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Revision general

Proliferacion vascular en las extremidades
isquémicas: una revision de los mecanismos
y posible estimulacion terapéutica

V. van Weel'?, R.B. van Tongerenl, V.W.M. van Hz'nsbergh3, J.H. van Bockel!
y P.H.A. Quax'?, Leiden y Amsterdam, Paises Bajos

La estimulacion de la proliferacion vascular para tratar la isquemia de las extremidades es pro-
metedora, y los resultados obtenidos a partir de ensayos clinicos no controlados, que utilizaron
agentes angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial vascular, dieron lugar a grandes
expectativas. No obstante, los resultados negativos de los ensayos controlados con placebo
publicados recientemente justifican una investigacién adicional. En la presente revisiéon se abor-
dan los conocimientos actuales sobre los mecanismos de proliferacion vascular en el adulto, en
particular el papel de los factores angiogénicos, sistema inmunitario y médula ésea, junto con los
modos de estimulacion terapéutica y los resultados de ensayos clinicos recientes. Hasta la
fecha, se han descrito tres conceptos de proliferacion vascular: angiogénesis, vasculogénesis
y arteriogénesis (crecimiento de arterias colaterales), que representan diferentes aspectos de
un proceso integrado. La estimulacién de la arteriogénesis parece clinicamente mas congruente
y se ha ensayado recientemente usando trasplante de médula ésea autdégena con algunos
resultados beneficiosos, aunque el mecanismo de accion no estd completamente esclarecido.
La mejor comprension de los complejos mecanismos moleculares y celulares de la proliferacion

vascular podria dar lugar al establecimiento de aplicaciones clinicas significativas.

INTRODUCCION

La arteriopatia obstructiva periférica (AOP), causada
principalmente por la aterosclerosis, es un impor-
tante problema conocido por afectar al 10-15% de
la poblacién adulta de edad avanzada. Al principio,
puede estar presente sin sintomas, pero con una
progresion adicional puede dar lugar a un cuadro
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de claudicacién intermitente. La enfermedad avan-
zada se caracteriza por dolor en reposo y ulceracion
o gangrena de los tejidos isquémicos, agrupados con
el término de isquemia critica de la extremidad’.
Frecuentemente, la AOP no se limita a la extremidad
inferior, por lo que provoca ademds una mayor
mortalidad debida a acontecimientos vasculares
cerebrales o infarto de miocardio®. En caso de
progresion con oclusiones vasculares en multiples
niveles y, en particular, en vasos crurales con mala
salida y flujo limitado, las opciones para realizar
intervenciones vasculares especificas, como la angio-
plastia transluminal percutanea, la implantacion de
un stent, o la cirugia de derivacion, disminuyen. Al
cabo de un afo, la amputacién digital, del pie o de la
extremidad isquémicos, es la inica opcién debido a
la respuesta insuficiente a los tratamientos en el
50% de los pacientes con isquemia critica de la
extremidad’. La mayoria de los pacientes ampu-
tados presentan en el estudio angiografico una red
arterial colateral inadecuada. En este contexto, la
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busqueda de nuevas opciones terapéuticas para las
necesidades no satisfechas de estos pacientes “‘sin
opciones” ha impulsado la revascularizacion
bioldgica. Se han puesto en marcha ensayos clinicos
para el estudio del tratamiento con factores de cre-
cimiento angiogénico en pacientes con AOP y
coronariopatia. El objetivo de esta revision esta
centrado principalmente en los mecanismos de
adaptacion vascular a la isquemia de la extremidad y
su estimulacion como tratamiento de la AOP.

MECANISMOS BASICOS DE LA
PROLIFERACION VASCULAR

Tres Principios: Angiogénesis, Vascu-
logénesis, y Arteriogénesis

La neovascularizacién desempefia un importante
papel en la salud y en la enfermedad. En fisiologia,
desempefia un papel en la embriogénesis y el
desarrollo, el sistema reproductor femenino y la
cicatrizacion de las heridas. Por otra parte, la
neovascularizacion también participa en el desarro-
llo de una gran variedad de enfermedades. Desde
hace mucho tiempo se ha reconocido que la
proliferacion excesiva de los vasos es un importante
factor de contribucion en la patogenia de cancer, la
aterosclerosis, la retinopatia diabética, la psoriasis y
la artrosis. Por el contrario, la proliferacion insufi-
ciente de los vasos se asocia a trastornos isquémicos
cardiacos, de miembros inferiores y cerebrales;
neurodegeneracién; preeclampsia; y osteoporosis®.
Recientemente, se han hecho importantes progresos
en la comprension de los mecanismos funda-
mentales de la formacién vascular tanto en el adulto
como en la embriogénesis. Hasta el momento, se
han descrito tres conceptos de neovascularizacion’
(angiogénesis, vasculogénesis y arteriogénesis), que
representan diferentes aspectos de un mismo
proceso (fig. 1).

La angiogénesis se relaciona con la proliferacion de
nuevas estructuras de tipo capilar a partir de la
vascularizacién existente® y esta regulada por fac-
tores proangiogénicos y antiangiogénicos®’. La
hipoxia es un estimulo potente, que induce factores
proangiogénicos, como el factor A de crecimiento
endotelial vascular (vascular endothelial growth factor,
VEGF-A), mediante la activacién del factor induci-
ble por la hipoxia 1a (hypoxia-inducible factor 1o, HIE-
la). Durante la formacion de nuevos microvasos, se
pueden distinguir una serie de acontecimientos
secuenciales, que consisten en la degradacién de la
membrana basal vascular y la matriz intersticial por
las células endoteliales, la migracion de dichas
células, la proliferacion endotelial y la formacién de
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nuevos vasos capilares y una nueva membrana
basal®. Estos vasos recién formados son estabilizados
posteriormente por los pericitos o células muscu-
lares lisas (smooth muscle cell, CML) circundantes.

La vasculogénesis fue definida originalmente por
Risau y Flamme” como la formacién de un plexo
capilar a partir de las islas de sangre y en la actuali-
dad se usa habitualmente para la intususcepcion de
células progenitoras derivadas de la médula d6sea en
el drea vascular en expansiéon®. Estas células se
trataron principalmente como células progenitoras
endoteliales'® (endothelial progenitor cells, EPC) y
se han identificado en sangre periférica'''?.
Ademads, se ha demostrado que contribuyen a la
neovascularizacion en el adulto'*'?. Hasta el
momento, sigue por dilucidar como estas células
derivadas de la médula d6sea (bone marrow-derived
cells, CMO) contribuyen exactamente a la
neovascularizacion. Rara vez se ha descrito una
incorporaciéon sustancial de las EPC a la pared del
vaso'>!'®y, con frecuencia, su contribucion sélo fue
menor'’?° dando lugar a una funcién paracrina de
las células mediante la secrecion de factores
angiogénicos como accién mas probable?!*?. Se ha
documentado también que las CMO progenitoras
no endoteliales contribuyen de forma paracrina
a la angiogénesis/vasculogénesis inducida por la
isquemia®’.

