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La diabetes mellitus (DM) es la enfermedad metabdlica mas comun, y comprende
una variedad de sindromes con distintas causas que afectan colectivamente a un
8.3% de la poblaciéon mundial (1). Lleva asociada una serie de complicaciones
(ceguera, enfermedad renal, enfermedad cardiovascular, trastornos tréficos en el
pie), y esta considerada como el principal factor de riesgo para la isquemia crénica
critica del miembro inferior (CLI; del inglés critical limb ischemia), la cual es una de
las manifestaciones mas severas de aterosclerosis en nuestro organismo. La CLI se
define como el cuadro caracterizado por dolor crénico en reposo, ulceras o
gangrena atribuibles a enfermedad arterial oclusiva comprobada (2), suponiendo
el final del proceso de aterosclerosis y que puede conllevar la amputacion del
miembro e incluso la muerte si no se consigue una rapida y eficaz

revascularizacion.

En el paciente diabético, la isquemia de la pierna se desarrolla mas precozmente y
con mayor intensidad. Se estima que un 15% de los pacientes diabéticos
desarrollaran CLI, y en la mayoria de los casos, conllevard la amputacion. Las
lesiones arteriales suelen afectar a los vasos mas distales (3). Esta localizacion de
las lesiones dificulta su revascularizacion, quirargica o endovascular. Por otro lado,
también la presentacion del cuadro en el paciente diabético es diferente, al
conllevar un mayor componente de pérdida tisular y gangrena, y menor
manifestacion clinica de dolor debido a la neuropatia diabética frecuentemente
asociada. Ademas, los pacientes diabéticos en concreto tienen disminuidos los
mecanismos fisiologicos de angiogénesis y reendotelizacion, por lo que el curso de

la enfermedad es mas severo y acelerado.

El objetivo principal del tratamiento actual de CLI es la revascularizacién, bien
quirdrgica o endovascular (4). Sin embargo, en una gran proporciéon de estos
pacientes, la extensién anatémica y la distribucién de la enfermedad oclusiva
arterial hacen que sean candidatos poco aptos a la revascularizacién, y que la
enfermedad siga su inexorable curso hacia la amputaciéon y la muerte. El
tratamiento farmacolégico como unica alternativa para estos pacientes sin
posibilidades de revascularizacién, no ha demostrado que afecte favorablemente el

curso de CLI (5,6). De hecho, en la actualidad se recomienda habitualmente para
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estos pacientes la amputacién como unica opcidn, a pesar de su evidente
implicacion disfuncional, junto con su conocida morbi-mortalidad asociada (7,8).
Por todo ello, es evidente que se necesitan nuevas alternativas eficaces para el

tratamiento de una alta proporcion de pacientes con CLI.

La angiogénesis terapéutica es una de las estrategias utilizadas ultimamente para
la proliferaciéon de los vasos colaterales. Se han descrito numerosas moléculas
angiogénicas, tanto en modelos animales como en humanos con enfermedades
isquémicas (9-13). En este contexto, la posibilidad de terapia de regeneracién
celular, con sus demostradas propiedades de angiogénesis y cicatrizacién de
ulceras cutaneas, puede tener un maximo interés. Es por ello que la utilizacion de
las células troncales mesenquimales (MSCs; del inglés mesenchymal stem cells) esta
tomando gran importancia a la hora de utilizar terapia celular para la regeneracion
vascular en enfermedades isquémicas. Las MSCs de tejido adiposo (AdMSCs; del
inglés adipose mesenchymal stem cells) secretan multiples factores de crecimiento
angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF; del inglés
vascular endothelial growth factor), a niveles bioactivos (14,15). Por otra parte, el
efecto antiinflamatorio, inmunomodulador y la capacidad de diferenciaciéon de
estas células ha demostrado resolver casos puntuales para los que hasta ahora no
tenfamos una oferta terapéutica mejor. Por este motivo, estas células pueden ser
una alternativa factible a la hora de revascularizar una isquemia en miembros
inferiores, por lo que es necesario llevar a cabo ensayos clinicos piloto muy bien
controlados para evaluar su eficacia, seguridad y factibilidad ademas de seguir
potenciando la investigacién basica y traslacional de calidad en busca de opciones

para estos pacientes.
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1.1. DIABETES MELLITUS

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad sistémica, cronico-degenerativa y de
caracter heterogéneo. Esta considerada como uno de los principales problemas
socio-sanitarios a nivel mundial debido a su alta prevalencia, su elevado coste
sanitario y el nimero de muertes prematuras que provoca. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en el 2012 habia mas de 347 millones de personas con
diabetes en el mundo y sera la séptima causa de mortalidad en el 2030. Esta
considerada una epidemia global, debido al actual estilo de vida y al

envejecimiento de la poblacidon (Figura 1).
@ f ”
387
millones

Africa 93%
Oriente Medio y

Africa del Norte 85%
Sudeste Asiatico 64%
Centroaméricay
America del Sur 55%
Pacifico Oeste 46%
Europa 33%
Norteaméricay

Caribe 30%

2014 2035

Figura 1: Estimacién de la DM segiin la Federacién Internacional de Diabetes (FID). Los
porcentajes indican el aumento estimado que se producird en las distintas dreas geogrdficas. Fuente:
Atlas de Diabetes 52 Ed (1).

En Espaia, segin el estudio di@bet.es realizado desde el centro de Investigacion
Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades Metabdlicas asociadas
(CIBERDEM), el Instituto de Salud Carlos III (Ministerio de Ciencia e Innovacién),
en colaboracion con la Sociedad Espafiola de Diabetes (SED) y la Federacién
Espafiola de Diabetes (FED), la prevalencia total de DM tipo 2 (DM2) en la

poblacion de 18 a 75 afos es del 13.8% (16), mientras que un porcentaje similar


mailto:di@bet.es
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tiene intolerancia a la glucosa. Es decir, aproximadamente 3,5 millones de

personas padecen diabetes y otro tanto cursan con prediabetes.

1.1.1. DEFINICION, CLASIFICACION Y DIAGNOSTICO

Desde el punto de vista clinico, la DM esta considerada como un conjunto de
trastornos metabolicos (17). La causa se debe a una disminucién en la secrecion de
insulina end6gena, un defecto en la acciéon de la misma en los tejidos que de ella
dependen, o a ambos, lo que conduce a un sindrome caracterizado por
hiperglucemia crénica y alteraciones del metabolismo de carbohidratos, proteinas

y lipidos.

Etiol6gicamente, la DM se clasifica en 4 categorias principales: DM tipo 1, DM tipo

2, diabetes gestacional y otros tipos de diabetes (18):

1. Diabetes tipo 1 (DM1) (anteriormente insulinodependiente o juvenil): se

caracteriza por una ausencia de sintesis de insulina. A su vez, podemos dividirla en

dos subtipos:

a) autoinmune: causada por la destruccidon autoinmune de las células § del
pancreas mediada por linfocitos T activados (19). Representa la mayoria de
los casos de DM1. Aunque los factores de riesgo no se encuentran bien
definidos, se sabe que estan implicados en su aparicion factores de tipo

ambiental, genético y autoinmune.

b) idiopatica: de causa desconocida, aunque con gran asociacién del factor
hereditario. Con mayor afectaciéon en personas de origen africano y asiatico

(20).

2. Diabetes tipo 2 (DMZ2) (anteriormente diabetes no insulinodependiente o del

adulto). Es la forma mas comun de diabetes, representando entre el 80% y el 90%
de todos los casos de DM y se caracteriza por la incapacidad del cuerpo para
utilizar eficazmente la insulina, ademas de una produccién deficitaria de dicha
hormona. Suele manifestarse a partir de los 45 afios. La obesidad esta presente en

el 80% de los pacientes.
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3. Diabetes gestacional: Ocurre en el 2-5% de todos los embarazos. Comienza o se

diagnostica por primera vez en el embarazo. Estas mujeres tienen a corto, medio o

largo plazo, mayor riesgo de desarrollar DM2.

4. Otros tipos especificos de diabetes: Se compone de diferentes formas de diabetes

e incluye:

- defectos genéticos en la funcién de la célula 3 (MODY, maturity onset diabetes
of the Young, aunque actualmente se prefiere el término diabetes monogénicas)
o en la accion de la insulina

- enfermedades del pancreas exocrino

- endocrinopatias

- inducida por téxicos, agentes quimicos o infecciones

- formas no comunes de diabetes inmunoinmediadas

- otros sindromes genéticos asociados ocasionalmente con diabetes

- diabetes post-trasplante debida a la accién téxica de los inmunosupresores

sobre la célula 3 pancreatica.

En cuanto al diagndstico (17), la FID, la OMS y la Asociacion Americana de la
Diabetes (ADA, del inglés American Diabetes Association) proponen una serie de

criterios para diagnosticar la DM, los cuales se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios diagndsticos de la DM segiin la FID, OMS y ADA

Prueba Medicion Diagnostico de diabetes

HbA1lc Vida media de glucosa en =265%
sangre durante los tltimos 2-3
meses

Glucosa plasmatica en ayunas Nivel de glucosa en sangre en =126 mg/dl
ayunas

Tolerancia oral a la glucosa Nivel de glucosa en sangre = 200mg/dlalas2 horas
antes yv 2 horas después de
beber compuesto azucarado.

Glucosa plasmaticaal azar Nivel de glucosa en cualquier =200mg/dl
momento

HbA1c: hemoglobina glicosilada
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Asimismo, existen personas con una alteracién en los niveles de glucosa que no son
lo suficientemente altos como para ser diagnosticados como diabetes. Este
trastorno se ha denominado “prediabetes” y ha sido definido segtin la OMS y la FID

por:

» HbAlcentre57%y 6.4%
* Glucosa en sangre en ayunas: entre 110-125mg/dl

* Glucosa en sangre alas 2 horas: entre 140-199 mg/dl

Estas personas comparten muchas de las caracteristicas de la DM2, como son la
obesidad, sedentarismo, edad avanzada y la incapacidad del cuerpo para utilizar la
insulina que produce (lo que se conoce como resistencia a la insulina). Existen
evidencias que apuntan que los cambios en el estilo de vida son eficaces para
prevenir la progresién hacia la diabetes (21). Es por ello por lo que se recomienda
practicar los tests diagndsticos en aquellas situaciones que supongan un riesgo de
debutar con esta enfermedad (18). El objetivo es que de esta manera, los
profesionales médicos puedan identificar tempranamente a los pacientes con
diabetes, teniendo asi mayor posibilidad de prevenir las complicaciones a largo
plazo. Por tanto, los individuos de 45 afios o mas deben ser evaluados por si
presentan algun sintoma caracteristico de la diabetes. Si los resultados son
normales, estos individuos deberian ser reevaluados a los 3 afios. Sin embargo, la
evaluacion de la diabetes debe hacerse antes de los 45 afios y con mayor frecuencia
si el individuo presenta cualquiera de los factores de riesgo de la enfermedad como
son: obesidad; antecedentes familiares de la enfermedad; forma parte de alguna de
las poblaciones étnicas de alto riesgo (afro-americano, hispano, indio americano,
asiatico); si ha tenido bebés de mas de 4 kilos y/o diabetes gestacional; niveles de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) < 35 mg/dl o triglicéridos = 250 mg/dl e

hipertensién arterial.
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1.1.2. COMPLICACIONES ASOCIADAS A LA DIABETES

Las complicaciones que se presentan en el paciente diabético son de aparicién
variable, pudiendo preceder a los signos clinicos y conducir al diagnoéstico, o
sobrevenir después de muchos afios de progresion de la diabetes. Evolutivamente,

podemos clasificarlas en agudas o cronicas (Figura 2).

COMPLICACIONES
AGUDAS CRONICAS
Estado
hiperosmolar VASCULARES NO MIXTAS
VASCULARES
Cetoacidosis
Hipoglucemia MICRO MACRO Dermopatia Pie
VASCULARES  VASCULARES diabético
. . Infecciones
Retinopatia ECV
Nefropatia EVP
Neuropatia Cardiopatiaisquémica

Figura 2. Complicaciones asociadas a la DM. ECV: Enfermedad cerebrovascular. EVP: Enfermedad
vascular periférica.

Entre las complicaciones agudas se encuentran las descompensaciones
metabolicas hiperglucémicas graves (cetoacidosis y el sindrome hiperosmolar no
cetoaciddtico), y las hipoglucemias. Mientras que las dos primeras son
consecuencia de un déficit absoluto o relativo de insulina, las hipoglucemias se
caracterizan por un exceso de ésta. Es preciso destacar que un déficit de accién de
la insulina produce una serie de efectos metabdlicos no sélo por su menor
actividad biolégica, sino que trae como consecuencia una desregulacion de
hormonas catabdlicas, viéndose comprometido ademdas del metabolismo de la

glucosa, el metabolismo lipidico, proteico y el de las lipoproteinas.

Antes del descubrimiento de la insulina (22) y su uso clinico como parte
primordial del tratamiento para la DM, los pacientes morian en poco tiempo por
complicaciones agudas hiperglucémicas, antes de poder llegar a desarrollar
complicaciones crénicas. Con la utilizacién de la insulina y el desarrollo de los
antidiabéticos orales (ADO), la muerte por descompensaciones hiperglucémicas

disminuyé drasticamente, prolongandose por tanto la supervivencia de los
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pacientes. Este aumento en el periodo de vida de los pacientes ha traido como
consecuencia la apariciéon de complicaciones crénicas desconocidas en el pasado,
que contintan en la actualidad siendo un desafio y convirtiéndose en el principal

problema para la supervivencia del diabético.

A pesar de que la DM es considerada una enfermedad endocrina, las
complicaciones crénicas se manifiestan a nivel vascular, pudiendo ser clasificadas
en microvasculares (cuando predomina la afectacién de los vasos pequefios como
ocurre en la retina, rifiones o sistema nervioso) o macrovasculares (cuando las
alteraciones se producen en vasos de mediano y gran calibre, como en el caso de
las enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares y en las arterias

periféricas).

El pie diabético engloba un conjunto de sindromes en los que la presencia de
neuropatia, isquemia e infeccion producen lesiones tisulares o ulceras debido a
pequefios traumatismos, produciendo una importante morbilidad que puede llegar

incluso a amputaciones.

Asi mismo, podemos considerar un grupo de afecciones no vasculares dentro de
las complicaciones cronicas que incluyen las afectaciones al cristalino y la
progresion acelerada de cataratas, las alteraciones inmunolodgicas clasicas
evidenciadas en la mayoria de los casos por infecciones urogenitales y
mucocutdneas recurrentes, asi como algunos cambios en la piel caracteristicos de

estos pacientes.

1.1.3. COMPLICACIONES VASCULARES DE LA DIABETES

Si bien las complicaciones microvasculares y del pie diabético afectan a la calidad
de vida del paciente ademdas de elevar considerablemente los costes del sistema
sanitario, las complicaciones macrovasculares constituyen la causa principal de

morbilidad y mortalidad en los pacientes con DM en todo el mundo (23).

Las lesiones microvasculares (retina, sistema nervioso y rifiéon) suelen preceder a
las de los vasos de mediano y gran calibre, siendo diferentes en cierta medida

seguin qué zona se encuentre afectada. En la microangiopatia predomina la lesién
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en el endotelio, la intima y la capa muscular media, mientras que en la
macroangiopatia la lesién principal se sitda preferentemente en la capa muscular
media. Existe cierta dificultad a la hora de distinguir ambos procesos con respecto
a las modificaciones estructurales y funcionales derivadas de la arteriosclerosis o
el envejecimiento natural que sufre el sistema arterial. Igualmente, existen
diferencias en la evoluciéon de ambos procesos, consiguiéndose una disminucién de
las complicaciones microvasculares mediante un control glucémico estricto (24),
mientras que la macroangiopatia diabética sigue su avance en términos de
cronicidad, progresion e irreversibilidad a pesar de tratamientos farmacolégicos
establecidos. Realmente, ambos procesos son consecuencia de la hiperglucemia
crénica, asumiéndose por tanto, que son equivalentes en cuanto a su fisiopatologia

(Figura 3).

HIPERGLUCEMIA

Afectacion de vasos de m i k Afectacion de vasos de

pequetio calibre mediano y gran calibre

J }

MICROANGIOPATIA MACROANGIOPATIA

Enfermedad
cerebrovascular

Nefropatia g \ a Cardiopatia

Retinopatia L

Enfermedad

Neuropatia J Arterial Periférica

v

Hipoxia/isquemia —

Neovascularizacion

Aterosclerosis acelerada

Figura 3. Hiperglucemia como factor comiin (fisiopatolégico en las complicaciones
macrovasculares y microvasculares de la DM.

Numerosos estudios han relacionado las complicaciones de la diabetes con la
intensidad y duraciéon de la hiperglucemia (25). Los resultados de dos trabajos

multicéntricos, el DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) para la DM tipo
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1 en 1993 y el UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study) para la DM tipo
2 en 1998, donde se comparaban los efectos de pacientes con un control glucémico
estricto con los de pacientes con un control estandar, establecieron que la
reduccion de los niveles de glucosa en sangre (en términos de reduccion de hbAlc)
disminuian la incidencia de complicaciones microvasculares, sobre todo en retina y
rifién. Sin embargo, estos estudios no arrojaron resultados concluyentes en
relacion a las complicaciones macrovasculares que siguen representando el 80%
de las causas de mortalidad asociada a la diabetes (24,26-28). En este sentido, la
mayoria de los diabéticos tipo 2 fallece como consecuencia de la aterosclerosis,

fenémeno fisiopatolégico inicial de la macroangiopatia diabética.

La aterosclerosis es una enfermedad sistémica referida al engrosamiento y
endurecimiento de las arterias. Actualmente, se considera un proceso inflamatorio
crénico, que afecta a las arterias de mediano y gran calibre de diferentes lechos
vasculares y que se caracteriza por el engrosamiento de la capa intima y media con
pérdida de la elasticidad (29). Aparece por el concurso de tres factores principales:
disfuncién endotelial, inflamacién y trombosis. Su lesién basica es la placa de
ateroma compuesta fundamentalmente de lipidos, tejido fibroso y células
inflamatorias, y pasa por diferentes fases (30). Generalmente se complica mediante
la fisura, la erosién o la rotura de la placa y la formaciéon de un trombo en su
superficie, lo que facilita su crecimiento y la aparicién de isquemia o necrosis

(Figura 4).

Células Estria Lesion Placa Lesion
espumosas grasa intermedia  Ateroma fibrosa avanzada/ruptura

A 4

Disfuncién endotelial

Figura 4. Progresion de la aterosclerosis. La placa, compuesta por grasa, colesterol, calcio y otras
sustancias se va depositando en las arterias endureciéndose con el tiempo y estrechando el vaso, con lo
cual se limita el flujo de sangre rica en oxigeno a las distintas partes del cuerpo. Fuente: Imagen
modificada de Pepine CJ. y colaboradores (31).
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La DM es un reconocido factor de riesgo para el desarrollo de la aterosclerosis y
por tanto, de enfermedades cardiovasculares. Los pacientes diabéticos tienen de 2
a 4 veces mayor riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular. Asi mismo, los
diabéticos tipo 2 tienen el mismo riesgo de sufrir un ataque cardiaco que aquellos
individuos sin diabetes que ya han tenido un ataque cardiaco previo (32). La DM
favorece a la aterosclerosis por distintos mecanismos: un perfil lipidico
desfavorable (elevacion de los triglicéridos, descenso del HDL, particulas de baja
densidad pequefias y densas (LDL)), presencia de LDL modificadas,

hiperinsulinismo, hipercoagulabilidad y aumento de marcadores inflamatorios.

Podemos por tanto considerar a la DM como una enfermedad vascular con riesgo

trombético elevado.

Para llegar a comprender la fisiopatologia subyacente del dafio vascular en el
paciente diabético y por qué la aterosclerosis se da de manera mas temprana y
acelerada en ellos, es necesario tener en cuenta varios aspectos fundamentales
como son: los mecanismos inductores que causan la disfuncién endotelial; las

alteraciones en la coagulacién y la inflamacién asociada al proceso.
A) Disfuncion endotelial: mecanismos inductores

El endotelio esta actualmente considerado como un drgano endocrino, autocrino y
paracrino que controla la homeostasis del tono muscular, permeabilidad,
coagulacion, fibrindlisis, proliferacion celular y la respuesta inflamatoria. En
presencia de factores de riesgo cardiovascular, como la DM, hiperlipemia, estrés
oxidativo o hipertension, las células endoteliales sufren un cambio fenotipico hacia
un perfil inflamatorio generandose lo que se conoce como disfunciéon endotelial
(33). Como consecuencia, se genera un desequilibrio entre la sintesis, liberacion o
efecto de los factores endoteliales capaces de relajar el musculo liso vascular, entre
ellos el 6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGI;), o factor hiperpolarizante, y las
sustancias vasoconstrictoras como la angiotensina-II y la endotelina-1 que pueden
sintetizarse en las células de este tejido. Este desajuste se manifiesta con una
reduccion en la respuesta vasodilatadora dependiente del endotelio, o con una

mayor respuesta vasoconstrictora. Ademas, el deterioro endotelial puede facilitar
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la interaccion de las plaquetas y leucocitos con la pared vascular, asi como el

crecimiento y migracion de las células musculares lisas.

Como hemos mencionado anteriormente, el proceso se inicia por un estado

mantenido de hiperglucemia debido a un defecto en la produccién de insulina por

las células pancredticas [3; una deficiente accién insulinica o por ambas causas.

Bioquimicamente, el exceso de glucosa intracelular puede generar disfuncién

endotelial por varios mecanismos:

Glicacién no enzimatica de proteinas (GNE), con formaciéon de productos
finales de la glicosilacion avanzada (AGEs)(34). La GNE ocurre de manera
fisiologica, pero en el caso de la DM se encuentra patolégicamente
acelerada. Los AGE intervienen en el desarrollo de las complicaciones
asociadas a la diabetes provocando modificaciones fisicoquimicas en
diversas biomoléculas, y por tanto, alterando funcional y estructuralmente
las moléculas glicosiladas. Ademads, alteran varios procesos bioldgicos
debido a la uni6én de moléculas modificadas al receptor de los AGEs e
incrementan la produccion de radicales libres aumentando por tanto el

estrés oxidativo (35).

Via del poliol-sorbitol-aldosa-reductasa (36): una via alternativa de
metabolizaciéon de la glucosa es la de la aldosa reductasa, que genera
sorbitol. Este es metabolizado posteriormente a fructosa aumentandose al
mismo tiempo la oxidacion de la nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato
(NADPH), reduciéndose la disponibilidad de NO. Tiene lugar un
desequilibrio que cursa con hipoxia celular y alteracién de la funcionalidad

de la célula endotelial.

Diacilglicerol-proteinquinasa C (37): la activacion de la proteinquinasa C
(PKC) conduce a una alteracion de las funciones endoteliales y de sustancias
vasoactivas, potenciandose, por el contrario, la secrecién de sustancias

vasoconstrictoras como la endotelina y la angiotensina II.

Auto-oxidacién (38): el metabolismo de la glucosa puede inducir
modificaciones oxidativas de los lipidos y proteinas, entre ellas las LDL. Las

LDL oxidadas se acumulan formando células espumosas, atrayendo
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monocitos circulantes y provocando citotoxicidad en las células

endoteliales.

Investigaciones recientes refieren una posible relacién entre estas vias y la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) que conducen a un estrés
oxidativo (EO) crénico en pacientes diabéticos (39). El término “estrés oxidativo”
hace referencia al desequilibrio a corto o largo plazo de moléculas antioxidantes y
pro-oxidantes, lo que provoca una disrupcién de los mecanismos de senalizacion y
control celular, favoreciéndose los procesos de pro-oxidacion y obstaculizandose
los mecanismos antioxidantes (40). Se ha considerado que, en respuesta a la
hiperglucemia crénica, las mitocondrias de las células endoteliales generan un
exceso de ERO, en concreto de aniones superoxido (- Oz-), contribuyendo asi a la
formacion de las complicaciones en la DM. Este aumento en la generacion de - Oz-
se considera un proceso clave en la activacion de las vias anteriormente descritas

(Figura 5).

Diversos estudios han demostrado que los pacientes con DM2 tienen aumentado el
dafio oxidativo inducido por mayor producciéon de ERO en la circulacion y a su vez

tienen reducidos los mecanismos de defensa antioxidantes (41,42).

M Estrés oxidativo
ERO

|

Figura 5: El estrés oxidativo como causa comiin del dafio vascular. Se ha sugerido que la
diversidad de eventos asociados a las complicaciones micro y macroangiopdticas puede tener su
origen en la superproduccion mitocondrial de aniones superoxido (- Oz°), debido a la hiperglucemia,
hecho que relacionaria las 4 vias anteriormente descritas. Gluc: Glucosa. PKC: proteinquinasa C. AGE:
productos finales de la glicosilacion avanzada. ERO: especies reactivas de oxigeno.
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Al igual que la hiperglucemia, la hiperinsulinemia y/o la resistencia a la insulina

(RI) inducen disfuncién endotelial y aterosclerosis (43).

La hiperinsulinemia compensatoria que secunda a la RI estimula diversos
fenomenos proliferativos y proaterogénicos en las células endoteliales y del
musculo liso vascular. Estos efectos incluyen un aumento de la produccién del
inhibidor del activador de plasminégeno tipo 1 (PAI-1), endotelina, citocinas

proinflamatorias y un aumento de la expresion de las moléculas de adhesion (44).
B) Alteraciones de la coagulacion

Se han encontrado multiples alteraciones de la homeostasia en pacientes con DM,
las cuales favorecen el estado protromboético que presentan estos enfermos. Los
trastornos en la funcién de las plaquetas conllevan una hiperreactividad de éstas
asi como un aumento en su actividad procoagulante. Dichos factores se encuentran
asociados con complicaciones micro y macrovasculares. Asi mismo, existen
alteraciones en el mecanismo de la coagulacion que permiten el establecimiento de
un estado de hipercoagulabilidad, el cual contribuye al desarrollo de
manifestaciones trombdticas. A este respecto, existen investigaciones que
documentan un aumento en el fibrinégeno, de los factores de coagulacién VII y
VIII, asi como de los marcadores de activacion de este sistema. De igual forma, los
trastornos en la fibrindlisis detectados en los pacientes diabéticos no solo
predisponen al desarrollo de eventos trombdticos, sino que también favorecen la
formacién y progresion de las lesiones aterotrombdticas. Ha sido documentado la
existencia de un desequilibrio entre activadores del plasminégeno (tisular) e
inhibidores como el PAI-1. La excesiva inhibiciéon de la fibrinélisis aumenta el

riesgo de coagulaciéon anormal y trombosis.

Como consecuencia, en la DM tiene lugar un aumento del fibrinégeno, de PAI-1, de
la molécula de adhesion de células vasculares (VCAM-1), de las glicoproteinas
adhesivas IIb/Illa de la superficie plaquetaria y de la produccién de tromboxano A-
2. Igualmente, existe un incremento de la agregabilidad y adhesion plaquetaria, y
de la glicosilacion de proteinas de las plaquetas; y, simultdneamente, una

disminucién de los niveles de antitrombina III, de las proteinas C y S, de la
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prostaciclina y de la disponibilidad de NO plaquetario, creandose un estado

procoagulante en el paciente diabético.
C) Inflamacion

Actualmente, la aterosclerosis es considerada una enfermedad dinamica y
progresiva, resultado de la combinacidn entre inflamacion y disfuncion endotelial
(45-47). El tejido adiposo juega un papel central en el mantenimiento de un estado
inflamatorio crénico, puesto que es el responsable de la secrecién de una variedad
de biomoléculas biol6gicamente activas como la Interleukina-6 (IL-6), el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), la leptina y la adiponectina, que son determinantes

en la regulacion del proceso aterogénico y la RI (48-50).

La sobrecarga celular y la activacidn de la sefializacidon celular mitégena (factor c-
Jun NH(2)-terminal quinasa (JNK) y factor nuclear kappa (NF-kB)) tienen lugar
cuando aumenta el tejido adiposo como consecuencia de la obesidad. Dichas vias
de inflamacién aumentan la produccién de citoquinas proinflamatorias por el
adipocito, que pueden activar las células musculares lisas y endoteliales vasculares
con disfuncién vascular. De esta manera, los productos del adipocito pueden

promover directamente la disfuncién vascular y la aterogenia.

Todas estas acciones proaterogénicas y protromboticas explican la alta prevalencia

de la aterosclerosis y sus consecuencias en los pacientes diabéticos.

Bajo este contexto, las manifestaciones clinicas de la aterosclerosis dependeran del
lecho vascular afectado, siendo las mas representativas la cardiopatia isquémica, la
enfermedad cerebrovascular (ECV) o la enfermedad arterial periférica (EAP). La
presencia de aterosclerosis en un territorio vascular se asocia con frecuencia con la
afectacién de otros territorios por lo que es comun que varias manifestaciones se
presenten de manera simultdnea, como han dejado patente varios estudios
poblacionales tales como el Edimburgh Artery Study, el CAPRIE (51), el REACH o
Malmé entre otros. Igualmente, los factores de riesgo son los mismos para los
distintos territorios vasculares. Los pacientes diabéticos manifiestan la

aterosclerosis de manera mas temprana y acelerada que los pacientes no
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diabéticos (52), con un mayor nivel de afectacion en los territorios involucrados y

con una mayor incidencia (Tabla 2).

Tabla 2: Caracteristicas diferenciales entre la enfermedad aterosclerética del diabético y no
diabético

DIABETICOS NO DIABETICOS
Caracteristicas generales

Mayor frecuencia Menos frecuente
Evolucién mas rapiday precoz Pacientes mayores
Incidenciaalta en mujeres Predominavarones

Arteriopatia periférica (EAP)

Afectaciéon multisegmentaria, colaterales Afectacién de un solo segmento, colaterales no
afectadas afectadas
Mayor incidenciaen vasostibiales, peroneos  Mayor incidencia en aortay vasos iliofermorales

Cardiopatiaisquémica

Sintomas atipicos (isquemiasilente) Sintomas tipicos
Mayor mortalidad Menor mortalidad
Lesiones mas distales Lesiones mds proximales
Mayor incidencia Menor incidencia

Enfermedad cerebrovascular (ECV)

2-3 veces mayor incidencia que no diabético Menor incidencia

Fuente: Adaptado de Levin, 1991

La aterosclerosis esta considerada un proceso sistémico, el cual afecta a los vasos
de todo el organismo en mayor o menor medida, incluyendo los coronarios,
cerebrales, viscerales y de las extremidades. A pesar de que la EAP engloba todos
los territorios no coronarios, frecuentemente se utiliza este término para referirse
a la arteriopatia de los miembros inferiores. En la presente tesis nos referiremos

Unicamente a la enfermedad arterial de los miembros inferiores.
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1.2. ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA E ISQUEMIA CRONICA
CRITICA EN MIEMBROS INFERIORES

1.2.1. DEFINICION Y CONCEPTO

Segun Meijer y colaboradores (53), 1a EAP es la manifestacién mds prevalente de la
aterosclerosis. A nivel de los miembros inferiores, el estrechamiento arterial causa
un desequilibrio entre el suplemento y la demanda de oxigeno produciendo
cambios en la micro y macrocirculacion. Abarca un espectro clinico que comprende
desde pacientes asintomaticos hasta la forma mas severa como es la isquemia
critica (CLI, del inglés critical limb ischemia), que podria resultar en amputacion y
pérdida del miembro. Por lo tanto, la CLI se considera la “etapa final” de la EAP. La
CLI implica cronicidad, considerandose un problema persistente e incesante que
perjudica gravemente el estado funcional del paciente y su calidad de vida, y se

asocia con un aumento de la mortalidad y morbilidad cardiovascular.

El concepto de CLI surgié de manera tardia en la historia de la EAP. En la década de
los 50s, con la cirugia vascular emergente, la inicial clasificacién de la EAP
realizada por Fontaine, donde los estados IIl y IV se corresponden con la CLI, fue
basada unicamente en sintomas clinicos. Posteriormente, se public6 en 1986 la
clasificacion de Rutherford la cual incluia criterios hemodindmicos (54). Desde
entonces, diversos autores han propuesto diferentes definiciones, teniendo en
cuenta una variedad de medidas hemodinamicas en combinacién con hallazgos
clinicos, ya que el diagnostico basado en las manifestaciones clinicas habituales de
la CLI (es decir, heridas cronicas que no cicatrizan, dolor en reposo, gangrena)
también podrian ser causados por otras enfermedades no vasculares. La Trans
Atlantic Inter-Society Consensus (TASC II) ha definido la CLI como el cuadro
caracterizado por dolor crénico en reposo, ulceras o gangrena atribuible a

enfermedad arterial oclusiva comprobada (2,55).

