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1. RESUMEN

Introduccioén: El trasplante de células madre, ha fortalecido el arsenal
de alternativas terapéuticas para diversas enfermedades, entre ellas: La
isquemia critica de extremidades sin opcion de revascularizacion. En el
Hospital Militar Central, el servicio de Cirugia Vascular y Angiologia ha
forjado experiencia referente a la Angiogénesis Terapéutica (con células
madre autologas) para los citados sujetos.

Objetivo: Describir la respuesta clinica obtenida a seis afios de la
aplicacidon del tratamiento con Angiogénesis Terapéutica (con células
madre autdlogas) en una serie de pacientes con Enfermedad Arterial
Oclusiva cronica de miembros inferiores sin posibilidad de
revascularizacion.

Materiales y Metodos: Estudio Observacional Descriptivo tipo Serie de
Casos en el Servicio de Cirugia Vascular y Angiologia del Hospital Militar
Central. Se incluyeron al seguimiento una serie de pacientes con
isquemia critica no revascularizable intervenidos mediante Angiogénesis
Terapéutica (con células madre autdlogas) en el afio 2007. Utilizaremos
estadistica descriptiva para detallar las caracteristicas poblacionales
demograficas y clinicas de interés, antes y después de 6 afios (Indice
Tobillo Brazo, Puntaje de Dolor basada en Escala Visual Analoga,
Diferenciacion clinica segun Fontaine, Amputacién y Mortalidad).



2. MARCO TEORICO

La enfermedad arterial periférica (EAOC), es descrita como la lesion o estado
patolégico que afecta los vasos distales al corazon la cual puede ser
multifactorial y estda mas asociada al desarrollo de depdsitos de colesterol en la
capa media arterial con la formacion de una placa ateromatosa que causa
obstruccion al flujo de sangre, ocasionando asi la isquemia de la extremidad.
Esta patologia afecta principalmente a personas de edad avanzada, aunque en
estados mérbidos como en la Hiperomocisteinemia, puede afectar personas
jovenes. Se estima que entre Estados Unidos y Europa Occidental hay unas
27 millones de personas con ésta patologia y su numero va en aumento, en
parte al uso del tabaco y a la dieta occidental rica en grasas que conlleva a otra
enfermedad llamada obesidad.

Como ya se ha mencionado su etiologia es multi causal, con una prevalencia
mayor en hombres sobre mujeres con relacion 2:1, una alta asociacion entre
los fumadores quienes tienen un riesgo cuatro veces mayor sobre los no
fumadores. Los pacientes diabéticos también presentan dos veces mas
frecuente ésta patologia contra los pacientes no diabéticos. Otros factores
como la hipertension, dislipidemia, estados de hiperviscosidad sanguinea y
enfermedad renal cronica han mostrado asociacion menos fuerte que los

previamente descritos.

Se considera a la isquemia critica de miembros inferiores como el estado mas
severo de la enfermedad arterial periférica, se define como el dolor crénico en
reposo, ulceras o gangrena atribuible a enfermedad arterial oclusiva (1), es una
enfermedad que se asocia a un pobre pronostico, tiene una mortalidad del 50%
a los cinco afnos, genera una gran dependencia y una alteracion de la calidad
de vida de los pacientes similar a los que padecen de cancer.

Fisiopatoldégicamente se evidencia oclusion al flujo sanguineo de la extremidad
lo que genera un estado de hipoxia el cual en los estados de ejercicio genera
que se utilice la via anaerobia del metabolismo con la consecuente produccion
de acido lactico y se manifieste el dolor tipo claudicacion el cual se define como
el dolor reproducible en un segmento muscular durante el ejercicio. Durante

este estado de hipoxia se estimulan diferentes factores angiogénicos que



promueven un flujo sanguineo colateral el cual puede suplir la demanda de
oxigeno a éstos musculos comprometidos. Cuando la demanda supera la
oferta se llega a un punto de lesién secundaria a hipoxia y productos de
degradacion como radicales libres y se genera una cascada inflamatoria con la

consecuente necrosis y gangrena de la extremidad.

En este estadio los pacientes presentan por lo general oclusiones severas
extensas, las cuales no dan oportunidad de revascularizacion por ninguna
técnica ya sea quirurgica abierta o endo-vascular, en estos momentos es
cuando se comienza a considerar la amputaciéon como ultima opcion de manejo
con el fin de evitar las complicaciones que trae para el paciente el tener un
miembro isquémico en proceso de necrosis. La amputacion de la extremidad
se realiza hasta el nivel en el que se pueda garantizar una perfusion adecuada

de los tejidos.

Al llegar a este estado de severidad y al tomar en consideracion la cantidad de
poblacion que se ve afectada, se ha propuesto la terapia con células madre
como una opcidon de tratamiento en la etapa final de la enfermedad arterial
periférica, todo con el fin de evitar a toda costa la amputacion de la extremidad.

