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Angiogénesis terapéutica de extremidades
isquémicas mediante linfocitos y monocitos
de médula 6sea en un modelo murino y de
sangre periférica con uso clinico

Hongkun Zhang', Nan Zhang®, Ming Li', Hua Feng', Wei Jin', Haige Zhao', Xudong Chen’
y Lu Tian’, Hangzhou, Repiiblica de China

Investigamos la utilidad de la angiogénesis terapéutica con linfocitos y monocitos de médula
6sea (LM-MO) en un modelo murino de isquemia de extremidad inferior y, con uso clinico, de
los linfocitos y monocitos obtenidos a partir de sangre periférica (LM-SP) de los pacientes. En
el modelo animal, los linfocitos y monocitos de médula dsea se aislaron e inyectaron en los
musculos esqueléticos isquémicos de ratones. Después del procedimiento quirtirgico se efectud
una evaluacion con laser Doppler e histolégica. En el ensayo clinico, 15 pacientes con isquemia
critica de la extremidad inferior recibieron previamente inyecciones subcutaneas de factor
humano recombinante estimulante de colonias granulociticas (G-CSF), a fin de estimular la pro-
duccién de linfocitos y monocitos. Tras su aislamiento en sangre periférica se trasplantaron
directamente en la extremidad isquémica. Las células endoteliales derivadas de linfocitos y
monocitos de médula 6sea se prepararon en una placa, y acto seguido, se indujeron para la for-
macion de redes tridimensionales mediante invasion de Matrigel. En el modelo murino, a las
4 semanas de la implantacion de los linfocitos y monocitos de médula dsea, el andlisis con laser
Doppler demostré que el cociente del flujo sanguineo habia aumentado significativamente en las
patas iosquémicas de los ratones (0,67 + 0,2 comparado con 0,44 + 0,02). El analisis de fosfa-
tasa alcalina y el inmunohistoquimico demostraron que la densidad capilar aumenté significati-
vamente (95,25 + 0,07% comparado con 39,6 + 0,04%). En los pacientes incluidos en el ensayo
clinico, a los 2 meses de la implantacion de los linfocitos y monocitos de sangre periférica, los
valores del indice tobillo-brazo, distancia deambulada, escala de dolor y presién de oxigeno
transcutanea (TcO,) mejoraron significativamente (p < 0,005). Después del trasplante de
células se curd un total de seis de 15 Ulceras de las extremidades de pacientes sometidos al
trasplante. El implante de linfocitos de médula dsea fue capaz de inducir una angiogénesis
funcional en la pata trasera isquémica de ratones. En el ensayo clinico se demuestra que el
trasplante de linfocitos de sangre periférica tras estimular su producciéon con G-CSF es un
tratamiento viable para la isquemia de la extremidad inferior.

INTRODUCCION

La angiogénesis terapéutica se ha inducido eficaz-
mente con diversos métodos, y ha demostrado su
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utilidad como nuevo tratamiento de la arteriopatia
periférica (AP) con isquémica critica, asi como en
la cardiopatia no candidata a tratamiento con
farmacos, endoproétesis o bypass' . La médula 6sea

Correspondencia: Hongkun Zhang, MD, PhD, Department of Vas-
cular Surgery, First Affiliated Hospital, College of Medicine, Zhejiang
University, 79 Qing Chun Road, HangZhou, Repiublica de China,
310003. Correo electronico: doczhk@yahoo.com.cn

Ann Vasc Surg 2008; 22: 238-247

DOI: 10.1016/j.acvsp.2008.06.001

© Annals of Vascular Surgery Inc.
Publicado en la red: 10 de marzo de 2008

259



260 Zhang et al

(MO) contiene muchos tipos de células madre,
incluidas las células progenitoras endoteliales (CPE)
y las células madre hematopoyéticas, que pueden
ser identificadas a partir de la presencia de antigenos
de superficie celular comunes, como CD34 y KDR.
Estas células, dada su actividad proliferativa elevada,
pueden inducirse para diferenciarse y multiplicarse
en condiciones apropiadas. Las CPE pueden dife-
renciarse en células endoteliales (CE) y liberar
diversos factores angiogénicos®. Las CE han
demostrado capacidad de producir angiogénesis in
vivo. De hecho, en diversos estudios experimentales
y ensayos clinicos™®, se ha demostrado que un
trasplante de células CD34" de médula 6sea induce
angiogénesis terapéutica en la isquemia de la
extremidad o miocardica.

