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La angiogénesis terapéutica basada en la administracion
de factores de crecimiento con actividad angiogénica sirve
para promover el desarrollo de vasos sanguineos colatera-
les capaces de suplir la deficiencia de perfusion secunda-
ria a la obstruccion de las arterias nativas. En la actualidad,
este tipo de terapia se dirige a aquellos pacientes en los
que los tratamientos convencionales (revascularizacion
quirdrgica o percutanea) han fallado o no son viables. Los
factores de crecimiento angiogénicos que han sido objeto
de un estudio méas exhaustivo son el factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF) y el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF). Estas citocinas se pueden administrar
en forma de proteina recombinante o de genes que codifi-
can para estas proteinas. Cada uno de estos enfoques
presenta una serie de ventajas e inconvenientes que estan
siendo investigados en detalle, tanto en modelos animales
como en ensayos clinicos con humanos. Aunque los ensa-
yos clinicos se han basado en series reducidas de pacien-
tes, a menudo no aleatorizadas, los resultados prelimina-
res son muy prometedores. Asi, por ejemplo, en la
isquemia miocardica se han obtenido evidencias objetivas
de aumento de la perfusion tisular, y en la enfermedad ar-
terial periférica se ha documentado una mejoria significati-
va del dolor en reposo y de las Ulceras isquémicas des-
pués de la administracion de VEGF y FGF. Contrariamente
a lo esperado, los efectos colaterales de este tipo de inter-
venciones han sido pocos, aunque sera necesario incluir
un mayor numero de pacientes en los ensayos clinicos
para probar la seguridad y efectividad de este tipo de tera-
pia. Parece claro, sin embargo, que es posible inducir una
angiogénesis terapéutica en pacientes seleccionados ca-
paz de modular las alteraciones vasculares sin que se pro-
duzca una toxicidad asociada significativa.
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Growth Factors for Therapeutic Angiogenesis
in Cardiovascular Diseases

Therapeutic angiogenesis based on the administration
of growth factors with angiogenic activity allows enhance-
ment of collateral vessels able to palliate insufficient tis-
sue perfusion secondary to obstruction of native arteries.
At present, this type of therapy is addressed to patients
that fail to respond to conventional treatment (surgical or
percutaneous revascularization). The most extensively in-
vestigated angiogenic growth factors are vascular endot-
helial growth factor (VEGF) and fibroblast growth factor
(FGF). These cytokines can be administered either as re-
combinant proteins or as the genes encoding for these
proteins. Both approaches have pros and cons that are
under investigation in animal models and in clinical stu-
dies. Although clinical trials consist so far of small, often
non-randomized series, preliminary results are promising.
For example, administration of VEGF or FGF has been
associated to objective evidence of increased tissue per-
fusion in patients with myocardial ischemia, and to a sig-
nificant improvement of pain and ischemia in patients with
peripheral arterial disease. Contrarily to expected, these
interventions have been associated to scant adverse side
effects, although larger clinical trials will be necessary in
order to prove the safety and effectiveness of these inter-
ventions. Nevertheless, it seems clear that it is feasible to
induce effective therapeutic angiogenesis in selected pa-
tients without significant associated toxicity.

Key words: Myocardial ischemia. Peripheral arterial di-
sease. VEGF. FGF. Gene transfer.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares aterosclerdticas
siguen siendo la principal causa de morbilidad y mor-
talidad en el mundo. A pesar de los importantes avan-
ces que se han logrado en el desarrollo de terapias mé-
dicas, quirdrgicas y percutdneas en el manejo de estas
enfermedades durante las ultimas 3 décadas, sigue ha-
biendo una poblacién significativa de pacientes que no
son candidatos 6ptimos para la revascularizacion qui-
rurgica o percutinea.

Una parte importante de la investigacion se ha centra-
do en la administracion de factores de crecimiento an-
giogénicos, ya sea en forma de protefna recombinante o
por transferencia génica, para promover el desarrollo de
vasos sanguineos colaterales suplementarios que actuari-
an como conductos de bypass endégenos alrededor de
las arterias nativas ocluidas; una estrategia que se conoce
como «angiogénesis terapéutica». Esta estrategia ha de-
mostrado aumentar la perfusion tisular mediante neovas-
cularizacién en un nimero considerable de ensayos pre-
clinicos de isquemia. En pacientes con isquemia critica
de las extremidades inferiores o con enfermedad arterial
coronaria terminal, los ensayos clinicos han demostrado
una mejoria sintomdtica y han aportado una evidencia
objetiva de mejoria en la perfusion, lo que sugiere que
esta estrategia puede constituir un método alternativo de
tratamiento en pacientes en los que las terapias actual-
mente disponibles han fallado o no son viables.

Los proximos objetivos de la investigacién en el
campo de la angiogénesis van a ser: determinar la do-
sis 6ptima, la formulacioén, la ruta de administracién y
la combinacion de factores de crecimiento; determinar
las necesidades de células progenitoras endoteliales o
la suplementacién con células madre; proporcionar
una angiogénesis terapéutica efectiva y segura, asi
como adaptar la angiogénesis a las necesidades indivi-
duales de los pacientes. Esta revision se centrard en la
discusién de la biologia de la neovascularizacién en
relacion con los factores de crecimiento angiogénicos,
y también se hard una revision de las estrategias de
transferencia génica en la isquemia critica de las extre-
midades inferiores y en la isquemia miocérdica.

NEOVASCULARIZACION

Las estrategias de transferencia génica para la an-
giogénesis terapéutica estdn basadas en los hallazgos
de Folkman et al', que sugirieron que el establecimien-
to y mantenimiento de un aporte vascular es un requi-
sito absoluto para el crecimiento tanto del tejido nor-
mal como del neopldsico, como resultado de 2
procesos principales, la vasculogénesis y la angiogéne-
sis, y que en esta neovascularizacion estdn involucra-
dos los factores de crecimiento angiogénicos. La vas-
culogénesis es la diferenciacién in situ de novo de
células endoteliales (EC) a partir de precursores meso-
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dérmicos en el embrion, por la asociacion de las célu-
las progenitoras endoteliales (EPC) o angioblastos y
su subsiguiente reorganizacién en forma de plexos ca-
pilares primarios>.

La angiogénesis es la formacién de vasos sanguine-
os nuevos a partir de vasos sanguineos preexistentes,
inducida por la proliferacién y migracién de EC resi-
dentes preexistentes y plenamente diferenciadas dentro
de los vasos progenitores en respuesta a estimulos
como la hipoxia, la isquemia, el estiramiento mecani-
co y la inflamacién®*. La angiogénesis puede ser fisio-
légica o patoldgica; la fisiologica se produce en la ci-
catrizacion de las heridas y en el ciclo reproductivo
femenino, y la patoldgica tiene lugar durante el creci-
miento tumoral, la artritis reumatoide y la retinopatia
diabética proliferativa.

Inicialmente se crey6 que la vasculogénesis se encon-
traba restringida al desarrollo embrionario, mientras que
la angiogénesis, aunque también ocurre en el embridn,
se crefa que era la unica responsable de la neovasculari-
zacion posnatal. Evidencias mds recientes sugieren que
la base de la neovascularizacion, tanto nativa como tera-
péutica, no estd restringida a la angiogénesis, sino que
incluye los 2 procesos embrionarios. Las EPC circulan-
tes positivas para el antigeno CD34 han sido aisladas re-
cientemente a partir de individuos adultos y han demos-
trado ser capaces de diferenciarse in vitro como una
linea celular endotelial®, de lo que se puede deducir que
existen células madre circulantes. Ademas, la demostra-
cion de que las EPC derivadas de médula 6sea pueden
incrementar su ndimero en respuesta a la isquemia tisu-
lar®, asentarse e incorporarse a focos de revasculariza-
cién en animales adultos’” y aumentar el desarrollo de
colaterales después de la expansion ex vivo y transplan-
ted, sugiere que la neovascularizacién en el adulto no
estd restringida a la angiogénesis, sino que incluye pro-
cesos de «vasculogénesis posnatal».