En 2002 Tateishi & Yuyama et al (2), fueron los primeros en publicar un estudio
piloto aleatorizado controlado para evaluar células mononucleares autdlogas
no cultivadas de medula 6sea (BMMNCs), las cuales eran reimplantadas de
manera intramuscular en pacientes con isquemia critica. Reportaron un
aumento en la presion transcutanea de oxigeno y aumento del tiempo de

deambulacion libre de dolor.

El uso racional de esta terapia se basa en la nocién de que en adicion a la neo
vascularizacion adulta de la vasculatura preexistente, la vasculogénesis
postnatal mediada por progenitores celulares existentes en medula 6sea (BM)
o progenitores celulares endoteliales circulantes (EPCs) también ocurre en
adultos. (3-4)

Dentro de las investigaciones realizadas por diferentes grupos a nivel mundial,
se encuentra que las células madre y células progenitoras tienen un potencial

rol terapéutico induciendo angiogénesis y mejorando la vascularizacion de los



miembros isquémicos, esto lo que logra es aumentar la perfusion distal lo
suficiente para permitir la curacion de las heridas, mejorar del dolor y por ultimo

salvar la extremidad afectada.

La formacion de nuevos vasos sanguineos incluye varios pasos, incluidos la
proliferacion y migracion de EPCs, formacién del lumen, ensamblaje de la
membrana basal, reclutamiento de pericitos / células de musculo liso vascular,
maduracion vascular y por ultimo el flujo sanguineo. Esta secuencia es
orquestada por varios factores de crecimiento celular que juegan diferentes
roles. (4,5,6) La ausencia de alguno de estos pasos produce vasos sanguineos

que son inmaduros, permeables y con fugas. (7)

Varios autores aseguran que para la generacion de esta misma se requiere al
menos tres procesos bioldgicos diferentes. los cuales son, la angiogénesis, la
arteriogénesis y la vasculogénesis:

* Angiogénesis que es la protrusion de nuevos capilares derivados de

estructuras vasculares previamente existentes.

* Arteriogénesis se refiere a el aumento del grosor de la pared y del
diametro de la luz de los nuevos vasos formados, reclutando las células

musculares lisas y células peri vasculares.

* Vasculogénesis; es la formacion in situ de nuevos vasos sanguineos,

derivados de células progenitoras endoteliales derivadas de medula 6sea.
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La angiogénesis terapéutica que incluye el uso de factores de crecimiento
angiogénicos o con células madres para formacidén y crecimientos de vasos
sanguineos, mejora el flujo sanguineo e incrementa la perfusién tisular en la

extremidad isquémica.

Se ha demostrado que la angiogénesis terapéutica usando células madres
puede ofrecer la posibilidad de promover la curacidon de heridas y de
prevencion de la amputacion en pacientes con isquemia critica sin opcion de
revascularizacidon, que ademas presentan dolor en reposo que clasifican como
Rutherford 4 y en aquellos que han perdido poco tejido Rutherford 5 (Fontaine
V).

La terapia celular ofrece una opcién para mitigar los problemas asociados a la
isquemia critica. Las células madre aumentan la angiogénesis, integrando la
formacion de nuevos vasos sanguineos, provee soporte tréfico por via de la
liberacion de citoquinas y modulacion de la inflamacion, incluida la reduccion

de la infeccion.

La terapia celular ofrece neovascularizacion, potenciando su capacidad
angiogeénica, la habilidad de inducir/secretar varios factores troficos por ellos
mismos o interactuando con otras células huesped. El papel mas discutido de
las células madre compromete el remplazo de las celulas perdidas como

resultado de la enfermedad o lesion, por células transplantadas en la region



afectada. (8-9) La posterior estimulacion angiogénica por las células madre
puede ser inducida por su secrecion de factores pro-angiogénicos y citoquinas
(actividad pro-angiogénica paracrina de las células madres/progenitoras). El
contacto fisico de las células madres murales derivadas de células
progenitoras, llamadas pericitos, (10) capaces de estabilizar y madurar los
capilares en las arteriolas puede desencadenar también la angiogénesis. En
adicion a su rol en la neovascularizacion teerapéutica, los derivados vasculares
de células madres pueden jugar un papel escencial en la construccion de

biotejidos vascularizados. (11)

Otro posible mecanismo de reparacion mediada por células madre es la
modulacion de la respuesta inflamatoria. Las células madre pueden servir
como mediadores de inmunomodulacién durante la inflamacién basados en sus
actividades tréficas. La infusion de estroma mesenquimal humano (hMSC)
secreta agentes inmunomoduladores que desactivan la vigilancia de las células
T y los procesos inflamatorios cronicos. (12) EI hMSC alogénico puede no s6lo
suprimir la enfermedad injerto vs huesped, también puede exhibir una profunda
capacidad antiinflamatoria y regenerativa en modelos animales. Estudios en
animales usando Bleomicina han mostrado que la administracion de hMSC
inmediatamente despues de la exposicién a la bleomicina es acompanado por
una significante reduccion de la inflamacion asociada con la enfermedad

pulmonar. (13)