Sin embargo, pruebas recientes han sugerido que
las CPE pueden estar presentes en sangre periférica
adulta®; alrededor del 0,002% de la fraccién de lin-
focitos y monocitos circulantes en sangre completa
son CPE’. Se ha demostrado que las CPE circulantes
participan en la angiogénesis post-natal tras su
movilizacién de la médula 6sea®. El factor estimu-
lante de colonias granulociticas (G-CSF) se usa
ampliamente en clinica para el tratamiento de la
neutropenia febril inducida por la quimioterapia, la
quimioterapia en dosis altas con trasplante de
células progenitoras y la movilizaciéon de células
madre de sangre periférica. Recientemente, se ha
ensayado la inyecciéon miocardica de células madre
de sangre periférica inducidas por G-CSF para
desencadenar angiogénesis”’.

En el presente estudio, investigamos la eficacia de
los linfocitos y monocitos de médula 6sea (LM-MO)
para la induccién de angiogénesis terapéutica en las
patas traseras isquémicas de ratones al igual que de
los linfocitos y monocitos de sangre periférica (LM-
SP) para la angiogénesis terapéutica en la isquemia
de las extremidades inferiores de pacientes.

MATERIALES Y METODOS
Experimentos en animales

Animales. Para los experimentos se usaron ratones
macho C57BL/6, de 8-10 semanas de edad y de
250-280 g de peso. Todos los experimentos con ani-
males fueron aprobados por el comité de investiga-
ciéon sobre experimentos en animales de la
Zhejiang University School of Medicine.

Aislamiento de los LM-MO de raton. Los ratones se
sacrificaron con anestesia general profunda (100
mg/kg de ketamina y 10 mg/kg de xilazina); la
médula 6sea se obtuvo a partir de las tibias y fémures
de los animales. Los LM-MO se aislaron mediante
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un gradiente Histopaque-1077. Las células se culti-
varon en un medio MCDB131 que contenia un
20% de suero bovino fetal (SBF), 2 mM de gluta-
mina y factor de crecimiento endotelial vascular
(20 ng/ml de VEGF) a 37 °C con un 5% de CO,,
como se ha descrito previamente'°.

Identificacion de las CE. Después de 14 dias de cul-
tivo, examinamos la captacion de lipoproteina de
baja densidad marcada con 1,1-dioctadecilo-
3,3,3,3-tetrametilindocarbocianina (Dil) (Dil-ac-
LDL; Biomedical Technologies Inc, Stoughton,
MA). Las células en cultivo se incubaron con Dil-
ac-LDL (10 pg/ml) en seis pocillos durante 4 h a
37 °C y se observaron con microscopio de fluores-
cencia''. La proliferacién de CE derivadas de LM-
MO se mantuvo en un medio MCDBI131 suple-
mentado con un 20% de SBF y se usaron para los
estudios in vitro e in vivo.

Analisis de la formacion de la red tridimensional in
vitro. Para evaluar las actividades angiogénicas
mediante la formacién de tibulos de las CE diferen-
ciadas usamos Matrigel (Sigma). El sistema Matrigel
se prepar6é del modo siguiente: se mezclaron con
hielo 5 volimenes de la solucion de Matrigel y
5 volimenes de medio Eagle modificado por Dul-
becco/F12 que se usé para revestir 24 pocillos
(300 ul/pocillo). Al cabo de 20 min a 37 °C se form6
un gel y se diferenciaron las CE (5 x 10%/ml) pre-
tefiidas con CM-Dil (Molecular Probes, Portland,
OR) durante 20 min a 37 °C. Los geles se cultivaron
en un medio MCDB131 suplementado con L-glu-
tamina, SBF (2%), factor de crecimiento fibroblas-
tico basico (bFGF, 30 ng/ml, Sigma) y VEGF (20 ng/
ml, Sigma). Los geles tridimensionales se incubaron
a 37 °C durante 3 dias. Para monitorizar la actividad
angiogénica se fotografio la red funcional.
Isquemia unilateral de la extremidad inferior y
trasplante de células. Se utilizé6 un modelo isque-
mia en la pata trasera izquierda de ratones macho
C57BL. Bajo anestesia general, se ligaron, cortaron
y seccionaron tanto la arteria y vena femoral super-
ficial izquierda como la arteria y vena iliaca externa
y arterias y venas femoral profunda y circunfleja. En
el modelo de ratén no se produce necrosis de la
extremidad'?. Bn el dia de la intervencién, 10
ratones sometidos a este protocolo se asignaron
aleatoriamente a uno de los dos grupos: con una
aguja se inyectaron LM-MO heterdlogos de raton (1
x 10° células, grupo B, n = 5) o suero fisiolégico
neutralizado con fosfato (SFP; grupo C, n = 5) en
tres puntos de los musculos isquémicos del muslo.
Imagenes de la perfusion con laser Doppler.
Determinamos el cociente del flujo sanguineo de la
extremidad isquémica (izquierda)/normal (dere-
cha) usando un analizador de imagen de perfusion
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con laser Doppler (IPLD) a los 14 y 28 dias después
de la implantacion de células. Para reducir a un
minimo la variaciéon de los datos debido a la luz y
temperatura ambiental, las IPLD se expresaron
como cociente del flujo sanguineo de la extremidad
isquémica/no isquémica.

