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ANEXO [I: SINOPSIS DEL INFORME FINAL DEL ENSAYO
CLINICO CON CODIGO DE PROTOCOLO CMMo/ICPD/2008,
EudraCT: 2008-004064-39

Este Informe se realiza siguiendo la normativa ICH ICH Harmonised Tripartite
Guideline Topic E 3: Structure and Content of Clinical Study Reports, NOTE FOR
GUIDANCE ON STRUCTURE AND CONTENT OF CLINICAL STUDY REPORTS
(CPMP/ICH/137/95)

TITULO DEL ENSAYO CLINICO

Ensayo Clinico fase Il sobre la Angiogenesis Terapéutica con Células Mononucleadas
de Médula Osea Autbloga en pacientes Diabéticos con Isquemia Crénica Critica de
miembros inferiores no revascularizables

PROMOTOR

Iniciativa Andaluza en Terapias Avanzadas a través de la Fundacion Progreso y Salud.

CODIGO DEL PROTOCOLO

CMMo/ICPD/2008

Ndmero de EudraCT

2008-004064-39

FARMACO EXPERIMENTAL

Células Mononucleadas de Médula Osea Autéloga.

INVESTIGADORES
Investigador Coordinador

Inmaculada Concepcién Herrera Arroyo

FEA de Hematologia,

Directora Técnica del Area de Terapia Celular
Hospital Universitario Reina Sofia, Cordoba.

Avda. Menéndez Pidal, s/n

14004 - Cérdoba

Tfno 957 0129 65 FAX 957 010 429

e-mail: inmaculada.herrera.ssp@juntadeandalucia.es

Investigadores Principales

Francisco Tadeo GoOmez Ruiz
Jefe de Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular

Péagina 1 de 24



ANEXO |

Sinopsis Informe Final CMMo-ICPD-2008

Promotor: Iniciativa Andaluza en Terapias Avanzadas
Hospital Universitario Virgen del Rocio
Avda Manuel Siurot s/n

41013-Sevilla

Tfno 955 012 342

e-mail: sacramar@hotmail.com

Diego de Alcala Martinez Gémez

Jefe de Seccion de Cirugia general

Hospital General Universitario Morales Meseguer
Avda Marqués de los Vélez, s/n

30008 - Murcia

Tfno 968 360 900

e-mail: diegoa@carm.es

José Patricio Linares Palomino
FEA de Cirugia Vascular

Hospital Universitario San Cecilio
Avda. Dr. Oloriz, 16

Tfno 958 023 366

e-mail: joseplinares@telefonica.net

Vicente Garcia Rospide

Jefe de Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular
Hospital Universitario Virgen de las Nieves

Avda. de las Fuerzas Armadas, 2

18014 - Granada

Tfno 958 020 155

e-mail: vgrospide@gmail.com

Equipo Investigador

e Pablo Gonzélez Navarro. Servicio de Hematologia. Hospital Universitario San

Cecilio

e Salvador Oyonarte Gomez. Centro Regional de Trasfusibn Sanguinea.

Granada

e Antonio Fernandez Montoya. Centro Regional de Trasfusion Sanguinea.

Granada

e Ricardo Asensio Garcia. Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular. Hospital

Universitario San Cecilio

e Eduardo Ros Die. Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular. Hospital

Universitario San Cecilio

e Rafael Ros Vidal. Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular.

Universitario San Cecilio

Hospital

e Javier Peird. Servicio de Radiologia. Hospital Virgen del Rocio. Sevilla
e Antonio Capel Aleman. Servicio de Radiodiagnéstico. C.S. Virgen de la

Arrixaca. Murcia.

e German Morales Cuenca. Servicio de Cirugia General. Hospital Universitario

J.M. Morales Meseguer. Murcia.

e Maria Angeles Moreno Carrillo. Servicio de Rehabilitacion.
Universitario J.M. Morales Meseguer. Murcia.

Hospital

e Jose Manuel Felices. Servicio de Radiodiagnéstico. C. S. Virgen de la Arrixaca.

Murcia
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e Miguel Canis Lépez. Jefe de Servicio de Radiologia. Hospital Universitario
Reina Sofia de Cérdoba.

e Antonio Chacdon Quevedo. Servicio de Cirugia Cardiovascular. Hospital
Universitario Reina Sofia de Cordoba.

e José Garcia-Revillo Garcia. Medico Especialista en Radiodiagndstico. Hospital
Universitario Reina Sofia de Cordoba.

e Luis Zurera Tendero. Medico Especialista en Radiodiagnéstico. Hospital
Universitario Reina Sofia de Cordoba.

¢ Ramoén Ribes Bautista. Medico Especialista en Radiodiagnostico. Hospital
Universitario Reina Sofia de Cordoba.

e Pablo Pérez Vallecillos. Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular. Hospital
Universitario Virgen de las Nieves.

e Cristina Lépez Espada. Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular. Hospital
Universitario Virgen de las Nieves.

e Antonio Garcia Entrena. Servicio de Radiodiagnostico (Angiorradiologia).
Hospital Universitario Virgen de las Nieves.

e Pedro Pardo Moreno. Servicio de Radiodiagnéstico (Angiorradiologia). Hospital
Universitario Virgen de las Nieves.

CENTROS EN LOS QUE SE HA LLEVADO A CABO

Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba.

Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla

Hospital Universitario San Cecilio de Granada

Hospital General Universitario Morales Meseguer de Murcia
Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada

COMITES ETICOS DE INVESTIGACION CLINICA QUE HAN EVALUADO EL

PROYECTO

e CEIC de Referencia: Comité Autonémico de Ensayos Clinicos de Andalucia.

AUTORIZACIONES Y VERSIONES DE DOCUMENTOS OFICIALES

CEIC de referencia

Aprobacién 6 de octubre de 2008

Version vigente: Versién 3, de 29 de octubre de 2009

Autorizacion AEMPS

Autorizacion 10 de febrero de 2009

Version vigente: Version 3, de 29 de octubre de 2009

Hoja de Informacién al
Paciente

Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento Informado
de Participacion. Version 30 de junio de 2008

Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento Informado
para procedimiento de Infusion Celular mediante Angiografia.
Version 30 de junio de 2008

Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento Informado
Hospital Morales Meseguer. Version 5 de noviembre de 2008

Hoja de Informacion al Paciente y Consentimiento Informado
Puncion de Médula Osea. Version 15 de septiembre de 2008

Dossier del Producto en
Investigacion

Version 1 de julio de 2008

Protocolo.
Modificaciones

Version Final de 30 de junio de 2008

Version 1 de 10 de marzo de 2009. Enmienda no relevante
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Version 2 de 19 de mayo de 2009. Enmienda no relevante

Versiéon 3 de 29 de octubre de 2009. Enmienda no relevante

MONITORIZACION DEL ENSAYO CLINICO

El seguimiento del ensayo hasta la finalizacién del mismo, es decir, hasta la Ultima
visita del ultimo paciente incluido, y la realizacion del analisis estadistico, asi como la
elaboracion de los informes de seguridad y de factibilidad e indicios de eficacia, ha
sido realizado por la CRO P-Value contratada al efecto.