Para el diagnostico del sindrome de isquemia crénica critica del miembro inferior,
el grupo de trabajo europeo de isquemia critica de la pierna defini6 la necesidad de
concurrir criterios clinicos y objetivos para precisar el cuadro, describiéndola
como la presencia de dolor en reposo de origen isquémico persistente que

requiere analgesia durante mas de 2 semanas, o ulceraciéon o gangrena del pie o
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dedos del pie con una presion sistélica en el tobillo < 50 mmHg y/o una presion

sistolica en el dedo del pie <30 mmHg (56).

1.2.2. ISQUEMIA CRONICA CRITICA EN PACIENTES DIABETICOS

Los pacientes diabéticos manifiestan de manera mas temprana y acelerada la
aterosclerosis que los pacientes no diabéticos (52), presentando de 4 a 10 veces
mayor riesgo de padecer EAP y de 10 a 20 veces mas probabilidad de amputacién
que los individuos sin diabetes. Es estimado que un 15% de los diabéticos sufriran
CLI Por tanto, los pacientes diabéticos son expuestos a formas mas avanzadas de
la enfermedad, siendo la diabetes la causa que ocupa el primer lugar en

amputaciones no traumaticas (57,58).

Presentan una combinacion de macro y microangiopatia, neuropatia con pérdida
de sensibilidad, mayor dafio tisular traumatico, riesgo de infeccién elevado,
aumento de viscosidad en la sangre, trombosis y una respuesta inflamatoria
mayor, lo que conduce a una enfermedad mas distal, difusa y severa. Las lesiones
arteriales suelen afectar a los vasos mas distales (localizaciéon infrapoplitea,
especialmente la arteria peronea, tibial posterior y plantares) (59), mientras que
otros factores de riesgo de la enfermedad como el tabaco y la hipertensiéon son
asociados con lesiones préximas a los vasos aorto-iliofemoral. Esta diferencia en la
localizacion de las lesiones, junto con las calcificaciones vasculares que presentan
con frecuencia los diabéticos limita la posibilidad del desarrollo de circulacién

colateral y reduce las opciones de revascularizacion.

Ademas de todas estas complicaciones, la diabetes predispone al paciente a sufrir
el denominado pie diabético, el cual ha sido definido como las distintas lesiones
y/o ulceraciones de las extremidades inferiores que sufren los pacientes con DM
relacionadas con alteraciones neuroldgicas y distintos grados de EAP. Es
importante no confundir “pie diabético” con el pie de una persona diabética,

puesto que no todos los pacientes diabéticos desarrollan esta complicacidn.
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Asi pues, en el pie diabético concurren varios condicionantes fisiopatologicos:

- Complicaciones neuropaticas: la presencia de neuropatia en pacientes
diabéticos juega un importante papel en la patogénesis de la CLI (60),
puesto que inhibe la sensacién de dolor antes y después del trauma, asi
como la falta de reconocimiento de heridas que requieren atencion

temprana.

- Complicaciones vasculares: es frecuente que los diabéticos sufran isquemia
o dano tisular derivado de la insuficiencia arterial. El pie es una zona de

riego comprometido, produciéndose trastornos troficos.

- Complicaciones de las ulceras: La falta del flujo sanguineo predispone a los
tejidos isquémicos de los pacientes diabéticos a tener extensas heridas con
escaso potencial de curacién, incluso después de un trauma menor. La
diabetes predispone a la formacién de gangrena himeda con infecciones
polimicrobianas que son dificiles de tratar debido al suministro limitado de
sangre, lo que predispone a la formaciéon de infecciones profundas de la
herida y osteomielitis. Estas lesiones tienden a agravarse, lo que obliga a

ejecutar amputaciones parciales o incluso totales de las zonas afectadas.

1.2.3. PREVALENCIA, INCIDENCIA Y PRONOSTICO

La EAP se trata de una enfermedad infraestimada e infradiagnosticada, puesto que
es de presentacion mayormente asintomatica. Es dificil establecer una estimacién
de la prevalencia e incidencia, debido entre otros factores a las diferencias
encontradas al definir la CLI en los distintos estudios. Ademas, los estudios
realizados sobre su prevalencia dependen de las caracteristicas que presenten la
poblacién estudiada, siendo sélo validos para ese grupo de sujetos. De esta forma,
segun diversos estudios epidemioldgicos, la prevalencia de EAP se sitia entre el
3% y el 18%. Mas de 27 millones de personas estadounidenses y europeas

presentan esta enfermedad.

La prevalencia de EAP en pacientes diabéticos es mayor que en la poblacién de no

diabéticos, aproximadamente un 27% mas (55,61). En Espafia, la prevalencia de la
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DM se sitia en un 10,83%, por lo que se considera entre los paises europeos con el
mayor numero de personas con diabetes junto con Alemania, Italia, Francia y

Reino Unido (1,16).

Aunque no existen estudios epidemioldgicos de poblacién precisos, se estima que
la incidencia de CLI podria estar entre 500-1000 de nuevos casos por millén y afio,
y se espera que este numero crezca en paises desarrollados asi como con la edad
de la poblacién con una prevalencia creciente de factores de riesgo tales como la
diabetes, tabaco, hipercolesterolemia, hipertension arterial y predisposicién
familiar. Entre el 15-30% de los pacientes con claudicacion intermitente
desarrollaran isquemia critica de la pierna a lo largo del curso de la enfermedad.
Aproximadamente el 1% de los adultos mayores de 50 afios presenta esta
patologia, lo que supone que en Europa y Estados Unidos entre 1,5 y 2 millones de

personas sufren CLI (62).

En cuanto al prondstico de los pacientes con CLI, este cuadro ocasiona
aproximadamente 150.000 amputaciones en Europa y Estados Unidos cada afio.
Un afio después de la apariciéon del cuadro de isquemia critica en la pierna,
solamente el 25% de los pacientes estaran vivos y libres de amputacién. El1 20-25%
habra muerto, el 25% habra requerido una amputaciéon mayor y el 20% restante se
encontrara aun en los estadios de CLI (2,55). En concreto, las cifras de mortalidad
de este cuadro son dramaticas: 25% en el primer afio, 31,6% a los dos afios y mas
del 60% a los 3 afios. La tasa de mortalidad a los 5 afios para las poblaciones con
CLI superan a aquellos con cancer de préstata (< 1%), cancer de mama (11%),
infarto agudo de miocardio (20%), cancer colorectal (36%) y ataque

cerebrovascular (41%) (63) (Figura 6).
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Figura 6. Historia natural de la enfermedad arterial periférica (EAP) de los miembros
inferiores. Fuente: Hirsch y colaboradores (64).

1.2.4. MANIFESTACIONES CLINICAS

En la gran mayoria de los casos, la CLI esta relacionada con una aterosclerosis
avanzada como hemos comentado anteriormente. Normalmente, la aterosclerosis
no produce sintomas hasta que no estrecha gravemente la arteria o causa una
obstruccion subita. Los sintomas aparecen cuando la estenosis arterial alcanza un
punto critico en el que el flujo de la sangre suministrada a la extremidad distal es
insuficiente para proporcionar la demanda basal de oxigeno del tejido. Esto tiene
lugar a pesar de dos mecanismos compensatorios: la vasodilataciéon arteriolar

post-estenoética y el desarrollo de una circulacion colateral.

El principal sintoma es la claudicacién intermitente, que se describe como dolor en
uno o varios grupos musculares desencadenado por el movimiento o
deambulacion debido a la falta de aporte sanguineo. Estos sintomas suelen
desaparecer a los pocos minutos de reposo (65,66). El 21% de los pacientes
diabéticos con claudicacion evoluciona hacia la CLI, frente al 3% de los pacientes

no diabéticos.

De este modo, cuando la demanda basal de oxigeno del tejido no puede ser

satisfecha por el sistema vascular periférico, se produce una lesiéon isquémica y
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necrosis que conducen a la destruccidon de los tejidos, la aparicion de ulceras,
gangrena y dolor en reposo. La isquemia, las areas de pérdida de tejido, la
neuropatia isquémica o la combinacién de todos estos factores producen dolor en
el paciente, en la mayoria de los casos importante e intolerable, que responde sélo
a analgesia mayor. Este dolor intenso puede preceder a la formacion de una ulcera
isquémica o gangrena. De esta forma, el dolor aumenta mas y luego disminuye o
incluso desaparece cuando ésta se ha desarrollado definitivamente en la parte

isquémica, afectando por completo los nervios sensitivos periféricos.

1.2.5. FACTORES DE RIESGO

La aterosclerosis es la principal causa de la EAP y por tanto de la CLI, en la inmensa
mayoria de los pacientes que la padecen (95%). Si bien la causa exacta de la
aterosclerosis es desconocida, ciertos factores, condiciones y habitos que la
favorecen seran los que facilitaran la aparicion de isquemia arterial crénica. Todos
los factores de riesgo se interrelacionan y se potencian en la patogenia de la
aterosclerosis. Consecuentemente, los pacientes con CLI comparten los mismos

factores de riesgo que aquellos pacientes con patologias en otros lechos vasculares.

Los pacientes diabéticos tienen mayor probabilidad de cursar con otros factores de

riesgo adicionales para el desarrollo de esta enfermedad.

La mayoria de los estudios llevados a cabo sobre factores de riesgo en la EAP en
series de grandes poblaciones provienen de estudios realizados en enfermedad

coronaria (Framingham, ARIC, Honolulu y SHS).

Entre los factores de riesgo tradicionales encontramos:

- Edad: en diversos estudios de base poblacional, se observa un notable
incremento tanto de la incidencia como de la prevalencia de la EAP a
medida que la edad avanza, viéndose un avance mas rapido a partir de los

65 afios.

- Tabaquismo: el consumo de tabaco, junto con la DM, es el factor mas

fuertemente asociado a la aparicién de isquemia de las extremidades. Es
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uno de los factores predictivos mas importantes y, al mismo tiempo, agrava
el resto de los factores de riesgo. Promueve un estrés oxidativo que, directa
o indirectamente, participa en las vias inflamatorias. Ademas, el grado de
exposicion a tabaco correlaciona con la gravedad de la EAP, las tasas de

amputacion de miembros inferiores asi como con la mortalidad (55,67).

- Diabetes: la presencia de diabetes Mellitus (DM) incrementa de 2 a 4 veces
la probabilidad de desarrollar EAP. La probabilidad de presentar EAP
aumenta hasta un 26% por cada 1% de aumento en la HbAlc (68). Asi
mismo, la RI también esta considerada como un factor de riesgo de EAP
incluso en pacientes sin diabetes, aumentando el riesgo entre un 40% y
50% (69). En pacientes diabéticos, la EAP se comporta de manera mas
agresiva en comparacion con pacientes no diabéticos, con afectacion precoz
de grandes vasos. La necesidad de una amputacion mayor es de 5 a 10 veces

superior en los diabéticos que en los no diabéticos.

- Hipertensién arterial (HTA): se encuentra relacionada con todas las
manifestaciones de enfermedades cardiovasculares, incluida la EAP. El
mecanismo por el que actiia la HTA no esta bien definido, pero parece
hemodinamico, por alteracién en la actividad plaquetaria, disfuncién
endotelial y concentracién anormal de factores homeostaticos que pudieran
favorecer el estrés oxidativo y el desarrollo de la respuesta inflamatoria que
lleva a la formacion de la placa de ateroma (lesiéon basica de la

aterosclerosis).

- Dislipemia: los pacientes con EAP tienen claramente un aumento en los
valores de triglicéridos, colesterol total asi como en las proteinas de baja
densidad y una disminucion en los valores de las proteinas de alta densidad

(70).

Ademas de los tradicionales factores de riesgo de la EAP, estan surgiendo una serie
de trabajos relacionando nuevos factores de riesgo con el desarrollo de la

enfermedad, como son:

- Hiperhomocisteinemia: Existen datos que indican una asociacién entre las

concentraciones elevadas de homocisteina y la enfermedad ateroscleroética.
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La homocisteina induce efectos vasculares adversos tales como dafio
endotelial, proliferacion de las células musculares lisas y oxidacién de las
LDL. Existe ademdas una correlaciéon positiva entre la concentraciéon de
homocisteina y las de LDL. Esta situacion podria contribuir a la
amplificacion del dafo vascular en los pacientes diabéticos
hiperhomocisteinémicos. Sin embargo, su asociacién con EAP también se ha

definido como inconsistente.

- Insuficiencia renal crénica: los pacientes con insuficiencia renal crénica
presentan mayor prevalencia de EAP. Actualmente, ya se reconoce como un

factor de riesgo de la EAP.

- Marcadores inflamatorios: se han publicado numerosos estudios que
demuestran la relaciéon entre la inflamacién y la EAP. Por ejemplo, en
hombres aparentemente sanos de la cohorte del estudio PHS (Physician’s
Health Study), se demostr6 que el riesgo relativo de desarrollar EAP
aumentaba de forma significativa con la elevacién de la proteina C reactiva

(71).

- Hiperviscosidad sanguinea y estados de hipercoagulabilidad e
hiperfibrinogenemia: en pacientes con EAP se ha descrito un hematocrito
elevado, posiblemente relacionado con el tabaquismo. Ademas, algunos
estudios han demostrado que las concentraciones elevadas de fibrindgeno
condicionan una alteraciéon de la microcirculacién que se asocia con la

clinica mas importante de EAP.

1.2.6. DIAGNOSTICO

Debido a que la EAP presenta una elevada prevalencia, y con frecuencia cursa
como asintomatica, las principales guias de practica clinicas recomiendan realizar
un cribado diagnéstico a pacientes de alto riesgo (55,64), que la ACC/AHA
(American College of Cardiology/American Heart Association) y la TASC II considera
a: aquellos pacientes mayores de 70 afios; aquellos entre 50 y 69 afios con historia
de tabaquismo o DM; edad entre 40 y 49 afios con DM y al menos otro factor de

riesgo de arteriosclerosis; sintomas compatibles con claudicacion al esfuerzo o
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dolor isquémico en reposo; pulsos anormales en las extremidades
inferiores; enfermedad arteriosclerética en otros territorios (p. ej., enfermedad
arterial coronaria, carotidea o renal), y/o pacientes con un score de Framingham

entre el 10% y el 20%.

Para establecer el diagnostico de la EAP disponemos fundamentalmente de la
anamnesis y la exploracion fisica, el indice tobillo-brazo (ITB), otros métodos
diagndsticos no invasivos (determinaciones de la presion segmentarias, registros
del volumen del pulso, estudios de ecografia-Doppler y pruebas de esfuerzo) y la
angiografia vascular mediante tomografia computarizada (TC), resonancia

magnética (RM) o arteriografia convencional.

La exploracion fisica es una herramienta util en el diagnéstico de la EAP. Los
sintomas clasicos de EAP son bien conocidos y cuando se presentan son casi
patognomonicos. Sin embargo, aunque su especificidad y su valor predictivo

positivo son muy altos, su sensibilidad es baja.
Los tres criterios de la exploracidn fisica, que conducen al diagnoéstico, son:

- Inspeccién: la observacion del aspecto de la extremidad puede dar
informacién de la existencia de isquemia y de la gravedad. La inspeccion
permite apreciar trayectos arteriales hiperpulsatiles, se puede apreciar
palidez o aspecto sonrosado de la piel, atrofia muscular, ausencia de vello.
En estadios muy avanzados pueden aparecer lesiones ulcerosas, necréticas

o incluso gangrena.

- Palpacion: siempre debe incluirse en la exploracion vascular de la EAP. Se
deben palpar la arteria femoral comun, la poplitea, la tibial posterior y la
pedia. Ademads, con el dorso de la mano se debe valorar la temperatura

cutanea.

- Auscultacion: La auscultacién en busca de soplos es posible en todas las
arterias palpables de mediano y gran calibre. Fundamentalmente se realiza
en las arterias aorta abdominal, femoral y poplitea. Permite localizar la

lesion y diferenciar entre estenosis y oclusion.
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En el programa PARTNERS (72) se demostr6 que, si para el diagndstico de la

enfermedad nos basamos exclusivamente en la presencia de signos de claudicacién

intermitente, Unicamente detectariamos a un 10-15% de los pacientes con EAP,

mientras que explorando también los pulsos arteriales se detectaria a alrededor

del 50% de los pacientes. Por tanto, esto significa que con la anamnesis y la

exploracion fisica queda sin diagnosticar cerca de la mitad de los pacientes. Por

ello se recomienda realizar algin test no invasivo adicional a los pacientes

considerados de riesgo aterotrombético.

Existen varios métodos no invasivos para valorar la presencia y severidad de la

EAP, como:

Indice tobillo-brazo (ITB): es un procedimiento preciso, simple, barato, cuya
sensibilidad y especificidad han sido ampliamente demostradas. (Se
explicard con mas detalle en la seccién Pacientes y Metodologia). Sin
embargo, en arteriopatia diabética o causas que produzcan calcificaciéon
importante de la pared arterial pueden obtenerse indices por encima de 1.2,

no considerandose diagndstico en estos casos.

Ecografia Doppler: aporta informacion sobre la localizacion de la
obstruccion, la morfologia de las lesiones e informacién hemodinamica
sobre la presencia o ausencia de flujo, asi como las caracteristicas del

mismo.

Entre los métodos invasivos encontramos:

Arteriografia (angiografia por sustraccion digital, DSA del inglés digital
substraction angiography) es el gold estandar para el diagndstico anatémico
final de la afeccion. Permite conocer la extension, topografia de las lesiones,

y desarrollo de vasos colaterales en la oclusién arterial.

Angiorresonancia magnética (angio-RM): aplica las técnicas de tomografia
por RM de alto campo y alta resolucién. Las imagenes que se obtienen son

parecidas a las de la arteriografia.
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- Angiotomografia axial computarizada (angio-TAC): Se opacifican las
arterias con una inyeccién intravenosa de contraste iodado. La imagen

puede ser rotada tridimensionalmente.

1.2.7. POSIBILIDADES ACTUALES DE TRATAMIENTO

Como ya hemos comentado anteriormente, la CLI es la suma de una serie de
sintomas que se presentan cuando se produce una disminucién progresiva del flujo
sanguineo en la extremidad, la cual puede afectar a su funcién y a su supervivencia.
Cuando dichos sintomas tienen lugar en reposo, o se presentan alteraciones
funcionales y/o troéficas, la isquemia se transforma en critica.

En este contexto, el restablecimiento del flujo distal es el tinico tratamiento posible

para aliviar los sintomas.

Actualmente, el tratamiento que recibe un paciente con la patologia descrita
dependera de la severidad del cuadro que presente. De esta forma, podemos

dividirlo en dos grandes bloques: tratamiento médico y tratamiento quirtrgico.

A) Tratamiento médico

Debido a que los pacientes con esta patologia tienen un prondstico a largo plazo
muy negativo, con un aumento de la mortalidad al cabo de 10 afios 15 veces
superior al de los pacientes sin EAP (73), la primera indicacién es minimizar al
maximo los factores de riesgo insistiendo en cambiar los habitos de vida

(abandono del habito tabaquico, dieta saludable, ejercicio fisico).

Asi mismo, la prescripcién de un tratamiento farmacoldgico persigue la prevencion
de eventos cardiovasculares secundarios (antiagregantes como el A&cido
acetilsalicilico, farmacos tienopiridinicos como el Clopidogrel; estatinas;
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA)), asi como mejorar

la distancia en el perimetro de marcha (pentoxifilina, estatinas, Cilostazol).

Sin embargo, como ya hemos comentado anteriormente, no hay evidencias que un

tratamiento farmacoldgico tenga efecto sobre la patologia descrita (5).
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B) Tratamiento quirurgico o endovascular

La revascularizaciéon quirurgica y/o endovascular es a menudo el tratamiento de
eleccion para estos pacientes, aun tratdndose de un procedimiento invasivo y que
conlleva una alta tasa de complicaciones (heridas quirdrgicas, infecciones,
hematomas, trombosis). Dependiendo de la localizacidn y extension del segmento
arterial afectado, hay que llevar a cabo una reconstruccion por angioplastia, stents,

by-pass con injerto y otros dispositivos.

De hecho, no siempre el problema isquémico queda resuelto definitivamente. Las
recurrencias ateroscleroticas, las hiperplasias de la intima y media vascular, o las
trombosis postquirdrgicas obligan a una reintervencién arterial a corto o largo

plazo en el 30-50% de los pacientes operados (74).

A pesar del dramatico impacto social, las opciones de tratamiento para este tipo de
pacientes son limitadas. No todos los pacientes con esta patologia son candidatos
para este tipo de intervenciones debido fundamentalmente a la localizacién distal
de las obstrucciones o debido a la presencia de comorbilidades que los sitia en

mayor riesgo de muerte.

No existe tratamiento etioloégico de la aterosclerosis. Los objetivos terapéuticos
tanto en la EAP como en la CLI son aliviar la sintomatologia, particularmente el
dolor, la mejora de la reologia de la sangre y la microcirculacion, la curacién de las
ulceras isquémicas, aumentar la actividad del paciente, mejorar su calidad de vida

y evitar la pérdida del miembro afectado.

Las diversas opciones del tratamiento farmacolégico tienen su indicaciéon de forma
aislada en los estadios iniciales de la enfermedad, o bien asociadas a la cirugia
revascularizadora en la fase de isquemia critica. La terapia médica es limitada a
una terapia antitrombdtica (75). No existe suficiente nivel de evidencia que

demuestre que tales farmacos afecten favorablemente el curso de la CLI (5).

Por tanto, nuevas alternativas de revascularizacion son necesarias para estos
pacientes sin opciones, para reducir el nimero de amputaciones y el impacto que

éstas tienen en su calidad y esperanza de vida.
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1.3. TERAPIA CELULAR COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA

En la actualidad, el tratamiento de las enfermedades esta basado en el uso de
medicamentos de formulacién quimica tales como antibioticos, agentes quimicos,
drogas, farmacos y terapias sustitutivas. De acuerdo con la Ley de garantias y uso
racional de los medicamentos, un medicamento de uso humano es toda sustancia o
combinacion de sustancias con propiedades para el tratamiento o prevencion de
enfermedades en seres humanos mediante una accioén farmacolégica, inmunolégica o
metabdlica. ;Qué ocurre si dicha accién la ejercen células de nuestro propio
organismo? Recientes investigaciones han demostrado que el sistema mas efectivo
de reparacion del cuerpo humano estd representado por células troncales. Por
definicion, las células madre o troncales son capaces de dividirse y hacer copias de
si mismas indefinidamente (autorenovaciéon). A su vez, bajo ciertas condiciones
fisiologicas dan lugar a distintos tipos celulares (diferenciaciéon) (76,77). Estas
caracteristicas las hacen imprescindibles tanto para sustituir a las células del
cuerpo que han envejecido y se han perdido asi como para la construcciéon del

cuerpo en si mismo durante el desarrollo (Figura 7).
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Figura 7: Caracteristicas de las células troncales. La capacidad de auto-renovarse y de
diferenciarse hacia células especializadas son las dos caracteristicas principales de una célula troncal.
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Utilizar las reservas enddgenas de células troncales como agentes terapéuticos es
lo que propone la Terapia Celular actual. De este modo, la aplicacién de células
como una sustancia activa farmacolégica busca restaurar el funcionamiento de los
tejidos u 6rganos dafados a través de la proteccion de la integridad celular o por la
reposicion de las células dafiadas. Esto puede realizarse bien por diferenciacion
celular (las células precursoras se diferencian a células mas maduras, con la forma
celular definitiva del tejido a regenerar) o bien mediante cultivo o expansion
celular de la poblacion celular de interés en el laboratorio. Las células troncales
constituyen una importante fuente para ser utilizadas en Terapia Celular,
pudiendo ser trasplantadas directamente en el sitio de la lesiéon o reclutadas
mediante la estimulacion de la sintesis de moléculas quimiotacticas. Enfermedades
cardiovasculares (78), enfermedades inmunoldgicas (79), la diabetes y sus
complicaciones (80-83), desérdenes neurodegenerativos (84), enfermedades
inflamatorias como la enfermedad de Crohn (85), cancer (86), etc...pueden verse

beneficiadas por la Terapia Celular.

Debido a la novedad, complejidad y especificidad técnica de las terapias basadas en
el uso de células somadticas vivas, asi como las que usan material genético
recombinante e ingenieria de tejidos, el concepto de medicamento ha
experimentado una importante modificaciéon, al ser incluidos en lo que
globalmente se denomina Terapias Avanzadas. Esta nueva clase de medicamentos
ha supuesto igualmente una revolucion en las agencias reguladoras, dandose casos
de ensayos clinicos con células troncales que comenzaron aplicandose como
procedimiento quirurgico. Actualmente, los AMPs (Advanced Medicinal Products en
inglés) se encuentran bajo una regulacion especifica, la cual se encuentra dirigida
por el Comité de Terapias Avanzadas (CAT) de la Agencia Europea del

medicamento (EMA, del inglés European Medicines Agency).

De este modo, segin las normativas implantadas por las agencias y autoridades
sanitarias como la AEMPS (Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios) y la EMA, el uso de células somaticas para terapia celular se consideran
medicamentos de Terapias Avanzadas (Reglamento (CE) No. 1394/2007 del

Parlamento Europeo y del Consejo de 13 de noviembre de 2007 sobre
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medicamentos de terapia avanzada y la Directiva 2001/83/CE del Parlamento

Europeo) (87).

Un medicamento de terapia celular presenta caracteristicas que lo diferencian
claramente de los farmacos convencionales obtenidos por sintesis quimica y que
abarca desde el momento en que comienza su investigacion hasta su utilizacién
clinica y aspectos regulatorios. Estas diferencias hacen que muchos de los
conceptos que tenemos sobre los farmacos de sintesis quimica no sean
extrapolables a los medicamentos de terapias avanzadas y exige que sean

considerados, a todos los niveles, como una clase muy diferente de medicamentos.

Los medicamentos de terapia celular son los Unicos en los que el componente
activo son células vivas, y por lo tanto, las células son el producto, y no lo que éstas
producen. Es complicado definir sus caracteristicas farmacoldgicas dado que
producen una cantidad variable y a menudo desconocida de moléculas bioactivas.
Por tanto, la definicién de la composiciéon de un producto celular, sus mecanismos
de accién, farmacocinética, toxicidad y eficacia representan desafios nunca antes

previstos en la farmacologia convencional (87).

En cualquier caso, los medicamentos de terapia celular tienen que seguir el mismo
desarrollo que cualquier otro medicamento, que consta de varias fases (88)(Figura

8).
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Figura 8: Esquema del desarrollo de un medicamento celular. Se muestran las principales fases
del proceso (pre-clinica, clinica y comercializacidn), el tipo de evaluacién clinica y de seguridad que se
lleva a cabo en cada etapa, las normas y/o prdcticas que deben cumplirse en cada fase, las agencias
reguladoras y sus autorizaciones en cada parte del proceso asi como la legislacién asociada en las
distintas etapas por la que pasa un medicamento celular.

Asi pues, las células troncales representan una nueva alternativa para la
reparacion y regeneracion de tejidos, y una fuente prometedora para nuevas
terapias. Sin embargo, aparte del trasplante de células madre hematopoyéticas
(HSCs; del inglés hematopoietic stem cells), todos los demds tratamientos con

células troncales estan actualmente considerados como experimentales.

Existen varios tipos de células troncales que estan siendo usadas en investigacién y
en medicina regenerativa hoy dia (83,89). El descubrimiento de las células
troncales embrionarias (ESCs) hace unas décadas (90-92), hizo que se crearan
esperanzas por considerarlas una fuente potencial de células inestimable. Las ESCs

son células pluripotentes que derivan de la masa celular interna del blastocisto
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durante la gastrulacién y, aunque todavia existe cierto desconocimiento sobre los
mecanismos que regulan su diferenciacién hacia otro tipo de células y su
estabilidad a lo largo del tiempo, investigadores y cientificos estdn explorando
formas de diferenciar ESCs en estirpes de gran interés médico y biologico (sistema
nervioso, pancreas, corazon) puesto que todos ellos se regeneran pobremente en
un intento de repararse después de un grave dafio o de una enfermedad

degenerativa.

Otra alternativa que ha levantado mucha expectacién y se baraja como una de las
posibles vias de terapia celular es la reprogramacién de células troncales adultas
mediante las células pluripotentes inducidas (iPSCs, del inglés induced pluripotent
stem cells). Esta consiste en manipular una célula adulta y reprogramarla para que
pierda su identidad y entre en un estado pluripotente, similar al de las células
embrionarias sin necesidad de recurrir a 6vulos ni embriones. Yamanaka y
colaboradores (93) en el 2006 lo demostr6 mediante la introduccion de cuatro
genes en el ADN celular (Figura 9). Desde entonces, diversas investigaciones han
obtenido los mismos resultados con la utilizacion de dos o tres genes o
introduciendo en las células solamente las proteinas codificadas por los genes

elegidos.

Gyl

=

Fibroblasto células iPS

1

Figura 9: Diagrama simplificado de la reprogramacion de una célula adulta (fibroblasto) a
célula pluripotente inducida (iPS).

Sin embargo, los cientificos se encuentran con una serie de adversidades que
limitan, por ahora, la aplicacion clinica de las ESCs y las iPS. La formacién de
tumores en los modelos animales utilizados; los problemas de histocompatibilidad;
el uso de oocitos y embriones deben ser investigadas en profundidad antes de
poder ser usadas para generar células troncales de interés en Terapia Celular y

Medicina Regenerativa.
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Es por ello que la obtencidn de células troncales del tejido adulto parece, a dia de
hoy, la opcién mas aceptada éticamente, sencilla y segura para su uso en Terapia
Celular, representando una oportunidad de curar un amplio rango de
enfermedades humanas significativas como el Parkinson, distrofia muscular,
esclerosis multiple, diabetes, infarto de miocardio, para las cuales existen
Unicamente terapias que so6lo alivian los sintomas o retrasan la progresion de la

enfermedad.

1.3.1. TERAPIA CELULAR EN LA ISQUEMIA CRONICA CRIiTICA DEL MIEMBRO INFERIOR

La isquemia tisular provoca la falta de oxigeno y nutrientes, limitando la viabilidad
y funcién del tejido donde se produce. La respuesta natural del organismo frente a
este fendmeno tiene lugar mediante un perfecto equilibrio entre la produccién y
liberacion de diversos factores proangiogénicos y antiangiogénicos, los cuales
varian en funcion de las necesidades del tipo de tejido junto con la movilizacién y
reclutamiento de células circulantes que facilitan el desarrollo de nueva

vasculatura.

En condiciones fisiolégicas normales, la neovascularizacién abarca tres procesos
distintos conocidos como vasculogénesis, angiogénesis y arteriogénesis (Figura

10).

VASCULOGENESIS B) ANGIOGENESIS | ARTERIOGENESIS

Figura 10: Mecanismos fisioldgicos de formacién de nuevos vasos. Fuente: Imagen modificada de
LLevadot et al 2002 (94)

La vasculogénesis hace referencia a la generacién de nuevos vasos de novo a partir
de células progenitoras vasculares (hemangioblastos), transformandose en células
endoteliales (ECs), células del musculo liso y pericitos durante el desarrollo

embrionario (95). Recientemente se ha observado que la vasculogénesis no ocurre
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exclusivamente durante el estado prenatal de desarrollo, sino que el proceso

también se encuentra activo durante la etapa adulta (96).

La angiogénesis es la formaciéon de nuevos vasos a partir de vasos preexistentes
por proliferacién y migracion de EC diferenciadas. A menudo suelen usarse
incorrectamente como sinénimos los términos de vasculogénesis y angiogénesis,

siendo realmente dos procesos distintos.

Cuando tiene lugar la obstruccién de un gran vaso, las conexiones colaterales
arteriolares preexistentes incrementan su tamafio y calibre, teniendo lugar lo que

se ha definido como arteriogénesis.

