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Resumen

La isquemia critica de los miembros inferiores se
define como la insuficiencia de flujo arterial a los
miembros inferiores para mantener la viabilidad tisular,
generalmente causada por enfermedad obstructiva
arterial periférica. Las manifestaciones clinicas son
dolor en reposo y presencia de ulceras o péerdida tisular
espontdnea.

El manejo con reperfusion quirurgica (surgical
revascularization) y terapia endovascular ha permitido
lograr salvamentos importantes de extremidades pero,
a pesar de estos avances, aproximadamente, entre el 20
v el 40 % de los pacientes con isquemia critica no son
candidatos a ninguno de estos tratamientos.

Se estima que anualmente se practican entre 120
v 500 amputaciones por cada millon de habitantes
por enfermedad arterial; 25 % de los pacientes con
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amputaciones mayores no recibe ningun tipo de
rehabilitacion. Por lo tanto, se necesita contar con nuevas
estrategias para promover el salvamento de extremidades
y disminuir las tasas tan altas de amputaciones.

En los ultimos 20 anos, el uso de células madre
pluripotenciales ha demostrado ser un tratamiento
efectivo y seguro para los pacientes con isquemia critica
con gran riesgo de pérdida de las extremidades.

Introduccion

La isquemia critica de los miembros inferiores se define
como la insuficiencia de flujo arterial a los miembros in-
feriores para mantener la viabilidad tisular, generalmente
causada por enfermedad obstructiva arterial periférica;
las manifestaciones clinicas son el dolor en reposo y la
presencia de ulceras o de pérdida tisular espontanea. La
incidencia anual de isquemia critica en el hemisferio
occidental es, aproximadamente, de 220 casos por millon
de habitantes. Con el incremento de la poblacion y de
su longevidad, el aumento del consumo de tabaco y de
la diabetes, la isquemia critica seguird aumentando "2

El manejo con reperfusion quirtrgica (surgical re-
vascularization) y terapia endovascular ha demostrado
lograr importantes salvamentos de extremidades pero,
a pesar de estos avances, aproximadamente, entre el
20 y el 40 % de los pacientes con isquemia critica no
son candidatos a ninguno de estos tratamientos debido
a la falta de venas ‘donadoras’ o de lechos distales re-
ceptores o a enfermedad arterial extensa que requieren
amputaciones mayores .
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Se estima que anualmente se practican entre 120
y 500 amputaciones por enfermedad arterial por cada
millon de habitantes; 25 % de los pacientes con ampu-
taciones mayores no reciben ningun tipo de rehabili-
tacion y requieren hospitalizacion cronica o asistencia
profesional permanente; por consiguiente, el costo
promedio del manejo de un paciente con una amputacion
es el doble del costo de salvar una extremidad; a los
costos financieros se suman un costo emocional y uno
social muy altos, lo cual hace que la calidad de vida
de estos pacientes sea igual o peor que la de aquellos
con cancer terminal *-,

Por lo tanto, se necesitan nuevas estrategias para
promover el salvamento de extremidades y disminuir
las tasas tan altas de amputaciones.

La angiogénesis mediada por células se inici6 hace
mas de una década, gracias a las observaciones hechas
en células CD34, derivadas de sangre periférica y médula
osea que podian diferenciarse en células endoteliales,
plenamente funcionales. Estas se denominaron células
progenitoras endoteliales (Endothelial Progenitor Cells,
EPC) y expresan los marcadores CD34, CD133 y KDR
(Kinase Insert Domain Receptor) en su superficie; se ha
demostrado que estas células participan en el desarrollo
de nuevos vasos ¢’.

Células madre

El estudio de células madre ha abierto una nueva linea
de tratamiento en medicina, conocida como medicina
regenerativa o reparadora. Esta la lleva a cabo un gru-
po interdisciplinario de profesionales de la salud que
adelantan investigaciones y desarrollan aplicaciones
clinicas para las células pluripotenciales, con el obje-
tivo de obtener procesos de reparacidon, reemplazo o
regeneracion de células, tejidos y drganos para restaurar
una funcién deteriorada por cualquier causa, incluidos
defectos congénitos, trauma o envejecimiento %,

Las células madre se han utilizado en diferentes pro-
tocolos para enfermedades cronicas o de dificil manejo,
como la enfermedad de Parkinson, la esclerosis multiple,
la diabetes, el lupus, la artritis reumatoide, la enfermedad
de Crohn, la esclerosis lateral amiotréfica o enfermedad
de Lou Gehrig, el trauma raquimedular, la enfermedad
arterial periférica, la enfermedad coronaria, la seudoar-
trosis de rodilla, la isquemia cerebral, la tirosinemia
(hepatopatias), la necrosis aséptica de cadera, la distrofia
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de Duchenne, la osteogénesis imperfecta, la enfermedad
discal cronica lumbar y las heridas cronicas 7.