Analisis histologico e inmunohistoquimico. Los
ratones se sacrificaron a los 28 dias. Se obtuvo el
musculo del muslo de las patas traseras isquémicas
y no isquémicas congeldndose o fijdandose en para-
formaldehido al 4% para evaluar la densidad capi-
lar. Los tejidos congelados se fijaron en ornitina
carbamoil-transferasa (OCT) y se tifieron en busca
de fosfatasa alcalina (Biomeda, Foster City, CA) uti-
lizando un método de indoxil-tetrazolio para
detectar las CE capilares, como se ha descrito previa-
mente'’. La tincién inmunohistoquimica se efectu
en los cortes fijados en parafina usando anticuerpos
contra CD31 (primer anticuerpo, anticuerpos poli-
clonales de ratén contra CD31; segundo anticuerpo,
anticuerpo de carnero conjugado con isotiocianato
de fluoresceina anti-inmunoglobulina G de ratéon).
Para los recuentos capilares se seleccionaron alea-
toriamente cinco campos de dos muestras de mus-
culo de cada animal. Para garantizar que las
densidades capilares no se sobreestimaban o subes-
timaban debido al edema intersticial, se determind
el cociente capilar/fibra muscular.

Ensayo clinico

Pacientes. El estudio clinico fue aprobado por el
comité de investigacion Zhejiang University School
of Medicine. Todos los participantes dieron y reci-
bieron su consentimiento informado por escrito.
Desde enero de 2004 a enero de 2005, se incluyeron
15 pacientes consecutivos con AP isquémica critica
en un ensayo clinico prospectivo cuyo objetivo era
evaluar la seguridad, viabilidad y eficacia del tras-
plante de LM-SP. Todos los pacientes habian sido
informados de que las arterias distales a la poplitea
estaban obstruidas por completo, como se demostrd
mediante angiografia de sustraccion digital (ASD) y
angiografia por resonancia magnética (ARM) y
habian perdido la posibilidad de cirugia o un trata-
miento intervencionista. En 17 ocasiones se tras-
plantaron LM-SP autdlogos en 15 pacientes, de los
que 13 eran hombres y dos eran mujeres, 28-
86 anos de edad (media 60,7); duracion de la enfer-
medad: 4 meses a 9 afios (media 3,9 afios); 10 casos
de aterosclerosis obliterante (ASO) de la extremidad
inferior, cinco de tromboangeitis obliterante (TAO),
11 con dolor en reposo, cuatro con claudicacion
intermitente, y seis con ulceras del pie (tres del pri-
mer dedo, una del tercer dedo y dos del quinto con
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ulcera grave y exposicion del hueso). El estado de
la extremidad de los pacientes se evalu6 con la clasi-
ficacién de Fontaine. Cuatro pacientes se clasifica-
ron en estadio II, cinco en estadio III y seis en
estadio IV. Se habian sometido a cirugia mediante
bypass arterial tres casos y a endarterectomia otro
caso. Cuatro pacientes habian sido fumadores
durante 3-5 afios y dejaron de fumar antes del tra-
tamiento. Hubo tres casos de diabetes y ningin caso
de insuficiencia renal. No se observaron efectos
satisfactorios después de mas de 2 meses de trata-
miento con farmacos como lipoprostaglandina E,
(Mitsubishi Pharma Corp, Tokio, Japon), argatroban
y cilostazol (China Otsuica Pharmaceutical Co. Ltd,
Zhejiang, China) y el mismo tratamiento farmaco-
l6gico se continué antes y después del trasplante.

Evaluacion clinica. Todos los pacientes se evalua-
ron antes de la implantacion. Los estudios de evalua-
cion se efectuaron como se describe mas adelante:
(1) determinaciéon del dolor utilizando una escala
de dolor, (2) ASD o ARM, (3) indice de presion tobi-
llo-brazo (ITB), (4) presion de oxigeno transcutanea
(TcO,) v (5) distancia deambulada sin dolor y dis-
tancia de deambulacién maxima sin pendiente. A
los 2 y 12 meses tras la implantacion, se evalu6 a
todos los pacientes mediante la escala de dolor, ITB,
TcO, y distancia deambulada. En algunos pacientes
se efectud ASD.

