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RESUMEN

Antecedentes. La isquemia critica definida como la presencia de enfermedad arterial
periférica cronica de las extremidades inferiores, se caracteriza por la presencia de dolor
isquémico en reposo o la pérdida de tejido, con alto riesgo de pérdida de la extremidad. La
disfuncion endotelial (DE) se refiere a una alteracion de las propiedades vasoactiva,
anticoagulante, antiinflamatorias y a un remodelamiento vascular desregulado. Existe una
creciente evidencia de la funcién de las células progenitoras endoteliales (CPESs) en la
homeostasis vascular, reparacion y procesos patoldgicos. Por tanto, se estudio la
asociacion de CPEs y/o valores de vasodilatacion reactiva (FMD), con la prevalencia de
amputaciéon de miembro pélvico en los siguientes 30 dias post-angioplastia en los
pacientes con isquemia critica.

Material y métodos. Pacientes con isquemia critica del Servicio de Angiologia y Cirugia
Vascular atendidos durante Diciembre 2015 a agosto de 2016. Las caracteristicas
demograficas se describieron mediante medidas de resumen de tendencia central y
dispersiéon; numero de casos y porcentaje. Se comparo los valores de CPEs y FMD con la
proporcién de pacientes que requirieron amputaciéon mayor en el seguimiento a 30 dias
post-angioplastia.

Resultados. Se reclut6 a 16 pacientes, 8 (50%) hombres y 8 (50%) mujeres, edad
promedio 68 afios. La subpoblacion CD34", a un punto de corte de 0.3%, se asoci6 con
amputacién mayor hasta en cuatro pacientes (n=4, 80%; Fisher p=0.68). De forma similar
los valores encontrados de FMD en esta poblacion, se estimo6 un punto de corte de -7.8%.
El grupo 1 mostré mayor incidencia de amputacion mayor (n=4, 80%; Fisher p=0.28).

Conclusiones. Se encontré que la subpoblacion de CPE’s CD34" basal circulantes, al
igual que el FMD, se asoci6é con amputacion mayor en 80% de los casos, denotando una
tendencia sin significancia estadistica. Otros marcadores de dafio y reparacién endotelial
también mostraron cambios relacionados con el procedimiento endovascular.



SUMMARY

BACKGROUND. Critical limb ischemia defined as the presence of chronic lower extremity
peripheral arterial disease, is characterized by the presence of ischemic rest pain or tissue
loss at high risk of limb loss. Endothelial dysfunction (ED) refers to an alteration of the
vasoactive, anticoagulant, anti-inflammatory and vascular remodeling a deregulated. There
is growing evidence of the role of endothelial progenitor cells (EPCs) in vascular
homeostasis, repair and pathological processes. Therefore, we study the association of
CPEs and/or vasodilation reactive values (FMD), with the prevalence of limb amputation
within 30 days post-angioplasty in patients with critical ischemia.

MATERIAL AND METHODS. Patients with critical limb ischemia of Angiology and Vascular
Surgery served during December 2015 to August 2016. The demographic characteristics
were described using summary measures of central tendency and dispersion; number of
cases and percentage. EPCs and FMD values with the proportion of patients requiring
major amputation in following 30 days post-angioplasty was compared.

RESULTS. 16 patients, 8 (50%) males and 8 (50%) women, average age 68 years were
recruited. The CD34 + subpopulation, with a cutoff of 0.3%, was associated with major
amputation up to four patients (n = 4, 80%, Fisher p = 0.68). Similarly FMD values found in
this population, with a cutoff of -7.8% was estimated. Group 1 showed higher incidence of
major amputation (n = 4, 80%; p = 0.28 Fisher).

CONCLUSIONS. It was found that the subpopulation of CD34 + circulating EPC's baseline,
like the FMD was associated with major amputation in 80% of cases, denoting a tendency
without statistical significance. Other markers of endothelial damage and repair also showed
endovascular procedure related changes.



MARCO TEORICO

INTRODUCCION

La enfermedad arterial periférica (EAP) es uno de los términos que se refieren a la
obstruccién parcial o completa de una 0 mas arterias por debajo de la bifurcacion aortica.
Se define por tener un indice tobillo-brazo (ITB) menor a 0.9 y cuanto menor sea el ITB
mayor es el riesgo de eventos cardiovasculares y muerte.

La gravedad de la EAP est4 estrechamente asociada con el riesgo de infarto de miocardio,
ictus isquémico y muerte por causas vasculares (1-3). La EAP es una enfermedad comun,
pero pobremente entendida y diagnosticada. En su un grado mas avanzado se presenta la
isquemia critica que se refiere al deterioro significativo de la deambulacion, la pérdida de la
capacidad funcional, dolor en reposo, heridas que no cicatrizan, asociado a la pérdida de
una extremidad y/o la muerte (4-6).

Una condicion de alteracion del endotelio lo constituye la disfuncion endotelial (DE), que es
el proceso de enfermedad que ocurre en todo el sistema vascular dando como resultados
una alteracién en la regulacion normal del tono vascular y la pérdida de las propiedades
ateroprotectoras de endotelio (7).

Existen estudios que han confirmado que la DE se produce antes de la formacion del
ateroma (8) y la evaluacién de la funcion endotelial se ha utilizado como un marcador
capaz de reflejar el dafio arterial (9). La medicion de la vasodilatacion de la arteria braquial
mediada por flujo (FMD, por sus siglas en inglés Flow-mediated Dilation) se considera en
varios estudios como el estdndar de oro clinico no invasivo para determinar la funcion
endotelial y es un parametro sustituto prospectivamente validado para predecir la
progresion de la enfermedad cardiovascular (10). ElI FMD es dependiente de la
biodisponibilidad local del 6xido nitrico (NO) y la medicidon de esta respuesta ha sido
ampliamente utilizada en estudios clinicos (11).

Los vasos maduros tienen dos componentes celulares: células endoteliales y células de
musculo liso que se desarrollan de forma independiente durante la embriogénesis (12). En
los adultos, existe una creciente evidencia de la funcion de las células progenitoras
endoteliales (CPEs) en la homeostasis vascular, reparacion y procesos patologicos (13).
Recientemente, se demostré que la pared del vaso contiene CPEs, que se incorporan en
los sitios de lesion diferencidndose para células endoteliales, o bien migran a través de la
pared del vaso para diferenciarse a células musculares lisas en la intima (14, 15).



En la dltima década, el tratamiento endovascular de la isquemia critica se ha propuesto
como una estrategia que ofrece menor riesgo de morbi-mortalidad para el paciente.
Durante la angioplastia con balén y colocacién de stent, se logra que la pared vascular
cambie su dimension y sus propiedades mecanicas. Sin embargo, la reaccion inicial al
dafio mecanico inducido es la activacion plaquetaria y la formacion de trombos
acompafiado por reaccion inflamatoria incluso en presencia de la terapia antiplaquetaria
dual (16,17).

Debido a que el endotelio desempefia un papel fundamental en fisiopatologia de la re-
estenosis post-angioplastia (18), resulta conveniente evaluar el impacto prondstico de
nuevos marcadores especificos vasculares como la DE y la respuesta de CPEs
relacionadas a la angioplastia en los pacientes con isquemia critica.