El cierre formal del ensayo clinico, incluyendo las visitas de cierre de los centros y la
elaboracion del presente resumen, como parte del informe final, asi como su
presentacion a la autoridades, han sido realizados directamente por personal
perteneciente a la Iniciativa Andaluza en Terapias Avanzadas, promotor del ensayo
clinico objeto de este documento.

Se realizaron todas las visitas preceptivas de inicio del ensayo clinico, con apertura de
todos los centros, las visitas de seguimiento a lo largo del mismo, asi como las de
cierre de cada uno de los centros participantes.

AUDITORIAS E INSPECCIONES

A lo largo del desarrollo del ensayo clinico se realizaron diferentes inspecciones y
auditorias para garantizar la calidad del mismo segun las normas de buena practica
clinica:

e Septiembre 2011. La Consejeria de Salud llevé a cabo una inspeccién en 2 de
los centros participantes del ensayo clinico.

o Octubre 2012. La Iniciativa Andaluza en Terapias Avanzadas, en calidad de
promotor del ensayo clinico fue auditada por la empresa externa dTC
(Development Team Consulting), donde se revisaron los archivos
correspondientes y los PNTs del promotor.

e Enero 2013. El centro participante, Hospital U. Reina Sofia como centro mas
reclutador de pacientes, fue auditado por una empresa externa al promotor,
TFS, contratada a tal efecto por el mismo.

En todos los casos, los resultados de las mismas fueron satisfactorios, no
encontrandose hallazgos graves que pusieran en duda la calidad del ensayo clinico o
los resultados del mismo.

DURACION DEL ESTUDIO Y CRONOGRAMA DEL ENSAYO CLINICO

El primer paciente se incluyd una vez obtenidas las autorizaciones de los Comiteés
Eticos correspondientes y de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios.

e Aprobacion CEIC referencia: 6 de octubre de 2008

e Autorizacion AEMPS: 10 de febrero de 2009
e Primer paciente incluido: 1 de julio de 2009
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e Ultimo paciente incluido: 18 de noviembre de 2010
¢ Fin del seguimiento del ultimo paciente incluido: 29 de septiembre de 2011

Se estim6 que el periodo de inclusién durase entre doce y dieciocho meses con doce
meses de seguimiento para cada paciente incluido. El periodo de inclusion real se
extendié desde el 1 de julio de 2009 al 18 de noviembre de 2010, un total de 16 meses
y medio, cumpliéndose asi con el planteamiento previsto.

DISENO DEL ENSAYO CLINICO

Ensayo Clinico Fase Il, prospectivo, multicéntrico, abierto, aleatorizado y controlado en
grupos paralelos con 3 niveles de dosis.

Enfermedad en estudio

Isquemia Crénica Critica de miembros inferiores en pacientes diabéticos.

Objetivos del ensayo clinico

Objetivo principal

Evaluar la seguridad y factibilidad del autotrasplante de células mononucleadas de
médula 6sea autdloga, administradas por via intraarterial en pacientes diabéticos con
isquemia critica crénica de los miembros inferiores sin posibilidad de
revascularizacion.

Objetivos secundarios

1. Comparar el efecto de tres dosis crecientes de mo-CMNs en la recuperacion de
parametros clinicos, angiolégicos y angiograficos en pacientes diabéticos con
isquemia critica de miembros inferiores con un grupo control que solo lleva el
tratamiento convencional.

2. Analizar las complicaciones derivadas de la terapia regenerativa en si, de la via de
administracién y/o de los procedimientos del estudio.

Medicamento en Investigacion. Dosis y Via de administracion

Células Mononucleadas de Médula Osea Autéloga.

La terapia celular, considerada como medicamento, y propésito de este Ensayo
Clinico, consiste en una suspension de células mononucleadas de la médula 6sea
autdloga que se obtienen mediante centrifugacion en gradiente de densidad, sin
modificacion ni adicién de ningun producto que afecte su funcionalidad biologica

Se estudiaron 3 dosis diferentes de células mononucleadas:
e 1x10° (Cien millones)
e 5x10° (Quinientos millones)
e 1x10° (Mil millones)

El medicamento de terapia celular se administr6 por via intraarterial.
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Terapia de referencia

Se traté de un ensayo abierto en el que los pacientes aleatorizados a grupo control
fueron tratados segun la practica habitual siguiendo las Guias Terapéuticas de la
TASCII (Inter-Society Consensus for the Management of Peripheral Arterial Disease
TASC Il. Eur J Vasc Endovasc Surg Vol 33, Supplement 1, 2007)

Duracién del tratamiento

El tratamiento con el farmaco experimental, células mononucleadas de médula ésea
autéloga, se administré en una Unica infusion (1 dia).

Poblacion en estudio (prevista y analizada)

El nimero de pacientes incluidos en el estudio fue de 60 pacientes diabéticos con
isquemia crénica critica de al menos un miembro inferior y sin posibilidades de
revascularizacion, tal como estaba previsto por protocolo.

En el grupo experimental se incluyeron un total de 45 pacientes divididos en 3 niveles
de dosis, es decir 15 pacientes en cada nivel. Otros 15 pacientes se incluyeron en el
grupo control.

Los pacientes que cumplieron los criterios de seleccidon y manifestaron su conformidad
con la participaciéon en el ensayo mediante la firma del consentimiento informado, se
asignaron de forma aleatoria o bien al grupo control o bien a cualquiera de los tres
grupos experimentales.

Grupo 1 grupo control 15 pacientes
Grupo 2 1x10e8 de mo-CMNs 15 pacientes
Grupo 3 5x10e8 de mo-CMNs 15 pacientes
Grupo 4 1x10e9 de mo-CMNs 15 pacientes

El listado de aleatorizacion fue generado con el programa nQuery Advisor Version 7.0

Principales Criterios de Inclusion

1. Diabético tipo | o Il, en tratamiento.

2. Enfermedad vascular infrapoplitea aterosclerética de grado severo (clase
Rutherford-Becker II-1ll), de al menos un miembro inferior. Se define la
isquemia critica del pie como dolor persistente/recurrente que requiere
analgesia y/o Ulceras no cicatrizantes presentes > 4 semanas, sin evidencia de
mejoria con terapias convencionales y/o walking test (prueba de esfuerzo)
entre 1-6 minutos en dos ergometrias separadas al menos por 2 semanas y/o
indice tobillo-brazo en reposo < 0,8.

3. Imposibilidad de revascularizacién quirdrgica o endovascular segun las
recomendaciones de la TASC

4. Expectativa de vida > 2 afios.

5. No previsién de amputacién mayor en el miembro a tratar en los préximos 12
meses tras la inclusion.

6. Parametros bioquimicos normales.
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CRITERIOS DE EVALUACION

Variables principales:

De seguridad

Seguridad durante el procedimiento: se evaluaron las posibles complicaciones
derivadas del procedimiento en las primeras 24 horas tras la administracién de
células.

Seguridad a 1 mes, 3 meses, 6 meses, 9 meses y 12 meses, con el fin de
conocer la aparicion de eventos que de forma definitiva o probable pudieran
estar relacionados con la terapia celular.

De eficacia

Mejoria de la vascularizacion del miembro tratado determinada mediante
parametros clinicos, angiolégicos y angiogréficos.
Evaluacion de la angiografia a los 6 y 12 meses de la administracion del
medicamento de terapia celular:

o Criterio cualitativo -Escala de vascularizacion, con grados 0, 1, 2, 3.