Meétodos. Todos los pacientes recibieron tratamiento
con una dosis de 5 pg/kg/dia de G-CSF humano
recombinante (Filgastrin Kirin Pharmaceuticals,
Tokio, Japén) mediante inyeccién subcutanea
durante 3 dias para movilizar las CPE. Se efectu6
un recuento diario de leucocitos en sangre
periférica. Al tercer dia después de la movilizacion,
se obtuvo una suspension de 60 ml de LM-SP de
los pacientes a través de un dispositivo Fenwal CS
300 Plus (Baxter, Estados Unidos) a través de una
vena superficial y se concentr6 hasta 1-2 x
10° LM/ml.

Flujocitometria. Adicionalmente examinamos las
CPE de la circulacién y obtuvimos una suspension
de LM-SP utilizando un antigeno de superficie celu-
lar, como se ha descrito previamentem. Los linfoci-
tos y monocitos circulantes con CD34 se definieron
como CPE.

En el quiréfano, con anestesia epidural o regio-
nal, implantamos estas células en los musculos
isquémicos de la pantorrilla alrededor de 2 h después
de su obtencion. Utilizando una aguja de calibre 22,
los LM-SP se inyectaron por via intramuscular hasta
una profundidad de unos 1,5-2 ¢cm a lo largo de la
cara interna y externa de la pantorrilla. El volumen
total de inyeccion fue de unos 60 ml, y en cada lugar
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Fig. 1. Diferenciacion de las células endoteliales (CE) a partir de linfocitos/monocitos de médula ésea in vitro. A Se
produjo la clonacion de células adherentes redondas, y las células continuaron expandiéndose y uniéndose formando
una monocapa. B CE captadas por lipoproteina de baja densidad acetilada marcada con 1,1-dioctadecilo-3,3,3,3-

tetrametilindocarbocianina (Dil-ac-LDL).

de inyeccién implantamos alrededor de 1 ml de
LM-SP.

Obtencion y evaluacion de los datos. 1Los datos se
obtuvieron prospectivamente y se efectuaron visitas
de seguimiento desde los 4 a los 16 meses, con una
media de 9,3 meses. Durante el seguimiento se
presté atencion especifica a cualquier efecto poten-
cialmente adverso, en particular debido al tras-
plante. Utilizamos la escala de dolor en reposo
(limites 0-10) sugerida por la universidad politéc-
nica de Hong Kong'’. En nuestro hospital para la
evaluacion de la distancia deambulada se usa una
velocidad constante (3 km/h) en la misma calle. En
el laboratorio vascular para todos los pacientes antes
y después del tratamiento se determinaron el ITB y
la TcO, de la cara medial del tobillo. A los 12 meses
del tratamiento seis pacientes se sometieron a ASD.

Analisis estadistico

Todos los datos mostrados en el texto se expresan
como medias + desviacion estandar (DE). La signifi-
caciéon estadistica de las diferencias se analiz6
usando la prueba t de Student de dos colas. Las dife-
rencias se consideraron significativas con un valor
de p < 0,05. Todos los analisis estadisticos se efec-
tuaron con el programa SPSS version 10.0 para
Windows (SPSS, Chicago, IL).

RESULTADOS
Estudio experimental en animales

Diferenciacion de LM-MO e identificacion de CE.
En el dia 3, se produjo clonacion de las células adhe-
rentes redondas. Las células también continuaron
expandiéndose y las curvas de crecimiento mostra-
ron un aumento de hasta 8 veces del nimero de

células tras 14 dias de cultivo (fig. 1). La pureza de
las CE se evalu6 mediante la captacion de Dil-ac-
LDL, que demostré que era > 80% (fig. 1).

Estructura del modelo de formacion de una red
tridimensional. La pretincion de la monocapa de
CE con CM-Dil y la observacion in situ de la
reconstruccion, mediante microscopio de contraste
de fases y de fluorescencia, demostraron la forma-
cién de una monocapa confluente en la superficie de
Matrigel 6 h después de la siembra (fig. 2) a la que
anadimos VEGF (20 ng/ml) y bFGF (20 ng/ml). A las
12 h, las células habian invadido el gel subyacente
empezando a formar la estructura tubular (fig. 2).
Después de 24 h de incubacion, estas células se
organizaron en capilares ramificados y formaron
una red extensa (fig. 2).