La arteriogénesis de adaptacion, o simplemente
““arteriogénesis’’, fue descrita por Wolfgang Schaper
et al como el desarrollo de arterias colaterales
adultas a partir de una red de arteriolas pree-
xistente?*. Mediante la arteriogénesis, se desarrolla
una derivaciéon natural alrededor de una arteria
principal ocluida. Esta proliferacion arterial colateral
se produce sobre todo proximalmente a los tejidos
isquémicos, donde tiene lugar la angiogénesis y
vasculogénesis (fig. 1). Comparada con estos pro-
cesos, la arteriogénesis es estimulada sobre todo por
la inflamacién y no parece estar determinada por la
hipoxia. En estudios experimentales efectuados en
conejos®>%¢, la proliferacién colateral angiografica
no se asocio con la produccion de productos inter-
medios metabdlicos indicativos de isquemia o con la
expresion de genes inducibles por la hipoxia, como
VEGF o HIF-1. Ademas, el curso cronoldgico de la
proliferacion capilar y la proliferacién de colaterales
fue diferente: los capilares se formaron 5 dias
después de la extraccion de la arteria femoral, y esto
se asocio a un aumento de la liberacion de lactato en
plasma y de la expresion de VEGF en el musculo
aductor, mientras que la proliferacion de colaterales
tuvo lugar a los 10 dias, en ausencia de los signos de
isquemia mencionados previamente. Por otra parte,
se dispone de pruebas de que la arteriogénesis estd
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Fig. 1. Representacion esquematica de la arteriogénesis, angiogénesis y vasculogénesis. EC: célula endotelial; SMC:

célula muscular lisa; BMC: célula de la médula dsea.

desencadenada por el aumento de la fuerza de
cizallamiento a través de arteriolas preexistentes
especificas, mediante las que se activa la pared del
vaso. Bsto provoca la regulacién al alza de las
moléculas de adhesion de los leucocitos, como la
molécula 1 de adhesién intercelular®’ (intercellular
adhesion molecule, ICAM-1), seguido de la adhesion y
transmigracion de los leucocitos. Bstos leucocitos
pueden secretar factores adicionales, que dan lugar a
la proliferacion de arterias colaterales con engrosa-
miento de la media y aumento del contenido de
CML de la pared vascular®®. Ademas, la degradacién
del tejido conectivo que rodea las arterias colaterales
mediado, por ejemplo, por las metaloproteinasas
facilita su remodelado®*>°.

Probablemente, los tres conceptos de formacion
vascular descritos previamente desempefian un
papel en la neovascularizacién del adulto y suelen
producirse simultaineamente a diferentes niveles.
No obstante, se debe tener en cuenta que en la
distincion entre angiogénesis, vasculogénesis y arte-
riogénesis se presentan aspectos que las confunden.
Comparten mecanismos comunes, como la invasion
de las células inflamatorias y la expresién de factores
de crecimiento y citocinas. En el adulto, la vascu-
logénesis es simplemente un término para la
angiogénesis relacionada con la intususcepcion de
las células progenitoras en las nuevas estructuras

vascular y a su alrededor. Ademas, la arteriogénesis
no solo puede estar desencadenada por factores
arteriogénicos inducidos por la fuerza de ciza-
llamiento sino también por factores angiogénicos
circulantes producidos en los tejidos isquémicos a
distancia. Al contrario de la extremidad, la
obstruccién arterial en el corazén se sitiia cerca de
las regiones isquémicas en la inmensa mayoria de
los casos. En consecuencia, la arteriogénesis y la
angiogénesis que se dearrollan en el corazén tienen
lugar en estrecha proximidad la una de la otra,
posiblemente influyéndose entre si mediante la
expresion de factores de crecimiento.

Factores de crecimiento angiogénicos y
arteriogénicos: estimulacion satisfactoria
de la neovascularizacion en modelos
animales

Se ha demostrado que numerosos factores de
crecimiento vascular, pero también citocinas y qui-
mocinas inflamatorias, favorecen la angiogénesis,
vasculogénesis y/o arteriogénesis en cultivos celula-
res o en modelos animales. La angiogénesis y vascu-
logénesis suelen ser estimuladas por la induccién de
factores angiogénicos, en particular por la activacion
de HIF-1alfa. Este es un factor de transcripcion que
regula al alza una serie de genes proangiogénicos,



638 van Weel et al

como el VEGF, el receptor 2 de VEGF, el factor deri-
vado de células del estroma 1 (stromal cell-derived
factor 1) y su receptor el CXCR4, la angiopoyetina
2 vy la eritropoyetina (Epo), dando lugar a una res-
puesta angiogénica coordinada. Se ha demostrado
que numerosos factores de crecimiento desempefian
un papel en la angiogénesis, vasculogénesis y arte-
riogénesis in vivo (tabla I). Ademas, la mayor parte
de estos agentes favorecen eficazmente Ila
proliferacion vascular en modelos animales de
extremidad isquémica. No obstante, los resultados
en estudios controlados con placebo realizados hasta
el momento han sido menos beneficiosos. Esto
puede explicarse por el hecho de que los modelos
animales actuales adolecen de limitaciones consi-
derables: en primer lugar, se usan animales ‘“sanos”
en los que las oclusiones de la arteria femoral
representan un proceso isquémico agudo, mientras
que los pacientes con arteriopatia experimentan
diversas alteraciones metabdlicas que desembocan
en un proceso isquémico crénico. Por otra parte, se
han documentado diferencias en los patrones de
expresion de VEGF endégeno en el mdsculo
isquémico de modelos animales en conejos después
de oclusion de la arteria femoral al compararlos con
el material obtenido en muestras procedentes de
amputacién humana®. Otra limitacién es que los
resultados de los modelos de extremidad isquémica
dependen en buena parte de la técnica quirdrgica
aplicada. Numerosos grupos de investigacion han
usado un modelo de extirpaciéon completa de la
arteria femoral y de sus ramas colaterales, que se ha
traducido en una isquemia profunda y en la
formacion principalmente de capilares. Otros grupos
han aplicado una oclusion segmentaria de la arteria
femoral proximal, mas apropiada para el estudio de
la proliferacién de arterias colaterales. La diversidad
de técnicas quirurgicas junto con la gran variedad de
criterios de valoracién aplicados (puntuacién
clinica, determinacién del flujo sanguineo mediante
laser Doppler, microesferas, sondas de flujo o
angiografia por resonancia magnética [en los estu-
dios necrdpsicos], tomografia computarizada [TC], e
histologia) justifican una interpretacion cuidadosa
de los resultados derivados de estos modelos®®.