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Actualmente, la prevalencia de EAP en América del Norte y Europa se estima en
aproximadamente 27 millones de personas, con una mayoria de estos inconscientes de su
condicion. Allison et al. estim6 que 6,8 millones de personas con edades = 40 afios en el
afio 2000 tuvieron EAP en estados unidos, lo que corresponde al 5,8% de esta poblacién
(19). En el continente europeo, Suecia es uno de los paises con la prevalencia mas alta,
siendo esta de 18%; en Espafia se reporta un 8.5% entre la poblacion de 55 a 84 afios,
mientras que en ltalia se reporta un 4.46% y Francia un 2.09 % (20). En América latina hay
poca informacién de la poblacion que afecta la EAP. En un estudio descriptivo que se
realizado en la Republica de Costa Rica refiere que la EAP es de 0.02% en menores de 50
afos y estd aumenta con la edad, de esta poblacion, la masculina es la mas afectada, con
un tasa de mortalidad en poblacién general de 0.6 por cada 100,000 habitantes (21).

En México en un estudio realizado por Buitron Granados se reporta una prevalencia del
10%, destacando un mayor predominio de este padecimiento en el género masculino
(22). Esta prevalencia es muy baja entre los mas jovenes, pero aumenta
considerablemente después de los 55 a 60 afios. Por ejemplo, en una cohorte de estudio
en San Diego, Cal. EEUU, el riesgo de EAP se duplico por cada década,
independientemente de otros factores de riesgo (23). Aunque las estimaciones varian un
poco, la prevalencia parece estar muy por debajo de 5% antes de los 50 afios, alrededor de
10% en 65 afos, y mas de 25% en los pacientes de 80 afios de edad o mas.

La prevalencia de EAP asintomética sélo puede estimarse mediante la medicibn no
invasiva en una poblacién general. La prueba mas ampliamente utilizado es la medicion del
ITB. La presencia de un ITB en reposo <0.90 es causado por una estenosis arterial
hemodinamicamente significativa. En los individuos sintomaticos, un ITB <0.90 tiene una



sensibilidad del 95% en la deteccion de EAP y casi 100% de especificidad en la
identificacion de individuos sanos (24). En el estudio “Edinburgh Artery Study” se encontré
gue hasta un tercio de los pacientes con EAP asintomatica tenia una oclusion completa de
una arteria principal de la pierna; mientras que el estudio PARTNERS (PAD Awareness,
Risk, and Treatment: New Resources for Survival), se documentdé EAP en 1865 pacientes,
gue constituyd el 29% del total poblacion (25). La Encuesta Nacional de Salud y Examen
Nutricional (ENSANUT) informé recientemente una prevalencia de EAP de 2.5% en el
grupo de edad 50 a 59 afios y de 14.5% en sujetos >70 afios, segun la definiciéon de un ITB
<0.90, en una poblacién no seleccionada de 2174 sujetos (9,24).

FACTORES DE RIESGO DE EAP

Los factores de riesgo mas constantes, determinados mediante asociacion estadistica con
la EAP se describen a continuacion.

 RAZA: La encuesta Nacional de Salud y Nutricion de los EEUU (NHANES) encontrd que
un <0.90 ITB fue mas comun entre los negros no hispanos (7.8%) que en los blancos
(4,4%) (24).

e SEXO: La prevalencia de EAP, sintomatica o asintomatica, es ligeramente mayor en
hombres que en mujeres, particularmente en los grupos de edad mas jovenes. En los
pacientes con IC, la proporcion de hombres a mujeres es entre 1: 1y 2: 1. Esta relaciéon
aumenta en al menos 3:1 en etapas mas graves de la enfermedad, tales como isquemia
critica crénica (24).

« TABAQUISMO: EIl tabaquismo es el factor de riesgo mas importante para la EAP en
practicamente todos los estudios. La relacion fue identificada por primera vez por Erb en
1911, reportando que la claudicacion intermitente es tres veces mayor en pacientes
fumadores que no fumadores (26). De hecho, el diagnostico de la EAP se hace
aproximadamente una década antes en los fumadores comparado con los no
fumadores. La gravedad de EAP tiende a aumentar en relacién al numero de cigarrillos
fumados (24). El cese del habito de fumar entre los pacientes con claudicacion se ha
demostrado mejorar diversas medidas funcionales y fisiol6gicas relacionadas, asi como
reducir la mortalidad (27). Finalmente, en el estudio Framingham, la proporcion de
fumadores en los casos incidentes se redujo del 42% en 1950 al 16% durante el 1990s
(28).

 DIABETES MELLITUS: La claudicacion intermitente es dos veces mas comun entre los
pacientes diabéticos que entre los pacientes no diabéticos. Se ha observado que en
pacientes diabéticos, por cada unidad porcentual de aumento de la hemoglobina Alc, se



incrementa en 26% el riesgo de EAP (29), ademas de que la EAP en pacientes
diabéticos es mas agresiva en comparacion con los no diabéticos, con afectacion de
vasos de mayor calibre junto a la participacién de la neuropatia simétrica distal. La
necesidad de una amputacion mayor es de 5 a 10 veces mayor en los diabéticos que en
los no diabéticos (24).

HIPERTENSION ARTERIAL SISTEMICA: Los principales estudios epidemiolégicos han
reportado una asociacion significativa con la hipertension, particularmente con la presion
sistélica (30). En el estudio Framingham, 30% del riesgo de la claudicacién en la
poblacion era atribuible a la presion arterial >160/100 mmHg (31).

DISLIPIDEMIA: En el estudio de Framingham, un nivel de colesterol en ayunas superior a
270 mg/dL se asocié con una duplicacién de la incidencia de claudicacion intermitente
(24). En la cohorte de estudio de San Diego, la relacion colesterol total / HDL fue un
factor de riesgo independiente de la EAP (32). Recientemente Lp (a) se encontré6 como
un factor independiente de progresion (33, 34); sin embargo, alun se requieren mas
estudios poblacionales para confirmar esta hipotesis.

ENFERMEDAD RENAL CRONICA: En los pacientes con enfermedad renal terminal, la
prevalencia de EAP es extremadamente alta, estimada en 38% en un estudio
monocéntrico, a los que hay que afadir el 14% de los casos ITB no compresible (35).

MARCADORES INFLAMATORIOS: El fibrinégeno, la proteina C-reactiva y otros
marcadores pro-inflamatorios han demostrado estar asociados con EAP en varios
estudios. En el analisis del Estudio “Physician’s Health Study”, dichos marcadores pro-
inflamatorios mostraron una relaciéon significativa con EAP, de acuerdo al andlisis de
modelos multivariables (RR=2.2 fibrinbgeno y RR=2.8 proteina C reactiva) (36).

HOMOCISTEINA: La prevalencia de hiperhomocisteinemia es alta en la poblacién con
enfermedad vascular, en comparacion con 1% en la poblacién general. Se ha reportado
gue la hiperhomocistinemia se encuentra en alrededor del 30% de los pacientes jévenes
con EAP. Se cree puede ser un factor de riesgo mas fuerte para EAP que para
enfermedad coronaria.



FISIOPATOLOGIA

La EAP se caracteriza por ser un proceso difuso y progresivo. Aunque su etiologia es
desconocida, los mecanismos propuestos mas constantes se refieren a un proceso
inflamatorio asi como la respuesta al depdsito de lipidos en la pared arterial.

La aterogénesis surge cuando un dafio endotelial es suficiente para inducir la
internalizacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) a la capa subendotelial, donde se
oxidan. La célula resultante, con gran contenido lipidico, se denomina célula esponjosa,
espumosa o “foam cell” (37)

Estos sucesos provocan disfuncion endotelial. Posteriormente, la agresién de distintos
agentes lesivos sobre la pared arterial alterard las propiedades homeostéaticas del
endotelio, aumentando la adherencia y permeabilidad de leucocitos y plaquetas perdiendo
las propiedades anticoagulantes. El resultado sera el crecimiento de la placa por aumento
de la matriz extracelular, acimulo de “foam cells”, células musculares lisas, la formacion de
trombos por agregacion plaquetaria y la aparicion de focos de necrosis en la placa con gran
potencial emboligeno (37).

