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RESUMEN

La terapia génica para el tratamiento de la cardiopatia isquémica critica, se usé por primera vez en Cuba en un
estudio clinico piloto con seis pacientes de uno y otro sexo, cualquier raza, entre 49 y 71 afos de edad, refractarios
al tratamiento médico convencional, y no candidatos a procederes de revascularizacién quirirgica o de cardiologia
intervencionista. El objetivo era evaluar alguna evidencia positiva de la accion terapéutica de un plasmido (pVEGF ;1)
que expresa la isoforma 121 del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, del inglés vascular endothelial
growth factor) y valorar su seguridad. El pVEGF;2; se administré en una dosis Unica de 0.5 mg/1 mL, por via
intframiocdrdica en 4 puntos (250 mL/sitio) en la zona isquémica, previamente definida por tomografia computarizada
de emisién de fotén Unico (SPECT), en el curso de una toracotomia minima izquierda. A los seis meses, los
pacientes evaluados tuvieron mejoria clinica y mostraron regresion parcial de las isquemias tratadas: un mejor
estado de salud, mayor calidad de vida, y mayores posibilidades de sobrevida. Hay evidencias de los procesos de
transfeccién y expresion del gen del VEGF. Los principales eventos adversos graves fueron dos fallecimientos por
infarto del miocardio, probablemente debido a complicaciones perioperatorias por el riesgo quirdrgico y el estado
critico de estos pacientes. Varios elementos indican que la administracion del pYEGFi,: por si sola no causa eventos
adversos graves, lo cual coincide con otros autores. El tratamiento a estos pacientes debe ser muy delicado, por lo
que es necesario encontrar alternativas de tratamiento intramiocdrdico menos invasivas que permitan la evaluacion
de este producto en todas las etapas.
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ABSTRACT

Gene therapy using a plasmid that expresses the VEGF;,; for the treatment of the critical ischemic
cardiophaty. Here we report, for the first time in Cuba, the use of gene therapy to evaluate the positive the-
rapeutic action and safety of a plasmid expressing the vascular endothelial growth factor isoform 121 gene
(pVEGF21), in a pilot clinical trial of ischemic cardiac arrhythmia. Six patients irrespective of their sex or race, with
ages between 49 and 71, were included. They were refractory to conventional medical treatment and discharged
as candidates for surgical revascularization procedures or interventionist cardiology. The pVEGF121 was administered
as a single dose of 0.5 mg/mL, by intramyocardial route in four sites of the ischemic area (250 mL/site), previously
defined by SPECT imaging by the surgical team and during a minimal left thoracotomy. Patients showed clinical
improvements six months after therapy and partial regression in the treated ischemias, a better health status and
quality of life, increased survival probabilities. Plasmid transfection and VEGF expression were also evidenced.
The main adverse events reported comprised two deaths by myocardial infarction, probably due to perioperative
complications derived from surgical risks and the critical status of the patients. Several parameters indicated that
pVEGF;;1 administration did not cause adverse events per se, requiring less invasive myocardial treatment
alternatives to evaluate this product in other phases.
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Introduccion

La cardiopatia isquémica es la principal causa de muer-
te en el mundo desarrollado y en Cuba. Ademas de la
terapia farmacolégica, esta afeccion se trata mediante
angioplastia coronaria transluminal percutanea y ci-
rugia de bypass coronario. Aunque estos métodos son
eficaces, entre el 30 y el 35% de los pacientes sufre

. Autor de correspondencia

restenosis de los vasos coronarios, o no se logra la re-
vascularizacion total, por lo que su mejoria dura muy
poco [1], ademas de que muchos con enfermedad ar-
terial coronaria difusa no son candidatos para estos
tratamientos. Pese a recibir terapia farmacoldgica, unos
cuantos permanecen incapacitados por frecuentes epi-

1. Lekas M, Lekas P, Latter DA, Kutryk MB,
Stewart DJ. Growth factor-induced thera-
peutic neovascularization for ischaemic
vascular disease: time for a re-evaluation?
Curr Opin Cardiol 2006;21:376-84.
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sodios de angina. Estos son pacientes en un estadio
funcional III o IV, con una calidad de vida precaria, con
limitaciones en la actividad fisica ordinaria e inca-
pacidad para desarrollar cualquier actividad sin sentir
molestias. El deterioro de su sistema cardiovascular es
un peligro potencial de accidente vascular con conse-
cuencias fatales. En las etapas finales de la falla cardia-
ca, estos pacientes no tienen mas opcion terapéutica
que el trasplante de corazoén, que no siempre es posible
por la poca no disponerse del 6rgano. Aun cuando
fuera posible, es necesario mantener por largo tiempo
terapia inmunosupresora para evitar el rechazo, que
no es el tratamiento ideal. Por lo tanto, se hace necesa-
ria la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento.

El proceso de angiogénesis es fisiologico y ocurre
como respuesta a una isquemia o a hipoxia: se activan
células endoteliales y surgen nuevos vasos endoteliales
a partir de los existentes [2, 3]. En este proceso estan
involucrados varios factores de crecimiento: el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), an-
giopoyetina, el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
isoforma BB (PDGF-BB, del inglés plateled-derived
growth factor isoform B), el 6xido nitrico y citoquinas
inflamatorias, como la interleuquina-6 (IL-6) [1].

