupo I n =5, grupo control, se les aplico el sustrato
de las células madre en la extremidad afectada y recibie-
ron el tratamiento médico a base de hemorreologicos y
vasodilatadores durante tres meses.!’

Grupo II n = 8, recibieron el tratamiento de trasplante
de células hematopoyéticas en la extremidad afectada y a
base de hemorreologicos y vasodilatadores.

Se incluyeron en forma prospectiva todos los pacientes
que aceptaron participar en el estudio con consentimiento
informado por escrito, avalado por el comité de ética de
nuestra institucion y que reunian los siguientes criterios
de inclusion: tener diabetes mellitus o aterosclerosis con
enfermedad arterial periférica ¢ isquemia grave de una o
ambas extremidades inferiores como complicacion, que se
manifiesta por lesion tréfica o dolor; de uno u otro sexo y
ser mayores de 18 afios de edad. Los criterios de exclusion
fueron: tener estado hipercoagulable, antecedentes de en-
fermedad vascular obstructiva en el cerebro, los rifiones o
el corazdn, insuficiencia cardiaca congestiva (fraccion de
eyeccion menor a 30%), enfermedad neoplasica maligna,
gangrena que requiriera amputacion parcial o total de una
extremidad, proceso infeccioso activo grave en cualquier
sitio del organismo, diabetes mellitus descompensada o
mas de 75 afios de edad.

Durante el tiempo del protocolo los pacientes recibie-
ron el cuidado convencional de sus tlceras (curaciones)
y se trataron con antibioticos en los casos con signos de
infeccion local leve.

Se les clasifico segln la escala de Leriche y Fontaine
(cuadro 1), se solicitaron examenes de laboratorio gene-
rales, incluidos: biometria hematica, perfil bioquimico,
telerradiografia de torax, eco Doppler de extremidades
con determinacion del indice brazo-tobillo, medicion de
presion de oxigeno transcutaneo y angiorresonancia de la
extremidad afectada.

Cuadro 1. Clasificacion Leriche y Fontaine

Grados Manifestaciones clinicas

| Lesiones asintomaticas

Il Claudicacion intermitente

Ila Dolor después de caminar mas de 150 m en plano

II'b Dolor después de caminar menos de 150 m en
plano

1] Dolor en reposo

I\ Lesiones de necrosis y gangrena

Se administro factor estimulante de colonias de granu-
locitos (filgastrim) a dosis de 5 mg/kg/dia/ durante cuatro
dias, via subcutanea. Al quinto dia de la administracion
del filgrastim se realizé un procedimiento de puncion y
aspiracion de médula 6sea con anestesia local y sedacion
general leve, se utilizé aguja de Jamshidi para aspirado
de la cresta iliaca posterior con el fin de obtener 100 mL
en total. El producto obtenido se procesd en una centri-
fuga refrigerada Sigma EK15% a 3,500 rpm/15 min a 8°C
con HES 6% (pentalmidon 6 g/100 mL)) para obtener la
capa de células mononucleares. Una vez que se obtuvo el
producto se hizo conteo de células CD34+ y su viabilidad
se evaluo con un citoflurometro FACS calibur de Becton
Dickinson® con CD45FITC (isotiocianato de fluorescei-
na)/CD34PE (Ficoeritrina)/7AAD (7-Amino actinomicyn
D). Se ajust6 la cuenta a 2 x 10° de células mononucleares,
en un tubo Falcon estéril de 50 mL y se llevoé al quiréfano
para administrar al paciente por via intramuscular de 0.5
a 1 mL en 30 a 50 sitios de la extremidad afectada, con
profundidad de aproximadamente 1 cm, con aguja nime-
ro 25 (figura 1). La administracion se llevo a cabo en el
quir6fano, bajo anestesia local o sedacion, en caso de ser
necesario. El proposito fue administrar al paciente mas de
2 x 10° células totales.

Semanalmente se realizaron evaluacion clinica y
oximetria trascutanea comparativa en el torax y la extre-
midad afectada para ver los cambios durante el periodo de
observacion. En la semana 12 postrasplante se efectud6 la
ultima revision y se realizo angiorresonancia para deter-

Figura 1. Procedimiento quirurgico. Inyeccién de células madre en
al menos 50 sitios diferentes de la pantorrilla afectada.
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Cuadro 2. Comparativo de ambos grupos en las variables de evaluacion