Los factores de crecimiento vascular pueden con-
tribuir de diferentes modos a la formacién de nuevos
vasos en funcion de los tipos de célula en la que se
expresan sus receptores. El VEGF es el factor proan-
giogénico mas importante y madas extensamente
estudiado.

Los embriones muridos homocigotos e incluso
heterocigotos con déficit de VEGF muestran un
fenotipo letal debido a una formacién de vasos san-
guineos anémalos®”’. Se han identificado dianas
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moleculares para la familia de genes VEGF: los
receptores 1 y 2 del VEGF (VEGFR1 y VEGFR2) para
el VEGF-A, el VEGFRI1 para el VEGF-B y el factor de
crecimiento placentario (placental growth factor,
PIGF), el VEGFR2 y el VEGFR3 para el VEGF-C y el
VEGE-D®*% Estos tltimos contribuyen a la
linfangiogénesis a través del VEGFR3°%°°, Una gran
variedad de células, como las endoteliales, las
células progenitoras hematopoyéticas y los mono-
citos, responden al VEGF-A a través del VEGFR1 o
del VEGFR2. Esto indica que el VEGF-A (indicado
en adelante como VEGF) desempefia un papel en la
angiogénesis, vasculogénesis y arteriogénesis.
Actualmente, la proteina 1 quimioatrayente de
macrofagos  (macrophage chemoattractant protein 1,
MCP-1) y el factor estimulador de colonias de gra-
nulocitos-macroéfagos ( granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF) centran la investigacion
sobre la arteriogénesis. La MCP-1 activa el receptor 2
de la quimocinas C-C (C-C chemokine receptor-2, CCR-
2) en los monocitos, ejerciendo por tanto su efecto
sobre la formacién de colaterales’’. El receptor GM-
CSF se expresa en diversos tipos celulares, como en
las células hematopoyéticas, los monocitos, las
células endoteliales y los cardiomiocitos.

Papel de los componentes celulares:
células vasculares, células inflamatorias y
células progenitoras

Las células endoteliales son los vectores de la
angiogénesis. Son activadas por factores de creci-
miento vascular, como el VEGF. Por s{ mismas, las
células endoteliales (humanas) en cultivo son capa-
ces de formar vasos similares a los capilares en matri-
ces tridimensionales en presencia de VEGF’!. De
forma parecida, la sobreexpresion de VEGF en los
tejidos provoca una proliferacion inicialmente
rapida de vasos endoteliales inmaduros*>. No obs-
tante, estos nuevos microvasos carecen de una capa
de células murales estabilizadoras alrededor de su
endotelio, que debe estabilizarse por los pericitos. La
formacion de esta neovascularizacion inmadura y
con extravasaciones in vivo puede ser una impor-
tante limitacién de la angiogénesis terapéutica uti-
lizando un factor de crecimiento individual selectivo
de la célula endotelial, segin lo propuesto para la
genoterapia con VEGF**7? (inicialmente denomi-
nado ‘“‘factor de permeabilidad vascular’”’). Esto
sugiere la importante contribucion de factores de
crecimiento adicionales, como el factor 2 de creci-
miento fibroblastico (fibroblast growth factor 2, FGF-
2), del que se ha demostrado que actda a nivel de la
proliferacion de las CML. Ademas, se ha documen-
tado que una diversidad de tipos de células



Tabla I. Efecto de algunos importantes factores del crecimiento sobre la angiogénesis, vasculogénesis y arteriogénesis in vivo

Angiogénesis/

Factor de crecimiento vasculogénesis Modelo Bibliografia Arteriogénesis Modelo Bibliografia

VEGF-A ++ Extremidad isquémica en conejos, 31, 32 + Extremidad isquémica conejo 33
muridos

VEGF-B +/— Implantes matrigel, piel en muridos, 34, 35 ?
extremidad isquémica en conejos

VEGEF-C + linfangiogénesis + Extremidad isquémica en conejos 36 + Extremidad isquémica en conejos 36

VEGF-D ++ linfangiogénesis ++ Extremidad isquémica en conejos 35 ++ Extremidad isquémica en conejos 35

PIGF + Extremidad isquémica en conejos, 33, 37 ++ Extremidad isquémica en conejos, 33, 37
muridos muridos

SDF-1 ++ Extremidad isquémica en muridos 38 + Extremidad isquémica en ratas 39

FGF-2 ++ Extremidad isquémica en muridos, 40, 41 ++ Extremidad isquémica en muridos, 40, 41
conejos conejos

Angiopoyetina-1 ++ Extremidad isquémica en conejos 42 ++ Extremidad isquémica en conejos 42

Angiopoyetina-2 — Extremidad isquémica en conejos, 42, 43 — Extremida isquémica en conejos, 42,43
muridos muridos

HGF ++ Extremidad isquémica en ratas, 44 ++ Extremidad isquémica en ratas, 44
conejos conejos

IGF ++ Extremidad isquémica en muridos 45 2

Calicreina tisular ++ Extremidad isquémica en muridos 46 ?

Eritropoyetina ++ Extremidad isquémica en muridos 47 +/¢? Extremidad isquémica en muridos 48

HIF-1a (gen interruptor) ++ Extremidad isquémica en conejos 49 +/0 Extremidad isquémica en conejos 25, 49

EGR-1 (gen interruptor) ++ Implantes matrigel, tumor en 50 ++ Extremidad isquémica en muridos 51
ratones, cornea en ratas

PR39 (gen interruptor)  ++ Miocardio en muridos 52 ++ Miocardio en cerdos, extremidad 53, 54

isquémica en muridos

GM-CSF - Melanoma en muridos 55 ++ Extremidad isquémica en conejos 56

TNF-o ++ Coérnea en ratas, membrana 57 ++ Extremidad isquémica en muridos 58
corioalantoidea en pollos

TGE-B +/— Estudios de desarrollo en ratones 59 ++ Extremidad isquémica en conejos 60

MCP-1 ++ Membrana corioalantoidea en pollos 61 ++ Extremidad isquémica en conejos 62

CDh44 ++ Matrigel, tumor, herida en muridos 63 ++ Extremidad isquémica en muridos 64

++: estimulador potente; +: estimulador ligero; 0: sin efecto; —: inhibidor; ¢?: efecto desconocido; EGR: proteina de respuesta a la proliferacion inicial; FGF: factor de crecimiento

fibroblastico; GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos; HGF: factor de crecimiento del hepatocito; HIF-1a: factor 1a inducible por la hipoxia; IGF: factor de
crecimiento similar a la insulina; MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos; PIGF: factor de crecimiento placentario; SDF-1: factor 1 derivado de células estromales; TGF-p:

factor de crecimiento transformante B; TNF-o: factor de necrosis tumoral o; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.
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inflamatorias desempena un papel en la
angiogénesis, por ejemplo, en el desarrollo del
cancer. Por ejemplo, se ha demostrado que los
monocitos, los linfocitos T, las células agresoras
naturales, los neutrofilos, los mastocitos y las células
dendriticas producen factores angiogénicos®.