0 Medicion cuantitativa mediante el programa informatico MetaMorph

Image System v.7.5.1

Valoracion de la angioresonancia y/o angiotac a los 12 meses, evaluando la
vasculogénesis y angiogénesis en comparacion con el estado basal, mediante
criterios cualitativos.

Variables secundarias

Se analizaron los cambios a 1 mes, 3 meses, 6 meses, 9 meses y 12 meses de las
siguientes variables clinicas: indice tobillo brazo, presion transcutanea de oxigeno,
grado de Rutherford-Becker, tamafio de la mayor Ulcera (segun clasificacién Texas) y
perimetro gemelar.

Modificaciones respecto a los criterios iniciales de evaluacion previstos.

Durante el desarrollo del ensayo clinico se produjeron desviaciones del
protocolo que obligaron a modificar los criterios de evaluacién y el andlisis
previsto inicialmente. Por consideraciones éticas de algunos investigadores, no
se realizaron los estudios angiogréaficos a los controles durante el seguimiento.
Este hecho obligé a modificar el andlisis de los datos, asi como a recoger las
desviaciones del protocolo ocurridas.
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A lo largo del desarrollo del ensayo clinico y en el curso del andlisis de los
datos, se plantearon algunas interpretaciones distintas a las previstas
inicialmente. Por ejemplo, el andlisis de las amputaciones, tanto mayores como
menores estaba incluido en el andlisis de seguridad, sin embargo, lo incluimos
aqui en el andlisis de eficacia, ya que en el tratamiento de estos pacientes con
isquemia critica de miembros inferiores y diabetes, se dan dos circunstancias
especiales: por una parte, la amputacién menor, por ejemplo de un dedo de un
pie, puede ser una medida preventiva de una amputacién mayor, y por otra, la
mejor forma de medir la eficacia de una terapéutica, seria la “evitacion de la
amputacion mayor, o salvamento de miembro”. Por ello, incluimos en esta
sinopsis el analisis de las amputaciones en el andlisis de los indicios de
eficacia.

Por otro lado, los resultados preliminares de algunos variables secundarias de
eficacia, nos han llevado a construir una variable combinada de eficacia,
denominada “indicador de vasculogénesis” en la que incluyen 4 parametros de
valoracion:

o Escala cualitativa de vascularizacion, con grados 0, 1, 2, 3.

o Presion transcutanea de oxigeno.

0 Grado de Rutherford-Becker.

o Tamafio de la mayor Ulcera cuando exista Ulcera.

ANALISIS ESTADISTICO

Poblac

ion de andlisis

La poblacion en estudio correspondié a pacientes diabéticos de ambos sexos con

Isquem
pacient
conven

ia Cronica Critica de Miembros Inferiores. Se incluyeron un total de 60
es que se asignaron de forma aleatoria o bien al grupo control (tratamiento
cional) o bien a cualquiera de los tres niveles de dosis del grupo experimental

de tratamiento. Se incluyeron 15 pacientes en cada uno de los grupos.

Para el
a)

b)

andlisis estadistico los pacientes fueron distribuidos de dos formas distintas:
4 grupos, distribuidos tal como se definen en el protocolo:

a. G 1: 15 pacientes grupo control

b. G 2: 15 pacientes tratados con dosis baja

c. G 3: 15pacientes tratados con dosis intermedia

d. G 4: 15 pacientes tratados con dosis alta.
2 grupos, distribuidos de la siguiente forma:

a. Grupo control = G1, 15pacientes grupo control

b. Grupo experimental = 45 pacientes tratados

Descripcion de las poblaciones de anélisis

Definimos dos poblaciones para este estudio:

e La Poblacion por Seguridad: aquella compuesta por todos los pacientes
aleatorizados.
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e La Poblacion por Intencion de Tratar (ITT): compuesta por todos aquellos
pacientes aleatorizados, cumplieran o no los criterios de seleccion, que
fueron incluidos en el estudio.

El analisis descriptivo se realizd por poblacion y por grupos de tratamientos. Se ha
comprobado, en las variables biodemograficas, que las muestras fueron homogéneas
en los grupos definidos.

Analisis de seguridad

Se realiz6 para la poblacion por seguridad.

Se calculé el nimero y porcentaje de pacientes que abandonaron el estudio debido a
acontecimientos adversos, los pacientes que experimentaron al menos un
acontecimiento adverso, los acontecimientos adversos mas frecuentes y los pacientes
gue han experimentado al menos un acontecimiento adverso grave (AAG). Se calcul6
el intervalo de confianza del 95%.

Se ha estudiado si existen diferencias estadisticamente significativas en el numero de
AAG entre los casos y los controles y entre las distintas dosis de farmacos entre si.

Se ha estudiado si existen diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
amputaciones mayores y menores ocurridas durante el estudio entre los casos y los
controles y entre las distintas dosis de farmacos entre si, asi como los casos ocurridos
entre miembros diana y no diana.

Se ha estudiado si existen diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
AAG que comienzan en dolor y/o necrosis y/o gangrena y acaban en amputacion,
entre los casos y los controles y entre las distintas dosis de farmacos entre si, asi
como los casos ocurridos entre miembros diana y no diana.

Anélisis de factibilidad

El andlisis de factibilidad se ha realizado para la poblacion por intencién de tratar,
estableciendo que el ensayo clinico cumplia criterios de factibilidad cuando:
e Mas del 80% de la poblacion total cumple méas del 80% de las visitas de
seguimiento definidas en el protocolo , atendiendo a los criterios de retirada
definidos en el protocolo, y
e Siempre que estos porcentajes no sean menores del 75% en los grupos
experimentales.

Anadlisis de los indicios de eficacia
El analisis de los indicios de eficacia se realizé con la poblacién por ITT.
Todos los p-valores e intervalos de confianza se han calculado y evaluado usando un

nivel confianza bilateral del 95%.

Las comparaciones se han realizado, siempre que fue posible, de tres formas:
¢ Comparando todos los grupos entre si.
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e Comparando el grupo control con los de tratamientos agrupados entre si y
tomados como uno.
e Comparando los grupos agrupados de dos en dos.

Las variables principales de indicios de eficacia se analizaron de la siguiente manera:

e La evaluacion de la angiografia (escala cualitativa de vascularizacion de 0 a 3)
y los parametros cuantitativos obtenidos del andlisis de la imagen con
“MetaMorph Image System v.7.5.1” se compararon, dos a dos, entre el dia 0
(dia de administracion de la terapia celular-visita 2), el mes 6 (visita 6) y 12
(visita 8), mediante el test t-test para muestras pareadas si la variable cumple
los requisitos de normalidad y mediante el test de Wilcoxon para muestras
pareadas en otro caso.

o0 Se consider6 como mejora en la vascularizaciéon de los miembros
tratados, el aumento en 1 6 mas grados en la escala de vascularizacion.

e Las variables secundarias de factibilidad y eficacia del tratamiento, ABI (indice
tobillo-brazo), tamafio de la Ulcera, tension transcutanea de 02, grado
Rutherford-Becker y perimetro gemelar, se analizardn comparando, dos a dos,
sus valores basales con los obtenidos al mes 1, 3, 6,9y 12.

