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INTRODUCCION

El trasplante de Células Mononucleares Progenitoras (CMP) para inducir angiogénesis
0 neovascularizacion en extremidades isquémicas ha sido considerada una estrategia
eficaz en modelos animales de isquemia y ensayos clinicos, que representa un método
seguro y factible para el tratamiento de la isquemia critica de miembros inferiores. Sin
embargo, la evidencia de que varios estados de enfermedad reducen el niumero y/o
funcion de las CMP, ha impulsado el desarrollo de varias estrategias para superar estas
limitaciones, incluyendo la administracion de CMP modificadas genéticamente que
sobreexpresan factores de crecimiento angiogénico®#°%6.78 Actualmente a nivel mundial
existen 47 grupos de investigadores que estan trasplantando con éxito CMP autdlogas
por via intramuscular, intra-arterial e intravenosa en pacientes con isquemia severa de
miembros inferiores, demostrando que el tratamiento refleja mejorias significativas
incrementando el indice tobillo-brazo (ITB), la cicatrizacion de Ulceras, disminuyendo el

dolor en reposo, dolor a la deambulacién y evitando las amputaciones (78

ANTECEDENTES

En 1997 Asahara demostré que las CMP promueven la angiogénesis en tejidos
isquémicos*. Tateishi-Yuyama, en 2002, utiliz6 por primera vez CMP en pacientes con
isquemia severa de miembros inferiores, observando mejoria en el ITB vy
angiograficamente®. Utilizando un modelo de isquemia muscular en ratas, nuestro grupo
demostré que puede inducirse neovascularizacion o angiogénesis efectiva al trasplantar
CMP derivadas de la médula 6sea en tuneles musculares fibrocolagenos, utilizados
como andamiaje para facilitar la sobrevida y la diferenciacion celularl®, En otro estudio
experimental en perros con modelo de isquemia muscular en la extremidad inferior, se
corrobord que movilizando las CMP a la sangre periférica, aplicando el factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF) y trasplantandolas en taneles musculares
fibrocolagenos, se incrementaba significativamente la angiogénesis en comparacion con

el trasplante celular sin G-CSF®). Con estos antecedentes experimentales en animales,



se obtuvo la autorizacion de los Comités de Investigacion y Etica del Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre para iniciar un ensayo clinico controlado en seres humanos
donde se evaluaron 20 extremidades de pacientes con isquemia severa en miembros
inferiores (Fontaine II-b y 1lI, Rutherford 3 y 4). El seguimiento promedio fue de 23 meses.
En el primer grupo fue necesaria una amputacion, la distancia sin dolor mejoré de 62 a
350 m, el ITB mejor6 de 0.42 a 0.68 y las unidades de perfusion por laser Doppler (UP)
mejoraron de 7.14 a 225.3. En el segundo grupo hubo una amputacion, la distancia
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 229.2.6).

Por su parte Benoit, en 2013, presentd un metaanalisis sobre la seguridad y eficiencia
del autotrasplante de CMP en pacientes con isquemia critica en miembros inferiores.
Detalla los 45 ensayos clinicos recolectados en 10 afios (2002/2012). De 1,518
pacientes, 1,272 recibieron trasplante celular y 246 se manejaron como controles,
obteniendo 203 amputaciones (16%). En el mismo metaanalisis separd siete ensayos
clinicos controlados, pero aleatorizados contra placebo y seguimiento por la FDA (clinical
trials). De estos siete estudios sumoé 365 pacientes, 195 con trasplante celular y 170 con
placebo y reportd 14.4% de amputaciones con trasplante celular y 27% con placebo (p =
0.0019) (OR =0.36, p = 0.0004) y concluyé que reduce significativamente las tasas de

amputacion en pacientes con isquemia critica de miembros inferiores.(")

Con fecha 12 de noviembre 2013, la Comisién Federal para la Proteccion Contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS) otorg6 el Aval CAS/01/0R/1934/ 2013 al procedimiento:
"Trasplante de células mononucleares progenitoras derivadas de la médula 6sea para
inducir angiogénesis en pacientes con isquemia severa de miembros inferiores",
precisando tres condiciones: « Que los establecimientos en donde se realice este tipo de
tratamiento con células progenitoras cuenten con licencia de disposicion de organos,
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

beneficios para el paciente con dicho tratamiento.