En 1981, se cultivaron por primera vez en el labo-
ratorio células madre provenientes de raton. En 1998,
Gearhart y Thompson aislaron células madre del blas-
tocisto humano, obtenidas de fetos humanos abortados;
después las estimularon y obtuvieron diferentes lineas
celulares. En el 2007, se obtuvieron células madre de
piel humana %’.

Se definen las células madre como aquellas con la
capacidad de diferenciarse en otros tipos celulares du-
rante la vida embrionaria y adulta, o de autorreplicarse,
pudiendo dividirse y transformarse ilimitadamente en otra
célula madre o en una célula especializada '*!'". Segin
su origen, se dividen en células adultas y embrionarias.

Células adultas. Como su nombre lo indica, estan
presentes en la vida adulta, se encuentran en la médula
oseay en algunos tejidos especializados. Son las utilizadas
para el manejo de la isquemia critica. Se obtienen del
mismo paciente y no plantean un dilema ético, ya que
no provienen de otro organismo. Son células més viejas
que pueden tener alteraciones cromosdmicas, no son tan
abundantes y son dificiles de cultivar en el laboratorio.

Células embrionarias. Son las células que estan
presentes en el blastocisto, entre el tercero y el quinto
dia después de la fertilizacion. Son mas abundantes y
tienen mayor capacidad de diferenciacion que las adultas;
pueden generar cualquier tipo de tejido, pero son mas
dificiles de diferenciar en el laboratorio; ademas, pueden
generar autoinmunidad y plantean un dilema ético al ser
células obtenidas de un ser vivo, en este caso, de un ser
humano ya formado, por lo que la toma de sus células
representaria la destruccion de este ser viviente.

Fuentes de células madre. Se toman de embriones
obtenidos por fertilizacion in vitro o clonados por trans-
ferencia somatica nuclear, de fetos abortados, cordones
umbilicales, tejidos u 6rganos adultos (médula dsea,
principalmente) y cadéveres hasta 20 horas después del
fallecimiento '»"°.

Las acciones de las células madre son las siguientes:

1. Diferenciacion en lineas celulares deterioradas.
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2. Asentamiento en el tejido lesionado con produccion
de sustancias que estimulen el reclutamiento de otras
células; este mecanismo es el mas importante en la
arteriogenésis, para el desarrollo de la circulacion
colateral.

3.  Efecto antiinflamatorio.
4. Inhibicion de la apoptosis.

5. Citoproteccion y estimulacidén de células sanas
presentes en la region lesionada (tejidos isquémicos
o hipdxicos) '+16,

Mecanismos fisiologicos de compensacion en
isquemia critica

Los dos mecanismos que estimulan la aparicion de nue-
vos vasos ante una obstruccion arterial son la hipoxia
y el shear stress, que se refiere al flujo turbulento y al
aumento de la resistencia vascular ante una obstruccion.
La hipoxia es un potente estimulo al generar la produc-
cion de sustancias proangiogénicas, como el VEGF1
(Vascular Endothelial Growth Factor)y otras sustancias
que actiian como quimioatrayentes para células madre
y otras células involucradas en la formacion de nuevos
vasos "%,

Estos dos mecanismos estimulan la formacion de nue-
vos vasos de dos formas: angiogenésis y arteriogénesis.

Angiogénesis

Es el proceso por medio del cual se obtiene una red capi-
lar por la activacion de células endoteliales de capilares
ya preexistentes; estd mediada por VEGF1, factores
de crecimiento e hipoxia. Los capilares formados son
muy pequenos (10-20 pm) que no son capaces de suplir
las necesidades de una extremidad para que ejerza su
actividad normal o para cerrar una herida, ya que la ci-
catrizacion es un proceso con gran demanda energética.