En pacientes con CLI, la respuesta fisioldgica no es capaz de suministrar la
cantidad de flujo sanguineo y oxigeno al miembro afectado, causando que las
arteriolas de estos pacientes se dilaten al maximo y se vuelvan insensibles a los
estimulos provasodilatadores (97). Este fendmeno, referido como paralisis
vasomotora, se considera el resultado de la exposiciéon cronica a factores
vasorelajantes en pacientes con enfermedades vasculares (97). Asi mismo, los
vasos sanguineos de los pacientes con CLI presentan una disminucion en el grosor
de la pared, en el area de seccion transversal y en el ratio pared-luz del vaso entre

otros (97) (Tabla 3).

Tabla 3: Patofisiologia de la CLI

Cambios macrovasculares Cambios microvasculares
Aterosclerosis 1 Produccién de ON
Estenosis arterial T EROS
Angiogénesis T produccién de peroxinitritos
Arteriogénesis T activacién plaquetaria
T VEGF T adhesion leucocitaria
T SDF-1 Trombosis microvascular
T expresién CXCR4 Colapso precapilar de las arteriolas
T perfusién de la piel Intercambio de oxigeno
Paralisis vasomotora deteriorado
Remodelacion arterial
1 grosor pared del vaso
| 4rea de seccidn transversal
1 ratio pared-lumen
Edema

CXCR4: Receptor 4 de quimiocina CXC; SDF-1: Factor derivado de célula
estromal 1; VEGF: factor vascular de célula endotelial; ON: Oxido Nitrico.
Fuente: Adaptado de Varu et. al 2010.
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El uso de las células troncales en el tratamiento de la CLI tiene como fin la
estimulacién de la neovascularizacion en el drea de la isquemia severa (98). El
procedimiento consiste en la administraciéon de células en los tejidos isquémicos
con el fin de que se diferencien para formar nuevas estructuras vasculares y/o
segreguen diversos factores angiogénicos que regulen el proceso y favorezcan el
reclutamiento de nuevas células. Al promover la formacién de vasos sanguineos
colaterales se busca la mejoria del flujo sanguineo en el tejido isquémico, asi como
aliviar los sintomas de la enfermedad y en la mayoria de los casos, prevenir la
amputacion del miembro afectado en pacientes que no responden a los

tratamientos convencionales.

El objetivo principal de este proceso es sobre todo regenerativo, reparador e

inmunomodulador.

En los ultimos afios, las investigaciones que se han llevado a cabo han demostrado
que es posible mejorar la perfusién tisular mediante un procedimiento
denominado angiogénesis terapéutica. Este término fue introducido por Hockel y
colaboradores (99) para describir la induccibon o estimulacién de
neovascularizacion orientada al tratamiento o prevencion de situaciones
patoldgicas caracterizadas por hipoperfusion o hipovascularizaciéon local o
regional. Actualmente, es una de las estrategias utilizadas para la proliferacion de

los vasos colaterales.

La angiogénesis terapéutica puede ser inducida mediante el uso de células
troncales vivas, por lo que el trasplante de éstas ha sido propuesto como una
posible alternativa terapéutica para la regeneracién vascular en patologias

isquémicas. A este respecto, una variedad de células han sido propuestas (100).

Una de las poblaciones celulares mas usadas son las células troncales derivadas de
la médula 6sea (BM-MNCs, del inglés bone marrow mononuclear cells), las cuales
incluyen a todas las células de la MO que tienen un nucleo unilobulado o redondo
sin granulos en su citoplasma (101). Esta definiciéon excluye a los precursores
mieloides y de células rojas, pero incluye progenitores hematopoyéticos con
distintos niveles de maduraciéon y multipotencialidad, asi como a un grupo

heterogéneo de células troncales como HSCs, MSCs, hemangioblastos y EPCs
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(102)(Figura 11). Pueden ser usadas en crudo, sin fraccionar o bien separando la

poblaciéon mononuclear mediante un gradiente de densidad (103).
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Figura 11: Células mononucleadas de la médula ésea. Las HSCs residen en la MO tanto en el nicho
endosteal cerca de los osteoblastos o adyacentes a células estromales derivadas de MSCs, las cuales
también residen en la cavidad medular. PG-M: progenitor de granulocitos/macréfagos. PM-E:
progenitor de megacariocitos/eritrocitos. Adaptado de Yin Li ] et al 2006 (104).

Asahara y colaboradores fueron los primeros en demostrar que la vasculogénesis
post-natal era posible mediante las EPCs (105). En modelos animales isquémicos
de miembros inferiores, el trasplante de EPCs ha mostrado ciertos beneficios en
relacién a la neovascularizacién (106,107). Debido al bajo nimero de EPCs
circulantes, algunos estudios han intentado estimular su liberacién desde la MO
usando el factor estimulante de monocitos y granulocitos o GM-CSF por sus siglas
en inglés (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) (108) o utilizando la
fraccion de EPCs enriquecida en receptores CD34 y CD133 (109,110). Aunque la
caracterizacion de las EPCs no esta claramente definida, las BM-MNCs estan siendo
usadas en ensayos clinicos para estudiar la neovascularizacién terapéutica para

CLI como reservorio de células vasculogénicas (111).
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1.3.2.USO DE LAS MSCS COMO MEDICAMENTO CELULAR

Entre las células troncales adultas, las MSCs son las células mas utilizadas en
medicina regenerativa constituyendo un area de investigacidon en expansion en la

ultima década, debido a sus propiedades bioldgicas tnicas.

En 1968, Friedestein y colaboradores (112) aislaron del estroma de la MO unas
células fusiformes clonogénicas y adherentes, a las que llamaron unidades
formadoras de colonias de fibroblastos (UCF-F). Dichas células mostraban la
habilidad de autorenovarse y tenian la capacidad de diferenciarse en células del
linaje mesodérmico, como adipocitos, osteoblastos, condrocitos y células
estromales conectivas. Recientemente, varios estudios han demostrado que células
precursoras estromales multipotenciales también pueden diferenciarse en otras
lineas como la ectodérmica (células epiteliales, células gliales) (113,114) o
endodérmica (células musculares, hepatocitos etc) (115). Chen y colaboradores
fueron los primeros en reportar la habilidad de estas células para diferenciarse en
células de islotes pancreaticos (116), mientras que Chao y su equipo consiguieron
transdiferenciar MSCs que expresaban insulina y glucagén (117). Es por ello que
fueron las primeras en ser consideradas células troncales o “stem cells” por Caplan
(118) y llamadas “células madre mesenquimales (MSCs)” debido a su potencial de
diferenciaciéon multipotente. Posteriormente han sido nombradas de diversas

formas, debido a la falta de una definicién concreta de estas células (Tabla 4).

Tabla 4: Nomenclatura de las MSCs

MSC nomenclatura Aiio Autores Referencias
CFU-F and osteogenic stem 1970 Friedenstein et al. (117)
cells

Stromal stem cells 1988 Maureen Owen et al. (118)
Mesenchymal stem cells 1991 A. Caplan (116)
Mesenchymal Progenitor cells 1999 James Dennis et al. (119)
(MPCs)

Skeletal stem cells 2000 Paolo Bianco and (120)

Pamela Gehron Robey

Multipotent Adult Progenitor
cells (MAPCs) and mesodermal 2002 Yuehualiang etal. (121)
progenitor cells

Multipotent mesenchymal 2006 International Society (122)
stromal cells for Cellular Therapy
(ISCT)

Medicinal signaling cells 2010 A. Caplan (123)
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En cualquier caso, actualmente es ampliamente aceptado que los cultivos de MSCs
representan una poblacién heterogénea de células progenitoras no
hematopoyéticas multipotentes con distintos grados de “stemness”, derivadas de la
capa germinal mesodérmica, cldsicamente expandidas in vitro aprovechando su
adherencia al plastico y las cuales no expresan una serie de marcadores de

superficie.

Debido a diferencias en su definiciéon y en los protocolos para cultivarlas in vitro,
en 2006 la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) establecié unos

criterios minimos para definirlas (119) (Figura 12).

- Adherencia al plastico en cultivos ex vivo

- Morfologia fibroblastica

- Expresion de marcadores de superficie (positivas para CD105, CD73, CD90;
ausencia de los marcadores hematopoyéticos CD34, CD45, CD14, HLA-DR)

- Capacidad de diferenciaciéon in vitro a linaje mesodérmico, es decir,

adipocitico, osteocitico y condrogénico entre otros.
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Figura 12. Caracteristicas de las MSCs. Las MSCs pueden ser aisladas de diferentes fuentes y
expandidas ex vivo. Presentan una serie de marcadores de superficie (CD73, CD90 y CD105) y ausencia
de los marcadores hematopoyéticos (CD14, CD34, CD45, HLA-DR). Poseen capacidad de diferenciacion,
asi como una morfologia fibrobldstica cuando se adhieren al pldstico.
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Sin embargo, la mayoria de los marcadores enumerados se encuentran igualmente
en células fibroblasticas de cualquier tejido (120) y aunque moléculas como CD146
(121), STRO-1y CD271 (122) han sido utilizadas para marcar estas células, hoy dia
sigue sin existir un consenso universal en el perfil de marcadores de expresion en

superficie para las MSCs.

Los efectos terapéuticos de las MSCs parecen basarse en sus propiedades

paracrinas, inmunomoduladoras y en su capacidad de diferenciacion (Figura 13).

EFECTOS PARACRINOS TRANSDIFERENCIACION
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Figura 13. Propiedades de las MSCs. Las MSCs se caracterizan por secretar diversas moléculas
bioactivas, poseen capacidad inmunorreguladora y han demostrado su capacidad de diferenciacién a
distintos tipos celulares.

Aunque inicialmente se pensaba que la supervivencia de las MSCs, su injerto
permanente y su diferenciacion en células residentes del tejido dafiado era
necesario para obtener los efectos beneficiosos de dichas células, varias
investigaciones y la experiencia clinica muestran que una de las principales
funciones de las MSCs, si no la mas importante, es secretar diversas moléculas
bioactivas relacionadas con el microambiente en el que se encuentran inmersas.
Las MSCs secretan una amplia variedad de citoquinas pro y anti-inflamatorias,
quimoquinas, factores de crecimiento y prostaglandinas bajo condiciones de
“descanso” e inflamatorias (123). Estas moléculas se encuentran asociadas con las

diversas propiedades de las MSCs, como la inmunomodulacién, antiapoptosis,
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angiogénesis, soporte del crecimiento y diferenciacion de células madre y

progenitoras, antifibrosis y quimioatraccion.

Otra caracteristica de las MSCs es que poseen capacidad inmunorreguladora, y
provocan efectos inmunosupresores en cierto nimero de ocasiones. Se les
considera inmunoprivilegiadas por tener una baja expresién de MHC-HLA clase I,
mientras que son constitutivamente negativas para HLA-clase II; asi mismo, no
expresan moléculas co-estimuladoras como CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), CD40 y
CD40L (124). Sin embargo, las MSCs comparten con el epitelio del timo
marcadores de expresion de superficie como VCAM-1, ICAM-2, LFA-3, que son
cruciales para la interaccion con células T (124,125). Ademas, interfieren en
diferentes vias de la respuesta inmune por medio de interacciones directas célula-
célula y por la secrecion de factores como indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO),

TNFq, IL-6, IL-10, prostaglandina-E2, HGF, HLA-GS5.

Las MSCs permanecen en un estado quiescente mostrando propiedades
antiapoptoéticas y contribuyendo a la homeostasis. Sin embargo, en un ambiente
inflamatorio como el creado por las citoquinas IFN-y, TNFa, IL-1la e IL-1,
comienzan a ejercer sus habilidades de inmunomodulacién a través de la
polarizacion, inhibiendo la proliferacién de células efectoras y su produccion de
citoquinas. In vitro, se ha observado que las MSCs inhiben la proliferacién de
células T, células B, células NK (natural Kkiller) y células dendriticas (DC),
produciendo lo que se conoce como bloqueo de la division celular. Por otra parte,
las MSCs pueden detener una variedad de funciones celulares inmunes, como la
secrecion de citoquinas y la citotoxicidad de las células T y NK; la maduracién de
las células B y la secrecién de anticuerpos; la maduracién y activacién de las

células DC; asf como la presentacion de antigenos.

Asimismo, las MSCs muestran otro papel en el contexto inmune/inflamatorio:
cuando un tejido sufre una lesion o dafio, las MSCs entran en la circulaciéon
sanguinea atraidas por citoquinas proinflamatorias de las areas dafiadas. Por esta
razon, es por la que llaman a las MSCs “guardianas de la inflamacién” (126). En este
proceso interviene el citoesqueleto, moléculas de la matriz extracelular, contactos
intercelulares, ligandos de adhesion y receptores entre otros (127). Aunque los

mecanismos precisos por los que las MSCs migran a los sitios especificos y cruzan
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la barrera celular endotelial son practicamente desconocidos, es ldgico pensar que

quimoquinas y sus receptores estén implicados.

MSCs derivadas de distintos tejidos han demostrado su capacidad de
diferenciacion endotelial (128). Dicha diferenciaciéon puede ser estimulada por
factores de crecimiento como el VEGF y fuerza de rozamiento. Ademas, existe una
compleja interaccién “cross-talk” entre las MSCs y las células endoteliales (ECs).
Las MSCs aumentan la proliferacién y migraciéon de las ECs, promoviendo los
eventos tempranos de la angiogénesis y disminuyendo la permeabilidad de la
monocapa de ECs. En co-cultivos directos de MSCs y ECs, las MSCs incrementaron
la persistencia de vasos sanguineos preexistentes en una manera dosis-tiempo
dependientes. Dichos vasos permanecieron estables durante 10 dias (129). Asi
mismo, se ha demostrado que el medio condicionado de MSCs también estimula la
proliferacion de ECs locales (130). Igualmente, ademas del contacto directo que
manifiestan estas células, se ha especulado con una posible transferencia de
mitocondrias o componentes vesiculares que contienen mRNA, microRNA y

proteinas (131).

Debido a las diversas propiedades y caracteristicas de las que disponen estas
células, las MSCs se presentan como potenciales candidatas para su utilizacién en

terapia celular.

En cuanto a las fuentes de obtencién de MSCs, éstas han sido aisladas de una gran
variedad de tejidos como MO, sangre periférica, cordon umbilical, tejido adiposo,
placenta, pulmones, pulpa dental, membrana amnidtica, tejido fetal entre otros.
Posiblemente se encuentren en todos los organos y tejidos post-natales (132),
colaborando en la reparacion y soporte de los tejidos, contribuyendo de esta forma
a la homeostasis tisular. Aunque se desconoce su origen exacto, existen numerosas
evidencias que apuntan a que las células progenitoras mesenquimales se
encuentran localizadas en una zona perivascular (133) en un estado quiescente,

asegurando asi el mantenimiento de la homeostasis.

Como hemos comentado anteriormente, la biologia de las MSCs ha creado
confusiones y controversias en torno a su nomenclatura, definicion, aislamiento y

criterios de caracterizacion, asi como su relevancia in vivo y en cuanto a su
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regulacion ética e institucional de su uso clinico. En un intento por estandarizar
estos estudios, 1a ISCT en 2006 establecid unos criterios minimos. Estos estandares
sin embargo, no han sido ampliamente aceptados y los criterios de aislamiento e
identificacién contintan variando, haciendo dificil la comparacién entre estudios.
MSCs de distintos origenes, aunque disponen de un fenotipo similar, exhiben un
alto grado de variabilidad relacionado con sus propiedades biologicas de

diferenciacién, autorenovacion y secrecién de factores entre otros (87).

Diversas investigaciones reportan que éstas varian en cuanto a numero segun el
meétodo de aislamiento y obtencion; se encuentran diferencias en sus capacidades
proliferativas; diferente potencial de diferenciacidn; fenotipo alterado. Asi mismo,
existen suficientes evidencias para creer que las MSCs derivadas de pacientes con
edad avanzada tienen limitada su eficacia terapéutica y algunos estudios sugieren
que la diferencia entre los resultados preclinicos y clinicos se deben a la edad del

donante.

En la Tabla 5 se resumen las caracteristicas biologicas de las MSCs y las diferencias
encontradas en varios estudios que corroboran la diversidad existente en este tipo

celular segun su fuente de origen.

Tabla 5: Diferencias principales entre las MSCs derivadas de médula ésea, tejido adiposo y
cordén umbilical.

Caracteristicas
s BM-MSCs AD-MSCs UCB-MSCs
bioldgicas
. Invasivo (poco . .
Método de . (p Menos invasivo i .
., accesible, dentro de . , No invasivo
obtencion (accesible: subcutineo)
hueso)
Método de Separacion Disgregacion mecdnicay Disgregacion mecanica
aislamiento mediante Ficoll enzimatica del tejido y enzimética del tejido
Senescencia Temprana Temprana Tardia
N2 de células en Bai Alt Bai
cada tejido Ao 0 Ao
Proliferacion ++ +4++ e+
Seguridad L. , . -
No tumorogénica No tumorogénica No tumorogénica
(teratomas)
Origen Adulto Adulto Fetal
Inmunomodulacién ++ +++ 4+
Antiinflamatorias ++ +4++ e+
Propiedades tréficas ++ +44 e

BM-MSCs: Células troncales mesenquimales derivadas de médula oésea; AD-MSCs: células
troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo; UCB-MSCs: células troncales
mesenquimales derivadas de sangre de cordén umbilical.
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1.3.3. ANTECEDENTES PRECLINICOS

La administraciéon de MSCs autdlogas, alogénicas y xenogénicas derivadas de
diversas fuentes tales como MO, sangre de cordén umbilical, membrana fetal y
tejido adiposo han demostrado ser beneficiosas en modelos de raton y rata con

isquemia en sus miembros inferiores (14).

A este respecto, existen estudios que apoyan que las MSCs ejercen propiedades
angiogénicas debido a efectos autocrinos y paracrinos, y cuya intensidad parece
depender de la fuente de obtencion de dichas células. En un estudio comparativo
de MSCs procedentes de la MO y MSCs derivadas de tejido adiposo, éstas ultimas
secretaron mayor cantidad de VEGF, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y
TGF-$ (14). Asi mismo, el medio condicionado de MSCs derivadas de tejido adiposo
contiene niveles mas altos de metaloproteasas (MMP3 y MMP9) y mostraron un

aumento de la formacion de tubos in vitro que las MSCs derivadas de MO (134).

Ademas del trasplante de MSCs no modificadas, el efecto de MSCs expuestas a
distintas condiciones y estimulos también ha sido investigado (135-139). Por
ejemplo, bajo condiciones de hipoxia, como la generada en la isquemia, las MSCs
producen mas VEGF que en condiciones de normoxia, y el trasplante de estas
células en el miembro isquémico de ratéon conduce a un aumento de la densidad

capilar.

Un factor critico es la dosis celular empleada asi como la ruta de administracién.
En los estudios preclinicos consultados predomina el millén de MSCs como la dosis

mas utilizada, siendo la ruta intramuscular la mas comun (140).

Asi mismo, el momento de la administracion celular en relacién a la induccién de la
isquemia y el nimero de zona/s de infusién también varia en los diferentes
estudios publicados. Cabe destacar el trabajo realizado por Moon y colaboradores
(140) donde la infusion celular se realiza a los 7 dias después de la induccion de la
isquemia, aspecto que lo diferencia de otras investigaciones donde la infusién

celular se llevd a cabo antes de las 24 horas de la induccion de la patologia.

Practicamente todos los estudios preclinicos han usado imagenes obtenidas

mediante laser Doppler para evaluar la perfusion del miembro tratado, asi como
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ensayos funcionales e histolégicos para evidenciar la capacidad angiogénica de las

MSCs.

Aun asi, no hay que olvidar que, aunque en modelos animales los resultados son
prometedores, hay que ser cuidadoso en la interpretacién de los resultados ya que
los modelos no siempre reproducen con suficiente fidelidad la etiopatogenia y

mecanismos de la enfermedad humana.

1.3.4. ANTECEDENTES CLINICOS

La eficacia y los datos toxicologicos obtenidos de los ensayos e investigaciones
preclinicas proporcionan una plataforma para el inicio de ensayos clinicos en seres

humanos con células troncales, y por consiguiente, con MSCs.

En el afio 2002 se publicaron los resultados del estudio TACT (Therapeutic
Angiogenesis using Cell Transplantion), por Tateishi-Yuyama y colaboradores
(111). Dicho estudio demostr6 que la inyeccion intramuscular de la fraccion
mononucleada de células de MO (BM-MNCs) autélogas en las areas afectadas en
pacientes con isquemia unilateral de la pierna (25 pacientes) y 22 pacientes en los
que se randomiz0 el tratamiento aplicado a cada pierna, mejoro6 significativamente
el ITB, la ptcO2 y el dolor en reposo en todos los miembros que recibieron terapia
celular derivada de MO. Los pacientes con una diabetes no controlada fueron
excluidos. Desde entonces, se han llevado a cabo diversos estudios en los que la
utilizaciéon de células procedentes de la MO han demostrado su eficacia con
respecto a la mejora de la funcién endotelial de arterias en los territorios en los
que se administran (141) y mejorias en la clinica del dolor isquémico asi como en

la cicatrizacion de ulceras por isquemia (142) (Tabla 6).
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Tabla 6: Ensayos clinicos controlados y randomizados con células troncales para CLI

Referencia Tipo celular N Ruta Observaciones
administracion

Tateishi-Yuyama BM-MNCs 22 IM Mejora en el ITB,

etal. (2002)(110) tcp0,, dolor en
reposo

Huang P. et al | PB-MNC 28 IM Mejora en el ratio

(2005)(142) movilizada con G- de amputacion,

CSF cicatrizacion  de

ulceras

Ruiz-Salmeron R | BM-MNC 20 1A Mejora en ITB,

etal. (2008)(83) tcpO, aumento
vascularizacion,
cicatrizacion
tulceras

Prochazka V. et al. | BM-MNCs 96 IM Disminucion en el

(2010)(143) ratio de
amputacion

Perin EC. Et al | ALDH+BM-MNCs 21 IM No relaciéon entre

(2011)(144) la dosis y la

reduccion del ratio
de amputacion

Walter DH et al | BM-MNCs 40 1A Mejora en la escala

(2011)(145) de dolor,
cicatrizacion  de
ulceras

Benoit E et al | BM-MNCs 48 IM No cambios en ITB

(2011)(146) 0  supervivencia
libre de
amputacion

Lu D et al | BEM-MSC, EM- 41 M Cicatrizacion  de

(2011)(147) MNCs ulceras mas rapida
con BM-MSCs

Ozturk A et al | PB-MNC 40 M Mejora en ITB,

(2012)(148) movilizada con G- escala de dolor

CSF

Losordo DW et al. | CD34+PB-MNC 28 IM Dosis relacionada

(2012)(149) con disminucién
de amputacion

Gupta PK et al | BM-MSC 20 IM Mejoraen ITB

(2013)(150) alogénicas

BM-MNCs: células mononucleadas de médula ésea; IM: intramuscular; ITB: indice tobillo-brazo;
tcpO;: presion transcutdnea de oxigeno; PB-MNC: células mononucleadas de sangre periférica;
G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos; IA: intraarterial; ALDH: aldehido
deshidrogenasa. N: niimero de pacientes.

En 2006, Kim y colaboradores (143) utilizaron MSCs derivadas de cordén
umbilical (UC-MSCs) alogénicas en 4 pacientes con enfermedad de Buerger. Tras

su administraciéon intramuscular, estas células mejoraron el tiempo de
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recuperacion de las ulceras, aumentaron la perfusion en el miembro y aliviaron los

sintomas del dolor en reposo.

Lu y colaboradores (144) en 2011 compararon el efecto terapéutico de la
administracién intramuscular autéloga de BM-MSCs con BM-MNCs en 20 pacientes
diabéticos con EAP severa. Los autores concluyeron que la tasa de curacién de las
ulceras fue significativamente superior en el grupo que fue tratado con BM-MSCs.
Igualmente, las ulceras del grupo tratado con BM-MSCs sanaron 4 semanas antes
que las tratadas con BM-MNCs. No se experiment6 ningun tipo de reaccion adversa

en ninguno de los tipos celulares utilizados en este estudio.

En 2012, Lee y colaboradores demostraron la factibilidad y seguridad del
trasplante de AD-MSCs autdlogas en pacientes con enfermedad de Buerger y pie

diabético(145).

En ese mismo afio, Lasala y colaboradores publicaron los resultados de un ensayo
clinico en fase II (#NCT00721006, www.clinicaltrials.gov), en el que se evaluaba la
eficacia y seguridad de la administracion intramuscular autéloga de una

combinacion de células troncales (MSCs y EPCs) en 26 pacientes con CLI bilateral.

Actualmente, y segin la buisqueda realizada en los registros de los Institutos
Nacionales de Salud (NIH del inglés National Institutes of Health) en la base de
datos de los ensayos clinicos registrados en  ClinicalTrials.gov

(www.clinicaltrials.gov) existen mas de 500 ensayos clinicos relacionados con

MSCs. En 2012, Wang y colaboradores reportaron 206, doblandose este nimero en
la actualidad (146). Este abrumador crecimiento por parte de la comunidad
cientifica apoya el remarcable potencial que acreditan estas células en el
tratamiento de diversas enfermedades, posibilitando asi su traslacion de la
investigacion basica a la clinica. La mayoria de estos ensayos se encuentran todavia
en sus fases iniciales (fase I, I/II, o II), los cuales incluyen estudios de seguridad
y/o efectividad en un nimero limitado de pacientes. Esto nos demuestra que el uso
terapéutico de las MSCs se encuentra cada vez mas cerca, aunque aun hay esperar

los resultados de dichos ensayos clinicos.

En cuanto al uso de las MSCs como terapia celular en la CLI, se encuentran

registrados 17 ensayos clinicos en todo el mundo, siendo Europa actualmente el


http://www.clinicaltrials.gov/
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continente que se encuentra a la cabeza con 6 de ellos. De esos 17, sélo 6 se
encuentran dirigidos a la poblacién diabética, ya sea DM1, DM2 o ambas (Figura
14.A), tal y como muestran los criterios de inclusién de dichos ensayos. En relaciéon
al tejido fuente de obtencidén de las células para la terapia, 8 de los ensayos utilizan
MSCs derivadas de la MO, 6 AAMSCs, 1 MSCs endometriales y 1 UCMSCs (Figura
14.B).

Inclusién de poblacion diabética Fuente celular

Figura 14. A) Inclusién de poblacién diabética en los ensayos registrados para la patologia de
CLL B) Tejido fuente para la obtencion de MSCs en los ensayos registrados para la CLIL. (n=17).
ND: No datos. UCMSCs: células mesenquimales procedentes de cordon umbilical. ERC: células
endometriales. Fuente: www.clinicaltrials.gov.

Aunque el uso de las MSCs para el tratamiento de CLI es un concepto terapéutico
relativamente nuevo, existen numerosos datos disponibles de estudios preclinicos
y recientes ensayos clinicos que avalan los efectos terapéuticos de las MSCs, asi
como su uso seguro y factibilidad. Por esta razon, la utilizacion de MSCs esta
tomando gran importancia a la hora de utilizar terapia celular para la regeneracion
vascular en patologias isquémicas. Por otra parte, el efecto antiinflamatorio,
inmunomodulador y el caracter multipotencial de estas células han demostrado
ser capaces de resolver casos puntuales para los que hasta ahora no se tenia una

oferta terapéutica mejor.
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1.3.5 TERAPIA CELULAR EN LA ISQUEMIA CRONICA CRITICA: NUESTRA EXPERIENCIA

Numerosos estudios han demostrado ampliamente que tanto la DM1 como la DM2
se asocian con una funcién dafiada asi como una reduccion en el numero de células
progenitoras derivadas de la MO (147,148). Diversas investigaciones han
concluido que factores de estrés metabolico, diferentes de la hiperglucemia, son
también relevantes a este respecto. Las LDL oxidadas, las ERO y la incrementada
concentracion de acidos grasos que tiene lugar en el paciente diabético afectan a la
migracion, proliferacion y senescencia de las células progenitoras derivadas de la
MO (147,149-151). Asi mismo, se ha establecido que un aumento en la HbAlc se
encuentra inversamente correlacionado con la proliferacién, adhesion e

incorporacién en estructuras vasculares de las EPCs (148,152).

En el afio 2007, momento del disefio del ensayo en el que se basa esta memoria,
existian muy pocos estudios realizados en poblacion diabética con la patologia que
describimos en esta tesis. Debido a que la prevalencia de la EAP y por tanto de la
CLI se encuentra incrementada en pacientes con DM, es logico asumir que este
grupo poblacional es candidato potencial a las terapias anteriormente sugeridas.
Sin embargo, en la mayoria de los estudios publicados consultados en su momento,
la exclusion de dichos pacientes en las diferentes investigaciones por las razones

listadas anteriormente resultd ser bastante comun.

Bajo este contexto, y debido a la experiencia acreditada por nuestro grupo de
investigacion en relacién con la DM y sus complicaciones asociadas, nuestro grupo
de trabajo diseidé un ensayo piloto en 2008 (# NCT00872326

www.clinicaltrials.gov) el cual se bas6 en la extraccion de células mononucleadas

autdlogas procedentes de la MO de pacientes diabéticos con CLI sin opciones de
revascularizacion. La poblaciéon celular fue concentrada en el laboratorio e
infundida intraarterialmente en el area isquémica afectada, tal y como plantearon
en 1999 Isner y Asahara (153) (Figura 15). De esta forma, se pretendia dar
solucién a alguno de los problemas planteados anteriormente comentados y que
tienen lugar en los pacientes diabéticos, como son el reducido nimero de

progenitores derivados de la MO y su reducida actividad migratoria.


http://www.clinicaltrials.gov/

52|INTRODUCCION

’&N R\

Area Incorporacién de la poblacion
isquemica celular infundidaen la zona
afectada Angiogénesis

terapéutica

Figura 15. Hipdtesis implantacion celular en la zona afectada. Fuente: imagen modificada de
Isner JM, Asahara T (153).

Los pacientes diabéticos con CLI mostraron mejoras en el cuadro clinico asociado a
dicha patologia como cicatrizacién de las ulceras; aumento en la vascularizacion y
consecuentemente en la temperatura del miembro; aumento en la tcpO2; aumento
en el ITB; y ningiin paciente precis6 amputacién mayor. A diferencia de otros
estudios, la via intrarterial fue la elegida en este ensayo y la dosis celular fue 10
veces menor de la dosis utilizada por otros grupos. Ademas, sorprendentemente, 6

de los pacientes diabéticos que recibian insulina, redujeron la necesidad de ésta.

Tras el ensayo piloto descrito, nuestro grupo de investigacion se planteé el uso de
una sola de las poblaciones existentes en el conjunto celular de la MO como fuente
para la terapia celular, como son las MSCs. Puesto que las MSCs procedentes de la
MO son obtenidas bajo un método invasivo, y ademas se encuentran en un nimero
reducido en este nicho celular (representan entre el 0.01 y el 0.001% de las células
mononucleadas de la MO), se buscaron fuentes celulares alternativas para su
obtencion, como resultd ser el tejido adiposo. Segun Gimble y colaboradores (154),
las AAMSCs serian una fuente celular idénea para su uso médico debido a que son
mas abundantes en este tejido, su obtencidén resulta menos invasiva, tienen la
capacidad de diferenciarse en varias lineas celulares, son faciles de cultivar y
pueden ser trasplantadas de manera tanto autéloga como alogénica de forma
segura. Asi mismo, debido a sus propiedades tréficas, inmunomodulatorias y
antiinflamatorias, las AAMSCs suponian una fuente celular prometedora para la

patologia descrita.
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Para este nuevo ensayo se contd con las instalaciones GMP de CABIMER

acreditadas por la AEMPS para el cultivo y expansion celular.

Puesto que la CLI es mas acusada en los pacientes diabéticos, en el momento del
disefio del ensayo en el que se basa esta tesis, también se tuvo en cuenta que la
hiperglucemia crénica presente en la DM resulta en una remodelacién vascular
anormal y una neovascularizacién alterada (155-157), teniendo lugar una
angiogénesis “deficiente” o “aberrante” (158). Esto se debe, entre otras cosas al
estrés oxidativo asociado, la disfunciéon endotelial subyacente y a la falta de
regeneracion del endotelio (159). De forma adicional, la respuesta angiogénica
endogena en los pacientes diabéticos no es suficiente para satisfacer plenamente
las necesidades metabdlicas de los tejidos afectados, originandose sintomas de
isquemia. Esto se debe, entre otras causas, a una menor expresion de VEGF en el
miembro afectado. Esto puede observarse en distintos modelos animales, tales
como conejos hipercolesterolémicos homocigotos (160,161), donde la
administracién exdgena de este factor se asocié con una mejoria significativa de la

respuesta angiogénica.

