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El trasplante de células madre hematopoyéticas (CMHSs) se ha venido
usando en estas tres Ultimas décadas para reconstituir la hematopoyesis tras
tratamientos mielo-ablativos. El trasplante de CMHSs se utiliza para tratar
una extensa variedad de enfermedades hematoldgicas y no hematolégicas,
habiéndose establecido como terapia para muchas patologias congénitas o
adquiridas del sistema hematopoyético y para las enfermedades quimio o
radio-sensibles. La fuente de CMHs se ha ido ampliando en estos ultimos
afos, obteniéndose de médula ésea (MO), sangre periférica movilizada, y
mas recientemente de sangre de cordén umbilical (SCU). El primer tras-
plante de SCU se llevo acabo en el afio 1988 y en la actualidad se han reali-
zado maés de 2.000 trasplantes, habiéndose convertido la SCU en una fuente
de progenitores hematopoyéticos (PHs), alternativa a la tradicional de
médula ésea.

En estos ultimos afios, ha habido un gran interés en expandir y manipular
las células madre hematopoyéticas (CMHs) para aumentar su potencial tera-
péutico. En este articulo se hard una breve descripcion de las caracteristicas
de las células madre hematopoyéticas y se comentard los Ultimos avances
obtenidos en protocolos de expansion.
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Estado actual del trasplante de SCU

La presencia de PHs en la SCU se demostré por primera vez en 1974%, diez
afios més tarde se demostré la presencia de PHs primitivos? Sin embargo no
fue hasta el afio 1988 cuando se realizé el primer trasplante de SCU entre
hermanos HLA-idénticos, para tratar a uno de ellos con anemia de Fanconi®.
Este paciente en la actualidad se encuentra bien, con reconstitucion completa
del sistema linfo-hematopoyético.

Desde entonces, el conocimiento de las caracteristicas biologicas de la
SCU ha aumentado y las ventajas de su utilizacion para trasplante son cada
vez mayores.

Las principales ventajas de utilizar la SCU como una fuente alternativa de
CMHs son, la facilidad de su obtencidn, ausencia de riesgo para el donante,
un riesgo reducido de transmision de infecciones, pronta disponibilidad de
muestras criopreservadas, bajo riesgo de transmision viral y baja incidencia
de enfermedad de injerto contra huésped (EICH), debido a la inmadurez del
sistema inmune del recién nacido. Comparado con el trasplante de MO no
emparentado, donde se requiere un grado de identidad completa HLA para
los antigenos de clase | y I, la mayoria de los trasplantes de SCU no empa-
rentados se han realizado con uno, dos y tres grados de disparidad HLA.

Los bancos de SCU presentan una amplia diversidad en la metodologia
utilizada y se ha hecho necesario realizar un esfuerzo de estandarizacion que
contribuya a mejorar la calidad de las unidades almacenadas. Con este pro-
posito se fundé NETCORD en 1998, agrupacién formada por bancos de SCU
de larga experiencia de USA, Europa, Japén y Australia. Este grupo ha ela-
borado unos estdndares que contemplan regulaciones nacionales e interna-
cionales y que han sido aceptados por los diferentes organismos
relacionados con la acreditacion (FACHT, JACIE e ISHAGE, entre otras) de
este tipo de actividades. A fecha de Julio de 2002, existian 57.676 unidades
de SCU almacenadas y hasta la fecha se han realizado més de 2.000 trasplan-
tes de SCU emparentados y no emparentados. El registro EUROCORD tra-
baja en colaboracién con NETCORD vy se encarga de recoger los datos de
seguimiento de los trasplantes de SCU.

En Espafia, el banco de corddn de Barcelona fue el primero en iniciar sus
actividades en 1995, posteriormente se fueron incorporando los bancos de
Madrid, Malaga, Galicia, Canarias y Valencia. A fecha de 2001 contaban en
su haber con 11.155 unidades de SCU y se habian realizado 133 trasplantes
de SCU no emparentado.