Es dificil determinar si las células progenitoras
(endoteliales) participan en la vasculogénesis y
qué tipos de células lo hacen. Esto se debe a la ausen-
cia significativa de marcadores celulares apropiados
para identificar estas células. Se ha propuesto que en
la neovascularizacién en el adulto participan tanto
las células progenitoras endoteliales, seleccionadas
con los marcadores CD347> o CD1337%, como las
células progenitoras no endoteliales, seleccionadas
con marcadores CXCR4 en combinaciéon con
VEGFR1%’. Son necesarias nuevas investigaciones
para optimizar la especificidad de los marcadores
celulares con el objetivo de definir el papel de las
células progenitoras en la neovascularizacion.

Se ha demostrado que en la arteriogénesis parti-
cipa una gran variedad de células, incluidas las
endoteliales, las CML, los fibroblastos, los monoci-
tos, los linfocitos, los mastocitos, las plaquetas y las
CMO”. En el crecimiento real de colaterales pre-
domina la proliferacion de CML, fibroblastos
adventicios y células endoteliales. La arteriogénesis
se inicia por la activacion de las células endoteliales,
seguido de la acumulacién perivascular de diversos
tipos de leucocitos y CMO, que dirigen la
proliferacion de colaterales produciendo citocinas,
factores de crecimiento y proteasas. En diversos
estudios se ha demostrado un papel decisivo de los
monocitos en la arteriogénesis’®”%. Sélo reciente-
mente se ha demostrado que también participan los
linfocitos, como los linfocitos T CD4*7%%°, 1os linfo-
citos T CD8*®! y las células agresoras naturales®’.

Recientemente, las células precursoras madre se
han convertido en el centro de interés para la
estimulacion de la arteriogénesis. Las células precur-
soras madre pueden obtenerse de diferentes fuentes:
entre ellas, la médula oOsea, la sangre periférica y el
cordén umbilical. Las células precursoras madre
tienen una capacidad clonogénica y de auto-
rrenovacion, y pueden diferenciarse en multiples
lineas celulares, un fenémeno conocido como plas-
ticidad. Ademas de la linea celular eritrocitaria, la
médula 6sea contiene una serie de células pre-
cursoras relativamente indeterminadas y mononu-
cleares parecidas a los linfocitos (fig. 2). Las células
precursoras hematopoyéticas representan una
subpoblacion de estas células indeterminadas
mononucleares. Debido a la cantidad de datos in
vitro sobre la plasticidad de las diversas poblaciones
de CMO, resulta tentador sugerir que el tratamiento
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basado en células estimula la neovascularizacion por
la incorporacion directa de las células derivadas de la
médula ésea en la pared del vaso''®?. Sin embargo,
se dispone de datos contradictorios sobre esta
transdiferenciacion de CMO/EPC en nuevas células
endoteliales. Otros han puesto en duda esta teoria
con pruebas convincentes de que las CMO apenas se
incorporan o no se incorporan en absoluto y que la
proliferacion vascular es favorecida por un efecto
paracrino de estas células. Las poblaciones de CMO
contienen un numero muy reducido de células
precursoras, < 0,01% del total de células. Puesto
que muchas subpoblaciones de CMO son el origen
de factores de crecimiento, citocinas y quimocinas,
una hipdtesis complementaria es que la accion de las
células es mas un papel de soporte?>®>®#* En los
estudios preclinicos el aumento de la arteriogénesis
mediante la administracién de CMO fue satisfacto-
rio®##3%7 'y los resultados iniciales a partir de los
ensayos clinicos son fascinantes. Ademas, la
implantacion de celulas mononucleares de sangre
peritérica ( peripheral blood mononuclear cells, PCMO)
y plaquetas mediante inyeccion en el drea isquémica
de ratas también indujo la formacién de vasos
colaterales a través del suministro de factores
angiogénicos y citocinas®®.

ESTIMULACION TERAPEUTICA DE LA
PROLIFERACION VASCULAR

Concepto

En el objetivo de restablecer un flujo sanguineo sufi-
ciente en la extremidad isquémica cronica, es mas
esencial la formacién de vasos colaterales maduros
que la proliferacion de capilares. En este sentido,
unos pocos vasos de gran calibre (arterias colatera-
les) son mucho mas ventajosos desde un punto de
vista hemodindmico que muchos capilares peque-
fios de alta resistencia, ya que el flujo a través de
un vaso depende principalmente del radio, de
acuerdo con la relacion bien conocida a través de
la ley de Poiseuille®®. De acuerdo con este modelo
matematico, la resistencia al flujo, R (mm Hg/
[mlmin]), a lo largo de cada via paralela colateral
separada, se estima, en condiciones de flujo tubular
laminar: R = 0,5 ;. ;L/d* donde p es la viscosidad de
la sangre (0,03 g/[cm s]), L es la longitud estimada
(mm), y d es el diametro (mm). Por lo tanto, la
estimulacion terapéutica de la proliferacion vascular
debe dirigirse principalmente a los vasos colaterales
de gran calibre. Sin embargo, para mejorar el estado
de oxigenacion de los tejidos isquémicos, es decisiva
la estimulacion de colaterales arteriogénicas y
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capilares angiogénicos para un flujo aferente y un
intercambio de gases suficiente, respectivamente.

Se considera que el estimulo provocado por el
aumento de la fuerza de cizallamiento es responsa-
ble de la proliferacion de arterias colaterales, ya
que la disminucion suibita de la presion sanguinea
periférica después de una oclusion arterial aumenta
la velocidad del flujo a través de las arteriolas colate-
rales preexistentes que interconectan los territorios
preoclusion, de alta presion, con las regiones
postoclusion, de presion baja. La fuerza de ciza-
llamiento se define como la fuerza tangencial por
unidad de superficie aplicada por el flujo sanguineo
en el endotelio. Numerosos estudios han implicado
previamente el aumento de la fuerza de ciza-
llamiento como una fuerza modeladora arterial®®~*2.
En la circulacion arterial, los niveles de la fuerza de
cizallamiento se mantienen activamente a medida
que los tejidos vasculares responden a los cambios
de la fuerza de cizallamiento con ajustes rapidos
del tono vascular y con un remodelado estructural
crénico, lo que da lugar a variaciones en el didmetro
del vaso. Sélo recientemente se han acumulado
pruebas de que, en realidad, el aumento de la
fuerza de cizallamiento desempefia un papel en la
inducciéon de la arteriogénesis®>. Pipp et al”’
demostraron, claramente, que un cambio primario
en la fuerza de cizallamiento es la fuerza mecanica
predominante en la proliferaciéon de arterias cola-
terales en un modelo de derivacion endoluminal
arteriovenosa en cerdos y conejos.