Arteriogénesis

Es un proceso mediado por cambios de la resistencia,
mediante el estimulo del crecimiento de vasos colaterales
ya preexistentes, aumentando hasta 20 veces su didmetro.
Esta mediado por la acumulacién de linfocitos T, mo-
nocitos y granulocitos CD34+ y CD14+, que estimulan
la liberacion de sustancias como metaloproteinasas,
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trombopoyetina, eritropoyetina y factor estimulante de
colonias de granulocitos (GM-CSF), entre otras. Estas
sustancias destruyen la periferia del vaso para que este
pueda expandirse y crecer, aumentando su diametro. El
proceso dura entre cuatro y ocho semanas 2>,

Objetivo de las células madre en la isquemia
critica

Consiste en imitar el proceso de arteriogénesis, po-
tenciandolo al incrementar el numero de células de la
médula 6sea que dan origen al proceso de arteriogenésis,
tomandolas directamente de la fuente y extrayendo un
concentrado rico en células promielociticas CD34+ y
CD14+. El objetivo es dejar un deposito celular rico en
células promielociticas en la extremidad isquémica para
que actiie como una ‘fabrica de sustancias pro-arterio-
génicas’y potencie el mecanismo de arteriogenésis; este
proceso fisiologico es deficitario en pacientes diabéticos,
con insuficiencia renal, fumadores, con hiperlipidemia
y ancianos, ya que en ellos el nimero de células madre
promielociticas es bajo %.

Obtencion de células madre para tratamiento de
la isquemia critica

En los trabajos sobre enfermedades arteriales se han ex-
traido las células madre de dos fuentes: sangre periférica
y médula dsea; la primera tiene varios inconvenientes ya
que necesita un banco de sangre completo con apoyo de
un hematdlogo, utilizacion de factores de crecimiento
una semana antes para movilizar las células madre de la
médula 6sea a la sangre periférica y utiliza altos volume-
nes de extraccion de sangre periférica, lo que conllevaa
anemia; ademas el porcentaje de células madre obtenidas
por este método es baja, comparada con el porcentaje
extraido directamente de la médula 6sea y, finalmente,
es un proceso que toma mas de una semana para que se
obtenga un concentrado para inyectar .

Las células madre extraidas de la médula 6sea por la
técnica SmartPrep® de Terumo, es un proceso automati-
zado que requiere la extraccion de un volumen de 120 a
240 ml de médula 6sea. Se obtienen por aspirado medular
que no requiere utilizacion de factores de crecimiento
previos ni un banco de sangre, ya que la maquina realiza
todo el proceso al utilizar un sistema de centrifugacion
especial, que dura 15 minutos y, luego de ello, proporciona
un concentrado medular de 40 ml de volumen total, que
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se inyecta en la extremidad isquémica, a 1 cm, paralelo
al eje de las arterias principales.

Importancia de la isquemia critica y nuevos
tratamientos

El prondstico de los pacientes con isquemia critica a
mediano plazo es muy malo, con alto riesgo de muerte
durante el primer afio del diagnostico, por eventos cere-
brovasculares o cardiacos; las técnicas endovasculares
o quirurgicas fallan o no se pueden realizar en el 30 % de
los pacientes y conllevan morbilidad. No existe evidencia
solida para indicar medicamentos como la prostaglandina
E1, en casos de isquemia critica. Por lo tanto, se requiere
contar con nuevas tecnologias para el manejo de estos
enfermos.

Estudios clinicos de células madre en
enfermedad arterial

Los primeros estudios con células madre se iniciaron con
el descubrimiento de las células progenitoras endoteliales
en ratones por Asahara, ef al., en 1997 2% de la linea
monocito-macréfago y son idénticas a las que se activan
en la isquemia arterial. Los trabajos con células madre en
animales han sido muy dificiles de utilizar en personas
ya que los resultados obtenidos no son equiparables, si se
tiene en cuenta que la enfermedad arterial es un proceso
cronico asociado a factores de riesgo que los animales
no presentan y a que los fenomenos isquémicos en los
animales se generan al ligar troncos arteriales princi-
pales, lo cual simula mas una isquemia arterial aguda
que un proceso cronico como es la claudicacion de los
miembros inferiores. Posteriormente, Asahara, ef al., en
2002, aislaron en sangre humana las células progenitoras
endoteliales y las utilizaron para tratar pacientes con
isquemia critica, con buenos resultados. Huang, et al.,
utilizaron las células madre por primera vez junto con
factores de crecimiento y obtuvieron buenos resultados
relacionados con el aumento de la distancia de marcha,
mejoria en la cicatrizacion y dolor en reposo.