Con todos estos antecedentes, el 17 de enero 2014 se llevo a cabo el primer caso como
terapéutica consolidada (no como protocolo de investigacion) en el CMN 20 de
Noviembre®b,

No obstante a estos antecedentes, se sabe que un porcentaje alto de la viabilidad celular
se pierde por la via intramuscular, por lo que, es necesario disefiar técnicas de
“andamiaje” que protejan y aumenten la proliferacion de los componentes celulares. En
la actualidad los grupos de investigacion en medicina regenerativa se encuentran
estudiando técnicas y procedimientos que aumenten la sobrevida celular. La ingenieria
de tejidos en la medicina regenerativa requiere de tres componentes bioldgicos; la célula,
un andamiaje de soporte y factores de crecimiento y citocinas que estimulen la

reproduccion y migracion celular.

En la actualidad, se estan desarrollando estudios para fomentar la neovascularizacién
con matrices o andamiajes de materiales sintéticos para problemas isquémicos o
cardiovasculares pero representan un costo elevado e inducen reacciones adversas de
tolerancia e interaccion con las células que deben proteger.

Un estudio reciente de nuestro grupo de investigaciéon demostré que la promocién de la
angiogénesis en las CMP puede ocurrir por dos mecanismos: 1) incorporacion directa a
la vasculatura existente, facilitando el crecimiento de nuevos capilares (diapédesis,
brotes, tubos) y 2) por un efecto paracrino, secreciéon de citocinas y otros factores de
crecimiento pro-angiogénicos que estimulan a las células endoteliales locales
proliferando en la pared vascular (mitosis, vacuolas, tubos). Los resultados de este
estudio muestran que el uso de CMP incrementa la angiogénesis y que esta mejora
utilizando Plasma Rico en Plaquetas (PRP) y Trombina (T), ya que existe una diferencia
de tendencia significativa si se utilizan en el trasplante los tres componentes (CMP PRP

y T), lo que nos indica que es una buena alternativa en ingenieria de tejidos @,



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La accion de las CMP en la promocion de la vasculogénesis o angiogénesis puede ocurrir
por dos mecanismos: incorporacion directa a la vasculatura existente, facilitando el
crecimiento de nuevos capilares (diapédesis, brotes, tubos) y/o efecto paracrino,
secrecion de citosinas y otros factores de crecimiento pro-angiogénicos que estimulan a
las células endoteliales locales proliferando en la pared vascular (mitosis, vacuolas,
tubos). Como parte de una linea de investigacion, el proyecto consiste en evaluar por
medio de un registro microfotografico la integracién de las CMP implantadas en un
modelo de isquemia en la extremidad inferior de rata mediante el autotrasplante
intramuscular para aumentar la sobrevida celular®. La idea fundamental es en hacer
cortes histolégicos para identificar por medio de marcadores especificos el
comportamiento de las CMP durante el proceso de angiogénesis evaluando por
microfotografia. Esperamos resultados favorables que completen la evidencia que

respalda este trabajo de investigacion.

JUSTIFICACION

Gracias a la linea de investigacion que hemos llevado a cabo por mas de 25 afios, la
terapéutica consolidada del trasplante de CMP en miembros inferiores que sufren
isquemia critica se esté llevando a cabo de manera exitosa e por el servicio de Angiologia
a Cirugia Vascular del CMN 20 de Noviembre; sin embargo, consideramos que la
actualizacion de la técnica de trasplante celular es de vital importancia para mantener la
viabilidad de la terapia celular. Los avances cientificos de acuerdo a la ingenieria de
tejidos demuestran la necesidad de buscar mejoras para el tratamiento enfocados en la
seleccidn de las células a trasplantar asi como garantizar la integracion y funcionalidad
de las mismas. Es por esto que estudio pretende demostrar por medio de microfotografia
y a través de marcadores especificos la integracion de las CMP para generar neo-

angiogénesis terapéutica en modelo de miembros inferiores isquémicos; asi como



identificar la especializacion de dichas células a través de proteinas transmembranales

de microvasculatura.