Estadio clinico. Escala Leriche y Oximetria Conteo de Angiorreso-
Fontaine CD34+ nancia
Pretrasplante Postrasplante Pretrasplante Postrasplante Postrasplante
Grupo 1
Control
1 \Y% Ila 49 mmHg 59 mmHg NA Una cruz
2 \% II'b 42 mmHg 51 mmHg NA Dos cruces
3 II'b Ila 44 mmHg 47 mmHg NA Una cruz
4 II'b II'b 27 mmHg 32 mmHg NA Sin cambio
5 ] II'b 30 mmHg 34 mmHg NA Sin cambio
Grupo 2
Trasplante
1 \Y, Sin claudicacion 46 mmHg 52 mmHg 3.1x 10°8 Tres cruces
2 \Y, Sin claudicacién 52 mmHg 60 mmHg 4.4 x 108 Tres cruces
3 II'b Eliminacion 38 mmHg Eliminacion 2.2x10¢ Eliminacion
4 \Y II'b 48 mmHg 60 mmHg 20.6 x 108 Tres cruces
5 \% II'b 42 mmHg 48 mmHg 3.7 x 108 Una cruz
6 1] II'b 35 mmHg 45 mmHg 18.4 x 10° Tres cruces
7 1] Ila 45 mmHg 49 mmHg 5.9 x10¢ Dos cruces
8 Ila Sin claudicacion 36 mmHg 46 mmHg 22.4 x 108 Tres cruces

Analisis estadistico

Grupo |: se realizé prueba de la t de Student para muestras relacionadas en estas variables con el fin de evaluar si el aumento era signi-
ficativo y se encontré un valor de p < 0.05, estadio clinico p = 0.129, oximetria trascutanea pre y postrasplante p = 0.005, prueba de ji al

cuadrado, angiorresonancia p = 0.819 y criterio de éxito p = 0.819.

Grupo lI: se realizé prueba de la t de Student para muestras relacionadas en estas variables para evaluar si el aumento era significativo y
se encontré un valor de p < 0.05. Estadio clinico p <0.001, oximetria trascutanea pre y postrasplante p < 0.001, prueba de ji al cuadrado,

angiorresonancia p = 0.068 y criterio de éxito p = 0.004.

minar el grado de neoangiogénesis posterior al tratamiento
(cuadro 2).

RESULTADOS

Entre los criterios de éxito de este estudio se tomaron
como parametros la mejoria clinica mostrada a través
de un cambio positivo o negativo en la clasificacion
funcional de Leriche y Fontaine (cuadro 1), asi como
la angiorresonancia previa y posterior al trasplante y
la medicion de oxigeno trascutaneo. El tratamiento se
considerd exitoso cuando se comprobd mejoria de grado
IV o III a grados II (a o b) y I, asi como el desarrollo
de nuevos vasos colaterales en la angiorresonancia
comparativa posterior a las 12 semanas de observacion,
ademas de una lectura de la oximetria trascutanea de
mas de 40 mmHg.

Entre los criterios de fracaso se consideraron los si-
guientes: cuando no hubo mejoria clinica (clasificacion

funcional de Leriche y Fontaine), si no hubo desarrollo
de nuevos vasos colaterales mediante angiorresonancia
comparativa, +0 sin desarrollo de vasos colaterales, +1
desarrollo leve y la evaluacion de oximetria trascutanea
menor de 40 mmHg.

En la comparacion de los grupos, a pesar de que en el |
(control) se observo mejoria clinica en la clasificacion de
Leriche y Fontaine, 50% de los pacientes refirié mejoria
clinica sin datos en los parametros de la oximetria trascuta-
neay los de formacion neovascular en la angiorresonancia
(cuadro 2). En el analisis estadistico se realizdé prueba
de la ¢ de Student para muestras relacionadas con estas
variables para evaluar si el aumento era significativo, se
encontrd un valor de p < 0.05; estadio clinico: p = 0.129,
oximetria transcutanea pre y postrasplante p = .005, prueba
de la ji al cuadrado, angiorresonancia p = 0.819, criterio
de éxito p = 0.819.

A pesar de que se estimuld la médula 6sea en forma
sistémica para la proliferacion de las células madre, reali-
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Pretrasplante

Postrasplante

Figura 2. Angiorresonancia pretrasplante y postrasplante. Se observa un cambio significativo con aumento en el flujo de las arterias de

la extremidad inferior izquierda que era la afectada.

zar la puncion en la extremidad afectada no fue suficiente
para que factores locales propiciaran la migracion de las
mismas.

En el grupo II se observo mejoria importante en to-
dos los parametros; los pacientes refirieron un cambio
favorable en la claudicacion intermitente y en la escala
clinica de Leriche y Fontaine (cuadros 1 y 2); asimismo,
la oxigenacion trascutanea mejor6 a partir de la novena
o décima semanas del trasplante y la angiorresonancia
mostrod neoangiogénesis objetiva en 100% de los casos, con
aumento en la irrigacion distal de la extremidad afectada
(figura 2). En el analisis estadistico, a este grupo se le
realizo prueba de la t de Student para muestras relaciona-
das en estas variables con el fin de evaluar si el aumento
era significativo, y se encontré un valor de p < 0.05, en
el estadio clinico p < 0.001, oximetria trascutanea pre y
postrasplante p < 0.001, prueba de la ji al cuadrado, an-
giorresonancia p = 0.068, criterio de éxito p = 0.004. Uno
de estos pacientes tenia amputacion transmetatarsiana, que
luego de un mes de evolucion no curaba adecuadamente
(figura 3), a las 15 semanas postrasplante estaba por com-
pleto cicatrizada (figuras 4 y 5). Un paciente se elimin6
del estudio porque resultéd con insuficiencia renal y entrd
al programa de dialisis.