La neovascularizacién inducida por los factores de
crecimiento angiogénicos incluye un rango variable de
calibres vasculares, desde arterias medianas visualiza-
das por angiografia hasta una densidad capilar aumen-
tada demostrada por histologia post mortem. Un nu-
mero de arterias de tamafio medio de nueva formacién
pueden desarrollarse como resultado de «arteriogéne-
sis» o de proliferacion in situ de conexiones arteriola-
res preexistentes, formando vasos colaterales de mayor
tamafio® mediante remodelado; se desconoce si el pro-
ceso de remodelado ocurre como resultado directo de
la modulacién de factores de crecimiento o como re-
sultado de la maduracién mediada por el flujo de estos
conductos colaterales.

FACTORES DE CRECIMIENTO
ANGIOGENICOS

Mientras que muchas citocinas tienen una actividad
angiogénica, los factores que han sido mejor estudia-
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dos, tanto en modelos animales como en ensayos clini-
cos, son el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF).

Factor de crecimiento del endotelio vascular

Los genes humanos del VEGF que han sido identifi-
cados hasta la fecha son el VEGF-1, el VEGF-2 o
VEGF-C, el VEGF-3 o VEGF-B, el VEGF-D, el
VEGF-E y el factor de crecimiento de la placenta
(PIGF). Todos ellos se encuentran localizados en dife-
rentes cromosomas, pero comparten una homologia
considerable. La diana celular principal del VEGF es
la EC. Existen tres tirosincinasas «fms-like» especifi-
cas del endotelio, la VEGFR-1 (Flt-1), la VEGFR-2
(Flk-1/KDR) y la VEGFR-3. La hipoxia induce la for-
macién de VEGF por las EC y produce un incremento
en el ndmero de receptores de VEGF'?. La VEGFR-1
genera sefiales que organizan el ensamblaje de las EC
en tubos y vasos funcionales'!. La VEGFR-2 es res-
ponsable de las proliferacion y migracion de EC'213,
La principal funcién de la VEGFR-3 (Flt-4) es mediar
la linfangiogénesis'*.

El VEGF posee algunas caracteristicas que facilitan
la transferencia génica. En primer lugar, contiene una
secuencia de sefal secretora que permite que la protei-
na sea secretada de forma natural por células intactas,
lo que hace que se activen una serie de efectos paracri-
nos adicionales’. En segundo lugar, sus lugares de
unién de alta afinidad son exclusivos para las EC; en
consecuencia, los efectos mitogénicos del VEGF estan
limitados a las EC, en contraste con el FGF acidico o
basico, que se sabe que ejerce una accién mitogénica
sobre las células musculares lisas y los fibrobastos,
ademds de las EC'%'7, En tercer lugar, el VEGF posee
un bucle autocrino que es compartido por la mayoria
de citocinas angiogénicas y facilita la modulacién del
comportamiento de las EC; cuando se activa bajo con-
diciones hipdxicas, este bucle autocrino sirve para am-
plificar y, por tanto, prolongar la respuesta en las EC
estimuladas por VEGF administrado exdgenamente.
Ademds, algunos factores que son secretados por los
miocitos hipdxicos incrementan la expresion del re-
ceptor de VEGF de las EC dentro del medio hipdxico.
Esta expresion localizada del receptor puede explicar
el hecho de que la angiogénesis no ocurra de forma in-
discriminada, sino mds bien en los sitios donde hay is-
quemia tisular. Otra funcién adicional importante del
VEGEF es el aumento del nimero de EPC circulantes,
documentado en ratones y en humanos después de un
tratamiento con transferencia génica de VEGF'$%,

Factor de crecimiento de fibroblastos

Los FGF son una familia de 9 factores, concretamen-
te el FGF badsico, el FGF 4cido y los FGFs 3-9. El FGF
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acido (aFGF o FGF-1) y el FGF basico (bFGF o FGF-
2) son los miembros mejor caracterizados de la gran fa-
milia de FGF. Los FGF son factores de crecimiento no
secretados que carecen de una secuencia peptidica se-
nal. La liberacion extracelular de FGF estd causada por
el dafio o la muerte celular. Aunque los FGF son poten-
tes mitogenos de las EC, no son especificos de las EC y
sirven también como ligandos para otros tipos celulares,
como las células musculares lisas de los vasos y los fi-
broblastos. Se han identificado por los menos 4 recepto-
res de FGF de alta afinidad y se ha clonado su cADN.
Los FGF, al igual que el VEGF, también estimulan la
sintesis de proteasas de las EC, incluido el activador del
plasmindgeno y las metaloproteinasas, que son impor-
tantes para la digestion de la matriz extracelular en el
proceso de angiogénesis?. Sin embargo, a diferencia
del VEGF, las formas comunes del FGF (FGF-1 y 2) ca-
recen de la secuencia de seflal secretora; consecuente-
mente, los ensayos clinicos de transferencia génica de
FGF han requerido o bien una modificacion del gen de
FGF?? o bien el uso de otro miembro de la familia géni-
ca de FGF que tenga una secuencia sefial®2*.

ANGIOGENESIS TERAPEUTICA

Las citocinas angiogénicas pueden ser administradas
en forma de proteina recombinante o como genes que
codifican para estas proteinas. Dado que tanto la protei-
na como el enfoque génico han sido estrategias relativa-
mente bien toleradas hasta ahora en los ensayos clinicos,
las investigaciones que se estdn llevando a cabo permiti-
rdn determinar la preparacion 6ptima y la estrategia de
liberacion para la neovascularizacion terapéutica.

La terapia proteica sigue siendo el enfoque més con-
vencional y algunos investigadores han indicado que
esta estrategia es la mds proxima a ser utilizada en la
practica. No obstante, la proteina recombinante se sue-
le administrar de forma sistémica y estd, por tanto, li-
mitada por los potenciales efectos adversos de las altas
concentraciones plasmdticas que se requieren para al-
canzar la captacion tisular adecuada.

La transferencia génica es la introduccién de mate-
rial genético dentro de las células somadticas de un or-
ganismo con el objetivo de alcanzar altos niveles de
una expresion génica sostenida sin provocar reaccio-
nes adversas en el huésped. El éxito de las estrategias
de transferencia génica depende de la eficiencia con la
que el transgén es introducido y expresado dentro de
las células diana y de la duracién de la expresion del
transgén. Los vectores de transferencia facilitan la pe-
netracién celular y el trafico intracelular del transgén,
y los sistemas de liberacién local liberan el vector en
las proximidades de las células diana. Existen 2 cate-
gorfas principales de sistemas de transferencia génica,
los sistemas virales y los no virales. Los vectores vira-
les mds cominmente utilizados para la transferencia
génica son los adenovirus y los retrovirus. Los méto-
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dos no virales incluyen la introduccién de ADN desnu-
do dentro del area diana y el uso de liposomas.

El musculo isquémico representa una diana promete-
dora para la terapia génica. Se ha demostrado que los
musculos cardiacos y estriados captan y expresan el
ADN desnudo en forma de pldsmido, asi como los
transgenes incorporados en vectores virales. Ademads,
estudios previos han demostrado que la eficiencia de la
transfeccién intramuscular estd aumentada mds de 5
veces cuando el musculo inyectado estd isquémico?%,
Sin embargo, mientras que los vectores virales pueden
aumentar la eficiencia de transfeccion y, por tanto, pro-
porcionar niveles mds elevados de expresion génica,
los modelos in vitro*' e in vivo®® han demostrado que la
transfeccion de baja eficiencia pero alta especificidad
(transfeccién con éxito en < 1% de las células) con un
gen (plasmido de ADN) que codifica para una proteina
secretada (por ejemplo el VEGF), puede superar la des-
ventaja que supone la transfeccion ineficiente mediante
la secrecién de la proteina adecuada hasta alcanzar ni-
veles locales con efectos bioldgicos significativos y fi-
siolégicamente relevantes, lo que permite conseguir re-
sultados terapéuticos sin llevar a cabo una transfeccion
con genes que codifican proteinas intracelulares (p. €j.,
el bFGF). Ademas, a diferencia de los vectores virales,
el plasmido de ADN no induce inflamacion.