Flujo sanguineo evaluado mediante analisis
IPLD. La perfusiéon sanguinea de la pata trasera
isquémica de los ratones, al igual que en los ani-
males del grupo de control, se evalu6é de inme-
diato tras la intervencion y en los dias
postoperatorios 14 y 28 mediante técnicas de ima-
gen con laser Doppler. En la figura 3 se muestran
los resultados del andlisis IPLD a los 0, 14 y 28 dias
después de la cirugia. En ambos grupos (n = 5) el
cociente del flujo sanguineo (izquierdo comparado
con derecho, I/D) disminuy6é inmediatamente
después de la ligadura de la arteria femoral (0,30
+ 0,01 [control] comparado con 0,30 + 0,02
[LM-MO]). En el dia 28, el flujo sanguineo en el
grupo tratado con LM-MO mejor6 significativa-
mente comparado con el de animales de control
(0,67 £ 0,02 comparado con 0,44 + 0,02) (fig. 3).

Efecto de la implantacion de LM-MO sobre la den-
sidad capilar en las patas traseras isquémicas. La
formacion de capilares se evalué mediante la tincion
positiva para fosfatasa alcalina y CD31. La fosfatasa
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' 24h/CM-Dil

Fig. 2. Modelo in vitro de la formacion de la red tridimensional. La microscopia de contraste de fases mostré la
estructura tridimensional de la red en la superficie de Matrigel durante 6, 12 y 24 h incubado con bFGF (30 ng/ml) y
VEGF (20 ng/ml). La pretincion de las células endoteliales con CM-Dil y la observacion in situ mediante microscopia de
fluorescencia invertida demostré la formacion de una red a las 24 h.

alcalina es una enzima especifica del endotelio de
capilares, segtin lo evaluado usando un método
con indoxil-tetrazolio para que la tinciéon de fosfa-
tasa alcalina detectara capilares. Los musculos del
muslo de las patas traseras isquémicas se examina-
ron histolégicamente en el dia 28. Como se muestra
en la figura 4, la tincién de fosfatasa alcalina reveld
la presencia de numerosas CE capilares en el grupo
sometido a la implantaciéon de LM-MO, pero un
reducido nimero en el grupo de control. El cociente
capilar/fibra muscular fue significativamente mayor
en el grupo sometido a la implantaciéon de LM-MO
(95,25 £ 0,07%) que en el grupo de control (39,6 +
0,04%). Se observaron resultados similares en la
tinciéon de CD31 usando microscopia de fluorescen-
cia (fig. 4).

Ensayo clinico

Analisis de las células CD34". Bl porcentaje de
células CD34" en los LM-SP antes y después de la
movilizaciéon por G-CSF fue de 0,013 + 0,005% y

0,86 +0,80% (n=17, p < 0,001), respectivamente.
En la suspension final de LM-SP movilizados por
G-CSF, el porcentaje de células CD34" fue de 2,24 +
1,27%, como se demostré6 mediante el analisis de
clasificaciéon de las células activadas por fluo-
rescencia (CCAF) (tabla I).

Durante y después del trasplante de LM-SP en
ninguno de los 15 casos se observaron efectos adver-
sos de gravedad, excepto un caso de inflamacion de
la extremidad, y los sintomas clinicos principales de
los grupos con ASO y TAO mejoraron de manera
destacada. A los 2 y 12 meses de la implantacion
de LM-SP, en ambos subgrupos, los valores del
ITB, distancia deambulada, escala de dolor y TcO,
mejoraron significativamente (p < 0,005) (tabla II,
fig. 5). En la visita final se observé la curacién
completa de las tlceras en cinco de los casos, excepto
en uno con una ulcera en el dedo pequeno. En los
pacientes sometidos a trasplante no se produjeron
amputaciones.

Evaluacion angiogrdfica. A las 24 semanas después
del trasplante, en seis de 15 pacientes el andlisis
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Fig. 3. Analisis de las imagenes de perfusion con laser Doppler (IPLD) de la reperfusion sanguinea en la pata trasera
isquémica de ratén. El flujo sanguineo de las patas traseras se determiné utilizando un analizador IPLD. A resultados
representativos del andlisis IPLD realizado inmediatamente después del desarrollo de isquemia de pata trasera y, de
nuevo, 7 y 28 dias mas tarde. El analisis IPLD demostrd una profunda mejora de la perfusion de las patas traseras al cabo
de 28 dias del trasplante de linfocitos/monocitos de médula 6sea. B El analisis IPLD asistido por ordenador reveld un
cociente de perfusion de las patas traseras isquémicas (izquierda): patas traseras normales (derecha) significativamente
mayor en el grupo sometido al trasplante que en el de control (*p < 0,05 comparado con grupo de control).

mediante ASD revel6 la formacion significativa de
nuevos vasos'® (fig. 6).