Formas de distribucion: tratamiento con
proteinas o genoterapia

La estimulacion de la neovascularizacion se puede
conseguir mediante el empleo de factores de creci-
miento o la introduccién de los genes que codifican
estas proteinas. El uso de proteinas esta restringido
significativamente por su limitada semivida tisular,

Célula madre
mesenquimatosa

Célula progenitora
mesenquimatosa

Osteoblasto
Fibroblasto
Mielocito

Fig. 2. Subpoblaciones de células mono-
Adipocito

nucleares de la médula dsea y su
diferenciacién.

que puede requerir un preparado de liberacién
mantenida o la administracién repetida. Ademas, en
general, las proteinas requieren una administracion
sistémica con un numero potencialmente mayor de
efectos adversos en comparacion con la
administracién local. No obstante, las proteinas
estan mas préximas al uso clinico que la genotera-
pia®. Este es un instrumento terapéutico promete-
dor en las enfermedades cardiovasculares que puede
resolver la inestabilidad inherente de las proteinas
angiogénicas facilitando la produccion local y sos-
tenida de estos factores angiogénicos. El uso de
vectores virales que transportan genes angiogénicos,
como adenovirus, virus asociados a los adenovirus o
retrovirus, tiene la ventaja de una elevada eficiencia
de transfeccién de los tejidos diana. Sin embargo, los
virus desencadenan complicaciones, tales como
diversas respuestas inmunoldgicas o, en el caso de
los retrovirus, posibles mutagénesis insercionales.
Los vectores no viricos (plasmidos) entrafian
muchos menos riesgos y son de menor coste, pue-
den producirse con facilidad en grandes cantidades y
se caracterizan por una mayor capacidad de trans-
porte de material genético. Debido al menor nimero
de problemas relacionados con la salud, los plasmi-
dos estan mas cerca del uso clinico que los vectores
viricos. Sin embargo, en general, son menos efi-
cientes en la distribucién del ADN y en el inicio de la
expresion génica y la duracion de la expresion
transgénica es relativamente breve comparado con
los vectores viricos. Por lo tanto, los pldsmidos
pueden administrarse repetidamente®’, o se pueden
realizar procedimientos complementarios para
mejorar su eficiencia de transfeccion. Esto tltimo se
consigue, por ejemplo, desarrollando complejos de
liposomas catiénicos’® o polimeros inteligentes®’
como vectores que permiten la captacion celular
eficiente y el escape endosémico. Otros métodos
incipientes para mejorar la transferencia génica no
virica son la destruccién de microburbujas mediada
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por ultrasonidos®® o electroporaciéon. Este es un
método fisico para administrar genes, farmacos u
otras moléculas a muchos tipos diferentes de tejidos
(p. €j., musculo esquelético, higado, pulmoén y vasos
sanguineos) mediante pulsos eléctricos que dan
lugar a la electropermeabilizacion de la célula y la
electroforesis del ADN?%1%°_ Recientemente, hemos
demostrado que la transferencia génica por elec-
troporacién de un plasmido de ADN da lugar a una
eficacia de la transfeccién y duracion de la expresion
transgénica similar o incluso mayor comparado con
vectores adenoviricos''.

Aunque el objetivo principal es conseguir una
elevada eficacia de transfeccion, se requiere
precaucion, ya que la expresion excesivamente ele-
vada de factores angiogénicos podria producir efec-
tos nocivos, como se ha demostrado para el vector
virico Sendai recombinante que sobreexpresa
VEGF, dando lugar a una pérdida acelerada de la
extremidad tras su administracién a ratones®.
Ademds, todavia no se ha determinado la estrategia
de administracion 6ptima de los vectores o proteinas
angiogénicos. Se dispone de mudltiples vias de
administracion, como la sistémica (intravenosa,
intraarterial), intramuscular, intravascular, peri-
vascular, intrapericardica y subcutanea, cuya efica-
cia y superioridad clinicas no estan todavia
demostradas’®. Por ultimo, en su mayor parte se
desconoce la dosis 6ptima, lo que debe investigarse
adicionalmente.

ENSAYOS CLINICOS QUE HAN
UTILIZADO FACTORES DE
CRECIMIENTO ANGIOGENICOS

Las implicaciones terapéuticas de los factores de cre-
cimiento angiogénico fueron identificadas por la
investigaciéon pionera de Judah Folkman'®* en el
campo de la biologia tumoral y por Jeffrey Isner en el
de la regeneracién cardiovascular. Los efectos
beneficiosos posteriores de estos factores de creci-
miento en modelos de isquemia en animales dieron
lugar a grandes expectativas en el tratamiento de la
AOP. La autorizacion para efectuar ensayos clinicos
administrando factores angiogénicos, incluso
mediante genoterapia, se obtuvo con relativa faci-
lidad porque los pacientes con isquemia avanzada
no tenian otras opciones terapéuticas. Los primeros
resultados obtenidos a partir de ensayos a pequeiia
escala de fase I/II en seres humanos, utilizando
factores de crecimiento angiogénico, princi-
palmente VEGE-A'?*'%° pero también factor de
crecimiento de los hepatocitos''®, fueron promete-
dores. Se obtuvieron resultados beneficiosos
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similares a partir de ensayos iniciales en pacientes
con coronariopatia utilizando VEGE-A'!''"'!%
VEGF-C'"> 0 FGF''*''?_ Sin embargo, de los ensa-
yos a mayor escala aleatorizados, controlados con
placebo, sobre angiogénesis terapéutica que se han
publicado'?*'?*  todos excepto uno, que utilizé la
proteina FGE-2 recombinante'?*, depararon resul-
tados negativos. Ademds, los ensayos aleatorizados a
pequeria escala que investigaron una estrategia mas
arteriogénica utilizando la proteina GM-CSF
mostraron resultados negativos en pacientes con
claudicacién intermitente'*” pero resultados prome-
tedores para el tratamiento de la coronariopatia'?®.
Por desgracia, los resultados en buena parte decep-
cionantes de los ensayos clinicos a mayor escala han
templado las expectativas sobre la angiogénesis
terapéutica. En comparacion, recientemente, en un
ensayo aleatorizado, doble ciego, demostramos, por
primera vez, que la transferencia del gen VEGF
podria mejorar significativamente la curacién de las
tlceras y la hemodinamia comparado con placebo
en pacientes diabéticos con isquemia critica de la
extremidad'?’. Es de esperar que estos tultimos
resultados reaviven el interés en el tratamiento de la
arteriopatia periférica con estrategias de transfe-
rencia de genes angiogénicos, en particular utili-
zando como vector un plasmido de ADN ““desnudo”’.
Para una revision de los ensayos clinicos sobre
angiogénesis en pacientes con arteriopatia periférica
desde 1998 hasta la actualidad, véase la tabla II. Se
han sugerido numerosas razones para explicar los
resultados negativos de estos ensayos sobre
angiogénesis clinica, como el uso de un factor indi-
vidual, la dosis, la duracién de la expresion, la via de
administracion, las multiples variantes de empalme,
la seleccion de pacientes, los criterios de valoracién
preseleccionados, la heterogeneidad de los pacien-
tes, los inhibidores de la angiogénesis y un potente
efecto placebo'’®. Ademds, en el musculo con
isquemia créonica en el que se ha agotado la
angiogénesis enddgena, pueden obstaculizarse las
respuestas bioldgicas al tratamiento con factores de
crecimiento. Recientemente, hemos observado en
muestras de musculo de extremidades amputadas
que, en la isquemia crénica en comparacién con la
aguda, los tejidos hipdxicos no pueden expresar
suficiente H1F-1alfa y VEGF y SDE-1 anterégrado®>".