Entre los principales eventos fisiopatoldgicos asociados con la EAP se encuentran:
a) Alteracion en la biodisponibilidad del 6xido nitrico.
b) Aumento en la produccion de vasoconstrictores.
c) Alteracion en la funcién del musculo liso vascular.
d) Expresion endotelial de receptores de adhesién y migracién celular.

e) Aparicion de fendmenos inflamatorios en la pared vascular.

DISFUNCION ENDOTELIAL (DE)

La funcién arterial normal depende de la compleja interaccién entre las moléculas
derivadas del endotelio vascular y el medio. La DE se refiere a una alteracién de las
propiedades vasoactiva, anticoagulante, antiinflamatorias y a un remodelamiento vascular
desregulado de crecimiento que resulta de una pérdida de bioactividad de 6xido nitrico en
el endotelio.

Una reduccion en la actividad de éxido nitrico puede ser causada por: 1) disminucion de la
expresion eNOS (6xido nitrico sintasa 3 [NOS3]); 2) sustrato insuficiente (L-arginina) o co-



factores (tetrahidrobiopterina o BH4) para eNOS o la presencia de antagonistas (por
ejemplo, arginina asimétrica dimetil); 3) deteriorada activacion de eNOS (por ejemplo,
causada por el aumento de la caveolina); y 4) aumento la tasa de degradacion de NO. Los
ultimos 2 causas estan asociados con especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como el
radical superéxido y la produccion del potencialmente toxico peroxinitrato. Las principales
fuentes de ROS en las células vasculares incluyen la xantina oxidasa, NADH / NADPH
oxidasa y eNOS (38).

La determinaciéon de leucocitos circulantes de sangre periférica es un método econémico y
sencillo, de disponibilidad generalizada, que permite evaluar la presencia de inflamacioén.
Entre los diversos parametros leucocitarios, el cociente entre el numero abso- luto de
neutroéfilos y el nimero absoluto de linfocitos (indice neutrdfilo/linfocito [NtLR]) se asocia de
forma significativa a los niveles de citocinas proinflamatorias y con el desarrollo y
progresion de las enfermedades cardiovasculares. Este pardmetro ha demostrado ser un
marcador inflamatorio con alto poder predictivo de fallecimiento, infarto agudo de miocardio
o severidad de enfermedad coronaria (39).

PAPEL DE LAS CELULAS ENDOTELIALES PROGENITORAS (CPE’s)
a) DEFINICION Y CARACTERIZACION

El hemangioblasto, un progenitor ancestral tanto para las células endoteliales y células
hematopoyéticas durante la embriogénesis, es responsable del desarrollo de nuevos vasos
sanguineos. La angiogénesis, definida como la formacion de nuevos vasos a partir de
células endoteliales preexistentes, por mucho tiempo se creyo ser el inico mecanismo por
el cual se forman nuevos vasos en los adultos. Las CPE’s son células inmaduras derivadas
de la médula 6sea que poseen la capacidad de proliferar, migrar y diferenciarse hacia
diversas estirpes celulares de la etapa adulta. En particular, poseen la capacidad de
diferenciacion hacia células endoteliales de la pared de los vasos sanguineos (40).

La primera evidencia indicadora de la presencia de CPE’s en la circulacion adulta emergio
en 1997, cuando Asahara y colaboradores aislaron células CD34" de sangre periférica
humana, las cuales después de sembrarlas en una superficie recubierta de fibronectina, se
diferenciaban en células con caracteristicas endoteliales que expresaban marcadores
endoteliales como CD31, E-selectina y el receptor 2 del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGFR-2), también llamado receptor del dominio de inserciébn de la kinasa
(KDR) o FIk-1. Estos autores también demostraron que las células CD34+/FIk-1+ eran
capaces de inducir neovascularizacion (41). Su descubrimiento en sangre periférica y su
participacion supuesta en la formacion de nuevos vasos sanguineos revolucionaron el
campo de la biologia vascular. Sin embargo los nichos de estas células en diferentes



lugares aun no han sido totalmente caracterizado (42). La pared vascular esta organizada
en tres capas conceéntricas y distinguibles: la intima, media y adventicia. Aunque las células
predominantes que comprenden estas capas han sido bien caracterizadas (células
endoteliales en la intima, las células musculares lisas en la media y los fibroblastos de la
adventicia, todas derivadas del mesodermo), poco se ha informado acerca de las
subpoblaciones celulares adicionales que residen dentro de estas capas.

Los marcadores inmunofenotipicos caracteristicos de CPE’'s son CD34, CD133, KDR
(VEGFR-2), Tie-2 y el ligando para la lectina UEA-1; sin embargo hasta este punto no hay
marcador que pueda discriminar el origen si es de las células endoteliales o progenitoras
endoteliales. Las células germinales residentes de la pared vascular (VW-SC) y células
progenitoras dentro de la pared vascular se encuentran dentro de una zona distinta de la
pared del vaso denominan la " zona vasculogénica ", que esta entre el musculo liso y la
adventicia.

CELULAS PROGENITORAS DE CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR

También se ha descrito la existencia de células sanguineas que pueden diferenciarse a
células progenitoras de musculo liso vascular (CMLV), que podrian incrementar el cociente
intima-media en la re-estenosis postangioplastia (43). Se ha descrito una poblacion
circulante de células CD14+/CD105+ (endoglina) que son capaces de diferenciarse in vitro
hacia células de musculo liso vascular y cuya concentracién se ve incrementada en
pacientes con enfermedad coronaria (44). La endoglina y el TGF-B son altamente
expresados en condiciones patoldgicas, donde existe un ambiente inflamatorio amplificado
y aumento de la angiogénesis, tales como la fibrosis, placas ateroscleréticas y cancer
metastasico (45). Las células de musculo liso vascular son fundamentales en la creacion de
nuevos vasos, los cuales compensaran el estado hipéxico del interior de la placa y
permitirdn la eliminacion de deshechos, como el contenido lipidico, restaurando la
homeostasis del vaso.

FUNCIONES Y PROPIEDADES DE LAS CPE’s

El endotelio vascular desempefia un papel crucial en la regulacién de la tonicidad y el
mantenimiento de la homeostasis vascular. La DE predispone a la vasoconstriccion,
trombosis y aterosclerosis (46). En los udltimos afios, las CPE’s han demostrado que
pueden desempefiar una importante funcién en el mantenimiento del endotelio, estando
implicadas en procesos de re-endotelizacion y neo-vascularizacion.

a) Re-endotelizaciéon

En seres humanos, las superficies de los dispositivos de asistencia ventricular izquierda
presentan células CD133+/KDR+. Conjuntamente, estos estudios sugieren la existencia de



una poblacibn de CPEs en la circulacién periférica que contribuyen a una rapida
endotelizacién. La movilizacién e incorporacion de CPEs derivadas de la médula 6sea a
areas de dafio endotelial median y modulan procesos de reendotelizacion (47). Por todo
ello, las CPEs pueden participar en el mantenimiento de la homeostasis vascular mediante
mecanismos de restauracion del endotelio.

b) Neovascularizacion

La neo-vascularizacion en adultos no sdlo es producida por angiogénesis, proceso mediado
por la proliferacion y migracion de células endoteliales de los vasos sanguineos adyacentes
pre-existentes (48), sino también por vasculogénesis en la que las CPE’s son movilizadas,
a través de la circulacion sanguinea, desde la médula 6sea hasta los lugares de neo-
vascularizacion, en donde finalmente se diferencian a células endoteliales maduras (49).

