Revista Mexicana de

ANGIOLOGIA

Vol. 42 Nim. 4

TI’CI bOjO OrigiﬂCﬂ Octubre-Diciembre 2014

pp 163-169

Primer caso de trasplante de células progenitoras
derivadas de la médula 6sea en isquemia critica de
miembros inferiores como terapéutica consolidada

Dr. Juan M. Rodriguez-Trejo,* Dr. Luis Padilla,***** Biol. Pilar Hazel Carranza C.,**
Dr. Takeshi Landero,** Dr. Vladimir Alba-Gardufio,* Dr. Paul Mondragon-Teran****

RESUMEN

Introduccion. Se presenta el primer caso en México como terapéutica consolidada (fuera de proto-
colo de investigacion) de trasplante de células progenitoras derivadas de la médula 6sea en un pa-
ciente con isquemia critica de miembros inferiores. El 12 de noviembre 2013 se obtuvo el aval de
Comision Federal para la Proteccién Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) CAS/01/0R/1934/
2013.

Caso clinico. Paciente masculino de 42 anos: tabaquismo intenso, diabetes mellitus e hiperten-
sion arterial. Inicié padecimiento en 2010 con claudicacién a 50 m, rdpidamente progresiva hasta 5 m,
ulceras isquémicas y necrosis bilateral de ortejos. En febrero 2011 miembro pélvico derecho con
pulsos femoral y popliteo 1/3, tibiales no perceptibles ITB 0.16, miembro pélvico izquierdo con pul-
sos femoral y popliteo 1/3, tibiales no palpables ITB: 0.5. Angiotomografia: oclusién total de arte-
ria iliaca derecha sin vasos de salida, miembro pélvico izquierdo con oclusién total a nivel de canal
de Hunter con dos vasos de salida. E1 7 de marzo 2011 se realizé angioplastia desde iliaca comin
derecha, femoral superficial, profunda y colocacién de Stent en iliaca comun. En postoperatorio con
miembro pélvico derecho: ITB 0.42, miembro pélvico izquierdo: ITB 0.60 y en seguimiento por con-
sulta con claudicaciéon a 200 m ITB 0.5 bilateral. EI 5 de septiembre 2012 con deterioro, presentan-
do claudicacién a 50 m, sin flujos arteriales, s6lo venosos, sin obtener ITB. Se consideré no candida-
to a revascularizacién y se propuso autotrasplante de células progenitoras derivadas de la médula
6sea para inducir angiogénesis o neovascularizacion. Proceso de separacién: se obtuvieron 240 mL
de aspirado de médula 6sea, se dividieron en cuatro cubiletes de 60 mL, centrifugdndose a 2,500 y
2,300 rpm durante 15 min, el producto final fue de 40 mL de concentrado celular (CC) (32 x 10% = 7.2
de células CD34*) y 80 mL de plasma rico en factores de crecimiento y proteinas (PRFC). Trasplan-
te celular: el procedimiento fue bilateral y se aplicaron 32 mL de CC divididos en 16 punciones de
2 mL, en los compartimentos musculares. Como segundo tiempo se aplicaron 80 mL de PRFC cerca
de cada puncién de CC, y finalmente se aplicaron 8 mL, de C.C. a través de la vena safena a nivel de
maléolo interno en forma retrégrada distal.

Resultados. Paciente con notable mejoria a los tres meses del trasplante celular, claudicacién a
250 m, flujos arteriales presentes monofasicos en tibial posterior, ITB derecho 0.2 e izquierdo 0.3.

