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1. RESUMEN

Las células madre son las células no especializadas del cuerpo humano, capaces de
autorrenovarse gracias a su capacidad de proliferacion ilimitada y su conservacion como
células indiferenciadas, y generar diferentes tipos celulares. EI uso de células madre en
medicinaregenerativa constituye un areaampliamente estudiada durante las ultimas décadas.
En este contexto, el trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) se ha estudiado y
ha demostrado ser una alternativa para tratar diversas enfermedades. El objetivo del HSCT
es restituir a un paciente un sistema hematopoyético sano, y son varios los estudios que
confirman laefectividad de esta terapia. Las células madre hematopoyéticas (HSC) se pueden
recolectar desde la medula dsea, sangre periféricay del cordon umbilical al nacer. Para la
recoleccion de los productos de HSC hay protocolos bien establecidos descritos en el Manual
Técnico de la Asociacion Estadounidense de Bancos de Sangre (AABB). Actualmente la
recoleccion de HSC se realiza principalmente a partir de sangre periférica, para la cual se
utilizan agentes movilizadores. Debido a la disponibilidad limitada de donantes alogénicos
compatibles para el HSCT, mas los efectos adversos como la enfermedad de injerto contra
huesped (EICH) y posibles infecciones, la terapia génica combinada con un trasplante
autélogo de HSC constituye una buena alternativa y actualmente esta siendo ampliamente
estudiada principalmente en enfermedades monogénicas que pueden tratarse con estos
enfoques, peroal igual que el HSCT, tampoco esté libre de efectos adversos. En esta revision
bibliografica se analiz6 evidencia sobre el uso del HSCT vy el trasplante autélogo de HSC
genéticamente corregidas en enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias, sindromes
hereditarios de insuficiencia hereditaria de la medula 6sea y trastornos hereditarios de
gldbulos rojos con resultados favorables. De todas formas, el empleo de esta terapia sigue
siendo estudiado para estandarizar y encontrar el mejor procedimiento que brinde el menor

riesgo a la aparicion de eventos adversos y mas beneficios.

Palabras clave: Célulasmadre, células madre hematopoyeéticas (HSC), trasplante de células

madre hematopoyéticas (HSCT), terapiacelular, terapia génica.



2. INTRODUCCION

La necesidad de reemplazar o regenerar los tejidos dafiados es cada vez mayor en la
actualidad debido a enfermedades degenerativas, tumores, traumatismos y defectos
congénitos relacionados con la edad y otras enfermedades. La primera opcion en la terapia
regenerativa es reconstruir los tejidos dafiados mediante el uso de células diferenciadas
obtenidas por biopsia, expandidas in vitro y sembradas en andamios apropiados, hechos de
materialesartificiales y/o naturales (1).

Frente al desafio anterior, en comparacion al uso de células diferenciadas, la aplicacion
de celulas madre (CM) se considera mas ventajosa, porque las células madre se pueden
obtener més facilmente y en mayores cantidades, tienen una capacidad de proliferacion
mucho mayor, soportan mas cambios, experimentan senescencia méas tarde, se pueden
diferenciar en una amplia gama de fenotipos celulares deseados, y también apoyan la

vascularizacionde andamios (2).

Por su lado, las CM o células troncales (en inglés se pueden encontrar como stem cells)
son aquellas células no especializadas del cuerpo humano (3). Estas son capaces de
autorrenovarse gracias a su capacidad de proliferacion ilimitaday su conservacién como
células indiferenciadas, y generar diferentes tipos celulares (6seas, sanguineas, epidérmicas,

neuronas, etc.) (4).



Actualmente, la principal aplicacion clinicade las células madre, debido a su potencial de
diferenciacion, es en medicina regenerativa. Dentro de esta area se estan desarrollado
diversos trabajos de investigacion que buscan reemplazar células dafiadas por ceélulas
funcionales que restituyan la funcién normal de los tejidos u 6rganos en enfermedades
debilitantes, tales como: diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, enfermedad de

Parkinson y enfermedades de células sanguineas (5).

Es asi como las terapias basadas en CM tienen el potencial de proporcionar soluciones
novedosas para el tratamiento de una variedad de enfermedades, pero los principales
obstaculos para tales terapias residen en la diferenciacion incontroladay el injerto funcional

de los tejidos implantados (6).

Ademas de la medicina regenerativa, en la cual se centra esta revision, existen otros
objetivos para las células madre. Tal como el modelado experimental de trastornos humanos
usando células madre, que permite definir los mecanismos celulares y moleculares

subyacentes a las enfermedades y desarrollar terapias para tratarlas (7).

Debido a la importancia de las células madre en la actualidad, su amplio uso en
investigacion y principalmente su potencial en medicina regenerativa, en este trabajo se
presenta informacidn actualizada sobre los fundamentos y la aplicacion de las células madre
como terapia celular para diversas enfermedades, con un enfoque en el uso de células madre

hematopoyeéticas.



3. OBJETIVOS

Objetivo General
Realizar una actualizacién sobre la utilizacion de células madre como terapiacelular.
Objetivos Especificos

1. Comprender el origen, sintesisy desarrollo de las células madre.
2. Conocer el proceso de recoleccion de células madre hematopoyéticas.

3. Discutir la efectividad de la terapia celular con células madre hematopoyéticas.



4. METODOLOGIA

4.1 Disefio de estudio

Se realiz6 un estudio tipo revision bibliogréafica, desarrollado en base a investigaciones
publicadas en las bases de datos Pubmed, Scielo, Science direct y la editorial Elsevier. Se
utilizaron revistas indexadas de tal forma de asegurar que han cumplido con criterios de
calidad lo que les ha permitido ingresar a bases de datos internacionales y/o nacionales. La
busqueda se realiz6 a través de palabras clave o combinaciones de palabras, con el propdsito

de revisar trabajos publicados relacionados con células madrey terapia celular.

4.2 Criterios de inclusién

Se incluyeron de preferencia estudios publicados durante los Gltimos 5 afios y algunos
mas antiguos que referencian desarrolloy evolucién histéricade latematica, en los idiomas
inglés y espafiol, en revistas indexadas o de organizaciones internacionales reconocidas. Los
articulos fueron excluidos por titulo, resumen o texto completo por irrelevanciapara el tema
investigado. Por ultimo, para identificar mas estudios que cumplieran con los criterios de

inclusion, también se revisaron las referencias de los articulos seleccionados.

4.3 Aspectos éticos

De acuerdo con la modalidad utilizada en el estudio, no se requiere una aprobacion de un
comite ético, dado que no se hizo uso de datos de pacientes ni animales, solo se llevo a cabo

una revision bibliografica de articulos publicados y andlisis de los mismos.



5. MARCO TEORICO

5.1 Células madre

Las células madre existen tanto desde el embridén como en adultos, es por esto por lo que
se pueden clasificar dependiendo de su origen o procedencia. Generalmente se dividen en 2
categorias, las células madre adultas (CMA) vy las células madre embrionarias (CME).
Algunos investigadores también nombran a las células madre fetales (CMF). Recientemente
se ha identificado un nuevo tipo, que corresponde a las células madre pluripotenciales
inducidas (iPSC, del inglés induced Pluripotent Stem Cells) (1, 8). Las investigaciones con
CME y CMF han estado sujetas a controversia debido a las dificultades politicasy éticas que

conlleva su obtencién.

Las CMA se pueden clasificar como multipotenciales o unipotenciales, las cuales se
encuentran en los tejidos adultos y cordon umbilical pudiéndolas obtener sin dafiar al
embrion. A partir de las CMA se obtienen células adultas dependiendo del tejido donde se
encuentren, de manera que, su papel consiste en conservar y restaurar este tejido (9) por lo
que también se les Ilama células madre érgano-especificas. Por otro lado, las CME pueden
ser obtenidas a partir de las primeras etapas de formacion del embridn solamente durante los
primeros cuatro dias después de la fertilizacion (10) y son capaces de producir cualquier

célula del cuerpo. Més adelante en esta revision se hablaramas acerca de las iPSC.
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Obedeciendo a su capacidad o potencial de diferenciacion las células madre también
pueden clasificarse en 4 grandes grupos, que podemos encontrar en las etapas del desarrollo
embrionario mamifero (figura 1), estan las células: totipotentes, pluripotentes, multipotentes,
y unipotentes (11). Primero estan las células madre totipotentes (derivadas del cigoto), que
pueden diferenciarse en tejidos embrionarios, asi como extra-embrionarios, pudiendo generar

un organismo vivo completamente funcional.

El ejemplo més conocido de una célula totipotente es un 6vulo fecundado (formado
cuando un espermatozoide y un évulo se unen para formar un cigoto). Alrededor del cuarto
dia después de la fecundacion, estas células comienzan a especializarse en células
pluripotentes que son tipos de células flexibles, pero no pueden generar un organismo

completo por si solas (12).

Las células pluripotentessurgen alrededor del momento de la formacion de lamasa celular
interna, cuando se establece el linaje trofoectodermo (11, 13). Estas tienen la capacidad de
diferenciarse en cualquiera de los tejidos o tipo de célula correspondiente a los 3 linajes
embrionarios (endodermo, ectodermo y mesodermo), incluyendo las células sexuales o
germinales. Las células pluripotentes corresponden a las células aisladas de lamorula, células
de lamasa celular internade un blastocisto y epiblastos de la gastrula, que dan lugar a lineas
de células madre embrionarias establecidas o células germinales embrionarias que son

derivados in vitro de células germinales primordiales (12).
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Las celulas madre multipotentes son capaces de generar células de su propia capa
embrionaria. Estas pueden auto-renovarse y diferenciarse en un rango especifico de tipos de
células. Un ejemplo de este tipo de células son las células madre mesenquimales (MSC, del
inglés Mesenchymal Stem Cells). Las MSC pueden diferenciarse en osteoblastos, miocitos,
adipocitos y condrocitos (14). Por ultimo, las células madre unipotentes a diferencia de los

demas tipos de células madre, solo pueden especializarse a un linaje celular.

Gametes Mammalian embryonic development
Zygote Morula Blastocyst Gastrula Organs/Tissues
(Blastomers) (ICM celis) (Epiblast cells)
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Figura 1. Jerarquia de desarrollo del compartimento de células madre. Conceptos: ICM-
derived ES cells = células madre embrionarias (ES cells) derivadas de la masa celular interna
(ICM); PGC-derived EG cells = células germinales embrionarias (EG cells) derivadas in vitro
de células germinales primordiales (PGC); células madre pluripotentes (PSC). De acuerdo
con Ratajczak et al., las VSEL (células madre muy pequefias similares a embrionarias) son
PSC derivadas de epiblasto que se depositan en 6rganos/tejidos en desarrollo como una
poblacion de células madre que da origen a células madre comprometidas con tejido

monopotente. Tomado y adaptado de Ratajczak et al., 2008. (12)
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5.1.1 Obtencion de células madre

Las células madre se obtienen generalmente de cuatro fuentes basicas con el objetivo de
usarlas en terapia celular e ingenieria de tejidos. Las fuentes principales son tejido
embrionario, tejidos fetales, como el feto, placenta (es decir, amnios y corion), liquido
amniotico y corddén umbilical (gelatina de Wharton, sangre), ubicaciones especificas en el
organismo adulto, por ejemplo grasa, médula 6sea, musculo esquelético, piel o sangre, y
células somaéticas diferenciadas después de haber sido reprogramadas genéticamente, es
decir, iPSC (tabla 1) (1).

Las células madre pluripotentes (CMP) incluyen células madre embrionarias (CME) que
se derivan de lamasa celular interna del blastocisto del embridny células madre pluripotentes
inducidas (iPSC) que se crean a partir de células de facil acceso, como las de la sangre, la
piel o la orina, a través de la sobreexpresion de cuatro factores de transcripcionen el cultivo,
haciéndolas inmortales. A partir de la expansién celular realizada in vitro, se obtiene el linaje
celular requerido, este cultivo celular luego tendréa que ser estudiado tanto in vitro como in

vivo (en ratones) para que luego estas células puedan ser usadas como terapia (15).