La participacion de las CPE’s en la formacién de nuevos vasos sanguineos se demostro
mediante estudios experimentales en los que se observd la formacion de estructuras
similares a capilares a partir de células madre hematopoyéticas (50).

FACTORES QUE INFLUYEN EN EL NUMERO Y RECLUTAMIENTO DE CPE’s

En la médula 6sea, las células progenitoras estan presentes en diferentes estadios de
diferenciacion. En condiciones fisioldgicas, las CPE’s representan unicamente el 0,01% de
las células mononucleadas sanguineas (51). La movilizacion de las CPE’s requiere la
disociacion del contacto entre las células estromaticas de la médula 6sea y las células
progenitoras (52). Este proceso se denomina reclutamiento. Uno de los principales factores
responsables de la movilizacion de las CPE’s es el factor angiogénico VEGF que promueve
la movilizacion e incorporacion a las areas de neovascularizacion. Se conoce que en seres
humanos, la administracion exégena de VEGF aumenta el numero de CPEs circulantes
(53, 54).

RIESGO CARDIOVASCULAR Y CPE'’s

Numerosos estudios han descrito la influencia de varias condiciones patoldgicas, ciertos
farmacos y factores de crecimiento en el nimero de CPE’s in vivo. La capacidad funcional
de las CPE’s para formar unidades formadores de colonias tiene una correlacién negativa
con la escala de riesgo de Framingham (55). El factor de riesgo mas asociado a la
reduccion de los niveles de CPE’s es el tabaco, mientras que la hipertension arterial
sistémica es el factor que mas influye en la reduccion de su actividad migratoria (56). En
pacientes con diabetes mellitus, tanto tipo 1 como tipo 2, se caracterizan por una actividad
proliferativa disminuida, una capacidad de guia deteriorada y una disminucion en la
capacidad de formacion de tubos capilares in vivo (57). Por otro lado, durante el infarto
agudo al miocardio y la isquemia arterial periférica se asocian con una movilizacion y un
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rapido aumento de CPEs circulantes (58). Incluso en pacientes con angina inestable sin
necrosis miocardica se ha demostrado un aumento significativo de CPEs circulantes (59).
En la misma linea, el dafio vascular producido por la revascularizacion miocardica
quirdrgica o en pacientes quemados induce una rapida pero transitoria movilizacion de
CPEs KDR+/CD133+ (60). Un estudio realizado en pacientes con insuficiencia cardiaca
congestiva, describe una variacion bifasica del nimero de CPEs con una elevacion de las
mismas en las fases tempranas clase I-Il y una reduccién en las avanzadas clase IlI-IV
(61). Estos datos sugieren que la valoracion de las CPEs podria ser un buen biomarcador
subrogado del riesgo cardiovascular. De hecho, a dia de hoy las CPEs estan consideradas
como una de las prometedoras alternativas terapéuticas en la enfermedad vascular (62).

HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA
4.1 ENFERMEDAD ASINTOMATICA

Los pacientes con enfermedad arterial periférica asintomatica pueden llegar a desarrollar
sintomas de claudicacién o pueden demostrar poca progresion de su enfermedad. El
Estudio de “Artery de Edimburgo” encontré que los pacientes con enfermedad asintomatica
no tuvieron caida estadisticamente significativa en el indice tobillo-brazo (ITB) durante los 5
afios de observacion (63). Independientemente de si los sintomas estan presentes o no, las
personas con enfermedad arterial periférica, identificados por un ITB menor de 0.90, tienen
mayor morbilidad y mortalidad que los controles de la misma edad con ITB normal.

4.2 CLAUDICACION INTERMITENTE

El paciente tipico con claudicacién intermitente experimenta sintomas de la pantorrilla que
van desde la fatiga a dolor al caminar. El dolor es resultado de la neuropatia isquémica que
afecta las pequefias fibras amielinicas A delta y fibras sensoriales C, asi como por la
acidosis intramuscular local debida al metabolismo anaerdbico que incrementa la liberacion
de la sustancia P (64). Los sintomas se alivian por un breve periodo de descanso, después
de lo cual el paciente puede reanudar la marcha. La historia natural de la claudicacién
intermitente se caracteriza por la progresion lenta a recorrer menores distancias al caminar.
So6lo una cuarta parte de los pacientes se deterioran. Esta estabilizacion sintomética puede
ser debido al desarrollo de colaterales, la adaptacion metabdlica del musculo isquémico, o
la modificacion del modo de andar del paciente para favorecer los grupos musculares no
isquémicos. Solo el 25% de pacientes con claudicacién intermitente se deterioran en
términos de estadio clinico. Sélo el 1% y el 3,3% de los pacientes con van a requerir una
amputacién mayor durante un periodo de 5 afios (24).

4.3 ISQUEMIA CRITICA

La isquemia critica se define como presencia de enfermedad arterial periférica crénica de la
o las extremidades inferiores, que se caracteriza por la presencia de dolor isquémico en
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reposo o la pérdida de tejido (Glceras que no cicatrizan o gangrena). Tipicamente, los
sintomas tienen que estar presentes durante mas de 2 semanas y se asocia con una
presién en el tobillo de menos de 50 mm Hg o una presién del dedo del pie inferior a 30 mm
Hg (65). Representa el 1% de los pacientes con enfermedad arterial periférica. Se asocia
con un mayor riesgo de pérdida de extremidades en ausencia de revascularizacion,
mientras que la claudicacion rara vez progresa hasta el punto de requerirla. Las Ulceras
isquémicas suelen representar el efecto del trauma repetitivo de los tejidos blandos, a
menudo muy leves en grado, con erosion de la piel que lo recubre. La reparacién de la piel
se ve obstaculizada por inadecuada perfusion tisular, la oxigenacion y la replicacion celular.
La gangrena isquémica se produce cuando el flujo de sangre en reposo de la extremidad
es insuficiente para mantener la viabilidad celular. La muerte del tejido se extiende
inexorablemente al umbral del flujo sanguineo para la viabilidad del tejido (66). La amenaza
isquémica suele requerir la presencia del compromiso grave en dos 0 mas segmentos
arteriales.

5. CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA

La sintomatologia de los pacientes con insuficiencia arterial de las extremidades provocada
por arteriopatia cronica se estratifica segun la clasificacion de Leriche-Fontaine y
Rutherford (tabla 1). Esta clasificacion agrupa a los pacientes que representan una
insuficiencia arterial progresiva, en 4 estadios y tiene valor prondstico, por lo que es muy
util para la indicacién de tratamiento.

