MEDICINA REGENERATIVA POR TRASPLANTE
CELULAR (STEM CELLS) EN LA OBSTRUCCION
ARTERIAL SEVERA EN EXTREMIDADES INFERIORES

El 30% de los pacientes con isquemia severa de miembros inferiores (ISMI)
por oclusion arterial, no son candidatos a revascularizacion con derivaciones
arteriales y/o procedimientos endovasculares y la evolucion natural de la
enfermedad es hacia la progresion con dolor en reposo, Ulceras, gangrena,
sepsis y amputacion.




Se ha demostrado en experimentos “in Vvitro” e “in vivo” que la “célula
endotelial progenitora” (CEP) de la medula Osea induce angiogénesis y
vasculogénesis, (neo-circulacion), presentando en su superficie celular los
antigenos CD34+, CD31+, CD133+ y Flk-1 procediendo de los angioblastos y
éstos de los hemangioblastos de la médula 6sea y que para la formacion
eficiente de una red de nuevos vasos sanguineos se requiere de la
“colaboracion” de las células mesenquimales que presentan en la superficie
los antigenos CD90+, CD75+, CD105+

Se consideran células progenitoras o células madre.
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Utilizando un modelo de isquemia muscular en ratas (2003), nuestro grupo
demostro que puede inducirse neo-vascularizacion o angiogénesis efectiva al
trasplantar Células Mononucleares (CMN), (CD34+ y CD133+), derivadas de
la médula dsea en tuneles musculares fibrocolagenos, utilizados como
“andamiaje” para facilitar la sobrevida y la diferenciacion celular.
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En otro estudio experimental (2007), en perros con modelo de isquemia
muscular en la extremidad inferior, corroboramos que movilizando las CMN a
la sangre periférica aplicando el factor estimulante de colonias de granulocitos

(G-CSF) vy trasplantandolas

incrementamos  significativamente

trasplante celular sin G-CSF.

BONE MARROW MONONUCLEAR CELLS STIMULATE
ANGIOGENESIS WHEN TRANSPLANTED INTO SURGICALLY
INDUCED FIBROCOLLAGENOUS TUNNELS: RESULTS FROM
A CANINE ISCHEMIC HINDLIMB MODEL
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Con los antecedentes experimentales en animales, obtuvimos la autorizacion
de los Comités de Investigacion y Etica del Centro Médico Nacional “20 de
Noviembre”, para iniciar un estudio clinico controlado en seres humanos.

Se evaluaron 20 extremidades de 14 pacientes con ISMI Fontaine Il-b
Rutherford 3, no candidatos a revascularizacion arterial y cirugia
endovascular, que cumplieron con los criterios de inclusion y aceptaron
participar en el estudio.

Los pacientes fueron divididos en dos grupos:

Grupo A. Diez pacientes con trasplante de CMN por via intramuscular e
intravenoso retrégrado distal (vena safena).

Grupo B. Diez pacientes con trasplante de CMN por via intramuscular.

TECNICA DE COSECHA CELULAR

Para la movilizacién de las CMN de la médula 6sea al torrente sanguineo se
aplicaron 5ug de G-CSF Neupogen (Roche —México) via subcutanea durante
5 dias. El 5to dia por catéter venoso se practico el procedimiento de aféresis
utilizando una maquina COBE-Spectra de flujo continuo Auto PBSC
obteniendo un volumen final de 60 ml.

El nimero total de células trasplantadas por extremidad fue de 15 x 10° + 5 x
10° CD**", para el Grupo No. 1y 17.4 x 10° + 8 x 10° CD*"* en el caso del
Grupo No. 2.



TECNICA QUIRURGICA

Bajo anestesia regional y sedacion ligera utilizando la aguja de catéter BD
Insyte (16GA-1.77IN) (17 x 45 mm), se practican punciones en los
compartimentos musculares guiados por ultrasonido. Los 60 mL de
concentrado celular por extremidad se distribuyen de la siguiente manera: 10
mL en vasto interno, 10 mL en vasto externo, 10 mL compartimento muscular
tibial anterior, 10 mL compartimento muscular posterior profundo y 10 mL en
compartimento muscular posterior superficial. Como parte final del
procedimiento quirdrgico se localiza la vena safena interna a nivel del maléolo
interno, se practica una pequefia incision y se diseca el vaso refiriendolo con
catgut cromico 3-0, se liga la vena proximalmente y se hace una pequefa
incision aplicando un catéter BD Insyte (16GA-1.77IN) (17 x 45 mm), a
través del cual se realiza una heparinizacién regional retrograda distal en el pie
(1 mL de heparina 1:1,000 + 9 mL de solucién salina) con aplicacion de
torniquete manual para evitar el retorno venoso durante 10 min; enseguida se
aplican 10 mL de concentrado celular via venosa retrograda distal con
torniquete manual durante 10 min. "




RESULTADOS

Los pacientes fueron evaluados a los 1, 3, 12, 18, 24 y 40 meses del trasplante
y las variables fueron: extremidades libres de amputacion, distancia sin dolor
en metros, indice brazo tobillo (IBT), unidad de la perfusion laser Doppler
(UP), y angiografia por sustraccion digital.