Por su parte las CMA que se obtienen son principalmente de la piel, cornea o retina, sangre
y musculo esquelético. El potencial de estas células es unipotente por lo que en cultivono se
puede obtener otro linaje celular que no sea el propio de las células que se extrajeron.
Entonces estas células son proliferadas en cultivo celular para que luego puedan ser

estudiadas y posteriormente usadas en terapia (15).
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Tabla 1. Clasificacion de las células madre de acuerdo con su origen, fuentes de obtencion

y potencial de diferenciacién. Tomado y adaptado de Bacakova et al., 2018. (1)

Células madre

Fuente

Potencial

Embrionarias

Cigoto

Totipotente

Morula, Blastocisto, Gastrula

Pluripotente

Fetales Feto Multipotente,
Pluripotente
Tejidos Placenta (amniosy corion) Multipotente,

extra Pluripotente

fetales

Fluido amnidtico Multipotente,

Pluripotente
Gelatina de Wharton en cordon | Multipotente,

umbilical Pluripotente
Sangre del cordon umbilical Multipotente
Adultas Médula 6sea Multipotente,
Pluripotente
Otros tejidos y oOrganos (tejido adiposo, piel, | Multipotente,

musculo esquelético, corazon, higado, tejido | Pluripotente,

neural, sangre, etc.) Unipotente

Inducidas Celulas somaticas diferenciadas Pluripotente
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5.2 Células pluripotentes inducidas

Los autores Takahashi y Yamanaka, en el afio 2006, reportaron que un pequefio conjunto
de factores de transcripcion, al expresarse ectépicamente en una célula somatica, pueden
reprogramarla de nuevo en un estado pluripotente. Esto lo lograron al tomar un set de 24
genes candidatos, seleccionados principalmente por su alta y especificaexpresion en células
pluripotentes, y expresarlos simultaneamente en células diferenciadas utilizando retrovirus

integradores (16).

Para esto identificaron las células que indujeron la pluripotencia mediante un gen
marcador seleccionable que no se expresa en las células somaéticas, pero se activa
preferentemente en las células pluripotentes. Luego, redujeron el céctel de genes al conjunto
minimo de factores de reprogramacion (KlIf4, Sox2, Oct4 y Myc, también conocido como
KSOM) mediante un proceso denominado proceso de eliminacién. Finalmente, demostraron
que las células pluripotentes inducidas resultantes tienen todas las caracteristicas clave de sus
homologos de células madre embrionarias (CME), es decir, la capacidad de dar lugar a

células diferenciadas (16).

De esta forma, las células del paciente se pueden reprogramar en iPSC utilizando
protocolos de reprogramacién optimizados que involucran moléculas pequefias, microARN
y combinaciones de factores de reprogramacion. Las iPSC se pueden diferenciar en células
somaticas que podrian usarse en terapias de trasplante o alternativamente para modelar

enfermedades humanas (figura 2).
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Figura 2. Descripcion general de la tecnologia iPSC. hiPSCs (human induced Pluripotent

Stem Cells). Extraido de Hockemeyer et al., 2016. (17)
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El progreso de las terapias basadas en iPSC consiste en que (por ejemplo, en un paciente
con un desorden neurodegenerativo) las células iPS especificas del paciente, en este caso
derivadas por co-expresion ectopica de factores de transcripcion en células aisladas de una
biopsia de piel, pueden usarse en una de dos vias. En los casos en los que se conoce la
mutacion que causa la enfermedad (por ejemplo, la enfermedad de Parkinson familiar), la
seleccion de genes podria usarse para reparar la secuenciade ADN. Las iPSC especificas del
paciente con correccion genética (reparadas) luego se someten a una diferenciacion dirigida
en el subtipo afectado generando células sanas in vitro que podréan ser trasplantadas al
paciente (18).

Alternativamente, la diferenciacion dirigida de las iPSC especificas del paciente en el
subtipo afectado permitird modelar la enfermedad del paciente in vitro, y se pueden
seleccionar farmacos potenciales, o que ayuda en el descubrimiento de nuevos compuestos
terapeuticos. De esta forma, con el descubrimiento de la tecnologia de reprogramacion
(tecnologia CRISPR-Cas9) que permite el uso de iPSC especificas de una enfermedad en
protocolos establecidos de diferenciacion dirigida, se han eludido muchas limitaciones del

modelado de enfermedades con CME, como la necesidad de edicion de genes (18, 19).

Desde el aislamiento de las CME humanas, los esfuerzos se han centrado en el uso de la
diferenciacion dirigida para generar células madre y progenitoras hematopoyéticas con el
potencial de injerto en ratones receptores humanizados como primer paso para la terapia
celular para trastornos sanguineos. A partir de iPSCs humanas en cultivo se ha logrado

conferirinjerto mieloide y eritroide a corto plazo en ratones inmunocomprometidos (20).

17



También en el estudio de Doulatov et al. (21), se usaron iPSCs humanas para modelar la
aplasia eritroide congénita de la anemia de Diamond-Blackfan (DBA) utilizando iPSC de
pacientes portadores de mutaciones en los genes de la proteina ribosomica RPS19 o RPLS5.
El injerto de progenitores derivados de iPSC DBA humanos para generar ratones quiméricos
revel6 una diferenciacion eritroide marcadamente alterada, recapitulando el fenotipo de DBA
humano. A partir de lo anterior se logro identificar al inductor de autofagia SMER28 como
un candidato terapéutico que también es capaz de rescatar la eritropoyesis en ratones

quimeéricos.

Sin embargo, en el estudio de Abad et al. (22), se demostr6 que la induccion transitoria
de los cuatro factores Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc en ratones da como resultado teratomas que
emergen de multiples érganos. Es por esto que sigue habiendo serios problemas de seguridad
para la terapiaiPSC, ya que un subconjunto de células indiferenciadasa menudo permanece
dentro de la mezcla de células diferenciadas; estas pueden formar teratomas benignos o

teratocarcinomas agresivos después de la inyeccion in vivo (23).

Se sostiene ampliamente que, en el transcurso de la diferenciacion dirigida, las iPSC
perderan gradualmente la expresion de los marcadores de pluripotencia. Sin embargo, esta
informacion por si sola es insuficiente para determinar si las iPSC estan lo suficientemente
diferenciadas como para que sean incapaces de formar un teratoma, un problema importante
en cualquier posible terapiacon iPSC (24). Por lo tanto, la eliminacion completa de las iPSC
en los productos celulares finales sin comprometer su viabilidad, eficacia y propiedades
funcionales es necesaria para el éxito de cualquier terapia celular basada en iPSC.
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En el estudio de Aeyung et al. (25), descubrieron que el veneno de abeja (BV, del inglés
“Bee Venom”) inducia selectivamente la muerte celular en las iPSC, pero no en las células
diferenciadas derivadas de las iPSC (iPSCs-Diff). ElI BV rapidamente altero la integridad de
la membranacelular y adherencias focales, seguido de induccidn de apoptosisy necrosisen
iPSC. EI mecanismo consiste en que el BV rapidamente aumenta la concentracion de calcio
intracelular (Ca®*) y las especies reactivas de oxigeno (ROS), alterando el potencial de la

membrana mitocondrial, en consecuencia, produciendo la apoptosis de la célula.

Ademas, el tratamiento con BV antes del injerto in ovo previno eficazmente la formacion
de teratomas derivados de iPSC. Por el contrario, no se observé dafio en el ADN en iPSCs-
Diff después del tratamiento con BV, lo que demuestra ain mas la seguridad de este para su
uso con iPSCs-Diff. Esto demostraria que el BV tiene una potente actividad antiteratomaal
eliminar lasiPSCresidualesy puede utilizarse parael desarrollo de terapias celulares basadas
en iPSC eficacesy seguras (25).

5.2.1 Des-diferenciacionde las células madre

Actualmente se sabe que los adipocitos Ilenos de lipidos, que son el tipo de célula més
abundante en cualquier tejido adiposo, se pueden reprogramar en células madre multipotentes
llamadas células grasas desdiferenciadas (DFAT, del inglés Dedifferentiated Fat cells)
mediante un método tradicional de cultivo de techo. Las células DFAT exhiben una robusta
capacidad de proliferacion y potenciales de diferenciacion de multiples linajes, teniendo
ventajas unicas cuando se utilizan como fuente celular para el tratamiento de muchas
enfermedades clinicas gracias a laabundancia de adipocitos maduros en el tejido adiposo que

hace que las células DFAT sean faciles de obtener (26).
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Entonces, si bien podemos lograr (con tecnologia de reprogramacion) transformar una
célula diferenciada a una célula pluripotente (iPSC), la desdiferenciacion de las células
también se lleva a cabo fisiologicamente. Por ejemplo, un estudio realizado por Murata et al.
(27), demostrd que la ablacion de las células madre intestinales LGR5+ (ISC, del inglés

Intestinal Stem Cells) se asocia con una rapida restauraciéon del compartimento ISC.

Esto debido a que observaron que, si bien, las ISC LGR5 + mantienen la autorrenovacion
del epitelio col6nico y del intestino delgado, su ablacion no compromete la integridad
epitelial, ya que otras células de la cripta (ej., progenitores de enterocitos y secretores, y
ocasionalmente células de Paneth) pronto reponen el compartimento LGR5+ al

desdiferenciarse y proveer nuevas ISC LGR5+ (28).

En este contexto, a traves de la transicion epitelial-mesenquimal (EMT) las células
epiteliales pierden su polaridad celular y su adhesion célula a célula, y adquieren
caracteristicas migratorias e invasivas para convertirse en células mesenquimales. Este
proceso es una caracteristicacomun entre el desarrolloembrionarioy progresion del cancer.
La diferencia radica en que la EMT en el desarrollo se ha descrito como eventos de
diferenciacion, mientras que en lamayoriade los casos la EMT en c&ncer se ha descrito como

un evento de desdiferenciacion (29).
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Se sugiere que la EMT provoca una desdiferenciacion que permite la posterior
diferenciacion. En el desarrollonormal, los eventos de la EMT pueden causar una inversion
parcial de la diferenciacion para superar las barreras de diferenciacion. Por otro lado, cuando
la EMT se activa de forma aberrante en el cancer, las células adquieren atributos de células
madre que contribuyen a la capacidad de autorrenovaciény son capaces de diferenciarse de
todos los tipos de células representadas en el tumor. Las células madre cancerosas resultantes
alcanzan las caracteristicas del cancer, incluida la inmortalidad replicativa, laresistenciaa la

muerte celulary la invasividad (29).

5.3 Mecanismo de accion de células madre

Las células madre multipotentes como las MSC (células madre mesenquimales) son
considerablemente analizadas como una herramienta efectivaen terapiacelular. Debido a la
limitacionclinica de usar CME vy iPSC, las células madre mesenquimales (MSC) despiertan
gran interés gracias a que estan libres tanto de preocupaciones éticas como de la formacion
de teratoma (30). Las MSC se encuentran en casi todos los tejidos, pueden ser facilmente
aisladas de la médula osea, tejido adiposo, del cordon umbilical, higado fetal, musculo y

pulmon, y ser exitosamente expandidas in vitro (31).