En este sentido, las MSCs derivadas de tejido adiposo han demostrado mejorar la
perfusiéon en modelos animales isquémicos (134). Datos recientes apuntan a que
los efectos terapéuticos de estas células en patologias isquémicas se deben a la
secrecion de moléculas angiogénicas a niveles bioactivos y a su habilidad de
restaurar el microambiente del drea dafiada. La proliferacién de las ECs y la
inhibicion de la apoptosis es critica para el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos (162), por lo que la secrecion de factores de crecimiento por parte de
las MSCs en el tejido isquémico es posible que promueva la angiogénesis. Asi
mismo, la angiogénesis y el crecimiento colateral de la red vascular probablemente
requieran la actuacién de multiples factores a la vez. En este contexto, la secrecion
de factores angiogénicos y antiapoptdticos como VEGF y HGF los cuales se sabe
que actian de forma sinérgica (161) por parte de las MSCs, hace que las
consideremos una herramienta valida para la terapia angiogénica. De igual
manera, la habilidad adicional de responder a estimulos tales como la hipoxia les
permite adaptarse al ambiente en el cual son inyectadas, modulando la produccién

de VEGF en respuesta a la isquemia cuando la nueva vasculatura se esta formando.
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La angiogénesis es un proceso que consta de varias etapas como son: invasion de
las ECs, proliferacién, migracién, formaciéon del tubo y maduracién. Todas estas
fases han sido reproducidas ex vivo y se ha observado que las MSCs estan
involucradas en todos los estados de la angiogénesis, no sdlo en las primeras
etapas de proliferacion y migracidon de las ECs, sino que también actuan en las

fases relacionadas con la maduracion de los vasos sanguineos (14).

Asimismo, se han descrito mediante diversas técnicas un amplio repertorio de
factores angiogénicos en el secretoma de las MSCs, como son el VEGF, FGF-2, ang-1,
MCP-1, IL-6, HGF, TGF-B. Ademas, también ha sido probado que la secrecion de
estos factores angiogénicos pueden ser regulados por una variedad de

quimoquinas y en condiciones de hipoxia (14).

La isquemia diabética también origina lesiones troficas en los miembros afectados.
La cicatrizacion de las heridas y por tanto, la regeneracion tisular, es un proceso
multifactorial complejo, en el cual interaccionan procesos de inflamacion,
reepitelizaciéon, angiogénesis, deposicion de matriz extracelular (ME) vy
remodelacion. La aplicacién exdgena de MSCs durante el proceso de cicatrizacién
ha demostrado tener capacidad terapéutica en modelos animales. Varios estudios
han indicado una aceleraciéon en el tiempo de cicatrizaciéon, asi como una
angiogénesis incrementada, re-epitelizacion y reclutamiento de células mieloides a
la zona afectada (163). Asimismo, estudios en pacientes con DM han mostrado que
las ulceras que se producen en estos individuos estan asociadas con un estado
inflamatorio créonico en el area afectada, provocando una desregulacion en el
proceso de curaciéon (164). Las células troncales, y entre ellas las MSCs, tienen la
capacidad de movilizarse y colonizar el tejido isquémico dafiado donde secretan
quimiocinas y factores proangiogénicos que promueven la angiogénesis y la
remodelacion de la ME, creando un entorno local propicio para la cicatrizacién de
las heridas (165). De igual manera, un sistema proteolitico activo es requerido
para la degradaciéon de los codgulos de fibrina caracteristicos de las lesiones
vasculares, facilitindose asi la migracién celular hacia las zonas dafiadas. En este
sentido, las MSCs producen una amplia gama de enzimas fibrinoliticas, necesarias

para la migracién celular asi como para la remodelacién dindmica de la ME (166).
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1.3.6. RIESGOS POTENCIALES EN EL USO CLINICO DE LAS MSCS

Las terapias celulares son especialmente complejas debido a la naturaleza del
producto. El modo de acciéon no siempre es claro, y los ensayos de potencia son

imprecisos, por los que podria no ser posible predecir completamente los riesgos.

Cuando se considera el uso de MSCs expandidas ex vivo para aplicaciones clinicas,
es necesario tener en cuenta una serie de riesgos potenciales que podrian afectar a

nuestro producto celular.

a) Inmunogenicidad y reacciones: la administracion de células troncales podria

afectar al sistema inmune del receptor. Dichas células podrian directamente influir
en su sistema inmune (por ejemplo, en un ambiente proinflamatorio) o tener un
efecto modulador. Aunque las MSCs son consideradas inmuno-privilegiadas en
este sentido, la exposicién durante un tiempo prolongado al medio de cultivo
puede hacerlas mas inmunogénicas, por ejemplo, regulando positivamente el

conjunto normal de moléculas de histocompatibilidad (MHC).

Esta inmunogenicidad puede resultar impredecible en los casos en los que la
administracion de células no vaya a ser usada para la misma funcién esencial en el
receptor que en el donante (uso no homologo), o cuando se inyecten en sitios no

fisioldgicos.

Es evidente que el uso alogénico de las células conlleva mayor riesgo de rechazo
por parte del sistema inmune. Este rechazo podria conducir a una pérdida de la
funcién de las células administradas y consecuentemente, verse comprometida su
actividad terapéutica. El uso de inmunosupresores podria limitar estos riesgos,
pero a su vez podria provocar reacciones adversas debido a la medicacién

inmunosupresora.

En el presente ensayo, las células infundidas son de origen autélogo, es decir,

provienen del mismo paciente al que posteriormente se le infunden.

Por otro lado, las MSCs aisladas de donadores sanos han mostrado propiedades
uniformes y consistentes, mientras que aquellas procedentes de pacientes

afectados por alguna enfermedad degenerativa y/o inflamatoria difieren en sus
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caracteristicas bioldgicas y funcionales (167). A este respecto, estudios llevados a
cabo con MSCs procedentes de pacientes diabéticos, apuntan a que el ambiente
hiperglucémico asi como los demas desérdenes metabdlicos asociados a la
diabetes afectan a la reserva enddgena celular, viéndose desreguladas sus
capacidades de proliferacion, diferenciacion y capacidad angiogénica entre otras
(168-170). Por el contrario, son muchas las investigaciones que han reportado
beneficios con el uso de MSCs de origen autélogo en una gran variedad de

enfermedades.

Una vez infundidas, las células entran en contacto directo con los tejidos, torrente
sanguineo y otras células del paciente, desconociéndose, hasta la fecha las
interacciones que se producen. Puesto que la capacidad fibrinolitica de las MSCs ha
sido descrita anteriormente (166), es posible que las MSCs puedan ejercer cierta
influencia en el sistema de coagulacidon. Asi mismo, se han reportado eventos
relacionados con la infusién celular de MSCs, incluyendo el tromboembolismo

después de su administracion intravenosa (167,171,172) o intra-arterial (173).

b) Estabilidad celular: Otro factor a tener en cuenta es la estabilidad celular. En

general, pases sucesivos o cultivos de larga duraciéon inducen inestabilidad
genética y transformaciéon de las células. Varios investigadores han descrito la
contribucién de las MSCs en la formacién de tumores (174,175). Ademas, algunos
grupos han reportado que las hMSCs podrian desarrollar inestabilidad genética y
verse sometidas a procesos de transformaciéon después de cultivos de larga
duraciéon (176,177), aunque posteriormente se comprobd que los cultivos
celulares usados en estos dos ultimos estudios sufrieron una contaminacion

cruzada con lineas tumorales (178,179).

c) Anormalidades cromosdmicas: Varios autores han descrito que las MSCs

cultivadas in vitro pueden ser expandidas en multiples ocasiones sin una aparente
pérdida del potencial de diferenciaciéon o alteraciones cromosdémicas (180), e
incluso que cultivos de MSCs de larga duraciéon pueden desarrollar anormalidades

cromosoOmicas pero sin un evidente potencial de transformaciéon (181).

Aunque hasta la fecha la formacidn de tumores en pacientes humanos no han sido

descritos después de la administracion de MSCs, y en nuestro ensayo no se ha dado
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ningun caso, debemos tener en consideracidon que existen una serie de factores que
pueden contribuir de manera significativa a la induccién de anormalidades

citogenéticas, como son:

- Aspectos relacionados con el proceso de fabricacion del medicamento
celular: las condiciones del cultivo y la duracién de la expansién de las
células influye especificamente en la formacién de anormalidades
citogenéticas. Asi mismo, el estrés fisiolégico que sufren las células en
cultivos in vitro, como el causado por la disociacién enzimatica (por
ejemplo, con tripsina), plantea mas problemas en relacion a las

anormalidades que la disociaciéon mecanica.

- Heterogeneidad de la poblacién de MSCs: las MSCs son células estromales
adultas con un limitado ndmero de expansiones in vitro, al contrario de lo
que ocurre con las células embrionarias o las iPS. La poblacién
mesenquimal se compone de células en diferentes estadios de duplicacidn,
por lo que es posible que algunas células puedan ser mas proclives a

desarrollar aberraciones cromosoémicas.

Las células troncales comparten caracteristicas con las células cancerosas, como
por ejemplo, larga vida util, resistencia relativa a la apoptosis y capacidad para
replicarse por amplios periodos de tiempo. Ademas, tanto en el mantenimiento de
las células cancerosas como en las troncales existen mecanismos de control y
reguladores de crecimiento similares (182). En este sentido, las células troncales
pueden ser consideradas candidatas potenciales de transformacién maligna. Es
debido a esto por lo que la formacién de un tumor puede ser visto como un

obstaculo para el uso seguro de los medicamentos basados en células troncales.

El potencial tumorigénico de un medicamento de terapia celular puede depender
de factores intrinsecos y extrinsecos, tales como el sitio de administracion en el
paciente (debido al microambiente del receptor) y/o la manipulacion del cultivo ex

vivo (la manipulacidén de las células podria contribuir al potencial tumorigénico).

Desde los trabajos de Friedenstein y colaboradores (183), la MO se ha convertido
en una de las fuentes principales de MSCs para multitud de investigaciones y

ensayos clinicos. Ademas de la MO, las MSCs han sido aisladas de diferentes tejidos,
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como el adiposo, sangre de cordéon umbilical, pulpa dental, liquido sinovial y fluido
amniotico entre otras. Todos estos tejidos varian en sus componentes celulares,
sefales y factores secretados, resultando en diferentes nichos fisiol6gicos. Aunque
las MSCs aisladas y cultivadas de la mayoria de los tejidos comparten similares
caracteristicas inmunofenotipicas, han sido encontradas ciertas diferencias entre

MSCs de distinto origen de acuerdo con datos obtenidos de experimentos ex vivo.

d) Procedimiento expansién: Las MSCs son tipicamente cultivadas en Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) o alpha-MEM con la adicion de suero fetal bovino
(FBS, del inglés fetal bovine serum) como fuente de factores de crecimiento,
citoquinas y mitégenos (184). Es por ello por lo que se debe valorar los aspectos de
bioseguridad de los componentes del medio de expansidon utilizado para el cultivo
en laboratorio de MSCs. Para la aplicacion clinica, la utilizacion de FBS puede
conllevar ciertas dificultades. El uso de proteinas bovinas se asocia con el riesgo de
transmision de zoonosis y reacciones inmunoldgicas potenciales en el receptor,
teniendo como consecuencia un rechazo de las células, especialmente tras
tratamientos repetitivos (185,186). Existe una variabilidad entre los diferentes
lotes de FBS y su procedencia, lo cual podria repercutir en el grado de proliferacién
y obstaculizar la reproducibilidad y consistencia del proceso de produccidn.
Ademas, hay que tener en cuenta el riesgo de contaminaciéon del FBS con
micoplasma, virus y especialmente la encefalopatia espongiforme bovina. Aunque
actualmente el uso de FBS estd permitido bajo estrictos controles de calidad y
seguridad, las agencias reguladoras cada vez mas, abogan por una fuente

alternativa cuando sea posible.

Nuestro grupo ha desarrollado al respecto un medio quimicamente definido, el

cual se encuentra pendiente de patente.
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Teniendo en cuenta todo lo anteriormente descrito y a pesar de resultados
prometedores, la terapia de regeneraciéon celular aplicada a CLI mantiene
importantes interrogantes en cuanto a efectividad y seguridad. Aunque las AAMSCs
muestran una serie de propiedades Unicas (liberacion de factores,
inmunomodulacién, capacidad antiinflamatoria entre otros), en el momento actual
se desconoce si en la poblacién diabética la administracién de AAMSCs autoélogas es
eficaz para promover la vasculogénesis en el miembro isquémico ya que existen
muy pocos ensayos clinicos publicados relacionados. A este respecto, el disefio de

un medicamento celular basado en AAMSCs para CLI supone todo un reto.

Este trabajo de tesis tratard de describir los resultados alcanzados tras la
utilizaciéon de un medicamento celular en pacientes diabéticos con la patologia

mencionada bajo el marco de un ensayo clinico en fase I-II.






I1. OBJETIVOS
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Objetivo principal

El objetivo principal de esta tesis y “end-point” primario del Ensayo Clinico con
codigo de protocolo CeTMAd/ICPD/2008 y N® de EudraCT: 2008-001837-88 es
evaluar la seguridad y factibilidad del tratamiento regenerativo con células
estromales mesenquimales autdlogas derivadas de tejido adiposo subcutaneo y
administradas por via intraarterial en pacientes diabéticos con isquemia en
miembros inferiores y sin posibilidades de revascularizacién ni alternativas

terapéuticas dentro del marco de un ensayo clinico fase I-II.

Objetivos secundarios

- Seleccion y establecimiento de criterios de la poblacidn de estudio.

- Obtencidon del medicamento celular: aislamiento, expansion,
caracterizaciéon, dosis celular y envasado del producto celular bajo
condiciones GMP.

- Valoraciéon de la idoneidad de las AdMSCs aut6logas como agentes
terapéuticos para esta patologia.

- Obtencidén de datos sobre la efectividad del tratamiento propuesto que nos
permitan disefiar futuros Ensayos Clinicos para las complicaciones

asociadas a la diabetes.






I11. PACIENTES Y METODOLOGIA
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3.1. CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

3.1.1. T1PO Y DISENO DEL ESTUDIO

En esta memoria de tesis se describen los resultados del Ensayo Clinico registrado
con codigo de protocolo CeTMAd/ICPD/2008 y N2 de EudraCT: 2008-001837-88,
con el titulo “Uso de las células troncales mesenquimales de tejido adiposo (CeTMAd)
como terapia de regeneracion celular en el sindrome de isquemia cronica critica de
miembros inferiores en pacientes diabéticos”, asi como las bases moleculares y
celulares de una reaccion adversa acontecida durante el desarrollo de dicho
Ensayo. En este segundo aspecto, también han sido utilizadas células procedentes

del Ensayo Clinico NCT01745744 (www.clinicaltrials.gov) “Estudio de la aplicacién

de Terapia de regeneracion celular con células troncales mesenquimales derivadas
de tejido adiposo en pacientes no diabéticos con isquemia crénica en miembros

inferiores”.

El protocolo fue aprobado por la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios (AEMPS) en 2009 y fue presentado y aprobado por el Comité Etico de
Investigacion clinica (CEIC) del Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla.
Ha sido financiado por el Instituto Carlos III (ISCIII) dentro de la convocatoria
Accion Estratégica de Salud; Subprograma Estatal de Generacién de Conocimiento,

Proyectos de Investigacion en Salud.

Se realiz6 en el marco de colaboracién de los siguientes entes publicos: FPS-
CABIMER, el Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla y Hospital San

Lazaro de Sevilla.

Se trata de un estudio en fase I-II, prospectivo, multicéntrico, abierto, aleatorizado
y controlado con grupos paralelos para 2 niveles de dosis, con el objetivo de
valorar la seguridad y factibilidad de la infusién de células troncales
mesenquimales administradas por via intraarterial, en pacientes diabéticos con
isquemia croénica critica de miembros inferiores y sin posibilidades de

revascularizacion ni alternativas terapéuticas.


http://www.clinicaltrials.gov/
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El promotor de nuestro estudio fue la Fundacién Progreso y Salud (FPS), siendo el
medicamento en investigacion (MEI) manipulado, elaborado y controlado por la
Unidad de Apoyo de Produccién Celular (UAPC) del Centro Andaluz de Biologia
Molecular y Medicina Regenerativa (CABIMER) o GMP-CABIMER mediante

contrato previo.

La monitorizacion fue realizada por la Compafiia de Investigacion por Contrato
(CRO) Chiltren International, y posteriormente por la Iniciativa Andaluza de

Terapias Avanzadas (IATA), ya que la primera empresa dejo6 de dar servicio.

El investigador principal del Ensayo Clinico fue el Dr. Rafael ]. Ruiz Salmerén del
Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla con la colaboracién del Dr.
Antonio de la Cuesta del Hospital San Lazaro de Sevilla y del Dr. Bernat Soria

Escoms y el Dr. Abdelkrim Hmadcha de CABIMER.

La definicién y busqueda de nuevos Medicamentos Celulares forma parte de los
objetivos de CABIMER, en concreto del Departamento de Células Troncales que
dirige el Dr. Bernat Soria (Responsable Cientifico de la UAPC de CABIMER). El
ensayo en el que se basa esta memoria forma parte del grupo de Ensayos
coordinados bajo la direccién del Dr. Bernat Soria. Los resultados que aqui se
describen se refieren al ensayo N¢ de EudraCT: 2008-001837-88 y a la
investigacion clinica derivada del mismo. Aunque los datos corresponden a este
ensayo, puede haber referencias a otros ensayos. En el estudio de la reaccién

adversa se utilizan datos del Ensayo NCT01745744 con pacientes no diabéticos.

3.1.2. POBLACION DE ESTUDIO Y ASIGNACION DE TRATAMIENTO

La poblacion de estudio estuvo formada por 30 pacientes diabéticos con CLI de al
menos un miembro inferior y sin posibilidades de revascularizacion, de los cuales,
20 fueron incluidos en el grupo experimental (10 por cada nivel de dosis) y 10 en
el grupo control. La asignacién de los pacientes al grupo experimental o al grupo
control en cada uno de los niveles de dosis se realizé de forma aleatorizada,
siguiendo listado de nimeros aleatorios, en bloques de 3 pacientes con asignacién

2:1 (Figura 16).
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El reclutamiento se realiz6 con escalada de dosis, iniciAndose por la dosis inferior.
Para pasar de una dosis a la superior, se requiri6 el dictamen favorable del CEIC

del H. Universitario Virgen Macarena.

30 pacientes diabéticos con
CLI sin posibilidades de
revascularizacion

GRUPO EXPERIMENTAL GRUPO CONTROL
N=20 N=10

Grupo Grupo
Experimental Experimental
1 2
N=10 N=10

Dosis: 0,5x10° Dosis: 1x109
células/kg células’kg
peso paciente peso paciente

Tratamiento
convencional

Figura 16: Diagrama de asignacién del tratamiento del ensayo.

3.1.3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

La poblacién incluida en el ensayo fueron pacientes diabéticos con isquemia
cronica critica de miembros inferiores y sin posibilidad de revascularizacién. El
consentimiento informado fue obtenido de cada uno de los pacientes antes de
iniciar cualquier tipo de actividad relacionada con el ensayo. Los criterios de

inclusion y exclusién de los pacientes vienen resumidos en la Tabla 7.
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Tabla 7: Criterios de inclusién y exclusion

Criterios de inclusién

- Ambos sexos (mujeres en edad fértil con resultados negativos en prueba de
embarazo) de edades comprendidas entre 18 y 85 afios

- Diabetes tipo I o Il en tratamiento

- Enfermedad vascular infrapoplitea aterosclerética de grado severo (Rutherford-
Becker II-11I; categorias 4-6) de al menos un miembro inferior, con imposibilidad de
revascularizacién quirdrgica o endovascular

- Dolor persistente/recurrente que requiere analgesia y/o tulceras no cicatrizantes de
> 4 semanas sin mejoria con tratamiento convencional y/o walking test entre 1-6
minutos y/o ITB en reposo < 0.8

- Parametros bioquimicos normales

Criterios de exclusién
- Antecedente de neoplasia o enfermedad hematoldgica en los dltimos 2 afios
- Pacientes con hipertension arterial incontrolada
- Insuficiencia cardiaca severa (NYHA IV) y/o arritmias ventriculares malignas y/o
angina inestable y/o insuficiencia cardiaca o FE < 30% y/o ACV o infarto de
miocardio en los ultimos 3 meses.
- IMC > 40Kg/m?

- Retinopatia proliferativa no tratada

3.1.4. PERIODO Y SEGUIMIENTO DE ESTUDIO

El periodo de estudio abarcé 12 meses desde la infusion de las AAMSCs al paciente
hasta el cierre del mismo. El seguimiento efectuado a los pacientes consistié en una
serie de visitas planificadas en el tiempo, en las cuales los pacientes fueron
evaluados clinicamente. Dicho seguimiento, asi como las pruebas realizadas se

resumen en la Tabla 8.
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Tabla 8: Resumen del seguimiento

Visita Visita Visita Visita Visita Visita Visita Visita Visita

1 e 3 4 5 6 7 8 9
Procedimiento Seleccion Dia0 Dial Dia2 Mes Mes Mes Mes Mes
1 3 6 9 i

Firma CI X
Criterios
inclusiény X
exclusion
Aleatorizacion X
Historia médica,
enfermedad de X
base, datos :
demograficos
Signos n’ljr:,a.les' . X X X X X X X X X
Exploracién fisica
Prueba embarazo X
Angiografia® X X X X
Escal

scala o X X
Vascularizaciéon
Escala Grado RB X X X X X X
I‘TB, medida X X X X X X
ulcera
TcpO, X X X X X X
Perimetro X X X X X X
gemelar
Hematologiay X X X X X X X X
Bioquimica
Serologia X
Orina X X
Extraccién Tejido X
adiposo® ’
Infusién CeTMAd* X
Acontecimient

contecimiento X X X X X X X X
Adverso
Medlcac?on X X X X X X X X
Concomitante
Final del estudio X

* Estas visitas/pruebas no se realizaron en el grupo control.
RB: Rutherford-Becker; ITB: indice tobillo-brazo; tcpO;: presién transcutdnea de oxigeno
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3.2. MEDICAMENTO EN INVESTIGACION

3.2.1. PREPARACION DEL MEDICAMENTO EN INVESTIGACION (M.E.L.)

El medicamento en investigacion (M.E.Il.) procede de tejido graso correspondiente
al faldéon abdominal, mas concretamente de la franja de tejido situada en la regién
periumbilical. Dichas muestras son recolectadas de cada paciente, ya que se trata
de un trasplante aut6logo. Las AdMSCs son expandidas ex vivo en condiciones GMP
hasta alcanzar el nimero requerido para cada dosis celular. Por lo tanto, el M.E.L

son células mesenquimales de tejido adiposo autélogas.

La forma farmacéutica en la que se presenta dicho medicamento es en jeringas que
contienen una suspension de células troncales mesenquimales adultas aut6logas
de tejido adiposo expandidas ex vivo, con una concentracidn final éptima de 2x106
células/ml. La via de administracién del M.E.I. fue intraarterial, con una pauta de
administracion de una sola dosis, con una velocidad de infusion de 20x106

células/minuto.

El producto final (PCF) es una suspensién celular en una solucién estéril de uso
clinico (Ringer Lactado con 2,5% de glucosa y 1% de albimina humana),
conteniendo un numero de células referido al peso de cada paciente. Las

especificaciones del PCF debian cumplir las caracteristicas recogidas en la Tabla 9.

Tabla 9: Especificaciones del producto celular final (PCF)

Parametros Especificaciones
Morfologia Fusiforme
Adherenciaal plastico Positivo
Esterilidad Negativo
Endotoxinas Ausencia
Micoplasma Ausencia
Fenotipo celular CD73>80% CD45<10%

CD90>80% CD34<10%
CD29:>80% CD31<10%
CD13>80% HLA-II< 10%
Viabilidad celular >80%
N2 células /kg segiin dosis 0,5x 108
1x106
Diferenciacién celular
. Osteogénica Positiva
. Adipogénica Positiva
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3.2.2. CRITERIOS DE LIBERACION DEL PRODUCTO CELULAR

Los criterios de liberacion para la administraciéon del M.E.I. se basaron en:

L]

Resultados negativos de todos los controles microbioldgicos (micoplasma y
esterilidad)

Contenido de endotoxinas < 5 EU/ml

Viabilidad celular del PCF > 80% (realizado con trypan blue)

Cariotipo celular normal

Fenotipo celular dentro de los limites estipulados

Confirmacion de la capacidad de diferenciacion a los linajes adipociticos y
osteogénicos.

Limites de pases celulares < 7

3.2.3. PROCESO DE PRODUCCION

El proceso de Terapia celular se compuso de varias fases:

a) Pedido por parte del promotor

b) Fase de transporte y recepciéon de la muestra

c) Fase de procesamiento de la muestra y primera siembra

d) Mantenimiento del cultivo celular, pases y Banco Celular Maestro (BCM)
e) Envasado final, preparacion del envio y Banco Celular de Trabajo (BCT)

f) Infusion al paciente

3.2.4. UNIDAD DE APOYO DE PRODUCCION CELULAR (UAPC) DE CABIMER

La Unidad de Apoyo de Produccién Celular (UAPC-CABIMER / GMP-CABIMER) con

la que cuenta CABIMER, es un area para la produccion de medicamentos de

Terapias Avanzadas bajo la més estricta regulacién y la autorizacion de los 6rganos

competentes. Esta unidad fue acreditada por la Agencia Espafiola de Medicamentos

y Productos Sanitarios (AEMPS) el 12 de Marzo de 2009, siendo la primera Unidad

de Produccién Celular GMP acreditada en Andalucia. Posteriormente se certificd en
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Marzo de 2012 y Abril de 2015 para la continuacién de los Ensayos Clinicos que se

llevan a cabo en la misma desde 2008.

En la actualidad, la UPC-CABIMER cuenta con un modelo optimizado de produccién
de MSCs obtenidas de tejido graso abdominal, destinadas a ser infundidas en
pacientes con diferentes patologias que han sido reclutados en los Ensayos Clinicos
en los que lleva participando desde 2008. Esta produccion celular se realiza bajo
una estricta calidad, sometiendo a controles continuos tanto el producto
intermedio y final, como al personal, equipos, instalaciones, materiales y reactivos,
condiciones imprescindibles que proporcionan la seguridad de cada uno de los

pacientes tratados.

Las instalaciones de la UAPC-CABIMER / GMP-CABIMER cuenta con dos areas

diferenciadas:

-La primera de ellas, denominada area no clasificada, compuesta por el
laboratorio de Control de Calidad, Almacén externo, Sala de citometria de

flujo, Sala de microscopia y Sala de ultracongelacion y criogenizacion.

-La segunda, area clasificada (Laboratorio GMP), comprende mas de 56
metros cuadrados y contempla las dos Salas de Produccién Celular (salas de

fabricacion del medicamento), Sala de Envasado, dos Vestuarios y un Almacén.

Todas las areas cuentan con el equipamiento necesario para la produccion de

medicamentos estériles bajo normativa GMP.
La UAPC-CABIMER esta llevando a cabo 4 ensayos autorizados:

1. Uso de las células troncales mesenquimales de tejido adiposo (CeTMAd)
como terapia de regeneracion celular en el sindrome de isquemia crénica critica de
miembros  inferiores en  pacientes diabéticos. (Cddigo  protocolo:

CeTMAd/ICPD/2008 - Numero de EudraCT: 2008-001837-88)

2. Ensayo clinico multicéntrico fase /Il aleatorizado y controlado con
placebo, para la evaluacion de seguridad y factibilidad de la terapia con dos dosis
distintas de células troncales mesenquimales autdlogas de tejido adiposo

(CeTMAd) en pacientes con esclerosis multiple secundariamente progresiva, que
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no responden adecuadamente a los tratamientos registrados. (Cédigo protocolo:

CMM/EM/2008 - Numero de EudraCT: 2008-004015-35)

3. Ensayo clinico fase I/Il multicéntrico, abierto y aleatorizado para el
estudio del uso de las células troncales mesenquimales de tejido adiposo
(CeTMAd) como terapia de regeneracidon celular en el sindrome de isquemia
crénica critica de miembros inferiores en pacientes no diabéticos. (Codigo

protocolo: CeTMAd/ICC/2009 - Numero de EudraCT: 2009-013554-32)

4. Ensayo clinico fase I/II multicéntrico, abierto, aleatorizado y controlado
para el estudio del uso de las células madre como terapia celular en isquemia
critica del miembro inferior en pacientes diabéticos tipo 2 insulinizados: estudio
de las necesidades de insulina. (Cédigo protocolo: CeTMMoTa/ICPDI/2010-
Numero de EudraCT: 2010-019774-33).

Por otro lado, en la actualidad, también se esta llevando a cabo la implantacién y
desarrollo de nuevas técnicas y protocolos para poner en marcha nuevos Ensayos
Clinicos. Concretamente, se esta trabajando en el desarrollo de nuevos protocolos
de producciéon de diferentes tipos celulares como productos procedentes de
biopsias de piel entre otros y células madre hematopoyéticas y progenitores

endoteliales.

3.2.5. EXTRACCION DE LA MUESTRA BIOLOGICA

Antes de proceder a la extraccion de la muestra, se comprobé que se disponia del
consentimiento informado para realizar la toma de la muestra, previamente

firmado por el paciente.

La extraccion de la muestra bioldgica se realizé seguin las especificaciones
marcadas en el protocolo. En quir6fano reglado del Hospital Virgen Macarena de
Sevilla se procedié al lavado de la zona abdominal, regién periumbilical.
Posteriormente, se pintd con liquido antiséptico (povidona yodada). A
continuacidn, se infiltré la zona con anestésico local, tipo mepivacaina al 3%, sin
vasoconstrictor, utilizando aguja gold, n? 27g biselada. Se reseccionaron 4x2

centimetros de tejido adiposo, incluyendo piel, en zonas arriba mencionadas, ya
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fuera en una Unica o varias piezas, de modo que la muestra total fue > 30 gramos.
Se introdujo la/s muestra/s en recipientes estériles, con suero fisiolégico y se
cerrd el paniculo adiposo con puntos de Dexon y piel con puntos de seda con aguja

TB 15.

3.2.6. TRANSPORTE Y RECEPCION DE LA MUESTRA BIOLOGICA

La fase de transporte de la muestra se realiz6 de manera inmediata en el momento
de su obtenciéon desde el Hospital a la UAPC de CABIMER, por personal de
transporte autorizado. Asimismo, el proceso de transporte de la muestra fue

previamente validado segiin procedimiento interno de la UAPC de CABIMER.

La recepcion de la muestra fue realizada por personal formado y autorizado de la
UAPC de CABIMER, el cual verifico la integridad del envio, del envase y de la

documentacion anexa recibida, asi como la trazabilidad de la muestra.

3.2.7. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA BIOLOGICA DE TEJIDO ADIPOSO Y OBTENCION

DE CELULAS ESTROMALES (ADMSCS)

La muestra recibida del hospital se introdujo en el area estéril de la UAPC de
CABIMER. Todo el proceso de preparacion de las muestras a partir de este
momento se realiz6 en condiciones GMP, siguiendo el protocolo de Fabricacién (P-

FAB) correspondiente de la UAPC de CABIMER.

En un primer paso, se realiza una disgregacion mecanica: la muestra de tejido
adiposo se coloca en una placa de Petri con la ayuda de pinzas estériles
desechables. Se seleccionan los fragmentos de tejido que contengan menos vasos
sanguineos y tejido conjuntivo con ayuda de bisturi estéril y pinzas. Para limpiar la
muestra, se utilizé solucion salina (PBS; Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA), y se
repitié el lavado las veces que fueron necesarias hasta obtener una muestra limpia.
Los fragmentos de tejido seleccionados se pasaron a un tubo Falcon de 50 ml. A
continuacién se realizé una pesada de la muestra en una balanza de precision,
previamente calibrada mediante procedimiento interno. Posteriormente, se dividi6

la muestra en los tubos Falcon necesarios (aproximadamente de 5 a 10 gramos de
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muestra en cada tubo). Seguidamente, se pas6é la muestra a tubos IKA para la
disgregacion de la muestra mediante el equipo Ika Ultra Turrax Tube Drive (IKA-

Werke, Staufen, Alemania).