En 2002, se public6 en Japon el estudio TACT (Thera-
peutic Angiogenesis by Cell Transpantation) por Tateishi
y Yuyama, un estudio piloto abierto de 25 pacientes en
el que se comparaban la seguridad y la eficacia de la
aplicacion de un concentrado medular de células madre
frente a células madre derivadas de sangre periférica en
pacientes con isquemia critica y tromboangeitis obliterante
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comparado contra un grupo placebo. Se logré mejoria del
dolor y de la cicatrizacion de heridas, y aumento de la
distancia de marcha; objetivamente, se observo aumento
del indice brazo-tobillo y de la medicion transcutanea de
oxigeno (tCPO,), siendo mejores los resultados de los
pacientes tratados con concentrado medular que con
sangre periférica; la tasa libre de amputacion fue del
60 % para isquemia critica y del 91 % para tromboan-
geitis obliterante a tres afios; la necesidad de amputacion
alcanzo6 el 17 % en el grupo de concentrado medular y
el 28,6 % en el grupo placebo 227,

Fadini, et al., en el 2010, publicaron un metaanalisis
de terapia de células madre para isquemia critica; encon-
traron 108 estudios clinicos relevantes y la conclusion
final fue que este tratamiento se recomienda para la
isquemia critica con base en la mejoria del dolor en
reposo, la cicatrizacion y el aumento de distancia de
marcha; ademas, no se observo ninguna diferencia en
que se usaran o no factores de crecimiento, para obtener
los mismos resultados, y demostré ser un procedimiento
seguro 2,

Amman, et al., en el 2002, publicaron el estudio
BONMOT (Bone Marrow Oucomes Trial 1), con una
tasa de salvamento de extremidades del 59 % a seis
meses 2°. En el 2012, en un metaanalisis chino *°, que
utilizé bases de datos como PubMed, EBSCO y Co-
chrane, se encontraron mas de 341 estudios relevantes
relacionados con células madre y 7 estudios aleatoriza-
dos. La conclusion fue que la terapia con células madre
disminuye la incidencia de amputacion en pacientes
con isquemia critica, especialmente Rutherford 5,
mejorando el dolor, la cicatrizaciéon y el aumento de
la distancia de marcha »-3!,

En Latinoamérica, las principales fuentes de infor-
macion sobre el uso de células madre son los estudios
de Cuba, que reportan buenos resultados a corto plazo.
En Colombia, Garcia y Arismendi implantaron células
madre tomadas de la médula dsea en cuatro pacientes
con enfermedad arterial, previa estimulacion con factores
de crecimiento, y obtuvieron los siguientes resultados
a corto plazo: en tres pacientes, se evidencidé mejoria
en la imagen angiografica, del dolor y de la distancia
de marcha. Concluyeron que es un tratamiento para
pacientes con isquemia critica en quienes no es posible
la reperfusion quirargica 2.
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Use of stem cells in the treatment of critical ischemia
Abstract

Critical ischemia of the lower limbs is defined as insufficiency of arterial flow to the lower limbs to maintain tissue
viability, usually caused by obstructive peripheral arterial disease. The clinical manifestations are pain at rest and
presence of ulcers or spontaneous tissue loss. Management with surgical revascularization and endovascular therapy
has shown high limb salvage, but in spite of these advances approximately 20% to 40% of patients with critical [imb
ischemia are not candidates for any of these therapies. It is estimated that between 120 and 500 amputations are
doing per year per million inhabitants per arterial disease; 25% of patients with major amputations do not receive
rehabilitation. Therefore, we need new strategies to promote limb salvage and reduce such high amputation rates.

The use of stem cells over the last 20 years has proven to be an effective and safe treatment for patients with critical
ischemia with a high risk of limb loss.

Key words: Pluripotent stem cells, stem cell transplantation, ischemia; lower extremity; peripheral arterial disease.
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