DISCUSION

Es bien conocido que la médula 6sea contiene
muchos tipos de células inmaduras, incluidas las
CPE, algunas de las cuales muestran antigeno
CD34*°. Las CPE pueden inducirse para dife-
renciarse en CE vasculares en ciertas condiciones.
Charles et al'” aislaron células CD34" de médula

6sea y las inyectaron directamente en el miocardio
isquémico. Se formaron nuevos vasos colaterales en
el area isquémica. En nuestro estudio previo'®,
trasplantamos células CD34" de MO autdloga para
inducir la angiogénesis en un modelo de isquemia
de pata trasera de perro. La microscopia de fluo-
rescencia revel6 que las células trasplantadas se
incorporaron a la red capilar. En el grupo sometido
al trasplante de células CD34" se detecté un mayor
numero de vasos colaterales en la angiografia y una
mayor densidad capilar en la histologia, lo que
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Fig. 4. Evaluacion histologica de la angiogénesis en los musculos esqueléticos isquémicos. A La tincion de fosfatasa
alcalina (AKP [FA]) y de CD31" revel6 la presencia de numerosos capilares en ratones sometidos al trasplante de
linfocitos/monocitos de médula ésea. Sin embargo, en el grupo de control se observé un menor ntamero de capilares. B
Los andlisis cuantitativos revelaron que en los tejidos musculares esqueléticos isquémicos el cociente capilares/fibras
musculares fue significativamente mayor en el grupo sometido al trasplante que en el de control (*p < 0,05 comparado

con el grupo de control).

Tabla I. Cambio proporcional de CD34 antes
y después de la obtencién de células madre
mediante analisis flujocitométrico

Suspension final LM-SP movilizados G-CSF

N.° LM-SP (x 10%/1) CD34* (%) CD34™ (%)
Antes 17 0,66 +0,11 0,86 + 0,80 75,87 + 7,81
Después 17 17,87 + 4,85 2,24 + 1,27 74,10 + 9,30

LM-SP: linfocitos y monocitos de sangre periférica.

sugirié de forma preliminar que las células CD34" de
la médula 6sea pueden potenciar la formacion de
angiogénesis.

Sin embargo, las células CD34" suponen el 2-
3% de linfocitos/monocitos en médula oésea.
Recientemente, Asahara et al'® documentaron que
el cocultivo de linfocitos/monocitos que contenian
CD34% y CD34~ depard un mayor ntimero de CPE
que el cultivo exclusivo de células CD34", lo que
sugiere que la comunicacion intercelular entre las
células CD34" y las restantes células CD34  es
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Tabla II. Comparacion de las determinaciones antes y después del trasplante

ASO TAO
Distancia deambulada
(km) Pre 2 meses Un afio Pre 2 meses Un afo
Sin dolor 0,15+0,14 0,57 £ 0,23* 0,65 +0,16* 0,21 £0,17 0,80 + 0,28* 0,91 +£0,31*
Maxima 0,74 £ 0,53 1,79 = 0,69* 1,41 +£ 0,43* 0,99 £ 0,52 2,30 = 0,82* 2,40 = 0,63*
TcO, (mm Hg) 4,16 £ 1,89 18,68 = 3,51* 23,17 +4,58* 4,15+ 1,90 22,80 +4,76* 23,75 + 5,56*
Escala de dolor 4,00 + 2,40 0,20 = 0,42* 0,33 £ 0,52* 4,40 = 2,51 0,20 = 0,45* 0,25 + 0,50*

ASO: arteriosclerosis obliterante; TAO: tromboangeitis obliterante.

*p < 0,05 comparado con antes de la intervencion.
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Fig. 5. Valores del indice tobillo/brazo de todos los pacientes antes y después de la inyeccion de células. TAO: trom-

boangeitis obliterante.

importante para la diferenciacion de las CPE. En
segundo lugar, la pureza y calidad de las CPE en
una poblacién cultivada son superiores a las de las
células CD34" recién aisladas porque origi-
nalmente estas células se describieron como el
prototipo de antigeno expresado por células tanto
madre hematopoyéticas como de linaje endote-
lial?°. Ademds, se ha descrito que las células
madre estan presentes incluso entre las CD34 2.
Por esta razon, para la angiogénesis eficaz seria
preferible la implantaciéon de LM-MO que la de
células CD34" exclusivas.