En la angiogénesis terapéutica se usan factores de
crecimiento angiogénicos para estimular el desarrollo
de vasos sanguineos colaterales en tejidos isquémicos.
La neovascularizacion inducida busca amplificar la
respuesta bioldgica por liberacion exégena de proteinas
o genes, que puede ser ADN desnudo o con vectores
virales. Este constituye un enfoque alternativo para el
tratamiento de las insuficiencias vasculares, como la
cardiopatia isquémica critica. Numerosos estudios han
descrito la terapia angiogénica con el VEGF. La ad-
ministracion del VEGF recombinante mejora el flujo
sanguineo al miocardio isquémico en modelos animales
[4] y en pacientes con cardiopatia isquémica [5].

Para lograr la angiogénesis terapéutica se han uti-
lizado de manera exitosa varios genes que codifican
para el VEGF. En estudios preclinicos [6] y clinicos
[7-19] se ha demostrado que la transferencia génica de
ADN plasmidico codificante para el VEGF promue-
ve el desarrollo de vasos colaterales en el miocardio
isquémico, y los resultados clinicos han sido positi-
vos: mejoramiento de la clasificacion funcional de los
pacientes, reduccion en la frecuencia e intensidad de
los episodios de angina y, por ende, disminucion del
consumo de farmacos antianginosos. Las evaluaciones
imagenologicas han mostrado una reduccién en la
extension y severidad de los defectos de perfusion, un
incremento del flujo sanguineo colateral a las zonas
isquémicas y el mejoramiento de algunos parametros
de la funcion ventricular. Aunque estos son resultados
alentadores, aun no se han logrado todos los beneficios
para los pacientes [20], y no se ha aprobado aun el
uso extensivo de la terapia génica en humanos [1].

La terapia génica con un plasmidio codificante para
el gen de la isoforma 121 del factor de crecimiento del
endotelio vascular (pVEGF121), habiendo demostrado
la angiogénesis en modelos animales de isquemia de
miembros inferiores [21, 22] fue aplicada en un estudio
clinico piloto por el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB) de Ciudad de La Habana, Cuba.

Materiales y métodos

Pacientes

Los seis pacientes para este estudio piloto no aleato-
rizado eran adultos, de uno y otro sexo y cualquier
raza, que asistieron con cardiopatia isquémica critica
a la consulta de Cardiologia del hospital Hermanos
Ameijeiras. Se consideraban refractarios al tratamien-
to médico convencional y no eran candidatos a pro-
cederes de revascularizacion miocardica; pero tenian
areas de miocardio isquémico tributarias de la terapia
angiogénica, en las cuales se evidencié mejoria clinica,
demostrada también por tomografia computarizada de
emision de foton unico (SPECT).

El protocolo se conform6 segun la Declaracion de
Helsinki, aprobada por los comités de ética corres-
pondientes y por la autoridad reguladora.

Criterios de inclusién

1. Pacientes con diagnostico clinico y angiografico
de lesion vascular coronaria (cardiopatia isquémica),
clase funcional III o IV, segun la Clasificacion de
Severidad de Angina de la Sociedad Canadiense de
Cardiologia.

2. Demostracion imagenologica de areas de mio-
cardio viable.

3. Pacientes refractarios al tratamiento médico
convencional.

4. Angiografia coronaria: estenosis de las arterias
coronarias mayor que el 70% de estrechamiento del
didametro de la luz del vaso.

5. Pacientes no candidatos a procederes de revas-
cularizacion miocardica (cirugia de revascularizacion
y cardiologia intervencionista).

6. Edad entre 18 y 75 afios, ambas inclusive.

7. Voluntad del paciente mediante la firma del con-
sentimiento informado.

Criterios de exclusién

1. Fraccion de eyeccion menor del 30%.

2. Arritmias graves y sostenidas.

3. Retinopatia diabética u otra severa.

4. Evidencia de cancer, aneurisma cardiaco, dila-
tacion ventricular severa o signos avanzados de re-
modelacion ventricular.

5. Parametros de laboratorio fuera de rango.

ADN plasmidico

En el estudio se utilizé un plasmido que contenia el gen
del VEGF ,,, regulado por un promotor de citomega-
lovirus. Todos estos elementos insertados en un vector
pUC19, que contenia el origen de replicacion en Esche-
richia coli. E1 pVEGF,,, media 4039 pb. El plasmido se
prepar6 y purifico en el Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia (CIGB) de Cuba [21].

Administracién del pVEGF,,

Se administr6 una dosis tnica de 0.5 mg de pVEGF,,,
en 1 mL de solucién salina, con jeringuillas de 1 mL,
por via intramiocardica, en los cuatro sitios especifi-
cados (250 uL/sitio) en la zona isquémica, previamente
definida por el equipo quirtrgico, en el curso de una
toracotomia minima izquierda, sobre la base del mapeo
imagenolégico por SPECT.
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Evolucién de los pacientes

Pardmetros para medir la seguridad

1. Evaluacion clinica: a los pacientes se les hizo un
interrogatorio y examen fisico antes del tratamiento,
durante los primeros siete dias, y en consulta al trans-
currir uno, dos, tres y seis meses. Los pacientes y los
investigadores mantuvieron comunicacion constante,
de manera que se pudiera valorar cualquier evento.