Palabras clave: Neovascularizacién, angiogénesis, trasplante celular, isquemia critica, medicina
regenerativa.
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ABSTRACT

Background. We present the first case of a bone marrow derived stem cell transplant for a patient with
chronic bilateral lower limb ischemia. On November 12th, 2013 we obtained the approval of the Comi-
sion Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) CAS/01/0R/1934/2013.
Clinical case. Forty-two year-old male, heavy smoker, with a history of diabetes mellitus and hyper-
tension. The patient started with claudication at 50 meters (m), quickly progressing to 5 m, ischemic
ulcers and bilateral digital necrosis. On February 2011, the patient’s right limb showed femoral and
popliteal 1/3 pulses, non-palpable tibial pulses, ankle brachial pressure index (ABI) of 0.16, left
pelvic limb with femoral and popliteal 1/3 pulses, non-palpable tibial pulses and ABI of 0.5. Angioto-
mography. Occluded right iliac artery, left limb with total occlusion at the adductor (Hunter) canal
level with two output vessels. On March 2011, angioplasty of the right iliac, superficial and deep femo-
ral arteries was done, with stent implantation on right common iliac artery. PO. The result was a right
pelvic limb with an ABI of 0.42, left pelvic limb with an ABI of 0.60 and on follow-up the patient
showed claudication of 200 m. Bilateral ABI of 0.5 on September 2012 and deterioration with claudi-
cation at 50 m, with vein flow but no arterial flow. The patient was considered non-candidate to
revascularization and an autologous bone marrow derived stem cell transplant was proposed as a pos-
sible therapy to induce angiogenesis and neo-vascularization. Purification process. 240 mL of bone
marrow aspirate was obtained, the total volume was divided in 4 reservoirs of 60 mL. Cells were centri-
fuged at 2,500 and 2,300 RPM for 15 min. The total final volume of cell concentrate was 40 mL with a
cell concentration of 32 x 10° £ 7.2 CD 34 * and 80 mL of plasm rich in growth factors (PRGF). Cell
transplant. A bilateral transplant procedure was performed. 32 mL of cell concentrate were transplan-
ted, divided into 16 injections of 2 mL at the muscle compartments. 80 mL of PRGF were applied for a
second time close to the site of cell concentrate transplantation. Finally, 8 mL of cell concentrate were
applied through the saphenous vein at the level of internal malleolus retrograde and distally.

Results. The patient showed a marked improvement 3 months after the procedure, with claudication
at 250 m, monophasic posterior tibial flow and ABI values for right and left limb were 0.2 and 0.3

respectively.

Key words: Stem cell transplant, angiogenesis, critical ischemia.

INTRODUCCION

El 30% de los pacientes con isquemia severa de
miembros inferiores por oclusién arterial no son
candidatos a revascularizacion con derivaciones ar-
teriales y/o procedimientos endovasculares; la evo-
lucién natural de la enfermedad es hacia la progre-
sién con dolor en reposo, ulceras, gangrena, sepsis
y amputacion.?

En 1997 Asahara demostré que las células endo-
teliales progenitoras derivadas de la médula é6sea
(CEPMO) promueven la angiogénesis en tejidos is-
quémicos.2

Tateishi-Yuyama, en 2002, utiliz6 por primera
vez CEPMO en pacientes con isquemia severa de
miembros inferiores, observando mejoria en el indi-
ce brazo-tobillo (IBT) y angiograficamente.?

Utilizando un modelo de isquemia muscular en
ratas, nuestro grupo demostré que puede inducirse
neovascularizacién o angiogénesis efectiva al tras-
plantar CEPMO (CD34* y CD133*), derivadas de la
médula ésea en tineles musculares fibrocolagenos,
utilizados como andamiaje para facilitar la sobrevi-
da y la diferenciacién celular.* En otro estudio expe-

rimental en perros con modelo de isquemia muscu-
lar en la extremidad inferior, se corroboré que mo-
vilizando las CEPMO a la sangre periférica, aplican-
do el factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF) y trasplantandolas en tuneles musculares
fibrocolagenos, se incrementaba significativamente
la angiogénesis en comparacién con el trasplante
celular sin G-CSF.?