HIPOTESIS

Ho: El analisis Inmunohistoquimico demostrara la integracion de las CMP para generar
neo-angiogénesis terapéutica en modelo de miembros inferiores isquémicos; asi como

la especializacion celular en microvasculatura

OBJETIVO GENERAL

e Realizar un registro microfotografico de la expresion de marcadores histolégicos
en las células mononucleares progenitoras trasplantadas en rata en un modelo

isquémico de miembros inferiores

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar por medio de imnunohistoquimica la expresion del receptor VWF en dos
etapas durante el tratamiento de isquemia

e Evaluar por medio de imnunohistoquimica la expresion del receptor KDR en dos
etapas durante el tratamiento de isquemia

e Evaluar por medio de imnunohistoquimica la expresion del receptor HIF en dos
etapas durante el tratamiento de isquemia

e Evaluar por medio de imnunohistoquimica la expresion del antigeno CD34+ en

dos etapas durante el tratamiento de isquemia



METODOLOGIA

Disefo y tipo de estudio.

Ser realiz6é un estudio de intervencion experimental, con muestreo aleatorio, comparativo

concurrente, de seguimiento longitudinal y direccion prospectiva

Poblacién de estudio.

20 ratas wistar macho de 300gr de peso

Universo de trabajo

20 ratas wistar macho de 300gr de peso, manejados de acuerdo a la NOM 062-Z0O0-
1999, referente al uso y cuidado de los animales de laboratorio y la Ley de Proteccion a
los Animal de Ditrito Federal 2002.

Tiempo de ejecucion. Un afio

Esquema de seleccién.

Definicion del grupo control.

10 ratas wistar macho a las que se les provocara isquemia de miembros inferiores bajo

un modelo quirdrgico estandarizado (padilla 2014).

Definicion del grupo a intervenir.

10 ratas wistar macho a las que se les provoco isquemia de miembros inferiores bajo un

modelo quirargico estandarizado (padilla 2014).

Criterios de inclusion.

20 ratas wistar, machos, isogénicas, peso de 300 g, con certificado de salud.



Criterios de exclusion.

Patologia evidenciable evaluada por el equipo veterinario del servicio, incluyendo
hematomas e infecciones situados en las extremidades inferiores, pared abdominal o

intracavitarios.
Criterios de eliminacion.

Muerte del sujeto de experimentacion antes de la evaluacion prevista en 15 o 30 dias.

Adquisicion de alguna enfermedad metabdlica que afecte la reproduccion celular.
Tipo de muestreo.

Muestreo probabilistico.

Muestreo no probabilistico.

Metodologia para el calculo del tamafio de la muestra y tamafio de la

muestra.

Los experimentos que se realizan en investigacion con animales a pesar de ser de los
mas poderosos, por el rigor que se le puede dar a las variables, utilizan pocos sujetos de
estudio. En este tipo de disefios a medida que las repeticiones aumentan las
estimaciones de las medias observadas se hacen mas precisas. Ambas influyen
mutuamente, de forma tal que, a mayor numero de repeticiones mayor grado de

precision.

Para el calculo del tamafo de muestra, se considerd la variable dependiente “isquemia
de miembros inferiores”. De acuerdo a informacién de estudios previos relacionados
(Dormandy JP, Rutherford RB. Transatlantic interconsensus (TASC) management of
peripheral arterial disease. J Vasc Surg 2000; 31: S1-S278.)*2, |a prevalencia esperada
de esta variable es 3%; considerando un error alfa 0.05 y un error aceptable de 30%, se

obtuvo una n=4.9.