2. Parametros de laboratorio clinico: leucograma
con diferencial, hemoglobina, hematocrito, eritro-
sedimentacion, conteo de plaquetas, aspartato ami-
notransferasa, bilirrubina total directa e indirecta,
fosfatasa alcalina, albimina, colesterol, glicemia,
creatinina, urea, lactato deshidrogenasa. Como parte
de los examenes necesarios para la cirugia, se realizo
tiempo de protrombina, tiempo de coagulaciéon por
Kaolin, grupo sanguineo y factor Rh.

3. Enzimas: creatina quinasa (CK, del inglés crea-
tin kinase), troponina T: basal, a los 2, 7, 30 y 60 dias
luego de la administracion del producto.

4. Electrocardiograma antes y durante la inter-
vencion quirtirgica, en los primeros siete dias y a los
30, 60, 90 y 180 dias después de la administracion del
producto.

5. Fondo de ojo, para descartar la presencia de re-
tinopatia severa antes y después de la administracion
del producto.

6. Examen de mama, tacto rectal, ultrasonido ab-
dominal y radiografia de torax para localizar tumores
preexistentes.

Los datos relacionados con la seguridad del pro-
ducto se obtuvieron mediante un interrogatorio exhaus-
tivo al paciente, que quedd en un registro de datos
primarios, ademas del cuaderno de recogida de datos
de cada paciente.

Parametros para medir el efecto

1. Evaluacion clinica que especifica el nimero e in-
tensidad de los episodios de angina y el requerimiento
de nitroglicerina.

2. Perfusién miocardica: SPECT gatillado con
metoxi-isobutil isonitrilo (MIBI) previo a la adminis-
tracion del pVEGF,, y alos 30, 60 y 180 dias después
de administrado. Para el estudio imagenologico por
SPECT se dividio el ventriculo izquierdo en 17 seg-
mentos. Con el objetivo de estimar la magnitud del
efecto ejercido por el pVEGF 2, el andlisis se circuns-
cribiod a los segmentos de las areas isquémicas viables.
No se tuvieron en cuenta los segmentos involucra-
dos en las zonas de infarto, puesto que el VEGF no
tiene efecto sobre ellos. Ademas, se excluyeron los
segmentos que presentaban perfusion normal antes
de la terapia, excepto en un caso en que esta perfusion
disminuyo¢ en el transcurso del ensayo. Los segmentos
isquémicos se clasificaron seglin su evolucion a una
perfusion normal (mayor o igual que el 70%), a una
perfusion defectuosa pero incrementada con respecto
a la basal (mejoria menor que el 70%), o a una per-
fusién sin cambios en relaciéon con la inicial (no
mejoria).

3. Funcién ventricular: SPECT gatillado con MIBI
antes de la intervencion y a los 30, 60 y 180 dias de la
administracion del pVEGF ;.

Cuantificacién del VEGF en la sangre

Para medir los niveles de VEGF en la sangre se utilizd
un método inmunoenzimatico (Quantiquine, R&D
Systems. Human VEGF Immunoassay). Las muestras
de sangre se tomaron antes de la transferencia génica,
yalos 2,4, 7y 15 dias del tratamiento.

Resultados

Caracteristicas de los pacientes

La mayoria de los pacientes eran del sexo masculino
(83%); el 67% era blanco y el 33% mestizo. La edad
oscild entre 49 y 71 afios con una media de 59.2 y una
desviacion estandar de 7,1.

E183% de los pacientes habia sufrido infarto agudo
del miocardio, el 83% tenia antecedentes de tabaquis-
mo, el 50% padecia hipertension arterial, y en el 33%
se evidencid hiperlipidemia. El 17% era diabético y el
67% tenia factores que predisponen la cardiopatia is-
quémicay desordenes vasculares.

Curso perioperatorio

Las intervenciones quirtrgicas duraron entre 50 y 110
min, lo que significa 81 + 23 min como promedio. La
inyeccion intramiocardica del pVEGF,,, dur6 entre 2
y 10 min, es decir, 5 £ 3 min como media.

