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RESUMEN

Introduccion: la enfermedad arterial periférica de los miembros inferiores es un
sindrome comun que afecta a un elevado porcentaje de la poblacion adulta mundial,
asociada con la disminucién de la capacidad funcional.

Objetivo: determinar el comportamiento del implante de células madre
hematopoyéticas en pacientes con isquemia crénica de miembros inferiores.
Métodos: se realizé un estudio prospectivo de tipo cuasi-experimental en 159
pacientes con isquemia cronica de los miembros inferiores, mayores de 40 afios,
atendidos en el Servicio de Angiologia del Hospital "Arnaldo Milian Castro" a los que
se le realizé un implante de células madre hematopoyéticas. Las variables estudiadas
fueron: edad, sexo, factores de riesgo, dolor en reposo, tiempo de marcha libre de
dolor, mejoria de las lesiones isquémicas, si hubo amputaciéon mayor después del
trasplante, reapariciéon de manifestaciones isquémicas severas. Los criterios de
evaluacion del tratamiento fueron: respuesta primaria (cuatro semanas) y avanzada
(24 semanas), recaida y fracaso terapéutico.
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Resultados: la sintomatologia mas frecuente antes de la implantacion fue la
claudicacion arterial intermitente a menos de 200 metros (I1b) y las lesiones
isquémicas (1V), después de la implantacion se observo en la mayoria de los
pacientes un aumento en la distancia de claudicacion arterial intermitente a mas de
200 metros (l11a). Solo en 13 pacientes hubo un fracaso terapéutico al requerir de una
amputaciéon mayor.

Conclusiones: el implante de células madre hematopoyéticas en pacientes con
isquemia crénica de miembros inferiores es una buena alternativa terapéutica para el
tratamiento de la enfermedad arterial periférica y la disminuciéon del indice de
amputaciones.

Palabras clave: enfermedad arterial periférica, isquemia, células madre
hematopoyéticas, implante, amputacion.

ABSTRACT

Introduction: the peripheral arterial disease of lower limbs is a common syndrome
that affects a high percentage of world adult population and is associated to a
decrease of the functional capacity.

Objective: to determine the behavior of hematopoietic stem cells implantation in
patients with chronic leg ischemia.

Methods: a quasi-experimental prospective study was conducted in a sample of 159
patients aged over 40 years, who suffered from chronic leg ischemia. All of them had
been treated at the angiology service of "Arnaldo Milian Castro"” hospital and had
undergone hematopoietic stem cells implantation. The study variables were age, sex,
risk factors, pain at rest, pain-free time of walking, improvement of ischemic lesions,
post-transplant major amputation and reoccurrence of severe ischemic
manifestations. The evaluation criteria of the treatment were primary response (four
weeks) and advanced (24 weeks), relapse and therapeutic failure

Results: the most frequent symptoms before the implantation was the intermittent
arterial claudication in less than 200 meter distance (l1b) and ischemic lesions (1V).
After the implantation, an increase in the distance of intermittent arterial claudication
was observed in more than 200 meter (lla) distance. Therapeutic failure was just
observed in patients who required a major amputation.

Conclusions: the hematopoietic stem cells implantation in patients with chronic leg
ischemia proved to be a good therapeutic alternative for the treatment of peripheral
arterial disease, thus reducing index of amputations.

Keywords: peripheral arterial disease, ischemia, hematopoietic stem cells,
implantation, amputation.