ISQUEMIA CRITICA DE LAS EXTREMIDADES
INFERIORES

En una gran proporcién de pacientes con isquemia
critica de las extremidades inferiores, la distribucion y
extension de la enfermedad oclusiva arterial imposibi-
lita llevar a cabo una revascularizacién percutidnea o
quirdrgica. La declaracién acordada por el Grupo de
Trabajo Europeo sobre Isquemia Critica de las Extre-
midades Inferiores® establece que no hay ningin tra-
tamiento médico que haya demostrado ser capaz de al-
terar la historia natural de este cuadro clinico. Ademas,
los indices de calidad de vida de estos pacientes son
parecidos a los de los pacientes con estados terminales
de malignidad. A pesar de la morbilidad y mortalidad
asociadas a la amputacién, a menudo esta estrategia es
el tratamiento de eleccion. Por tanto, buscar alternati-
vas terapéuticas para el tratamiento de pacientes con
isquemia critica de las extremidades inferiores es una
necesidad imperiosa. Se ha llevado a cabo una impor-
tante labor de investigacion dirigida al desarrollo de
terapias angiogénicas que permitan proporcionar nue-
vas aproximaciones en el tratamiento de la isquemia
de las extremidades inferiores.

Transferencia génica de VEGF en la isquemia
periférica

A partir de experimentos realizados en cérnea de
rata y de conejo, en la membrana corioalantoidea y en
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el modelo de injerto 6seo en conejo'®*® han surgido
evidencias que demuestran que el VEGF estimula la
angiogénesis in vivo. Los estudios preclinicos han es-
tablecido una prueba de principio sobre el concepto de
que la actividad angiogénica del VEGF es lo suficien-
temente potente como para lograr un beneficio tera-
péutico; el incremento de vasos colaterales visibles
angiograficamente y capilares identificables por histo-
logia fue demostrado en conejos con isquemia severa
y unilateral de las extremidades posteriores®!*2, La evi-
dencia angiogrifica e histoldgica de la angiogénesis
fue posteriormente demostrada después de realizar
transferencia génica intraarterial de phVEGF (; en un
paciente humano?.

Sin embargo, la liberacién intraarterial tiene algunas
limitaciones inherentes que pueden debilitar el éxito
de la transferencia génica en el tratamiento de la is-
quemia critica de las extremidades inferiores. En el
caso del ADN desnudo, es decir ADN no asociado con
vectores virales ni de ningtn otro tipo, la captacion ce-
lular es practicamente nula cuando el transgén se in-
yecta directamente dentro de la luz arterial, presumi-
blemente debido a la rdpida degradacién por parte de
las nucleasas circulantes. Ademas, la distribucion difu-
sa del engrosamiento de la neointima y/o los depdsitos
calcificados extensos pueden limitar la transferencia
génica a las células musculares lisas de la media arte-
rial®*,

Los estudios preclinicos han sido disefiados, por
tanto, para establecer la viabilidad de la transferencia
génica intramuscular de VEGF en la isquemia critica
de las extremidades inferiores con el objetivo de pro-
mover la angiogénesis terapéutica. Después de la
transferencia génica de VEGF de ADN desnudo por
inyeccion directa en el musculo esquelético de las ex-
tremidades isquémicas de conejo se obtuvieron resul-
tados bioldgicos significativos®®*3, como se evidencid
por el incremento de la presién sanguinea de la extre-
midad, aumento del flujo iliaco medido por Doppler,
mejoria de la neovascularizacién determinada angio-
graficamente y aumento de la densidad capilar en las
necropsias.

En pacientes con isquemia critica de las extremida-
des inferiores y que presentaban ulceras isquémicas
que no cicatrizaban y/o dolor en reposo se ha demos-
trado que la transferencia génica intramuscular de
VEGEF puede ser utilizada para realizar una angiogéne-
sis terapéutica con éxito*. El método empleado ha
sido la transferencia génica intramuscular de un plas-
mido de ADN desnudo de 4.000 g que codifica para
el VEGF (phVEGEF,,). La expresion génica fue docu-
mentada por el aumento transitorio de las concentra-
ciones séricas de VEGF medidos por ELISA. El bene-
ficio terapéutico fue demostrado por la regresién del
dolor en reposo y/o la mejoria de la integridad de la
extremidad, por el aumento del tiempo en el que el pa-
ciente podia andar sin dolor y el indice tobillo-brazo,
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por los vasos colaterales visibles de nueva formacién
visualizados por angiografia de sustraccién digital y
por la evidencia cualitativa de mejoria en el flujo distal
seguin imdgenes de resonancia magnética.

Ensayos clinicos realizados posteriormente con
phVEGF,; han utilizado inyecciones intramusculares
aleatorizadas y de forma ciega en 55 pacientes (con
edades comprendidas entre los 24 y 84 afios; media,
56,7 afios) con dolor isquémico en reposo (n = 14) o
ulceras isquémicas (n = 41). Se han obtenido eviden-
cias de mejorfa clinica en 13/14 pacientes (92%) con
dolor en reposo y en 26/41 pacientes (63%) con tlce-
ras isquémicas en un periodo de seguimiento de 4-36
meses. Para la serie total de 55 pacientes se obtuvo un
resultado clinico favorable en el 65,5%. El analisis de
regresion logistica multiple calific el dolor en reposo
y la edad de < 50 afios como factores predictores sig-
nificativos (p < 0,05) de un resultado clinico favorable.
La diabetes, el tabaquismo, la hiperlipidemia, la hiper-
tensién y la dosis de phVEGF,(; no fueron predictores
del resultado clinico®. Las complicaciones en estos
pacientes se han limitado a la aparicion de edema de
las extremidades inferiores, que se desarrolla en un
tercio de los pacientes aproximadamente®,

Una estrategia terapéutica similar se utilizé en 11 pa-
cientes con la enfermedad de Buerger que presentaban
isquemia critica de las extremidades inferiores, y en nue-
ve de ellos el tratamiento fue exitoso®. En estos enfer-
mos se resolvid el dolor en reposo nocturno y se cicatri-
zaron las ulceras del pie y/o pierna. El indice
tobillo-brazo aumentd en mds de un 0,1 y se pudieron
visualizar los vasos colaterales de nueva formacién por
resonancia magnética y angiografia de contraste seriada.

Estudios preclinicos de nuestro laboratorio han de-
mostrado que el VEGF-2 fue capaz de promover la
angiogénesis en un modelo de isquemia de las extre-
midades posteriores en conejo™ y estimular la libera-
cién de 6xido nitrico por parte de las EC*. Ensayos cli-
nicos posteriores aleatorizados y doble ciego,
controlados por placebo y con dosis crecientes, han co-
menzado a investigar el potencial terapéutico de la
transferencia génica de VEGF-2 en pacientes con isque-
mia critica de las extremidades inferiores. Un total de
46 pacientes con este cuadro han sido aleatorizados has-
ta el momento sobre una base 3:1 (tratamiento: placebo)
para recibir solucién salina o pVEGF2 en forma de
ADN desnudo inyectado directamente en los musculos
isquémicos de las extremidades inferiores; de los 46 pa-
cientes, 21 presentaban solamente dolor en reposo y 25
tenfan Ulceras isquémicas + dolor en reposo. Los resul-
tados de este ensayo clinico en fase I estan pendientes.