Gracias a sus potenciales inmunomodulatorios, inmunosupresivos y regenerativos, el
efectode las MSC en terapia celular se ha analizado en enfermedades inflamatorias, inmuno-
mediadas, y degenerativas. Los mecanismos terapéuticos de las MSC son; migracion,
reparaciony regeneracion de tejido, inmunomodulacion, efectos antiinflamatorios, actividad
anti apoptotica, neoangiogénesis, activacion de células madre residentes, y también efectos

antimicrobiales (tabla 2).
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El mecanismo de migracion consiste secuencialmenteen tres pasos primordiales. Primero,
la quimioatraccion de las MSC hacia los sitios de inflamacidn se logra mediante quimiotaxis
hacia algunas quimiocinas y citocinas acumuladas alli, se incluyen; EGF, IGF, PDGF,
VEGF, SDF-1, TNF-a, IL-1,IL-6 e IL-8. La hipoxiay estimuladorescomo VCAM-1, MCP-
1, MCP-3, G-CSF despiertan la movilizacion de las MSC. Segundo, la adhesion de las MSC
a las células dafiadas se logra mediante moléculas de adhesion como selectinas e integrinas.
En tercer lugar, las MSC son infiltradas en los sitios de inflamacion por algunas enzimas
como las MMPy TIMP (32).

Las MSC también pueden alterar el microambiente tisular a través de la secrecién de
factores paracrinos. La sefializacion paracrinaregulala proliferacion, actividad antioxidante,
diferenciacion, envia sefiales a macrofagosy células endoteliales, y potencialmente también

estimulalas células madre residentes para ayudar en el proceso de reparacion de tejidos (33,
34).

Citocinas y factores reguladores como IL-10, TGF-B, PGE2, IDO, NO y FAS/FASL
contribuyen en la caracteristicainmunomoduladorade las MSC, al inhibir la proliferaciony
funcién de algunas células inmunes tales como linfocitos By T, células dendriticas, células

Natural Killer, monocitos, neutréfilos y macréfagos (figura 3).
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Figura 3. Interaccion propuesta de las MSC con las células inmunitarias del huésped.
Tomada y adaptada de Weiss et al., 2019. (35)

En el caso de monocitos/macréfagos, la via propuesta de antiinflamacion mediada por
MSC através de la fagocitosis de MSC, propuesta por de Witte et al. (36) y Braza et al. (37),
consiste en primero la administracion de las MSC, las cuales son atrapadas en el sistema
capilar de los pulmones donde son fagocitadas por monocitos/macrofagos clasicos. Esto
cambia la naturaleza de los monocitos/macrofagos a un fenotipo inmuno regulador,

generando una redistribucidn sistémica de monocitos/macréfagos inmuno-reguladores.

La infusion sistémicade las MSC se ha utilizado con éxito para mejorar una variedad de
trastornos inmunitarios, incluida la enfermedad de injerto contra huésped (EICH),
enfermedades neurodegenerativas, mejora del injerto de células madre hematopoyéticas,
LES, lesion tisular, diabetes, artritis reumatoide, autoinmunidad, pulmon, enfermedades del
higado y del corazon, enfermedad inflamatoria intestinal, sepsisy esclerosis sistémica (38).
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Tabla 2. Resumen de los mecanismos de accion de las MSC. Informacidn obtenida de
Saeedi et al., 2019. (38)

Mecanismo de Descripcién
accion
Migracion “Homing” corresponde al proceso de migracion selectiva de las
(homing) MSC hacia el lugar de la lesion, junto con la entrega sostenida de
sefiales troficas.
Reparacion y | La capacidad de las MSC de diferenciarse envarios linajes celulares,

regeneracion  de

tejido

su capacidad de migracion a tejidos dafiados, angiogénesis, actividad
anti apoptodtica y su capacidad de secretar factores solubles
bioactivos ayudan en el proceso de reparacion y regeneracion de
tejido.

Inmunomodulacién

Varias citocinas y factores reguladores se atribuyen a la
caracteristicainmunomoduladora de las MSC.

Efectos

antiinflamatorios

Una reduccion general de la inflamacién tanto local como sistémica
se llevaa cabo mediante una disminucién equilibrada de las citocinas
proinflamatorias y un aumento de las citocinas antiinflamatorias.

Actividad
apoptatica

anti

Las MSC pueden proteger las células lesionadas y preservar la
funcién de los 6rganos al inhibir la muerte celular programada a
traves de la sefializacién paracrina. Los mediadores secretados por
las MSC incluyen SDF-1, IGF-1, Nrf2, HIF, HO-1 y VEGF regulan
negativamente las proteinas pro-apoptéticas.

Neoangiogénesis

Las MSC pueden promover la neovascularizacion en tejidos
lesionados mediante la expresién de citocinas angiogénicas como
VEGF, FGF1, 2, HGF, Ang-1, 2y SDF-1.

Los factores de crecimiento secretados por las MSC pueden estar
implicados en la movilizacion de poblaciones de células madre
residentes. Las MSC secretaron VEGF, HGF e IGF-1 para estimular
la poblacion enddgena de la proliferacion de células madre a través
de interacciones paracrinas complejasy de célula a célula.

Activacion de
células madre
residentes

Efectos

antimicrobiales

Las MSC estan equipadas con un mecanismo intrinseco de
destruccidn de bacterias al secretar péptidos antimicrobianos como
LL-37 y Lipocalin-2 en respuesta a la estimulacion por patdgenos.

24




5.4 Células madre de la médula ésea

La médula dsea es un 6rgano dindmico compuesto por células madre hematopoyéticas
(HSC, del ingles “Hematopoietic Stem Cells”) y las MSC. Estas células, en asociacién con
la matriz extracelular, organizan un microambiente especializado que regula la formacion de

células hematopoyéticas madurasy su correcto funcionamiento (39).

Las MSC en la médula ésea, cumplen un rol fundamental apoyando la hematopoyesis.
Estas dan lugar a varios linajes celulares; condrocitos, osteoblastos, fibroblastos, adipocitos,
miocitos y células endoteliales. Los osteoblastos desempefian un papel importante en la
construccién de nichos osteoblasticos/endoseos. Estos nichos osteoblasticos mantienena las
HSC en su fase quiescente. Junto con los osteoblastos, los osteoclastos (que derivan de
celulas hematopoyéticas de la linea monocito-macrofago) tienen un papel vital en la

remodelacion éseay la estructuradel nicho (40).

Entonces, la funcién principal de las MSC es el apoyo, el mantenimientoy la regulacion
de las propiedades de las HSC. La interaccion entre estos dos tipos de células da como
resultado la prevencion de la diferenciacion de las HSC y la proteccién de la apoptosis, lo
que promueve la autorrenovaciény el mantenimiento de sus caracteristicas. Sinembargo, en
muchas neoplasias hematoldgicas, las MSC estan desreguladas y pueden crear un

microambiente inhibidor capaz de inducir el inicio y/o progresionde la enfermedad (39).
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Las MSC secretan factores solubles, incluidas las vesiculas extracelulares (VE), que
pueden influir en el microambiente de la médula dsea a través de mecanismos paracrinos. La
secrecion de VE de las MSC (MSC-VE) estainfluenciada por estimulos inflamatorios, estrés,
altos niveles de calcio intracelular y pH acido tanto en condiciones fisiolégicas como
patoldgicas (41). En la hematopoyesis normal, las MSC-VE pueden contribuir a la activacion
de las HSC en estado quiescente después de diferentes estimulos como hemorragia, cambios
en la concentracion de oxigeno, quimioterapiae irradiacion (42) permitiendo lamovilizacion

de las HSC hacia la sangre periférica.

En una neoplasia hematoldgica, como en el mieloma multiple (MM), se ha demostrado
que las MSC-VE de donantes sanos inhiben el crecimiento de células MM, mientras que sus
homologos de pacientes con MM promueven el crecimiento tumoral. Las MSC-VE de
pacientes con MM expresan niveles altos de 1L6, CCL2 y fibronectinay niveles bajos del
supresor de tumores mirl5a, que es capaz de inhibir el crecimiento de células en el MM pero

también de inducir apoptosis, manteniendo la enfermedad en un estado estable (43).

Mas alla de las funciones potenciales en la fisiologiay fisiopatologia de la hematopoyesis,
varios estudios también han investigado el uso de las MSC-EV como posibles alternativas a
las MSC para mejorar tanto la expansion como el injerto de las HSC y para prevenir la
enfermedad de injerto contra huésped después del trasplante de células madre
hematopoyéticas (39).
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5.4.1 Células madre hematopoyéticas

El sistema hematopoyético se compone de células especializadas incluyendo los glébulos
rojos que transportan oxigeno, megacariocitos productores de plaquetas, y células
inmunitarias innatas y adaptativas que luchan contra patdgenos (incluidos monocitos,
neutréfilos, linfocitos Ty linfocitos B). La hematopoyesis (formacion de sangre), a partir de
células madre y progenitoras hematopoyéticas de la médula désea (y otros 6rganos
hematopoyéticos, por ejemplo, el bazo), es esencial para mantener las funciones de la sangre

y del sistemainmunolégico (44).

El tipo de célula hematopoyética mas primitivason las HSC que pueden regenerar todos
los linajes de la sangre adultay del sistema inmunolégico a largo plazo después del trasplante
mediante una combinacidn de autorrenovaciény diferenciacion multipotente (45). En cuanto
al origen de las HSC, durante la embriogénesis, el pool original de HSC es formado en un
proceso de desarrollo complejo que involucra varios sitios (el saco vitelino, la regién aorta-
gonada-mesonefros, la placentay el higado fetal), después de lo cual las HSC colonizan la
médula 6sea al nacer (figura4). Durante la vida posnatal, se establece un estado estable en el
que el tamafio del grupo de HSC se mantiene mediante la regulacidnde la autorrenovaciony
diferenciacionde las HSC (46).

Considerando que la sangre tiene una alta tasa de “rotacion”, se estimaque cada segundo
se produce 1x10°8 células sanguineas en un organismo humano (47), para mantener este
sistema de produccion dinamica de sangre las HSC poseen mecanismos evolutivamente
conservados para responder rapidamente a las demandas del organismo y protegerse del

estrés ambiental, como el estrés oxidativo (48).
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Figura 4. Establecimiento de grupos definitivos de células madre hematopoyéticas (HSC)
en embriones de ratén y humanos. (A) El desarrollo hematopoyético comienza, como se
especifica, del mesodermo de la estria primitiva (gris) en destinos hematopoyéticos y
vasculares. Las HSC nacientes se someten a un proceso de maduracion (azul) que les permite
injertarse, sobrevivir y autorrenovarse en futuros nichos hematopoyéticos. Posteriormente,
las HSC fetales se expanden rapidamente, después de lo cual se establece un estado estable
en el que las HSC residen en un estado relativamente inactivo en la médula 6sea. (B) Las
edades en las que los sitios hematopoyéticos humanos y de ratén estan activos. Barras grises,
mesodermo; barras rojas, diferenciacion hematopoyéticaactiva; barras amarillas, génesis de
HSC; barras azules, presencia de HSC funcionales de tipo adulto. Las barras amarillas rotas
para el saco vitelinoy la placentaindican que la génesis de HSC de novo no ha sido probada
experimentalmente. AGM, Aorta-Gonada-Mesonefros. Extraido y adaptado de Mikkola et
al., 2006. (46)
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Entonces, si bien las HSC adultas estdn en gran parte latentes (quiescentes) en condiciones
de estado estable, las HSC se activan y entranen el ciclo celular después de una lesion, estrés
o trasplante, para reestablecer la homeostasis del sistema sanguineo. Por lo que tendremos

HSC latentesy ciclicas, y estas tienen distintas actividades metabélicas (49).

Las HSC latentes tienen baja actividad metabolica, considerando que su nicho dentro de
la medula 6sea es hipdxico, obtienen energia principalmente a través de glucolisis. Ademas,
pueden recibir nutrientes de su entorno extracelular, reciclar proteinas citoplasmaticas y
organulos a través de la autofagia. La autofagia juega un papel importante en la inactividad
de las HSC, con la pérdida de la autofagia que resulta en un estado metabodlico activado, se
inhibe la autorrenovaciony se promueve la diferenciacion. Por otro lado, las HSC ciclicas
tienenuna altaactividad metabdlica, que por el contrario realizan fosforilacion oxidativa que

se relacionacon la proliferacion celular (49).