INTRODUCCION

La enfermedad arterial periférica de los miembros inferiores es un problema de salud
importante no solo por su impacto directo sino por la naturaleza sistémica del proceso
de enfermedad y en muchos casos se hace necesaria la amputacion de las
extremidades inferiores aumentando asi el riesgo de muerte.!La arteriosclerosis
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obliterante es la causa mas comuin de enfermedad oclusiva arterial en los adultos. Su
incidencia crece anualmente y se registra en el 15 a 20 % de los sujetos mayores de
70 afios de edad.?*

En general, se plantea que el objetivo terapéutico de la isquemia cronica de los
miembros inferiores consiste en aliviar la sintomatologia, particularmente el dolor,
evitar la progresion de la enfermedad y disminuir el indice de amputaciones. Se
sefiala que la meta principal en la mayor parte de los pacientes con isquemia critica
es la preservacion de la extremidad afectada.®

Un proceder alternativo introducido recientemente en Cuba, es el suministro de
células que pueden influir en la liberacion de los factores de crecimiento o bien actuar
directamente en el mecanismo angiogénico. La biotecnologia permite el desarrollo de
técnicas avanzadas basada en la manipulaciéon celular y ofrecer una ultima esperanza
a los pacientes cuya Unica salida es la amputacion de su miembro comprometido.

La implantacion de células madre media la liberacion de factores de crecimiento, o
bien progenitores de células endoteliales capaces de actuar directamente en el
mecanismo angiogénico. El autotrasplante de células mononucleares que es aplicado
en el tejido isquémico de los miembros inferiores, se realiza al tener en cuenta la
potencialidad de las mismas de proporcionar células progenitoras endoteliales y de
secretar varios factores angiogénicos; su implantacion en los tejidos isquémicos debe
contribuir a la angiogénesis y la regeneracion tisular y por tanto, a la recuperacion de
la circulacién en la extremidad afectada.®

Los resultados obtenidos hasta el momento, con esta terapéutica, pueden ser
considerados como un nuevo logro de la medicina cubana y del Sistema Nacional de
Salud.

Por un lado, en Cuba hay experiencia y se han obtenidos resultados satisfactorios con
este tipo de tratamiento,?® y por otro, existe interés por parte del Hospital
Universitario "Arnaldo Milian Castro" de Villa Clara, de aplicar la terapia génica.

Es objetivo de esta investigacion, determinar el comportamiento del implante de
células madre hematopoyéticas en pacientes con isquemia cronica de los miembros
inferiores.

METODOS

Se realizé un estudio prospectivo de tipo cuasi-experimental en el Hospital
Universitario "Arnaldo Milian Castro" en el periodo comprendido entre mayo de 2007 y
diciembre de 2013. Este estudio forma parte de un proyecto ramal aprobado en el
2011 por resolucion rectoral No. 28.

La poblacién disponible para el estudio fue de 612 pacientes con el diagndstico de
insuficiencia arterial cronica de miembros inferiores, ambulatorios u hospitalizados,
atendidos en el Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular de dicho centro hospitalario.
Se realizé un muestreo no probabilistico intencional por criterios (de inclusion,
exclusion, y de salida). La muestra quedd conformada por 159 pacientes, todos
estuvieron de acuerdo en participar en el estudio mediante firma del consentimiento
informado para participar en el estudio, después de haber escuchado del médico en
que consistia la investigacion y sus beneficios. A cada paciente se le llené un modelo
de recogida de datos.
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Criterios de inclusion
Fueron los siguientes:

e Pacientes en estadio Il1b-1V segun la clasificacién de Fontaine? sin criterio de
cirugia revascularizadora:

- Cuando presentaban tracto, flujo y corriente de entrada o de salida malo.

- Cuando hemodinamicamente el signo de Boder se encontraba por debajo de
0,3.

- Cuando radiolégicamente no presentaban vasos distales o cuando la poplitea
se encontraba sin colaterales (poplitea ciega).

e Pacientes en los que fall6 la cirugia de revascularizacion.
e Pacientes que ofrecieron su consentimiento para participar en el estudio.

e Pacientes con mas de 40 afios de edad.

Criterios de exclusion
Fueron los siguientes:

e Pacientes con enfermedades oncoproliferativas que contraindicaran la
aplicacion del tratamiento génico.

e Enfermedades cronicas descompensadas.

e Evidencia de infeccidon que contraindicaran alguna de las etapas requeridas
para la implantacion de las células de la médula 6sea.

e Contraindicaciones para la anestesia.