Otras estrategias para pacientes
con enfermedad arterial periférica

El potencial del FGF bésico (bFGF) para mejorar el
desarrollo de colaterales ha sido demostrado previa-
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mente en modelos animales con isquemia critica de las
extremidades posteriores**, La seguridad de la admi-
nistracion intraarterial de bFGF en pacientes con clau-
dicacién intermitente ha sido demostrada recientemen-
te por Lazarous et al**. En este ensayo clinico en fase
I, doble ciego y controlado por placebo se produjo una
mejoria a los 6 meses en el flujo sanguineo de la pan-
torrilla mediante pletismografia manométrica en los
pacientes tratados con bFGF comparados con los con-
troles. De todas formas, son necesarios mas ensayos
clinicos a mayor escala para investigar la seguridad y
eficacia del FGF en pacientes con enfermedad arterial
periférica, particularmente aquellos con enfermedad
critica de las extremidades inferiores.

ISQUEMIA MIOCARDICA

En aquellos pacientes en los que la medicacién an-
tianginosa no consigue proporcionar un alivio sinto-
matico suficiente, pueden ser necesarias otras inter-
venciones como la angioplastia o la cirugia de bypass.
Aunque los 2 tipos de intervenciones parecen ser efec-
tivas en varios tipos de enfermos, un grupo considera-
ble de pacientes puede no ser un buen candidato para
ninguna de estas intervenciones debido a la naturaleza
difusa de su enfermedad arterial coronaria. Ademas,
hay muchos casos en los que el estrechamiento recu-
rrente y/o oclusion de los conductos de bypass después
de una cirugia que inicialmente tuvo éxito, puede ha-
cer que el paciente se vuelva de nuevo sintomatico sin
que tenga ninguna opcién adicional para una revascu-
larizacién convencional.

Con el fin de estimular la angiogénesis miocardica
se han administrado citocinas angiogénicas a través de
varias vias, que incluyen la intravenosa, la intracoro-
naria, la transepicardica en el momento de la cirugia
de bypass o por toracotomia, la intrapericdrdica o pe-
riadventicial en el momento de la cirugia de bypass vy,
mds recientemente, la transendocdrdica por catéter.
Los ensayos clinicos han favorecido por ahora la via
intracoronaria (adenovirus) o la via miocardica directa
(ADN desnudo o adenovirus) debido a la creencia de
que la liberacion local de la proteina recombinante o
del gen es el método ideal®. El progreso futuro de es-
tas técnicas exige que el riesgo inherente de un enfo-
que quirdrgico sea salvado con enfoques percutdneos
basados en el uso de catéteres.

Estudios preclinicos con VEGF

Después de la demostracién como prueba de princi-
pio de que la transferencia génica de citocinas podria
ser usada para promover la angiogénesis en humanos
con isquemia critica de las extremidades inferiores,
extrapolamos esta estrategia a la isquemia miocdrdica.
Aunque en los experimentos con animales que realiza-
mos en nuestro laboratorio utilizando la proteina hu-
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mana recombinante VEGF (thVEGF ;) administrada
directamente en el ostium coronario izquierdo, se pro-
dujo un aumento significativo del flujo en el miocardio
isquémico dependiente de colaterales, este resultado
fue complicado por la hipotension mediada, aparente-
mente, por la liberacién de 6xido nitrico inducida por
el VEGF*. Resultados similares han sido obtenidos
por otros grupos que han utilizado inyeccion intraco-
ronaria en el cerdo*’ y en el perro*. Las administracio-
nes intramiocérdica® y periadventicial*’>? de la protei-
na VEGF han demostrado una eficacia limitada, pero
la administracién intravenosa no ha sido efectiva®.

De acuerdo con esto, nosotros anticipamos que la
expresion local de VEGF durante un periodo prolon-
gado de 2-3 semanas podria salvar el problema de la
hipotensién sintomdtica, pero seguir reduciendo la is-
quemia miocdrdica. Y, en consecuencia, demostramos
que es posible realizar una transferencia génica mio-
cardica directa, segura y con éxito, de phVEGF,°? o
VEGF-2% a través de una incisién en la pared pectoral
minimamente invasiva en un modelo porcino de isque-
mia miocdrdica crénica. En este modelo se produjo un
aumento del llenado de los vasos colaterales y una me-
joria en la perfusién del miocardio isquémico por mi-
crosferas coloreadas.

En un modelo con constrictor ameroide en cerdo, la
inyeccidn intramiocédrdica de adenovirus que codifican
para VEGF , > via toracotomia ha demostrado mejo-
rar la perfusion colateral y la funcién. La administra-
cién intracoronaria de un gen adenoviral produjo valo-
res muy bajos y con una localizacién pobre de VEGF
y del gen en el miocardio®. La liberacién pericédrdica
del adenovirus que codifica el VEGF,; en un modelo
canino no aument? el flujo colateral.

Estudios recientes han sugerido que la transferencia
génica miocdrdica mediada por catéter de plasmidos
desnudos de VEGF,.; y VEGF-2 es un procedimiento
efectivo en el cerdo”. Este enfoque menos invasivo de
transferencia génica intramiocdrdica es capaz de pro-
ducir una expresién génica adecuada’'7-%,

Estudios preclinicos con FGF

Varias series de experimentos con animales han de-
mostrado que el FGF-2 administrado intracoronaria-
mente mejora la perfusiéon miocdrdica y la funcién, e
incrementa el flujo colateral en el perro, tanto en la is-
quemia crénica como en la aguda*'%*%, Esta mejoria
se produjo como resultado de la aparicién de una red
de capilares a partir de los vasos coronarios origina-
les, como se documentd angiografica e histologica-
mente. También se han observado efectos beneficiosos
sobre el flujo colateral y la funcién ventricular izquier-
da en el cerdo después de la administracion de una
unica dosis por via perivascular o dentro del pericardio
de FGF-2%+%, La proteina FGF-1 recombinante no ha
sido efectiva en el perro® . La experiencia con la
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transferencia génica de FGF es mas limitada. Tanto la
inyeccién intramuscular de una dnica dosis de ADN
desnudo que codifica para FGF-1, como la transferen-
cia adenoviral intracoronaria del gen de FGF-5, han
demostrado mejorar el flujo en la extremidad posterior
del conejo? y en el miocardio porcino®, respectiva-
mente.

Ensayos clinicos de transferencia génica
miocardica directa de VEGF

Hasta el momento, los ensayos clinicos publicados
sobre transferencia génica de VEGF para la angiogé-
nesis terapéutica en pacientes humanos se han limita-
do a ensayos en fase I no aleatorizados y de dosis cre-
cientes, con plasmidos de ADN desnudo y adenovirus.
En general, los pacientes de estos estudios tienen una
angina refractaria a la terapia médica, una isquemia
miocdrdica progresiva demostrada y no son adecuados
para la revascularizacién convencional.

Como resultado de los experimentos con animales que
se han mencionado mas arriba, en los que se ha utilizado
transferencia génica de VEGF mediante pldsmidos de
ADN, nuestro centro ha iniciado un estudio clinico en
fase I, de dosis creciente y no ciego, para determinar la
seguridad y bioactividad de la transferencia génica mio-
cdrdica directa de phVEGF ¢, como terapia tinica (es de-
cir, sin angioplastia, implantacién de stents o cirugia de
bypass), en pacientes con angina de esfuerzo estable re-
fractaria a la terapia médica, con dreas de miocardio via-
ble pero infraperfundido y con enfermedad arterial coro-
naria oclusiva multivaso. Los resultados preliminares de
este estudio clinico sugieren que se puede lograr una
transfeccion segura y con éxito mediante este método
con un efecto clinico favorable®7°.