4(Zert)* p(1 - p)
n = D2

~4(1.96)2 0.03(0.97)
n= 0.01

n=4.9

Dénde: Zcrt= 1.96 (valor de Z en tablas), p=3% (Prevalencia esperada), D= 30%(Error

aceptable).

Tomando en cuenta este calculo determinamos que 2 grupos de 10 ratas cada uno

incrementard la posibilidad de obtener resultados significativos en la evaluacion del curso

temporal.

Descripcién operacional de las variables.

Definimos como variables controladas: la alimentacion, temperatura y estrés generados

en el bioterio, procurando que estas sean constantes para todos los sujetos de

investigacion.

La evaluacion histologica sera establecida como unidad de medida al existir o no cambios

tisulares con la aplicacion de la prueba en estudio (S.S o CMP+PRP+T)

Los Marcadores histoldgicos que se evaluaran son:

Marcador
Histolbgico

Caracteristicas
principales

Sintetizadores

Factor de von
Willebrand (VWF)13

Induce la adhesién de
las plaguetas al
endotelio vascular y
la agregacion de las
mismas cuando en el
organismo hay una
lesién (melo nava)

Es sintetizado por células
endoteliales,
megacariocitos y
plaquetas
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Receptor de dominio
de insercion de
guinasa

(KDR)®#)

Mitogénicos para
células vasculares
endoteliales y que
juegan un papel
esencial en la
angiogénesis

Activacion mediante
transfosforilacion, en
region transmembrana, y
una region intracelular que
contiene un

dominio escindido.
VEGFR-2

Factor Inducible por
Hipoxia (HIF)®

Es escencial en el
mantenimiento de la
homeostasis del
oxigeno. Sus genes
blanco incluyen al factor
de crecimiento
endotelial vascular

Pertenecen a la familia de
los factores de
transcripcion con dominios
bHLH/PAS (basic helix—
loop—helix/PerArnt-Sim
homology) que son
determinantes para la

Antigeno CD34+(16)

(VEGF) unién al ADN
Antigeno de células Es una proteina
precursoras del sistema | transmembranosa,

hematopoyético, cuya
deteccion a través de la
inmunohistoquimica
puede ser util para
identificar células
angiogénicas (Jorge
Garcia Tamayo y Cathy
Hernandez)

inicialmente detectada en
las células del sistema
linfohematopoyético,
precursoras de la serie
mieloide y presentes en la
médula 6sea (6, 7); este
antigeno se observa
también en el endotelio
vascular (8)

Técnicas y procedimientos empleados.

MODELO ISQUEMICO DE MIEMBRO INFERIOR. Se utilizé un modelo de isquemia
muscular en dos tiempos, primero con ligadura inicial por via abdominal de la arteria
iliaca externay a los ocho dias se practico la extirpacion total de la arteria femoral (técnica

estandarizada de un modelo que simula la isquemia crénica). ¥

Posterior al segundo tiempo operatorio se aplico el tratamiento correspondiente segun el
grupo de investigacion

11



GRUPO I:

Solucién salina (S.S.) Se aplico 1ml de solucion salina via intramuscular posterior al
segundo tiempo operatorio.

GRUPO II:

Las CMP, el PRP y la T se concentraron en 1ml total para la aplicacion del tratamiento

via intramuscular.

Células Mononucleares Progenitoras (CMP). Se anestesié una rata donadora, y se
realizo laparotomia exploratoria exponiendo grandes vasos; puncionando la vena cava
con jeringa baflada en heparina, extrayendo poco a poco la sangre periférica hasta
obtener 3ml. Para realizar el aislamiento de CMP, en un tubo cénico de 15 ml, se
adicionaron 6 ml de Histopaque y 3 ml de sangre centrifugando a 400 xg por 30 min., se
retir6 el sobrenadante, obteniendo un halo de células mononucleares las cuales fueron
colocadas en otro tubo conico nuevo agregandole 5 ml de PBS (buffer de fosfato) con
repeticion de tres lavados. Se descarté el sobrenadante y con pipeta extraemos el liquido
restante. Finalmente resuspenderemos el boton de células ajustando a 50ul obteniendo
un promedio de 1.5x10% CMP para el trasplante celular ®. Se realizaré el conteo y

viabilidad celular.