Estos estudios revelan que la terapia con células madre es efeciva atenuando
o revirtiendo la enfermedad asociada con inflamacion e indica un mecanismo
probable por el cual los niveles de interferon (IFN) — gamma/interleukina (IL)-1B
pueden reprimir la respuesta inflamatoria del huesped alterando las citoquinas
sistémicas. También se ha visto que las células estromales (MSC) tienen un
efecto benéfico en sepsis experimental, posiblemente por mecanismos
paraclinicos, sugiriendo quela terapia celular media la inmunomodulaciéon y
puede ser un adyuvante en el tratamiento de la morbi-mortalidad por sepsis.
(14)

A pesar de eso, la extensidon de la terapia celular a la practica clinica requiere

el uso de diferentes formas de celulas madre, y la seleccion de la mejor fuente



de progenitores endoteliales para llevar a cabo las importantes funciones hacia

la reparacion y regeneracion.
Clasificacion y fuentes de celulas madre:

Células madre embriogénicas:

Las células madre embriogénicas (ESC) han emergido como una fuente
ilimitada de células madre pluripotenciales con la propiedad adicional de ser
capaces de diferenciarse en progenitores endoteliales, los cuales pueden
completar eficientemente el proceso de angiogénesis en los tejidos isquémicos.
(15) Durante la ultima década los estudios han demostrado el desarrollo
separado de los componentes vasculares de las ESC derivados del raton,
primates y humanos. (16-21) La habilidad de las ESC de generar numerosos
enriquecidos de células progenitoras endoteliales humanas (EPC) ofrece una

oportunidad muy util para estudiar los mecanismos de la isquemia critica.

Durante los estadios tempranos del desarrollo embrional (EB), la
vasculogénesis toma lugar a través de multiples pasos en los cuales los
precurores de células endoteliales se diferencian, expanden y coalescen para
formar una red primitiva de tubulos. Investigadores han encontrado que hESC
se diferencia en EC y células de musculo liso (SMC) en el EB y células
estromales co-cultivo. (22-25) Células progenitoras vasculares de los ratones
ESC han sido diferenciadas por formacion en EB y seleccionadas por un
receptor ralacionado flat de expresion de tirosin kinasa (Flk)-1. Reportes
subsecuentes han indicado que ESC puede diferenciarse espontaneamente en
EC o puede ser obtenido de Flk-1 o antigeno de célula madre (Sca)-1.

Células madre pluripotenciales:

La llegada de las células madre pluripotenciales (iPSC) promete una nueva
forma de evitar algunas de las limitaciones terapéuticas de ESC y células
madre adultas. Este incluye las cuestiones éticas y las preguntas de
inmunogenicidad/rechazo de injerto de ambas ESC y células madre adultas.
Para terapia en isquemia critica iPSC ofrece una opcién adicional tanto que
éstas células son capaces de autorenovarse y diferenciarse en las tres capas
germinales como las ESC.
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En el presente estudio nos enfocaremos en la terapia angiogénica basada en el
uso de células madre las cuales presentan las siguientes caracteristicas, son
células con gran capacidad de auto-renovacion y potencial de multi
diferenciacion, esto implica que son células que poseen la habilidad de
mantener sus caracteristicas celulares después de generar células hijas a
través de la mitosis, la multi diferenciaciéon radica principalmente en la
capacidad de poder diferenciar a una gran cantidad de tipos celulares érgano
especificas. Son células que poseen plasticidad, lo que significa, que pueden
diferenciarse a varios tipos celulares completamente funcionales en diferentes
microambientes o en un sistema regulado, ademas tienen la capacidad de

reparar dafios celulares y tejidos disfuncionales.

Las células madre, se dividen en dos tipos: las embrionales y las postnatales.
Las células postnatales se consideran pluri potenciales, lo que quiere decir que
son capaces de diferenciarse en cualquier linaje celular. Por ello, son
consideradas hoy en dia, por expertos, como una de las arma terapéutica mas
prometedoras, careciendo de dilemas éticos referentes a su extraccion y uso.
En apropiadas cantidades y condiciones éstas células pueden ser ordenadas
en células madre hematopoyéticas, células madre mesenquimales estromales,

células madre neurales y células madre musculares.

Las células madre pueden encontrarse en la gran mayoria de tejidos, pero hay
sitios en el cuerpo humano en donde las podemos encontrar en grandes
cantidades. Se ha documentado que el sitio de mayor concentracion de este
tipo de células es la medula 6sea, seguido del tejido adiposo. Para ambos tipos
de células se han desarrollado técnicas de obtencion; la descrita para medula
O0sea emplea la cresta iliaca, el cual es un sitio de facil acceso quirurgico, éxito
en la muestra y poca morbilidad para los pacientes. Mientras que la referida
para tejido adiposo, usa el producto de la liposuccién o reseccion en bloque
adiposo, en donde se obtienen células madre adiposas.