Para definir la relacion de linaje entre las HSC y sus progenies, se propuso la jerarquia
hematopoyética como una ruta ramificada en forma de arbol que describia el proceso de
diferenciacion de las HSC a los diferentes tipos de células sanguineas. Como se indica en
esta ruta, la diferenciacion de HSC se produce a través de un proceso escalonado desde
progenitores multipotente, a oligopotentes, a unipotentes y finalmente a la produccién de

células sanguineas maduras (50).
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Pero antes de hacer referencia al proceso de diferenciacion de las HSC, en los ultimos
afios, con el desarrollo de nuevas tecnologias, como los enfoques 6micos de resolucién
unicelular, estudios recientes in vitro e in vivo han sugerido que la heterogeneidad es una
caracteristica comun de las HSC y sus progenies. Anteriormente, las HSC purificadas se
consideraban homogéneas porque estas células comparten marcadores idénticos en la
superficie celular, y funcionalmente, también se considero que cada célula de esta poblacién

homogénea poseia idéntica capacidad de diferenciacion (51).

Con el andlisis de perfil mico unicelular, se revelan nuevos conocimientos sobre la
hematopoyesis, especialmente al revelar la heterogeneidad de las HSC. Esta heterogeneidad
de las HSC se reflejaen el hecho de que cada HSC individual es diferente en términos de
firmamolecular, destino celulary resultado funcional. Este descubrimiento es suficiente para

remodelar la comprension del complejo proceso de diferenciacion (52).

El analisis 6mico unicelular consiste principalmente en la epigendémica y la
transcriptémica, que pueden revelar informacion epigenéticay el estado transcripcional en la
resolucion de una sola célula. Estas estrategias ahora se utilizan ampliamente para predecir
la identidad celular, mapear el atlas celular, descubrir la heterogeneidad de una célula a otra
Yy, en consecuencia, reconstruir el mapa de diferenciacion (53, 54, 55, 56).
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Actualmente las HSC se pueden clasificar en tres subpoblaciones. Primero estan las HSC
a largo plazo o LT-HSC (LT, siglas del ingles “long term ), estas son una poblacion rara de
HSC de médula 6sea y poseen una capacidad de reconstitucion permanente en receptores
irradiados letalmente. En estado estacionario, las LT-HSC son quiescentes. Sinembargo, una
vez expuestas a un estimulo de estrés, estas células se reactivany entran en el ciclo celular.
Luego las HSC de plazo intermedio o IT-HSC (IT, siglas del ingles “intermediate term”) se
definieron por su capacidad de autorrenovacion que se encuentra entre la de las ST-HSC y

las LT-HSC, por lo que actian como una poblacidn celular transitoria (57)

La tercera subpoblacionson las ST-HSC (ST, siglas del ingles “short term”) que poseen
la capacidad de reconstitucion a corto plazo (8-12 semanas desde el trasplante) y pueden
restaurar rapidamente el sistema hematopoyético después del trasplante. Ademas, las ST-
HSC se diferencian en progenitores multipotentes (MPP), que tienen una mayor frecuencia
de progresién del ciclo celular y una actividad de diferenciacion méas robusta, pero sin

capacidad de autorrenovacion detectable, en comparacion con las HSC (57).

La poblacién de MPP se puede resolver en MPP1, MPP2, MPP3 y MPP4. Estas
subpoblaciones se diferencianen: su inmunofenotipo, abundancia en la médula ésea, estado
del ciclo celulary capacidad de diferenciacion. Las MPP1 tienen actividad similara las ST-
HSC (multipotente). Las células MPP2 y MPP3 dan lugar principalmente a progenitores
mieloides comunes (CMP), mientras que las células MPP4/LMPP generan

predominantemente linajes linfoides (figura5).
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Figura 5. Mapa de ruta revisada de la jerarquia hematopoyética. Abreviaturas: CLP,

progenitor linfoide comun; CMP, progenitor mieloide comun; GMP, progenitor de
granulocitos/macréfagos; IT-HSC, célula madre hematopoyética de término intermedio;
LMPP, progenitor multipotente cebado por linfoides; LT-HSC, célulamadre hematopoyética
a largo plazo; MEP, progenitor de megacariocitos/eritrocitos; MPP, progenitor multipotente;
ST-HSC, célula madre hematopoyética a corto plazo. Extraido y adaptado de Zhang et al.,
2018. (57)
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Los mecanismos relacionados a las HSC no difieren mucho de los de las MSC (como el
“homing”, reparacion y regeneracion de tejidos, inmunomodulacion, entre otros) pero se
debe entender el proceso en el cual son liberadas a la circulacion desde la medula 6sea para
cumplir sus funciones. Se cree que las HSC residen en dos nichos distintos en la medula 6sea:
el enddseo (superficie interna del hueso) y el sinusoidal (porcion central vascularizadade la
medula ésea). El anclaje de las HSC a la medula 0sea esta mediado por dos vias: VCAML1y
CXCR4; CXCL12 (58). Y a pesar de las sefiales continuas de retencion, aproximadamente

el 1% de las HSC ingresan a la circulacion sanguinea todos los dias (59).

Primero, los osteoblastos en el nicho enddseo producen una sefial de retencion de HSC
(SDF-1) que, junto con el ambiente hipoxico del nicho, promueve el mantenimiento de HSC
primitivas inactivas a largo plazo capaces de autorrenovacion ilimitada (60). La salida del
estado de reposo se acompafia de la migracion de las HSC proliferativas hacia el nicho
sinusoidal. Este nicho contiene endotelio vascular, células reticulares y megacariocitos, y
proporciona un acceso mas inmediato a la circulacion sanguinea, asi como un ambiente rico

en oxigeno que favorece la proliferacién/diferenciacion de las HSC (61).

Los mecanismos subyacentes al trafico de las HSC desde la circulacién a los tejidos
periféricos no mieloides aun no se comprenden completamente, pero esta claro que las HSC
(que van desde las células madre mas primitivas hasta los progenitores comprometidos con
el linaje) se encuentran en el higado, los pulmones, el intestinoy los rifiones, y también esta
bien establecido que el dafio tisular facilita la localizacion de las células madre

hematopoyéticas en el lugar de la lesién (58).
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5.5 Recolecciony procesamientode HSC para su uso en medicina regenerativa

En medicinaregenerativa, el trasplante de HSC representa una terapia curativa frente a
multiples enfermedades malignas y no malignas. Pero, primero que todo, la investigacion
sobre el uso de HSC en medicina regenerativa se afianzo en la década de 1950 con la
demostracion de que las células de la médula dsea inyectadas por via intravenosa pueden
rescatar a los ratones irradiados de la letalidad al restablecer la produccion de células
sanguineas (62).

El objetivo del trasplante de HSC consiste en restituir a un paciente un sistema
hematopoyético sano. Por lo general, esto se logra recolectando HSC alogénicas sanas, de un
donante compatible con inmunidad adecuada y trasplantdndolas al receptor, previo
acondicionamiento de su médula dsea destruyendo la hematopoyesis enddgena (con
radiacion y/o quimioterapia). El injerto exitoso de las células madre hematopoyéticas del
donante conduce a la reconstitucion del sistema hematopoyético a largo plazo y es clave para

la capacidad curativa del trasplante de HSC (63).

También existe el trasplante de HSC autélogo, que implica el uso de las propias células
madre hematopoyéticas del paciente y se utiliza clinicamente, en casos como tratamientos
con altas dosis de radiacion/quimioterapia para cancer sélido, donde la terapia causa
insuficiencia de la médula 6sea. El trasplante de HSC autélogo se ha utilizado tambiénen el
contexto de la terapiagénica, para tratar determinadas enfermedades congeénitas de la sangre,
como las inmunodeficiencias primarias, en las que se recogen las células madre
hematopoyéticas del paciente, se “corrigen” transfiriendo los genes faltantes mediante

transduccion retroviral o lentiviral y luego se devuelven al paciente (63).
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5.5.1 Recoleccionde HSC

Las HSC para uso clinico pueden ser recolectadas ya sea de la médula, de la sangre
periféricadespués de lamovilizacion o recolectada desde el cordon umbilical al nacer, y estas
varian en las caracteristicas celulares y la aplicacion clinica (tabla 3). Los pacientes
sometidos a recoleccion de HSC para un futuro trasplante autélogo son evaluados por su
aptitud médica y capacidad para tolerar la extraccién de médula 6sea o el tratamiento de
movilizacion. Los donantes alogénicos, una vez seleccionados, también requieren
evaluaciones para garantizar la seguridad del proceso de donacion para ellos, ademas de una
evaluacion para minimizar el riesgo de transmisién de agentes de enfermedades infecciosas
(64).

El trasplante de HSC (HSCT, del inglés “Hematopoietic Stem Cells Transplantation™)
comienzacon un régimen de acondicionamiento para extirpar total o parcialmente lamédula
6sea del receptor, creando espacio para que las HSC se injerteny comiencen a producir todos
los linajes de células sanguineas. Por otro lado, la movilizacién es el proceso mediante el
cual una gran cantidad de HSC se mueven desde la médula 6sea hacia la sangre periférica
(quimioterapia y factor estimulante de colonias de granulocitos como agentes
movilizadores), lo que facilitala recoleccidn de células madre de sangre periférica (65).

Entre los marcadores de HSC, CD34 es bien conocido por su expresion Unica en estas
células. Por estarazon, se utilizapara enriquecer la médula 6sea del donante con HSC antes
del trasplante. Varios estudios que utilizan ratones knockout para CD34 indican que CD34
aumenta el trafico y la migracién de células hematopoyéticas; sin embargo, el mecanismo

preciso aun no se comprende completamente (66).
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Por su parte, la extraccién de médula es un procedimiento quirdrgico invasivo que se
realiza en condiciones estériles y, por lo general, bajo anestesia general. Debido al
procedimiento necesario para obtener HSC desde la médula 6sea, el donante ademas de
someterse a examenes de deteccion de anticuerpos, pruebas de enfermedades infecciosas y
pruebas de compatibilidad HLA, también deben estar fisicamente aptos para la donacion y

ser capaces de tolerar el tipo de anestesia necesaria pararealizar larecoleccidn con éxito (64).

Con respectoal proceso, se recomienda extraer como maximo 20 ml de médula ésea por
kilogramo de peso del donante, y se ha documentado una mediana de volumen de recoleccion
de 1040 ml (67). Luego de aplicada la anestesia, el donante se coloca en posicion decubito
prono Yy las crestas iliacas posteriores se preparan asepticamente y se cubren con barreras
estériles. Se inserta una aguja de gran calibre con una jeringa adjunta enjuagada con
anticoagulante en cada cresta iliaca posteriory se aspiran aproximadamente 5 ml de médula
(proceso repetido en diferentes sitios 6seos hasta alcanzar el limite mdximo de volumen

seguro de donantes) (64).

La médula aspirada luego se recoge en una bolsa de recoleccion grande que contiene
anticoagulante de heparina mezclado con anticoagulante acido-citrato-dextrosa formula A
(ACD-A), medio de cultivo de tejidos o tampdn fisioldgico (64). Los riesgos de la extraccion
de médula 6sea incluyen reacciones a la anestesia, sangrado, transfusion, infeccién, dolor

posoperatorioy dafio muscular o nervioso (65).
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La recoleccion de HSC desde la sangre periférica requiere la movilizacion previa
utilizando agentes como G-CSF (también conocido como filgrastim) y/o plerixafor,
previamente también se usaba la quimioterapia. EI G-CSF (siglas del inglés “granulocyte
colony stimulating factor”) es una citoquina que funciona como un agente de movilizacion

bien estudiado y de uso comdn (68).