Por otro lado, los resultados preliminares de algunas variables secundarias de
eficacia, nos han llevado a construir una variable combinada de eficacia,
denominada “indicador de vasculogénesis” en la que incluyen 4 parametros de
valoracion:

o Escala cualitativa de vascularizacion, con grados 0, 1, 2, 3
Presion transcutdnea de oxigeno,
Grado de Rutherford-Becker,
Tamafo de la mayor Ulcera cuando exista Ulcera

o O O

Cada uno de los parametros fue codificado como una variable binaria 0/1, en la
gue “0” se definira como la ausencia de mejoria, y 1, cualquier grado de mejoria
observado.

La Variable “Indicador de vasculogénesis” define la ausencia o presencia de
indicios de creacion de nuevos vasos. Fue cuantificada del 0 al 4, siendo el “0” la
ausencia de indicios de neovascularizacion, y 4 el mayor indicio de
neovascularizacion. El valor de la variable resulté del sumatorio de la valoracion de
cada parametro.

El valor de la variable “Indicador de vasculogénesis” resultara del sumatorio de
la valoraciéon de cada parametro.

0 = los 4 parametros de medida son puntuados como “0”

1 = uno de los parametros de medida son puntuados como “1”

2 = dos de los parametros de medida son puntuados como “1”

3 =tres de los parametros de medida son puntuados como “1”

4 = cuatro de los parametros de medida son puntuados como “1”
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Codificaciones
Se han realizado las siguientes codificaciones de términos:

- Acontecimientos Adversos Graves y No Graves: Diccionario MedDRA
version 14.1 con niveles SOCy PT (IATA).

- Medicacién Concomitante: Anatomical Therapeutic Chemical (ATC)
Classificacion System (IATA).

Paquete estadistico

Para el andlisis de datos se ha usado el paquete estadistico SPSS versién 18.0.
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RESUMEN DEL ANALISIS DE SEGURIDAD. RESULTADOS

Variables de seguridad:

La seguridad se evalu6 a dos niveles:

0 Seguridad durante el procedimiento: se evaluaron las posibles complicaciones
derivadas del procedimiento en las primeras 24 horas tras la administracion de
células.

0 Seguridad a 1 mes, 3 meses, 6 meses, 9 meses y 12 meses, con el fin de
conocer la aparicion de eventos que de forma definitiva o probable pudieran
estar relacionados con la terapia celular.

RESULTADOS
Reacciones Adversas Graves e Inesperadas (RAGISs)

Ningun paciente presentdé Reaccién Adversa Grave e Inesperada (RAGI) alguna
durante el periodo de tratamiento y de seguimiento.

Acontecimientos Adversos Graves (AAGS)

Ningun paciente presenté un acontecimiento adverso grave previo al inicio del
tratamiento.

Ningun paciente presentd un acontecimiento adverso grave durante el periodo de
tratamiento (dias 0, 1y 2).

Se registraron 41 acontecimientos adversos graves (AAGs) durante el periodo de
seguimiento, que afectaron a 23 pacientes; 9 pacientes en el grupo 1 (60%), 4
pacientes en el grupo 2 (26,67%), 4 pacientes en el grupo 3 (26,67%) y 6 pacientes
en el grupo 4 (40%).

Los AAG mas frecuentes fueron:

MEDRA SOC Frecuencia Porcentaje
Trastornos vasculares 10047065 19 46.3
Trastornos cardiacos 10007541 5 12.2
Procedimientos médicos y quirdrgicos 4 9.8
10042613

Infecciones e Infestaciones 3 7.3
10021881

Lesiones traumaticas, intoxicaciones y complicaciones de 3 7.3
procedimientos terapéuticos

10022117

Trastornos del sistema nervios 3 7.3
10029205

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (valor para el estadistico
chi-cuadrado de 3,97 y una p=0,0463), que debemos tomar con las reservas
oportunas entre el porcentaje de pacientes del grupo control que sufrieron AAGs (60%)
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y el porcentaje de pacientes en el grupo de tratamiento (tomado en conjunto), con
AAGs (31%)

Acontecimientos Adversos No graves

Los acontecimientos adversos no graves durante el periodo de tratamiento (dias 0, 1y
2 del protocolo) afectaron a 4 pacientes; 1 paciente en el grupo 1 (6,66%), 2 pacientes
en el grupo 2 (13,33%), O pacientes en el grupo 3 (0%) y 1 paciente en el grupo 4
(6,66%). Estos 4 pacientes sufrieron 7 episodios de acontecimientos adversos no
graves durante este periodo.

Los acontecimientos adversos no graves durante el periodo de seguimiento afectaron
a 43 pacientes; 8 pacientes en el grupo 1 (53,33%), 11 pacientes en el grupo 2
(73,33%), 10 pacientes en el grupo 3 (66,67%) y 14 pacientes en el grupo 4 (93,33%).
Estos 43 pacientes sufrieron 184 episodios de acontecimientos adversos no graves
durante este periodo.

Amputaciones y muertes durante el ensayo clinico

Segun el protocolo, la eleccién del miembro diana se realiz6 en base a la situacion
clinica basal del paciente, actuando sobre el miembro con peor situacion.

En funcién de esta eleccion, podriamos considerar que existian 60 miembros dianas y
otros 60 miembros no dianas..

El nimero de amputaciones en miembros dianas (24 sobre 60=40%) fue muy superior
al nimero de amputaciones en miembros no dianas (7 sobre 60= 11,67%). Ademas
esta diferencia (40% - 11,67%= 28,33%) es estadisticamente significativa siendo el
IC95% de esta diferencia (12,80%, 42,28%). Este hallazgo es indicador de que la
eleccion del miembro diana, segun el criterio establecido en el protocolo, ha sido
correcta, y que esta diferencia general no se debe a la inclusién del paciente en un
determinado grupo de tratamiento.

Se encontraron diferencias en la incidencia de amputaciones mayores entre el grupo
control y el de tratamiento tomado globalmente. Las amputaciones mayores se
registraron en 3 de los 15 pacientes del grupo control (20% de los pacientes del grupo
control) y en 4 de los 45 pacientes del grupo tratamiento (8,89% de los pacientes del
grupo tratamiento).

Las amputaciones menores se registraron en 3 pacientes del grupo control (20% de
los pacientes del grupo control) y en 11 pacientes del grupo tratamiento (24,44% de
los pacientes del grupo tratamiento).

Las amputaciones que se iniciaron en necrosis se registraron en 3 pacientes del grupo
control (20% de los pacientes del grupo control) y en 8 pacientes del grupo tratamiento
(17,78% de los pacientes del grupo tratamiento). La diferencia de estas proporciones
no es estadisticamente significativa como se puede comprobar con el p valor del test
exacto de Fisher (p=0,559).
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Se produjeron dos muertes en el periodo de seguimiento y ninguna fue considerada
una Reaccion Adversa Grave e Inesperada. Sus causas fueron:

e Accidente cerebrovascular

e Accidente cardiovascular isquémico. Sobreinfeccién respiratoria

CONCLUSIONES DEL ANALISIS DE SEGURIDAD

Los resultados obtenidos en el andlisis de seguridad permiten concluir que la infusién
intraarterial de células mononucleadas de médula 6sea autéloga en pacientes
diabéticos con isquemia critica cronica de miembros inferiores, presenta un
perfil de seguridad muy amplio, ya que no se ha producido ninguna Reaccion
Adversa Grave e Inesperada durante el curso del ensayo clinico, ni en relacion
con el procedimiento de Infusion, ni con el Medicamento en Investigacion.