Posteriormente, se sometié a la muestra a una digestion del tejido adiposo por
colagenasa (Roche, Indianapolis, IN). Para ello, se preparo el medio de digestion en
una proporcion 1:1 (v/p) de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium bajo en
glucosa; Sigma Aldrich) y Colagenasa A (Roche). Se pas6 la muestra dividida a
tubos tipo Falcon y se afiadi6 1 ml de medio de digestion por cada 0.5 gramos de
muestra de tejido adiposo homogeneizado. Posteriormente, se limpiaron los tubos
IKA Ultra Turrax Drive (IKA-Werke) con medio de digestion. Se colocaron los tubos
en un agitador el cual fue introducido en incubador de COz a 379C, durante 2 horas
y 30 minutos. Para inactivar la acciéon de la colagenasa, una vez transcurrido el
tiempo de incubacidn, se anadi6 medio de expansion, formado por DMEM bajo en
glucosa, 2% Glutamax 200 mM, 10% suero fetal bovino (FBS), 1% penicilina-
estreptomicina y 1% L-glutamina (todos de Sigma-Aldrich) en una proporcion 1:1
respecto al medio de digestion. A continuacidn, se realiz6 una centrifugaciéon a

1000 rpm, 10 minutos a 202C.

Posteriormente a la centrifugacidn, se procedi6 a la filtracién para la obtencién de
las células estromales. Esto se llevo a cabo retirando la fase superior y filtrando la
fase semisolida por un filtro cell strainer de 100 pm con ayuda de PBS estéril. Se
retird el sobrenadante y se paso el pellet celular de la centrifugacion al tubo donde
se habia filtrado la fase semisdlida. A continuacion, se centrifugdé a 1000 rpm, 10

minutos a 209C. Se retir0 el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet celular.

La identificacidon y contaje de células estromales viables se realiz6 en camara de
Neubauer con liquido de Tiirck (Sigma-Aldrich) y con trypan blue (Sigma Aldrich)
para identificar las células estromales viables. Posteriormente, se sembraron en
flasks a una concentracién entre 120.000-160.000 cél/cm?2 y se incubaron a 37°C,

en una atmoésfera de 5% CO2 y 95% de humedad relativa.
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3.2.8. MANTENIMIENTO Y EXPANSION CELULAR

Pasadas aproximadamente 24 horas de la primera siembra, se retir6 el medio con
pipetas seroldgicas para descartar las células que no se habian adherido y aquellas
que por cualquier circunstancia no eran viables, se realizé un lavado del cultivo

con PBS, y se anadié medio fresco. Esta operacion se realiz6 cada 2-3 dias.

3.2.9. PASES CELULARES

Se realizaron hasta conseguir un determinado porcentaje de confluencia en el
cultivo celular (= 80%). Se retir6 el medio de los flasks/factorias (NUNC) y se
realizé un lavado con PBS. A continuacion, se afladié suficiente tripsina (Gibco BRL,
Grand Island, NY, USA) para que la superficie del flask/factoria quedara totalmente
cubierta y se dejo actuar durante 5 minutos a 372C. Se observaron las células al
microscopio para comprobar que las células se habian despegado de la superficie
del flask/factoria y se neutralizo el efecto de la tripsina afladiendo medio de
expansion. Posteriormente, se llevd a cabo una centrifugaciéon a 1000 rpm, 10
minutos, 202C. Se retir6 el sobrenadante con pipeta seroldgica y se realizé un
contaje celular con Trypan Blue para calcular el nimero de células viables
obtenidas. Se resembraron las células a una concentraciéon entre 3500 y 5000

células/cm?, y se incubaron a 372C, 5% CO2, 95 % Hr.

Se realizaron los pases que fueron necesarios para obtener la dosis fijada por el

promotor del ensayo, siempre que no se sobrepasasen los 7 pases.

3.2.10. BANCO CELULAR MAESTRO (BCM)

El BCM se define como el conjunto de células esencialmente idénticas a las del
tejido de origen y que se encuentran en una fase de produccién lo mas cercana a
Pase 0 “in vitro” desde la preparacion inicial. Esto nos permitiria reproducir el

proceso nuevamente si fuese necesario.

La obtencion de una muestra para su almacenamiento en el BCM se realizé una vez

obtenido el cultivo primario. Para ello, cuando se obtuvieron un nimero de células
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suficientes para poder continuar con la expansion de las células restantes entre el
Pase 0 y el 3, se congelé un vial con 106 células en nitrégeno liquido a -1962°C,
siguiendo el protocolo normalizado de trabajo (PNT) correspondiente de la UAPC

de CABIMER.

3.2.11. ENVASADO DEL PRODUCTO FINAL Y OBTENCION DE LA MUESTRA DE

RETENCION

Se realiz6 el mismo procedimiento que un pase celular. Se centrifugaron las células
a 1000 rpm, 10 minutos a 202C y se realizé por triplicado el contaje celular. Se
separaron 10°células como muestra de retencion que se congelaron en nitrégeno
liquido siguiendo el PNT correspondiente de la UAPC de CABIMER. Se calcularon y
separaron en un tubo Falcon el nimero de células requerido para la dosis a
infundir. El sobrante de las células se desechd. Se centrifug6é a 1000 rpm, 10
minutos a 202C. Se retiré el sobrenadante con pipeta serolédgica y se resuspendio el
pellet en medio de envasado, formado por Ringer Lactado, 2,5% de glucosa al 5% y
1% de albumina humana (todos de Grifols, Barcelona, Espafia). Se cargaron la/s
jeringa/s con tap6n luer lock mediante aguja de 120 mm de largo. Se cerraron las
jeringas en condiciones de esterilidad. Una vez cerradas, se introdujeron en una
bolsa estéril que se pas6 por la esclusa presurizable (SAS) de salida a la Sala de
Recogida de Lote envasado de la UAPC de CABIMER. En dicha sala, se introdujeron
estas bolsas en otras bolsas de autoclave y se sellaron para su posterior envio al

hospital.

3.2.12. CONTROLES DE CALIDAD DURANTE EL PROCESO DE FABRICACION

Se establecieron controles de calidad (CC) a lo largo de todo el proceso aséptico de
fabricacion del M.E.I. para comprobar que el cultivo de AAMSCs era de una pureza
establecida (fenotipo y diferenciacién celular), era estable genéticamente
(cariotipo) asi como para verificar la inexistencia de contaminacion (deteccion de

micoplasmas, endotoxinas y andlisis de esterilidad) (187).



80|PACIENTES Y METODOLOGIA

a) Fenotipo celular

Se realiz6 fuera del area estéril. Una alicuota con suspension celular (2,5 x 103-5 x

105) se facilité desde el interior de la sala de produccion.

En el laboratorio de Control de Calidad, se enumeraron los tubos de citometria (11
en total). Se les anadié 100 pl de suspensién celular a cada tubo (concentracién
celular por tubo de 2 x 104 - 5 x 10%). Se afiadieron 5 pl de anticuerpo (Beckton-

Dickinson, San Diego, CA, USA) a los tubos correspondientes segun el siguiente

orden:

Tubo 1- Isotipo FITC IgG1, Tubo 7- CD34 PE
Tubo 2- Isotipo FITC IgG2a, Tubo 8- CD45 FITC
Tubo 3- Isotipo PE IgG1, Tubo 9- CD73 PE
Tubo 4- CD13 PE Tubo 10- CD90 FITC
Tubo 5- CD29 FITC Tubo 11- HLA 1T FITC

Tubo 6- CD31 FITC

Se incubaron durante 20 minutos en oscuridad a 42C. A continuacién se afiadi6 3
ml de PBS a cada tubo y se centrifugaron a 1000 rpm, durante 10 minutos. Se
descart6 el sobrenadante y se resuspendieron en 300 pl de PBS. Se analizaron en la

siguiente hora en el citometro de flujo FACS Calibur (BD).

Los criterios fenotipicos fijados por las UAPC de CABIMER de los resultados son:
Marcadores positivos (= 80%): CD13, CD29, CD73, CD90

Marcadores negativos (< 10%): CD31, CD34, CD45, HLA 11

b) Diferenciacion celular

Las AdMSCs se caracterizan, entre otras cosas, por diferenciarse al linaje
mesodérmico. En la UAPC de CABIMER, el control en proceso de diferenciacion se
realizé diferenciando el cultivo celular a adipocitos y osteocitos. Para ello, se
separaron de la suspensién celular un total de entre 15x104y 20x104 células en

medio de expansién por placa Petri de 35mm.
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b.1) diferenciacion osteogénica: en la sala de produccion estéril se sembré la
suspension celular anteriormente mencionada en placas Petri de 35 mm (se realizé
por duplicado). Se incubaron a 379C, 5% CO2, 95% Hr. Se cultivaron con el medio
de diferenciacién Osteogenic Differentiation Medium (Lonza, Espafa) y se siguieron

las instrucciones del fabricante.

e Andlisis de la diferenciaciéon osteogénica: Se utilizé una solucién de trabajo
de Alizarin Red (Sigma-Aldrich) (Alizarin Red al 2% en agua destilada). Se
ajusto el pH a 4,2. Se anadieron 2-3 ml de soluciéon de trabajo. Se dejé
reposar 20 minutos. Se observaron al microscopio. La matriz extracelular

quedo tefiida de naranja-rojo.

b.2) diferenciaciéon adipocitica: para la diferenciacién in vitro de las MSCs al
linaje adipogénico, las células fueron cultivadas en medio de diferenciaciéon
Adipogenic Differentiation Medium (Lonza, Espafia) y en las condiciones de cultivo
recomendadas por el fabricante. Las células se cultivaron a una densidad de
160.000 cél/cm? en placas de 35 mm durante 14 dias, cambiando el medio cada 2-

3 dias por medio fresco de diferenciacion.

e Andlisis de la diferenciacion adipogénica: Se utiliz6 el colorante liposoluble
Oil Red O (Sigma-Aldrich) para la deteccion de triglicéridos, acidos grasos y

lipoproteinas intracelulares. Este colorante da una tincion rojiza.

Protocolo de tincidn:

- Retirar medio de diferenciacion. Lavar las células con PBS

- Fijar con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos

- Lavar con PBS

- Preparacion de solucion stock de Oil Red O al 5%

- Preparacién de solucién de trabajo (6 ml de solucién stock + 4 ml de agua
destilada). Dejar reposar y filtrar.

- Afnadir 2-3 ml de la solucién de trabajo y mirar al microscopio. Las gotas

lipidicas de los adipocitos quedan tefiidas de rojo.
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c) Cariotipo celular

El estudio se lleva a cabo en células con divisién activa, es decir en metafase.
Mediante el estudio del cariotipo es posible detectar anomalias en el nimero o la

forma de los cromosomas.

Este control lo realizé un servicio externo, previamente contratado y homologado
por la UAPC de CABIMER. En el interior del area estéril, se prepararon 3 flasks de
25 cm? sembrados con la concentracion celular requerida por el centro de analisis
con medio de expansion, realizandose cambios de medio de 2-3 veces por semana

hasta su envio al centro de diagndstico.
d) Esterilidad

La esterilidad se define como la ausencia de organismos vivos. Este ensayo busca
determinar contaminantes microbianos como bacterias, hongos y levaduras en el

medio de cultivo utilizado en la expansidén celular de nuestro M.E.L

Se realiz6 de acuerdo a la Farmacopea Europea (20601) por el método de
inoculacién directa en aislador segiin queda establecido en las NCF. Se realizé en
condiciones asépticas, pero procurando que las precauciones para evitar la
contaminacion no afecten a los microorganismos cuya presencia deban ponerse de

manifiesto en el ensayo.

Las muestras (sobrenadante del cultivo celular) se inocularon en medios de
crecimiento que contenian inhibidores de antibioticos como la penasa. Se utilizé
medio de tioglicolato para detectar anaerobios y aerobios facultativos y medio de

triptona soja para los aerobios estrictos y hongos.
Condiciones de incubacién:

Medio Temperatura Tiempo
Tioglicolato 352C 14 dias
Triptona soja 22eC 14 dias
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e) Endotoxinas

Sirve para detectar pirégenos endotéxicos de bacterias gran negativas. Estos
agentes microbianos juegan un papel fundamental ya que pueden ser adquiridos
por el producto en cualquier fase de su producciéon alterando la calidad del

farmaco final.

El ensayo se realiz6 por la técnica de gelificacion: ensayo limite (Farmacopea
Europea 20614). El limite de endotoxinas de los principios activos administrados
por via parenteral, es igual a K/M, donde K= dosis pir6gena umbral de endotoxina
por kg de masa corporal por hora. Segun Farmacopea K= 5 EU/kg x h (EU=Unidad
de Endotoxina) y M= dosis maxima recomendada de producto por kg de masa
corporal por hora. Como valor extremo para un volumen de 40 ml y peso de
paciente de 40 kg seria 1ml/kg x h. El limite de endotoxina establecido es de 5
EU/ml.

f) Micoplasma

La contaminaciéon de micoplasmas en cultivos celulares puede inducir efectos
citogéneticos, disminucién en las concentraciones de nutrientes, alteracion de la
morfologia celular, modulacién de la respuesta inmune e incluso interrupcién del

metabolismo celular.

Se realiz6 de acuerdo a la Farmacopea Europea (20607) mediante amplificacion de
acido nucleico (PCR) con el kit comercial Venor GeM (Minerva Biolabs GmbH,

Alemania).

El ensayo esta validado seglin la farmacopea frente al método de referencia:

deteccion de micoplasma por el método de cultivo (187).

3.2.13. PARAMETROS DE INFUSION DEL PRODUCTO CELULAR

Tras comprobar y asegurar que el M.E.I cumplia con todos los criterios
establecidos de medicamento celular, éste fue recepcionado en el centro
hospitalario para su infusion en los pacientes incluidos en el ensayo aleatorizados

en los grupos experimentales. La infusion se realizé en quiréfano reglado del



84|PACIENTES Y METODOLOGIA

Hospital Virgen Macarena de Sevilla, por parte del personal del Servicio

Endovascular del mismo.

Siempre que fue posible, la infusiéon del medicamento celular se efectu6 a través de
la arteria femoral mediante un catéter (catéter OUTBACK® LTD™ Re-
Entry Catheter (Cordis)). En casos puntuales donde no se pudo acceder por via
femoral, se canul6 la arteria radial o la humeral. Inmediatamente tras la canulacién
se administré cocktail espasmolitico con 5000 unidades de Heparina S6dica como

meétodo de anticoagulacidn.

La infusion celular se realiz6 de modo manual, siendo la velocidad de infusién
prevista de 20 x 106 células/ minuto (entre 3 y 5 minutos) a una concentracion de
2 x106 células por mililitro en una dilucién heparinizada de 20 cc. No se paraliz6 en

ningiin momento la circulacién sanguinea.

3.3. EVALUACION DE LA FACTIBILIDAD

La factibilidad fue definida como la capacidad del equipo técnico de conseguir las
dosis celulares requeridas en condiciones GMP, cumpliendo con los criterios de

liberacion del producto.

Para ello, todas las etapas del proceso (ver apartado 3.2.3. Proceso de produccion)
fueron evaluadas, asi como todos los integrantes del equipo de la UAPC que
participaron (direccion técnica, Control de Calidad, Garantia de Calidad,

Produccién).

3.4. EVALUACION DE LA SEGURIDAD

La seguridad es referida a la ausencia de acontecimientos adversos locales o
generales relacionados con la muestra de tejido biopsiada o la infusion celular.
Para evaluar la seguridad, se controlaron los acontecimientos adversos (AA) y los

acontecimientos adversos graves (AAG) que tuvieron lugar a lo largo del estudio.

Un AA se define como cualquier episodio o experiencia médica desfavorable en un

paciente o sujeto reclutado para un ensayo clinico que recibe un tratamiento
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experimental, en este estudio la administracion de AAMSCs autdélogas, sin importar
la dosis o relacién causal. Esto puede incluir cualquier signo (como erupcién
cutanea o hepatomegalia) o sintoma (como nduseas o dolor toracico) desfavorable
o no intencional, un hallazgo anormal de laboratorio (incluyendo anélisis de
sangre, radiografias, escaneres), una enfermedad temporalmente asociada al uso
de la terapia celular del estudio o un empeoramiento de un trastorno preexistente
(afeccion clinica, incluido aquel que esta siendo tratado, que se diagnostico antes
de que el sujeto firmara el CI y que esta documentado en la historia médica del
sujeto). Ademas, todo acontecimiento asociado a una sobredosis del producto,

también sera considerado un AA.

Un AAG se define como cualquier experiencia no deseada que afecta a un paciente,

se considere o no relacionada con el tratamiento del protocolo.

Un AA relacionado con el protocolo es aquel que aparece durante un estudio
clinico y que no esta relacionado con el M.E.I pero que, en opinion del investigador,

esta relacionado con los requisitos objeto de investigacion.

Los AA fueron valorados causalmente y seglin la severidad por el investigador

usando las definiciones de la Tabla 10.

Tabla 10. Valoracion de la causalidad y severidad de los AAs.

Relacion Definicién
NO
RELACIONADO Sin evidencia de relacion causal.

IMPROBABLE Existe poca evidencia que sugiera relacién causal yv/o existe otra explicacién
razonable para el acontecimiento.

POSIBLE Existen evidencias que sugieren una posible relaciéon causal. Sin embargo, la
influencia de otros factores puede haber contribuido al acontecimiento.

PROBABLE Existen evidencias que sugieren una relaciéon causal y la influencia de otros
factores es poco probable.

SEGURO Existen evidencias claras que sugieren una relacién causal ¥ se puede descartar
una posible contribucién de otros factores.

NO VALORABLE No hay evidencia suficiente o es incompleta para poder hacer un juicio clinico
sobre una relacién causal.
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Intensidad Definicion

LEVE AA es apreciado por el paciente pero no interfiere con su vida.

MODERADO AA produce molestia e interfiere con la vida habitual.

GRAVE AA limita severamente la capacidad del paciente de realizar tareas

habituales ¥ requiere tratamiento sintomatico. El AA pone en peligro directo
la vida del paciente.

3.5. EVALUACION DE LA EFICACIA

Se entiende por eficacia los efectos o los beneficios que proporciona un
tratamiento farmacolégico en condiciones ideales de uso, como en el caso de este

ensayo.

Se evalué la eficacia mediante criterios clinicos y hemodindmicos relacionados. Se

establecieron tres bloques de analisis:

1. Variable principal: desarrollo de la neovascularizacién en el area de

infusién mediante cuantificacién angiografica.

2. Variables secundarias: Se evaluaron los cambios producidos en la

cicatrizacion de las ulceras, amputacidn, escala visual analdgica del dolor (EVA), y

perimetro gemelar antes y después de la infusion celular.

3. Severidad de la enfermedad: fue evaluada mediante los cambios

producidos en la Escala de Rutherford-Becker, ITB y tcpO; antes y después de la

infusion celular.

3.5.1. EVALUACION DE LA NEOVASCULARIZACION MEDIANTE CUANTIFICACION

ANGIOGRAFICA

Se analizaron las imagenes resultantes de las angiografias intra-arteriales de
substraccion digital (DSA) realizadas a los pacientes infundidos con el

medicamento celular.

Para ello, se introdujo un catéter “pigtail” a través de la aorta (mediante canulacién

radial o femoral) hasta la bifurcacion iliaca o de forma preferente, hasta el inicio de
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cada arteria iliaca. La angiografia se realizé con inyectora automatica la cual
permitié una visiéon con calidad de los lechos infrapopliteos de cada pierna,
guardando parametros de flujo y volumen de la inyecciéon de contraste, asi como
los parametros de altura del intensificador, mesa y campo, para ser repetidos en la
angiografia de seguimiento. El procedimiento fue realizado en un unico centro por

personal entrenado.

Para cada paciente se realizd una comparativa de las imagenes obtenidas por DSA
del miembro inferior diana tomadas antes, a los 6 meses y 12 meses después de la
infusion celular. La adquisicion de las imagenes fueron realizadas por un sistema
de imagen fluoroscopico vascular (Infinix, Toshiba, Japon) y se centraron en la

region infrapoplitea. Las imagenes obtenidas se evaluaron segin dos criterios:

a) Criterio cualitativo: mediante escala de vascularizacion, con grados 0 (arterias
principales infrapopliteas presentan una nula o minima ramificacién); +1
(Presencia de una débil ramificaciéon que no sobrepasa 1/3 de la distancia entre la
arteria principal y la superficie externa del miembro); +2 (Ramificacion arterial
que abarca el tercio medio de la distancia entre la arteria infrapoplitea principal y
la superficie del miembro) y +3 (Rica ramificacion arterial desde la arteria
principal infrapoplitea que se extiende hasta la superficie del miembro). Dicha

valoracion se llevo a cabo por dos expertos independientes.

b) Criterio cuantitativo: Se analizaron tres regiones vasculares: poplitea,
infrapoplitea y plantar. La cuantificaciéon se realiz6 de modo ciego en CABIMER
mediante programa informatico MetaMorph® Premier Image System Meta Series
Software v.7.7.0 Tube Formation application module. Los andlisis fueron realizados
usando 4 niveles de intensidad por encima del background (400, 600, 800, 1000
niveles de grises). La valoracién de la red vascular se centr6 en la determinacién
del estado vascular del paciente mediante la medida en las zonas de interés
infrapopliteas tanto de la extension como la densidad vascular. Se consider6
extension vascular a la suma de la longitud de los vasos arteriales (variable TTL,
del inglés total tubule length) o bien el sumatorio del area que suponen los vasos
arteriales (variable TTA, del inglés total tubule area). Con respecto a la densidad
vascular, se determiné mediante las variables niimero de segmentos (que indican

el nimero de segmentos que conectan puntos de cruce) (variable S) o el nimero
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de uniones entre segmentos vasculares (variable BP, del inglés branch points)
(Figura 17).

Se consideré que se habia producido neovascularizacién cuando se observd un

incremento en la extensiéon (TTL y/o TTA) y/o densidad vascular (S y/o BP) con

respecto a los datos basales.
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Figura 17: Esquema de las variables cuantificadas con el programa MetaMorph. Fuente: Imagen
modificada de Ruiz-Salmerdn y colaboradores (83).

3.5.2. VARIABLES SECUNDARIAS

a) Cicatrizacidn de las udlceras en el miembro diana

Las ulceras fueron clasificadas segun el Sistema de Clasificacion de la Universidad

de Texas propuesto por Armstrong, Lavery y Harkelss (188).

Fue la primera clasificacion de tipo bidimensional, donde las lesiones son
estadiadas en base a dos criterios principales: profundidad y existencia de
infeccion/isquemia. El eje longitudinal de la matriz se ocupa del parametro
profundidad con cuatro grados (desde grado 0 hasta grado 3) y el eje vertical se
ocupa del parametro infeccion/isquemia, con la asignacién de cuatro letras (desde

la A hasta la D). Dichos parametros se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Clasificacion de las tilceras diabéticas. Universidad de Texas

Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3
Estadios  Lesion epitelial. Pre Ulcera Ulcera profunda Ulcera profundallega
o post-tlcera superficial capsula tendén a hueso
A Limpia Limpia Limpia Limpia
Infeccién Infeccién Infeccion Infeccién
C Isquemia Isquemia Isquemia Isquemia
. . Infeccién e Infeccién e Infeccién e
D Infeccién e isquemia . . . - . .
isquemia isquemia isquemia

Las ulceras fueron medidas tomando como referencia el diametro mayor de la
herida y el diametro menor, y aplicando el método eliptico descrito por Shaw y

colaboradores (189) que se muestra en la Figura 18.

Area de la elipse = mab

Figura 18: Método eliptico para la medicion de iilceras. a= didmetro menor/2; b=didmetro mayor
de la tlcera/2.

b) Amputaciones en miembros inferiores

Se realiz6 una revision en la historia clinica de los pacientes para recopilar datos
sobre amputaciones previas al estudio. Asi mismo, se anotaron las amputaciones
que tuvieron lugar en el transcurso del estudio, diferenciando entre mayores y
menores. Las amputaciones mayores se consideraron aquellas realizadas a nivel de
la articulacién del tobillo (de Syme), a nivel medio de la tibia (infracondilea o
transtibial), a nivel de la articulacion de la rodilla, la realizada por encima de la
rodilla (supracondilea) o a nivel de la cadera. Se consideraron amputaciones

menores la transfalangica, la digital metatarsiana y la transmetartasiana del pie.
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c) Escala visual analédgica de dolor (EVA)

Se evaluaron los cambios producidos en la intensidad del dolor por parte del
paciente durante el estudio mediante la escala EVA. Dicha escala consistié en que

el paciente marcé en un escala de 0 a 10 la intensidad del dolor, siendo 0

considerado como “no dolor” y el 10 como “dolor insoportable”.

d) Perimetro gemelar

El perimetro gemelar de los pacientes que participaron en el estudio fue medido en

cada visita para observar los posibles cambios producidos a lo largo del estudio

atribuible al aumento de la circulacion colateral del miembro diana.

3.5.3. SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD

a) Clasificacion Rutherford-Becker (RB)

Se evalué la severidad de la isquemia del miembro diana, comparando los valores

basales con los obtenidos a lo largo del estudio. Los pacientes fueron categorizados

segun la Clasificacion de Rutherford-Becker (54)(Tabla 12).

Tabla 12: Clasificacién de Fontaine-Rutherford-Becker. CI: claudicacion intermitente

FONTAINE RUTHERFORD
Estadio Clinica Grado Categoria Clinica Hemodinamica
I Asintomitico 0 0 Asintomatico Ergometria o test de
hiperemia reactiva normal
Ila (I leve | 1 Clleve
ITh CI moderada- I 2 Cl moderada Completa ergometria
grave
[ 3 Cl grave
111 Dolor en I1 4 Dolor en reposo
reposo
I 5 Pérdida tisular Pres tobillo hasal <60
menor miHg o en dedo <40
mimHg
IV Ulceracién o I 6 Ulceracién o

gangrena

gangrena
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En 1997 Rutherford modificé la Clasificacion de Fontaine existente, afiadiendo una
serie de criterios objetivos, clasificando a los pacientes en 4 grados (desde grado 0
a grado III) y en 7 categorias. En la Tabla 10 se muestra la clasificaciéon de RB la

cual tiene su correspondencia con la escala de Fontaine.

b) indice Tobillo-Brazo (ITB)

Se evaluaron los cambios producidos durante el estudio en los valores del ITB para

todos los pacientes.

El indice, en los casos en que pudo ser cuantificado, se calculé6 mediante la

siguiente formula:

Presion arterial sistolica (PAS) de la arteria pedia o tibial inferior
ITB=

Presién sistdlica de la arteria braquial

Los valores de ITB fueron presentados como sigue:
ITB bajo: se consideré a los valores menores de 0,9
ITB normal: los valores comprendidos entre 0,91y 1,2

ITB anormal: los valores mayores de 1,2

c) Presion transcutanea de oxigeno (TcpO2)

Las mediciones se realizaron en posicidon supina del paciente usando un monitor
de oxigeno (TCM400 Radiometer, Copenhagen, Dinamarca).

Interpretacion de los valores de la TcpOz:

Valores bajos < 20 mmHg

Valores medios: entre 20-40 mmHg

Valores normales: >40 mmHg
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3.6. INVESTIGACION DE LA REACCION ADVERSA

3.6.1. ANALISIS DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Muestras sanguineas. Se utilizaron muestras de suero humanas de pacientes
diabéticos y no diabéticos con CLI, asi como de voluntarios sanos. Fue requerido el

consentimiento informado de todos los sujetos.

3.6.2. TECNICAS DE BI0LOGIA CELULAR Y MOLECULAR

a) MSCs de tejido adiposo. Las AdMSCs fueron aisladas mediante biopsias
abdominales de pacientes diabéticos y no diabéticos con CLI incluidos en dos
ensayos clinicos independientes (EudraCT: 2008-001387-88 and EudraCT: 2009-
013554-32). Las células mesenquimales control fueron adquiridas de la ATCC

(American Type Culture Collection).

Fueron cultivadas en medio basal de MSCs (MSCBM, Lonza, Barcelona, Espafia)
complementado con factores de crecimiento (GS: MSCGM SingleQuots, Lonza), 100
unidades/ml de penicilina-estreptomicina e incubadas a 372°C, 20% Oy 5% COx.
Inicialmente, las células se sembraron a una densidad de 5 x 104 cél/cm?. A las 24
horas se reemplazé el medio basal por un medio libre de factores de crecimiento
(serum/GS free MSCBM Lonza) y 24 horas después con medio basal suplementado
con factores de crecimiento (Control), suero humano sano (SS), suero humano
diabético (SD) o suero humano no diabético (SND). Los sobrenadantes fueron
recogidos para realizar analisis ELISA. La extraccion de ARN se realizd en células

que habian permanecido 24 horas después de la adicién de suero.

b) Transcripcion inversa. Se realizé a partir de 2 pg de ARN total de cada
muestra, utilizdndose para la sintesis del ADNc la enzima MMLV (Promega Biotech,

Alcobendas, Espafia) segtin las instrucciones del fabricante.

c) PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) cuantitativa (QT-PCR). La g-PCR
se realizé en el termociclador 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems)
utilizando SensiFAST SYBR Lo-ROX Mix (Bioline Reagents Ltd). Los cebadores
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utilizados para tPA y PAI-1 se disefiaron usando el software Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) y fueron obtenidos bajo pedido. Como

controles endégenos se utilizaron PPIA y RPLP (Tataabiocenter).

d) Evaluacion de los niveles de secrecion de tPA y PAI-1. Los niveles totales de
tPA (libre y complejo) y de PAI-1 (formando complejo activo con tPA y latente
inactivo) secretados en el medio de los distintos grupos experimentales (SS, SD y
SND) fueron cuantificados usando placas de ELISA pre-tratadas (Bender

MedSystems, Viena, Austria) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

e) Gel de fibrina. Se prepararon segin se ha descrito en bibliografia (166). Se
afiadié 1 ml de medio libre de factores de crecimiento o con SS, SD, SND. Los geles

fueron fijados con formalina y tefiidos con tincién hematoxilina-eosina.

f) Dimero-D. Se detect6 usando el kit Blue D-Dimer (Teco, Neufahrn, Alemania) en

el medio recogido de los geles de fibrina a las 24 horas.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

3.7.1. DATOS DEMOGRAFICOS Y BASALES

Se realizé un analisis descriptivo de todas las variables demograficas recogidas asi
como de los datos clinicos previos al inicio del tratamiento. Las variables
cualitativas se expresaron mediante frecuencias absolutas y porcentajes, mientras
que las variables cuantitativas se presentaron a través de las media, mediana,

desviacidn tipica, maximo, minimo y nimero de observaciones.

3.7.2. ANALISIS DE LA SEGURIDAD

Se calcularon el nimero y porcentaje de pacientes que abandonaron el estudio
debido a acontecimientos adversos, los pacientes que han experimentado al menos
un acontecimiento adverso, los acontecimientos adversos mas frecuentes y los

pacientes que han experimentado al menos un acontecimiento adverso grave.


http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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3.7.3. ANALISIS DE EFICACIA

Los parametros cuantitativos obtenidos del analisis de imagen con “MetaMorph
Image System v.7.7.0” se compararon entre el dia 1 (dia de administracién de la
terapia celular), el mes 6, y el mes 12, mediante el test t-test para muestras
pareadas si la variable cumplia los requisitos de normalidad y mediante el test de

Wilcoxon para muestras pareadas en otro caso.

Las variables secundarias de eficacia, como son ITB, tamafo de la tlcera, TcpOo,
grado Rutherford-Becker y perimetro gemelar se analizaron del mismo modo que
la variable principal de eficacia, comparando sus valores basales con los obtenidos

en los meses 6y 12.

3.7.4. REACCION ADVERSA

Los datos fueron representados como valores medios * error estandar (SEM), y se
analizaron mediante el test one-way and two-way ANOVA. El test de Tukey fue
usado para las comparativas. Los valores de P <0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.