Una serie de 30 pacientes recibieron phVEGF, ¢ por
inyeccién miocdardica directa en 4 alicuotas de 2 ml
via «mini-toracotomia»; la dosis total fue de 125 pg
(n =10), 250 pg (n = 10), 500 pg (n = 10). Se asegurd
la inmovilidad del campo para la inyeccién intra-
miocdrdica mediante un dispositivo estabilizador que
facilita la anastomosis vascular durante la cirugia de
bypass en el corazon latiente. Se realizé una monitori-
zacion ecocardiografica transesofdgica continua a lo
largo de todo el procedimiento para controlar el desa-
rrollo de anormalidades en la motilidad de la pared
asociadas a las inyecciones, y para asegurar que el
plasmido de ADN no fuese inyectado en la cavidad del
ventriculo izquierdo’. No se produjeron complicacio-
nes perioperativas. No hubo evidencia de daflo miocdr-
dico segun el andlisis enzimatico cardiaco y los pa-
cientes mantuvieron la funcién ventricular izquierda.
La expresion génica se documenté por un aumento
transitorio pero significativo de las concentraciones
plasmaticas de VEGF monitorizados por un ensayo
ELISA. Todos los pacientes experimentaron una mejo-
ria sintomadtica significativa y/o una evidencia objetiva
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de mejoria en la perfusiéon miocardica. Al final del se-
guimiento, 15/30 pacientes estuvieron libres de angina
a los 360 dias. En concreto, el uso de nitratos sublin-
guales disminuy6 de 60 semanas a 3 semanas en el dia
360 y se produjo una disminucién significativa en el
nimero de episodios de angina desde 56/semana a
4/semana en el dia 360. El tiempo de ejercicio para el
conjunto del grupo aument6 98 s en el dia 360 y el
tiempo de ejercicio para el desarrollo de angina au-
mentd 2,5 min sobre el basal. Hubo dos muertes tardi-
as (4,5 y 28,5 meses™), y un paciente fue sometido a
trasplante cardiaco a los 13 meses.

En 22/29 pacientes se ha documentado una disminu-
cién de la isquemia por SPECT **Tc-sestamibi con una
reduccién significativa en la puntuacién perfusion/is-
quemia media, tanto en estrés como en reposo, en el
dia 60 del seguimiento. Es sorprendente el hecho de
que se produzca una mejoria después de la transferen-
cia génica no sélo de los defectos observados en la
perfusidn con el estrés farmacoldgico, sino también de
los observados en reposo; los registros secuenciales
de SPECT realizados antes y después de la transferen-
cia génica demostraron una resolucién parcial o com-
pleta de los defectos no reversibles en 4 (33%) y 5
(43%) pacientes, respectivamente, en los que los de-
fectos estaban presentes s6lo en la imagen de reposo
inicial. Este hallazgo es consistente con la nocién de
que estos defectos preexistentes constituyen focos de
miocardio viable hibernado’’ que han reanudado o
mejorado la actividad contractil como resultado de la
neovascularizacién terapéutica. Esta observaciéon ha
estado apoyada por los resultados obtenidos con el
mapeo electromecanico que se practico en los dltimos
13 pacientes consecutivos. Los defectos de perfusion
en reposo segun las imdgenes de SPECT correspondi-
an a dreas con caracteristicas isquémicas (disminucién
de la motilidad de la pared con viabilidad preservada)
en los mapas endocdrdicos. Los focos de isquemia
fueron identificados antes de la intervencién en todos
los pacientes, produciéndose una mejoria significativa
en estas anormalidades de la motilidad de la pared en-
docardica después de los 60 dias de la transferencia
génica’.

Este estudio proporciona la primera evidencia de que
la inyeccién miocdrdica directa de pldsmido de ADN
desnudo que codifica para VEGF como unica interven-
cion terapéutica tiene un efecto clinico favorable. Una
experiencia favorable similar se ha obtenido en un en-
sayo clinico multicéntrico no ciego de dosis creciente,
con pldsmido de ADN que codifica para VEGF-2, en
30 pacientes con enfermedad arterial coronaria termi-
nal y angina refractaria de clase III o IV. En ningtin en-
fermo hubo efectos adversos debidos al procedimiento,
aunque se produjo una muerte 20 h después de la ciru-
gia. Después de 12 meses de la transferencia génica, el
nimero medio de episodios de angina y las tabletas de
nitratos consumidas semanalmente disminuyeron signi-
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ficativamente, y en 25/29 pacientes (86%) se produjo
una mejoria de dos o mds clases de angina y la dura-
cién media de ejercicio aumentd en mas de 2 min (da-
tos no publicados).

El tnico estudio adicional del que tenemos constan-
cia de transferencia génica miocdrdica directa de
VEGEF se realiz6 por inyeccién de VEGF,,, asociado a
adenovirus en pacientes que se sometieron a cirugia de
bypass (n = 15), y en pacientes que lo recibieron como
terapia Unica via minitoracotomia (n = 6). Los sin-
tomas y la tolerancia al ejercicio mejoraron tanto en
el grupo que se sometié a cirugia de bypass como
en el grupo que lo recibié como terapia tnica, pero las
imdgenes de perfusién con radioisétopos inducidas
por el esfuerzo no cambiaron. Los resultados de este
estudio son consistentes con el concepto de que el
VEGF,,, adenoviral parece ser bien tolerado en pa-
cientes con enfermedad coronaria avanzada.

Estas primeras experiencias con transferencia géni-
ca miocdrdica de VEGF, aunque son alentadoras des-
de el punto de vista de la angiogénesis terapéutica y
la terapia génica, dejan muchos aspectos sin resolver.
Serdn necesarios mds trabajos de investigaciéon que
permitan optimizar el lugar anatémico, el nimero y
la dosis de las inyecciones miocdrdicas directas. La
estrategia de la terapia génica unica administrada via
minitoracotomia no permite la aleatorizacién contra
placebo (controles no tratados) o las pruebas clinicas
de dosis alternativas que incluyan multiples trata-
mientos.

Transferencia génica miocardica de VEGF
mediante catéter

Mientras que se ha realizado con éxito la transferen-
cia génica intravascular®®, pericardica’® e intramuscu-
lar®® utilizando técnicas de liberacién minimamente in-
vasivas, todo el trabajo que se ha comentado con
anterioridad que incluye transferencia génica miocar-
dica ha requerido hasta el momento un procedimiento
quirurgico.

Los estudios preclinicos preliminares han utilizado
un sistema de navegacién y una tecnologia de mapeo
por catéter (NOGA™) integrados a un catéter de in-
yecciéon (Biosense-Webster, Warren, NJ), con una
aguja 27 G incorporada al extremo distal para liberar
6 inyecciones (1 ml por inyeccién) al miocardio por-
cino normal o isquémico’’, y determinar asi la seguri-
dad y viabilidad de la transferencia génica mediada
por catéter. Los resultados con azul de metileno han
sugerido que el procedimiento alcanza la diana endo-
cérdica de manera segura, fiable y reproducible, y la
inyeccién de un gen indicador (pCMV-nlsLacZ) ha
demostrado un pico de actividad betagalactosidasa
(B-gal) (mayor en el miocardio isquémico que en el
no isquémico, lo que indica una transferencia génica
aumentada en el miocardio isquémico) en el 4rea dia-
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na, con un nivel bajo o despreciable de actividad en
dreas lejanas al punto de inyeccién, lo que sugiere
una transferencia génica relativamente localizada.
Hallazgos similares han sido obtenidos en un estudio
en el que se ha realizado transferencia génica asocia-
da a adenovirus de un gen indicador”’. Estos resulta-
dos establecen que la transferencia génica miocardica
percutanea puede realizarse con €xito en el miocardio
normal e isquémico de forma relativamente especifi-
ca sin que se produzca una morbilidad o mortalidad
significativas. La capacidad de mapeo del sistema
NOGA™ utilizado en este estudio ha sido util para
demostrar que la expresion génica puede dirigirse a
sitios predeterminados del ventriculo izquierdo, lo
que indica que esta técnica puede ser claramente ven-
tajosa para evitar una transferencia génica a los sitios
donde hay una cicatriz miocdrdica, asi como para
trasladar cuidadosamente el extremo del catéter de
inyeccion a las dreas de isquemia miocédrdica (o mio-
cardio hibernado) en las que la transferencia génica
puede optimizarse.