Criterios de salida
Fueron los siguientes:

e Pacientes que decidieron abandonar el tratamiento.

e Pacientes que fallecieron durante el tratamiento.

Se recogieron las variables: sexo, edad, factores de riesgo (dislipidemia, hipertension
arterial, tabaquismo, diabetes mellitus, dolor en reposo, tiempo de marcha libre de
dolor, mejoria de las lesiones isquémicas, si hubo amputacién mayor después del
trasplante, la reaparicion de manifestaciones isquémicas severas. Algunas variables
fueron recogidas en el estado basal, a las cuatro y 24 semanas del implante de las
células madre hematopoyéticas.
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Las células madre hematopoyéticas se obtuvieron mediante la movilizacién a la
sangre periférica de las células mononucleares autdlogas, para esto se utilizé la
aplicacion subcutanea del factor estimulador de colonias de granulocitos (Leukocim,
CIMAB, SA, Cuba o Hebervital, Heber SA, Cuba). Este producto se administré en una
dosis total 40 pg/kg de peso corporal, subdividida en cuatro subdosis de 10 ug/kg de
peso corporal cada 12 h, la dltima aplicada entre 4 y 6 h antes de la autodonacién de
sangre. Las células madre se extraen de la sangre periférica mediante la canalizacion
en los miembros superiores de una vena superficial; el volumen total logrado de la
extraccion fue de 500-600 mL y se utilizaron de bolsas cuadruplex y de gelofusine
para la separacion celular. El volumen total fue procesado para la obtencién de las
células mononucleadas.

Método de separacion de las células mononucleares

La concentracion de estas células se hizo por el método manual y para ello, se realiz6
sedimentacion con camara climatizada, con la bolsa cuadruplex, es decir las lineas de
salida de las bolsas hacia abajo. Para la sedimentacion se colgé la bolsa de un porta
suero y se paso por gravedad los eritrocitos hacia bolsa satélite. Al finalizar el proceso
quedaron las bolsas mas pequefias con las células madre y las bolsas satélites, una
con los eritrocitos, la otra con el plasma y la grasa. Se sellaron las conexiones entre
las bolsas previamente a la separacion de las bolsas y de esta forma mantener el
sistema cerrado sin riesgo de contaminacion. El concentrado celular se mantuvo en
refrigeracion de 2-6 °C hasta el momento de su uso en el acto quirdrgico para su
implantacion en el paciente.

Implantaciéon de las células mononucleares en la extremidad isquémica

La implantacion de las células mononucleares en la extremidad isquémica se realiz6
en el saldon de operaciones con anestesia general endovenosa, al tener en cuenta el
nivel de oclusién de cada paciente. Antes de la inyeccion de las células
mononucleadas, los sitios de implantacion estaban separados 2 cm entre si,
correctamente identificados y marcados para garantizar la uniformidad del método. La
inyeccion se realizd con jeringuillas de 20 mL desechables y agujas No. 18. En cada
sitio de implantacion el volumen minimo de inyeccion fue de 0,5 mL y el maximo 1
mL, aplicado de forma intramuscular profunda. El nimero de las implantaciones vario
en dependencia de la cantidad de mililitros de sangre donadas.

La respuesta al tratamiento fue evaluada a las cuatro y a las 24 semanas. Se
compararon los resultados de cada momento con los datos basales.

Para determinar el comportamiento a la terapia génica, se tuvo en cuenta el tipo de
respuesta alcanzada, ya fuera primaria, respuesta avanzada, recaida y fracaso
terapéutico, definiéndolas como:

Respuesta primaria. Mejoria a las cuatro semanas de las variables dolor en reposo,
tiempo de marcha libre de dolor y por la mejoria de las lesiones isquémicas,
comparadas con los resultados obtenidos previos al tratamiento.