Al 2006, aproximadamente 100 pacientes se habian tratado con éste método
encontrando en la mayoria de estudios mejoria del dolor de reposo, indice
tobillo/brazo, aumento en la deambulacion libre de dolor y presidn tras cutanea

de oxigeno.
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3. IDENTIFICACION Y FORMULACION DEL PROBLEMA

La enfermedad arterial oclusiva crénica (EAOC) que afecta los miembros
inferiores, deriva principalmente de la aterosclerosis y el padecimiento
prolongado o poco controlado de la Diabetes Mellitus. Dichas entidades afectan
a una gran proporcién de la poblacion adulta, comprometiendo alrededor del
15% de aquellos mayores de 55 afios de edad.

Su progresion, generalmente es lenta y después de 10 afios de evolucidn cerca
de un 30% de pacientes progresan a isquemia critica. En ella, habitualmente la
presencia de dolor en reposo, ulceras y/o gangrena, obligan a la intervencion
quirurgica convencional o endovascular, en pro de evitar complicaciones mas

severas, como la amputacion.

Sin embargo, muchos de estos pacientes no son candidatos a estrategias de
revascularizacion, ya sea por motivaciones médicas o limitantes técnicas. Por
lo anterior, el tratamiento con células autélogas derivadas de la médula 6sea se
convierte en una opcion terapéutica viable dentro del arsenal terapéutico. En la
actualidad, la angiogénesis terapéutica con células madre es una alternativa
factible respaldada por diversos cientificos; a pesar de ello, esperamos contar a

futuro con estudios de mayor rigor cientifico, y de inferenciacion incuestionable.

Durante el afio 2007, se llevo a cabo en el Hospital Militar Central, un protocolo
de investigacion en el cual se intervinieron 18 pacientes mediante ésta técnica.
Con la presente investigacion, disefiamos un estudio transversal con el fin de
determinar caracteristicas clinicas concordantes a la evolucion de la
enfermedad y que nos sugieran un posible éxito de la terapia en nuestros

pacientes luego de 6 afios de su intervencion

12



PREGUNTA DE INVESTIGACION

Si bien, no siempre un estudio observacional descriptivo requiere una pregunta
de investigacidon, dada la presuncion de que lo que se desea es describir todas
aquellas caracteristicas demograficas, médicas, quirdrgicas, y sus
correspondientes desenlaces, en el presente item hemos realizado el ejercicio
analitico de construir una pregunta que reuniera las caracteristicas principales
consagradas en la declaracion PRISMA, utilizando la estrategia PICOt
(Paciente, Intervencion o Medicidn, Comparacion, Desenlace y Tiempo),

teniendo en cuenta los siguientes elementos:

Pacientes: Pacientes con Enfermedad Arterial Oclusiva Crénica con
isquemia critica sin posibilidad de revascularizacion en el Hospital Militar
Central.

Intervencion: Angiogénesis Terapéutica (2008).

Desenlaces o Medidas: Impactos en la vida de los pacientes: Caracterizado
por la descripcién de los indices Tobillo Brazo (ITB), Dolor referido a su
actividad diaria e intensidad, Necesidad de Amputacion, y Mortalidad.

Tiempo: Seis afnos después de la intervencion.
Asi,

¢ Cual fue el comportamiento de las medidas de desenlace en pacientes
con enfermedad arterial oclusiva cronica sin posibilidad de
revascularizacion en el Hospital Militar Central seis anos después de ser
sometidos a Angiogénesis Terapéutica en el 20077

13



4. JUSTIFICACION

La EAOC es una enfermedad de amplia distribuciéon mundial, afecta a un 5%
de la poblacion americana y su etiologia es multicausal. Es especialmente
asociada con el sindrome metabdlico, lo cual se atribuye, entre otras variables,

a deficientes habitos de vida en la poblacion mundial.

La isquemia critica de miembros inferiores, corresponde al estadio mas severo
de la enfermedad arterial periférica. Esta conlleva finalmente a la pérdida o
amputacion de la extremidad del paciente, asociandose a una mortalidad del
50% a 5 afnos, y generando una gran dependencia familiar, y deterioro de la
calidad de vida en el paciente afectado.

En este estado de severidad las opciones terapeuticas son escasas, tanto que
algunos pacientes se consideran no revascularizables, en otras palabras: sin
ninguna opcién de tratamiento quirurgico convencional o endovascular, lo cual
nos habia limitado exclusivamente al manejo médico basado al control de

factores de riesgo y estilos de vida saludable.

Con éste estudio, pretendemos describir en terminos de calidad de vida,
pacientes sin opcién de revascularizacién a quienes se les brinda una opcion
de tratamiento de rescate con el trasplante de células madre con el unico
objetivo de lograr angiogénesis. Dicha Angiogénesis Terapéutica, incluyo el
uso de factores de crecimiento angiogénicos con células madre para formacion
y crecimiento de vasos sanguineos que a la postre pudieran mejorar el flujo

sanguineo e incrementar la perfusion tisular en la extremidad isquémica.

14



5. OBJETIVOS
5.1. GENERAL

Describir la respuesta clinica obtenida luego de Angiogénesis Terapéutica
(realizada en el 2007) en una serie de pacientes del HMC con Enfermedad
Arterial Oclusiva Cronica de miembros inferiores sin posibilidad de

revascularizacion.