Evaluacién de la seguridad

Descripcién de los eventos adversos

Un paciente con antecedentes de hipertension arterial
y estrés presentd una bradicardia con hipotension
durante el proceso de preparacion anestésica. Esto se
relaciond con una irritacion en la colocacion del catéter
intracoronario. Se le administré atropina y se recuperd
rapidamente. Durante el procedimiento quirtrgico se
detectd un aneurisma pequefio en el apex, que no se
habia detectado en los examenes previos, por lo que se
inyecto en sitios alejados del aneurisma. Al finalizar la
intervencion, el electrocardiograma y los niveles de
troponina T del paciente eran normales. A las seis
horas se retir6 el entubado. A las 12 horas, este paciente
sufrié un infarto agudo del miocardio diafragmatico
con extension al ventriculo derecho, que no estuvo
relacionado con el sitio de administracion del produc-
to. Ademas, tuvo disfuncion sistolica del ventriculo
izquierdo y edema pulmonar, al tiempo que resistid
un paro cardiaco del que se recupero. Sufrié un shock
cardiogénico, hasta su muerte cuatro dias después de
la intervencion quirurgica. Como causa de muerte se
reporté una complicacién isquémica posterior a la
intervencion quirtirgica, con una cardiopatia isquémica
de clase III-1V, como enfermedad de base, lo cual
implicaba un alto riesgo para la cirugia. No se demostrd
una relacion directa de la muerte con el producto, y
aun cuando cualquier procedimiento intervencionista
pudiera ocasionar complicaciones en pacientes en
estado critico y causar desequilibrio hemodinamico,
no son elementos suficientes para establecer una
relacion de causalidad de la muerte con el producto
administrado.

Otro paciente tuvo un infarto agudo del miocardio
a las dos horas de la intervencion quirurgica, pero pre-
sentaba hipotension arterial, taquicardia sinusal y apa-
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recieron cambios electrocardiograficos de isquemia
subendocardica en la cara anterolateral, edema pul-
monar y choque cardiogénico. Se observo un aumento
enzimatico, compatible con un infarto agudo del mio-
cardio. Se trat6 de implantarle angioplastia intralumi-
nal por catéter de balon, pero no se pudo por una obs-
truccion a nivel iliaco y femoral. La causa de la muerte
fue el infarto del miocardio posquirurgico (29 horas).
En la necropsia se evidencio ateromatosis severa com-
plicada de las arterias coronarias, de la aorta y las ramas.
Estos datos indican que el paciente tenia afecciones de
base atin mas graves que las que se evidenciaron por la
clinica, los examenes de laboratorio, el electrocardio-
grama y la SPECT. El infarto agudo del miocardio
apareci6 inmediatamente después de concluida la in-
tervencion quirargica, el cual desencadeno las demas
complicaciones del paciente.

En un caso ocurrieron arritmias antes de la admi-
nistracion del tratamiento, que se relacionan con el
procedimiento perioperatorio, y no con el producto
ni con su administracion. En otro caso ocurrio la arrit-
mia durante la aplicacion del producto. Las arritmias
ventriculares se reportan entre los eventos adversos
atribuibles al pVEGF 1, [7, 23].

Parametros de laboratorio clinico

En los parametros de laboratorio no se evidenciaron
cambios atribuibles a la administracion del pVEGF ;.

Niveles de VEGF en la sangre

Los niveles de VEGF en la sangre se midieron en el
momento basal y luego de administrar el producto a
los 2, 4, 7y 15 dias. Se evidenciaron la transfeccion
y la expresion del gen, necesarias para la accion
terapéutica del producto. Los eventos adversos no
tuvieron relacion con la concentracion del producto
en la sangre, puesto que ocurrieron durante el proce-
dimiento perioperatorio, en momentos en que no era
posible atn la expresion del VEGF y su distribucion
en la circulacion sistémica.

A los dos dias del tratamiento hubo un incremento
notable de los niveles de VEGF sérico, evidencia
indirecta de la expresion del gen transferido. El nivel
maximo del incremento de VEGF fue 4.6 + 3.8 veces
el nivel basal, y ocurrié entre los 4 y 15 dias después
del tratamiento. La alta variabilidad de los niveles de
VEGEF y de la magnitud y duracion de la respuesta a la
terapia se corresponde con el reporte de otros
investigadores [24].

El maximo nivel medio de VEGF fue superior a
1 pg/mL y ocurrié entre los dos y cuatro dias después
del tratamiento, con una tendencia a la disminucion,
aunque sin llegar al valor basal medio hasta los 15 dias,
en que se hizo la ultima medicion.

Parametros sobre el efecto

A pesar de ser un estudio piloto en el que se evalud
una muestra muy pequefla, ya que solo se pudo seguir
el curso a cuatro pacientes durante seis meses, en este
articulo se describen los resultados del efecto segun
algunas variables.

Evaluacién clinica

Episodios de angina de pecho: un mes después del
tratamiento, los episodios semanales de angina de
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Figura 1. Episodios de angina de pecho en cuatro pacientes, luego de la terapia génica intramiocérdica

con pVEGF121. Los datos se expresan como la media + DS.

pecho disminuyeron drasticamente, con ligeras osci-
laciones a los tres y seis meses (Figura 1).

Consumo de tabletas de nitroglicerina: al mes de la
terapia y hasta los seis meses, se redujo a cero el con-
sumo de nitroglicerina; aunque a los dos meses, un
paciente reportd su uso por un episodio de angina de
pecho que no cedié con el reposo.

Clasificacion funcional de la angina de pecho: la cla-
sificacion funcional de la angina de pecho se deter-
mind segun el interrogatorio a los pacientes. Al mes
del tratamiento se observo una tendencia a la mejoria
de la clase funcional casi a I, que se acentu¢ a los dos
meses, y se mantuvo a los tres y hasta los seis meses
(Figura 2).