Con estos antecedentes experimentales en ani-
males, se obtuvo la autorizacién de los Comités de
Investigacién y Etica del Centro Médico Nacional 20
de Noviembre para iniciar un ensayo clinico con-
trolado en seres humanos. Se evaluaron 20 ex-
tremidades de pacientes con isquemia severa en
miembros inferiores (ISMI) (Fontaine II-b y III, Ru-
therford 3 y 4). Grupo 1: 10 extremidades con tras-
plante de CMN por via intramuscular (IM), y grupo
2: 10 extremidades con trasplante de CMN por via
intramuscular y endovenosa retrégrada distal en la
safena (IM + IV). Las células totales trasplantadas
fueron 15.3 x 108 + 5.6 CD34*. El seguimiento pro-
medio fue de 23 meses. En el primer grupo fue ne-
cesaria una amputacion, la distancia sin dolor mejo-
r6 de 62 a 350 m, el indice brazo-tobillo (ITB)



Rodriguez-Trejo JM y cols. Trasplante de células progenitoras derivadas de la médula 6sea. Rev Mex Angiol 2014; 42(4): 163-169

mejoré de 0.42 a 0.68 y las unidades de perfusién
por laser Doppler (UP) mejoraron de 7.14 a 225.3.
En el segundo grupo hubo una amputacién, la dis-
tancia mejoré de 57 a 450 m, el ITB se increment6
de 0.38 a 0.65 y las UP subieron en un rango de
6.64 a 229.2.5

Benoit, en 2013, presenté un metaanalisis sobre
la seguridad y eficiencia del autotrasplante de CEP-
MO en pacientes con isquemia critica en miembros
inferiores. Detalla los 45 ensayos clinicos recolecta-
dos en 10 anos (2002/2012). De 1,518 pacientes,
1,272 recibieron trasplante celular y 246 se mane-
jaron como controles, obteniendo 203 amputaciones
(16%). En el mismo metaanalisis separé siete ensa-
yos clinicos controlados, pero aleatorizados contra
placebo y seguimiento por la FDA (clinical trials).
De estos siete estudios sumé 365 pacientes, 195 con
trasplante celular y 170 con placebo y report6 14.4%
de amputaciones con trasplante celular y 27% con
placebo (p = 0.0019) (OR = 0.36, p = 0.0004) y con-
cluy6é que reduce significativamente las tasas de
amputaciéon en pacientes con isquemia critica
de miembros inferiores.”

Con fecha 12 de noviembre 2013, la Comisi6én
Federal para la Proteccion Contra Riesgos Sanita-
rios (COFEPRIS) otorgé el Aval CAS/01/0R/1934/
2013 al procedimiento: "Trasplante de células mo-
nonucleares progenitoras derivadas de la médula
6sea para inducir angiogénesis en pacientes con is-
quemia severa de miembros inferiores", precisando
tres condiciones:

¢ Que los establecimientos en donde se realice
este tipo de tratamiento con células progenito-
ras cuenten con licencia de disposicién de 6rga-
nos, tejidos o células progenitoras o troncales
con fines de trasplante, emitida por la autoridad
sanitaria competente.

¢ Que un Comité Hospitalario de Bioética avale los
casos.

® Que el caso se presente en sesion clinica con un
grupo de especialistas que consideren los benefi-
cios para el paciente con dicho tratamiento.

Con todos estos antecedentes, el 17 de enero
2014 se 1llevé a cabo el primer caso como terapéuti-
ca consolidada (no como protocolo de investigacién)
en el CMN 20 de Noviembre.

CASO CLINICO

Resumen clinico

Paciente masculino de 42 anos de edad, ingeniero
civil, tabaquismo intenso de larga evolucién. Diabe-
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tes mellitus e hipertension arterial sistémica de cua-
tro afios de diagnéstico, manejadas con metfornina,
glibenclamida y telmisartan, respectivamente; ade-
mas, neuropatia diabética manejada con pregabalina.
Inicio de padecimiento actual cuatro afnos previos
con claudicacién al deambular 50 m, progresando
hasta llegar a los 5 m. Desarroll6 ulceras isquémicas
y zonas de necrosis con involucro de tercero y cuarto
ortejos izquierdos y, posteriormente, se agregé tlce-
ra con necrosis en primer ortejo derecho y lesiones
en tercero y cuarto ortejos ipsilaterales.