5.2. ESPECIFICOS

1. Calcular la supervivencia a seis afios de una serie de pacientes con
Enfermedad Arterial Oclusiva Crénica de miembros inferiores sin
posibilidad de revascularizacion tratados con Angiogenesis Terapeutica
en el HMC (realizada en el 2007).

2. Describir el numero de pacientes libres de amputacion luego de seis
afos en una serie de pacientes con Enfermedad Arterial Oclusiva
Crénica de miembros inferiores sin posibilidad de revascularizacion
tratados con Angiogénesis Terapéutica en el HMC (realizada en el
2007).

3. Descriibir clinicamente impactos en la vida de los pacientes (ITB - indice
Tobillo / Brazo, EVA - Escala Visual Analoga, Amputacion y Mortalidad)
antes y seis afios después de terapia con Angiogénesis Terapéutica en
el HMC (realizada en el 2007).

6. HIPOTESIS

La Angiogénesis Terapéutica (con células madre autdlogas) en una serie de
pacientes del Hospital Militar Central (HMC) con Enfermedad Arterial Oclusiva
Crénica de miembros inferiores sin posibilidad de revascularizacién parece
haberse relacionado seis afios después a una mejoria clinica del ITB, dolor
(Evaluado por EVA), menor frecuencia de amputacion y mejor actividad fisica
libre de claudicacién (Fontaine).
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7. ASPECTOS METODOLOGICOS
7.1. TIPO DE ESTUDIO
Estudio Observacional Descriptivo tipo Serie de Casos.

7.1.1. LUGAR DONDE SE REALIZARA
Servicio de Cirugia Vascular y Angiologia del Hospital Militar Central.

7.2. POBLACION

Una serie de pacientes con Enfermedad Arterial Oclusiva Cronica Critica de
miembros inferiores sin posibilidad de revascularizacion sometidos a
Angiogénesis Terapéutica (trasplante de células madre autdlogas) en el
2007.

7.2.1. CRITERIOS DE SELECCION

e Criterios de inclusién: Pacientes mayores de edad, Con Enfermedad
Arterial Oclusiva Crénica, no revascularizable, intervenidos en el afo
2007, tratados con Angiogénesis Terapéutica (Aplicacion de células
madre), en el HMC.

» Criterios de exclusion: Ninguno.
7.2.2. TAMANO DE LA MUESTRA

Se incluiran una serie de pacientes con Enfermedad Arterial Oclusiva
Crénica de miembros inferiores sin posibilidad de revascularizacion, con
Angiogénesis Terapéutica (con células madre autologas), realizada en el
afo 2007.

7.3. TABLA DE VARIABLES:

Variable Definicion Definicion Operatividad Tipo de
conceptual operativa variable

Género Hace referencia | Género del 0. Hombre Cualitativa
a la diferencia | paciente. 1. Mujer Nominal
entre hombre y
mujer.

Edad Tiempo Edad del | Edad en afos Cuantitativa
transcurrido paciente al Discreta
desde el | momento de
nacimiento  de | su intervencion
un ser vivo

ASA Clasificacion de | Clasificacion 1. | Discreta
la American | ASA otorgada | 2. I
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Society of | al paciente en | 3. Il
Anesthesiology |su evaluacion | 4. IV
(ASA) para | pre anestésica| 5. V
estimar el riesgo | y con la cual
que plantea la | se indica
anestesia. realizar
procedimiento
quirurgico
Comorbilidad | Enfermedad Presencia o] 1. HTA Cualitativa
primaria que | ausencia de 2. Diabetes Nominal
coexiste con la | comorbilidades Mellitus
causa 3. EPOC
quirurgica. 4. Tabaquism
o]
5. Accidente
Cerebro
Vascular
6. Amputacio
n Previa
7. Otro
Amputacion Reseccion ¢ Requirid 0. No Cualitativa
quirurgica de la | amputacion 1. Si Nominal
extremidad quirargica de Dicotémica
critica de | la extremidad
perfusion. tratada?
Fontaine Clasificacion Estadio clinico 1. 1 Cualitativa
funcional de | de la isquemia 2. lla Ordinal
Fontaine cronica de 3. llb
miembros 4. 1l
inferiores. 5 IV
ITB indice Tobillo | Cociente o] 1. >1,4 Cualitativa
Brazo relacion entre (Calcificaci | Ordinal
la presion on arterial)
sistdlica de la 2. 09a1,3
arteria pedia y (Normal)
la presion 3. 0,7a0,9
sistélica de la (Leve)
arteria 4. 0,5a0,7
braquial. (Moderada
)
5. <0,5
(Grave)
Dolor Dolor evaluado | Puntaje de la | Puntaje en mm Cualitativa
segun  Escala | intensidad del | de EVA Ordinal
Visual Analoga | dolor
(EVA) relacionado a
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claudicacion
intermitente.

Supervivencia | Estado Muerto o | Supervivencia 0. No Cualitativa
Vivo del | medida a los 6 1. Si Nominal
paciente anos. Dicotémica
intervenido.