IV. RESULTADOS
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4.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA

De acuerdo con los criterios de inclusion del ensayo, la poblacién del estudio se
compuso inicialmente de 35 pacientes diabéticos (DM1 y DM2) con CLI de al
menos un miembro inferior y sin posibilidades de revascularizacion. En el
transcurso del ensayo se dieron 5 interrupciones prematuras al presentar los
pacientes algunos de los criterios de exclusion que tuvieron como consecuencia su
retirada del ensayo. Por tanto, se consideraron evaluables los 30 pacientes que
finalizaron el estudio, de los que 10 formaban el grupo experimental 1 (infusién
celular de 0,5 x 106 células/kg peso paciente); 10 pertenecian al grupo
experimental 2 (infusiéon celular de 1 x 106 células/Kg peso paciente) y 10
representaban al grupo control (siguieron con su tratamiento convencional).

La aleatorizacion de los grupos de tratamiento se detalla en la Figura 19.

Feclutamiento

|

Pacientes randotnizados (1= 35)

v

Girupo dosis 0,5 % 10 (n=12)
Infusion recibida (n=12)

!

}

!

Cirupo dosis 1% 10" (n=11)
Infusion recibida (n=10)

Grupo control (r=12)
Infus1on recibada (ra)

|

v
Perdidos durante el Perdidos durante el Perdidos durante el
sequitniento (n=2) sequitniento (n=1) seguirniento (n=1)
- Ilarcadores turmorales altos - Cariotipo andrmalo - 14l
- Extus - Exdtus
Apalizados (n=10) Analizados (n=10) Lnalizados (n=10)

Figura 19: Diagrama ilustrativo de la randomizacién, seguimiento y andlisis de los pacientes

incluidos en el ensayo. IAM: infarto agudo de miocardio.
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La edad media de los 30 pacientes incluidos en el estudio fue de 66,3+10,5 (edades
comprendidas entre 43 y 84 afios). De los 30 casos analizados, 24 eran hombres

(80%) y 6 mujeres (20%) con un cociente de varones-mujeres de 4:1.

La mayoria de los pacientes presentaron DM2 (96,6%), excepto un paciente que
presenté DM1 (P22). 21 pacientes (70%) se encontraban insulinizados, 17 de ellos
(56,6%) en combinacion con antidiabéticos orales (ADO). 9 pacientes (30%)

recibian como unico tratamiento para la diabetes ADO.

De los pacientes incluidos en el estudio, el 86,6% presentd enfermedad
macrovascular asociada importante, concretamente: 10 pacientes (33,3%) habian
sufrido un accidente cerebrovascular (ACV) y 16 (53,3%) tenian un historial de
cardiopatia isquémica. Asimismo, varios pacientes presentaban complicaciones
microvasculares severas: retinopatia en 14 pacientes (46,6%), nefropatia diabética

en 8 pacientes (26,6%) y neuropatia diabética en 15 pacientes (50%).

En relacidén a los factores de riesgo que predisponen a la isquemia crénica critica
de los miembros inferiores, ademas de la diabetes, 25 casos (83,3%) presentaban
HTA y 25 casos dislipemia. En cuanto al habito tabaquico, la mitad de los pacientes
del estudio han sido fumadores (15 casos, 50%) y 5 pacientes (16,6%) seguian

fumando en el momento del estudio.

El 100% de los pacientes incluidos en el ensayo presentaban un cuadro severo de
la patologia: 20 pacientes (66,6%) fueron clasificados con grado II en la Escala de
RB (dolor en reposo) y 10 (33,3%) con grado III (pérdida tisular en mayor o menor
medida). El grupo control fue el que mas pacientes en grado II registré (80% vs.

60%).

En cuanto a las ulceras, 10 pacientes en total (33,3%) las presentaron al inicio del

ensayo.

24 pacientes (80%) presentaban afectacién de ambas extremidades por la
patologia, mientras que el 19,9% tenian s6lo una extremidad afectada (13,3%
extremidad derecha; 6,6% extremidad izquierda). 10 pacientes (33,3%) habian

sufrido una angioplastia (ATP) y/o implantacion de stent en el miembro
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considerado diana para la terapia celular, mientras que 6 tenian un by-pass (Tabla

13).

Tabla 13: Caracteristicas basales de la poblacion del estudio

Grupo experimental Grupo control
1 2 (n=10)
(n=10) (n=10)
Edad (afios) 67,4=7,7 64,3=9,1 67,1=14,3
Sexo
Masculino 8 (80%) 8 (80%) 8 (80%)
Femenino 2 (20%) 2 (20%) 2 (20%)
Diabetes
Tipo 1 - - 1(10%)
Tipo 2 10 (100%) 10 (1009%) 9 (90%)
Tratamiento diabetes
ADO 5 (50%) 1(10%) 3(30%)
Insulina 1(10%) 2 (20%) 1(10%)
ADO +insulina 4 (40%) 7 (70%) 6 (60%)
Co-morbilidades
ACV 5 (50%) 3 (30%) 2 (20%)
Cardiopatfaisquémica 4 (40%) 6 (60%) 6 (60%)
Retinopatia 5(50%) 4 (40%) 5 (50%)
IRC 2 (20%) 2 (20%) 4 (40%)
Neuropatia 8 (80%) 2 (20%) 5 (50%)
Factores deriesgo
HTA 9 (90%) 8 (80%) 8 (80%)
Dislipemia 9 (90%) 9 (90%) 7 (70%)
Tabaco actuales - 2 (20%) 3 (30%)
Ex-fumadores 6 (60%) 5(50%) 4 (40%)
Grado Rutherford
R-II (categoria 4) 6 (60%) 6 (60%) 8 (80%)
R-III (categorfas 5-6) 4 (40%) 4 (40%) 2 (20%)
Ulceras MD 4 (13,3%) 4(13,3%) 2 (6,66%)
Revascularizacién MD
ATP/Stent 2 (20%) 2 (20%) 6 (60%)
By-pass 2 (20%) 2 (20%) 2 (20%)

ADO: antidiabéticos orales; ACV: accidente cerebrovascular; IRC: insuficiencia renal crénica;
HTA: hipertension arterial; MD: miembro diana; ATP: angioplastia transluminal percutdnea
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4.2. PRODUCCION DEL MEDICAMENTO CELULAR

Para la obtencién del medicamento utilizado en la terapia celular se biopsiaron
muestras procedentes del tejido adiposo subcutaneo. En todos los casos, las
biopsias fueron mayores de 30 gramos, tal y como se especificaba en el protocolo.
Una vez limpias de tejido conectivo y vasos sanguineos, las muestras de grasa
pesaron 27,6 + 10 gramos y de 24,8 + 6 gramos para el grupo experimental 1 y el

grupo experimental 2 respectivamente (Figura 20).

L\,,"' —~
v

=

Figura 20: Imdgenes representativas del proceso de produccion celular. (A). Kit de transporte
validado; muestra de tejido adiposo; proceso de produccién bajo condiciones GMP; producto final.

No se observo ningln signo de contaminacion en ninguna de las muestras de tejido
adiposo biopsiadas. Asimismo, no se detectaron contaminaciones ni durante ni
después del proceso de expansion celular. Los controles de calidad microbiolégicos
(CC) de todos los lotes del producto celular fueron negativos. El contenido de
endotoxinas fue < de 5 EU/mL en todos los casos, cumpliendo con los
requerimientos de la farmacopea. La esterilidad se preservo a lo largo de todo el

proceso de produccion del medicamento celular.

La viabilidad celular media del producto final fue del 97,8 + 1,4% en el grupo
experimental 1y del 96,7 + 0,9% en el grupo experimental 2. Se realizd el cariotipo

de cada preparaciéon celular, presentandose un patrén normal en todas ellas, a
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excepcién del cultivo celular derivado de la muestra biolégica del paciente P26, lo
que supuso una desviacion del protocolo que tuvo como consecuencia la exclusion
del ensayo de este paciente (ver apartado 4.4). Se confirm6 la capacidad de
diferenciacién celular de cada lote a los linajes adipocitico y osteocitico (Figura

21).

Figura 21: Imdgenes representativas de la capacidad de diferenciacion de las AdMSCs. Imagen
izquierda: cultivo de AAMSCs. Imagen central: AAMSCs diferenciadas a adipocitos con tincién Oil Red.
Imagen derecha: AdMSCs diferenciadas a osteocitos con tincién de Alizarin Red.Barra de escala:
500um.

Los pases celulares en el proceso de expansion celular de cada lote no
sobrepasaron en ningun caso 7 subcultivos (Pase 7). Se obtuvo la dosis requerida
para el tratamiento celular en todos los casos, obteniéndose una media de 40,95 +
9,6 millones de células para el grupo experimental 1 (que tenian un peso medio de
paciente de 81,9 + 19,2 kg) y de 82,0 + 13,7 millones de células para el grupo
experimental 2 (con un peso medio en kilos por paciente de 82,0 + 13,7) (Tabla
14). En los dos grupos de tratamiento experimental se obtuvieron resultados
similares en parametros relacionados con el cultivo celular de AAMSCs autdlogas.

Las diferencias entre los dos grupos no fueron significativas (Tabla 14).

Tabla 14: Caracteristicas de la produccion del medicamento celular

Grupo experimental
Grupo1l Grupo 2
Peso en kg por paciente 819+19,2kg 82,0+13,7 kg
Grasa de partida (limpia) 27,6+10gr 248+ 6gr
Viabilidad celular 97,8+1,4% 96,7+0,9 %
Diferenciacion celular Todas positivas Todas positivas
CC microbiolégicos Ausencia Ausencia

Grupo Experimental 1: dosis 0,5x10¢células/kg peso del paciente. Grupo Experimental 2: dosis
1x10¢células/kg peso del paciente. CC: Controles de Calidad
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Las células AdMSCs obtenidas del tejido adiposo fueron caracterizadas mediante
citometria de flujo para determinar la pureza del producto celular para la terapia.
Entre el 94% y el 99% de las AAMSCs cultivadas expresaron los marcadores
estromales mesenquimales (CD73 y CD90), concretamente con unos porcentajes
en el grupo experimental 1 de 98,5+1,8% y 99,6+0,3 y de 94,7+7,1y 99,7+0,2 en el
grupo experimental 2. Asi mismo, fueron negativas para la deteccién de
macrofagos, células hematopoyéticas y endoteliales en el producto final (CD31,
CD34 y CD45), con unos valores de 0,4 + 0,4% vy 1,1 + 1,4%; 2,2 + 1,4% y 4,8
3,2%; 04 £ 05% y 1,1 + 1,3% en el grupo experimental 1 y en el grupo

experimental 2 respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Caracterizacién fenotipica del producto celular. (A).Diagrama representativo de los
marcadores de superficie de las AAMSCs. (B). Representaciéon grdfica del porcentaje resultante de los
distintos marcadores que expresaron las AdAMSCs en el producto final.
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4.3. FACTIBILIDAD DEL TRATAMIENTO CON ADMSCs AUTOLOGAS

El tratamiento en estudio (AdMSCs autdlogas procedentes de tejido adiposo) se
aplico a todos los pacientes aleatorizados en la rama experimental siguiendo el

protocolo establecido. No hubo incidencias relevantes.

4.4. SEGURIDAD RELACIONADA CON EL TRATAMIENTO CON ADMSCs
AUTOLOGAS

De los 30 pacientes que finalmente fueron incluidos en el ensayo, 27 (90%)
experimentaron al menos 1 acontecimiento adverso (AA) y 13 (43,3%)

experimentaron al menos un acontecimiento adverso grave (AAG).

Se registraron 69 AA en total. En cuanto a la clasificacion de la severidad de los
AAs, la cual se basa en el juicio clinico del investigador responsable del estudio, se

consideraron leves 41; de intensidad moderada 23, y graves 5 (Figura 23).

En relacién con la aplicacién del medicamento celular, 64 AAs (92,7%) fueron
clasificados como no relacionados; 1 (1,4%) como improbable; 3 (4,3%) como

posible y 1 (1,4%) como probable (Figura 23).

No se registré ningtin nuevo caso de retinopatia ni una progresiéon de los casos

existentes debido a una angiogénesis desregulada después de la infusién celular.

501 801

41(59,4%) 64
(92,7%)
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Figura 23: Acontecimientos Adversos (AAs). (A) Severidad de los AAs. (B) Relacién con la
medicacion.
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4.4.1. AAS NO RELACIONADOS CON EL MEDICAMENTO CELULAR

El AA mas comun fue el aumento del dolor (20%), variaciones en los niveles de
glucemia (13.3%) y variaciéon en la tensién arterial (10%). 1 paciente (P16)
experimenté un evento cardiovascular mayor (insuficiencia cardiaca aguda), y 2
pacientes fueron ingresados para implantacion de 2 stents coronarios (P34 y P35).
2 pacientes requirieron transfusion de concentrado de hematies durante el ensayo,
aunque ninguna tuvo relacién con el tratamiento celular. 1 paciente (P28) fue
ingresado por ausencia de pulso desde nivel popliteo izquierdo con signos de inicio
de rabdomiolisis. Este ingreso no tuvo relacion con el tratamiento celular, ya que el

paciente estaba incluido en el grupo control.

Varios pacientes fueron ingresados para someterse a diversas intervenciones
quirdrgicas programadas (pancreatitis crénica, fractura de hiimero, colonoscopia
por polipectomia), ninguna de las cuales tuvieron relacion con el tratamiento del

estudio.

3 pacientes experimentaron celulitis en los miembros inferiores (P12, P17, P22),
precisando ingreso con tratamiento antibidtico por via intravenosa. El AA tiene

relacién con la gravedad de la patologia, no con el medicamento en investigacion.

4.4.2. AAS RELACIONADOS CON EL PROCEDIMIENTO

a) Procedimiento de infusién: 4 pacientes presentaron AAs en la zona de
extraccidn de la muestra de tejido adiposo: 1 paciente (P23) presenté una erupcion
pruriginosa en la pared abdominal después de la extraccion de la muestra de tejido
adiposo. Experiment6 dolor en la cicatriz de la extraccidn, y fue tratado sin mas
complicaciones. El paciente P24 fue tratado para la cicatrizacién de la herida
quirurgica. 1 paciente (P31) presenté dolor en la zona de infusion. El P25 tuvo que
prolongar su hospitalizacion después de la infusion celular por presentar eritema
reticulado, sin empastamiento con dolor en regién proximal del miembro inferior,
debido a que el acceso para la infusién fue femoral. Precis6 tratamiento profilactico

con antibioterapia.
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b) Procedimiento de expansidon celular: El cultivo celular de AAMSCs autélogas del
paciente P26 presenté un cariotipo andémalo en dos determinaciones
independientes y en pases diferentes de cultivo. Inicialmente, se analizaron 60
metafases de las que se cariotiparon 13 de un cultivo en pase 3. Tres de ellas (5%)
presentaron 47 cromosomas, siendo el excedente un cromosoma C, que parece

corresponde al cromosoma 7, siendo las 57 restantes (95%) normales 46, XX.

Ante este cariotipo andmalo, se volvié a remitir una muestra del mismo cultivo
pero esta vez en pase 5. Se analizaron 30 metafases, de las que se cariotiparon 6.
Tres de ellas (10%) presentaron alteraciones distintas, apareciendo en dos un
excedente de cromosoma 7 (47, xx, +18 [1]/ 47, xx, +7 [1]/ 48, x, +7 +7 +10[1]),
siendo el resto (90%) normales (46,xx [27]) (Figura 24).

a2 x - il -
t« A D) b 4 & & g ]_":. b F 4 il ¥ £
) a8 4§ afl | &% 1R 1A VY
¥ e 8 iR W W ! f ' 't L T:
1 3 4 5 -"‘: g *‘I E [}
¥ YRS RIE IR
73{ 74 b ¢l d¢ BF (LY £ 0 2 w 03 i
6 ] 3 0 " 2 ‘H':ll ““'. E :- E‘._.: ::I A ';!Il
} ' 5 " i
h , " "
E‘J; !L‘ '.!(r: ;5 %1 ge id % & >
1 " 15 1 1 1% o ] ¥ i g LA 1 Y
-] LB d LR Y
W4 .
8 38 4 45 2% m b )
1 0 2] X o | -1 ‘.|.|'

AT XX#T

Figura 24. Cariograma del cariotipo realizado al cultivo del paciente P26. La imagen de la
izquierda muestra un excedente de cromosoma 7 trisomia (47,XX,+7), mientras que la imagen de la
derecha presenta un cariotipo normal (46, XX).

Este evento adverso afecta al producto en investigacién y no al paciente, puesto
que las células no fueron infundidas en ningin momento ya que no se cumplieron
las normas de liberacién para el producto celular. Tras este acontecimiento, el
paciente fue excluido del ensayo. Asimismo, las células cultivadas fueron

desechadas segun procedimiento de la UAPC de CABIMER.
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4.4.3. AAS RELACIONADOS CON EL MEDICAMENTO EN INVESTIGACION

Se registraron 2 reacciones adversas, que a juicio clinico y del promotor, podrian
relacionarse con la naturaleza del medicamento celular y el procedimiento/forma
de la infusion del producto utilizado en la terapia celular. Dos pacientes (P02 y
P09) desarrollaron microtrombosis distal en las 24 horas siguientes a la infusion
celular. Ambos requirieron terapia antitrombdtica para su estabilizacién y
posteriormente, fueron dados de alta (ver apartado 4.6). Uno de ellos (P02) fue
excluido del ensayo posteriormente por causas no relacionadas ni con el
tratamiento celular ni con la reaccién experimentada segin fue determinado a

juicio clinico y del promotor.

4.5. RESULTADOS DE EFICACIA

Todos los andlisis de eficacia fueron exploratorios, ya que inicialmente el ensayo
no fue diseflado para detectar diferencias entre los grupos de tratamiento en los

parametros de eficacia.

4.5.1. EVALUACION DE NEOVASCULARIZACION

Se evaluaron los cambios producidos en el grado de angiogénesis y/o

vasculogénesis en el miembro diana.

a) Andlisis cualitativo: Dos expertos independientes analizaron las angiografias y
valoraron cualitativamente la vascularizacion de los pacientes segun grados 0, +1,

+2y +3. (Figura 25).

Basal 6 meses 12 meses

Figura 25: Imdgenes representativas de las angiografias
en el momento basal y a los 6 y 12 meses posteriores a la
infusion celular.
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Si bien ninguno de los pacientes present6 el grado 3 de vascularizacién, en el 20%
de los pacientes de cada grupo experimental se observé un aumento de la
vascularizaciéon en el miembro infundido después de los 6 meses de recibir el
medicamento celular. Dichos pacientes mantuvieron ese nivel de vascularizacién al
afio de seguimiento. Ademas, el 10% del grupo experimental 1 y el 20% del grupo
experimental 2 experimentaron un aumento de la vascularizacién observable a los
12 meses de ser infundidos con las células. Ningun paciente sufrié una disminucién

de la graduacion segun la escala de vascularizacion comentada (Tabla 15).

Tabla 15: Valoracién cualitativa de las angiografias

Escala de vascularizacion (criterio cualitativo)

Basal 6 meses 12 meses Resultado
Grupo
experimental 1
P01 2 2 2 No cambios
P03 1 ND 2 ND/+
P06 1 2 2 +/+
P08 1 2 2 +/+
P09 1 ND 1 ND/=
P10 2 2 2 No cambios
P12 1 1 1 No cambios
P13 1 1 2 =/+
P15 1 1 ND =/ND
P16 1 1 ND =/ND
Grupo
experimental 2

P18 2 2 2 No cambios
P20 2 2 No cambios
P23 1 1 ND =/ND
P24 2 2 2 No cambios
P25 1 1 2 =/+
P27 2 2 2 No cambios
P29 1 2 2 +/+
P31 1 2 2 +/+
P34 1 1 1 No cambios
P35 1 1 2 =/+

0: nula o minima ramificacién; +1: débil ramificacion que no sobrepasa 1/3 de la distancia entre la
arteria infrapoplitea principal y la superficie del miembro; +2: ramificacién arterial que abarca el
tercio medio de la distancia entre la arteria infrapoplitea principal y la superficie del miembro; +3:
rica ramificacién arterial desde la arteria principal infrapoplitea que se extiende hasta la superficie
del miembro. ND: no datos. +: aumento.



108| RESULTADOS

Un 30% de los pacientes del grupo experimental 1 y un 50% de los pacientes del
grupo experimental 2 no presentaron cambios en su circulacién colateral

observable cualitativamente en las angiografias.

En un 40% de los pacientes del grupo experimental 1 no se recibi6 la imagen de la
angiografia en alguno de los periodos de post-infusién y no pudo ser valorado. En

el grupo 2, esto ocurrio en el 10% de los pacientes.

b) Andlisis cuantitativo: Se cuantific6 el arbol vascular en las angiografias recibidas
con el programa informatico Metamorph® Image System Meta Series Software

v.7.7.0 Formation application module.

En el Grupo Experimental 1 se cuantificaron todas las imagenes recibidas
pertenecientes al momento de la infusién celular (periodo basal), el 70% de las
imagenes recogidas en el periodo de los 6 meses después de la infusion celular y el

80% de las imagenes que corresponden al periodo de los 12 meses.

En el grupo experimental 2 se cuantificaron el 90% de los casos en el periodo de
los 6 meses y el 80% de las imagenes recibidas en el periodo de los 12 meses. El

resto de las imagenes no cumplieron los criterios para la cuantificacion.

En funcién de las imagenes recibidas y bajo las caracteristicas descritas en el
apartado de Pacientes y Metodologia, la cuantificacién del arbol vascular mediante
Metamorph® nos permitié observar un aumento en los parametros elegidos del
30% de los pacientes incluidos en el Grupo Experimental 1. Dicha mejora se
mantuvo en el tiempo, observandose tanto a los 6 como a los 12 meses posteriores
a la infusion celular recibida. En concreto, los pacientes P06 y PO8 mostraron una
mejora significativa con respecto a su estado basal, resultados concordantes con la

mejora clinica experimentada por dichos pacientes (Figura 26).

En el Grupo Experimental 2 la cuantificacion del arbol vascular mediante
Metamorph® nos permitié observar un aumento en los parametros elegidos en el
40% de los pacientes. Concretamente, en los pacientes P29, y P31, dicho
incremento fue observable desde los 6 meses de la infusién celular y

moderadamente mantenido a los 12 meses. En el caso de los pacientes P20 y P34,
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el aumento del arbol vascular fue observable a los 12 meses del tratamiento

celular (Figura 26).

De forma general, la cuantificacién mostré que la neovascularizacién tuvo lugar en
varios pacientes tratados con el producto celular. EI 35% mostr6 una mejora en la
vascularizacion con un incremento en las variables de extension vascular
(TTL/TTA) y/o en las de densidad vascular (BP y S), por el contrario, el 45%

mostré una disminucién en alguna de las variables (Figura 26).
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Figura 26: Cuantificaciéon de la neovascularizacién. Los datos angiogrdficos de extension vascular
(longitud total del vaso (TTL) y drea total del vaso (TTA)) y de densidad vascular (puntos de
ramificacién (BP) y segmentos (S)) fueron cuantificados en la regién vascular infrapoplitea y
comparados con la situacion basal (azul), a los 6 meses de la infusién celular (rojo) y a los 12 meses
(verde). Se observé un incremento significativo de cada variable, lo cual expresa la aparicion de
neovascularizacién inducida por la infusién de AMSCs autdlogas. Andlisis estadistico usando paired t-
test (sig. Two-tailed).*p<0.05; **p<0.01; p<0.001.

A los 6 meses de seguimiento, tuvo lugar un aumento estadisticamente
significativo en el 15% de los pacientes en las variables utilizadas para medir la
extension vascular (TTL y TTA). En el 25% se observé una disminucién
probablemente como consecuencia de la evolucion de la enfermedad. A los 12

meses, el aumento lo experimentaron el 30%, mientras que s6lo el 25% de los
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pacientes mostraron una disminucién de la vascularizacién en las variables de

extension vascular.

Con respecto a las variables que midieron la densidad vascular, la cuantificacién
resulté en un aumento en el 15% y en el 20% de los pacientes en las variables de
puntos de ramificaciéon (BP) y de segmentos (S) respectivamente frente al 25% y
30% donde se observd una disminucion de dichos parametros. A los 12 meses, el
incremento tuvo lugar en el 25% de los pacientes en la variable de BP y en el 30%

en la de S. Disminuy6 en el 20% tanto en BP como en S.

No se obtuvieron resultados estadisticamente significativos al comparar las dos

dosis de tratamiento.

Por tanto, podemos concluir que a lo largo del estudio, el 35% de los pacientes
experimenté un aumento de la neovascularizacion en el miembro infundido
atribuible a la terapia celular recibida. Dicho aumento fue mantenido en el tiempo,
ya que fue observado tanto a los 6 meses como a los 12 meses después de la
infusién celular. Por el contrario, en un 45% de los pacientes disminuy6 la
vascularizacién segln los datos arrojados por la cuantificaciéon. Dicha disminucién
puede ser debida a la progresion evolutiva de la enfermedad que presentan. En la
Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacién expresada con
flechas ascendentes las cuales implican un aumento, o con flechas descendentes las
cuales se refieren a una disminucién de los parametros. Dicha cuantificacién fue
comparada con los pardmetros basales que presentaban los pacientes al comienzo

del ensayo.



Tabla 16: Resumen de los resultados obtenidos mediante cuantificacion con MetaMorph
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TTL TTA BP S
Pacientes Basal/6 m Basal/12 m Basal/6 m Basal/12 m Basal/6 m Basal/12 m Basal/6 m Basal/12 m
Grupo
experimental 1
P01 n.s Wl n.s W n.s n.s n.s n.s
P03 No imagen n.s No imagen n.s No imagen n.s No imagen n.s
Po6 ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ T
P08 n.s T n.s ™ n.s T n.s T
P09 No imagen l No imagen ! No imagen l No imagen l
P10 n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
P12 No imagen n.s No imagen n.s No imagen n.s No imagen n.s
P13 l n.s \) n.s l n.s l n.s
P15 W No imagen W No imagen W No imagen AN No imagen
P16 n.s No imagen n.s No imagen n.s No imagen l No imagen
Grupo
experimental 2

P18 n.s n.s n.s n.s n.s n.s T n.s
P20 N T AN T N T AN N
P23 n.s No imagen n.s No imagen n.s No imagen n.s No imagen
P24 L l ANAS (N ™17 N Wl N
P25 No imagen No imagen No imagen No imagen No imagen No imagen No imagen No imagen
P27 No imagen l No imagen n.s No imagen Ll No imagen Ll
P29 T ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™
P31 T T T T T T T T
P34 W (N AN ™ LW n.s Wl n.s
P35 NS Wl ANAS ANAS LW NS Wl NS

TTL: total tube length (longitud de los vasos arteriales); TTA: total tube area (drea que suponen los vasos arteriales); BP: branch point (puntos de ramificacion); S:
Segmentos; n.s: no estadisticamente significativo; T: aumento; {: disminucién

T/4: p<0.05

11/444: p<0.01

111/444: p<0.001
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4.5.2. VARIABLES SECUNDARIAS

Se evaluaron los cambios producidos en los indices de amputacion, la cicatrizacién

de las ulceras, escala visual analégica del dolor (EVA) y perimetro gemelar.

a) Amputaciones

5 pacientes presentaron amputaciones previas al estudio. Durante el afio de
seguimiento, ningun paciente sufrié una amputacién mayor ni en el miembro diana
ni en el contralateral. Sin embargo, 5 pacientes experimentaron amputaciones
menores a nivel digital, 3 de los cuales presentaban grado III en la Escala de RB. 1
paciente presentd la amputacién en el miembro contralateral (P12), mientras que
4 de ellos la presentaron en el miembro diana (P09, P13, P29, P33). La Tabla 17
resume el nimero de pacientes asi como el porcentaje de amputaciones sufridas a

lo largo del estudio (6 y 12 meses) en los tres grupos de aleatorizacion.

Tabla 17: Amputaciones ocurridas a lo largo del ensayo en el miembro considerado diana.

Control Grupoexp.1 Grupoexp.2

6 meses Pacientes (%)

Pacientes con amputacion (N) 10%(1) 20%(2) 10%/(1)
Pacientes con amputacion mayor (N) 0% 0% 0%
Numero total de amputaciones 2 2 4

12 meses Pacientes (%)

% con amputacion (N) 10%(1) 10%(1) 10%(1)
% con amputacion mayor (N) 0% 0% 0%
Numero total de amputaciones 2 1 1

N: niimero de pacientes

El paciente P09, el cual sufrié una reacciéon adversa que se comenta en el apartado
4.6, curs6 con fendmenos de trombofilia asociados que se objetivaron después de
la infusién celular, y de los que el paciente era portador con anterioridad. Esto dio
como resultado lesiones necroticas en los dedos 32,42y 52y en la base del 12 dedo
y en la cabeza de metatarsiano. A los 3 meses de la infusién celular fueron

amputados por presentar necrosis seca.
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El paciente P13 sufri6 una amputacion menor (12 dedo del pie izquierdo) tras
meses de gangrena himeda un mes después de la infusion celular. A los 9 meses de
la infusién, present6 embolizaciéon de gérmenes en el curso de infeccion del pie,

por lo que sufrié otra amputaciéon en un dedo del pie izquierdo.

El paciente P29 sufrié 4 amputaciones menores en total, teniendo lugar la primera
de ellas antes de la infusién celular. A los 4 dias de la infusiéon, requirié ingreso
hospitalario por infecciéon en la herida de la amputacion, apareciendo lesiones
cutaneas nuevas. A los 3 meses de la infusién, presenté6 amputacion del 42 dedo. A
los 6 meses presenta amputacion de otros dos dedos (22 y 39). A los 9 meses de la
infusién, ya le han sido amputados todos los dedos del miembro diana, aunque

presenté excelente tejido de granulacion.

El paciente P33, aleatorizado en el grupo control, sufri6 amputaciones en ambos
miembros, asi como diversas ulceras (un total de 4) a lo largo del estudio. 4 dedos

del miembro considerado diana fueron amputados.
b) Cicatrizacion de ulceras

Respecto a la evolucién de la cicatrizacion de las ulceras, 10 pacientes (33,3%)
presentaron ulceras no cicatrizadas en el miembro diana al inicio del estudio. 5 de
ellas fueron consecuencia de heridas quirdrgicas tras amputaciones sufridas
previas a la inclusién en el ensayo. Segun la Clasificacion de la Universidad de
Texas para ulceras diabéticas, un paciente presentaba grado C2, dos pacientes

grado B2, uno grado B1, cuatro presentaron grado B2 y dos grado Al.

Al finalizar el estudio, la escala de Texas reflejé la completa curacion de las lesiones
troficas en 6 casos (A0), excepto para los pacientes P12, P29 y P33 que
presentaron ulceras superficiales (A1) en los dos primeros casos, y una ulcera
infectada de proporciones considerables (9x14 cms) en el caso del paciente P33

(grupo control).

La cicatrizacién de las dlceras en los dos grupos de tratamiento con células fue mas
rapida en la mayoria de los casos respecto al grupo control, cuya evolucién ocurrié

de una manera mas lenta y discreta (Figura 27).
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Figura 27: Cicatrizacion de tlceras. (A). Evolucion del drea de la tilcera en mm? en el momento
basal, 6 meses y 12 meses del seguimiento de los tres grupos de tratamiento.(B). Imagen
representativa de la cicatrizacion de una tlcera en el momento basal y a los 45 dias tras el
tratamiento celular, observdndose buen tejido de granulacién.

c) Escala analdgica visual del dolor (EVA)

El dolor en los pacientes afectados por isquemia arterial periférica es un sintoma
principal por el que se acude a la consulta médica y a través del cual se realiza el

diagndstico.

En general, el dolor se redujo en un 60% (18 pacientes) de los pacientes del

estudio. Un 53,3% (16 pacientes) pertenecian a los grupos de tratamiento celular.
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10 pacientes (33,3%) (P01, P06, P08, P13, P15, P16, P18, P25, P27, P31) se
presentaron asintomaticos en cuanto al dolor al final del estudio, siendo todos
ellos de los grupos de tratamiento celular. E1 90% de los pacientes pertenecientes
al grupo control refirié mas dolor que al inicio del estudio. En el 20% de los casos
(6 pacientes) tuvo lugar un aumento de la escala con respecto al periodo basal,

siendo un 16,6% (5 pacientes) pertenecientes al grupo control.