Este perfil de seguridad fue independiente de la dosis administrada en cada caso.

Las diferencias encontradas en la incidencia de Acontecimientos Adversos Graves, a
favor del grupo de pacientes que recibieron tratamiento experimental, no tienen
tampoco una significacion estadistica.

Las diferencias observadas en la tasa de amputaciones mayores, igualmente a favor
del tratamiento experimental, tampoco llegaron a alcanzar significacion estadistica,
posiblemente por la pequefia “n” del estudio.

RESUMEN DEL ANALISIS DE FACTIBILIDAD E INDICIOS DE EFICIACIA
Factibilidad

Tal como se define la factibilidad en el Plan de Andlisis estadistico (PAE), el ensayo
clinico cumplié criterios de factibilidad pues:

Mas del 80% de la poblacion total (concretamente el 95%) cumple mas del 80% de las
visitas de seguimiento definidas en el protocolo, atendiendo a los criterios de retiradas
definidos en el protocolo, y este porcentaje no es menor del 75% en los grupos
experimentales (concretamente es del 97,8%).

Indicios de Eficacia

Variables principales de eficacia

e Evaluacion de la angiografia a los 6 meses de la administracion del
medicamento de terapia celular:
e Criterio cualitativo -Escala de vascularizacion, con grados 0, 1, 2, 3.
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e Medicion cuantitativa mediante el programa informéatico MetaMorph Image
System v.7.5.1

e Valoracion de la angioresonancia y/o angiotac a los 12 meses, evaluando la
vasculogénesis y angiogénesis en comparacion con el estado basal, mediante
criterios cualitativos y cuantitativos (software MetaMorph Image System v.7.5.1)

Escala cualitativa de vascularizacién.
Nota: las medidas en la escala de vascularizacion se refieren a los pacientes tratados
experimentalmente.

Se ha valorado la perfusién del miembro distal segin la siguiente escala de
vascularizacion:

-Grado 0: Arterias principales infrapopliteas (tibial anterior, tibial posterior y/o peronea)
presentan una nula o minima ramificacién.

-Grado 1: Presencia de una débil ramificacién que no sobrepasa 1/3 de la distancia
entre la arteria principal y la superficie externa del miembro.

-Grado 2: Ramificacion arterial que abarca el tercio medio de la distancia entre la
arteria infrapoplitea principal y la superficie del miembro.

-Grado 3: Rica ramificacion arterial desde la arteria principal infrapoplitea que se
extiende hasta la superficie del miembro.

Parametros cuantitativos obtenidos del andlisis de la imagen con Metamorph.
Nota: las medidas en los pardmetros cuantitativos del andlisis de la imagen con
Metamorph se refieren a los pacientes tratados experimentalmente.

Variables secundarias

Cambios al 1ler, 3er, 6° 9° y 12° mes de los siguientes parametros clinicos y
angiologicos:

e Indice tobillo brazo (ABI)

e Presién transcutanea de oxigeno

e Grado de Rutherford-Becker

¢ Tamafio de la mayor Ulcera (segun clasificacion Texas)

e Perimetro gemelar

“Indicador de vasculogénesis” en el que se incluyeron 4 parametros de valoracion:
e Escala cualitativa de vascularizacion, con grados 0, 1, 2, 3
e Presién transcutanea de oxigeno
e Grado de Rutherford-Becker
e Tamafio de la mayor Ulcera cuando exista Ulcera

Amputaciones menores y mayores.
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RESULTADOS
Mejora en la vascularizacién.

Nota: las medidas en la escala de vascularizacion se refieren a los pacientes tratados
experimentalmente.

En todos los grupos de tratamiento las medidas cualitativas de vascularizacion en las
visitas de seleccion y mes 6 estan relacionadas pues los p-valores de los estadisticos
ordinales son menores que 0.05. Y como los valores de los estadisticos son positivos y
cercanos a 1 podemos decir, para todos los grupos de tratamiento, que a mayor grado
de vascularizacion en la visita de seleccién, mayor grado de vascularizacion en el mes
6.

En los grupos de tratamiento 2 y 3 las medidas cualitativas de vascularizacion en las
visitas de seleccion y mes 12 estan relacionadas pues los p-valores de los estadisticos
ordinales son menores que 0.05. Y como los valores de los estadisticos son positivos y
cercanos a 1 podemos decir que en los grupos de tratamiento 2 y 3 no se observan
cambios en el grado de vascularizacion entre la visita de seleccion y la del mes 12. En
el grupo 4, en cambio, tenemos un p-valor de estas medidas >0.05 (concretamente
0.195) lo que nos lleva a aceptar que en el grupo de tratamiento 4 no existe relacion
lineal entre las medida cualitativas de vascularizacién en las visitas de seleccion y del
mes 12, observandose los siguientes cambios: 4 de los 7 pacientes con grado 2 de la
escala de vascularizacion en la visita de seleccion pasan a grado 3 en la visita del mes
12 (Tabla 478).

En la visita del mes 6 se observa, en los grupos de tratamiento, una mejora en la
vascularizacion, de modo que el 28,9% de los pacientes globalmente, aumenta al
menos 1 grado en la escala de vascularizacion, no encontrdndose diferencias
significativas entre los distintos grupos de tratamiento.

En la visita del mes 12 se observa, en los grupos de tratamiento, se observa una
mejora en la vascularizacién de un 37,5% de manera global, siendo del 55,6% en el
grupo 2, del 16,7% en el grupo 3, y del 45,5% en el grupo 4. Dichos porcentajes
provocan diferencias amplias, no estadisticamente significativas, posiblemente debido
al pequefio tamafio de la muestra, en la mejora en la vascularizacion entre los distintos
grupos de tratamiento.

Parametros cuantitativos obtenidos del andlisis de la imagen con Metamorph

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los parametros
cuantitativos obtenidos del andlisis de la imagen con Metamorph en el momento inicial
y en la visita de seguimiento del mes 6 en funcién del grupo de tratamiento al que
fuera asignado el paciente.

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los parametros
cuantitativos obtenidos del andlisis de la imagen con Metamorph en el momento inicial
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y en la visita de seguimiento del mes 12 en funcién del grupo de tratamiento al que
fuera asignado el paciente.

Amputaciones menores y mayores

Se encontraron diferencias en la incidencia de amputaciones mayores entre el grupo
control y el de tratamiento tomado globalmente. Las amputaciones mayores se
registraron en 3 de los 15 pacientes del grupo control (20% de los pacientes del grupo
control) y en 4 de los 45 pacientes del grupo tratamiento (8,89% de los pacientes del
grupo tratamiento). La diferencia observada no es estadisticamente significativa como
se puede comprobar con el p valor del test exacto de Fisher (p=0,234).