Respuesta avanzada. Mejoria a las 24 semanas, comparadas con los resultados
iniciales y con los de las cuatro semanas en las variables dolor en reposo, tiempo de
marcha libre de dolor y por la mejoria de las lesiones isquémicas.
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La mejoria a las 24 semanas se consider6 como aquella mejoria obtenida a las cuatro
semanas que se mantuvo estable o que se incremento, o bien a las mejorias
observadas en aquellos parametros que no fueron vistos en las cuatro semanas.

Recaida. A la reaparicion de manifestaciones isquémicas severas después que el
paciente hubo logrado al menos una respuesta parcial. Esta se considerara temprana
si ocurre antes de las cuatro semanas post implantacion y tardia si aparece después
de las 24 semanas.

Fracaso terapéutico. A la ausencia de respuesta a las 24 semanas, a la amputacion
mayor después del trasplante o en cualquier momento hasta las 24 semanas, y a la
recaida temprana.

Se conformé una base de datos con los resultados, los que se procesaron
estadisticamente. Se calcul6 el promedio para las variables cuantitativas y los
porcentajes para las variables cualitativas. Con el estadigrafo ji-cuadrada se
realizaron las pruebas de independencia entre variables y la de homogeneidad entre
los grupos. Se trabajo con el 95 % de confiabilidad (a= 0,05).

RESULTADOS

Se encontr6 predominio de pacientes en el grupo de edades con mas de 60 afios
(69,9 %), con franca superioridad del sexo masculino (70,5 %). Existi6 asociacion
estadistica significativa entre la edad y el sexo, lo que quiere decir que la distribucion
de masculinos y femeninos se comport6 de forma diferente respecto a la edad. Se
observa que en los masculinos la mayoria tenian mas de 60 afios y en los femeninos
la proporciéon de menores y mayores de 60 afios es casi igual, lo que significa que los
hombres son més viejos que las mujeres (tabla 1).

Tabla 1. Distribucién de los pacientes segun edad y sexo

Sexo
Grupo de edades . . Total
- Femenino Masculino
{afios)
n %o n %o n %o

De 40 a 60 20 12,6 28 17,6 48 30,1
Mas de 60 27 16,9 84 5297 111 89,9
Total 47 29,5 112 70,5 159 100,0

X?=4,0431; p= 0,0444
%2 estadigrafo ji-cuadrada para determinar la asociacidn entre la edad y el sexo.
p= nivel de significacion, T masculino vs. femenino.

Entre los factores de riesgo de la enfermedad vascular periférica se encontré un
predominio del tabaquismo y de la hipertension arterial, con 140 (88,0 %) y 137
pacientes (86,1 %) respectivamente (tabla 2).
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Tabla 2. Distribucidn de los pacientes segun algunos factores de riesgo

Factores de riesgo n %

Tabaquismo 140 88,0
Hipertensién arterial 137 86,1
Dislipidemias 129 81,1
Diabetes mellitus 73 45,9

Se observé un predominio de pacientes con la oclusién en el sector femoro-popliteo
combinado con el distal, debido quizas porque, al no tener tracto de salida, no fue
posible realizarle una cirugia revascularizadora (tabla 3).

Tabla 3. Distribucién de pacientes seguln nivel de oclusidn arterial

Mivel de oclusién n %
Sector aorto-iliaco 15 9,5
gsclga;izi;nacm—poplitea combinado con distal 106 66,7
Sector distal de la pierna 38 23,8
Total 159 100,0

En sentido general, se produjo una mejoria de la sintomatologia después del
implante, la que se increment6 en la misma medida que pasaba el tiempo hasta un
afo. De tal forma que los pacientes que presentaban un estadio IlIb (n= 99) de la
enfermedad arterial periférica (claudicacion cerrada) mejoraron su condicion al pasar
al estadio lla (claudicacion abierta) y los que presentaban dolor de reposo (n= 15). Al
afo solo quedaron tres con esta condicion. Ademas, aquellos con lesiones isquémicas
(n= 45), al afio solo cuatro presentaban esta condicion. En estos dos ultimos grupos
fue donde hubo un total de 13 amputaciones, mas significativa en aquellos pacientes
con lesiones isquémicas.