Muerte. Causa Causa referida | La enunciada por | Cualitativa
determinada de | por la familia | el acudiente. Nominal
muerte de muerte del

paciente
7.4. MEDICION E INSTRUMENTO A UTILIZAR:

Los datos seran tomados de las historias clinicas del HMC. Con ellas se
desarrollaremos una base de datos secundaria en hoja de calculo Microsoft®
Excel®. No emplearemos formatos impresos en pos de colaborar con la
disminucién del consumo de productos biolégicos de importancia para la vida y
a corto plazo poco renovables. Las columnas contendran las variables
vinculadas en la tabla: “6. DEFINICION DE LAS VARIABLES”. Su acceso, sera
confidencial y estara asegurado con una clave para el grupo investigador.

7.5. ANALISIS ESTADISTICO

Describiremos las variables referidas en el item “6. DEFINICION DE LAS
VARIABLES”. Las mediciones realizadas durante el seguimiento seran
resumidas dependiendo de la naturaleza de cada una de ellas y su distribucion
en la poblacion referida, asi: Las variables cuantitativas se describiran por
medio de medidas de tendencia central y dispersion, las variables cualitativas
con frecuencias y proporciones.

La base de datos se construira en la hoja de calculo Microsoft® Excel®. Y para
el analisis estadistico, de ser necesario para la construccion de hipotesis, se
realizara con el paquete R®.
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8. ASPECTOS ETICOS

Realizaremos investigacion descriptiva de los procedimientos realizados
(Angiogénesis Terapéutica) en una serie de pacientes con Enfermedad Arterial
Oclusiva Croénica sin opcion de revascularizacion. Dichos hallazgos hicieron
parte del tratamiento de su enfermedad, y por lo tanto carecieron de cualquier
asociacion con intervencion experimental a nuestro estudio.

Gracias al disefio de esta investigacion, y los aseguramientos de las bases de
datos, vinculadas pero en custodia de nuestro grupo: Respetaremos y
utilizaremos la informacion confidencial de los individuos con respeto, pericia
investigativa y condifencialidad, asegurando un trato justo y equitativo para
todos.

Basados en la regulaciones estatales y adquiridas por bloque constitucional de
las existentes en el exterior (Reporte Belmont, el Codigo de Nuremberg, la
Declaracion de Helsinki), y las nacionales (Resolucién 8430 para investigacion
en seres humanos en Colombia), consideramos que podria no existir riesgo
etico en los procedimientos investigativos practicados con la informacion
extraidas de las historias, (Investigacion Sin Riesgo). Manifestamos que el
unico interes del presente estudio es mejorar el conocimiento terapéutico
existente en pacientes que padecen esta condicion (EAOC).

Bajo el “deber ser’ del investigador, nos sometemos a los requisitos y
procedimientos que por protocolo deban ser ejecutados, dando cumplimiento a
los reglamentos internos del HMC para la evaluaciéon y aprobacion de
proyectos de investigaciéon por el Comité de Etica para la Investigacion en
Seres Humanos de la Institucion.
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9. RESULTADOS/PRODUCTOS

BENEFICIARIOS

ESPERADOS Y POTENCIALES

Resultado/Producto Indicador Beneficiario
esperado
Relacionados con la | Comparacion de los | Grupo multidisciplinario
generacion de | resultados obtenidos en | encargado del
conocimiento el servicio de Cirugia | tratamiento de la
Vascular y Angiologia | enfermedad arterial
del Hospital Militar | oclusiva cronica.
Central con los datos| =
reportados en la Cirujanos Generales y
literatura mundial. Vasculares.
Conducentes al | Formacion de recurso | Departamento de
fortalecimiento de la|humano a nivel de|Cirugia Vascular vy

capacidad cientifica del
Hospital Militar Central

postgrado. Trabajo de
grado

Angiologia del Hospital
Militar Central.

Dirigidos a la
apropiacion social del
conocimiento

Publicacion de articulo
en revista cientifica.

Grupos
interdisciplinarios a nivel
nacional de manejo de
la enfermedad vascular
periferica.

Sociedades cientificas.
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10. CRONOGRAMA

ACTIVIDADES

Concepcibn de la idea de
investigacion

Realizacion Anteproyecto

Aprobacién Anteproyecto

Realizacion de Protocolo

Evaluacion y aprobacion por la SDIC

Aprobacion Comité de Etica

Recoleccion de la informacion

x| X| X X

Analisis de la informacion

Presentacion de resultados

Socializacién y Publicacion
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11. PRESUPUESTO

Para el presente estudio los gastos seran asumidos en su totalidad por el grupo
de investigadores:

GASTOS TOTAL OBSERVACIONES

Personal $2.000.000 Horas empleadas por los
investigadores

Equipo $0 Computadores de la Biblioteca de la
Facultad de Salud. Computadores
personales.

Materiales $100.000 Papeleria, materiales de impresion,
USB.

Salidas de $0 No aplica

Campo

Bibliografia $0 Bases de datos de la Universidad

Militar Nueva Granada.