En un 23,3% no se obtuvieron las medidas de la escala EVA a nivel basal y/o a los

12 meses del seguimiento debido a la no objetivacion por parte del paciente.

La comparativa entre los diferentes grupos arrojé una diferencia estadisticamente
significativa tanto entre el grupo experimental 1 con respecto al grupo control
(p<0.001) como entre el grupo experimental 2 y el grupo control (p<0.01) (Figura
28).
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Figura 28: Escala visual analdgica de dolor (EVA). Comparativa entre los grupos de tratamiento
celulary el grupo control. **p<0.01 ***p<0.001

Si bien una reduccién en la escala de dolor puede parecer un dato positivo, no hay
que olvidar que la mayoria de estos pacientes sufren neuropatia asociada con la

DM, por lo que este dato clinico debe ser interpretado con precaucion.
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d) Perimetro gemelar

El incremento de la perfusion tisular asi como un aumento en la capacidad de
marcha del paciente comportard un aumento de la masa muscular en la zona
afectada, por lo que la medicién del perimetro gemelar puede indicar una mejoria

indirecta del curso de la enfermedad.

Un 40% de los pacientes del grupo control experimenté un aumento de este
parametro al comparar las medidas basales con las tomadas a los 12 meses del
seguimiento; un 10% presento6 la misma medida que al inicio del estudio mientras
que en un 40% disminuy¢ dicho perimetro (Figura 29 A).

En el grupo experimental 1, el 40% de los pacientes presentaron un aumento del
perimetro gemelar a los 12 meses; el 30% permanecieron igual que al inicio y un
30% sufrié una disminucién en la medida (Figura 29 B).

En el grupo experimental 2, el 70% de los pacientes aumenté la medida del
perimetro gemelar; un 10% presentd la misma medida que al inicio del ensayo y

un 20% experimentd una disminucion en el perimetro gemelar (Figura 29 C).
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Figura 29: Medidas del perimetro gemelar en centimetros de los grupos de tratamiento al
inicio y al final del estudio (0 y 12 meses). A. Grupo control. B. Grupo experimental 1. C. Grupo
experimental 2.
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Aunque los resultados relativos a la medida del perimetro gemelar no indicaron
cambios significativos, los pacientes de los grupos experimentales refirieron mas
calor en el miembro infundido, un aumento de la coloraciéon asi como nacimiento

del vello.

4.5.3. SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD

Para estimar la evolucién de la severidad de la enfermedad en los pacientes del
estudio, se analizaron los cambios producidos en la Escala de Rutherford-Becker,

indice tobillo-brazo (ITB) y presion transcutanea de oxigeno (tcp0Oz).
a) Escala de Rutherford-Becker (RB)

Segin el grado de severidad de la enfermedad, todos los pacientes fueron
clasificados segun la Escala RB (ver Tabla 13) en el grado Il categoria 4 (R II-4,
aquellos que experimentan dolor en reposo) o en el grado IlI-categorias 5-6 (R III-
5-6, clasificacion relacionada con la presencia de lesiones troéficas). Dicha escala
tiene en cuenta tanto criterios hemodindmicos como clinicos. En los grupos de
tratamiento, tanto en el grupo experimental 1 como en el grupo experimental 2,
hubo mayor proporciéon de pacientes con pérdida de tejido (grado III) que en el

grupo control (40% frente al 20%).

La tasa global de mejoria para todos los pacientes del estudio a los 6 meses fue de
un 40%. Cuando la evaluacioén se llevo a cabo separando los grados, para todos los
pacientes, el 42,1% de los categorizados como R [I-4 mejoraron, mientras que solo
el 36,4% de los R I11-5-6 lo hicieron. En el grupo de tratamiento 1 hubo una mejora
mayor en el grupo categorizado como R III-5-6 frente al R 11-4 (50% vs 33,3%). En
el grupo de tratamiento 2 y en el grupo control, fue mayor la mejora en los
pacientes con grado II-4 (66,7% vs 50%; 28,6% vs 0%). Cabe destacar que en el
grupo control no se produjo ninguna mejora en los pacientes con la clinica mas
severa, es decir, aquellos pacientes catalogados como R-III. Ademas, la mejora en
el grupo R-II de los pacientes control es discreta frente a los grupos tratados con
células (28,6% vs 33,3% y 66,7%), siendo el grupo control el que mas pacientes

con esta graduacidn tenia al comienzo del estudio (80% vs 60%) (Tabla 18).
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Alos 12 meses del tratamiento, la mejora general de todos los pacientes fue de un
60% con respecto al inicio del estudio, porcentaje que coincide tanto en los
pacientes grado Il como en los de grado IIl. La mejoria por grupos de tratamiento
dio como resultado un 60% en el grupo 1, un 80% en el grupo 2 y un 40% en el
grupo control, siendo éste ultimo claramente inferior que los grupos tratados con
células. Con respecto a los grados de RB, en el grado II mejoraron un 37,5% de los
pacientes del grupo control, frente al 50% y el 100% de los grupos tratados con
células 1 y 2 respectivamente. Los pacientes con grado III en la escala de RB,
experimentaron una mejora del 50% en el grupo control que coincide con el grupo
de tratamiento 2. En el grupo de tratamiento 1 la mejora fue de un 75% de los

pacientes (Tabla 18).

Tabla 18: Numero de pacientes-casos (%) clasificados segun la severidad de la enfermedad

mediante la escala de Rutherford-Becker a lo largo del ensayo.

Grados RB Basal 1 mes 3 meses 6 meses O meses 12meses
Casos Casos Casos Casos Casos Casos
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 1(10%) 1(10%)
3 I 1(10%) 2(25%) 2(20%) 2 (20%)
E II 8(80%) 7(70%) 7(70%) 5(625%) 2(20%) 6(60%)
% I 2(20%) 3(30%) - 1(12,5%) 5(50%) 1(10%)
N Total 10 10 8 8 10 10
_ 0 3(30%) 3(30%) 4 (40%)
i I 4(40%) 4(40%) 1(10%) 1(10%) 1 (10%)
g II 5(50%) 1(10%) 2(20%) 2(20%) 2(20%) 2(20%)
E I 5(50%) 5(50%) 4(40%) 4(40%) 4(40%) 3 (30%)
& Total 10 10 10 10 10 10
0 1(10%) 5(50%) 4(40%) 6(60%) 6(60%)
; I 3(30%) 3(30%) 3(30%) 2(20%) 3(30%)
g I 6(60%) 4 (40%)
5 I 4(40%) 1(10%) 1(10%) 2(20%) 2(20%) 1(10%)
~ Total 10 9 9 9 10 10
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E1 60% de los pacientes del grupo control no presenté ninguna mejora en la escala
de RB a los 12 meses del seguimiento (P11, P14, P17, P22, P28, P33). En 3 casos
(30%) se produjo una subida al grado anterior que podriamos interpretar como
una mejoria relativa (P05, P19 y P32), y Unicamente 1 paciente (P04) se mostro

asintomatico (grado 0) a los 12 meses del seguimiento (Figura 30).

0 D D O

Grados Escala Rutherford

P04 PO5 P11 P14 P17 P19 P22 P28 P32 P33

Pacientes grupo Control

Figura 30: Evolucién de los pacientes del grupo control en la Escala de RB durante el
transcurso del ensayo. Cada paciente estd representado por un color. Las barras representan cada
una de las visitas realizadas durante el seguimiento. “Cero (0)” implica paciente asintomdtico. ND:
datos no disponibles.

En el grupo experimental 1, el 40% (4 casos) se presentd asintomatico al final de
su seguimiento (P06, P08, P15, P16), mientras que el 20% de los pacientes (P10,
P13) experiment6 una mejora de un grado en la escala de RB. A los 12 meses del
tratamiento celular no existen cambios en la graduacién de la escala en el 30% de
ellos (3 casos) (P01, P03, P12), si bien tanto el paciente P01 como el P03
experimentaron una disminuciéon de 2 y 1 grado respectivamente, al mes de la
infusion celular. Esta mejoria es atribuible al medicamento celular. Dicha mejora
no fue continuada en el caso el paciente P01, puesto que a los 3 meses volvié a
presentar la graduacion que poseia al principio del ensayo, es decir, grado 3. En el
caso del paciente P03, la mejoria después de la infusion celular se prolong6 hasta
los 6 meses posteriores a la infusion celular. En la visita de los 9 meses volvié a
presentar la graduacion inicial, grado 2. El paciente P09 sufrié un empeoramiento,
pasando de un grado 2 en el momento de su seleccion a un grado 3 desde la

infusién del medicamento celular. Este empeoramiento se atribuye a una reaccién
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adversa, que a juicio clinico pudo estar relacionada con la infusién celular,
acompafiada de fendmenos de isquemia en dedos de los pies, aumento del dolor y
lesiones necréticas en tercer, cuarto y quinto dedos, base del primer dedo y cabeza

del quinto metatarsiano (Figura 31).

0 0 0

Grados Escala Rutherford

P01 PO3 PO6 PO8 PO9 P10 P12 P13 P15 P16

Pacientes grupo Exp. 1

Figura 31: Evolucién de los pacientes del grupo experimental 1 (dosis 0,5 x 106 cél/Kg peso
paciente) en la Escala de RB durante el transcurso del ensayo. Cada paciente estd representado
por un color. Las barras representan cada una de las visitas realizadas durante el seguimiento. “Cero
(0)” implica paciente asintomdtico. ND: datos no disponibles.

En el grupo experimental 2, los pacientes P18, P24, P25, P27, P31, P34 (60%)
presentan un grado 0 en la escala de Rutherford a los 12 meses de la infusién del
medicamento celular. En el 30% (P20, P23, P35) existe una disminucién de un
grado en la escala, si bien el paciente P35 se mantuvo asintomatico en las visitas de
los 3 meses hasta la visita de los 9 meses, pasando al grado I de la escala en el
ultimo mes de seguimiento. El paciente P20 present6 su mejora en la graduacion al
mes de la infusion celular, manteniéndola hasta el final del estudio. El paciente P23
experimento a los 3 meses la disminucion en la escala. El paciente P24 se muestra
asintomatico al mes de la infusién celular, manteniéndose en este estado hasta los
6 meses. Posteriormente, sufri6 un empeoramiento en su estado, mostrando un
grado 3 en la escala, retornando al grado 0 al final del seguimiento del estudio. S6lo
en un caso (P29) no se observa ninguna mejora, atribuible a diversas
amputaciones menores sufridas a lo largo del seguimiento. En términos generales,

sorprende la rapida mejoria de los pacientes en el grupo experimental 2, ya que



RESULTADOS]|121

tan sélo al mes de la infusion celular, ya hay un paciente asintomatico, y a los 3

meses de recibir el tratamiento 5 pacientes se muestran asintomaticos (Figura 32).

Grados Escala Rutherford

P18 P20 P23

Pacientes grupo Exp. 2

Figura 32: Evolucién de los pacientes del grupo experimental 2 (dosis 1 x 106 cél/Kg peso
paciente) en la Escala de RB durante el transcurso del ensayo. Cada paciente estd representado
por un color. Las barras representan cada una de las visitas realizadas durante el sequimiento. “Cero
(0)” implica paciente asintomdtico. ND: datos no disponibles.

En cuanto al analisis estadistico, mientras que en los pacientes del grupo control
no se aprecia ninguna mejoria estadisticamente significativa, en el grupo
experimental 1 existe una disminucion en la Escala de RB a los 12 meses de la
infusién con respecto al tiempo basal (* p< 0,05) (Figura 35). En el grupo
experimental 2 se observan mejoras desde el primer mes de la infusiéon celular,
obteniéndose una significacién estadistica tanto a los 6 meses después del

tratamiento (p<0.05) como a los 12 meses (p<0,01) (Figura 33).

Il Basal
Bl 6 meses

12 meses * %

Grados Escala Rutherford

Control Grupo exp 1 Grupo exp 2

Figura 33: Evolucion de los pacientes en la severidad de la enfermedad mediante la
graduacion en la escala de Rutherford-Becker con respecto a su situacion basal. p < 0.05 % p <
0.01 **
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b) indice tobillo-brazo (ITB)

Si bien el ITB puede ser un buen indicativo de la evolucion de la patologia durante
el seguimiento de los pacientes, en nuestro estudio no pudo ser determinado en la
mayoria de los casos. Unicamente en 11 de los 30 pacientes incluidos en el ensayo
se obtuvieron las medidas en el momento basal, a los 6 y 12 meses. De éstas, sélo
en 2 pacientes se obtuvo un registro valido; en el resto no fue valorable (Figura

34).

Se considera un ITB normal entre 1.0 y 1.2, y la EAP es diagnosticada cuando el ITB
es < 0.9. Sin embargo, individuos de edad avanzada y DM de larga duraciéon pueden
padecer calcificacion en las arterias pedias, lo cual causa una elevacién artefactual
del ITB. De hecho, en nuestro estudio, varios pacientes exhiben valores
considerados normales incluso en el momento basal, aunque por su historial

clinicos y pruebas complementarias han sido diagnosticados con CLI.

En los casos en que se pudo realizar la medida el 56,67% presenté valores por

debajo de 0,9 en alguna visita, y el 30% superior a 1,2.
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Figura 34: Medidas de ITB obtenidas en el momento basal, a los 6 y 12 meses del tratamiento.
Se considera patoldgico un ITB <0.9, mientras que un ITB entre 1.0 y 1.2 se considera normal. Varios
pacientes del estudio aparecen con valores considerados normales incluso al comienzo del ensayo.
Esto se debe a una calcificacion que presentan en las arterias, las cuales provocan falsos valores.
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c) Presion transcutanea de oxigeno (tcp02)

La medicion de la tcpO2 analiza la microcirculacién y la perfusién de los tejidos
después de la difusion del oxigeno desde los vasos. Se tomaron como valores
normales aquellos mayores de 40 mmHg, valores medios entre 20-40 mmHg y los

valores con mayor riesgo de amputacion los menores de 20 mmHg.

La media de los valores que presentaron al inicio del ensayo el grupo control y los
grupos experimentales (1 y 2) fueron de 34,5 + 16,56 mmHg; 32,4 + 16,81 mmHg y
30 £ 12,88 mmHg respectivamente. Al finalizar el seguimiento (12 meses), los
valores recogidos fueron 24,9 +16,21 mmHg; 28,3 + 16,5 mmHg y 42,67 * 16,1
mmHg, siendo el grupo experimental 2 el Unico que experimenté un aumento

estadisticamente significativo (p<0.05) (Figura 35).

B Grupoexp2
| Grupo exp 1
H control 5 P=0.0284

60 A

40 A

204

TcPO,(mmHg)

0 12 0 12 0 12

Tiempo (meses)

Figura 35: Evolucion de los pacientes en la presion transcutdnea de oxigeno (tcpO:) a lo largo
del ensayo. Evolucion estadisticamente significativa del grupo experimental 2 vs. Control (*p<0.05)

El grupo experimental 2 present6 a la finalizaciéon del ensayo mayor nimero de
pacientes con valores considerados normales respecto al grupo control y el grupo
experimental 1 (60% vs. 20%). Asi mismo, también se observd en este grupo
menor porcentaje de pacientes con valores considerados con mayor riesgo de
amputacion (10% vs. 50% vs. 40%). Estos resultados pueden ser atribuibles a una
respuesta positiva del organismo del paciente al tratamiento celular de mayor

dosis (Figura 36).
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Figura 36: Evolucién en la tcpO: en los distintos grupos de tratamiento durante el sequimiento
del ensayo. Valores por debajo de los 20 mmHg se consideran de mayor riesgo para sufrir una
amputacién. Valores por encima de los 40 mmHg son considerados normales.

4.6. INVESTIGACION DE LA REACCION ADVERSA

Durante el transcurso del estudio se registraron dos reacciones adversas en dos
pacientes aleatorizados en el grupo experimental 1 (P02 y P09) los cuales fueron
comunicados a la agencia en las 24 horas siguientes. A juicio clinico y del
promotor, podrian relacionarse con la infusion del producto utilizado en la terapia
celular. El paciente P02 fue excluido del ensayo con posterioridad por causas no
relacionadas con el tratamiento celular ni con la reaccién adversa. El paciente P09
continuo en el estudio y completé todas las visitas del seguimiento.

El ensayo fue interrumpido para evaluar las causas subyacentes de las reacciones

adversas y su posible relacion con el producto celular utilizado.

4.6.1. DESCRIPCION DE LAS REACCIONES

La trombosis aparece por una reduccién de flujo de sangre, por lesiones en la
pared vascular y por un aumento de la tendencia a la coagulacion sanguinea (por
ejemplo cuando aumenta la concentracion de factores de coagulacion o se altera el
equilibrio normal entre coagulaciéon y dilucion de los coagulos a causa de

determinados medicamentos).

Los dos pacientes refirieron opresion a nivel infrapopliteo y reaccién vasomotora
de origen neurdgeno en el tercio distal del miembro diana, acompafiado de

discreto dolor en las diez horas posteriores a la infusién celular. Se les realizé Eco
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Doppler para comprobar la permeabilidad arterial, demostrandose la indemnidad
de los vasos arteriales de mediano calibre. Los pacientes fueron tratados con
terapia antitrombética y fueron dados de alta a las 72 horas de desaparecer

totalmente la sintomatologia.

4.6.2. EVALUACION DE LA CAPACIDAD FIBRINOLITICA DEL PRODUCTO CELULAR

La formacion de un trombo debido a condiciones patologicas como la DM y la CLI
supone una barrera contra agentes externos. La red de fibrina que se produce debe
ser degradada por la poblaciéon celular endégena mediante la capacidad
fibrinolitica que poseen (166), para facilitar la migracién celular hacia las areas
lesionadas. Bajo este contexto, y debido a las dos reacciones adversas acontecidas,
nuestro grupo consider6 la hipotesis de una posible desregulacion entre los
procesos de formacion de la fibrina y su subsecuente solubilizacién por parte de
las MSCs utilizadas en el estudio. Los fendmenos de trombofilia asociados que se
objetivaron después de la infusion celular, y de los que los pacientes eran
portadores con anterioridad, (ambos pacientes cursaban con
hiperfibrinogenemia), nos llevé a evaluar si el ambiente protromboético generado
por la DM puede influir en alguna de las propiedades fibrinoliticas de las AdMSCs
utilizadas para la terapia. Al tratarse de un tratamiento autélogo, esta opcion era

posible.

Se analizaron mediante qPCR y ELISA los factores clave de la cascada fibrinolitica
(niveles de t-PA y PAI-1) estimulando las AAMSCs bajo distintas condiciones, con el
fin de evaluar si las AAMSCs derivadas de pacientes diabéticos como las usadas en
el ensayo en el que se basa esta tesis manifestaban alguna desregulaciéon en su
capacidad fibrinolitica, ya que se ha descrito que el exceso o déficit de alguno de
los factores del sistema de fibrindlisis-antifibrinélisis puede inducir trombosis

(Figura 37).
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Figura 37. Esquema ilustrativo de la implicacion de algunos de los factores que participan en
la fibrindlisis y trombosis. A.t-PA: activador tisular del plasminégeno; PAI-1: inhibidor del activador
de plasmindgeno-1; PDF: productos de degradacién del fibrindgeno. B. El exceso o déficit de alguno de
los factores del sistema de fibrindlisis-antifibrinolisis puede inducir hemorragia o trombosis (Fuente:
Imagen modificada de Vaughan, 1995)

Para ello, se cultivaron AdMSCs control (AdMSCs-C), AdMSCs de pacientes
diabéticos (AdMSCs-D) y no diabéticos (AdMSCs-ND) en presencia de suero
comercial (control), suero humano sano (Sh-S), diabético (Sh-D) y no diabético
(Sh-ND). En condiciones control, mediante el andlisis por qPCR las tres poblaciones
celulares obtuvieron similares niveles de expresién de tPA, obteniéndose una
disminucion significativa (p < 0,05) en las AAMSCs-ND con respecto a las AMSCs-

C a nivel de proteina secretada (Figura 36).

Al estimularlas con suero humano (Sh-S, -D y -ND), los niveles tanto
transcripcionales como de proteina secretada de tPA resultaron significativamente
mas bajos en AAMSC-D (p<0,01) con respecto a las AdMSCs-C, sugiriendo que la
adicion de suero, independientemente de su origen inhibe la expresion de tPA en

estas células (Figura 38).
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Figura 38. Deteccion de la expresion de tPA a nivel de ARNm (fila superior) y proteina (fila
inferior) en AdMSCs procedentes de linea comercial (AdMSCs-C), paciente diabético con CLI
(AdMSCs-D) y paciente no diabético con CLI (AdMSCs-ND) después de cultivarlas con suero
comercial (Control), suero humano sano (Sh-S), suero humano diabético con CLI (Sh-D) y suero
humano no diabético con CLI (Sh-ND). La expresion relativa de ARNm indica el ratio entre el gen
especifico y el gen de referencia (housekeeping). Los valores son normalizados respecto a la expresion
de AdMSCs no estimuladas, arbitrariamente establecidos como 1. Datos representados como
mediaterror estandar (SEM). N=4. *p<0.05; **p<0.01.

Igualmente, se evaluaron los niveles de PAI-1. Se ha demostrado que un exceso de
este inhibidor del sistema fibrinolitico promueve la deposicién patologica de
fibrina favoreciéndose los eventos trombéticos. Los niveles transcripcionales de
PAI-1 fueron significativamente mas altos en las AdMSCs-D en todas las
condiciones de cultivo con respecto a las AAMSCs-ND. Las AAMSCs-C presentaron
un patrén de expresion similar a las AdMSCs-D. Sin embargo, respecto a la
cantidad de proteina liberada, las AMSCs-D secretaron la mayor cantidad de PAI-
1, llegando a los 400 ng/mL en presencia de Sh-D, mientras que las AMSCs-C y las
AdMSCs-ND, independientemente de las condiciones de cultivo, liberaron entre
150 y 200 ng/mL de proteina. En presencia del suero control AAMSCs-C y las
AdMSCs-D secretaron niveles similares de PAI-1, mientras que las AAMSCs-ND lo

hicieron en menor cantidad (Figura 39).
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Figura 39: Deteccion de la expresion de PAI-1 a nivel de ARNm (fila superior) y proteina (fila
inferior) en AdMSCs procedentes de linea comercial (AdMSCs-C), paciente diabético con CLI
(AdMSCs-D) y paciente no diabético con CLI (AdMSCs-ND) después de cultivarlas con suero
comercial (Control), suero humano sano (Sh-S), suero humano diabético con CLI (Sh-D) y suero
humano no diabético con CLI (Sh-ND). La expresion relativa de ARNm indica el ratio entre el gen
especifico y el gen de referencia (housekeeping). Los valores son normalizados respecto a la expresion
de AdMSCs no estimuladas, arbitrariamente establecidos como 1. Datos representados como
mediaterror estdndar (SEM). N=4. *p<0.05; **p<0.01.

Para mimetizar una situacion fibrinolitica ex vivo, las AAMSCs fueron cultivadas en
geles de fibrina con suero control y en la presencia de los distintos sueros
sanguineos humanos (Sh-S, -D y -ND). La degradacion del gel de fibrina se
encontro desregulada (disminuida) en las AdMSCs-D, independientemente del
suero sanguineo humano adicionado (Figura 40), tal y como se observa por la lisis
del gel alrededor de las células. Este efecto tuvo lugar independientemente de las

condiciones de cultivo establecidas.
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Figura 40. Degradacion de gel de fibrina. Tincion eosina-hematoxilina (A). Degradacién de gel
de la fibrina por parte de las células control (AdMSCs-C). (B). Degradacion del gel de la fibrina en
AdMSC-D. Las células diabéticas tienen atenuada su capacidad fibrinolitica. Barra de escala: 50um.

Para validar esta observacion, se cuantificd la producciéon de Dimero-D (DD) por
parte de las AAMSCs cultivadas en los geles de fibrina. El DD se produce tras la
accion de degradacién de la plasmina sobre la fibrina durante la fibrindlisis. Por
tanto, es posible encontrar valores elevados de DD ante un aumento de la
capacidad fibrinolitica. La cuantificacién del DD dio como resultados valores
disminuidos respecto al control, lo que se relaciona con un mayor riesgo

protrombaético (Figura 41).
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Figura 41. Cuantificaciéon de Dimero-D en AMSCs procedentes de linea comercial (AdMSCs-C),
paciente diabético con CLI (AdMSCs-D) y paciente no diabético con CLI (AdMSCs-ND) después de
cultivarlas con suero comercial (Control), suero humano sano (Sh-S), suero humano diabético
con CLI (Sh-D) y suero humano no diabético con CLI (Sh-ND). Los valores son normalizados
respecto a la expresion de AdMSCs no estimuladas, arbitrariamente establecidos como 1. Datos
representados como mediazterror estdndar (SEM). N=4. *p<0.05; **p<0.01.
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En resumen, los resultados anteriormente descritos mostraron que los factores
fibrinoliticos de las AdMSCs-D se encuentran desregulados, con niveles
aumentados de PAI-1 y disminuidos de t-PA, tanto a nivel de transcripciéon como
de proteina. Asi mismo, la cuantificacién de DD también resulté disminuida. Como
consecuencia, la eficacia de la fibrindlisis disminuye, favoreciéndose de esta forma

la trombosis.
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La isquemia en miembros inferiores representa el estado mas severo de la EAP, y
los pacientes diabéticos la sufren de una forma mas avanzada y difusa que los
sujetos o pacientes no diabéticos. El objetivo principal para el tratamiento de esta
patologia es la revascularizacion quirtrgica o endovascular. Sin embargo, una gran
proporcién de pacientes no son aptos a dicha revascularizacion debido
principalmente a la extensién anatémica y la distribucion de la lesion.
Actualmente, el tratamiento farmacolégico y/o quirdrgico no ha mostrado ser
efectivo, por lo que es pertinente la busqueda de procedimientos alternativos con
el fin de mejorar los tratamientos actuales disponibles, tal y como es el caso de este

trabajo de tesis.

La angiogénesis terapéutica se ha convertido en una de las estrategias utilizadas
para la proliferacidon de vasos colaterales en los tejidos isquémicos. Existen varios
meétodos para mejorar la perfusion tisular tales como la administracion de factores
de crecimiento mediante proteinas recombinantes (medicamentos bioldgicos)
(190,191), o transfiriendo los genes que los codifican insertados en vectores
(terapia génica) (192). Ambas terapias han mostrado que promueven la
angiogénesis en territorios isquémicos en modelos preclinicos (193), pero en los
ensayos clinicos existentes se han obtenidos beneficios modestos (194,195).
Aunque cuentan con ciertas ventajas, también refieren una serie de
inconvenientes. Por ejemplo, con respecto a los medicamentos biolégicos, la
brevisima vida media que tienen estos factores obligaria a una administracién
continuada que elevaria brutalmente los costos (196). Ademas, esta liberacién
constante de dichos factores puede conducir al desarrollo de angiogénesis
patolégica (197). En cuanto a la terapia génica, se desconoce la cantidad exacta de
factores de crecimiento que se sintetizan a través de los genes seleccionados para
tal fin. Asimismo, la introduccién de material genético extrafio o de virus conlleva
el riesgo potencial de una respuesta inflamatoria sistémica, persistencia viral,
integracion del ADN viral en el genoma del paciente o alteraciones en la regulacion

de ciertos genes (196).

En contraste, la terapia celular puede proporcionar una fuente continua de factores
de crecimiento ademds de elementos estructurales para la angiogénesis

terapéutica. Desde un punto de vista general, la terapia celular ofrece la posibilidad
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de regenerar el tejido dafiado mediante un procedimiento minimamente invasivo.
Ademas, al tratarse en nuestro caso de una terapia autéloga, no existe riesgo de
rechazo inmunolégico. Econémicamente, hoy dia se considera una terapia cara,
aunque en prevision de las aplicaciones clinicas que ofrece, se prevé una
disminucién de los costes haciendo que el procedimiento se considere competitivo

en relacién a las terapias actuales.

Aunque si bien es cierto que ninguno de los tres métodos mencionados
anteriormente cuentan con suficientes estudios para saber cudl proveeria el mejor
efecto en cuanto a la dosis, frecuencia de aplicacién y vias de administracion, la
terapia celular se posiciona como una de las posibles alternativas de tratamiento
para promover la angiogénesis en pacientes/casos sin posibilidades terapéuticas,
tal y como queda acreditado por las investigaciones preclinicas y por los

numerosos ensayos clinicos que se estan desarrollando en este campo (Tabla 6).

Los mecanismos por los que la terapia celular mejora la perfusion tisular no estan
bien definidos, siendo la busqueda del tipo celular mas adecuado para la CLI y
otras patologias isquémicas un reto para la medicina regenerativa en la actualidad.
Varios tipos celulares han sido evaluados como potenciales candidatos para la
mejora de la perfusion y la prevenciéon de la amputacién que puede generar esta
enfermedad (105,106,198-200). Existen numerosos ensayos y estudios
experimentales donde el trasplante de la fraccion mononuclear de la MO, o aquella
procedente de la sangre periférica, ha conseguido regenerar una red capilar,
aumentar la red de circulacion lateral e incluso aumentar el flujo sanguineo tanto
en animales como en humanos (111,141,142). El estudio TACT fue el primer
ensayo clinico randomizado y controlado que se llevo a cabo para evaluar el uso de
células mononucleadas procedentes de la MO para tratar EAP. Aunque los
resultados fueron estadisticamente significativos para los sujetos isquémicos
tratados del estudio en cuanto a ITB, TcpO2 y dolor en reposo, los pacientes con
diabetes fueron excluidos del ensayo (111). Sin embargo, las células
mononucleadas de la MO utilizadas en los ensayos clinicos son una poblacién
heterogénea de células que a dia de hoy, no ha sido completamente caracterizada.
Ademas, la administracion de la fraccién mononuclear de la MO no esta exenta de

subtipos celulares con posible actividad proinflamatoria (linfocitos y neutrdfilos).
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Por tanto, debido a su composicién celular (Figura 11), asi como a la variabilidad
existente en el proceso de obtencién (con posible contaminaciéon de sangre
periférica), es dificil establecer una definicion de medicamento celular a partir de

BM-MNCs.

A este respecto, es posible que un mayor efecto y/o un beneficio mas persistente se
pueda conseguir mediante una poblacién celular mas definida. Ademas,
actualmente no se conoce qué combinacion de células progenitoras podria ser mas
beneficiosa en términos terapéuticos en humanos. Una posibilidad consistiria, por
ejemplo, en una combinaciéon de EPCs purificadas junto con otros precursores

asociados con la estabilizacion de la red endotelial como las MSCs (201).

En pacientes diabéticos se ha comprobado que los mecanismos de
neovasculogénesis no funcionan adecuadamente, mostrando una movilizacién
dafiada de las células procedentes de la MO (202,203) asi como una circulacién
disfuncional de progenitores. Existen evidencias que apuntan a que la DM esta
asociada con una reduccion generalizada de EPCs circulantes (152,202,204). Bajo
este contexto y tras la experiencia previa de nuestro grupo con pacientes
diabéticos tratados con inyeccidn intra-arterial de células mononucleares de MO
(83), la cual demostro ser segura, factible y eficaz, se decidié disefiar un nuevo
ensayo clinico fase I-1I para obtener datos sobre la seguridad y factibilidad sobre el
uso de la terapia celular con células troncales mesenquimales autodlogas
procedentes de tejido adiposo para tratar una complicacién derivada de la diabetes
como es la isquemia crénica en miembros inferiores. MSCs aisladas de diversas
fuentes han mostrado ser efectivas en modelos experimentales para el tratamiento
de la isquemia (134). Asimismo, la facilidad de su obtencién, su capacidad de
expansion ex vivo y sus caracteristicas inmunomoduladoras, fibrinoliticas y
antiinflamatorias las convierten en una prometedora fuente de células troncales

adultas para su uso en patologias isquémicas.

En nuestro estudio se evaluaron 30 pacientes diabéticos con isquemia critica en al
menos uno de los miembros inferiores sin alternativa terapéutica. La mayoria
(96,6%) presentaron DM2, a excepcion de un paciente diagnosticado con DM1. La
severidad de la enfermedad fue evidente, puesto que la poblacién de nuestro

estudio se encontraba entre los grados mas severos de la escala de Rutherford-
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Becker (II-4, III-5 y III-6). Estudios anteriores al nuestro han excluido a la
poblacién diabética (111), han incluido un ndmero reducido de pacientes con
diabetes (205,206), reflejaron diferentes patologias (Buerger, tromboangeitis

obliterante, etc) y/o han excluido a los pacientes con CLI mas avanzada (205,206).