6. INDICE TOBILLO BRAZO

La presion arterial baja en el tobillo fue propuesto como una prueba en 1950 y llevd al
desarrollo de una medida simple llamado el indice tobillo-brazo (ITB) (67). El indice tobillo
brazo es la relacion de la presion arterial sistélica en el tobillo sobre la presion sistélica del
brazo. Las mediciones de presion se realizan después de un reposo en una posicion supina
durante 5 minutos. Se recomienda medir la presién en el tobillo en ambas piernas en las
arterias dorsal del pie y tibial posterior. La medicion de la presibn mas alta en cada tobillo
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se ha utilizado tradicionalmente como el numerador para ese tobillo. El punto de corte tipico
para el diagndéstico de la EAP es < 0.90 en reposo. Un cambio mayor de 0.15 en una toma
aislada es significativo, considerandose clinicamente relevante o un cambio de 0.10
asociado a un estado clinico. Para validarlo, los primeros estudios compararon el resultado
del ITB a la angiografia, considerado como el "estdndar de oro" para la visualizacion de la
aterosclerosis en las piernas. Dos de estos estudios se citan a menudo, en el que se
muestran que la sensibilidad y especificidad de indice tobillo brazo se encuentra en el
rango de 97% a 100% (68). La calcificacion arterial (calcinosis medial) puede hacer de las
arterias del tobillo incompresibles y dar lugar a valores artificialmente altos. Esto es
particularmente comun en pacientes con diabetes mellitus. Valores de ITB por encima de
1.4 a menudo son excluidos de los analisis epidemiolégicos, y debe ser visto con sospecha
clinica (69). Por tanto permite confirmar la presencia de enfermedad arterial periférica.
Ademas permite hacer diagndstico diferencial con patologias de origen no vascular en
pacientes con claudicacion, determinar el prondstico a largo plazo ya que un ITB anormal
aumenta de 3-6 veces el riesgo de muerte cardiovascular, permite estratificar el riesgo a
futuro ya que un deterioro en el ITB empeora el prondstico y lo asocia con la enfermedad
coronaria y cerebrovascular (24).

7. EVALUACION DE LA FUNCION ENDOTELIAL

La funcién endotelial se ha evaluado en la literatura con una variedad de métodos de
ensayos invasivos y no invasivos. La elevacion de los marcadores séricos (por ejemplo,
moléculas de adhesion, selectinas, proteina C reactiva, MDA, IL-6) se ha asociado con la
disfuncion endotelial y sus factores de riesgo, pero distinguir entre la estimulacién endotelial
y dafio endotelial es dificil (70). El aumento en la degradacion del oxido nitrico y deterioro
de la vasodilatacion mediada por el endotelio se asocia con factores de riesgos
cardiovascular establecidos, incluyendo la hiperlipidemia, el tabaquismo, diabetes mellitus,
hipertension arterial sistémica y un numero creciente de enfermedades. Es importante
destacar que la disfuncion endotelial en las arterias periféricas se correlaciona con la
presencia de disfuncion endotelial coronaria y enfermedad arterial coronaria demostrada
angiograficamente (71). Por lo tanto, la disfuncion endotelial se comporta como un
marcador para los pacientes con enfermedad vascular "preclinica" e identifica pacientes en
los que la intervencion terapéutica puede ser beneficioso. Esto pone de relieve la
necesidad de un medio preciso y reproducible para evaluar la funcién endotelial.

8. FLUJO MEDIADO POR VASODILATACION DE LA ARTERIA BRAQUIAL

La medicién de la vasodilatacion mediada por flujo de la arteria braquial fue descrito por
primera vez por Anderson y Mark en 1989. El flujo de sangre a través de la arteria braquial
se incrementa en respuesta a la hiperemia transitoria, que esta provocada por la induccién
de dilatacion pos-isquémica de la red vascular distal. La isquemia se induce por el inflado

13



de un manguito de oclusion arterial, colocado en el extremo proximal o mediados de
antebrazo. Después de la deflacion del manguito, aumenta el flujo de la arteria braquial
debido a dilatacion de los vasos distales, y este aumento del flujo aumenta fuerza de
cizallamiento de la arteria braquial, lo que resulta en vasodilatacion. En general se cree que
estd mediada por el 6xido nitrico producido por las células endoteliales, quizas a través de
la fosforilacién inducida por la fuerza de estrés de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS).
Las arterias sanas tipicamente muestran un aumento del diametro en el rango de 5% a
15%; el flujo de la arteria braquial generalmente aumenta de 5 a 6 veces (72). En pacientes
con deterioro de la biodisponibilidad de NO (y, por tanto, la funcién endotelial alterada), la
respuesta dilatadora se ve disminuida, y en algunos pacientes se observa una respuesta
constrictor.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La revascularizacion Endovascular (angioplastia) es un procedimiento minimamente invasivo,
gue esta orientado al re-establecimiento del flujo sanguineo en los pacientes con isquemia
critica de miembros pélvicos. Sin embargo, un alto porcentaje de pacientes muestran una
respuesta desfavorable post-angioplastia y requerirAn amputacién de la extremidad. Se han
estudiado algunos factores pronésticos de amputacion, entre los cuales se encuentran la
calcificacion vascular severa de vasos infra inguinales, presencia de Diabetes Mellitus,
hipertension arterial y tabaquismo. La fisiopatologia de estos factores convergen en aspectos de
dafio endotelial comun. De hecho, se ha sugerido que la DE y la inflamacion son piezas clave
del dafio vascular y podrian predecir complicaciones arteriales post-angioplastia.

Las CPE’s han mostrado una participacion relevante en varios estudios y ensayos clinicos, los
datos publicados hasta ahora sugieren que podrian ser considerados para el desarrollo de
terapéuticas y estrategias pro- y antiangiogénicos eficaces dirigidos a la mejora de la
vascularizacion del tejido y la supresion del crecimiento tumoral y la metastasis. Por lo tanto, las
CPEs podrian tener un papel prondstico de dafio vascular y amputacion, debido a sus
actividades angio-reparativas. Sin embargo, la capacidad de los marcadores de disfuncion
endotelial y el nivel de CPE’s han sido explorados de forma insuficiente en el prondéstico de
amputacion pacientes con EAP, por lo que se pretende conocer si

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Los marcadores de Disfuncion Endotelial y el nivel de Células Progenitoras Endoteliales
se relacionan con el prondstico de amputacion pacientes con EAP?

14



JUSTIFICACION

En Estados Unidos se estima que el porcentaje de pacientes que sufren EAP es de 23%, y
un porcentaje considerable desarrolla isquemia critica de miembros pélvicos. En México
existe una elevada prevalencia de Diabetes Mellitus, hipertension arterial y tabaquismo,
gue comunmente se asocia al desarrollo y complicacién de la EAP. La angioplastia
representa un procedimiento minimamente invasivo que mejora el flujo sanguineo arterial y
por tanto la calidad de vida de los pacientes. Sin embargo el prondstico de complicaciones
vasculares como progresion de la enfermedad, re-estenosis del stent o necesidad de
amputacién post-procedimiento es variable en cada paciente.

No existe un marcador totalmente confiable para predecir complicaciones mayores como la
amputacion temprana de la extremidad.

Varios estudios han sugerido que la presencia de DE y otros factores que regulan el dafio y
reparacion endotelial, modifican significativamente las probabilidades de presentar
progresion de la enfermedad isquémica, particularmente en las extremidades pélvicas. Sin
embargo, la capacidad de los marcadores de disfuncion endotelial y el nivel de células
progenitoras endoteliales han sido explorados de forma insuficiente en el pronéstico de
amputacion de pacientes con EAP. Por lo que seria conveniente evaluar la relacién entre
los marcadores de disfuncién endotelial y el nivel de células progenitoras endoteliales con
el pronéstico de amputacién en pacientes con EAP.

Lo que permitiria predecir los casos de amputacion mayor temprana, definida como la
amputacion de que se realizar4d en los siguientes 30 dias, permitiendo establecer un
pronéstico mas preciso de evolucién post-angioplastia. Nuestro estudio es factible ya que
se realiza en un hospital de concentracion nacional con alto volumen de pacientes con
isquemia critica de miembros pélvicos.

HIPOTESIS.

Ha: Los valores de CPEs y/o valores de vasodilatacion reactiva (FMD), por arriba de la
mediana de distribucién que se establezca en este estudio, se asociara a la prevalencia de
amputaciones de miembro pélvico en los siguientes 30 dias post-angioplastia en los
pacientes con isquemia critica.