Después de la terapia intramiocardica con pVEGF 1,
los pacientes tuvieron algunos episodios de angina de
pecho; sin embargo, eliminaron el consumo de nitro-
glicerina casi por completo. De manera que hubo una

23. Losordo DW, Vale PR, Isner JM. Gene
therapy for myocardial angiogenesis. Am
Heart J 1999;138:5132-41.

24. Freedman SB, Vale P, Kalka C, Kearney
M, Pieczek A, Symes J, et al. Plasma vascular
endothelial growth factor (VEGF) levels after
intramuscular and intramyocardial gene
transfer of VEGF-1 plasmid DNA. Hum
Gene Ther 2002;13:1595-603.
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Figura 2. Clasificacién funcional de la angina de pecho en cuatro pacientes tras la terapia génica
intramiocardica con pVEGF,,:. Los datos se expresan como la media + DS.
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reduccion de la intensidad de la angina de pecho,
puesto que el dolor cedia con el reposo sin necesidad
del medicamento, y en ocasiones ocurria en situacio-
nes especificas como el periodo pospandrial, ante el
estrés y ante el ejercicio de cierta intensidad, lo cual
significa una mejoria de la clasificacion funcional. Es-
tas variables tienen una gran importancia porque re-
flejan el estado clinico del paciente y, por consiguiente,
su calidad de vida.

Al inicio del estudio, el paciente HAO1 sufria siete
episodios de angina de pecho semanales, que solo se
aliviaban con el consumo de nitroglicerina (14 tabletas/
semana). Al mes del estudio terapéutico, este paciente
no sufri6 angina de pecho y, por ende, dejé de consumir
nitroglicerina, estado que mantuvo hasta los tres meses.
A los seis meses refirié una crisis anginosa por semana,
que sin embargo se calmaba con el reposo, por lo que
no requirié tratamiento antianginoso, y también mostréd
un incremento gradual de la marcha. A los seis meses
redujo la distancia que caminaba sin dolor con respecto
a los tres meses, que sigui6 siendo diez veces mayor
que la condicion basal. Este resultado se corresponde
con la reaparicion del dolor anginoso en este paciente.
Teniendo en cuenta la mejoria de la clase funcional de
la angina de pecho y la supresion del uso de nitroglice-
rina, en la evaluacion final se considerd que el paciente
HAO1 tuvo mejoria clinica.

La angina de pecho del paciente HA02 se clasifico
como funcional III. Al mes de la terapia génica intra-
miocardica con pVEGF),;, se mantenia en la misma
situacion. A los dos meses, se pudo clasificar como
funcional I, y asi se mantuvo hasta los seis meses. El
cambio de clase funcional de la angina de pecho sig-
nificé que las limitaciones en la actividad ordinaria
son leves, y que la angina de pecho solo aparecia al
realizar ejercicio, en el periodo pospandrial o en con-
diciones de estrés emocional. Al inicio del estudio,
este paciente sufria cuatro episodios de angina de pe-
cho semanales, que a veces se aliviaban con el uso de
nitroglicerina (1 tableta/semana). Al mes, y a los dos,
tres y seis meses, los episodios de angina de pecho
fluctuaron, pero las crisis cedieron con el reposo, por
lo que no fue necesario el uso de nitroglicerina. No se
pudo estimar la marcha, debido a que este paciente
presentaba una insuficiencia arterial periférica, que
interfiri6 en la evaluacion, pues le provocaba dolor
en los miembros inferiores. Como se observo una me-
joria de la clase funcional de la angina de pecho y el
paciente suprimio el uso de nitroglicerina, se considero
que tuvo mejoria clinica.

Al inicio del estudio, el paciente HA03 tenia angina
de pecho clase funcional III. Al mes del tratamiento se
clasificé como funcional II, y se mantuvo asi hasta los
seis meses de la evaluacion. Este cambio de clase
funcional significé que las limitaciones en la actividad
ordinaria eran leves, y que la angina de pecho solo
aparecia al realizar ejercicio, en el periodo pospandrial
o en condiciones de estrés emocional. Al principio,
este paciente sufria siete crisis anginosas a la semana,
que cedian con nitroglicerina (7 tabletas/semana). Al
mes, no sufria angina de pecho y dej6 de consumir el
medicamento. A los dos meses, refiri6 un episodio de
angina de pecho por semana, que requirio una tableta
de nitroglicerina. A partir de los tres meses y hasta el
final del estudio, no sinti6 angina de pecho y no utilizé

20

mas nitroglicerina. Este paciente también padecia
insuficiencia arterial periférica, que le producia dolor
en los miembros inferiores, lo cual interfirid en la eva-
luacion de la distancia que podia caminar sin dolor,
por lo que no se pudo hacer una estimacion objetiva.
Considerando la mejoria de la clase funcional de la
angina de pecho y la supresion de la nitroglicerina, la
evaluacion final de este paciente se considerd de mejo-
ria clinica.