Ensayos clinicos que han utilizado
tratamiento basado en células

Cuando se sugirid que la administracion de células
precursoras derivadas de la médula 6sea, o las proge-
nitoras endoteliales, podria mejorar el restableci-
miento del flujo sanguineo en diversos modelos



Tabla II. Ensayos clinicos para la estimulacion de la neovascularizacion en pacientes con arteriopatia periférica

Bibliografia Fase Pacientes N.° Factor Via Beneficios Pardmetro (s) que mejora
Factores angiogénicos
103 1 Isquemia critica extremidad 9 Plasmido VEGF4s Intramuscular Si Indice tobillo-brazo, angiografia,
flujo, curacién ulcera, salvamento
extremidad
104 1 Tromboangeitis obliterante 6 Plasmido VEGFs Intramuscular Si Indice tobillo-brazo, angiografia,
(enfermedad de Buerger) flujo, curacién ulcera, dolor en
reposo nocturno
105 1 Isquemia critica extremidad 28 Plasmido VEGFs Baldn recubierto  Si Angiografia
de hidrogel
106 1 Claudicacién intermitente o dolor 6 Adenovirus VEGF;,;  Intramuscular Si Reserva flujo extremidad inferior,
en reposo tiempo maximo de deambulacion
107 I Estenosis apropiada para ATP, sin 54 Plasmido VEGF,4s5 + Intraarterial Si Angiografia
diabetes mellitus adenovirus
124 1I Claudicacién intermitente 190 Proteina bFGF Intraarterial Si Tiempo maximo de deambulacién
108 1 Isquemia critica extremidad 21  Plasmido VEGF¢s Intramuscular Si Indice tobillo-brazo, flujo, curacién
tlcera, dolor en reposo
122 I Claudicacién intermitente, 105 Adenovirus VEGF,,; Intramuscular No Ninguno (la variable primaria fue el
estratificados por estado diabetes tiempo maximo de deambulacién)
128 I/II  Isquemia critica extremidad, 23  Fibrina +/— plasmido Intramuscular Si Indice tobillo-brazo, presién
derivados para amputacion VEGF s transcutanea de oxigeno,
claudicacién intermitente, dolor
en reposo, salvamento extremidad
110 1 Isquemia critica extremidad, incluida 6 Plasmido HGF Intramuscular Si Escala de dolor, indice tobillo-brazo,
tromboangeitis obliterante curacién ulcera
(enfermedad de Buerger)
109 1 Isquemia critica extremidad, incluida 9 Plasmido VEGF;4s Intramuscular Si Dolor isquémico, curacion ulcera, 1
tromboangeitis obliterante ndice tobillo-brazo, angiografia
(enfermedad de Buerger)
127 11 Isquemia critica extremidad y 54  Plasmido VEGF4s Intramuscular Si indice tobillo-brazo, curacién udlcera
diabetes mellitus
Factores arteriogénicos
125 I Claudicacion intermitente 40 Proteina GM-CSF Subcutdnea No No (la variable primaria fue el
cambio en el tiempo de
deambulacion)
129 I/Il  Isquemia critica extremidad 13 Adenovirus FGF-4 Intramuscular Desconocidos No se extrajeron conclusiones sobre

la eficacia debido a la reducida
cohorte de pacientes

ATP: angioplastia transluminal percutdnea; FGF: factor de crecimiento fibroblastico; GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos; HGF: factor de crecimiento del

hepatocito; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.
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isquémicos, empez6 a evolucionar una estrategia
terapéutica basada en células. A pesar de la ausencia
de conocimientos sobre los complejos aspectos del
origen y destino de las células, se ha prestado
atencion a demostrar los beneficios clinicos del tra-
tamiento basado en células. Tateishi-Yuyama et al
publicaron su investigacion pionera en 2002 mos-
trando resultados beneficiosos con el trasplante
autdégeno de CMO en pacientes con isquemia de la
extremidad'*?. La médula dsea y la sangre
periférica proporcionan células precursoras de ori-
gen autdgeno. Los problemas practicos, como el
rechazo inmunoldgico y la posible formaciéon de un
teratoma, al igual que los problemas éticos, han
dificultado la utilizacion de células madre embrio-
narias en un ambito clinico. La mayor parte de los
ensayos clinicos utilizaron la fraccion de células
precursoras pluripotentes mononucleares de la
médula 6sea. Por otra parte, las células precursoras
de sangre periférica se administran después de la
movilizacion de estas células de la médula dsea
mediante la aplicacion de G-CSF. Otros investiga-
dores han administrado mas especificamente CPE.

Hasta la fecha el perfil de seguridad ha sido acep-
table aunque, recientemente, se han puesto en duda
los resultados a largo plazo'>. Por desgracia, estos
estudios no son faciles de interpretar. Resulta espe-
cialmente dificil extraer conclusiones firmes acerca
de la eficacia del tratamiento ya que la mayor parte
de los estudios carecen de grupos control, e incluyen
diversas modalidades de tratamiento, criterios de
valoracién, vy criterios de inclusién/exclusion.
Ademas, se ha hecho hincapié en demostrar el res-
tablecimiento de los parametros clinicos mas que la
evaluacion de la formacion de nuevos vasos.

Practicamente todos los estudios utilizan parame-
tros indirectos, como la curacién de las tlceras, la
tasa de salvamento de la extremidad, la distancia
deambulada libre de dolor, el indice tobillo-brazo,
las determinaciones transcutdneas de oxigeno vy las
puntuaciones del dolor, para evaluar los resultados.
Aunque el efecto clinico es de importancia primor-
dial, los parametros objetivos para la evaluacion de
la proliferacién vascular parecen esenciales, consi-
derando los mecanismos sugeridos. Pocos estudios
incluyen angiografia de sustraccion digital, cuya
evaluacion se basa en una comparacion visual cua-
litativa. Esta limitacion de los criterios de valoracién
actuales también es valida para los ensayos sobre
factores de crecimiento angiogénico. En la tabla III
se proporciona una revision de los estudios clinicos
publicados en inglés sobre tratamiento basado en
células con maés de cinco pacientes.