Las amputaciones menores se registraron en 3 pacientes del grupo control (20% de
los pacientes del grupo control) y en 11 pacientes del grupo tratamiento (24,44% de
los pacientes del grupo tratamiento). La diferencia de estas proporciones no es
estadisticamente significativa como se puede comprobar con el p valor del test exacto
de Fisher (p=0,513).

indice tobillo-brazo

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las medidas del
indice tobillo brazo en el momento inicial y en las visitas de seguimiento de los meses
1, 3,6,9y12, entre los cuatro grupos de tratamiento ni entre control vs tratamiento.

Presién transcutanea de oxigeno

Como se puede observar en la tabla que aparece a continuacion la presion
transcutanea de oxigeno va aumentando a lo largo de los meses de seguimiento en el
grupo de tratamiento, y no sigue un patrén claro en el grupo control.

Diferencia en presion Grupo control Grupo tratamiento
transcutanea de oxigeno [N Media IC 95% Mediana [N Media IC 95% Mediana
Mes 1-Visita de seleccidn 12| -842| (-22,95,6,12) -2,50 44| 11,55 (6,42, 16,67) 8,50
Mes 3-Visita de seleccion 11| -3,00] (-18,48,12,48) -1,00 42|  9,45| (3,82, 15,08) 6,00
Mes 6-Visita de seleccidn 11|  1,63] (-9,38,12,65) 9,00 42| 12,50| (6,68, 18,33) 12,50
Mes 9-Visita de seleccion 10| 9,20] (-8,52,26,92) 10,50 41] 14,78] (8,66, 20,91) 11,00
Mes 12-Visita de seleccion 11| -5,00] (-27,18,17,18) -3,00 39| 1587| (9,22, 22,52 13,00

Entre el grupo control y el grupo de tratamiento se observan diferencias
estadisticamente significativas en las medidas de la presion transcutanea de oxigeno
en el momento inicial y en las visitas de seguimiento de los meses 1 (p-valor T-Student
=0.001) y 12 (p-valor T-Student = 0.001).

Grado de Rutherford-Becker

Respecto al grado de Rutherford-Becker (tabla 475), a los 12 meses se observo una
mejoria en 2 de los 11 pacientes del grupo control (18,2% de los sujetos),
manteniéndose el resto con igual grado. En los grupos de tratamiento, esta mejoria fue
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del 78,6% (11 de 14), 100% (13 de 13) y 76,9% (10 de 13) para los grupos 2, 3y 4
respectivamente, no observandose empeoramiento en ninguno de los sujetos
restantes. Estas diferencias entre el grupo control y los grupos de tratamiento son
estadisticamente muy significativas (todas las comparaciones p<0,01), sin observarse
diferencias entre la dosis celular.

Tamaiio de la Ulcera

Tomados en conjunto, en el grupo de tratamiento se observa una reducciéon en el
tamafio de la Ulcera (diametro maximo de la Ulcera) a lo largo del seguimiento del
ensayo con respecto a la medida inicial.

Esta reduccion fue significativamente mayor que la observada en el grupo control en
los meses de seguimiento 3, 9 y 12, como podemos observar en la siguiente tabla.

Por otra parte, los 1C95% tan amplios nos invitan a pensar que la muestra deba
ampliarse para validar la conclusién anteriormente expuesta.

Cuando se analizan individualmente, comparando cada grupo de tratamiento con el
grupo control, aunque existe una tendencia a la reduccién en el tamafio de la Ulcera
durante el seguimiento en todos los grupos, ésta solo es estadisticamente significativa
en el grupo de tratamiento 4 respecto al control.

En la siguiente tabla se puede observar que en los pacientes del grupo 4, a medida
que las visitas se suceden el tamafio de la Ulcera (diametro maximo de la Ulcera)
disminuye con respecto a la medida inicial, y ademas esa disminucion es
estadisticamente significativa con respecto a lo que les sucede a los pacientes del
grupo control. Por otra parte, los IC95% tan amplios nos invitan a pensar que la
muestra deba ampliarse para validar la conclusion anteriormente expuesta.

Mes 1 vs Seleccion |Mes 3 vs Seleccion |Mes 6 vs Seleccion |Mes 9 vs Seleccion |Mes 12 vs Seleccion
Grupo control -0,29 34 5,75 -1,75 11,6
Grupo 4 -9,12 -21,5 -26,43 -33,57 -35,4
p-valor 0,021 0,013 0,08 p<0.0001 0,012
1C95% (6.21, 43.09) (10.82, 53,54) (18.51, 45.13) (15.95, 78,05)

Perimetro gemelar

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre las medidas del
perimetro gemelar en el momento inicial y en las visitas de seguimiento de los meses
1, 3,6,9y12, entre los cuatro grupos de tratamiento ni entre control vs tratamiento.

“Indicador de vasculogénesis”

La Variable “Indicador de vasculogénesis” definira la ausencia o presencia de indicios
de creacion de nuevos vasos.

Se realizara el calculo de la variable para cada paciente en miembro diana en los
meses 1y 12.
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Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Indicador de 53 88,3% 7 11,7% 60 100,0%
vasculogéenesis (mes 12
con respecto a visita
basal) * Grupo de
aleatorizacion (control vs
tratamiento)
Tabla de contingencia Indicador de vasculogénesis (mes 12 con respecto a visita basal) * Grupo de
aleatorizacion (control vs tratamiento)
Grupo de aleatorizacion (control
vs tratamiento)
Grupo
Grupo control tratamiento Total
Indicador de ,00 Recuento 5 1 6
vasculogénesis (mes 12 o 0 0 o
con res pecto a visita % dentro de' GrUpO de 45,5 % 2,4 % 11,3 %
basal) aleatorizacion (control vs
tratamiento)
% del total 9,4% 1,9% 11,3%
1,00 Recuento 4 8 12
% dentro de Grupo de 36,4% 19,0% 22,6%
aleatorizacion (control vs
tratamiento)
% del total 7,5% 15,1% 22,6%
2,00 Recuento 1 19 20
% dentro de Grupo de 9,1% 45.2% 37,7%
aleatorizacion (control vs
tratamiento)
% del total 1,9% 35,8% 37,7%
3,00 Recuento 1 12 13
% dentro de Grupo de 9,1% 28,6% 24,5%
aleatorizacion (control vs
tratamiento)
% del total 1,9% 22,6% 24,5%
4,00 Recuento 0 2 2
% dentro de Grupo de ,0% 4,8% 3,8%
aleatorizacion (control vs
tratamiento)
% del total ,0% 3,8% 3,8%
Total Recuento 11 42 53
% dentro de Grupo de 100,0% 100,0% 100,0%
aleatorizacion (control vs
tratamiento)
% del total 20,8% 79.2% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintotica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 20,3312 4 ,000
Razon de verosimilitudes 18,458 4 ,001
Asociacion lineal por 14,185 1 ,000
lineal
N de casos validos 53

a. 7 casillas (70,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,42.
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Con las reservas oportunas, pues s6lo de 31 de los 60 pacientes se disponen de
informacion de todas las variables incluidas en el indicador de vasculogénesis, y a
modo de hallazgo que nos permita proponer posibles hipotesis en futuros estudios
observamos que en el grupo de tratamiento el porcentaje de pacientes en el que el
indicador de vasculogénesis es mayor o igual que dos es del 79% frente al del grupo
control que es del 18,2%. Esta diferencia parece importante e incluso el estadistico
parece ir en el sentido de que esas diferencias son “significativas” entre ambos grupos
de tratamiento.