Plasma Rico en Plaquetas (PRP). Se realizaré laparotomia exploratoria en rata
donadora exponiendo grandes vasos, se puncioné la vena cava con jeringa bafiada en
heparina hasta obtener 3ml de sangre, la cual se colocaron en tubos vacoutainer con
citrato de Ca+. La muestra se centrifugé a 2000rpm por 10 min. Extrayendo el PRP y se

activaron con Gluconato de Calcio.®

Trombina (T). Se utilizaré 0.5ml de Tissucol Trombina 8U/5ml

12



INCLUSION EN PARAFINA E INMUNOHISTOQUIMICA

Previo al sacrificio de los biolégicos, se realizaron biopsias a los 15 dias y a los 30 dias

posteriores al tratamiento para ambos grupos. Se fijaron con Sefefix.

Dia 15 Dia 30

Grupo | Toma de muestra | Toma de muestra
(5 ratas) (5 ratas)

Grupo Il Toma de muestra | Toma de muestra
(5 ratas) (5 ratas)

Las muestras deshidratadas por medio de un tren de alcohol fueron incluidas en parafina.
Realizamos cortes histolégicos con micr6tomo de 5um de grosor. Posterior a su

rehidratacion y se colocaron en portaobjetos.

Para el analisis inmunohistoquimico, se realizaré el bloqueo de los sitios inespecificos
con una solucién compuesta por 5% de suero de cabra en PBS sin Ca ni Mg, por 30min
a temperatura ambiente. Realizamos dos lavados a cada muestra con PBS sin Ca ni Mg,
cada uno durante 5 min. El exceso de liquido se retirard del portaobjetos, secando los

bordes cuidadosamente.

Posterior a los lavados, se realiz6 un bloqueo de la actividad de peroxidasas endégenas
con 0.3% de H202 en PBS sin Ca ni Mg por 10 min a temperatura ambiente. Llevamos
a cabo una segunda ronda de lavados con PBS sin Ca ni Mg. La incubacién se emple6
con los siguientes anticuerpos: Factor de von Willebrand (VWF), factor del receptor de
crecimiento vascular endotelial (KDR), factor inducible por hipoxia (HIF) y antigeno
CD34.

Una vez obtenidos los resultados se llevé a cabo una evaluacion por medio de
microfotografia y se analizaron los resultados obtenidos.

13



Procesamiento y andlisis estadistico

Vaciamos los datos obtenidos en tablas, plasmando las mediciones a los 15 dias y a los
30 dias posteriores al tratamiento para poder evaluar las diferencias en el tiempo desde

el punto de vista histologico.

ASPECTOS ETICOS

La atencién para los modelos biol6gicos de la experimentaciéon se realizé de acuerdo a
lo previsto en la Ley General de Salud Mexicana en la NOM-062-ZO0-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio, en el apartado 5.1 (roedores) referente a los estudios experimentales en
animales, publicada en el Diario Oficial de la Federacion.

Los investigadores confirmamos que la revision de los antecedentes cientificos del
proyecto justifican su realizacion, que contamos con la capacidad para llevarlo a buen
término, nos comprometemos a mantener un estandar cientifico elevado que permita
obtener informacion util para la sociedad, y nos conduciremos de acuerdo a los

estandares éticos aceptados nacional e internacionalmente.

CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

El presente trabajo se realiz6 con animales de experimentacion y todos los
procedimientos se realizaron bajo las disposiciones contenidas en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 y La Ley General de Salud.