Esta citoquina activa laelastasa de neutrofilosy la catepsina G paraescindir las moléculas
de adhesion en la médula dsea, como la molécula de adhesion de células vasculares-1y
CXCR4, el receptor SDF-1 (siglas del inglés “stromal cell-derived factor 1) en HSC, con lo
cual las libera de la médula para movilizarse hacia el torrente sanguineo (el mecanismo es
probablemente mas complejo y se postulan teorias adicionales). Entre los donantes
alogénicos, laconcentracion de células CD34 + en lasangre periférica generalmente aumenta
de 50 a 100 veces hasta un promedio de 84-119 células CD34 +/uL (65).

Al usar G-CSF por si solo, se ha registrado que la mayoria de los donantes alogénicos
movilizan HSC adecuadas, pero hay un numero significativo de pacientes que no lo hacen,
por lo que presenta la necesidad de otros agentes de movilizacion, tal como el plerixafor.
Este compuesto de biciclam, actiabloqueando CXCR4 produciendo un aumento medio de 7
veces en las células CD34 + circulantes en 4-6 horas por si solo, y cuando se combina con

G-CSF, el efecto de movilizaciones sinérgico (65).

El G-CSF se administra durante 4 a 5 dias consecutivos en dosis de 5 a 15 pg/kg/dia 'y
plerixafor se puede administrar al final de un ciclo de 4 a 5 dias de G-CSF como una dosis
Unica a 240 pg/kg 4 a 6 horas antes de la recoleccion de aféresis. La administracion de
plerixafor dependera del monitoreo de los recuentos de células CD34 + periféricas para

administrar ladosis a demanda (68).
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La quimioterapia, como estrategia de movilizacion aislada, ya no se usa ampliamente.
Primero, solo es aplicable para colecciones autélogas; los efectos adversos inmediatosy a
largo plazo la hacen inadecuada para donantes alogénicos. En segundo lugar, la
guimioterapiano moviliza de manera confiable suficientes HSC para el trasplante, por lo que

el uso de G-CSF solo o en combinacidn con otros agentes es una practica estandar (65).

En cuanto al procedimiento de recoleccion de HSC a partir de sangre periférica, la
mayoria de los centros limitan la recoleccion de aféresis al procesamiento de un méximo de
24 litros de sangre total durante 1 a 2 dias. Lo importante es que se alcance el nimero objetivo
de células CD34+ (siendo el minimode 2 x 10° células CD34+/kg) (64).

La bolsa de recoleccién contiene ACD-A solo 0 combinado con heparina. Las desventajas
del procedimiento se relacionan con: toxicidades asociadas a los agentes movilizadoresy se
manifiestan con dolor éseo, insomnio, sintomas similares a la gripe, y por la aféresis de
recoleccion, donde se puede presentar toxicidad por el citrato, que se manifiesta en

hipocalcemiay sangrado en el sitio del catéter venoso central (68).

Para la recoleccién de HSC de sangre de corddn umbilical, se puede recolectar antes del
parto desde la placenta (en el Gtero) o después del alumbramiento de la placenta (ex Utero),
siendo la recoleccionen Gtero la mas comdn. La sangre de cordon se recolectaa través de la
canulacion de la vena umbilical y permitiendo que la sangre placentaria escurra por gravedad
en recipientes de recoleccion a los que se les ha agregado anticoagulante CPD (citrato-

fosfato-dextrosa). El volumen recogido suele oscilar entre 50 y 200 ml (64).
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El contenido de células CD34 + es menor en larecoleccidn de sangre del cordon umbilical
y mas alto en concentrados de sangre periférica movilizados. Las 3 fuentes contienen células
T que pueden inducir la EICH cuando se utilizan para un alotrasplante, siendo en los
concentrados de sangre periférica el nimero mas alto de células T. Dadas estas
caracteristicas, la compatibilidad de HLA es menos restrictiva para los trasplantes de sangre
de corddn, siendo las tasas de EICH aguda y crénica las mas bajas de las 3 fuentes de HSC.
Sin embargo, las HSC de la sangre del cordon umbilical también muestran un injerto mas
lento debido al bajo nUmero de CD34 + (tabla 3).

5.5.2 Procesamientode HSC

El producto de HSC obtenido debe ser testeado y caracterizado para asegurar su seguridad,
pureza y potencia. Las pruebas cominmente usadas para realizar control de calidad son el
recuento total de células nucleadas o TNC, viabilidad celular, recuento y viabilidad de células
CD34+, prueba de esterilidad, y para productos alogénicos, contenido de células T. Algunos
laboratorios incluyen un ensayo de formacion de colonias, considerado como el “gold-

standard” para medir la potencia progenitora del producto (64).

El procesamiento se refiere a todos los aspectos de la manipulacion, criopreservacion,
envasado y etiquetado de productos de terapia celular, para garantizar la potencia y pureza
del producto para trasplante y/o almacenamiento. Después de la recoleccién, los productos
de HSC se transfieren desde la sala de operaciones o el centro de aféresisa la instalacion de
procesamiento, ya sea a temperaturaambiente o de 2 a 8 ° C, segun el tipo de productoy la
duracion prevista de transporte y almacenamiento (64).
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Tabla 3. Fuentes de HSC y sus caracteristicas. Extraidoy adaptado de Sandhya et al., 2017. (68)

Sangre periférica

Médula 6sea

Sangre de corddn

Caracteristicas del donante

Tipo de donante de | Donante  haploidéntico, donante | Donante haploidéntico, donante | Donante  no  emparentado
trasplante hermano compatible, donante no | hermano compatible, donante no | compatible

emparentado compatible emparentado compatible
Riesgos en  la | Eventos adversos graves relacionados | Riesgo quirurgico (eventos adversos | Ausente después de la entrega /
recoleccion con aféresis~1/1000 graves) ~1/100 no reportado

Caracteristicasdel injerto

Contenido relativo | 50x 10x 1x
de CD34
Contenido relativo | 100x 10x 1x (células T virgenes)
decélulasT
Dosis celular | Aut6logas: 2x106 células CD34+/kg. | Lo mismo que para los injertos de | Cordén Gnico: 2,5x107 CNT/kg.
minima para el | Alogénico: 4x10¢células CD34+/kg | sangre periférica Cordon doble: 1,7x107
injerto CNT/kg/unidad de cordén
Volumen de | ~300 mL ~1000 mL ~100 mL
recoleccion
Criterios de | 6/6 (donante hermano compatible) Similar a los criterios para sangre | 4-6/6
coincidencia de 7/8 (donante haploidéntico) periférica
HLA

8/8-12/12 (donante no emparentado

compatible)

Caracteristicas del receptor

Tipo de enfermedad

Fuente preferida para enfermedad

Fuente preferida para enfermedad no

Usada para cualquiera

maligna maligna
Velocidad de injerto | Mas rapida Moderada Mas lenta
Efecto antitumoral | Masalto Més bajo Mas alto
Riesgo agudo /| Masalto Moderado Més bajo

crénicode EICH

CNT indica células nucleadas totales; EICH, enfermedad de injerto contra huésped. Los criterios de compatibilidad

de HLA varian segun el tipo de donante. La compatibilidad de sangre del corddn requiere tipificacion HLA Clase

| de resolucion baja-intermediay una resolucion més alta para tipificacion Clase Il (DRBL1).
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El procesamiento basado en centrifugado se usa comunmente para la reduccion de
gldbulos rojos y plasma (que puede ser necesario para prevenir la hemalisis en aloinjertos
con incompatibilidad ABO). La reduccién de globulos rojos con productos de HSC emplea
agentes de sedimentacion como almidén de hidroxietiloy centrifugacion para sedimentar los
glébulos rojos, o colgar las bolsas permite la sedimentacion por gravedad. El procedimiento
debe sopesarse frente a la posible pérdida de nimero y viabilidad de HSC, y también al

aumento del riesgo de contaminacion durante la manipulacion (64).

Las HSC frescas, una vez recolectadas, solo son viables durante 48 a 72 horas, lo que
limita su alcance geogréafico. La criopreservacion de las HSC permite extender el alcance y
viabilidad, asi como realizar pruebas y controles de calidad mas rigurosos mejorando la
seguridad de la terapia con HSC. Para esto se utilizan soluciones con aditivos llamados
crioprotectores, que ayudan a las células a sobrevivir al estrés de la congelacion y
descongelacion (69).

El dimetilsulfoxido (DMSO) es el crioprotector méas utilizado para la criopreservacion
celular de las HSC (69). Las simulaciones de dindmica molecular sugieren que el mecanismo
de accion del DMSO es la formacién de poros transitorios, lo que genera una mejora
significativa en la permeabilidad de las membranas a las moléculas hidrofilas, potenciando

su actividad crioprotectora (70).

Posterior a la criopreservacion, las HSC son descongeladas en el momentoy lugar donde
se realizara la transfusion, debido a que es necesario minimizar el tiempoen el que las HSC
son expuestas al DMSO, previo a la transfusion (64). La toxicidad del DMSO resulta en un
amplio rango de efectos adversos (va desde eventos leves como nauseas y vomitos, hasta

paro cardiaco, dificultad respiratoria o convulsiones epilépticas) (71).
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Algunos protocolos sefialan un lavado de las HSC post descongelacion para eliminar
glébulos rojos lisados, la hemoglobinay el DMSO, pero esto no se realizade formarutinaria
porque parte de las HSC obtenidas se puede perder con la manipulaciéon. Algunos
laboratorios realizan dos pasos de centrifugacion, eliminando el sobrenadante del primer
centrifugado y centrifugando esa porcion por segunda vez antes de combinar los dos

sedimentos celulares; esto optimiza la recuperacion celular (64).

Hay procesos especializados que permiten optimizar la pureza y potencia de mejor
manera. Estos métodos comprenden la elutriacion centrifuga a contraflujo, sistemas de
seleccion de celular y expansion celular. Este Gltimo método es utilizado ampliamente en
productos de HSC recolectados de cordon umbilical, en donde el objetivo es incrementar el

contenido de HSC y mejorar la disponibilidad de unidades para trasplante (64).

La elutriacién centrifugaa contraflujo consiste en la separacion de las células en funcion
del tamario y la densidad, cambiando gradualmente el equilibrio de la velocidad del fluido
hacia adentro, denominado "contraflujo” (que impulsa las células hacia el eje de rotacion),y
la fuerza centrifuga hacia afuera (que aleja las células del eje de rotacion). Esto produce una
gradacién uniforme de las células, primero se eluyen las células mas pequefias y luego las

maés grandes, permitiendo separar células con tamafio y densidad especificos (72).
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Los sistemas de seleccion celular funcionan como método de enriquecimiento ex vivo para
reducir el contenido de células T efectorasdel injerto, y brinda la oportunidad de utilizar un
mayor numero de HSC CD34+ sin aumentar la incidencia y/o la gravedad de la EICH, que
es una de las principales complicaciones del trasplante alogénico de HSC. Los sistemas
inmunomagnéticos de seleccion de células como CliniMACS (Miltenyi Biotec Bergisch)
incorporan tecnologias basadas en anticuerpos monoclonales para elegir como blanco los

antigenos de la superficie celular (73).

Para la seleccion de células CD34+, se mezcla con el producto de HSC, un reactivo con
anticuerpos monoclonales CD34, marcados magnéticamente. Las células objetivo que son
reconocidas por este anticuerpo son marcadas magnéticamente y retenidas a medida que la
suspension celular pasa a través de una columna en la que se genera el campo magnético,
permitiendo separar las células CD34+ de las demdas células. Al contrario, en el
procedimiento de seleccion negativa, la poblacion celular no deseada (principalmente
CD3+/CD19+) es activamente removida del producto de HSC, y uno de sus principales
beneficios es la posibilidad de retener poblaciones celulares como células natural killer que

podrian proveer un efecto antitumoral (64).