En el presente estudio, se cultivaron LM-MO
heterdlogos aislados de raton en MCDB131 con
VEGF vy, acto seguido, se trasplantaron localmente
en la extremidad isquémica, lo que favorecio satis-
factoriamente la angiogénesis en dichos tejidos.
Los datos de la IPLD revelaron que la implantaciéon
de LM-MO produjo un aumento del flujo sanguineo
tisular. Los datos histologicos también mostraron un
aumento del nimero de vasos colaterales causado
por la implantacion de LM-MO. Estos hallazgos pro-
porcionan pruebas de que las CPE administradas

aumentan de forma natural la angiogénesis deterio-
rada en el modelo de isquemia en patas traseras de
raton.

Muchos estudios han demostrado que en la circu-
lacion periférica pueden detectarse CPE como con-
secuencia de un traumatismo o de estados
patolégicos. No obstante, estos estudios han demos-
trado que las células CD34" tan sélo suponen el
0,002% de LM-SP y su expansion e induccién de
colonias endoteliales in vitro son dificiles. Puede
obtenerse una mayor movilizacion de CPE derivadas
de MO usando diversas citocinas, incluido el G-CSF,
de forma similar a la estrategia usada en la prepa-
racion de trasplantes de linfocitos/monocitos.
Algunos estudios han demostrado que las CPE
pueden aislarse de sangre periférica de seres
humanos adultos y de conejos y que el G-CSF puede
movilizar las células CD34", las CD133" y KDR" en
sangre periférica, con capacidad para diferenciarse
en CPE que pueden incorporarse a los vasos neo-
formados***>. Por lo tanto, la movilizacién de G-
CSF es una estrategia alternativa para obtener un
elevado niimero de células progenitoras de sangre
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Fig. 6. Angiografia de sustraccion digital representativa
de un paciente obtenida a los 6 meses de la intervencion.
En la extremidad isquémica se habian formado nume-
rosos vasos colaterales.

periférica. Ademads, el G-CSF aumenta la dife-
renciacion de las células progenitoras en CE, lo que
da lugar al restablecimiento inmediato del flujo
sanguineo en los tejidos isquémicos?*. Sin embargo,
la simple administracién de este factor no habria
afectado significativamente al proceso clinico en
pacientes diabéticos?’.

Cuando la obstruccién vascular es extensa, en
ocasiones no es viable una revascularizaciéon quirtr-
gica. Recientemente la angiogénesis terapéutica
mediante un trasplante de células se ha convertido
en un tratamiento eficaz de pacientes con isquemia
de extremidades®®. Aunque el aislamiento de los L/
M para la induccion y expansion de las CPE in vitro
puede favorecer la formaciéon de angiogénesis en
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extremidades isquémicas utilizando 10-20 ml de
médula dsea'®'”?7, este procedimiento se acom-
pafia de algunas desventajas en la aplicacion clinica.
En primer lugar, la induccion y proliferacion de LM-
MO se producen in vitro, lo que introduce el riesgo
potencial de contaminaciéon y el posible efecto
tumorigénico de usar citocinas®®. Ademads, este
proceso tiene un coste elevado y requiere la inver-
sion de mucho tiempo. En segundo lugar, es pro-
bable que durante el proceso se eliminen células y
factores de crecimiento desconocidos que influyen
positivamente en la angiogénesis. En el campo cli-
nico, algunos investigadores®” han aspirado grandes
cantidades de médula 6sea del ilion con anestesia
general para trasplante. La aspiracion de células de
la médula 6sea se asocia con algunos problemas,
principalmente debidos a la anestesia general y a la
anemia a causa de la obtencién de unos 800 ml de
sangre. El proceso de purificacion también es
complejo.

Sugerimos que la movilizacién de G-CFS mas el
trasplante de LM-SP en los musculos isquémicos es
una estrategia terapéutica alternativa para la isque-
mia critica de la extremidad. En primer lugar, las
inyecciones de G-CFS movilizan los LM-SP en las
extremidades isquémicas, dirigiendo directamente
a las CPE al tejido isquémico donde pueden iniciar
la angiogénesis. En segundo lugar, en los lugares
de la inyeccién el elevado ntimero de LM-SP tras-
plantados puede secretar in vivo diversos factores
angiogénicos que activen las CPE en los tejidos
isquémicos circundantes para formar nuevos
vasos''. Ademads, Kamihata et al’° demostraron que
el nimero de CE in vitro, diferenciadas a partir de
LM-SP, fue aproximadamente 500 veces mayor que
el de LM-MO. En tercer lugar, nuestro procedi-
miento no se asocia a riesgos y es de bajo coste en
comparacion con un trasplante autélogo de células
de lamédula dsea. Ademas, el tiempo necesario para
este método s6lo requiere unas 5 h, incluido el
trasplante de células’'.