El estadigrafo Ji-cuadrada permitié saber si habia homogeneidad antes y después del
tratamiento (al mes) respecto a la claudicacion, donde p= 0,0031, que indica que
mejoraron significativamente los pacientes pues disminuy6 la claudicacion a menos de
200 metros. También se calcul6 Ji-cuadrada para saber si hubo homogeneidad entre
la etapa pretratamiento y a los seis meses, donde la mejoria fue significativa p=
0,0000, se observé que disminuyo el dolor de reposo y la claudicacion antes de los
200 metros (tabla 4).

La mayoria de los pacientes mostraron una respuesta avanzada o primaria al
tratamiento con el 52,4 y 35,9 % respectivamente (tabla 5).

DISCUSION

La arteriosclerosis obliterante es la causa mas frecuente de enfermedad oclusiva
arterial en los adultos y su forma mas comudn es la ateroesclerosis. Esta enfermedad
afecta alrededor del 15 % de los adultos sobre los 55 afios de edad y el sexo
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masculino es el mas afectado, 7 lo que esta en correspondencia con los resultados
encontrados en esta investigacion.

El consenso de la Sociedad de Trans Atlantic recoge que en Norteamérica los factores
de riesgo que con mas frecuencia pueden producir la arterioesclerosis y, por tanto, la
isquemia crénica de los miembros inferiores, son el tabaquismo, las concentraciones
elevadas de colesterol, la hipertension arterial y la diabetes.® Lo que esta acorde con
los resultados obtenidos en los estudios realizados en Europa por la Sociedad
Espafiola de Angiologia y Cirugia Vascular sobre las enfermedades vasculares donde
encuentran un predominio del habito de fumar, la hipertensién arterial y las
dislipidemias.®

Aboyans y otros,° en un estudio realizado en pacientes con enfermedad arterial
subclinica con arterias incompresible para determinar si ambas condiciones eran
factores prondéstico a largo plazo en aquellos pacientes con un by pass coronario,
encuentran que el 26 % de los pacientes eran diabéticos y el 64 % tenian sindrome
coronario.

Hernandez y otros,!! en 981 pacientes con isquemia critica tratados con
autotrasplante de células madre adultas, encuentran que el 70 % es fumador, el 75
% hipertensos, el 55 % presentaban dislipidemias, el 33 % cardidpatas y el 60 %
tenian dos o mas factores asociados. En esta misma linea de investigacion, Leén y
otros'? en 50 pacientes con insuficiencia arterial crénica de los miembros inferiores en
estadios Ilb, segun la clasificacion de Le Fontaine, tratados con implante de células
madre antélogas encuentran que el 74 % fumaba, hipertensos el 82 %, con diabetes
mellitus el 30 % y presentaban cardiopatia isquémica el 36 %.

En nuestros resultados, la mayoria de los pacientes eran fumadores e hipertensos,
luego, coincidimos con los anteriores.

En un estudio realizado en 1 560 pacientes con isquemia critica de miembros
inferiores en los estadios 11l y 1V de la clasificacion de Fontaine, encuentran que la
ubicacion de la obstruccion arterial tenia cierto valor predictivo, debido a que las
obstrucciones de los troncos distales se asociaban con una tasa mas alta de
amputacion (15,4 %), y que la obstruccion de la arteria femoral superficial se
asociaba a una menor mortalidad en relacién a las lesiones mas proximales, con el
9,8 y 19,3 % respectivamente.®®

Adam y otros,** en su estudio sobre la enfermedad vascular periférica realizado en
118 pacientes de Gran Bretarfia e Irlanda, encuentran que el 55,6 % presentan
oclusion del sector femoro-popliteo, el 29,7 % en los vasos distales y el 14,7 % en el
sector aorto-iliaco. Estos datos estan en concordancias con los resultados hallados en
esta investigacion, ya que en la muestra estudiada predominaron los pacientes con
oclusion del sector femoro-popliteo combinado con oclusién distal de la pierna al no
tener posibilidades de una revascularizacion.