Se han realizado también estudios preclinicos para
probar especificamente la viabilidad y seguridad de
la liberacion mediada por catéter de plasmido de
ADN desnudo que codifica para VEGF-1 y VEGF-
25!, Se ha podido demostrar una transferencia génica
efectiva por la presencia del plasmido de ADN en el
tejido miocardico mediante la técnica de PCR. No se
identific6 la proteina VEGF ni el pldsmido en érga-
nos remotos. Las inyecciones no provocaron cam-
bios hemodindmicos ni arritmias ventriculares soste-
nidas, y no hubo evidencia electrocardiografica de
infarto. Se document6 una evidencia objetiva de re-
duccién de la isquemia (reduccién del drea de isque-
mia por mapeo con NOGA™) en todos los animales
transfectados con VEGF. No se observé mejoria en
los animales del grupo control. Estos resultados su-
gieren, por tanto, que la inyeccién miocérdica percu-
tdnea de VEGF puede realizarse de manera segura y
reproducible en el miocardio isquémico porcino.
Posteriormente iniciamos un estudio piloto de trans-
ferencia génica de ADN de VEGF-2 percutdnea y
mediada por catéter frente a un procedimiento simu-
lado guiado por el sistema de mapeo NOGA™ en 6
pacientes con isquemia miocdrdica sintomdtica no
revascularizable’. Los enfermos transfectados con
VEGF-2 presentaron una reduccién significativa en
los episodios de angina semanales y en el consumo
de tabletas de nitratos a los 12 meses después de la
transferencia génica. Por el contrario, a pesar de que
los pacientes que fueron aleatorizados de forma cie-
ga al grupo control informaron sobre una reduccién
inicial en estos pardmetros, esta mejoria en el perfil
clinico no se mantuvo después de los 30 dias, lo que
sugiere que la reduccién continuada de la angina en
el grupo tratado con VEGF-2 no era debida a un
efecto placebo. La mejoria sintomdtica estuvo de
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nuevo acompafiada por una evidencia objetiva de au-
mento en la perfusiéon miocdrdica documentada tanto
por gammagrafia de perfusion por SPECT-sestamibi
como por mapeo electromecdnico’. Aunque los re-
sultados clinicos de este ensayo piloto en cuanto a su
eficacia son muy alentadores, el nimero de pacien-
tes incluidos y el disefo ciego para el paciente, pero
no para el médico, impiden obtener conclusiones fir-
mes en este sentido. En consecuencia, se ha iniciado
un ensayo clinico multicéntrico aleatorizado de
transferencia génica de VEGF-2 mediada por catéter,
doble ciego y controlado por placebo, que ha inclui-
do hasta el momento 19 pacientes. No ha habido
complicaciones asociadas a las 150 inyecciones en-
tre los 25 pacientes que han recibido VEGF-2 o pla-
cebo en estos 2 estudios.

Asi pues, estas experiencias preliminares sugieren
que es posible reemplazar los enfoques quirdrgicos
empleados en la actualidad por técnicas minimamen-
te invasivas, para aplicaciones de terapia génica diri-
gidas a la funcién miocdrdica y la perfusion. Este
tipo de enfoque tiene por lo menos 3 ventajas en
comparacién con el enfoque quirdrgico. En primer
lugar, permite una liberacion mds selectiva del trans-
gén a las zonas especificamente isquémicas, inclui-
das las dreas que son menos accesibles por minitora-
cotomia. En segundo lugar, el enfoque basado en
catéter facilita los ensayos doble ciego y controlados
por placebo porque se evita el uso de anestesia gene-
ral y diseccién quirdrgica a través de las adhesiones
secundarias a la colocacién de los conductos de by-
pass. En tercer lugar, la intervencion puede realizarse
como un procedimiento ambulatorio, y puede repetir-
se si es necesario.

Transferencia génica miocardica de FGF

La experiencia clinica con transferencia génica de
FGF para la angiogénesis miocdrdica es limitada. Se
ha implantado FGF-2 (bFGF) perivascular o placebo
contenido en microcdpsulas de heparina, en la grasa
subepicardica del territorio miocdrdico no susceptible
de revascularizacién en pacientes que se sometian a ci-
rugia de bypass con miocardio isquémico y viable™.
En este estudio se produjo una mortalidad y morbili-
dad perioperativas relativamente altas, atribuidas a la
naturaleza avanzada de la enfermedad arterial corona-
ria. Sin embargo, los datos preliminares han sugerido
una mejoria en la angina, la perfusién miocardica y la
funcién regional por resonancia magnética en el grupo
bFGF.

Estudios clinicos de terapia con proteina
recombinante miocardica

El primer estudio clinico de proteina recombinante
para la isquemia miocdrdica utilizé inyecciones intra-
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miocdardicas de FGF-1 (aFGF) en conjuncién con ci-
rugia de bypass en pacientes que se sometian a deri-
vacion de la arteria mamaria interna izquierda a la ar-
teria coronaria descendente anterior. En este estudio
de 40 pacientes (20 en el grupo FGF y 20 en el grupo
placebo), aleatorizado y controlado por placebo, la
angiografia revel6 que en el grupo de pacientes trata-
dos con FGF se produjo un aumento en la captacion
del contraste (crecimiento de la red de capilares) en
el lugar de inyeccién del factor de crecimiento com-
parado con el grupo placebo. Este efecto fue corrobo-
rado por el desarrollo de mejoria en la clase funcio-
nal y la reduccién en el consumo de nitratos a los 3
afios de seguimiento®. Ademads, en este mismo grupo
se ha documentado recientemente un aumento de la
perfusion miocérdica evaluada por SPECT y de la ca-
pacidad de ejercicio a las 12 semanas en pacientes
con angina severa que no eran adecuados para la re-
vascularizacién convencional y que fueron inyecta-
dos con rhFGF-1 de forma transepicdrdica via mini-
toracotomia®!.

El reciente ensayo clinico VIVA es un estudio do-
ble ciego de dosis crecientes y controlado por place-
bo que incluye pacientes con miocardio viable que no
son candidatos 6ptimos para revascularizacién percu-
tdnea o quirurgica. Este estudio ha sido disefiado para
comparar 2 dosis de proteina VEGF-1 o placebo en
178 pacientes que recibieron una unica infusién in-
tracoronaria seguida por 3 infusiones intravenosas se-
paradas®®. Las dosis estuvieron limitadas por la hi-
potensién que se habia desarrollado a dosis altas en
un estudio previo de andlisis de dosis. La mejoria que
se produjo en la duracién del ejercicio en tapiz ro-
dante (aproximadamente 45 s) fue similar en los gru-
pos que recibieron tratamiento y placebo a los 60
dias. A los 120 dfas, el grupo que recibi6 la dosis alta
mantuvo la mejoria con un incremento de 47 s sobre
el nivel basal, mientras que el grupo placebo sélo de-
mostré una mejoria de 14 s. No hubo diferencias sig-
nificativas respecto al grupo placebo, en el grado de
angina o la medida de calidad de vida a los 60 dias
aunque se produjo una reduccion significativa en el
grado de angina a los 120 dias en el grupo que reci-
bid la dosis alta. Ni la angiografia ni el SPECT-sesta-
mibi pusieron de manifiesto cambios significativos
en ningdn grupo.