Publicaciones $1.000.000 Elaboracion de poster, presentacion
en congreso

Servicios $0 Procesadores de datos con licencia
Técnicos libre de operacién en Colombia.
Total $3.100.000
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12. DESARROLLO DEL PROTOCOLO
12.1 RESULTADOS

Previa aprobacién del Comité de Etica del Hospital Militar Central, y la Facultad
de Medicina de la Universidad Militar Nueva Granada, en un primer estudio (8),
fueron introducidos un total de 19 registros hospitalarios de pacientes tratados
con Angiogénesis Terapéutica en el aflo 2007. El total de pacientes completo
su seguimiento clinico de 24 semanas. Las caracteristicas demograficas de
dicha poblacién aparece en el articulo de Franco y cols (8).

De los 19 pacientes iniciales, solamente cumplieron los criterios de seguimiento
a seis afios el 63,16% (12 de 19). Los siete restantes fueron considerados
como datos perdidos. Uno de ellos se retird del estudio, y los seis restantes no
pudieron ser contactados para su revision a los 6 afos. En la Tabla 1,
resumimos los datos demograficos de interés.

Variable Estadistico
Edad (anos) 75,5 (+/- 36)*
Masculino 8/12 (66,7%)
Comorbilidades 5/12 (41,7%)
- Hipertension - 5/5(100%)
Arterial
- Diabetes Mellitus - 5/5(100%)
- Amputacion - 2/5(40%)
Previa - 1/5(20%)
- EPOC - 1/5(20%)
- Tabaquismo - 1/5(20%)
- Evento Cerebro
Vascular

Tabla 1. Caracteristicas Demograficas de los pacientes incluidos en el analisis
a 6 anos. (*Se describe como mediana y rango inter cuartilico debido a su
distribucion)

En la Tabla 2, presentamos la tasa de mortalidad y de amputacion en la serie
de casos referenciada. En la Tabla 3, describimos las medianas de los Indices
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Tobillo Brazo (ITB) segun la lateralidad intervenida y un analisis independiente
que combina los valores de ambas lateralidades de acuerdo al momento de la
evaluacion.

Variable Estadistico
Mortalidad 3/12 (25%)

Requerimiento de 1/12 (8,3%)
Amputacion

Tabla 2. Tasa de Mortalidad* y Amputacion a 6 anos.

(Atribuible a cualquier causa, no directamente a la EAOC o al tratamiento con
Angiogénesis Terapéutica)

Tiempo ITB (Derecho) ITB (Izquierdo)

Mediana (Rango) Mediana (Rango)

Inicio 0,53 (0,84) 0,52 (0,75)
12 Semanas 0,61 (0,68) 0,79 (0,54)
24 Semanas 0,68 (0,66) 0,79 (0,45)
6 Afos 0,63 (0,23) 0,79 (0,30)

Tabla 3. Indice Tobillo — Brazo (ITB) segtin el momento de la valoracién.
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En la grafica 1, detallamos la intensidad del dolor, medido con unidades EVA y
fraccionado segun el tiempo. En la grafica 2, se presenta el estadio clinico
basado en la clasificacion de Fontaine.
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INICIO 12 SEMANAS 24 SEMANAS 6 ANOS

Grafica 1. Dolor segun Escala Visual Analoga (EVA).

Clasificacion de Fontaine

Inicial 12 Semanas 24 Semanas 6 Anos
66,70%
58,30% 58,30%
44,20% 41,70% 41,70%
33,30%
22,20% 22,20%
11,10%
0 0 0 0
I Ila Ilb 1 v

Grafica 2. Clasificacion de Fontaine segun el momento de la evaluacion.
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12.2 DISCUSION

El disefio de alternativas terapéuticas menos invasivas a las técnicas endo
vasculares y/o quirurgicas en pacientes cada vez mas enfermos, no solo
podrian generar un alivio a las finanzas gubernamentales destinadas a la
cobertura en salud para la poblacién en general, también propondrian un nuevo
paradigma en la intervencion de la enfermedad vascular periférica con
similares indicadores de calidad de vida y resultados a corto, mediano y largo
plazo. Similar a lo referido por Rodriguez en su analisis de costo efectividad a
favor de células autdlogas derivadas de la médula 6sea. (9)

El presente estudio, parte de la esencia de una primera fase realizada con
antelacion en el Hospital Militar Central, en dicho proyecto, bajo una valoracion
robusta y un seguimiento estandarizado se evalu¢ la respuesta clinica descrita
en términos de indice Tobillo Brazo (ITB), Dolor, Tolerancia a deambulacion
libre de claudicacion y requerimiento de amputacion. En dicha evaluacion,
realizada de manera estricta por Franco y colaboradores, la aplicacion
Intramuscular de células madres autologas en 10 puntos alrededor del musculo
gastrocnemio fue exitosa, demostrando un importante aumento de los ITB,
distancia de caminata libre de claudicacion y reduccion de la intensidad del
dolor, a corto y mediano plazo.