De septiembre de 2007 a octubre de 2010 ( 3 afios), fueron evaluadas
20 extremidades de 14 pacientes con isquemia severa (Fontaine 1l-b
Rutherford -3).
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ABSTRACT
Critical lmb Ischemia s a medizal condition that 900/
decreases blood flow and |imb oxygen supply: 0

this disease in its late stapes of progression
leads to only two possible optiona: elther aur-

pical bypass revascularization or limb amputa-
tlon. We Investigated a novel method using
autologous transplantation of progenitor cella
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Amit M. Patel de Divisidn of Cardiothoracic Surgery, University of Utah, Salt
Lake city, Ut, USA y por Eric Benoit del Department of Surgery, Tufts
Medical Center Boston Ma. USA publicaron en Cell Transplant (22:545-562,
2013), un Meta-Analisis de 10 afios con 45 ensayos clinicos controlados en
donde se practicd terapia celular con células mononucleares derivadas de
médula Gsea a 1272 pacientes con isquemia severa de miembros inferiores,
obteniendo s6lo 203 amputaciones que representa el 16%.

Benoit., O"'Donnell T.F., Patel A. N.

Safety and Efficacy of Autologous Cell Therapy in Critical Limb Ischemia:
A Systematic Review

Cell Transplant. 2013;22(3):545-62

45 Ensayos Clinicos (Clinical Trials)

PubMed—Cochrane database

(2002-2012/ 10 afios) 1518 Pacientes
1272 Terapia Celular

246 Controles
Eficacia (Indice de Amputacién)

1272 Pacientes ----- 203 amputaciones 16%



Reportan siete estudios clinicos controlados que fueron comprados contra

placebo y seguidos por un FDA vy los Institutos Nacionales de Salud de USA,
participando grupos de China, Japon, Checoslovaquia, Alemania 'y USA.
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GRUPOS

N=48
G1=14 PLACEBO
Gz2=34TX CEL

N=62
G1= 41 PLACEBO
Gz2=21TXCEL

N=42
G1=14 PLACEBO
G2=32TX CEL

N=40
G1= 21 PLACEBO
G2=19 TXCEL

N=01
Gi= 54 PLACEBO
G2=42TX CEL

N=25
G1=12 PLACEBO
Gz2=13 TX CEL

N=28
G1=14 PLACEBO
Gz=14 TXCEL

RESULTADOS

E.L.A.
G1=28.6%
G2=60.00%
P=0.1337

C.U.
G1=40%
Ga=65%
P=0.05

ELA.
G1=57%
Gz=81%
P=0.14

C.U.
G1=59%
G2=56%

E.LA.
G1=56%
G2=78%

C.U.
G1=16.6%
Gz2=737.5%

E.LA.
G1=37.5%
Gz2=100%
P=0.007



Estos siete ensayos clinicos incluyeron 365 pacientes con isquemia severa de
los cuales 195 recibieron terapia celular y 170 sangre diluida como placebo;
obteniendo 14.4% de amputaciones para los pacientes con trasplante celular y
27.0% para los placebos con una P=0.0019.

El resultado del Meta-Analisis arroja un OR=0.36 p=0.0004.

Benoit., 0" Donnell T.F., Patel A. N.

Safety and Efficacy of Autologous Cell Therapy in Critical Limb Ischemia:
A Systematic Review

Cell Transplant. 2013;22(3):545-62

7 ENSAYOS CLINICOS «<ALEATORIZADOS» (NIH-FDA)

(2009-2012) 365 Pacientes

195 Terapia Celular
170 Placebo

14.4% Terapia Celular
27.0% Placebo
pP=0.0019

Eficacia (Indice de Amputacion)

La Terapia Celular reduce
significativamente las tasas de
amputaciéon en pacientes con isquemia
critica de miembros inferiores

Meta-Analisis
OR= 0.36 p=0.0004



El articulo concluye que la terapia celular reduce significativamente las tasas
de amputacion en pacientes con isquemia critica de miembros inferiores por lo
que ya no se considera un procedimiento experimental y si una terapéutica
consolidada.

2002 2009 2012

45 Ensayos clinicos 7 Ensayos clinicos aleatorizados
(Placebo) (NIH-FDA)

2002 2011 2012
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Procedimiento Experimental Terapéutica
Consolidada
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AVAL: CAS/01/0R/1934/2013

REQUISITOS

1.- Hospital con licencia de disposicion de organos, tejidos o
células progenitoras o troncales con fines de trasplante.

2.- Aval de los casos por un «Comité Hospitalario de
Bioética».

3.- Presentacion del caso en sesion clinica con un grupo de
especialistas que consideren los beneficios para el paciente.