Nuestro producto en investigacion (M.E.L.) utilizado se ajusto a la definicién de
“Medicamento de Terapia Celular” segin lo descrito en la Orden SCO/3461/2003
de 26 de Noviembre. El proceso se realizé bajo los protocolos disefiados, siendo
aprobados y validados por el CEIC del H.U. Virgen Macarena de Sevilla y la AEMPS.
Se actu6 de acuerdo con la Ley General de Sanidad, la Ley de Garantias y el Uso
Racional de los Medicamentos y Productos Sanitarios y segun el RD 561/1993 y el
RD223/2004.

El procedimiento de extraccion y la infusion celular se realizaron con sedacion y en
régimen ambulante o de corta estancia, siendo el riesgo anestésico minimo. Tras la
biopsia abdominal, 3 pacientes presentaron ocasionalmente eritema y/o dolor en
la zona. Tras la infusién celular, 1 paciente refirié dolor en el area de infusion,
precisando tratamiento profilactico con antiobioterapia. No se percibié ninguna

otra sintomatologia al respecto.

Se realizaron un total de 20 infusiones intra-arteriales con el medicamento celular
descrito (AdMSCs autologas), 10 con una dosis de 0,5 x106 células/kg paciente
(Grupo Experimental 1) y 10 con una dosis de 1 x 10 células/kg paciente (Grupo
Experimental 2). En todos los casos se obtuvo la dosis celular requerida,
cumpliéndose los criterios de fabricacidn y liberacion del medicamento celular en
todos los casos infundidos. Todos los pacientes que recibieron el tratamiento
celular finalizaron el seguimiento y por tanto el ensayo. El hecho de proponer dos
dosis celulares consiste en obtener mas informacion para poder responder a una
de las grandes preguntas relacionadas con la terapia celular, que es la dosis 6ptima
necesaria para la obtencion de los resultados deseados (207,208). Puesto que las
dosis 6ptimas para su aplicacion clinica se desconocen, y existen ciertas
complicaciones al respecto (logistica, randomizacién, coste, etc), es necesario
realizar estudios de dosificacion del mismo modo que se hacen con los farmacos

usados en la practica clinica habitual.
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El proceso de cultivo y produccién celular cursé sin incidencias significativas,
cumpliéndose en todo momento las NCF y siguiendo los protocolos disefiados. El
cultivo celular de un paciente (P26) mostr6 2 cariotipos anémalos en dos analisis
realizados en pases celulares diferentes. A diferencia de otros grupos que obtienen
el resultado del cariotipado después de la infusion celular al paciente, en nuestro
ensayo el analisis se realiza antes de la liberacion del producto celular. Aunque el
producto a infundir se trata de células autélogas y en principio su infusién en el
paciente no deberia verse comprometido, al no cumplir con los criterios impuestos
de estabilidad genética, fue desechado y no infundido. Como consecuencia, el
paciente P26 fue excluido del ensayo. A este respecto, nuestro grupo intenta
limitar el potencial de anormalidades cromosdémicas realizando la expansion del
medicamento celular bajo NCF y en condiciones GMP para asegurar el control y la
seguridad del proceso. Igualmente, intentamos evitar el alto grado de proliferaciéon
celular eligiendo correctamente las condiciones de cultivo y mantenemos al
minimo el nimero de duplicaciones de la poblacion celular. La técnica utilizada
para cariotipar es el bandeo G, existiendo actualmente procesos mas avanzados y
sensibles que podrian aportar mas informacién al respecto, como las técnicas FISH
(hibridacién fluorescente “in situ”), la HGC (hibridaciéon genémica comparada), el
SKY (cariotipo espectral de colores) o los estudios cromosémicos de bandeo

extendido.

No se observ ninguna reaccion de tipo inmunoldgica en ninguno de los pacientes
infundidos, si bien las células son cultivadas ex vivo durante un tiempo que varia
entre 2-4 semanas segun dosis, poniéndose de manifiesto las propiedades
inmunogénicas que acredita este tipo celular. Aunque el control de la funcién
inmunomoduladora no esta considerado actualmente como un criterio para la
liberacion del producto celular, y en principio su uso aut6élogo no parece verse
comprometido, la implementacion de tests que certifiquen su estado

inmunoprivilegiado seria muy recomendable.

Por todo lo anteriormente expuesto, en relacion a la factibilidad del estudio, no
encontramos ninguna dificultad técnica durante la obtencién de la muestra, su

procesamiento y cultivo asi como en la aplicacidn del tratamiento celular.
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Desde el punto de vista de la seguridad del tratamiento, encontramos la terapia
celular segura, sin un incremento en el desarrollo de tumores o fallecimientos
asociados con la terapia. El porcentaje de AAG fue bajo y no se registré ningin AA
fatal relacionado con los procedimientos de la aplicacién de la terapia celular. No
obstante, 2 pacientes del estudio sufrieron reacciones adversas serias en las horas
posteriores a la infusiéon celular, teniendo que ser tratados con una terapia
antitromboética agresiva. La microtrombosis distal experimentada por estos

pacientes fue abordada desde distintas perspectivas:

1. Se modificé nuestro procedimiento de infusion celular a los pacientes del ensayo
debido a la existencia de investigaciones preclinicas en las cuales la inyeccidn
intraarterial de MSCs provoc6 la oclusiéon de la vasculatura distal (173). La
modificacion consistié6 en la administracion de un cocktail espasmolitico con

heparina sédica tras la canulacién del acceso a la arteria radial, femoral o humeral.

2. Se instauré un estudio de trombofilia completo como prueba a realizar en el
reclutamiento de los pacientes para detectar posibles factores protrombdticos

(209).

3. Se investigo si la causa podria deberse a la relacién entre el medicamento celular
utilizado y el potencial estado trombético que presentan los pacientes diabéticos. A
este respecto, se ha demostrado que dichos pacientes muestran una actividad
fibrinolitica alterada (210). Nuestros resultados sobre las MSCs que se encuentran
inmersas en un ambiente diabético, demostraron igualmente que su capacidad
fibrinolitica se encuentra desregulada (en cultivos ex vivo en contacto con suero
diabético) (167). Esto ha sido confirmado por otros grupos, asi como que el
ambiente diabético afecta al fenotipo celular de diversas maneras (220,221). Datos
recientes apuntan a que la diabetes influye en la poblacién celular end6gena, por lo
que es fundamental investigar la funcionalidad de las células procedentes de
pacientes enfermos para ser utilizadas en terapia celular antes de considerar su
infusién con propdsitos terapéuticos. Sin embargo, las reacciones adversas

registradas fueron tratadas y no desembocaron en un AA severo.

Aunque el estudio en el que se basa esta memoria se trata de un ensayo en fase I-I1

y el ndmero de pacientes incluidos no nos permite realizar una declaracién firme
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respecto a la eficacia clinica, se han observado una serie de efectos que podrian ser

atribuidos a la terapia celular, como son:

Neovascularizacién de arterias colaterales

Normalmente, la valoracion de la eficacia de la terapia celular en la EAP severa se
basa en la mitigacion del dolor y la disminucidn en la tasa de amputacion, o en tests
funcionales como el ITB y la tcpOz2, los cuales reflejan la perfusiéon del miembro
isquémico (83,141,213). Si bien estos parametros también son tenidos en cuenta
en este ensayo como variables secundarias, ninguno de los estudios previos ha
demostrado la neovascularizaciéon en pacientes diabéticos con CLI mediante un
método cuantitativo (Unicamente en estudios preclinicos en animales de
experimentacion). Actualmente no existe una medida fidedigna del flujo sanguineo
a nivel tisular en tejidos isquémicos. Esto supone un impedimento para el
desarrollo terapéutico puesto que las medidas usuales como la amputaciéon de la
extremidad suponen un desafio para el disefio de ensayos en fases iniciales. La
neovascularizacion puede ser demostrada directamente, por seguimiento
angiografico o mediante un examen anatomopatolégico de los miembros
amputados (214) los cuales no incorporan el area de inyeccién celular. Al igual que
en el ensayo piloto llevado a cabo por nuestro grupo (83), en nuestro estudio
objeto de esta tesis, utilizamos el software MetaMorph® el cual fue capaz de
cuantificar el arbol vascular (215-217). El 35% de los pacientes del ensayo
presentaron un incremento en la vascularidad en las areas isquémicas después de
la infusién celular (Figura 26). Dicho aumento correlacioné con el estado clinico y
con una mejora sintomatica en el miembro diana al afio de seguimiento. Una de las
limitaciones a este respecto fue que no se realizaron las DSA y, por tanto, no se
recibieron las imagenes correspondientes, o bien éstas no cumplian los criterios
para su evaluacién (en un 25% de los casos), por lo que el porcentaje de éxito
obtenido podria haber resultado mayor. La cuantificaciéon basal se realiz6 en el
95% vs 75% de los casos en el periodo de los 6 meses y 80% en el periodo de los
12 meses. Asimismo, se intentaron recoger las imagenes de las angiografias
realizadas al miembro contralateral puesto que podrian suponer una informacién
valiosa al ser comparadas con las realizadas en la extremidad considerada

miembro diana, aunque, igualmente, no se recibieron o no cumplieron los criterios
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de evaluacion. Otra limitacion observada es la ausencia de angiografias en el grupo
control durante el seguimiento. Al tratarse de una técnica invasiva, se consideré en
un principio no realizarla en los individuos que no iban a someterse a la infusién
celular por motivos obvios. La angiografia sigue siendo el estdndar de referencia
mas empleado para obtener informacién del territorio afectado. Aun asi,
contempla una serie de limitaciones como las provocadas por la proyeccién en las
lesiones arteriales no concéntricas, muchas veces en un unico plano. Asi mismo,
hay vasos de salida distal permeables que no son visualizados en la DSA, incluso
selectiva, por problemas de artefactos de movimiento y de salida y dilucién del
contraste. Por tanto, para la validacion del software MetaMorph® como posible
herramienta para la medicidn cuantitativa de la neovascularizacién y de cara a
futuros ensayos, la obtencidn y tratamiento de las angiografias debe realizarse de

manera mas rigurosa.

Ausencia de amputaciones mayores

Los pacientes diabéticos tienen mayor riesgo de sufrir amputaciones en las
extremidades inferiores que los pacientes no diabéticos y no hay evidencias
convincentes de que los procesos de revascularizacién actuales sean eficaces para
prevenir la amputaciéon (3). En el transcurso de nuestro ensayo no se tuvo que
realizar ninguna amputacién mayor, si bien tuvieron lugar amputaciones menores
(a nivel digital) en 5 pacientes. Una de ellas tuvo lugar en el miembro contralateral,
otra fue realizada a un paciente asignado al grupo control, y tres de ellas se
realizaron en pacientes de los grupos experimentales cuya enfermedad se

encontraba muy avanzada.

Cicatrizacién de ulceras

La cicatrizacion de las ulceras troficas diabéticas previas en los dos grupos de
tratamiento con células fue mas rapida, presentando un tejido de granulacién muy
vascularizado en la mayoria de los casos con respecto al grupo control, cuya

evolucion ocurrié de una manera mas lenta y discreta (Figura 27).
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Disminucién del dolor

Aunque el dolor se redujo en un 60% de los pacientes, de los que un 53,3%
pertenecian a los grupos de tratamiento celular y se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control vs grupos tratados con
células (Figura 28), los datos deben ser analizados con precauciéon debido a la
neuropatia asociada que presentan la mayoria de los enfermos con DM, la cual

provoca pérdida de sensibilidad en las piernas y pies entre otros sintomas.

Mejora en la Escala de RB

Debido a que el dolor es uno de los sintomas principales de esta enfermedad y se
considera un factor diagndstico, se aplico la graduacion establecida por RB (54).
Esta clasificacion no es unicamente una clasificacion funcional del paciente, sino
que tiene importantes implicaciones pronosticas: en el grado I la mortalidad a los 5
afios es de un 25-30%, mientras que en los estadios Il y III la mortalidad es del
25% al afio y del 75% a los 5 afios. Al inicio de nuestro estudio, el 66,67% de los
pacientes presentaban el grado Il mientras que el 33,3% presentaban el grado III
de la escala de RB. La mayoria de los pacientes mejoraron su estado clinico, como
evidencia la disminuciéon de la severidad del grado evolutivo en dicha escala,
siendo significativa en los grupos tratados con el medicamento celular (Tabla 18;
Figura 33). La mejoria por grupos de tratamiento dio como resultado un 60% en el
grupo tratado con una dosis celular de 0,5 x 106 celulas/Kg peso paciente, un 80%
en el grupo infundido con 1 x 106 células/Kg peso paciente y un 40% en el grupo

control.

Aumento en los valores de tcpO;

Los resultados obtenidos en la tcpO2 concuerdan con otros estudios similares
(205,218). Se obtuvieron valores mas significativos en el grupo experimental 2 de
tratamiento celular (Figura 35y 36). En enfermos diabéticos, la principal utilidad
de esta técnica es medir la capacidad de cicatrizacion de las lesiones troficas, asi
como el éxito de la revascularizacion (219,220). Los valores normales se
encuentran alrededor de los 60 mmHg, si bien valores por encima de los 40 mmHg

también se han considerado aptos para una correcta cicatrizaciéon, aunque muchos
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autores han presentado resultados positivos por debajo de estos puntos (221). Las
mediciones varian con la edad, localizacion de la medicion, gasto cardiaco,
actividad metabdlica, disociacion de la hemoglobina y la difusién de O; a través de
los tejidos entre otros factores. En nuestro estudio, los valores obtenidos fueron
divididos en tres grupos, ya que segun la bibliografia, presiones transcutaneas por
debajo de los 20 mmHg suponen un riesgo elevado de amputacién mayor en
pacientes con lesiones cutdneas (222). En cambio, mediciones por encima de los 40
mmHg se han considerado validas para una correcta cicatrizacion. A la finalizacién
del estudio, el 50% de los pacientes del grupo control mostraron valores de tcpO2
por debajo de los 20 mmHg, mientras que el grupo experimental 1y 2 presentaron
un 40% y un 60% de los pacientes respectivamente con valores por encima de los

40 mmHg (Figura 36).

Niveles de glucosa

Al igual que en nuestro ensayo previo con células mononucleadas de MO, en el
estudio en el que se basa esta tesis cabe destacar, aunque no estaba considerada
como una variable del estudio, que en los grupos que recibieron células, 7
pacientes (35%) refirieron encontrar mejor control de los niveles de glucosa; 3 de
ellos (15%) redujeron las necesidades de insulina, y otros 3 (15%) suspendieron el
tratamiento con insulina y/o ADO por regularizacion de sus niveles glucémicos. Sin
embargo, en el grupo control, ninguno de los pacientes asignados a este grupo
experimentd normalizaciones en los niveles de glucemia ni se reportaron cambios
en los tratamientos relacionados. Estas observaciones son importantes debido al
tipo de patologia y a las caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio y
han sido documentadas igualmente por otros grupos (223,224). La posible
explicacién de esta observacion puede radicar en las caracteristicas intrinsecas de
las MSCs, como sus propiedades antiinflamatorias, la posible induccién de
regeneracion de células productoras de insulina, y la inhibiciéon de la respuesta
inmune mediada por células-T contra las células f nuevamente formadas, las
cuales a su vez, son capaces de sobrevivir en un ambiente alterado
inmunolégicamente (225-227). Puesto que estas observaciones no formaban parte
de los objetivos del ensayo, no se realizaron pruebas de péptido-C ni del indice

HOMA-B y HOMA-IR (homeostatic model assessment). Dichas pruebas han sido
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incorporadas en otro ensayo disefiado y llevado a cabo por el grupo
(#NCT02287974) para evidenciar la mejora en las necesidades de insulina de este

tipo de pacientes tras ser tratados mediante distintos tipos de terapia celular.

Aunque existen datos prometedores como los expuestos anteriormente, el disefio
de Fase I-II no permite concluir cual es la eficacia clinica de la terapia celular. El
disefio de ensayos clinicos que emplean la terapia celular se encuentra con una
serie de inconvenientes debido a la heterogeneidad para definir la CLI y la
dificultad para definir pruebas clinicas que objetiven el proceso y validen los
resultados. De este modo, a menudo los investigadores se ven obligados a agrupar
a una poblacidon heterogénea de pacientes, con el fin de conseguir un grupo de
estudio suficiente. Es por ello que en muchos ensayos nos encontramos con
pacientes con grado 1I-4 (dolor en reposo), grado IlI-5 (pérdida de tejido menor o
ulceras no cicatrizadas) y grado III-6 (pérdida de tejido mayor o gangrena) en la
escala de RB tratados como un unico grupo, siendo la severidad de la enfermedad
considerablemente distinta entre ellos. En este sentido, es dificil hacer
comparaciones entre estudios. Ademads, puesto que la CLI a menudo es una
enfermedad multisegmentaria, es complicado comparar los resultados obtenidos
en los pacientes basdndose Unicamente en criterios angiograficos. Al no existir
actualmente una evaluaciéon estandarizada sobre la perfusién de arterias
isquémicas, el grado de revascularizacion en pacientes sera considerado de

manera desigual.

Puesto que los pacientes que sufren CLI tienen una alta tasa tanto de morbilidad
como de mortalidad, el conseguir estar libre de amputacién suele ser un endpoint
ampliamente aceptado en los ensayos clinicos. Sin embargo, esta situacién
requiere ensayos en fase III con la suficiente poblacién y con el suficiente tiempo
de seguimiento para evaluar las diferencias existentes en la tasa de amputacion en
relacién con la aplicacion de terapia celular. De hecho, la mayoria de los estudios
que lo han demostrado, se han basado en resultados indirectos, los cuales tienen

un cierto grado de subjetividad.

Las medidas fisiologicas tales como el ITB y la tcpO2 son usadas cominmente en
pequefios ensayos clinicos. El ITB es un método barato y no invasivo para la

patologia que nos ocupa, y refleja en gran parte la enfermedad macrovascular.
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Estas medidas pueden mejorar después de revascularizaciéon quirdrgica o
endovascular, pero sin embargo, la terapia celular normalmente resulta en un
incremento en la formacién de los vasos pequefios, y por tanto, la significancia de
las medidas de ITB tras la terapia celular no esta muy clara. A diferencia del ensayo
piloto llevado a cabo por nuestro grupo, en este estudio en el que se basa la tesis, el
ITB no pudo determinarse en la mayoria de los casos debido a que no se recibié
sefial, la arteria no era compresible debido a la calcificacién vascular que tienen los
pacientes diabéticos dando valores inusualmente altos o porque se obtuvieron
medidas incorrectas y/o incongruentes. Ademas, las obstrucciones proximales que
crean colaterales importantes pueden dar valores normales enmascarandose la
lesion subyacente. En estos casos, es recomendable realizar otras exploraciones
como son las presiones sistdlicas en los dedos de los pies u otras pruebas de

imagen.

En cuanto al uso de la tcpO2, aunque suele usarse como medida indirecta del dafio
microvascular, actualmente no existe una prueba de referencia en este sentido

para comparar este método.

Con fines exploratorios, el disefio del ensayo conté con un grupo control, el cual
recibio su tratamiento convencional durante el estudio. Este grupo experiment6
cierta mejoria a lo largo del ensayo, como consecuencia del control riguroso y
exhaustivo al que se vio sometido durante el periodo de seguimiento, situaciéon que
suele darse en los pacientes incluidos en ensayos clinicos. Aunque cada paciente es
evaluado y comparado consigo mismo desde su situacion basal hasta su situacién
final, al comparar el grupo control con respecto a los grupos tratados con el
medicamento celular se observaron diferencias estadisticamente significativas en
varios parametros (Figuras 28, 33 y 35). Por tanto, estos resultados nos llevan a la
necesidad de realizar nuevos ensayos clinicos que evalien especificamente la

eficacia clinica de esta potencial alternativa terapéutica.

Definiendo éxito terapéutico como el desarrollo de arterias colaterales
cuantificadas por MetaMorph®, mejora clinica objetivada por disminucién de la
severidad de la enfermedad en la escala de RB, cicatrizaciéon de tulceras,

encontrarse libre de amputaciones mayores y experimentar una disminucion del
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dolor objetivable clinicamente, podemos afirmar que ciertos pacientes sometidos a

la terapia celular en la que se basa este trabajo de tesis cumplieron estas premisas.

Ante estos resultados, cabe hacernos la siguiente pregunta: ;Por qué la terapia

celular no produce la misma respuesta en todos los pacientes infundidos?

Algunas posibles respuestas serian:

1. La edad avanzada de los pacientes influye en las caracteristicas terapéuticas de
las células: la edad media de los pacientes incluidos en este estudio fue de
66.3+10.5 anos, por lo que estamos ante una poblacién celular senescente. Esta
descrito que las células de personas de avanzada edad tienen comprometidas sus
propiedades de replicaciéon, vida media y secrecion de factores entre otros. Al
tratarse éste de un tratamiento aut6logo, es posible que la poblacidén celular tenga

un rendimiento bajo.

2. La CLI es una patologia crénica y los pacientes incluidos en el ensayo son
pacientes sin opciones de revascularizacion: la CLI es a menudo asintomatica y
puede estar presente durante afios de manera silente. Es posible que la terapia
celular sea mas efectiva en pacientes diagnosticados tempranamente, con un grado
de enfermedad menos severo. En este sentido, la terapia celular podria actuar de
manera complementaria a los procedimientos quirtrgicos y endovasculares para
abordar la enfermedad micro y macrovascular. Asimismo, la duracién de la
diabetes también puede influir en el potencial curativo de estas células.
Igualmente, la medicaciéon concomitante a la que estan sometidos estos pacientes
puede interferir de alguna manera en las vias de sefializacién, migracion y

proliferacion de las células.

3. El protocolo de cultivo y expansion celular no estad unificado: aunque la AEMPS
recomienda una serie de normas a seguir para la produccién de medicamentos
celulares, en la actualidad no existe un protocolo ni una definicién "universal" para
el cultivo y expansion de las MSCs. Las diferentes fuentes de origen, asi como las
distintas metodologias de obtencion de las células del tejido hacen muy dificil una
comparativa entre grupos de investigacion en busca del método mas rapido,

efectivo, econémico, con mayor rendimiento y con la calidad requerida.
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4. La viabilidad celular tras la infusién es escasa: es sabido que muy pocas células
sobreviven tras la infusion, a pesar de que el seguimiento in vivo es éticamente y
técnicamente complicado, es preciso seguir investigando en esta linea con el fin de
conocer los mecanismos intrinsecos de la integracién de las células infundidas en

el microambiente concreto.

5. La dosis celular y el namero de aplicaciones celulares para obtener los efectos
deseados no se conocen: Investigaciones realizadas con HSCs han revelado que la
administracion de suficientes células promueve una recuperacion celular mas
rapida y reduce las hospitalizaciones (228). Experimentos realizados con modelos
animales murinos han establecido una dosis minima de 1 x 106 cél/kg, cantidad
necesaria para obtener beneficios cuantificables aunque débiles (229,230). La
dosis para el tratamiento celular probablemente esta influenciada por el peso
corporal del paciente y la biodistribucién de los factores paracrinos secretados por
las MSCs en el cuerpo humano. Aunque la mayoria de ensayos clinicos optan por
una dosis celular como la utilizada en nuestro estudio (79,231) es posible que las
dosis utilizadas aqui hayan sido insuficientes en la mayoria de los casos para
mostrar unos beneficios terapéuticos claros. Esto nos lleva a disenar futuros
ensayos para testar distintas dosis celulares asi como plantearnos la pregunta si es
mas beneficiosa una unica pauta de administracién o por el contrario, optar por

dosis a intervalos.

Asimismo, el momento y el nimero idoneo de aplicaciones celulares siguen sin
conocerse actualmente. Puesto que los medicamentos convencionales son
pautados en el tiempo segun dosis, quizas la terapia celular deba ser ajustada a

este respecto.

6. El tipo celular mas adecuado sigue siendo un reto para la medicina regenerativa:
otra gran cuestion en terapia celular es conocer qué tipo celular es el mas
adecuado para cada patologia concreta, o si una combinacién de éstos seria mas

recomendable.

7. El modo para la administracién celular sigue sin dar resultados concluyentes:
Debido a que la viabilidad celular debe ser preservada lo mas posible y el tejido

enfermo se asocia a menudo con isquemia, fibrosis e inflamacién, lo que podria
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perjudicar la supervivencia celular, el suministro terapéutico de las células
troncales en las areas distales del tejido dafado parecen ofrecer alguna ventaja. La
administracién intramuscular resulta en un depdsito transitorio de células en el
tejido isquémico, mientras que la infusién intra-arterial como la utilizada en este
estudio es pensada para dirigir a las células infundidas a zonas peri-isquémicas
viables, con suficiente oxigeno y nutrientes para soportar las funciones celulares.
Sin embargo, no hay resultados concluyentes acerca de un mayor beneficio entre
los modos de administracion existentes, por lo que se trata de otra variable a tener

en cuenta para futuros ensayos clinicos.

8. La frecuencia de administracion es actualmente desconocida: En nuestro estudio
la pauta de administracién fue de una aplicacién unica. Es posible que la
efectividad de la terapia celular pueda estar relacionada con el numero de
aplicaciones al igual que lo establecido con los medicamentos usados

convencionalmente.

9. El efecto terapéutico deseado depende de muchos factores: Puesto que los
mecanismos de accidn de las MSCs en la regeneracién de tejidos es probablemente
multifacético, la competencia celular puede ser dictada por la capacidad de las
células inyectadas de migrar, sobrevivir, integrarse, diferenciarse y producir
mediadores paracrinos funcionales (“intertalk celular”). Es conocido que muchas
enfermedades entre las que se encuentra la DM afectan a las propiedades
fenotipicas y terapéuticas de las MSCs. A este respecto, en este ensayo no
realizamos ningun test de efecto para verificar que las capacidades angiogénicas,
de accién, inmunomodulacién y paracrinas de estas células no estaban dafiadas. La
implantacion de este tipo de pruebas serian recomendables en los futuros ensayos

que desarrollemos.

10. Finalmente, para que la terapia sea efectiva, el tejido del receptor debe
responder favorablemente a las MSCs inyectadas, lo que resultaria en la activacién
de los mecanismos de regeneracién enddgenos (232). Comprender la integracién
de los mecanismos exégenos (células inyectadas) con los endégenos (receptor)

jugara un papel decisivo en el futuro uso clinico de las células troncales adultas.
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Quedan aun por responder muchas preguntas en el ambito cientifico en relacién a
la aplicacién clinica de las células troncales. La definicion del perfil de paciente,
tipo celular, dosis, via de administraciéon y posologia, permitira aumentar la

eficacia de este medicamento celular.

Es por tanto crucial el desarrollo de nuevas investigaciones y ensayos clinicos para
esclarecer los mecanismos de reparacion utilizados por estas células, para asi
poder ofrecer un uso rutinario y seguro de la terapia con MSCs en ésta y en otras

patologias que cursan sin tratamiento efectivo actualmente.
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Los tratamientos basados en el uso de células somaticas humanas se posicionan
como una nueva y prometedora alternativa terapéutica para algunas
enfermedades como la tratada en esta tesis. Las MSCs se encuentran entre los tipos
celulares mas usados en esta nueva era de Medicina Regenerativa y sus multiples
caracteristicas las hacen potenciales candidatas para el tratamiento de diversas

patologias.

Desde nuestro grupo, seguimos contribuyendo a la investigacion de la terapia
celular en la DM y sus complicaciones asociadas. Desde la fecha de este ensayo, se

han llevado a cabo varios estudios, como el NCT01745744 (www.clinicaltrials.gov)

“Estudio de la aplicacién de Terapia de regeneracion celular con células troncales
mesenquimales derivadas de tejido adiposo en pacientes no diabéticos con isquemia
crénica en miembros inferiores” que se encuentra en fase de cierre y el

NCT02287974 (www.clinicaltrials.gov) “Ensayo clinico fase 1/II multicéntrico,

abierto, aleatorizado y controlado para el estudio de las células madre como terapia
celular en la isquemia critica del miembro inferior en pacientes diabéticos tipo 2
insulinizados: estudio de las necesidades de insulina”, con los que se pretende
obtener datos relacionados sobre la fuente de tejido idonea, el tipo celular mas
adecuado, dosis 6ptima de infusion, protocolos de cultivo eficaces y de bajo coste
entre otros para poder ofrecer en un futuro préximo una terapia de calidad,

econdmica y eficaz para aquellos pacientes sin opciones terapéuticas actualmente.

Poco a poco se van dilucidando los mecanismos relacionados con la regeneracion
de tejidos y érganos, aunque todavia queda un largo camino por recorrer. La
utilizaciéon autdéloga de MSCs se ha presentado hasta la actualidad como una
terapia segura en los ensayos clinicos registrados y publicados hasta el momento.
Es necesario seguir investigando en éste y en otros aspectos asociados para
conocer qué patologias concretas asi como qué perfil de pacientes pueden verse
mas beneficiados por esta terapia. A este respecto, y segun los datos obtenidos del
ensayo clinico presentado en esta tesis, encontramos razones que apoyan el disefio
de un medicamento alogénico con MSCs, basandonos principalmente en la edad del
donante autdlogo y en su patologia subyacente (DM), asi como en la medicacién
concomitante asociada. En este caso, dado la condicién de inmunoprivilegiadas de

estas células, la posibilidad de un tratamiento celular con MSCs alogénicas


http://www.clinicaltrials.gov/
http://www.clinicaltrials.gov/
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procedentes de donantes jovenes y sanos podria beneficiar a este grupo de

pacientes.

Esta tesis pone de manifiesto que la terapia celular actual no es un proceso
unidireccional, ya que surgen nuevas cuestiones durante el desarrollo de este
estudio que tienen que ser abordadas desde el inicio, es decir, desde la perspectiva
de la investigacion basica. Por tanto, la clasica frase “from bench to the bedside” (del
laboratorio a la clinica) implica una busqueda de respuestas con base en las
investigaciones previas al ensayo clinico, creandose una corriente en feed-back que

nos lleva “from bedside to the bench” (de la clinica al laboratorio).
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1. Las AAMSCs autdlogas son una fuente segura y de facil obtencién, comprobada

cientificamente, validada clinicamente y aprobada desde el punto de vista ético.

2. La terapia celular autéloga con AdMSCs en pacientes diabéticos con CLI

mediante inyeccién intra-arterial supone un tratamiento seguro y factible.

3. El 35% de los pacientes diabéticos con CLI incluidos en nuestro ensayo
experimentd un aumento de la angiogénesis en los miembros considerados diana

tras la infusién de AAMSCs autélogas.

4. El uso del software MetaMorph® es una herramienta valida para la
cuantificacion del desarrollo de la angiogénesis y/o vasculogénesis durante el

seguimiento de pacientes tratados con medicamentos celulares.

5. El uso de AdMSCs autologas favorece la cicatrizacion de las lesiones troficas

asociadas a la diabetes en pacientes con CLI.

6. Los pacientes tratados con AdMSCs autdlogas experimentaron una mejora
clinica objetivada por la disminucién de la severidad en el grado evolutivo de la
escala de RB asi como del dolor, el aumento de la tcpO; y el perimetro gemelar en

los miembros tratados.

7. Ninguno de los pacientes incluidos en nuestro ensayo experimenté una

amputacion mayor del miembro afectado tras la infusién de AAMSCs auté6logas.

8. Las reacciones adversas acontecidas en este estudio sugieren la necesidad de
desarrollar nuevos ensayos clinicos que incluyan mejoras relacionadas con la
caracterizacion y propiedades del medicamento celular para obtener el efecto

terapéutico deseado, teniendo en cuenta el perfil de los pacientes seleccionados.

9. Los resultados derivados de este estudio, asi como los conocimientos adquiridos
en ensayos previos, nos llevan a proponer el uso de un medicamento celular
alogénico para garantizar su funcionalidad y asegurar el éxito terapéutico en

pacientes diabéticos con CLI que no responden a los tratamientos convencionales.

10. El desarrollo de una Terapia Celular no es un proceso unidireccional, siendo
imprescindible en muchos casos volver a la investigacion basica para afrontar y

aclarar observaciones clinicas que surgen durante las etapas clinicas.
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