Ho: Los valores de CPEs ni los valores de vasodilatacion reactiva (FMD), por arriba de la
mediana de distribucion que se establezca en este estudio, NO se asociara a la prevalencia
de amputaciones de miembro pélvico en los siguientes 30 dias post-angioplastia en los
pacientes con isquemia critica.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la asociacion de CPEs y/o valores de vasodilatacién reactiva (FMD), con la
prevalencia de amputacién de miembro pélvico en los siguientes 30 dias post-angioplastia
en los pacientes con isquemia critica.

Objetivos Especificos
Para alcanzar este objetivo general, se han planteado los siguientes objetivos especificos:

a) Caracterizar la poblacién de estudio de acuerdo a sus factores de riesgo vascular y co-
morbilidades.

b) Determinar el grado de DE de los miembros pélvicos en pacientes con isquemia critica
sometidos a angioplastia.

c) Determinar el nimero de CPE'’s circulantes en pacientes con isquemia critica sometidos
a angioplastia.

d) Establecer el punto de corte de DE y CPE’s, a través de la mediana de distribucién que
se establezca en este estudio.

e) Realizar el seguimiento a 30 dias post-angioplastia, determinando el nimero de casos
gue requirieron amputacion.

f) Determinar el grado de asociacion prondstica entre los valores superiores al corte de DE
y CPEs con el numero de casos que requirieron amputacion.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio y tipo de estudio.

Se trata de un estudio descriptivo, cuasi-experimental, prospectivo, con anlisis
correlacional en pacientes con Isquemia Critica, candidatos a Angioplastia de miembros
pélvicos quienes muestran distintos grados de afecciéon y disfuncién endotelial,
provenientes del servicio de angiologia y cirugia vascular del Centro Médico Nacional 20 de
Noviembre ISSSTE, en el periodo comprendido del 15 de Diciembre del 2015 al 01 de
Agosto del 2016. El cual fue aprobado por el Comité de Investigacion, Bioseguridad y Etica
del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre.

Tipo de muestreo
NO PROBABILISTICO.

Los pacientes se reclutaron de manera consecutiva, de acuerdo a su programacién de
atencioén por el servicio de Angiologia y Cirugia Vascular.

Seleccion de la muestra

Criterios de inclusion

. Hombres y mujeres.

. Edad 18 a 80 afios.

. Pacientes con isquemia critica de miembros pélvicos.

. Candidatos a Angioplastia de miembros pélvicos con bal6n y/o stent.

. Aceptacion para participar en el estudio mediante consentimiento de informado.

Criterios de no inclusién

. Procedimiento crossover.

. Estenosis iliaca, aorta abdominal o coartacion aértica.

. Insuficiencia cardiaca NYHA Il 6 IV.

. Arritmia cardiaca severa.

. Malignidades.

. Enfermedades pro-inflamatorias o recibir tratamiento anti-inflamatorio (esteroides,

inmunomoduladores, citotéxicos, etc)

Criterios de interrupcién 6 eliminacién

* Deseo de retiro voluntario del estudio.
» Datos insuficientes para un analisis adecuado.
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Técnicas y Procedimientos

« Toma de muestras. Se obtuvieron 16 ml de sangre arterial femoral, mediante catéter de
trabajo insertado de forma rutinaria a través de introductor arterial femoral durante el
procedimiento quirdrgico (angioplastia) para la obtencibn de células endoteliales
progenitoras y marcadores inflamatorios. Dicha toma se detalla de la siguiente manera:
se obtuvieron 4 ml al momento de avanzar catéter de trabajo hasta el sitio de lesion
(estenosis u oclusién), 4 ml al momento de realizar angioplastia (con stent o balén), 4 ml
a los 30 minutos de haber realizado la angioplastia y otros 4 ml antes de realizar
arteriografia final de control. Dicha toma no otorgd mayor tiempo quirdrgico,
procedimientos ni riesgos adicionales para el estado del paciente.

» Disfuncion endotelial e inflamacion. La disfuncion endotelial se evalué mediante

prueba clinica de vasodilatacion reactiva, segun las recomendaciones de la
“International Brachial Artery Reactivity Task Force”, con equipo de ultrasonido Hitachi,
Aloka Prosound Alfa-7 (2009) y transductor lineal vascular de 5 - 10 Mhz, con el cual se
midio el diametro la arteria braquial por encima de la fosa antecubital. EI manguito del
esfigmomandmetro se colocé por debajo del sitio de medicion en el antebrazo y se
insuflo6 a 50 mmHg por encima de la presion arterial sistélica durante 5 minutos para
luego desinflarlo. Se tomaron medidas de la arteria braquial en su maxima dilatacion en
los 60 segundos posteriores. Se calculé el grado de dilatacion utilizando la siguiente
ecuacion (%) = (maximo didmetro en vasodilatacion inducida - didmetro basal) x 100 /
didmetro basal. Estas fueron tomadas en el preoperatorio y posoperatorio, tomandose
como punto de corte la mediana de distribucion de la poblacion de estudio.
Se complementé el FMD con la determinacién de moléculas de adhesion endotelial
(sICAM), VEGF y malondialdehido (MDA) como marcador de estrés oxidante, mediante
kits de ELISA, de analisis colorimétricos comercialmente disponibles, siguiendo las
recomendaciones del proveedor. El indice neutrofilo-linfocito se calculé a partir de la
biometria hematica obtenida del laboratorio clinico de rutina.

Nivel de CPE’s. Las muestras sanguineas fueron procesadas de forma inmediata para
la obtencién de plasma y su posterior congelacion. El nivel de CPEs se evalu6 mediante
el nimero estandarizado de CPEs circulantes, determinadas mediante citometria de flujo
en poblacion de células CD34+, CD45+. Para el analisis se excluyeron los restos
celulares en un grafico de dispersiébn de puntos lateral/anterogrado. Se realizaron
determinaciones del namero absoluto de subpoblaciones celulares CD34, CD45 vy
CD34+/CD45+ en la poblacion de células mononucleares circulantes. Tanto los
marcadores pro-inflamatorios como los niveles de CPEs se determinaron en el
laboratorio de investigacion de Metabolismo Experimental e Investigacién Clinica, por
personal adscrito a ese laboratorio.
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« Amputacion post-angioplastia. Después de realizar la angioplastia, se realiz6 el
seguimiento de los pacientes durante 30 dias, y se determiné el nUmero y porcentaje de
pacientes que requirieron amputacion mayor de miembro pélvico a nivel 6ptimo.

Andlisis estadistico.

Las caracteristicas demogréficas se describieron mediante medidas de resumen de
tendencia central y dispersion; asi como nimero de casos y porcentaje.