Al insertarse en el estudio, el paciente HAOS tenia
angina de pecho en la clase funcional III. Al mes del
tratamiento, la angina de pecho se clasificé como fun-
cional I, y asi se mantuvo hasta los seis meses. Esta
clasificacion significé que la actividad fisica ordinaria:
andar o subir escaleras, no le provocaba angina de pe-
cho, sino que era consecuencia de ejercicios intensos,
rapidos o prolongados. En el momento inicial, el pa-
ciente sufria tres episodios de angina de pecho sema-
nales que cedian con el consumo de nitroglicerina. Al
mes, el paciente dejo de sufrir angina de pecho y, por
ende, dejo de consumir nitroglicerina, y continu6 asi
hasta los seis meses. El paciente mostr6 un incremento
progresivo de lamarcha a lo largo del estudio hasta lle-
gar a caminar 2 km. Teniendo en cuenta la mejoria de la
clase funcional de la angina de pecho y la supresion
del uso de nitroglicerina, en la evaluacion final se con-
sider6 que este paciente tuvo mejoria clinica.

Evaluacién de la perfusién miocdrdica
por SPECT gatillado

Los defectos severos y moderados de la perfusion
evolucionaron de manera paulatina hacia ligeros, y
finalmente, todos los defectos se hicieron ligeros; por
lo que se puede inferir una mejoria tras la perfusion
miocardica.

Teniendo en cuenta que las variables analizadas son
cualitativas, y que las categorias que incluyen resul-
taron un poco rigidas para describir pequefias varia-
ciones en la evolucion de los pacientes, se implementd
un andlisis alternativo de la evolucion de los segmentos
cardiacos involucrados en las areas de isquemia viable.

A lo largo del estudio, al analizar los cambios de los
segmentos isquémicos tras la perfusion (Figura 3), se
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Figura 3. Cambios en las areas isquémicas viables después de la terapia génica intramiocdardica con
pVEGF1,:1. Los datos se expresan en el por ciento del total de segmentos de los cuatro pacientes. La

evolucién normal tras la perfusién se refiere a valores mayores que el 70%.
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vio que de 17 segmentos, seis (35.3%) estaban nor-
males al mes de la perfusion, cinco (29.4%) tenian
cierta mejoria sin llegar a la normalidad, y seis (35.3%)
no tuvieron cambios. A los dos meses, algunos seg-
mentos regresaron a la condicion isquémica. A los seis
meses, cinco segmentos (29.4%) se presentaban nor-
males tras la perfusion, y siete (41.2%) mejoraron sin
llegar al 70% de perfusion. Los cinco segmentos res-
tantes (29.4%) no revelaron mejoria. De manera que
aumentaron los segmentos con algun grado de mejo-
ria, mientras que los que no variaron durante el estudio
mostraron una tendencia a disminuir.

La mejor respuesta de la perfusion se alcanzo al mes
del tratamiento. A los seis meses, aunque la respuesta
disminuy¢ con respecto a la del mes, fue superior a la
condicion basal. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por otros grupos de investigacion que han
utilizado estrategias similares [8-10, 12, 14, 17].

En el momento de su inclusion en el estudio, el pa-
ciente HAO1 presentaba una isquemia inferior ligera
que no se modificéd al mes del tratamiento. A los dos
meses se reporto la regresion total de la isquemia. Sin
embargo, a los seis meses la perfusion en la region is-
quémica cay6 del 100 al 70%. La respuesta favorable
de este paciente ocurri6 a los dos meses y disminuyo
ligeramente a los seis, aunque mantuvo una mejoria
con respecto al nivel basal. En la evaluacion final del
paciente se estipuld una regresion parcial de la is-
quemia.

Al inicio de este estudio, el paciente HA02 presen-
taba una isquemia anteroseptal apical ligera a moderada,
que mejord al mes con una isquemia anteroseptal ligera,
con recuperacion de la perfusion en el apex, por lo que
se reportd como regresion parcial de la isquemia. A los
dos meses esta isquemia empeoro6 con respecto al mes,
pero mantenia la mejoria en relacion con el nivel basal,
puesto que el defecto no comprometia el apex como al
inicio. A los seis meses, la isquemia evolucion¢ a ligera,
aunque no alcanzo6 el nivel de mejoria que se evidencid
al mes del tratamiento, que fue el momento de maxima
respuesta. En la evaluacion final se considero regresion
parcial de la isquemia.

El paciente HAO3 se insert6 en el estudio con una
isquemia inferior severa. Al mes de la terapia, el defecto
mejoré a moderado. Sin embargo, aparecio una nueva
isquemia inferolateral apical ligera, no relacionada con
el territorio de administracion del pVEGF ;). Este nue-
vo defecto pudo deberse a la cardiopatia isquémica de
base que presenta este tipo de paciente, la cual continta
actuando sobre la vasculatura cardiaca, independiente-
mente de la terapia. A los tres meses la isquemia inferior
continud mejorando a ligera, mientras que la isquemia
inferolateral apical se mantuvo. A los seis meses ambos
defectos se reportaron como ligeros, pero se describio
una mejoria notable con respecto al estudio basal. La
maxima respuesta de este paciente se mantuvo desde
los tres meses hasta el final del estudio, y se determind
una regresion parcial de la isquemia.