5.6 Terapia celular basada en el uso de HSC

El trasplante de HSC fue desarrollado inicialmente con el objetivo de rescatar la
insuficiencia de medula 6sea despues de una alta dosis accidental de radiacion (74).
Actualmente hay una gran cantidad de estudios clinicos sobre terapias con HSC,
principalmente con fines regenerativos, para tratar diversas enfermedades como: leucemias,
linfomas, insuficiencia cardiaca, trastornos neurales, enfermedades autoinmunes,

inmunodeficiencias, trastornos metabdlicos o genéticos, entre otras (75).
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La experiencia clinica acumulada a lo largo de los afios sobre el trasplante de HSC ha
proporcionado una plataforma para desarrollar procedimientos de ingenieria mas complejos
con el objetivo de corregir genéticamente los trastornos congenitos y adquiridos (76). La
terapiacelular, por definicion, se refiere a utilizar células para regenerar la funcién de cierto
tipo de células o tejidos que no funcionan o no lo hacen correctamente (77) lo cual se puede

lograr a través de ingenieria genética como se reviso anteriormente.

Sobre la base de las propiedades de autorrenovacién y multipotentes de las HSC
primitivas, estas células raras de la médula ésea se consideraron un objetivo ideal para
corregir defectos genéticos caracteristicos de las enfermedades hematopoyéticas hereditarias.
Como sabemos las HSC son responsables de la generaciéon a largo plazo de linfocitos Ty B
de sangre periférica, células natural killer, monocitos, granulocitos, eosinofilos, basofilos,
macrdéfagos, eritrocitos y plaquetas. Por tanto, cualquier enfermedad monogénica asociadaa
defectos en las células sanguineas podria potencialmente tratarse mediante la correccion

genética de las HSC.

Antes de aplicar una terapia celular se deben abordar los siguientes desafios: 1) explicar
y controlar los mecanismos de diferenciaciony desarrollo hacia un tipo celular especifico
necesario para tratar la enfermedad, 2) obtener un nimero suficiente del tipo celular deseado
para el trasplante, 3) superar el rechazo inmunolégico y 4) demostrar que las células
trasplantadas cumplen sus funciones normales in vivo después de los trasplantes (71). A
continuacion, se presentan algunas enfermedades en las que esta terapia se emplea con

resultados comprobados (tabla5).
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5.6.1 Enfermedades autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes (EA) se han convertido en un campo importante para el
desarrollo del trasplante de HSC. Actualmente, de acuerdo con la Sociedad Europea de
Trasplante de Sangre y Médula (EBMT), las indicaciones de trasplante para enfermedades
autoinmunes tienen un total de 2809 casos registrados. De los casos registrados, 1415
corresponden a casos de esclerosis multiple, 771 a enfermedades del tejido conectivo, 190 a
artritis reumatoide, 200 a enfermedad inflamatoria intestinal, 56 a enfermedades
hematoldgicas, 48 a vasculitis, 109 a enfermedades neuroldgicas autoinmunes y 20 a diabetes

insulinodependiente (78).

Las EA se caracterizan por una activacién aberrante del sistema inmunolégico, lo que
conduce a laincapacidad de controlar la autorreactividad y mantener la tolerancia. La razon
fundamental detras del uso del enfoque basado en HSC, por ejemplo, en diabetes
insulinodependiente, radica en sus propiedades inmunorreguladoras, que pueden facilitar la
recuperacion de la tolerancia periférica hacia las células B pancreaticas y prevenir la

infiltraciénde células T en los 6rganos diana (79).

El trasplante autdlogo de HSC en EAs se trata de un procedimiento intensivo "nico", que
tipicamente combina quimioterapia citotdxica de dosis alta con seroterapia de deplecidn
linfoide (mas comunmente globulina antitimocitica, ATG) seguida de la infusién de HSC
con el objetivo de una amplia inmunoablacién, proporcionando una rapida “reduccion”
inicial de la carga inflamatoria, seguido de la regeneracion de los sistemas inmunoldgicoy
hematopoyético (figura6).

45



Autologous

HSCT

|

Day 0 6 months 1 year 2 years
X I S '"
xi €D _ i P
> ® “0 ‘3 Yo
R ® v . )=
| ]
Z( Thymus gland Bdne Marrow O
Nenle De oral -*\blﬁ. %
Depletion of Peripheral ' O (» O
autoreactive expansion of Diversification
immunological residual memory Thymic Naive B cell of immune
memory clones reactivation Development repertoire

Figura 6. Representacion esquematica del proceso de trasplante autdlogo de HSC y
reconstitucion inmune postrasplante en enfermedades autoinmunes. Extraido y adaptado de
Snowden et al., 2019. (78)

La ATG es un anticuerpo policlonal que sirve para acondicionar el sistemainmune previo
al HSCT. Sus efectos son: la deplecion de células T en sangre y tejidos linfoides periféricos
a traves de lisis dependiente del complemento; modulacion de moléculas clave de la
superficie celular que median las interacciones leucocitos/endotelio; induccion de apoptosis
en linajes de células B; interferencia con las propiedades funcionales de las células
dendriticas; e induccion de células T reguladorasy T natural killer (80).

Entonces, la terapia de reconstitucion inmune a partir del HSCT auto6logo ejerce sus
efectos a través de: 1) eliminacion de poblaciones de linfocitos (81, 82), 2) induccién de un
estado linfopénico (82, 83) y 3) desarrollo posterior de un sistema inmunoldgico tolerante
que carece de la expansion clonal de células T y B funcionalmente patdgenas (83, 84).
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En el estudio de Cull et al. (85), se vio que el HSCT después del acondicionamiento con
ciclofosfamida/ATG en una cohorte de pacientes con esclerosis multiple progresiva, dacomo
resultado cambios significativos en los subconjuntos de linfocitos tras la reconstitucion
inmunitaria. En particular la ablacion y la posterior recuperacion de la produccion timica,
tienen el potencial de restablecer el repertorio inmunoldgico de una respuesta autorreactiva
a una mas tolerante. Y esto es mas probable que sea efectivo en las primeras etapas de la

enfermedad.

Darlington et al. (86), en su estudio a una cohorte de pacientes con esclerosis multiple
agresiva, demostro que la capacidad disminuida de las células T periféricas para montar
respuestas de IL-17, esta asociada con la supresion dramaticay sostenidade la actividad de
la enfermedad después de la ablacion inmune de alta intensidad y el HSCT autélogo en la
esclerosis multiple. Distintos métodos fueron utilizados, tales como citometria de flujo,
prueba de circulo de escision del receptor de células T, mediciones de citometria de flujode
CD31 + emigrantes timicos recientes, y se realizaron ensayos funcionales para rastrear las
respuestas de células T especificas de antigeno autorreactivo del sistema nervioso central y

la capacidad relativa para generar respuestas de células T Thl, Thl7 o Thl/17.

En su estudio, las respuestas Thl de las células T reconstituidas (post-HSCT) parecian
restaurarse a los niveles iniciales, el repertorio de células T desarrollado exhibio una
capacidad significativamente disminuida para montar respuestas Thl7, asi como las
respuestas doble positivas Th1/17. En este contexto, se ha demostrado que la IL-17
contribuye directamente a la interrupcion de las uniones estrechas de las células endoteliales
de la barrera hematoencefalica, y se descubri6 que las células Th17 migran de manera muy
eficiente a través de la barrera hematoencefalica, donde promueven un mayor reclutamiento
de linfocitos CD4 + (86).
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En otro estudio mas reciente, probaron la hipétesis de que las células natural killer (NK)
desempefiaban un papel regulador en lareconstitucién del sistemainmunolégico post-HSCT.
Primero se demostré que las células NK se reconstituyen rapidamente después del HSCT
autélogo, mientras que las células T CD4 + permanecieron por debajo del nivel basal durante
hasta 21 meses. Las células NK se correlacionaron inversamente con el cambio en las células
Th17, y el agotamientode las células NK de las muestras de HSCT auto6logo resulté en una
mayor proporcion de células Thl7. Estos resultados indican que las células NK se
reconstituyen rapidamente, posiblemente debido a la ablacion incompleta o la presencia de
celulas NK en el injertoy suprimen la reaparicion de células Th17 (87).

Entonces cuando se tratala EA grave, el acondicionamiento previo del HSCT se dirige al
sistema inmunoldgico y a las células autorreactivas dentro del sistema inmunolégico. Un
problema reportado de esta interaccion con el sistema inmunoldgico adaptativo y la
posibilidad de una predisposicion genética para que un paciente desarrolle méas de una EA es
que puede hacer que los pacientes con EA primariatengan un mayor riesgo de desarrollar
una EA secundariadespués del HSCT (88).

Con una mayor actividad de trasplante para pacientes con EA grave, se han notificado
varios casos de EA secundaria. El diagndstico primario de lupus eritematoso sistémico como
indicacion de HSCT aparecio como un factor de riesgo significativo de EA secundaria tras
un HSCT autélogo. De acuerdo al estudio de Daikeler et al. (88) los pacientes con esta
enfermedad, de menor edad en el momento del HSCT o que reciben acondicionamiento de
deplecidn de linfocitos T (ATG, alemtuzumab, seleccion de CD34 +) necesitan una estrecha

vigilanciade la EA secundariadespués del HSCT autélogo.
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También en el estudio de Yanir et al. (89), realizado a una cohorte de pacientes con
enfermedad granulomatosa cronica se registran casos de EA después del HSCT. Se concluye
que dadas las tasas mas altas de EA después del trasplante, una dosis total méas baja de
alemtuzumab con una administracion mas temprana podria producir mejores resultados. No
se confirmasi la EA esta relacionada con la enfermedad o el condicionamiento, por lo que
realizar un seguimiento a largo plazo de los pacientes despues del HSCT con una
monitorizacion estrecha con analisis frecuentes de la poblacion de linfocitos y una alta

sospecha clinicade EA emergente es necesaria.

Con respecto a la terapia genética, se han demostrado en modelos animales los beneficios
de inducir tolerancia a largo plazo mediante el HSCT con ceélulas “modificadas
genéticamente” (90). En un estudio clinico de fase I / 11, se demostro la supervivencia libre
de progresién y la reversion de la discapacidad neuroldgica a los 3 afios del trasplante de
HSC auto6logas en pacientes con esclerosis multiple remitente recidivante (91). Como
resultado, el HSCT se destaca por encima de otras inmunoterapias, dado su potencial para
proporcionar tolerancia de por vida una vez que las HSC que poseen genes modificados se

implantan con éxito en el huésped.

5.6.2 Inmunodeficiencias

La mayoria de las inmunodeficiencias primarias (IDP) se deben a defectos genéticos
intrinsecos a las células hematopoyéticas. Por lo tanto, la sustitucion de células mutantes por
HSC de donantes sanos representa un enfoque terapéutico racional. Los avances en la
seleccionde donantes, la manipulaciéndel injerto, el acondicionamientoy el tratamiento de
las complicaciones significan que la supervivencia para muchas afecciones es ahora de
alrededor del 90% (92).
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El amplio espectro de fenotipos clinicos e inmunolégicos asociados con las IDP dificulta
la definicion de un régimen de trasplante universal. Los puntos a tener en cuenta frente al
HSCT son el trasplante temprano en el curso de la enfermedad, especificamente en las IDP
es importante antes de que se produzcan complicaciones infecciosas e inflamatorias
importantes, segundo es lamanipulacién del injerto (donante HLA compatible y ladeplecién
de linfocitos T) y por ultimo el monitoreo de complicaciones posteriores al trasplante con el

fin de obtener mejores resultados de supervivencia (92).

En el estudio de Okamoto et al. (93), se analizaron los repertorios de receptores de células
T secuencialmente en cuatro pacientes con inmunodeficiencia combinada grave antes y
despues del HSCT. Se observd que los repertorios de receptores de células T eran
extremadamente anormales antes del HSCT mientras que después del trasplante hubo una
mejora progresiva en la diversidad de receptores de células T. Estos resultados indican que
la expansion temprana de la diversidad de receptores de células T puede reflejar la expansion
transitoria de las células T maduras preexistentes de la sangre del donante,

independientemente de la maduracién de las células T de novo a través del timo.