El estudio FIRST comparé el efecto de una tnica
dosis intracoronaria de FGF-2 (bFGF) recombinante
respecto a placebo en 337 pacientes, liberada como
una tnica infusién de 20 min y repartida entre 2 arte-
rias coronarias importantes, en pacientes con enferme-
dad arterial coronaria no revascularizable®. Los resul-
tados a los 90 dias no demostraron diferencias
significativas respecto al placebo en las variables pri-
marias de estudio del tiempo de ejercicio (la mejoria
fue de 65 frente a 45 s; p = 0,64), o la perfusién nucle-
ar de reposo o de estrés.
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TERAPIA GENICA ARTERIAL PARA INHIBIR
LA REESTENOSIS EN PACIENTES CON
CLAUDICACION INTERMITENTE QUE SE
SOMETEN A ANGIOPLASTIA ARTERIAL
FEMORAL SUPERFICIAL

La estenosis de la arteria femoral superficial es uno
de los lugares mas comunes de obstruccion vascular
periférica. La angioplastia transluminal percutdnea se
ha usado ampliamente y con éxito para tratar las obs-
trucciones aterosclerdticas en la circulacion periférica
y coronaria. Sin embargo, la reestenosis de la arteria
femoral superficial y de la arteria poplitea después de
la angioplastia sigue siendo una de las complicaciones
mas molestas y caras de esta, por otra parte, eficaz in-
tervencion. Mientras que el éxito de la revasculariza-
cion percutdnea de las lesiones de la arteria femoral
superficial con guias convencionales y angioplastia
transluminal percutdnea estdndar excede el 90%, los
resultados publicados establecen que la reestenosis
puede complicar el curso clinico hasta en un 60% de
los pacientes sometidos a este tipo de angioplastia para
el tratamiento de la estenosis y/o oclusion de la arteria
femoral superficial. Otras estrategias que se han utili-
zado para limitar el desarrollo de reestenosis por méto-
dos no mecdnicos han demostrado no ser efectivas.
Las estrategias terapéuticas dirigidas especificamente
a reestablecer la integridad endotelial no han sido ex-
ploradas hasta ahora con el fin de prevenir la reesteno-
sis. Los estudios con animales han demostrado que la
administracion de mitégenos, como el VEGF, que pro-
mueven la migracién y/o proliferacién de las EC, pue-
den acelerar la reendotelizacién y, por tanto, reducir el
engrosamiento de la intima®”°.

Teniendo en cuenta estas observaciones hemos dise-
fado un ensayo clinico de terapia génica en fase I mo-
nocéntrico, no ciego y de dosis crecientes, para acele-
rar la reendotelizacion en el lugar en el que se produce
la discontinuidad endotelial inducida por angioplastia
transluminal percutdnea, como un método novedoso
para inhibir la reestenosis después de angioplastia. El
principal objetivo de este estudio ha sido documentar
la seguridad del método de liberacion percutinea me-
diada por catéter del gen codificador de VEGF, en pa-
cientes con claudicacidn intermitente debida a obstruc-
cién de la arteria femoral superficial.

La transferencia génica arterial de VEGF se ha reali-
zado hasta ahora en 20 pacientes, 13 varones y 7 muje-
res con una edad media de 69 afios. Todos los
pacientes tenfan dos o mds factores de riesgo cardio-
vascular. La expresion génica se documenté por un au-
mento en las concentraciones plasmaticas de VEGF. El
pico de los valores plasmadticos se registr6 como media
a los 12 dias después de la transferencia génica. El
tiempo medio de claudicacién aument6 desde 2 min en
condiciones basales a 5 min después de 18 meses de
haberse realizado la transferencia génica. Previamente
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a la transferencia del gen, todos los pacientes habian
sido clasificados como clase Rutherford 3. A los 12-18
meses después de realizarse la transferencia génica, 10
pacientes estaban asintomadticos y cinco se encontra-
ban en clase 1. Tras una mejoria inicial, 4 pacientes
que se encontraban en la clase Rutherford 2 después
de la revascularizacion volvieron a la clase 3. Un pa-
ciente desarrollé un cuadro de isquemia critica de las
extremidades inferiores y requiri6 terapia de rescate
con transferencia génica intramuscular de pldsmido de
ADN desnudo codificador de VEGF.

Se produjo una mejoria significativa y sostenida del
indice tobillo-brazo después de la transferencia génica
en comparacion con el valor basal. Este indice era 0,70
antes de la transferencia génica y aumenté6 a 0,89 a los
18 meses de la transferencia génica. En 15 pacientes la
estenosis de la arteria femoral superficial disminuyd
desde un 82% en condiciones basales a un 32% como
media después de 9 meses de haberse realizado la
transferencia génica. Estos resultados fueron corrobo-
rados por los hallazgos proporcionados por los ultraso-
nidos intravasculares durante la angiografia de segui-
miento. En 5 pacientes hubo evidencias angiograficas
de reestenosis a los 6-12 meses después de la transfe-
rencia génica. Fue necesaria una revascularizacion del
vaso diana en los 5 pacientes. La histologia en 3/4 pa-
cientes para someterse a una aterectomia direccional
en el momento de repetirse la revascularizacién de-
mostrd una proliferacidn activa de células musculares
lisas y valores altos del antigeno nuclear celular en es-
tado proliferativo, lo que indica la existencia de una
actividad proliferativa importante.

Asi pues, 20 pacientes han sido tratados con transfe-
rencia génica arterial de VEGF para prevenir la reeste-
nosis. La expresion de VEGF se ha documentado por
el ensayo ELISA. A los 12-18 meses de seguimiento,
cinco de 20 pacientes (25%) requirieron una revascu-
larizacion del vaso diana por existir evidencias angio-
graficas y de ultrasonidos del desarrollo de reesteno-
sis. De este estudio preliminar se concluye que la
terapia génica disefiada para acelerar la reendoteliza-
cion en el lugar de la discontinuidad endotelial induci-
da por angioplastia transluminal percutdnea puede rea-
lizarse de forma segura. Es importante sefialar que no
hubo evidencias de aceleracion en la aterosclerosis o
de aumento en la tasa de reestenosis después de la
transferencia génica.

POTENCIALES PROBLEMAS DE SEGURIDAD

Se sabe que muchos factores angiogénicos estan in-
volucrados en el crecimiento tumoral secundario al au-
mento de la angiogénesis, que es vital para el creci-
miento de la mayoria de tumores, particularmente los
tumores solidos. De ahi que, en teoria, los factores de
crecimiento angiogénicos puedan conducir al desarro-
llo de tumores que pueden ser demasiado pequefios
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para ser detectados. A pesar de estas consideraciones,
no hay ningin dato in vitro ni in vivo que sugiera que
el VEGF aumenta el riesgo de crecimiento neopldsico
y/o metdstasis, aunque serd necesario realizar un se-
guimiento mds largo para investigar especificamente
este aspecto en los ensayos clinicos. Fue muy intere-
sante constatar en el estudio VIVA que hubo una ma-
yor incidencia de tumores en el grupo placebo que en
el grupo VEGF. Esto ejemplifica el hecho de que el
grupo de edad que recibe este tipo de terapias desarro-
Ila algunos tumores no relacionados con el tratamien-
to. No obstante, hay que ser vigilante con la posibili-
dad de céncer en pacientes tratados con estos factores
de crecimiento angiogénico. Ademads, en estudios con
ratones®! o ratas®” tratados con mioblastos transducidos
o con dosis suprafisiologicas de pldsmidos de ADN
surgié el temor sobre el posible desarrollo de angio-
mata. Es importante destacar que no ha habido otros
informes preclinicos o clinicos, incluyendo aquellos
estudios en los que se utilizan vectores adenovirales,
que describan este tipo de complicaciones.

En teorfa, es posible que el VEGF pueda exacerbar
la retinopatia proliferativa y/o hemorragica en pacien-
tes con diabetes, teniendo en cuenta las altas concen-
traciones de VEGF detectadas en el fluido ocular de
pacientes con retinopatia proliferativa activa causante
de pérdida de visién®. Hasta el momento, este efecto
adverso de la angiogénesis terapéutica no ha sido ob-
servado. La liberacion local de plasmido de ADN des-
nudo codificador de VEGF-1 o VEGF-2 en mds de
100 pacientes (un tercio de ellos con diabetes y/o reti-
nopatia remota) tratados en nuestra institucién con un
seguimiento de 4 afios no ha afectado la agudeza vi-
sual ni los hallazgos en el fondo de ojo, como se ha
evidenciado por exdmenes seriados del fondo de ojo
realizados antes y después de la transferencia génica, y
llevados a cabo por un grupo independiente de espe-
cialistas en retina.