Para el andlisis estadistico inferencial, inicialmente se aplicO prueba de Kolmogorov-
Smirnov para evaluar la distribucién de los datos, y posteriormente se comparé los valores
de CPEs y FMD (divididos a nivel de corte de su mediana de distribucién) con la proporcién
de pacientes que requirieron amputacion en un seguimiento de 30 dias post-angioplastia.
Esta evaluacion se realizard mediante prueba exacta de Fisher, de acuerdo al numero
obtenido de casos. Se consideré significancia estadistica con p<0.05. El andlisis se realizé
mediante software IBM SPSS stadistics version 20.
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RESULTADOS

Se recluté a 16 pacientes, 8 (50%) hombres y 8 (50%) mujeres, edad promedio 68 afios,
quienes cumplieron los criterios de seleccion. Sus caracteristicas clinico-demograficas se
muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas poblacionales basales (n=16)

Edad (afios) (mediana [p25-p75]) 68 (64.7 - 76.5)

Sexo masculino (n[%]) 8 (50)

Tabaquismo (n[%]) 8 (50)

Comorbilidades (n[%])
- Diabetes mellitus 16 (100)
- Hipertensioén arterial 12 (75)
- Cardiopatia isquémica 3 (18.7)
- Dislipidemia 9 (56.2)
- Enfermedad cerebro vascular 1(6.25)
- Enfermedad renal crénica 3 (18.7)

Laboratorio (mediana [p25-p75])

Glicemia de ayuno (mg/dL)
HbALC (%)

Creatinina (mg/dL)

BUN (mg/dL)

Triglicéridos (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)

Medicamentos (n[%])

Hipolipemiantes
Hipoglicemiantes
Antiagregantes
Vasodilatador
Anticoagulantes

180.5 (144.5 — 216.5)
8.3 (7.8-09.1)
0.98 (0.63 — 1.55)
19.8 (14.2 — 37.3)
175.0 (125.0 — 213.7)
120.0 (102.0 — 130.0)

10 (83.3)

16 (100)

9 (56.2)

2 (12.5)
0 (0)

Los resultados se expresaron como mediana (p25-p75); asi como nimero y porcentaje.
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De acuerdo a la evaluacion integral por médicos de cirugia vascular y angiologia, el grado
de afeccién vascular y los valores de marcadores pro-inflamatorios se muestran en el
cuadro 2.

Cuadro 2. Dafio vascular y marcadores pro-inflamatorios (n=16)

FMD (%) (mediana [p25-p75]) -7.8(-9.3a7.1)
indice tobillo-brazo
- derecho 0.5(0.40-0.73)
- izquierdo 0.6 (0.56 — 0.70)
Clasificacién de Rutherford
- LILI 0 (0)
- v 1 (6.25)
-V 1 (6.25)
- VI 14 (87.5)
Antecedente revascularizacion 6 amputacion
- Si 6 (37.5)
- no 10 (62.5)
Marcadores Inflamacion
- Neutrofilos (células/dL) 65.8 (58.6 — 73.5)
- Linfocitos (células/dL) 22.4 (16.7 — 29.2)
- NtLR (células/dL) 29(1.9-45)
Marcadores de células
y moléculas relacionadas a dafio vascular
- CPEs (%) basal 0.2 (0.10 - 0.20)
- MDA (nM/L) basal 0.86 (0.83 - 0.87)
- VEGF-a (pg/mL) basal 110.0 (106.5 - 116.6)
- CPEs (%) 30 min post-angioplastia 0.1 (0.10 - 0.175)
- MDA (nM/L) 30 min post-angioplastia 0.93 (0.88 — 0.97)
- VEGF-a (pg/mL) 30 min post-angioplastia 140.0 (124.2 — 148.7)

Los resultados se expresaron como mediana (p25-p75); asi como nimero y porcentaje.
Abreviaturas: FMD, prueba de vasodilatacién reactiva; NtLR, indice neutréfilo/linfocito;
CPEs, células progenitoras endoteliales; IL6- interleucina 6; MDA, malondialdehido.
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En los analisis iniciales se observd tendencia al incremento en MDA y VEGF posterior a la
angioplastia.

Se determinaron distintas subpoblaciones de CPE’'s CD34", CD45", CD45/34", de las
cuales, la subpoblacién CD34", a un punto de corte de 0.3%, se asocié con amputacion
mayor hasta en cuatro pacientes (n=4, 80%; Fisher p=0.68).

Por otro lado, el valor de FMD basal pre-quirdrgico de todos los pacientes estuvo en
intervalos considerados como EAP severa. De acuerdo a los valores encontrados en esta
poblacién, se estimd un punto de corte de -7.8%, con lo que se dividid la muestra en un
grupo con FMD con intervalo -7.8 a -11.3% (grupo 1) y otro grupo con FMD -5.4 a 16.2%
(grupo 2). El grupo 1 mostr6 mayor incidencia de amputacién mayor (n=4, 80%; Fisher
p=0.28), de manera similar a la subpoblacién de CPE’s CD34".

DISCUSION

La poblacion de estudio se caracterizdé por una alta prevalencia de enfermedades como
diabetes mellitus, hipertension arterial y dislipidemia, como principales entidades asociadas
a dafo vascular; de forma similar a lo reportado por otros autores.

Respecto a la caracterizaciéon del dafio vascular y marcadores pro-inflamatorios, el valor de
basal de NtLR se encontré elevado (mayor a 3) (74); en varios casos, lo cual sugiere que
los pacientes con isquemia critica mantienen un nivel de inflamacién subclinica
permanente. Por otro lado, los marcadores de estrés oxidante (MDA) y de respuesta
angiogénica (VEGF-a) parecen ser sensibles al procedimiento de angioplastia y/o
reperfusion. La elevacibn de VEGF-a es concordante con otros reportes y podria
interpretarse como una respuesta angiogénica; sin embargo el procedimiento endovascular
también induce elevaciéon de MDA, de manera similar a reportes de dafio y apoptosis
inducidos por isquemia-reperfusion (75). Por lo que es posible que la propia angioplastia
induzca tanto factores angiogénicos como una proporcién de moléculas pro-oxidantes,
cuyo balance podria tener algun valor clinico prondstico.

La subpoblacién de CPE’s CD34", a un punto de corte de 0.3%, se asocié con amputacion
mayor hasta en cuatro pacientes (n=4, 80%; Fisher p=0.68). Este resultado denota una
tendencia, que no alcanza significancia estadistica, probablemente al tamafio de muestra.
Existen pocos estudios que exploren esta subpoblacion en isquemia critica de
extremidades, por lo que este reporte cobra relevancia. De manera similar, el valor de FMD
basal pre-quirdrgico, con valores mayores a un punto de corte de -7.8%, mostré una
tendencia para asociarse con amputacion mayor (n=4, 80%; Fisher p=0.28), de manera
similar a la subpoblacién de CPE’s CD34". Dicha tendencia motiva a realizar mas estudios
a distintos tiempos y mayor muestra para confirmar los hallazgos del presente trabajo.
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CONCLUSION.

La subpoblacién de CPE’s CD34" basal circulantes, al igual que el FMD, se asoci6 con
amputacién mayor en 80% de los casos, denotando una tendencia sin significancia
estadistica. Otros marcadores de dafio y reparacién endotelial también mostraron cambios
relacionados con el procedimiento endovascular.
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Anexo 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION EN SALUD.

NOMBRE DEL ESTUDIO: “PAPEL DE LAS CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES Y
BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN LOS PACIENTES CON ISQUEMA CRITICA
SOMETIDOS A ANGIOPLASTIA”.

Ciudad de México, a de 201

Por favor tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento, pregunte al investigador sobre cualquier duda
que tenga, para decidir si participa o no, debera tener el conocimiento suficiente acerca de los beneficios y riesgos del
presente estudio de investigacion.

Estimado Sefior(a): , se le invita a
participar en el estudio arriba mencionado, que se desarrollard en el CMN “20 de Noviembre”, cuyo objetivo serd
determinar la utilidad de marcadores inflamatorios y células endoteliales progenitoras en los pacientes que como usted
padecen de enfermedad arterial periférica (isquemia critica), y que son sometidos a procedimientos de Cirugia
Endovascular (Angioplastia), mediante la correccion de oclusiones o estenosis de las arterias en los miembros pélvicos,
esperando lograr determinar cual es el pronéstico de su enfermedad tras la cirugia.