En 2011 acudi6 por primera vez. Al examen fisico
se encontré extremidad inferior derecha pulso
femoral y popliteo de 1/3, tibiales anterior y poste-
rior no perceptibles con flujos de proximal a distal
monofasicos a la exploracién dirigida con Doppler
lineal, presiéon de tobillo 20 mmHg derecho y
60 mmHg izquierdo con presién braquial de 120
mmHg. ITB-s izquierdo 0.5 y derecho 0.16, lesiones
dérmicas y tejido necrético localizados a nivel de
ortejos, acompanado de eritema, edema, con mini-
ma secrecion fétida, con movilidad conservada, sen-
sibilidad conservada, temperatura discretamente
disminuida, de predominio en miembro pélvico de-
recho, llenado capilar de 4 s. Se decidié su ingreso
hospitalario, ademas de realizar angiotomografia,
donde se observé oclusion total de arteria iliaca
derecha, sin vasos de salida, solamente visible la
arteria femoral profunda, con datos de calcificacion;
miembro pélvico izquierdo con oclusién total a nivel
del canal de Hunter, con posterior recanalizacion,
observando distal dos vasos de salida, ambos con
multiples lesiones difusas sin observar arteria
femoral profunda.

Al paciente se le diagnosticé enfermedad aor-
toiliaca tipo III mas isquemia critica, por lo que fue
intervenido el 7 de marzo 2011, encontrando este-
nosis de arteria iliaca derecha comin, externa y fe-
moral profunda con oclusién de arteria femoral su-
perficial y poplitea; se realiz6 aortografia y
arteriografia de miembro pélvico derecho, angio-
plastia de iliaca comun externa, femoral profunda y
colocacion de Stent a iliaca derecha.

Durante el postoperatorio presenté ITB 0.64
izquierdo e ITB 0.42 derecho. El 10 de marzo 2011
se realiz6 amputacién de tercer ortejo bilateral ya
con delimitacién de lesiones y con adecuada evolu-
cién se continué seguimiento en Consulta Externa.
En cita de seguimiento con adecuada evolucién,
asintomatico, refiriendo claudicacién a los 200 m
con lechos de amputaciéon cicatrizados, lesién en
punta de quinto dedo pie derecho en fase de cicatri-
zacion sin datos de infeccién, pulsos femorales 2/3,
popliteos no palpables, distales no palpables, ITB
0.5 bilateral.
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E15 de septiembre 2012 en seguimiento por Con-
sulta Externa con deterioro en evolucién refiriendo
claudicacién a los 50 m, ausencia de flujos arteriales
sélo encontrando flujos venosos sin obtener ITB. Se
realizé angiotomografia en la que se observé trombo-
sis de aorta en 70%, iliaca comun izquierda con trom-
bo que disminuyé6 la luz del vaso en 25%, oclusién de
la iliaca interna izquierda, iliaca externa con trombo
que afectaba 25% del vaso, oclusién por trombo de la
femoral superficial. Se valor¢ el caso y debido a las
maultiples calcificaciones y lesiones encontradas se
consideré que el paciente no era candidato a revascu-
larizacién abierta por ausencia de vasos distales con
el alto riesgo de amputacion, asi como no ser candida-
to a una derivacién extraanatémica de tipo axilo-bife-
moral por la baja permeabilidad que presentaba a
tres y cinco afios. Paciente joven, no acepté los ries-
gos potenciales de amputacion, por lo que se propuso
la alternativa de autotrasplante de células progenito-
ras derivadas de la médula ésea para inducir angiogé-
nesis, realizado el 17 de enero 2014.