La investigacion se considera de riesgo minimo. En la fase experimental los animales
fueron manipulados por personal con experiencia en el area, manteniendo medidas de
seguridad respecto al manejo de animales y uso de sustancias para la anestesia. El
investigador principal pudo suspender y modificar el curso la investigacion al advertir

algun riesgo o dafio adicional en los animales de experimentacion.

14



Obtencién de animales. Todos los animales fueron adquiridos conforme a los preceptos
juridicos en la institucién. Las transacciones que involucraron la adquisicion de los
animales se condujeron legalmente. Los animales fueron protegidos contra condiciones
climaticas extremas o sofocacion debido al transporte. Se evitd el hacinamiento, se
brind6 agua y alimento “ad libitum” y fueron protegidos contra traumatismos,
(supervisado por el Médico Veterinario Zootecnista), con el fin de comprobar el
cumplimiento de las especificaciones de adquisicién y la ausencia de signos clinicos de
enfermedad, debiéndose establecer a juicio profesional los procedimientos de
cuarentena y estabilizacion de acuerdo a las circunstancias. Todos contaban con
Certificado de salud y calidad para establecer las condiciones en que se produjeron,

criaron y mantuvieron hasta antes de la fase experimental.

15



RESULTADOS

Se realizé un modelo de isquemia critica estandarizado (Padilla 2014) a 20 ratas wistar
en dos tiempos, en el primer tiempo se ligd la arteria iliaca externa derecha y en el
segundo tiempo (8 dias después del primero tiempo), se extirpd la arteria femoral. Se
dividieron en dos grupos de 10 ratas cada uno, al primer grupo (grupo control) se le
administro solucion salida en el segundo tiempo y al segundo grupo (grupo de estudio)

se le administrd por via intramuscular PRP, CMP y Trombina.
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Figura 1. Efecto de CMP, PRP vy tratamientos de trombina sobre mediadores angiogénicos durante la
revascularizacion. Comparamos el efecto de PRP (linea amarilla), CMP + PRP (linea azul) y CMP + PRP + trombina
(linea roja) sobre mediadores pro-angiogénicos a los 15 y 30 dias de revascularizacién en el modelo experimental. El
efecto del control salino se representa como un rectangulo gris. (*) = p <0.05, prueba T independiente de dos colas.
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Medimos el efecto de los diferentes tratamientos: PRP, CMP y trombina sobre
mediadores proangiogénicos bien conocidos, durante la revascularizacion experimental

de la isquemia de la extremidad inferior y su efecto en los receptores angiogénicos.

PRP solo parece estimular el VWF. La combinacién de CMP + PRP + Trombina indujo
significativamente KDR, efecto que se evitdé mediante la adicién de trombina. Asimismo,
la combinacion que contiene trombina también incrementé el HIF. CD34 mostré una

induccion sensible a todos los mediadores pro-angiogénicos. (figura 1).

Aunque todos los tratamientos estimularon significativamente la revascularizacion, se

observo un efecto mayor con el tratamiento con CMP + PRP.

DISCUSION

El principal hallazgo del presente estudio fue que el trasplante autélogo de CMP, PRP y
Trombina, estimula concomitantemente mediadores pro-angiogénicos y afecta
diferencialmente a los mediadores fibrinoliticos. A pesar de tales efectos, la estimulaciéon
de estos factores en la revascularizacion durante la isquemia critica experimental de la

extremidad inferior fue similar.