Su participacion en el estudio consiste en responder preguntas del historial médico y permitir que los investigadores
obtengan 16 ml de sangre arterial femoral la cual serd tomada mediante un catéter de trabajo el cual se inserta de forma
rutinaria a través de un introductor arterial femoral que se coloca durante el procedimiento quirlrgico (angioplastia) para
la obtencién de células endoteliales progenitoras y marcadores inflamatorios. Dicha toma se detalla de la siguiente
manera: se obtendran 4 ml al momento de avanzar catéter de trabajo hasta sitio de la lesién (estenosis u oclusion), 4 ml
al momento de realizar la angioplastia, 4 ml a los 30 minutos de haber realizado la angioplastia y otros 4 ml antes de
realizar arteriografia final de control. Finalmente después de salir del hospital se hara un seguimiento en los primeros 30
dias de su condicion clinica, con preguntas de su evolucion y mediciones clinicas (ITB, Flujos Arteriales y Rastreo con
Ultrasonido Doppler) y de ser necesarios estudios que su médico tratante considere necesarios.

BENEFICIOS: El presente estudio no tendrd un beneficio directo para usted y su familia, permitira obtener nuevas
herramientas para el prondstico vascular de pacientes después de ser sometidos a procedimientos de angioplastia asi
como desarrollar nuevas alternativas terapéuticas. Gracias a su participacion altruista se puede beneficiar a otros
pacientes y sus familias, al encontrar nuevas formas de tratamiento y diagnéstico para esta enfermedad.

RIESGOS: Su participacion no conlleva riesgos ya que Unicamente se hara la toma de muestra del catéter de trabajo que
se inserte a través del introductor femoral.

PARTICIPACION

Su participacion es VOLUNTARIA, usted puede decidir libremente que su paciente participe o no, esto no afectara su
derecho para recibir atencién médica en el CMN “20 de Noviembre”, si participa, puede retirarse del estudio en el
momento en que lo desee, sin que esto influya sobre el tratamiento habitual que le ofrece el hospital para su enfermedad
de base.
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MANEJO DE LA INFORMACION. En la recoleccién de datos personales se siguen todos los principios que marca la ley
(art. 6): Licitud, calidad, consentimiento, informacién, finalidad, lealtad, proporcionalidad y responsabilidad. Se han
implementado las medidas de seguridad, técnicas, administrativas y fisicas necesarias para proteger sus datos
personales y evitar dafio, pérdida, alteracién, acceso o tratamiento no autorizado. Su hombre no serd usado en ninguno
de los estudios, las muestras biologicas obtenidas, cuestionarios, etc., no contendran ninguna informacién personal y se
codificaran con un numero de serie para evitar cualquier posibilidad de identificacion. Los cédigos que identifican su
muestra o informacion estaran solo disponibles a los investigadores titulares quienes estan obligados por ley a no divulgar
su identidad”.

Usted podré tener acceso a la informacién sobre este estudio en caso de solicitarlo.

PARTICIPANTE.
Confirmo haber recibido informacién suficiente y clara sobre el estudio propuesto, doy mi autorizacién para ser incluido en
este proyecto de investigacion, reservandome el derecho de abandonarlo en cualquier momento si asi lo decido.

Nombre y firma del Participante o0 Representante legal.

Parentesco:

Domicilio.

TESTIGOS:

(1) Nombre y firma (2) Nombre y firma
Parentesco: Parentesco:

Domicilio. Domicilio.

INVESTIGADOR O MEDICO QUE INFORMA:

Le he explicado al Sr (a) , la naturaleza y los propoésitos de
la investigacion, asi como los riesgos y beneficios que implica su participacion. He dado respuesta a todas sus dudas, y le
he preguntado si ha comprendido la informacién proporcionada, con la finalidad de que pueda decidir libremente
participar 0 no en este estudio. Acepto que he leido, conozco y me apego a la normatividad correspondiente para realizar
investigacion con seres humanos, que pondré el bienestar y la seguridad de los pacientes sujetos de investigacién, por
encima de cualquier otro objetivo.

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dr. Ignacio Escotto Sanchez, Médico Adscrito de Angiologia, Cirugia vascular y
Endovascular.

INVESTIGADOR ASOCIADO: Dr. Yasser Alberto Rizo Garcia, Médico Residente de Tercer Afio de Angiologia, Cirugia
Vascular y Endovascular.

En caso de dudas, favor de comunicarse a la Coordinacion Division | de Cardiologia, Servicio de Angiologia, Cirugia
Vascular y Endovascular: Teléfono de contacto: 5200-5003 Ext. 14276. Domicilio de contacto: Félix Cuevas #540, Col.
Del Valle, Del. Benito Juarez, México, D.F. C.P 03100.

El presente documento se expide por duplicado, entregando una copia al participante.

Presidente del Comité de Etica en Investigacion: Dra. Zoé G. Sonddn Garcia.
Av. Félix Cuevas 540, Col. Del Valle, C.P. 03229, Delegacion Benito Juarez, México, D.F.
Tel.: (55) 52003544,
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Anexo 2
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS:

PROTOCOLO PARA TESIS:

“PAPEL DE LAS CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES Y BIOMARCADORES DE
DISFUNCION ENDOTELIAL EN LOS PACIENTES CON ISQUEMA CRITICA SOMETIDOS A
ANGIOPLASTIA”.

CMN 20 de Noviembre, ISSSTE.

Nombre:
Expediente:

Edad: (afios) Sexo: (F/IM)
Comorbilidades: (Si/No)

DM2: HAS: IAM: Dislipidemia:

Enfermedad Arterial Cerebral: IRC: Tabaquismo: Paquetes afio

Tratamiento médico: (farmacos) (Si/No)

Antiplaguetarios: Anticoagulantes: Hipolipemiantes: Hipoglucemiantes:

Diagnostico de Ingreso:

Clinica: (Si/No)

Claudicacion: leve moderada severa Dolor en reposo:
Lesion Tisular: 1= compromiso 2= compromiso 3= compromiso
<2/3 del pie >2/3 del pie de la pierna

Miembro pélvico Derecho:
PULSOS: Femoral Popliteo TA: TP: Peroneo:

FLUJOS: TA: TP: Peroneo:

(A: ausente P: presente) (M: mono, B: bi o T: trifasicos).

ITB: PRE Y POST
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Miembro pélvico Izquierdo:
PULSOS: Femoral Popliteo TA: TP: Peroneo:

FLUJOS: TA: TP: Peroneo:
(A: ausente P: presente) (M: mono, B: bi o T: trifasicos).

ITB: PRE Y POST

Presion Braquial:

Exdmenes de laboratorio:
Hemoglobina: Leucocitos: Glucosa: Creatinina:

BUN: Colesterol total: Triglicéridos: Hb A1C:

Estudios de Gabinete:

o USD Doppler PRE POST
FMD (Flow Mediated Dilatation)
Diametro Arterial Braquial sin estrés:

Con estrés:

Diametro de la Arteria Femoral Derecha: Diametro de la Arteria Femoral Izquierda:

0 ANGIOTAC / ARTERIOGRAFIA:

Numero de vasos infrageniculares afectados: 1,2,3)

Numero de vasos infrageniculares permeables: (1,2,3)

Vasos afectados: (1= Tibial anterior 2= Tibial posterior 3= Peronea).
Clasificacién de Rutherford: Clasificacién de TASC:

TRATAMIENTO QUIRURGICO:
o0 CIRUGIA REALIZADA:

0 AMPUTACION TEMPRANA I (Si/No) /I amputacion menor=1, amputacién
mayor=2)

NUMERO DE CPE’S:

MARCADORES INFLAMATORIQOS:
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