El paciente HAOS5 se incluyd en este estudio con
una isquemia anteroseptal ligera, que no mostro varia-
ciones al mes ni a los dos meses del tratamiento. A los
seis meses se reportd una mejoria en la region tratada
con respecto al estudio basal, que fue el momento de
maxima respuesta. La evaluacion final del paciente fue
de regresion parcial de la isquemia.

Al mes de la terapia, se reporté una mejoria de la
perfusion en la region inferolateral de este paciente,
no relacionada con el area de inyeccion del pVEGF ;.
Este efecto se mantuvo hasta el final del estudio, y
probablemente se debid a la conexion de los vasos de
nueva formacion con redes preexistentes que irrigaban
otras areas del miocardio, alejadas del sitio donde se
administré el pVEGF21. De modo que se mejord el
flujo sanguineo a esas zonas, ademas de las seleccio-
nadas por los investigadores [8].

La accion paracrina del VEGF una vez expresado y
secretado por los cardiomiocitos, es otra posibilidad que
puede estimular la angiogénesis en otras regiones del
sitio de la inyeccion. En los pacientes HA02 y HA03
se observaron efectos similares. El primero recibio la
inyeccion en la zona anteroseptal apical, y experimentd
mejoria de la region inferior media. El segundo, que
recibi6 el tratamiento en la cara inferior, presentd me-
joria en las regiones anteroseptal basal e inferolateral
basal. Estas mejorias fueron adicionales a las encon-
tradas en las zonas en que se aplico el tratamiento.

Es importante reiterar que las regiones necroticas
no viables, correspondientes a los infartos anteriores
sufridos por los pacientes, no experimentaron ninguna
mejoria.

Siguiendo la evolucion de los segmentos cardiacos
implicados en las areas de isquemia viable, el paciente
HAO1 comenzo en el estudio con un segmento isqué-
mico que a los seis meses tenia perfusion normal. El
paciente HA02 se incluy6 en este estudio con cinco
segmentos afectados, dos de los cuales se normaliza-
ron, uno mejoro6 sin llegar al 70% de perfusion, y los
otros dos no mejoraron. Al inicio, el paciente HA03
tenia dos segmentos con perfusion normal, que se con-
virtieron en isquémicos; ademas de cinco segmentos
que inicialmente estaban afectados, de los cuales uno
se normalizo y los otros cuatro tuvieron alguna mejoria
sin llegar a la normalidad. El paciente HAOS5 comenzé
con cuatro segmentos isquémicos, de los cuales uno se
normaliz6, dos mejoraron sin llegar al 70%, y uno no
mejord. En todos los casos hubo un grado de mejoria y
de normalizacion de la perfusion.

Estos resultados se circunscriben a la evolucion de
los pacientes hasta los seis meses, pero es preciso
emprender estudios posteriores con mas pacientes, y
evaluar su evolucion durante mas tiempo.

Debemos sefialar que el VEGF 2, crea una neovas-
culaizacion colateral que mejora la irrigacion en la
zona isquémica, pero estos vasos no son robustos.
Ademas, los factores de riesgo (hipertension arterial
y la diabetes) que predisponen a los pacientes a la
arteriopatia, continuan incidiendo independiente-
mente de la terapia, lo cual podria explicar que algunos
segmentos que mejoran con el tiempo regresen a la
condicion isquémica.

Evaluacién de la funcién ventricular
por SPECT gatillado

En la funcion ventricular no se observaron cambios, lo
cual coincide con estudios en los que no se evidencian
cambios significativos en la fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo, a pesar las evidencias clinicas e
imagenologicas de mejoria de los pacientes [7, 15].
Es importante destacar que la funcién ventricular
es una variable global, que abarca todas las zonas del
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ventriculo izquierdo, no solo las isquémicas, sino tam-
bién las necroticas, correspondientes a los infartos
anteriores sufridos por los pacientes. La presencia de
defectos de perfusion de gran extension y la severidad
de los infartos, sobre los cuales el producto no ejerce
su accion terapéutica, puede determinar que no mejore
la funcién global del ventriculo, aunque mejore el area
isquémica tratada.

Discusion

La administracion intramiocardica del pVEGF,, a
pacientes con cardiopatia isquémica critica se realizd
durante una toracotomia que, como toda intervencion
quirurgica, es un procedimiento invasivo que requiere
la administracion de anestésicos, ademas de que conlle-
va otros riesgos quirtrgicos. Teniendo en cuenta el esta-
do hemodinamico delicado de estos pacientes, cualquier
proceder quirtrgico implica un riesgo significativo.

Uno de los aspectos esenciales que influyen en los
resultados con la terapia génica es la seleccion de los
pacientes [1]: las condiciones deterioradas de salud
que exhiben y la refractariedad al tratamiento médico
convencional hacen que una intervencion quirdrgica,
aun por toracotomia, implique riesgos de complica-
ciones perioperatorias, descritos en el consentimiento
informado de los pacientes.