Por lo que respecta al procedimiento de
obtencion de las células, hay una dicotomia entre
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los origenes de las células. Inicialmente las células
precursoras se obtenian de la cresta iliaca; mas
recientemente también se han administrado
PCMO tras la movilizacion de G-CSF. Puesto que
no se puede extraer una conclusién firme sobre la
eficacia del tratamiento basado en células, sélo
podemos especular acerca de las diferencias entre
las CMO y las PCMC. La obtencién de una muestra
de la cresta iliaca requiere anestesia general o epidu-
ral. Por lo demas, se ha suscitado cierta preocupacion
de que el tratamiento con G-CSF pueda relacionarse
con una tasa inesperadamente alta de reestenosis
intrastent después de la infusién intracoronaria de
PCMO movilizadas'*’.

En resumen, el tratamiento basado en células
parece una estrategia alentadora para pacientes
con arteriopatia periférica grave que no son candi-
datos a un tratamiento convencional. Sin embargo,
los estudios clinicos efectuados hasta la fecha no se
han disefiado primariamente para evaluar las varia-
bles clinicas o no cuentan con la potencia suficiente
para hacerlo. Ademds, los aspectos de la tolerabili-
dad a largo plazo también deben ser evaluados.

LIMITACIONES DE LA ANGIO/
ARTERIOGENESIS TERAPEUTICA

Se han documentado algunos efectos adversos de la
angiogénesis terapéutica, como el agravamiento de
la reestenosis cuando se utilizan células precursoras
madre de sangre periférica en pacientes con infarto
de miocardio'*® o la provocacién de microinfartos
descrita con el empleo de células del estroma
mesenquimatoso en un modelo animal en perros'>°.
En relacion con estos hallazgos, Epstein et al han
propuesto el llamado fendmeno de Janus entre la
arteriogénesis y la aterosclerosis'”', lo que significa
que los factores proarteriogénicos, como el MCP-1,
pueden contribuir también a la progresién de la
placa y a la formacién de la neointima, segun lo
descrito'**'>?. Ademads, se dispone de pruebas de
que el desarrollo de las placas aterosclerdticas se
asocia a la proliferacion de los vasos vascula-
res'*>*1>¢y porlo tanto, puede acelerarse utilizando
factores angiogénicos. No obstante, los efectos de los
factores angiogénicos exogenos, como el VEGEF,
sobre la reestenosis y la aterosclerosis todavia son
motivo de controversia, variando desde los benefi-
ciosos'>” hasta los adversos' >®. Otras limitaciones de
la revascularizacién terapéutica pueden incluir la
proliferacion inapropiada de los vasos sanguineos en
lugares no deseados'?, lo que teéricamente podria
provocar una mayor incidencia de retinopatia
diabética o de cancer. En esta linea, la inhibicién de



Tabla III. Revision de ensayos clinicos sobre tratamiento con células en pacientes con arteriopatia periférica

Bibliografia Fase Pacientes N.° Factor Via Benefiios  Pardmetro(s) que mejora
Con grupo de control
132 I/Il  Isquemia critica extremidad 45 CMO IM Si Indice tobillo-brazo, presién transcutanea
de O,, tiempo de deambulacion libre de
dolor, angiografia (en 27 de 45
pacientes)
134 I/Il  Isquemia critica extremidad 14 + 14 G-CSF PCMO M Si Curacion ulcera, salvamento extremidad,
movilizadas indice tobillo-brazo, flujo laser Doppler,
angiografia
135 I/Il  Isquemia critica extremidad 14 + 15 CMO IM No Sin mejora de indice tobillo-brazo, presion
transcutdanea de O,, angiografia; ligera
mejora curacion ulcera, salvamento
extremidad
136 I/I1  Claudicacién intermitente 13+12 CMO Combinada Si Indice tobillo-brazo, tiempo de
IM + IA deambulacion libre de dolor, saturacion
de O, capilar-venosa, pletismografia
venosa
Sin grupo de control
137 I/Il  Isquemia critica extremidad y 8 CMO M Variables Dolor en reposo, curacion ulcera,
claudicacién intermitente temperatura cutanea, indice
tobillo-brazo, angiografia
138 I/Il  Isquemia critica extremidad 7 CMO IM Si Indice tobillo-brazo, presién transcutanea
de O,, tiempo de deambulacion libre
de dolor
133 I/Il  Isquemia critica extremidad 12 CMO M Si Indice tobillo-brazo, tiempo de
deambulacion libre de dolor, escala
andlogos visuales, gammagrafia
perfusién **™Tc-TF
139 /Il  Isquemia critica extremidad y 8 CMO IM Variables Indice tobillo-brazo, presién transcutdnea
claudicacién intermitente de O,
140 [/l Isquemia critica extremidad 7 G-CSF PCMO IA Si Indice tobillo-brazo, presién transcutanea
movilizadas de O,, distancia deambulada libre de
dolor, puntuacién dolor
141 [/l Isquemia critica extremidad y 152 G-CSF PCMO IM Variables Curacion ulcera, salvamento extremidad,
claudicaciéon intermitente movilizadas indice tobillo-brazo, presion
transcutanea de O,
142 I/Il  Isquemia critica extremidad y 29 G-CSF PCMO IM Variables Curacién ulcera, salvamento extremidad,
claudicacién intermitente movilizadas puntuacion dolor, indice tobillo-brazo,

distancia deambulada

(Continued)
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Tabla III. Continued

Benefiios ~ Pardmetro(s) que mejora

Via

Factor

o

Fase Pacientes

Bibliografia

Indice tobillo-brazo, distancia deambulada

St

Combinada

CMO

Isquemia critica extremidad y

/11

143

libre de dolor, saturacion de O,

capilar-venosa
Curacion ulcera, indice tobillo-brazo,

IM + 1A

claudicacion intermitente

St

M

CMO

26

Isquemia critica extremidad

/11

144

escala andlogos visuales, tiempo

deambulacion, calidad de vida,

angiografia
Curacion ulcera, indice tobillo-brazo,

,

maximo

Variables

IM

CMO

Isquemia critica extremidad

/11

145

escala andlogos visuales, angiografia
Salvamento extremidad, termografia,

Variables

G-CSF PCMO M

92

Isquemia critica extremidad y

1I

146

7

pletismografia, angiografia TC

movilizadas
CMO (6)PCMO (1)

claudicacién intermitente
Isquemia critica extremidad

7

, presion

anea

transcut

Variables Indice tobillo-brazo

M

/11

147

de O,, escala analogos visuales
Curacidon ulcera, puntuacion dolor

Si

M

CMO

14

Isquemia critica extremidad

/11

148

CMO: células precursoras médula dsea; G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos; 1A: intraarterial; IM: intramuscular; PCMO: células mononuleares en sangre

periférica; TC: tomografia computarizada.
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la angiogénesis se ha convertido en un importante
tratamiento adyuvante de las neoplasias'®®'¢!. No
obstante, los autores no tienen conocimiento de que
se haya descrito ningin caso de cancer de nuevo
inicio o de progresion del cancer después de trata-
miento angiogénico en los pacientes tratados hasta
el momento. En la experiencia de los autores,
ademas, no hay pruebas de una mayor incidencia de
cancer después del tratamiento con plasmido de
VEGF'?’. Una via de administraciéon local y la
especificidad de las proteinas o de los genes
angiogénicos para el tejido diana podrian resolver
estas preocupaciones.