Tabla de contingencia Indicador de vasculogénesis (mes 12 con respecto a visita basal) * Grupo de tratamiento del paciente

Grupo de tratamiento del paciente
Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Grupo 1 (nivel-1x108 (nivel-5x108 (nivel-1x109
(Control) de mo-CMNs) | de mo-CMNs) | de mo-CMNs) Total
Indicador de ,00 Recuento 5 1 0 0 6
vasculogénesis (mes 12
con respecto a visita % dentro de Grupo de 45,5% 71% 0% 0% 11,3%
basal) tratamiento del paciente
% del total 9,4% 1,9% 0% ,0% 11,3%
1,00 Recuento 4 2 4 2 12
% dentro de Grupo de 36,4% 14,3% 28,6% 14,3% 22,6%
tratamiento del paciente
% del total 75% 3,8% 7,5% 3.8% 22,6%
2,00 Recuento 1 5 7 7 20
% dentro de Grupo de 9,1% 35,7% 50,0% 50,0% 37,7%
tratamiento del paciente
% del total 1.9% 9,4% 13,2% 13.2% 37.7%
3,00 Recuento 1 4 3 5 13
% dentro de Grupo de 9,1% 28,6% 21,4% 35,7% 24,5%
tratamiento del paciente
% del total 1.9% 7.5% 57% 94% 24,5%
4,00 Recuento 0 2 0 0 2
% dentro de Grupo de ,0% 14,3% ,0% ,0% 3,8%
tratamiento del paciente
% del total 0% 3,8% 0% 0% 3,8%
Total Recuento 1M 14 14 14 53
% dentro de Grupo de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
tratamiento del paciente
% del total 20,8% 26,4% 26,4% 26,4% 100,0%

CONCLUSIONES DEL ANALISIS DE INDICIOS DE EFICACIA

Respecto al analisis de las variables principales de eficacia previstas en el presente
ensayo clinico, y con las limitaciones que ha supuesto la falta de datos de las
angiografias de seguimiento en algunos pacientes del grupo control, podemos concluir
que la administracion de células mononucleadas de médula ésea autéloga en
infusién intraarterial para el tratamiento de la isquemia critica crénica de
miembros inferiores en pacientes diabéticos, muestra indicios claros de eficacia,
que se ponen de manifiesto en el andlisis de varias de las variables principales y
secundarias analizadas.

Asi, al final del seguimiento, 12 meses, el 37% de los pacientes tratados presentaban

una mejora en su escala de vascularizacion medida angiograficamente. Esta mejora
ya se detectd a los 6 meses de seguimiento en el 29% de los pacientes, por lo que,
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podemos observar que el efecto de la infusion es mantenido en el tiempo, en contra de
lo que cabria suponer por la evolucién natural de la enfermedad.

Otra variable de eficacia analizada que se muestra como un buen indicador del efecto
de la terapia celular, fue la medida de la presion transcutanea de oxigeno, cuyo
valor fue aumentando a lo largo de los meses de seguimiento en el grupo de
tratamiento, mientras que no siguié un patrén claro en el grupo control. EI cambio fue
observado ya al mes del tratamiento, con diferencias significativas entre ambos
grupos. Tras 12 meses de seguimiento, la mejora en este parametro seguia siendo
muy superior en el grupo tratado con terapia celular, manteniéndose la significacion
estadistica.

Igualmente notables fueron los cambios observados en la escala Rutherford-Becker,
donde se ponen de manifiesto diferencias muy significativas a los 12 meses de
seguimiento entre la mejora observada en los grupos de tratamiento y en el grupo
control. Estas diferencias, a favor del grupo de pacientes que recibi6 terapia celular,
son estadisticamente muy significativas (p<0,01), sin observarse influencia de la dosis
administrada.

Respecto a la evolucién de las Ulceras, y aunque su andlisis debe tomarse con cautela
por el pequefio tamafio de la muestra, ya que no todos los pacientes presentaban
Ulceras, tomados en conjunto, en el grupo de tratamiento se observa una reduccion en
el tamafio de la Glcera (diametro maximo de la Ulcera) a lo largo del seguimiento del
ensayo con respecto a la medida inicial.

Esta reduccion fue significativamente mayor que la observada en el grupo control en
los meses de seguimiento 3, 9 y 12. Analizando los grupos individualmente, aunque la
tendencia fue marcada en todas las dosis, solo los pacientes tratados con la dosis mas
alta, presentaron una reduccién del tamafio de la Ulcera significativamente diferente a
la del grupo control.

Respecto al salvamento de miembros, la tasa de amputaciones mayores fue inferior
en el grupo de pacientes tratados tomados globalmente (8,9% frente a 20%). Y
aunque la diferencia no alcanzé una significacién estadistica debido a la tasa de
amputacion relativamente baja en ambos grupos, las diferencias son importantes
desde el punto de vista clinico.

El resto de las variables analizadas: Los parametros cuantitativos obtenidos del
analisis de la imagen con Metamorph, los valores del indice tobillo-brazo, o las
medidas del Perimetro gemelar, no mostraron diferencias entre los grupos analizados.

Aunque en el disefio del estudio no se planted el andlisis de una variable clinica
combinada, y por lo tanto, su interpretacion no seria de mucha utilidad, los resultados
obtenidos en las variables que mostraron una tendencia de significacién estadistica,
nos llevaron a construir una variable combinada, que llamamos Indicador de
vasculogénesis, en la que se incluyeron 4 parametros de valoracion: cambios en la
escala cualitativa de vascularizacion, cambios en la presion transcutanea de oxigeno,
cambios en el Grado de Rutherford-Becker y cambios en el tamafio de la Ulcera
(cuando exista ulcera), tal como se describe en el apartado de andlisis.
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Con las reservas oportunas, pues s6lo de 31 de los 60 pacientes se disponen de
informacion de todas las variables incluidas en el indicador de vasculogénesis, y a
modo de hallazgo que nos permita proponer posibles hipotesis en futuros estudios
observamos que en el grupo de tratamiento el porcentaje de pacientes en el que el
indicador de vasculogénesis es mayor o igual que dos es del 79% frente al del grupo
control que es del 18,2%. Esta diferencia parece importante e incluso el estadistico
parece ir en el sentido de que esas diferencias son “significativas” entre ambos grupos
de tratamiento.

CONCLUSIONES DEL ENSAYO CLINICO

La isquemia critica de miembros inferiores (CLI) es una de las manifestaciones mas
severas de aterosclerosis que puede conllevar la amputacion del miembro e incluso la
muerte si no se consigue una rapida y eficaz revascularizacion.

En el paciente diabético el cuadro de isquemia critica de la pierna se desarrolla mas
precozmente y con mayor intensidad. El objetivo principal del tratamiento de CLI es la
revascularizacion, bien quirdrgica o endovascular. Sin embargo, en una gran
proporcion de estos pacientes (20-30%), la extension anatémica y la distribucion de la
enfermedad oclusiva arterial hace que no sean candidatos a la revascularizacion, y
gue la enfermedad siga su inexorable curso hacia la amputacién y la muerte.