En seguimiento a tres meses posteriores al even-
to quirurgico el paciente se valoré por Consulta Ex-
terna, se encontré notable mejoria clinica refirien-
do claudicar a 250 m. A la exploracién fisica sin
lesiones dérmicas, con adecuada temperatura en
ambos miembros pélvicos y con flujos arteriales
en tibiales posteriores monofasicos de buena inten-
sidad, ITB derecho 0.2 e izquierdo 0.3, aunque bajo,
estaba presente. Al momento de este reporte el
paciente se encontraba en programa de caminata
supervisada y sin complicaciones.
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Técnica quirurgica

Abordaje anterior en el aspirado de la médula
6sea. Bajo anestesia regional, sedacion ligera y con-
trol fluoroscépico, se localizé la parte anterior supe-
rior de la cresta iliaca. Se realizé una incisién de 2
mm usando un bisturi del 11.

La trayectoria inicial del trécar de Jamshidi con
mango en T fue medial en la linea del ala pélvica
introduciendo éste en el hueso firmemente. Se fue
redireccionando en la misma trayectoria avanzando
hasta 5-7 cm; los tres agujeros de la canula queda-
ron totalmente dentro del tejido esponjoso.

Se conect6 una jeringa de 20 mL en la parte su-
perior de la canula y se hicieron pequenas aspira-
ciones de 3 mL, notando la presiéon negativa. Tras
cada pequeno aspirado de 3 mL se dio un cuarto de
vuelta para aspirar otras zonas del tejido esponjoso
hasta dar la vuelta entera. Se redireccioné el tro-
car 1 cm arriba y/o abajo en la misma trayectoria.
Se continué aspirando hasta tener el volumen sufi-
ciente (240 mL por extremidad) (Figura 1).

Proceso de separacion

Se utiliz6 el SmartPReP-2 (Bone Marrow Aspira-
te Concentrate System-BMAC) (HARVEST-TERU-
MO). Los 240 mL de médula ésea aspirados se colo-
caron en la bolsa con anticoagulante, se aspiraron y
filtraron 60 mL que se introdujeron dentro del cu-
bilete de BMAC a través del puerto rojo (Figura
2A). Al tener cuatro cubiletes de 60 mL se colocaron

Figura 1. Técnica quirurgica.
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dentro de la centrifuga. Se inicié con 2,500 RPM,
después se hizo un alto al minuto 10 y en ese mo-
mento se decantaron las cdmaras en donde estaba
el vial y comenz6 el ciclo nuevamente a 2,300 RPM,
hasta completar 15 min (Figura 2B). Tras el centri-
fugado los componentes del aspirado se separaron,
quedando las células mononucleares separadas del
resto (Figura 2C). Se introdujo la jeringa con tope
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en el puerto blanco del cubilete de BMAC y se reco-
gi6 el sobrenadante (Figura 2D). Se introdujo la je-
ringa sin tope en el puerto blanco, se resuspendié
todo el volumen y se aspir6 todo lo que quedé y se
aplic6 como autotrasplante celular por via intra-
muscular e intravenoso retrégrado distal en la vena
safena. El producto final después de centrifugar
cuatro cubiletes de 60 mL (240 mL) fueron 40 mL

Figura 2. Proceso de separacion.

Figura 3. Trasplante celular.
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de concentrado celular (10 mL por cubilete), los 40
mL aportaron 32 x 10 + 7.2 de células CD34+, los
cuales se aplicaron por extremidad (Figura 3A).