DISCUSION

A partir de lo mencionado previamente, puede con-
cluirse que la neovascularizacién en el adulto es un
fenomeno muy complejo que incluye una gran
variedad de componentes celulares, los cuales
excretan una miriada de factores de crecimiento
vascular, citocinas y quimocinas. Todos los compo-
nentes celulares estdn organizados estrictamente
en relacién con la cronologia de la participacion, la
localizacion y los patrones de expresion. En este pro-
ceso es preciso dilucidar muchos pasos. No es
ninguna coincidencia que, paralelamente a la
investigacion basica en curso, haya entrado en juego
el trasplante de CMO autdgenas puesto que la
médula Osea parece consistir potencialmente en
casi todos los tipos de células implicadas. No obs-
tante, los resultados de los ensayos clinicos sobre
trasplante de células de médula désea son hete-
rogéneos. Es probable que los mayores conocimien-
tos sobre qué subtipos de CMO participan en la
neovascularizacion y como participan, al igual que
el aislamiento de estas células antes de la
administracion, mejoren la eficacia de este trata-
miento en el futuro. Por ejemplo, una subpoblacién
significativa de la médula ésea esta constituida por
células inflamatorias. Recientemente, otros investi-
gadores, y mnosotros mismos, hemos revelado,
ademas, que los linfocitos, en particular las células
T colaboradoras CD4"7%%, las células T CD8*®!, y
las células agresoras naturales®’, desempefian un
papel modulador en la arteriogénesis. La
administracion de subgrupos definidos de linfocitos
o su activacion/inhibicion especifica con ligandos de
los receptores activadores o inhibidores, respecti-
vamente, podria ser beneficiosa para la estimulacién
de la arteriogénesis en el futuro. Ademas, también es
prometedora la administracion de factores para la
movilizaciéon de CMO circulantes, como el VEGF o el
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GM-CSF, o de factores que retienen las CMO en los
tejidos isquémicos, como SDF-1'%2,

Como se ha mencionado previamente, la mayor
parte de los ensayos controlados con placebo que
usaron factores angiogénicos depararon resultados
negativos. Una explicacion evidente podria ser que
la administracién de un factor individual no es sufi-
ciente para poner en marcha el complejo proceso de
la neovascularizacién. Por esta razén, se deberian
disefiar futuros ensayos para usar una combinacion
de factores de crecimiento, preferentemente combi-
nando factores angiogénicos y arteriogénicos, o
incluyendo ‘“‘genes interruptor’’, como el HIF-1alfa,
que activen una expresion coordinada de muchos
otros factores angiogénicos. Otra explicacién de los
resultados no satisfactorios de los ensayos podria
ser que la seleccion de pacientes esté limitada por
condicionantes éticos, en particular en los ensayos
sobre genoterapia. En muchos ensayos, solo se selec-
cionaron los pacientes que no eran candidatos a pro-
cedimientos vasculares de eleccién, por ejemplo,
debido a una enfermedad avanzada. Es de esperar
que, con el desarrollo de vectores que entrafien
menos riesgos, se incluya a pacientes en estadios ini-
ciales de la enfermedad, con resultados mas benefi-
ciosos. En nuestra opinion, la electroporacién tiene
el mayor potencial en la administraciéon de genes
empaquetados en estos vectores con menores riesgos
debido a la expresion génica elevada y prolongada.
Ademas, los pacientes con arteriopatia isquémica
terminal pueden ser menos sensibles a los tratamien-
tos angiogénicos debido a la pared patoldgica del
vaso con disfuncion endotelial y receptores defec-
tuosos concomitantes, por ejemplo, receptores
VEGF, ICAM-1 o molécula de adhesion celular vas-
cular. Otros problemas pueden ser la disfuncion de
las células implicadas en la neovascularizacion,
como la disminucién de la migracion de los monoci-
tos estimulada por VEGF en diabéticos'®’, la
disminucion de la proliferacion y de la motilidad de
la célula endotelial por la alteracion del metabolismo
lipidico'®*'¢® y la disminucién de la capacidad de
neovascularizacion de las células mononucleares de
lamédula 6sea'®® o de los linfocitos. La investigaciéon
futura debe prestar atencion a la mejora de nuestros
conocimientos sobre estos problemas, a fin de
aumentar la sensibilidad a los factores de crecimiento
endogenos o exdgenos.

Otros problemas que merecen una investigacion
adicional son, en primer lugar, que los factores arte-
riogénicos pueden acelerar también la aterosclerosis
(el fendmeno de Janus). Los factores arteriogénicos
Optimos, que no son aterogénicos, pueden identifi-
carse mediante estudios de expresion diferencial
que comparen los modelos de arteriogénesis y de
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aterosclerosis. En segundo lugar, los perfiles
genéticos de los pacientes que determinan si la
neovascularizacién en el tejido isquémico es efi-
ciente o defectuosa podrian ser estudiados para
identificar nuevas dianas terapéuticas y abrir posibi-
lidades de prevencion de la enfermedad. Para ello,
podrian ser utiles los modelos en animales, por
ejemplo, comparando cepas con diferente capacidad
de formacién de vasos®®!®’. En este sentido, las
diferencias en las redes colaterales preexistentes
pueden estar determinadas genéticamente, lo que
podria explicar la razén de que un paciente forme
una red suficiente de colaterales o responda bien a
un tratamiento arteriogénico y otro paciente no. Es
interesante destacar que, recientemente, se ha
propuesto que los leucocitos desempefian un papel
en el remodelado vascular de la retina durante el
desarrollo'®®, aunque todavia no se ha determinado
el papel del sistema inmunitario en el desarrollo
embrionario de una red de colaterales. En tercer
lugar, el estudio de la expresion diferencial de los
genes angiogénicos entre los tejidos con isquemia
aguda y crénica podria predecir nuevos factores de
crecimiento candidatos.

Por ultimo, el disefio de vasos sanguineos fabrica-
dos por ingenieria genética tisular podria ser la
solucion para pacientes con arteriopatia isquémica;
sin embargo, la consecucion de un vaso sanguineo
artificial, no trombogénico, inmunocompatible, resis-
tente y con una respuesta bioldgica adecuada no

parece vislumbrarse todavia en un futuro préximo'¢°.
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