DISCUSION

Las complicaciones con mayor morbilidad y mortalidad en
el paciente diabético son: aumento en el riesgo de infarto
de miocardio, ceguera, insuficiencia renal, neuropatia pe-
riférica y enfermedad vascular periférica. La enfermedad
vascular periférica del diabético tipo 2 predomina en las
extremidades inferiores (90%), puede ser muy grave y de-
jar secuelas importantes, incapacidad permanente o dolor

Figura 3. Amputacion transmetatarsiana de un mes de evolucion
con tratamiento convencional y curaciones sin evidencia de tejido
de granulacioén y proceso de cicatrizacion.
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Figura 4. Aspecto luego de siete semanas del trasplante con cé-
lulas progenitoras endoteliales, donde se observa un cambio muy
favorable en el proceso de cicatrizacion.

cronico de dificil tratamiento. En nuestro pais es la princi-
pal causa de amputacion en los miembros inferiores.?

Se estudiaron modelos experimentales en animales en
los que se provocd diabetes mellitus y se les trasplant6
médula dsea en los sitios donde existid lesion arterial; se
observé desarrollo rapido de la neovascularizacion, con
alivio de la isquemia.?! Por lo anterior, una de las propues-
tas que ha tomado gran impulso en el tratamiento de la
enfermedad isquémica periférica en el paciente diabético
es la aplicacion de células progenitoras endoteliales para
estimular la neoangiogénesis.

Durante la década de 1970 se realizaron los primeros
trasplantes de médula 6sea que lograron curar a pacientes
con leucemia. Las células progenitoras endoteliales for-
man parte de esta poblacion de células hematopoyéticas
progenitoras y al principio se crey6 que solo se producian
durante la vida embrionaria.”? En 1997 se desmintio el
paradigma de que las células angioblasticas con capacidad
para diferenciarse en células endoteliales para la neofor-
macion de vasos sanguineos solo se producian durante el
periodo embrionario.

Estas células pueden obtenerse de sangre periférica,
médula 6sea y sangre de cordon umbilical. También se
observo que estas células endoteliales primitivas eran
positivas para el marcador conocido como factor de cre-
cimiento vascular endotelial (VEGFR2, por sus siglas en
inglés) que habia sido identificado en estudios previos
durante procesos de revascularizaciéon en modelos ani-
males.” Las células progenitoras endoteliales son, por
tanto, células CD34 y VEGFR2 positivas; sin embargo,
la mayor parte de los estudios para revascularizacion que
usan células progenitoras endoteliales han empleado el
marcador CD34 porque esta mejor estudiado.?* Es dificil

Figura 5. Quince semanas postransplante de células progeni-
toras endoteliales, se observa una cicatrizacion completa de la
amputacion.

definir las células progenitoras endoteliales como un grupo
unico de células mononucleares provenientes del linaje de
las células hematopoyéticas progenitoras y se requerira de
mayor experimentacion inmunoldgica para distinguirlas en
su totalidad. Multiples estudios demostraron que cuando
se estimulan células CD34 positivas con el factor estimu-
lante de colonias de granulocitos se obtiene un cultivo que
puede dividirse en dos grandes lineas celulares, la primera
se integra por células mononucleares (grupo de células
progenitoras endoteliales), granulocitos y algunas células
dendriticas; la segunda se compone, principalmente, de
células dendriticas.®’

Los avances en tecnologia, genética y biologia celular
podrian proveer nuevas opciones de tratamiento en los
pacientes con isquemia critica de miembros inferiores que
no son aptos para los procedimientos usuales de revascu-
larizacion. Este estudio, como otros que se encuentran en
la bibliografia, muestra el importante avance que tiene
este tipo de tratamiento con células madre hematopoyé-
ticas en pacientes que actualmente no tienen alguna otra
alternativa para mejorar su calidad de vida, sobre todo en
las enfermedades cronico degenerativas, como la diabetes
mellitus, la aterosclerosis y otras enfermedades vasculares,
en las que la inica opcidn de tratamiento es la amputacion
de la extremidad.

Este estudio proporciona pruebas del beneficio del
tratamiento con trasplante autdlogo de células hematopo-
yéticas para la neoformacion vascular en las extremidades
inferiores isquémicas, y despeja las dudas en relacion con
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la proliferacion de células madre sistémicas y la inflama-
cion local que pudieran propiciar la neoangiogénesis. Este
estudio apoya la nueva experimentacion en el campo del
trasplante de células hematopoyéticas, ya que los pacientes
a los que se les inyectaron las células tuvieron mejoria cli-
nica local, que se reflejoé en mejor oxigenacion trascutanea
y neoangiogénesis demostrada por angiorresonancia, lo
que pudo deberse a factores humorales liberados local-
mente después del trasplante.
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