En experimentos con ratones transgénicos manipu-
lados para sobreexpresar VEGF + angiopoyetina se ha
demostrado un efecto de aumento letal de la permeabi-
lidad asociado al VEGF*, Sin embargo, aunque el tra-
tamiento con VEGF ha provocado un edema local que
se manifiesta como un edema pedal en pacientes con
isquemia critica de las extremidades inferiores, este
efecto responde bien al tratamiento con diuréticos®.

Se ha descrito que el tratamiento con proteinas re-
combinantes produce hipotensién*®, particularmente
cuando se administra por via sistémica y a altas dosis,
debido a que el VEGF estimula la sintesis de 6xido ni-
trico®®?’; sin embargo, esta complicacién nunca ha
sido descrita después de realizarse transferencia génica
ni en animales ni en humanos.

Se han documentado efectos colaterales hematoldgi-
cos en forma de anemia o trombocitopenia después de
la administracién sistémica de bFGF en perros. Sin
embargo, estos efectos adversos no se han producido
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en terapias a corto plazo. También se ha descrito el de-
sarrollo de toxicidad renal en forma de proteinuria en
estudios animales con bFGF. Se supone que este efec-
to indeseable es transitorio y reversible®®.

Otra posible preocupacion procede de la demostra-
cion reciente de que los inhibidores de la angiogénesis
que se han probado en un modelo de aterosclerosis en
raton deficiente en apolipoproteina E inhibieron el cre-
cimiento de la placa y la neovascularizacion de la inti-
ma®. Sin embargo, los datos disponibles a partir de 4
estudios diferentes con animales®”®’ y 2 estudios clini-
cos con humanos'®!%! no han podido demostrar que la
aterosclerosis acelerada sea una consecuencia proba-
ble de la administracion de citocinas angiogénicas; de
hecho, el resultado es mds bien el opuesto, ya que la
administracién de VEGF ha producido una reduccién
estadisticamente significativa en el engrosamiento de
la intima debido a una reendotelizacion acelerada, lo
que va en contra del concepto de que la aceleracién de
la aterosclerosis es una consecuencia de la estimula-
cion de la angiogénesis inducida por VEGF.

CONCLUSIONES

Las estrategias clinicas empleadas actualmente para
el tratamiento de la isquemia critica de las extremida-
des inferiores y de la isquemia miocdrdica crénica
constituyen una extrapolacion de las aplicaciones ini-
ciales de transferencia génica en modelos animales, en
los que se ha utilizado la isoforma acida de 165 ami-
nodcidos del gen VEGF-1 para el tratamiento de la is-
quemia de las extremidades. Estos resultados tienen
probablemente implicaciones genéricas para la neo-
vascularizacion terapéutica utilizando genes candida-
tos alternativos, nuevos vectores y otras estrategias de
liberacién. Ya han sido publicados datos preclinicos
que apoyan el uso de otras isoformas de VEGF-1'%,
asi como de otros genes de VEGF*, y también existen
estudios preclinicos en los que se utiliza el FGF?*193;
todo esto se estd estudiando activamente en ensayos
clinicos que estdn en marcha. Ademads, siguen sin esta-
blecerse las ventajas relativas de la transferencia géni-
ca respecto a la administracién de proteina recombi-
nante.

Los objetivos primarios negativos que se han obte-
nido en los estudios VIVA y FIRST con la administra-
cion de proteina intracoronaria + intravenosa, ponen
de relieve la preocupacion de que la farmacocinética
de las proteinas recombinantes administradas dentro
del espacio vascular puede conducir a una liberacién
local inadecuada del factor de crecimiento angiogéni-
co en el miocardio isquémico. No cabe duda de que
serdn necesarias investigaciones adicionales que com-
paren las dosis de la proteina recombinante y las rutas
de liberacién para resolver esta cuestion. Hasta que
todos estos estudios se hayan completado no podra
saberse cudl es el método ideal para lograr una angio-
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génesis terapéutica. Ademas, los resultados de los es-
tudios en fase 1, que estdn disefiados por definicién
para probar la seguridad, deben ser interpretados con
cautela. En general, el nimero de pacientes incluidos
en este tipo de estudios es relativamente bajo, y para
aquellos en los que no existe un grupo control, no
puede excluirse un posible efecto placebo. Para los
estudios en los que la proteina recombinante o el gen
se administra en conjuncién con una revasculariza-
cion convencional puede ser dificil determinar las
contribuciones relativas del agente angiogénico res-
pecto a la cirugia de bypass en cuanto a la respuesta
sintomatica.

Lo que si estd claro, sin embargo, es que la transfe-
rencia génica de VEGF dirigida de forma especifica
puede ser usada para conseguir una modulacidn tera-
péutica fisiologicamente relevante de las alteraciones
vasculares y, en concreto, que la inyeccién intramus-
cular de pldsmidos de ADN desnudo produce una so-
breexpresion constitutiva de VEGF suficiente para in-
ducir una angiogénesis terapéutica en pacientes
seleccionados con isquemia critica de las extremida-
des inferiores. Cabe destacar que no se han obtenido
evidencias de toxicidad inmunoldgica ni en nuestros
estudios intraarteriales con animales, ni en nuestra
experiencia clinica con humanos, utilizando plasmi-
dos de ADN desnudo que codifican para VEGF. Ade-
mads, en este estadio temprano de los estudios clinicos
sobre terapia génica miocdrdica se ha demostrado
que la transferencia génica miocérdica directa utili-
zando diferentes dosis de pldsmidos de ADN desnu-
do codificadores de VEGF, s y VEGF-2, puede reali-
zarse de forma segura con resultados positivos sobre
la perfusién miocdardica. En términos de seguridad,
no se han observado complicaciones operativas ni se
ha agravado el deterioro en la visién como conse-
cuencia de la retinopatia diabética'® en pacientes tra-
tados con transferencia génica de phVEGF . En
cuanto a la mortalidad, es importante remarcar que
en los 85 pacientes con angina en clase III o IV, to-
dos ellos rechazados para una revascularizacién con-
vencional, y que se sometieron a una transferencia
génica operativa o percutinea de ADN desnudo de
VEGF-1 o VEGF-2, la mortalidad acumulativa fue de
3/85 (3,5%) a los 33 meses de seguimiento. Este re-
sultado es favorable si se compara con el que se obtu-
vo en un grupo similar de 1.000 pacientes que reci-
bieron revascularizacién miocardica por ldser o
terapia médica continuada en 5 estudios contempora-
neos controlados, y en los que la mortalidad media
fue de 11-13% al afio de seguimiento!'®'%, Los estu-
dios clinicos que estdn en curso serdn los que deter-
minardn las posibilidades potenciales de la terapia
génica de neovascularizacion realizada de forma no
quirdrgica a través de un catéter, aunque desde el
punto de vista terapéutico los resultados preliminares
estan siendo muy prometedores.
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En la mayoria de los casos, los estudios clinicos so-
bre angiogénesis terapéutica han estado restringidos a
pacientes con isquemia miocdrdica o con isquemia cri-
tica de las extremidades inferiores que no tienen otras
opciones. Aunque éste es el grupo prioritario para reci-
bir esta terapia en el futuro mas inmediato no es dificil
prever que llegard un momento en el que los pacientes
que se someten a cirugia de bypass pero que no son
candidatos 6ptimos para este tipo de intervencion,
puedan beneficiarse de la angiogénesis terapéutica,
que tiene la ventaja de que se puede realizar en un es-
tadio mas temprano de la enfermedad y proporcionar,
de esta forma, mayores posibilidades de éxito.
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