Trasplante celular

El procedimiento fue bilateral, se utilizé la aguja
del catéter BD insyte (16GA-1.77in) (17 x 45 mm),
practicando punciones en los compartimentos
musculares con guia por ultrasonido. En cada pier-
na se inyectaron por via intramuscular 32 mL de
concentrado celular divididos en 16 aplicaciones de
2 mL, distribuidos en el musculo vasto interno, vasto
externo y compartimentos musculares (tibial ante-
rior, posterior profundo y posterior superficial)
(Figura 3B). Como segundo tiempo quirdrgico se
aplicaron 80 mL de plasma rico en factores de cre-
cimiento y proteinas, que se sabe permanecen en
forma activa durante siete dias, favoreciendo la
reproduccién y migracién celular, la aplicacion fue
de 5 mL intramusculares cerca de cada puncién de
concentrado celular (Figura 3C). Como tercer tiem-
po quirdrgico se localiz6 la vena safena mayor a ni-
vel del maléolo interno, practicando una pequenia
incisién disecando el vaso y refiriéndolo con catgut
crémico 3-0, se lig6 la vena proximalmente, y se
practicé una pequeiia incisién aplicando un catéter
BD insyte (16 GA-1.77in) (17 x 45 mm), a través del
cual se hepariniz6 en forma retrégrada distal en el
pie (1 mL, de heparina 1:1000 + 9 mL de solucién
salina), con aplicacién de torniquete manual para
evitar el retorno venoso durante 10 min, enseguida
se infundieron 8 mL de concentrado celular via ve-
nosa retréograda distal con torniquete manual du-
rante 10 min (Figura 3D).

DISCUSION

El trasplante de CEPMO para inducir angiogéne-
sis o neovascularizacién en extremidades isquémi-
cas, se consideré un procedimiento experimental de
2002 a 2009, pero con la evidencia de siete ensayos
clinicos controlados contra placebo y con segui-
miento de la FDA, reportados en metaanalisis por
Benoit, en 2013, ahora puede considerarse como
una terapéutica consolidada (OR = 0.36) (P =
0.0004)."

En la actualidad los grupos de investigacion en
medicina regenerativa se encuentran estudiando
técnicas y procedimientos que aumenten la sobrevi-
da celular. La ingenieria de tejidos en la medicina
regenerativa requiere de tres componentes bioldgi-
cos; la célula, un andamiaje de soporte y factores de
crecimiento y citocinas que estimulen la reproduc-
ci6n y migracion celular. Esto justific6 emplear en
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este caso el plasma residual que provee el sistema
SmartPReP-2 y que contiene factores de crecimien-
to y proteinas que permanecen en forma activa en
el tejido durante siete dias (se aplicaron 80 mL por
extremidad).

El componente de andamiaje en la extremidad is-
quémica que recibe el trasplante celular, lo forma
el perimiso muscular que corresponde a una mem-
brana fibroeléstica formada de elastina y colagena y
que recubren los fasciculos musculares. El coctel
celular que prepara el sistema SmartPReP-2 aporta
células progenitoras CD34*, CD133*, que se trans-
forman en la célula endotelial que forma tubos. Y
células mesenquimales CD73*, CD90* y CD105*,
que se transforman en pericitos que rodean a la cé-
lula endotelial y permiten la maduracién del vaso
sanguineo.

El mecanismo de accién de las CEPMO en la pro-
mocién de la vasculogénesis o angiogénesis puede
ocurrir por dos mecanismos: incorporacién directa
a la vasculatura existente, facilitando el crecimien-
to de nuevos capilares (diapédesis, brotes, tubos)
y/o efecto paracrino, secrecién de citosinas y otros
factores de crecimiento pro-angiogénicos que esti-
mulan a las células endoteliales locales proliferando
en la pared vascular (mitosis, vacuolas, tubos).

El sistema SmartPReP-2 purifica en forma auto-
matizada el aspirado de médula 6sea y se obtiene
un concentrado celular libre de manipulacién por
operarios durante su procedimiento garantizando
esterilidad; se lleva a cabo en la misma sala de ope-
raciones con un centrifugado de 15 min, con poco
personal, sin necesidad de transporte o almacena-
miento, esto lo convierte en una técnica minima-
mente invasiva, rapida y econémica.

La via intravenosa retrégrada distal, a través de
la vena safena, se utiliza pensando en mejorar la
llegada de las células hasta los capilares venoarte-
riales digitales, sin necesidad de aplicarlas por via
intraarterial, ya que el concentrado celular, aunque
anticoagulado, tiene una densidad viscosa que po-
dria comprometer mas a un sistema arterial con
patologia oclusiva severa. Este procedimiento fue
probado en su eficiencia a nivel experimental con
ratas® y aplicado con éxito en pacientes con isque-
mia severa.b
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