PRP puede estimular la angiogénesis por diferentes mecanismos. PRP contiene un alto
nivel de plaquetas y factores de crecimiento producidos por las plaquetas que poseen
efectos angiogénicos potenciales. En el presente estudio, el PRP aumento
particularmente los niveles plasméticos de VWF, lo que podria inducir a la angiogénesis
debido a su interaccidon mutua con el factor de activacion plaquetaria (PAF) presente en
el PRP, o debido a la induccion de mediadores como LRG1 que promueve la
angiogénesis y el mesénquima. Migracion de células madre. Ademas, PRP también
aumentd6 KDR. Consistentemente, la produccibn de KDR se ha descrito en

sobrenadantes de PRP in vitro y en tenocitos cultivados estimulados con PRP.
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En el presente estudio, el aumento mediado por PRP de vVWF fue prevenido por CMP y
trombina. A la inversa, se ha descrito una mayor induccion de HIF en sobrenadantes
durante la activacion de PRP en presencia de trombina. Estos efectos pueden explicarse
por las diferencias con el presente estudio con respecto al modelo in vivo utilizado aqui
y la induccion de la isquemia experimental de la extremidad. Sin embargo, creemos que
el modelo in vivo refleja un escenario mas realista de mediadores pro-angiogénicos

dentro de la enfermedad humana.

En general, el PRP, CMP Y T, estimularon significativamente la revasculacién en el
presente estudio, lo que puede explicarse debido a las citoquinas, asi como a proteinas
como la fibrina y la trombina, contenidas en el PRP, que facilitan la adhesion celular, la

migracion, la angiogénesis y promueven la reparacion y / o regeneracion de tejidos.

Evaluamos el papel angiogénico de las CMP porque contienen efectos angiogénicos
significativos y debido a las aplicaciones potenciales dentro de la ingenieria de tejidos y
la medicina regenerativa. Del mismo modo, exploramos el papel de la trombina, ya que
varios estudios habian sugerido su relacion con la supervivencia mas prolongada de los
trasplantes de CMP y la formacion de redes colaterales en la isquemia experimental de

miembros inferiores.

Observamos que las CMP aumentaron la produccion de vWF, efecto que se evitd
mediante la adicion de trombina. La promocion de la angiogénesis por CMP + PRP puede
ocurrir facilitando su diferenciacion o aumentando su supervivencia, debido al contenido
de VEGF en PRP. Ademas, las PBMC y MPC pueden regular la angiogénesis y la
trombolisis por sus interacciones con el coagulo de fibrina. Las CMP pueden sintetizar
activadores de plasminégeno, tras la activacion de vVWF, lo que resulta en la degradacion
de la red de fibrina; pero las CMP también pueden inhibir la fibrindlisis y la estabilizacion
de la fibrina mediante la produccion de HIF. En nuestro modelo, el tratamiento con CMP
aumento el HIF, lo que sugiere un efecto de estabilizacion de la fibrina, mientras que la
adicion de trombina contrarresté la expresion de HIF, y probablemente indujo activadores

locales del plasmindgeno en las CMP, que se sabe que responden a la trombina.
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Por otro lado, las CMP aumentaron el CD34, ya sea solo o cuando se combin6 con
trombina. Este efecto puede aumentar la angiogénesis al inducir la migracion de células
endoteliales, la proliferacion y la inhibicion de la apoptosis; asi como la formacion de
tubos capilares y la expresion de integrinas que modulan las funciones endoteliales. El
efecto pro-angiogénico final de la trombina observado en este estudio puede apoyar las
aplicaciones potenciales de la trombina en la angiogénesis terapéutica.

Algunas limitaciones del presente estudio incluyen: 1) el tratamiento con CMP consistié
en la administracion de la preparacion de células mononucleares, donde solo el 4%
correspondi6 a CD34 + CMP, pero las células mononucleares restantes no se
caracterizaron. Dicha porcion de MPC se ha descrito previamente como suficiente para
estimular significativamente la angiogénesis en el mismo modelo experimental; sin
embargo, el efecto de factores adicionales presentes en la preparacion celular no se

evalud en el presente estudio, y 2) La falta de un grupo con PBMC solo y trombina sola.

CONCLUSIONES

En conclusién, el trasplante autélogo de CMP + PRP Y Trombina estimula la
revascularizacion durante la isquemia critica experimental de la extremidad inferior;
mientras que los efectos particulares sobre los mediadores angiogénicos Y fibrinoliticos

pueden atribuirse a las CMP y su combinacion con la trombina.
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