Reunanen A y colaboradores,*® sefialan que el 5 % de los hombres y el 2,5 % de las
mujeres mayores de 60 afios, presentan una claudicaciéon arterial intermitente.

El haber encontrado en este trabajo que el sintoma que predominé (62,3 %) previo al
implante fue la claudicacion arterial intermitente cerrada (l1b; menos de 200 metros),
seguida en porcentaje (28,3 %) por las lesiones isquémicas (1V), esta en
correspondencia con los hallazgos de Cuevas y otros,® en una muestra de 530
pacientes, donde 420 (67,3 %) son claudicantes y el 32,7 % presentan una isquemia
critica.
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Se han publicado muy pocos resultados de ensayos clinicos donde se utilice la terapia
celular con células mononucleares de la médula ésea como un proceder angiogénico
alternativo en pacientes para el tratamiento de la isquemia critica de los miembros
inferiores. Sin embargo, los conocimientos actuales sobre la medicina regenerativa, y
en particular, el uso de la terapia celular, con la finalidad de promover la angiogénesis
para la restauracion de tejidos isquémicos, apoyan fuertemente la opinién de que este
nuevo tipo de tratamiento puede contribuir significativamente al manejo de los
enfermos con isquemia croénica de los miembros inferiores y disminuir la necesidad de
amputaciéon.17-18

En el estudio mencionado anteriormente,*! 405 pacientes tienen criterios de
amputacion mayor antes del implante, porque la isquemia critica esta en los estadio
111y IV, después del implante se amputa solo el 43 % (n= 175) porcentaje muy
superior al alcanzado en este trabajo, donde el porcentaje de amputacion fue de 8 %o,
por otro lado, esta publicado otro estudio,'? donde solo un paciente (2 %), es
amputado, pero es bueno aclarar que su disefo incluyo solo a pacientes con estadio
I1b de la enfermedad arterial periférica y esto posiblemente es un factor determinante
en los excelentes resultados alcanzados. En general, los resultados encontrados en la
evolucion clinica y hemodinamica de los pacientes con insuficiencia arterial crénica de
los miembros inferiores en estadio 11, tratados con autotrasplante de células madre
mononucleares hematopoyéticas de sangre periférica, son esperanzadores.

En los estudios que han aplicado la terapia celular, como una alternativa de
tratamiento de la isquemia de los miembros inferiores, se observa una coincidencia en
los resultados referente al planteamiento de una mejoria de los sintomas clinicos
después de aplicada dicha terapia, independientemente de la procedencia de las
células, la via de administracion o el estadio de la enfermedad en que se seleccionan
los pacientes en cada estudio.9:2°

Es conocido que la distancia de claudicacion es la causa principal por la que los
pacientes acuden a solicitar ayuda médica. Por otra parte, la claudicacion invalidante
interfiere en el ritmo de vida cotidiano y social del enfermo y limita, incluso, la
realizacion de aquellas actividades que demandan un menor esfuerzo, lo que trae
aparejado un desequilibrio fisico y emocional. Al lograr una mejoria en la distancia de
claudicacion, es decir, que el paciente pueda caminar una mayor distancia sin dolor ni
calambres, contribuye a aumentar el nivel de satisfaccion, dada la influencia directa
de esta en la calidad de vida de los pacientes.

Como conclusion podemos sefalar que el implante de células madre hematopoyéticas
a pacientes con isquemia crénica de miembros inferiores es una buena alternativa
terapéutica eficaz para el tratamiento de la enfermedad arterial periféricay la
disminucioén del el indice de amputaciones.
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