Los estudios preclinicos que sustentan los elemen-
tos de seguridad y eficacia de los factores de creci-
miento para la formacioén de nuevos vasos sanguineos,
se realizan en animales jovenes, sanos, sin factores de
riesgo por enfermedades cardiovasculares, lo cual no
ocurre en la practica, en que los pacientes no tienen
opciones terapéuticas, y en muchos casos padecen
ateroesclerosis avanzada [1].

Algunos autores han evaluado el efecto beneficioso
del VEGF combinado con la angioplastia transluminal
percutanea o el bypass coronario [1, 9]. En tales casos
el paciente debera ser tributario de alguna de estas
cirugias y los beneficios que se obtengan siempre su-
peraran el riesgo quirargico.

Para tratar con factores de crecimiento los grupos
que han llegado a fases de evaluacion mas avanzadas
(IT y III), se utiliza un sistema por catéter que es
menos invasivo, mediante el cual se libera el producto
en el sitio de la isquemia y se realizan ensayos a cie-
gas, para evitar asi las complicaciones por la tora-
cotomia [25].

El mejoramiento de los parametros clinicos es el
objetivo fundamental de la terapia génica. Por el esta-
do de salud inicial de los pacientes, los cambios en
cualquiera de estas variables ofrecen una idea de la
eficacia del producto. En este estudio, las evidencias
del efecto del uso del VEGF, coinciden con las de
estudios similares que reportan una mejoria clinica
[7-10, 12, 14-17, 19].

La dosis de administracion del producto es uno de
los aspectos mas discutidos en relacion con el efecto.
Se ha estudiado la administracion de diferentes dosis,
y en estos momentos se estan reclutando los pacientes
para la administracion de 2 mg del VEGEF, y tratar de
incrementar los efectos beneficiosos [1] evidenciados
en el ensayo EUROINJET-1 [25], en que solo se inyec-
taron 500 pg del VEGF 5.

La via de administracion también es importante. La
administracion en el tejido isquémico, es decir, intramio-

cardico, mostr6 los mejores resultados, posiblemente
porque existe un efecto sinérgico con la revasculariza-
cion enddgena, provocado por la isquemia que potencia
el efecto [1].

Las estrategias futuras apuntan a la estimulacion
conjunta de la angiogénesis y la arteriogénesis para el
tratamiento de las enfermedades isquémicas. La neo-
vascularizacion del musculo isquémico requiere la
coordinacion de ambos procesos [26]. Los vasos neo-
formados por el proceso de angiogénesis, a partir de
los preexistentes en el tejido isquémico, no son robus-
tos, y a largo plazo, los pacientes se afectan por los
factores de riesgo que acompafian a las enfermedades
vasculares.

La arteriogénesis es el desarrollo o alargamiento de
las arteriolas colaterales, como respuesta adaptativa
a la oclusion arterial, por un proceso de novo a partir
de los precursores endoteliales circulantes. A diferencia
de la angiogénesis, no hay isquemia en el tejido en que
ocurre, y no se induce por la hipoxia [27, 28]. La ar-
teriogénesis ocurre en regiones proximales con res-
pecto al tejido que esta en angiogénesis activa [26].
Varias proteinas parecen tener este efecto: proteina
quimioatrayente de los monocitos [29, 30], factor de
crecimiento transformante beta [31], factor estimu-
lante de colonias de granulocitos-macréfagos [32],
FGF-1, FGF-2 y PDGF-BB [33]. Las estrategias de
administraciéon combinada de factores que estimulen
la arteriogénesis y la angiogénesis podrian ser mas
exitosas [34].

Como perspectiva de tratamiento se ha sugerido la
terapia con células progenitoras endoteliales circu-
lantes, ya que estas podrian tomar parte en la angio-
génesis, ademas de recuperar el endotelio después de
una lesion [35]. Cuando se administraron células en-
doteliales progenitoras en modelos animales de infarto
del miocardio, se indujo una neovascularizacion signi-
ficativa y una reduccion de la apoptosis, y hubo una
mejoria de la funcién cardiaca. Las diferentes subpo-
blaciones derivadas de la médula 6sea secretan factores
angiogénicos tales como VEGF, FGF, factor de cre-
cimiento de hepatocitos y angiopoyetina-1, que de-
sempefian una funcion vital en la neovascularizacion.
Estos efectos cardioprotectores y el grado de neovas-
cularizacion son dependientes del niimero de células
liberadas [36].

Cuba cuenta con un desarrollo tecnolégico eficien-
te para obtener el pVEGF,; y una adecuada infra-
estructura médico-asistencial para desarrollar este
proyecto. En este momento se estudian los problemas
reportados por otros grupos; pero es imperioso buscar
estrategias que determinen si la terapia génica es una
alternativa terapéutica en los desordenes vasculares,
y que disminuyan significativamente la primera causa
de morbilidad y mortalidad en Cuba y en el mundo
desarrollado.

Conclusiones

Los principales eventos adversos en este estudio de
terapia génica con un plasmido que expresa el VEGF ),
para el tratamiento de la cardiopatia isquémica critica,
estuvieron relacionados con el procedimiento de ad-
ministracioén y con la severidad de la enfermedad de
base de estos pacientes. Hubo evidencias de que ocurrié
la transfeccion y la expresion del gen del VEGEF, y del
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