La angiogénesis es un proceso dinamico de proliferacion y diferenciacion endotelial.
La médula 6sea del adulto representa un rico reservorio de diferentes tipos de células
progenitoras entre las que se incluyen las endoteliales. La ventaja de la administracion
celular en la induccion de la angiogénesis, es que podria promover la regeneracion
vascular y tisular de forma directa y también la liberacion de diferentes factores de
crecimiento angiogénico

La hipétesis de la que parti6 el presente ensayo consisti6 en que las células
mononucleadas de la médula 6sea (mo-CMNSs) proporcionan células progenitoras con
capacidad regenerativa y secretan, ademas, varios factores angiogénicos, y que su
implantacién en los tejidos isquémicos debe contribuir con ambos elementos a la
angiogénesis y regeneracion tisular con recuperacion de la circulacién en la
extremidad afectada.

Los objetivos del ensayo clinico fueron:

e Evaluar la seguridad y factibilidad del autotrasplante de células mononucleadas
de médula 6sea (mo-CMNs) autéloga administradas por via intraarterial en el
miembro afecto de pacientes diabéticos con isquemia crénica critica de los
miembros inferiores sin posibilidades de revascularizacion ni otras alternativas
terapéuticas.

e Comparar el efecto de tres dosis crecientes de mo-CMNs en la recuperacion de
parametros clinicos, angiolégicos y angiograficos en pacientes diabéticos con
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isquemia critica de miembros inferiores con un grupo control que solo lleva el
tratamiento convencional.

e Analizar las complicaciones derivadas de la terapia regenerativa en si, de la via
de administracién y/o de los procedimientos del estudio.

Los resultados del presente ensayo clinico fase Il sobre la Angiogénesis
Terapéutica con Células Mononucleadas de Médula Osea Autdloga en pacientes
Diabéticos con Isquemia Cronica Critica de miembros inferiores no
revascularizables apoyan la hipo6tesis de partida y demuestran que la
administracion intraarterial de células mononucleadas obtenidas de la médula
Osea del propio paciente, es un tratamiento factible y seguro en este tipo de
pacientes, que no da lugar a complicaciones derivadas de la terapia regenerativa
en si, de la via de administracién ni de los procedimientos del estudio.

Ademas, el tratamiento presenta indicios claros de eficacia, como se puede
concluir de las diferencias observadas entre los pacientes tratados con terapia
celular y los del grupo control, en diversas variables analizadas que se
consideran indicadores de la vasculogénesis: cambios en la escala de
vascularizacién, en la Presion transcutanea de Oxigeno, en la escala Rutherford-
Becker, en el tamafio de la ulcera, y en el niUmero de amputaciones mayores
realizadas.

El presente ensayo clinico en cambio, no aport6 resultados claros sobre la mayor o
menor eficacia de alguna de las dosis estudiadas. Probablemente, el pequefio tamaiio
de la muestra, con 15 pacientes en cada grupo, haya hecho imposible alcanzar una
significacion estadistica clara. Solamente, en el caso de los cambios en el tamafio de
la Glcera se observo una tendencia clara a favor de la dosis més alta utilizada.

Sin embargo, alguna de las variable estudiadas, no mostraron los resultados
esperados. El algin caso, como en el de los parametros cuantitativos obtenidos del
andlisis de la imagen con Metamorph, la interpretacién de las imagenes fue muy dificil
debida a problemas técnicos y a la variabilidad que se introdujo en la realizacion de las
pruebas por los distintos centros participantes. Como resultado, esta técnica, que
anteriormente habia resultado de utilidad, no dio resultados de interés en el presente
ensayo clinico. Otras variables, como el indice tobillo-brazo, o el perimetro gemelar,
tampoco demostraron utilidad, debido probablemente a las calcificaciones existentes
en muchos casos.

La experiencia obtenida en la realizacién de este estudio, mas alla de los resultados
analizados desde el punto de vista estadistico, sera de gran utilidad para las
investigaciones futuras.

En este sentido, en las angiografias realizadas a los pacientes del ensayo se
analizaron algunos parametros radiolégicos que pueden ser de mucho interés en
préximos estudios:

La escala de vascularizacion, utilizada inicialmente para la valoraciéon cualitativa de la
angiogénesis se basa fundamentalmente en la longitud de las ramificaciones septales
gue van hacia el tejido celular subcutaneo de las arterias infrapopliteas. Esta escala
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puede ser una herramienta Gtil en combinacion con otros hallazgos, como la existencia
de uno, dos o tres vasos infrapopliteos permeables, y la existencia o no de
recanalizacion distal a pedia y arcada plantar posterior, para clasificar inicialmente a
los pacientes en diferentes estadios de afectacion distal, y posiblemente pueda ser un
predictor de respuesta a la terapia celular.

En cuanto al seguimiento angiografico y la valoracion objetiva de la angiogénesis,
parece mas factible el andlisis de la presencia o ausencia de nuevos vasos y/o
crecimiento de los pre-existentes, graduando estos parametros de una forma
escalonada del 0 al 2, siendo 0O la no existencia de vasos nuevos, 1, la presencia de
algn vaso nuevo, y 2, de muchos vasos nuevos. Esta nueva escala,
convenientemente desarrollada, facilitaria el correcto seguimiento de la actividad
angiogénica tras la terapia celular.

Por ultimo, otros aspectos radioldgicos en los que parece necesario profundizar, a raiz
de los resultados del presente estudio son: la velocidad de vaciado del contraste en
territorio infrapopliteo (medicion indirecta de un mejor flujo distal), las variaciones en la
densidad del contraste y el calibre de los vasos (a mayor densidad y calibre, mejor
flujo), la busqueda de indicadores del empeoramiento natural de la enfermedad, el
desarrollo de estructuras semejantes a los angiomas y la aparicion de fistulas
arteriovenosas.

En otro orden de cosas, las variables analizadas, si bien muestran una relacién con la
probable vasculogénesis asociada a la infusion de células mononucleadas de médula
O0sea, no se corresponde de forma lineal con la percepcion de mejoria clinica
manifestada por los pacientes y observada de forma subjetiva por los médicos
responsables. Lamentablemente, en el presente protocolo no se incluyeron escalas de
calidad de vida. Estas escalas, deberan incluirse sin duda en estudios futuros.

Por otro lado, los resultados obtenidos, apuntan a la utilidad de elaborar una variable
clinica combinada para medir la eficacia de esta terapia celular. Esta variable podria
incluir pardmetros clinicos, como la amputacion o no de miembros, test de la marcha,
test de calidad de vida, o medidas del tamafio de la Ulcera.

Concluimos por tanto, que, demostrada, en el presente ensayo clinico Fase I, la
factibilidad, seguridad, e indicios de eficacia de la administracion intraarterial de
células mononucleadas de médula 6sea autéloga en pacientes diabéticos con
isquemia critica de miembros inferiores no revascularizables, se hace necesaria
la realizacién de un ensayo clinico Fase lll, en una poblacion més extensa, con
un disefio que permita confirmar la eficacia de esta terapia, sobre aspectos
claves, como el salvamento de miembros o la calidad de vida de los pacientes,
ademas de la mayoria de los aqui analizados.
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