La reconstitucion de células T después del HSCT se produce a través de dos mecanismos
distintos, lavia dependiente del timoy la independiente del timo. La via de reconstitucion de
células T dependiente del timo generalmente requiere meses después del HSCT en pacientes
con inmunodeficienciacombinada grave porque el aumento de células T virgenes requiere la
normalizacién del tamafio y funcidn del timo. Por el contrario, la via independiente del timo

depende s6lo de la expansion transitoria de las células T maduras derivadas del donante (93).
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En el estudio de Lewin et al. (94), las comparaciones entre los receptores de aloinjertos
con células T empobrecidas y sin modificar demostraron un aumento mas significativo en
los niveles de circulos de escision de reordenamiento del receptor de células T después de
los aloinjertos sin modificar, pero solo en los primeros 9 meses después del trasplante. En
una serie dominada por receptores adultos de aloinjertos con deplecién de células T, la
mayoria de los cuales también recibieron irradiacion corporal total y ATG, se produjo
neogénesis activa de células T. Los circulos de escision de reordenamiento del receptor de
células T recuperaron al menos los niveles apropiados para laedad en el segundo afio después
del trasplante.

Sabemos que la reduccion de las células T tiene como objetivo reducir la morbilidady la
mortalidad asociadas con la EICH. Sin embargo, la recuperacion inmunitaria retardaday el
riesgo de fallo del injerto siguen siendo problemas potenciales. Alternativamente, un injerto
haploidéntico no manipulado podria representar una opcion en determinadas condiciones
potencialmente mortales. Sin embargo, los enfoques de HSCT repletos de células T
empleados hasta ahora tienen limitaciones no despreciables, ya que los datos preliminares

muestran un control limitado de la alorreactividad en pacientes menores de 10 afios (tabla4).

La terapia génica se considera una buena alternativa para muchos de estos pacientes ya
que la posibilidad de encontrar un donante compatible para pacientes con IDP grave es
limitada, debido a la necesidad de realizar el trasplante durante los primeros meses de vida.
Ensayos clinicos en pacientes con inmunodeficiencia combinada severa han demostrado el
beneficio de la terapia génicaen las IDP, usando vectores gamma-retrovirales para facilitar
la insercion del gen terapéutico en las células madre hematopoyéticas de los pacientes.
Desafortunadamente, dos afios después del inicio del ensayo, se observaron por primeravez
eventos adversos graves que consistian en leucemias linfociticas en dos pacientes debido a

eventos de oncogeénesis insercional (96).
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Tabla 4. Estrategias, ventajas y desventajas del HSCT haploidéntico con deplecion de células T y repletas de células

T empleadas en enfermedades no malignas. Extraidoy adaptado de Bertaina et al. (2017). (95)

HSCT con

deplecion

de células
T

Manipulacion de Células infundidas Ventajas Desventajas
injerto
Seleccion positiva | HSC * Enfoque bien establecido * Recuperacion retrasada de las
de CD34+ * Riesgo insignificante de EICH | célulasT
+ Sin necesidad de profilaxis | « 6-8 semanas para obtener una
postrasplante de EICH recuperacién madurade NK
+ Altas tasas de complicaciones
infecciosasy TRM
Seleccion negativa | HSC, NK ¢ Recuperacion temprana de | « Mayor ntmero de células T
de CD3+/CD19+ célulasNK residuales en comparacion con la
* Bajo riesgo de enfermedad | seleccidnpositivade células CD34 +
linfoproliferativa relacionada | *  Necesidad de  profilaxis
con el VEB postrasplante postrasplante de EICH
Seleccion negativa | HSC, NK, y6T * Recuperacion temprana de | ¢ Pocos estudios informados hasta

de

célulasydTy NK

ahora

HSCT
repleto de
células T

TCRaB+/CD19+ « Efecto no patogeno de las | * Necesidad de personal calificado e
célulasNKYy las célulasydT instalaciones equipadas para la
» Excelente plataforma para | manipulacion de injertos.
inmunoterapias celulares
postrasplante

Células Profilaxis paraEICH * Presuntos costos mas bajos * Pocos estudios informados hasta
infundidas * No es necesario manipularel | ahora
HSC, B, vy8T, DC, | Ciclofosfamida post- | injerto « Control inadecuado de Ila
M, Taf, NK trasplante  (agotamiento alorreactividad en nifios menores de

selectivo de células T

alorreactivas

10 afios

HSC, B, v8T, DC,

M, Tap, NK
(HSCT cebadocon
G-CSF)

Profilaxis multiagente
(inhibicién no selectiva de

célulasT)

* Presuntos costos mas bajos
* No es necesario manipular el

injerto

* Pocos estudios informados hasta
ahora, limitados a pacientes con
anemia aplastica severa

* Mayor riesgo de EICH aguda y
cronica

* Necesidad de profilaxis prolongada
paralaEICH

Abreviaturas: HSC, células madre hematopoyéticas; NK, células natural killer; EICH, enfermedad de injerto contra

huésped; TRM, mortalidad relacionada con el trasplante; VEB, virus de Epstein-Barr; TCRaf, cadenas a y B del

receptor de células T; yoT, células T gamma delta; DC, células dendriticas; M, células M; Tap, células T alfa beta;

G-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos.
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En ambos casos, las integraciones retrovirales en la proximidad del protooncogén LMO2
promovieron la transactivacién de este gen a través del potenciador de repeticion terminal
largadel provirusretroviral. Pero con el desarrollo de vectores lentivirales y retrovirales auto
inactivados, mas de 100 pacientes con IDP han sido tratados con estos nuevos vectores. No
se han observado eventos adversos graves, pero si resultados clinicos excelentes en estos
pacientes, lo que sugiere que la terapia génica pronto constituira una alternativa terapéutica

al HSCT para los pacientes con IDP (97).

5.6.3 Insuficienciahereditariade la médula ésea

Los sindromes hereditarios de insuficiencia de la médula 6sea (IBMFS, siglas en ingles
“inherited bone marrow failure sindromes™) son un grupo heterogéneo de trastornos
sanguineos raros debidos al deterioro de la hematopoyesis, con diferentes presentaciones
clinicasy mecanismos patogénicos. EI HSCT alogénico es una opcion para estos trastornos
congénitos. Sin embargo, debe entenderse bien que solo mejorara el defecto hematopoyético

y no curara las malformaciones congénitas ni reducirael riesgo de tumores sélidos (98).

La anemia de Fanconi (FA) es el mas comdn, con una incidencia estimada de 1/200.000.
Es un trastorno en la reparacion del dafio al ADN que conduce a un aumento de la rotura
cromosémica, generando una disminucion importante en la produccion de las células
sanguineas. La presentacion es variable con anomalias somaticas en el 70% de los pacientes,
insuficiencia medular y un riesgo muy elevado de neoplasias malignas (sindrome
mielodisplésico, leucemia, cancer de cabeza y cuello, cAnceres ginecoldgicos) a una edad
temprana (98).
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Las indicaciones para el trasplante incluyen insuficiencia medular y mielodisplasia /
leucemia. Los pacientes con FA tienen una mayor sensibilidad a los regimenes de
acondicionamiento convencionales debido al defecto de reparacion del ADN innato
subyacente (99). Basado en resultados prometedores de Aker et al. (100), se planted que el
uso de fludarabina era un agente relativamente seguro en pacientes con FA'y suficientemente
inmunosupresor para permitir una alta probabilidad de injerto sin la coadministracion de

irradiacion.

La fludarabinaes un analogo de nucle6sido que tambiéntiene un efecto sinérgico con los
alquilantes al inhibir la reparacion del ADN (101) y mas importante, no causa
entrecruzamiento del ADN (96). Para la FA, se utiliza un acondicionamiento de intensidad

reducida con fludarabinay dosis reducida de ciclofosfamida (98).

FANCA es el gen FA mutado con mas frecuencia (alrededor del 65% de los pacientes con
FA en todo el mundo tienen mutaciones en este gen). Todas las proteinas FA cooperan en
una via comun involucrada en la deteccion y reparacion de enlaces cruzados entre cadenas
de ADN. La interrupcién de esta via clave conduce a las anomalias congénitas y
predisposiciénal cancer. La inclusiénde fludarabina en los regimenes de acondicionamiento

de pacientes trasplantados con FA mejora notablemente el resultado de esta terapia (96).
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Los resultados actuales del trasplante por insuficiencia de médula ésea en nifios con FA
muestran tasas de supervivenciasegun el tipo de donante que oscilan entre el 50% y mas del
90%. Los factores que influyen en el resultado incluyen laedad en el momento del trasplante,
la disponibilidad de hermanos donantes y el uso de fludarabina en el régimen de
acondicionamiento. Un estudio de la EBMT del periodo 2000-2009 informé una
sobrevivencia promedio de 78% y 65% a los 5 afios después del trasplante para donante

hermano compatible y donante no emparentado compatible, respectivamente (98).

Sin embargo, el HSCT en la FA todavia produce efectos secundarios, como una mayor
incidencia de carcinomas de células escamosas, el condicionamiento genotéxico y EICH
(102). Por esto, la terapia génica se considera una alternativaal HSCT para los pacientes con
FA. En el estudio de Rio et al. (103), demuestra que pacientes con FA subtipo A, con la
transduccion de células CD34+ movilizadas con G-CSF/plerixafor con un vector lentiviral
FANCA terapéutico corrige el fenotipo de células progenitoras hematopoyéticas cultivadas
in vivo. Los datos obtenidos en este estudio mostraron que las células CD34+ transducidas
de pacientes con FA eran capaces de repoblar la hematopoyesis de ratones

inmunodeficientes.

Més ensayos clinicos de terapia génica son necesarios para abordar cuestiones importantes
con respecto a la transduccion optima y la ventaja proliferativa de las HSC de FA con
correccion genética. Es también importante determinar el mejor régimen de
acondicionamiento en la terapia génica de FA, idealmente utilizando regimenes no

genotdxicos 0 minimamente genotoxicos (103).
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5.6.4 Trastornos hereditarios de glébulos rojos

Los trastornos hereditarios de los globulos rojos incluyen hemoglobinopatias como [-
talasemia y anemia de células falciformes, enfermedades metabdlicas eritroides como
deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasay de piruvato quinasa, y trastornos de la
membrana eritroide como anemia diseritropoyeética congénita. Los sintomas comunes
incluyen anemia y complicaciones concomitantes como ictericia, sobrecarga de hierro,

hematopoyesis extramedulary calculos biliares, entre otros (96).

Aproximadamente el 5% de la poblacién mundial tiene un rasgo de trastorno de la
hemoglobina, por lo que las hemoglobinopatias son las enfermedades monogénicas mas
frecuentes en todo el mundo, teniendo un impacto significativo en la calidad de vida, aumento
de lamorbilidad infantil y mortalidad prematura (104). De acuerdo con Khemani et al. (105),
actualmente, el HSCT es el Unico tratamiento con intencion curativa. Los resultados de HSCT
son buenos, especialmente cuando se realiza en pacientes jovenes con donantes hermanos
compatibles (106).