Al realizar el seguimiento a seis afos, solamente se pudo recuperar
informacion del 63.2% de los pacientes. lo anterior supone una pérdida de la
informacion del 36.8%, hecho que si bien, no es deseable en ningun tipo de
estudio clinico, es esperable dadas las condiciones sanitarias de nuestro pais,
el aseguramiento de salud a través de diversos operadores territoriales
publicos o privados, la inestabilidad en las realidades econdmicas que
sustentan la vida de las familias colombianas y el sub registro de mortalidad
existente para procesos investigativos como el presente.

Con una mortalidad del 25% a seis anos, nos ubicamos dentro de lo esperable
para pacientes con diagnostico de EAOC Severa, a la par de otros paises de la
region. Hay que aclarar que dicho estadistico solo mide la mortalidad global de
nuestra muestra, y no la atribuible a la EAOC o al procedimiento terapéutico.
En cambio, es bastante alentador una muy baja tasa de requerimiento de
amputacion (8,3%) versus un esperable del 30 al 60% a 6 meses, como esta
referenciado en pacientes con Isquemia Critica no revascularizable sin
tratamiento. (10)

Apoyados en los datos del primer estudio, es llamativo que seis afios despues,
el incremento de los indices Tobillo Brazo con respecto a los seguimientos a 12
y 24 semanas no presentaron diferencias clinicas ni estadisticas, (ITB 12
Semanas Vs ITB ITB 6 afos: p=0,589; ITB 24 Semanas Vs ITB 6 afos:
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p=0,386), siendo heterogéneas a las observadas antes de la Angiogénesis
(p=0,017). Asi mismo, advertimos una reduccion en la intensidad del dolor a los
6 anos con respecto a las anteriores estimaciones (24 Semanas y 6 Afos —
p=0,031; 12 Semanas y 6 Anos — p<0,001). Y, equivalentes tendencias de
tolerancia a caminata libre de claudicacién entre las 12 Semanas y 6 Afos
(p=0,504) y 24 Semanas y 6 Aios (p=0,361), siendo diferentes a las previas a
la intervencion (p=0,001).

Fundamentados en dichos estadisticos, lo anterior sélo nos puede llevar a dos
horizontes tedricos en relaciéon a los hechos: La Angiogénesis Terapéutica
puede ser efectiva en la prevencion de la evolucidon de la enfermedad y dada la
presencia de un lecho isquémico, la sefializacién y produccién de tejido
vascular fue suficiente para generar puentes arteriales capaces de subsanar
penumbra isquémica distal, 6, el destino biolégico de estos pacientes
pertenece al 40% de pacientes que independiente de la terapia iban a detener
o incluso mejorar su condicion clinica. Si bien, dichos planteamientos son
poderosas conclusiones a debatir en el campo de una experimentacion de
grupos controlados, existen evidencias que nos podrian soportar en mayor
medida la primera premisa. La mejoria clinica asociada a unos diferentes
unilaterales (nuestros hallazgos fueron demostrados en extremidad derecha e
izquierda por separado), la disminucién en la intensidad del dolor de un grado
severo y continuo a uno leve e intermitente solamente con claudicacién a
grandes distancias (>150 o >200 metros segun la clasificacion) estan en pro de
dicha practica alternativa de aparentes optimos resultados. Hallazgos similares
a los encontrados en los meta-analisis y experimentos con medicion de
desenlaces a corto y mediano plazo como los de Teraa y Liu Fu-Peng (11-12).

Basado en este estudio observacional, si bien, nos es imposible constatar o
realizar diagnodsticos de manera retrospectiva, como sistema de aseguramiento
de la validez de los criterios de inclusion utilizados en el estudio anterior,
contamos con un sistema de validacidén del dato para aquellos pacientes que
completaron su seguimiento a largo plazo mediante protocolizacion prospectiva
de las mediciones en nuestro servicio. Aun asi, de hecho consideramos ideal el
haber contando con impresiones diagnodsticas de argumento clinico y teorico
mas amplio, que permitieran realizar inferencias clinicas Colombianas, a gracia
de una validez externa contundente. En este caso, seria recomendable incluir
pacientes estratificados como Rutherford 5, mas un protocolo basado en
prostaglandinas dentro de la intervencion con Angiogénesis Terapéutica en el
brazo experimental, enfrentado a un un grupo control, en pos de apoderar los
hallazgos a corto y mediano plazo, y ser por si solos evidencia irrefutable en un
seguimiento a largo plazo, similar al que realizamos en este caso.
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12.3 CONCLUSIONES

Sugerimos, que en esta serie de casos, al evaluarse a largo plazo (6 afios) los
impactos derivados de la Angiogénesis Terapéutica Intramuscular en pacientes
con EAOC no revascularizable, los beneficios ganados a corto y mediano plazo
(Evaluados por Franco & Cols) se mantuvieron presentes, e incluso, en
algunos casos, con un mayor beneficio. Dadas las limitaciones de nuestro
estudio, argumentamos la necesidad de ensayos clinicos controlados
aleatorizados 0 meta-analisis de ensayos clinicos encaminados a la
comparacion de los impactos clinicos a largo plazo, con amplio poder de
inferenciacion.
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