Sin embargo, el nimero de células progenitoras
de sangre periférica es reducido, de modo que opta-
mos por estimular su produccion con G-CSF,
aumentando sus niveles en sangre periférica. Acto
seguido, obtuvimos los LM-SP usando el dispositivo
de aislamiento CS-3000Plus de células madre y los
trasplantamos en los musculos de las extremidades
isquémicas.

En este ensayo clinico los LM-SP se trasplantaron
en 17 ocasiones en 15 pacientes. A los 2-10 dias del
trasplante, en todos los pacientes se detectaron dife-
rentes grados de inflamacién y aumentos de la tem-
peratura cutanea de la extremidad; mas tarde, estos
pacientes refirieron un aumento de temperatura de
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toda la extremidad, la resolucién del dolor y en
general la desaparicion de la inflamacién 2 semanas
después de la cirugia. Consideramos que el edema de
la extremidad se debid principalmente a una infla-
macién aséptica regional tras el trasplante de
células, aunque no hubo una relacion con la
angiogénesis. Durante los 2 meses después del tras-
plante, el dolor de la extremidad inferior, la distancia
deambulada y el ITB mejoraron en la mayor parte de
pacientes; en 4 de 5 con ulceras del pie se demostré
su curacion; y la ASD efectuada después del tras-
plante en 6 pacientes demostré un aumento signifi-
cativo de la circulacion colateral. Estos resultados
indican que el trasplante de LM-SP es una estrategia
terapéutica eficaz y segura para la isquemia de la
extremidad inferior.

Se ha descrito un caso de angina de pecho
debida a la movilizacién de G-CSF>?, y se sospe-
chd que el mecanismo primario implicado era la
oclusién arterial por un trombo. Hill et al>®> docu-
mentaron que en 12 pacientes con angina intra-
table la administracion de G-CSF se asocié con dos
casos de infarto agudo de miocardio y uno de
muerte de origen cardiaco. La experiencia en el
uso de este factor en pacientes con infarto de
miocardio es limitada, pero, en otro estudio’, no se
describieron efectos adversos graves de este trata-
miento. En el presente estudio, un paciente
manifest6 dolor tordcico y precordial y un
aumento de la concentracion de enzimas miocar-
dicas en el segundo dia después de la movilizacion
de MO. La movilizacién de G-CSF y el trasplante
de células se terminaron y el paciente se resta-
bleci6 3 dias mas tarde. Las propiedades trom-
bogénicas de la sangre periférica son consecuencia
de la mayor viscosidad debido a la movilizacién de
G-CSF; sugerimos que durante la movilizacion de
la médula 6sea el recuento de leucocitos no supere
30,0 x 10°/ml y que se administre heparina de
bajo peso molecular.

En el grupo del presente estudio los pacientes con
tromboangeitis obliterante eran de menor edad y su
grado de actividad mayor. Aunque los sintomas
pueden mejorar significativamente mediante el
trasplante de LM-SP, la necesidad de actividad
nunca puede satisfacerse por completo; por lo tanto,
debe considerarse un segundo trasplante. En gene-
ral, recomendamos que se efectie 6 meses a un
afio después del primero; en este estudio, dos
pacientes se sometieron a un segundo trasplante.
De acuerdo con los resultados del recuento de
células antes del procedimiento, las células que tras-
plantamos podrian incrementarse hasta una cifra de
10%. No obstante, de acuerdo con el recuento de
la flujocitometria, las células CD34" sélo
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representaron 10°, una cantidad mds bien reducida.
La insuficiencia de células trasplantadas podria
generar cierta incertidumbre sobre su efecto
terapéutico. Por esta razon, se suscita la necesidad
urgente de estandarizar el tratamiento clinico: ¢cudl
es la cantidad mas apropiada de células en el tras-
plante? Si un trasplante no puede mejorar el sin-
drome de isquemia de la extremidad, ¢es nutil
efectuar un segundo intento? La respuesta a estas
preguntas todavia no esta clara. Por lo tanto, es
esencial efectuar experimentos adicionales en
muestras a mayor escala con periodos de segui-
miento prolongados.

CONCLUSION

En resumen, los hallazgos del presente estudio sugie-
ren que el implante de L/M de médula 6sea indujo
una angiogénesis funcional en la pata trasera
isquémica de raton. El ensayo clinico demuestra que
el trasplante de LM-SP basado en G-CSF es un trata-
miento viable para el tratamiento de la isquemia de
la extremidad inferior. A pesar del efecto adverso
observado sobre la coronariopatia, los datos del pre-
sente estudio respaldan el uso de linfocitos-monocitos
de sangre periférica para la angiogénesis terapéutica.

El presente proyecto estuvo financiado por la National Natural
Science Fund (30300335).
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