De acuerdo con el estudio de Gluckman et al. (106), sobre los resultados del HSCT de
hermanos HLA compatibles en pacientes con anemia falciforme, la supervivencia libre de
eventos a 5 afios y la global fueron 91,4% y 92,9%, respectivamente. En este estudio se
incluyeron 1000 receptores de trasplantes de hermanos HLA idénticos entre 1986 y 2013,
reportados a la EBMT, Eurocord y al Centro Internacional de Investigacion de Trasplantes
de Sangre y Médula. La supervivencia libre de eventos fue menor a medida que aumentaba
laedad en el momento del trasplante y mayor para los trasplantes realizados después de 20086,
23 pacientes experimentaron fallo del injerto y 70 murieron, siendo la causa mas comun de

muerte, la infeccion.
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Los HSCT de donantes no emparentados compatibles conllevan riesgos inaceptables de
morbilidad y mortalidad, dados los altos estandares de atencion actual. Por esto, el HSCT
autélogo corregido genéticamente es una alternativa terapéutica potencial, que conlleva
menores riesgos relacionados con el trasplante y, en teoria, esta disponible para todos los

pacientes (107).

La p-talasemiaes causada por mutaciones que reducen o anulan la sintesis de cadenas de
B-globina, lo que ocasiona eritropoyesis ineficaz, hemdlisis intramedular y anemia
hemolitica. En los protocolos utilizados actualmente, las poblaciones de células CD34+
movilizadas son transducidas por vectores lentivirales y readministradas a los pacientes
mediante infusion intravenosa o intradsea. La eficacia potencial de las HSC transducidas con
vectores lentivirales de B-globina para corregir el fenotipo de B-talasemia se demostro en

modelos murinos de la enfermedad (107).

En el estudio de Marktel et al. (108), se utilizd un vector lentiviral auto-inactivante de
tercerageneracion que codificael gen de la beta globinahumana llamado GLOBE. El estudio
incluy6 una cohorte de 7 pacientes (3 adultos de 31 a 35 afios y 4 pacientes pediatricos de 6
a 13 afos). Las células CD34+ movilizadas se transdujeron con el vector GLOBE vy se
administraron mediante inyecciénintradseaen las crestas iliacas postero-superiores después
del acondicionamiento mieloablativo con treosulfan y tiotepa, favoreciendo el injerto

eficiente de células corregidas con toxicidad extramedular reducida.
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De acuerdo con el reporte del seguimiento de los pacientes, el procedimiento fue bien
tolerado, sin eventos adversos relacionados con el producto, sin evidencia de lentivirus
competente para la replicacion ni de proliferacion clonal anormal en los analisis regulares de
sangre periféricay médula 6sea. Los tres pacientes adultos tuvieron una reduccién de la
necesidad de transfusion, pero todavia dependen de esta en el Gltimo seguimiento (22, 18 y
16 meses respectivamente). Entre los 4 pacientes pediatricos, 3 interrumpieron la transfusion
poco después de la terapia génicay son independientes de esta en el ultimo seguimiento (13,
10y 8 meses respectivamente). Un paciente pediatrico todavia recibe transfusiones de sangre
con regularidad (108).

Estos datos preliminares sugieren que el protocolo clinico aplicado para la terapia génica
con el vector lentiviral GLOBE es bien tolerado y conduce a una necesidad de transfusion
significativamente reducida. De todas formas, en el estudio de Marktel et al. (108) los analisis
de seguimiento siguen en curso y a la espera de la presentacion de los resultados clinicos

actualizados.

Como se deduce de los ensayos recientes de terapia génica realizados con vectores
retroviralesy lentivirales auto inactivados, la eficaciaclinicay la seguridad asociadas al uso
de estos nuevos vectores es evidente. En base a los avances logrados en el campo de la terapia
génica hematopoyética no cabe duda de que esta nueva modalidad terapéutica constituira
parte del arsenal terapéutico para el tratamiento de enfermedades complejas y potencialmente

mortales.
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Tabla 5. Resumen sobre los objetivos del HSCT y HSCT con terapia génica en las

enfermedades revisadas. Elaboracion propia de Bastias, C., (2021).

HSCT

HSCT + terapia génica

Enfermedades

autoinmunes

Eliminar la poblacion de linfocitos
autorreactivos, inducir un estado
linfopénico

para el posterior

desarrollo de un  sistema
inmunoldgico tolerante que carece
de la expansion clonal de células T

y B funcionalmente pat6genas.

Inducir un sistema inmunoldgico
tolerante de por vida al conferir la
correccion  fenotipica en la
produccion de células del sistema

inmune.

Inmunodeficiencias

Recuperacion temprana y rapida
del sistemainmunitario gracias a la
expansion transitoria de las células
T maduras derivadas del producto
de HSC del donante.

Recuperar la funcién y nimero de

células del sistema inmune
mediante el trasplante autdlogo de

HSC genéticamente corregidas.

IBMFS (FA)

Mejorar la deficiencia
hematopoyética al reestablecer y
aumentar la produccion de células

sanguineas.

Recuperar la correcta
mediante el

HSC

hematopoyesis
trasplante autdlogo de

genéticamente corregidas.

Trastornos de los
glébulos rojos (p-

talasemia)

Mejorar la eritropoyesis al generar
celulas
HSC

la  produccion  de
sanguineas a partir de

obtenidas del donante.

Corregir el fenotipo del trastomo
de los globulos rojos del paciente,
haciéndolo  independiente  de

transfusiones.

Con respecto al trasplante de HSC alogénicas de donantes sanos, la proporcién de

pacientes con donantes compatibles con HLA es limitada. Ademas, esta intervencion

terapéutica tiene asociados efectos secundarios importantes relacionados principalmente

con EICH, infecciones y fallo del injerto. Frente a esto, el desarrollo de la terapia génica

representauna buena alternativa, mas ain con el uso de vectores auto-inactivados como el

GLOBE para evitar la replicacion y/o proliferacion clonal anormal.
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Con respecto a la terapia genica, los vectores de primera generacion contenian potentes
potenciadores en sus repeticiones terminales largas, de modo que la integracion del transgén
cerca de los genes asociados al cancer dio como resultado una transcripcion génica no
deseada y mutagénesis por insercion en todos los ensayos en pacientes con
inmunodeficiencia combinada grave ligada al cromosoma X, Sindrome de Wiskott-Aldrich

y enfermedad granulomatosa cronica (109).

Estos eventos adversos graves llevaron al desarrollo de la nueva generacion de vectores
gamma-retrovirales y lentivirales mas seguros y autoinactivantes que carecen de
potenciadores potentes en las repeticiones terminales largas. Estos vectores contienen un
casete transgénico cuya expresion es impulsada por promotores ubicuos internos o
fosfoglicerato quinasa o promotores especificos de tejido. Son mas dificiles de producir, pero
tienendos ventajas: la capacidad de transducir células que no se divideny menos propension
a integrarse cerca de los sitios de inicio de genes transcritos activamente (109)

5.7 Datos, controversiasy regulacion sobre el trasplante de HSC

Todos los pacientes que se consideran para un HSCT deben someterse a una evaluacion
previa federal, por ejemplo con la FDA (de sus siglas en inglés, “Food and Drug
Administration”), y otras agencias reguladoras (por ejemplo, la Fundacién para la
Acreditacion de la Terapia Celular). El proposito de esta evaluacion es asegurar que el
candidato a HSCT sea lo suficientemente "apto™ para tolerar el HSCT y determinar si el
beneficio potencial del HSCT supera los riesgos potenciales, incluida la muertey los efectos

secundarios debilitantesa corto y largo plazo (110).
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La FDA tiene la autoridad para regular los productos de células madre en los Estados
Unidos. Los Unicos productos a base de células madre que estan aprobados por la FDA para
su uso en los Estados Unidos consisten en HSC derivadas de la sangre del cordon. Los
posibles problemas de seguridad para los tratamientos no probados incluyen: reacciones en
el lugar de administracion, la capacidad de las células para moverse de los lugares de
colocacion y cambiar a tipos celulares inapropiados o multiplicarse, fallade las células para

funcionar como se esperabay el crecimiento de tumores (111).

El HSCT se ha realizado especialmente en paises desarrollados, dados los costos y
recursos necesarios. Varios factores socioecondémicos estan asociados con las tasas de
trasplante, incluido el ingreso nacional bruto y el gasto sanitario per capita, la densidad de
médicos, el indice de desarrollo humano, nivel de educacion, nimero de establecimientos de
salud publica, superficie del pais, densidad de poblacidn, densidad de poblacion de la ciudad
capital y porcentaje de poblacion que vive en zonas rurales. En Chile se han informado tasas
bajas de trasplantes a pesar de tener mejores indices econémicos comparado con los demas

paises latinoamericanos (112).

Para establecer un programa de HSCT en un pais en desarrollo, se deben tener en cuenta
varias cuestiones problematicas, siendo las principales las dificultades financieras, logisticas
y socialesy la disponibilidad de personal calificado. Estos programas deberian centrarse en
la creacién de experiencia local, seleccionar practicas rentables, y proporcionar una buena
seleccion de pacientes, formacidn continua del personal y cooperacidn entre paises, asi como

hermanamiento con otras instituciones de paises desarrollados (113).
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6. CONCLUSIONES

Existe mucha informacién disponible, tanto antigua como actual, con respecto al uso de
células madre en terapia celular. Desde que el trasplante de HSC fue desarrollado
inicialmente en 1957 se ha generado un gran interés en el medio cientifico, especialmente en
el &rea medicinaregenerativa. En la actualidad, ese interés sigue creciendoy con la ayuda de
avances tecnoldgicos (por ej. tecnologia de reprogramacion genética) nos permite
comprender los mecanismos de ciertas enfermedades, asi como la busqueda de una terapia

efectivay/o incluso una cura permanente.

Para el procedimiento de recoleccion de HSC se han establecido protocolos
correspondientes aseguiry requerimientosde calidad para obtener un buen producto de HSC.
Existen 3 fuentes para obtener HSC para trasplante, desde medula dsea, sangre periféricay
cordén umbilical. Actualmente, la recoleccion de HSC desde sangre periférica es la més
utilizada por los centros de sangre que la realizan, utilizando movilizadores tales como G-
CSF, perixaflory quimioterapia (esta tltimase haido dejando de utilizar debido a los efectos

adversos).

La aplicacidn del trasplante de HSC funciona y ha sido estudiada como terapia en una
amplia gama de enfermedades, desde enfermedades autoinmunes, trastornos genéticos,
metabolicos, inmunodeficiencias, reparacion de tejidos, entre otras. El objetivo principal del
HSCT es restituir a un paciente un sistema hematopoyético sano, y son varios los estudios

que confirman la efectividad de esta terapia.

62



Aun los principales problemas para el HSCT son la disponibilidad limitada de encontrar
un donante alogénico compatible, la aparicion de eventos adversos como la EICH y posibles
infecciones. Frente a esto la terapia génica presenta una ventaja gracias a que mediante el
HSCT autélogo mas la correccidn genética de las células mutantes se puede lograr tratar
enfermedades monogénicas que han sido estudiadas y tratadas con el HSCT

(inmunodeficiencias, IBMFS y trastornos de los gldbulos rojos, entre otras).

Igualmente, la terapia génica no esta exenta de eventos adversos, tales como la
proliferacion clonal anormal de un grupo especifico de células, la activacion de
protooncogenes, entre otras. Frente a esto, la utilizacion de vectores auto-inactivados reduce
el riesgo de que se generen estos eventos adversos en los pacientes, ademas de la
determinacion de mejores regimenes de acondicionamiento adecuados para estas terapias.
Estas opciones dependen de la fisiopatologia de la enfermedad y requieren un trabajo
preclinico significativo y estudios de toxicologia en modelos animales especificos de la
enfermedad. Varios ensayos clinicos estan en curso buscando evidenciar el tratamiento

seguro con terapia génicay HSCT.

El empleo de esta terapia probablemente siga avanzando en otras patologias, cuando se
haya completado la realizacion de los ensayos clinicos necesarios, que permiten conocer con
exactitud la total seguridad y eficacia de ésta en humanos. Ademas, las investigaciones
apuntan a seguir profundizando en los mecanismos de accion de las células madre, en
consensuar resultados investigativos y seguir estableciendo recomendaciones clinicas

basadas en las evidencias cientificas.
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