En 1998, Rubinstein y col* publicaron los resultados de 562 trasplantes de
SCU no emparentado. El seguimiento clinico mostré prendimiento mieloide
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en el dia 42 para el 81% de los pacientes y prendimiento plaquetar en el dia
180 para el 69%. La incidencia de EICH crénica ocurrié solamente en el 12%
y fue poco severa. Desde octubre de 1988 hasta marzo de 2000 se han comu-
nicado a EUROCORD los datos de 700 trasplantes procedentes de 121 cen-
tros pertenecientes a 29 paises. De estos, 150 casos fueron de donante
emparentado y 534 de donante no emparentado (378 nifios y 156 adultos)®.
Del analisis de estos resultados se concluye que los trasplantes de SCU HLA
idénticos de donante emparentado tienen menos EICH e idéntica supervi-
vencia que los trasplantes de MO en las mismas condiciones. Respecto a los
trasplantes de SCU no emparentados, los resultados son similares a los de
MO. Una conclusion unanime de estos estudios es que, el factor crucial en el
resultado favorable del trasplante es el nimero de células nucleadas infundi-
das IKg de peso, aconsejandose una dosis a infundir > 3 x 10’/Kg, aunque
recientemente en la misma serie de pacientes antes mencionada se comprobd6
gue la dosis de CFC (unidades formadoras de colonias) era un parametro
mas predictivo de la supervivencia post-trasplante que la dosis de células
nucleadas, observandose prendimiento y trasplante libre de enfermedad a
partir de una dosis de 5 x 10* CFCs/Kg°".

De entre los hospitales de Espafia que vienen realizando trasplantes de
SCU, cabe mencionar al hospital "La Fe" de Valencia, que lleva realizados
mas de 30 trasplantes. En un trabajo, recientemente publicado por este
grupo, se evaltan los resultados de una serie de 22 adultos’, de los cuales 12
viven y estan libres de enfermedad, aun habiéndoseles infundido una
mediana de 1,71 x 107 células mononucleadas/Kg . Cabe resaltar los mejores
resultados con pacientes més jovenes.

Uno de los principales problemas que plantean los trasplantes de SCU, es
la baja celularidad de una unidad de SCU vy el retraso del prendimiento mie-
loide y plaquetar, en comparacién con los trasplantes de MO, por lo que la
expansion ex vivo se vislumbra prometedora, no solo porque aportaria al
paciente un namero suficiente de PHs que acortarian el periodo de aplasia,
sino porgue permitiria su uso en adultos.

Caracterizacion funcional de los progenitores y células madre
hematopoyéticas

El sistema hematopoyético en mamiferos esta compuesto por una poblacion
heterogénea de células que comprende desde células maduras con una limi-
tada capacidad proliferativa y una vida media corta hasta células pluripo-
tentes con una extensa capacidad proliferativa, de diferenciacion y de
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auto-renovacion, las denominadas células madre hematopoyéticas (CMHS).
Por esto las CMHSs son definidas por su potencial de auto-renovacion y por
su capacidad para producir una progenie diferenciada.

La incapacidad de purificarlas a homogeneidad hace necesario el uso de
ensayos funcionales.

En el ratdon se denominan a las células repobladoras a corto plazo,
(STRCs), a aquellas células que previenen de la muerte a los animales irra-
diados letalmente, mientras que el nimero de células repobladoras a largo
plazo (LTRCs) se estiman por facilitar el trasplante con éxito en un segundo
huésped. La medida més definitiva de las LTRCs es su capacidad para com-
petir por el injerto contra otra CMH. Si la repoblaciéon competitiva se efectla
usando numeros bajos de CMH putativas, es posible determinar la capaci-
dad repobladora de una Unica célula madre.

Como los experimentos in vivo no se pueden realizar en humanos se han
desarrollado ensayos que permiten la enumeracién de los PHs y de las
CMHs. Histéricamente, el analisis cuantitativo de los PHs y CMHSs se ha
visto limitado a ensayos in vitro, en los que el potencial proliferativo de las
células se evalla en presencia de varias combinaciones de citocinas. Asi, los
denominados ensayos clonogénicos, detectan los PHs como células formado-
ras de colonias (CFCs), que tienen un limitado potencial proliferativo y estan
comprometidas a un linaje mieloide especifico.

Los ensayos in vitro que mas se aproximan a la deteccién de las CMHs son
los que evalUan la presencia de blastos con capacidad de formar colonias
(CFU-blast) y los que detectan células formadoras de colonias con un alto
poder proliferativo (HPP-CFC), y los mas comUnmente usados, que consis-
ten en cultivos a largo plazo sobre estroma, entre los que se incluyen los
denominados LTC-IC, que detectan la presencia de colonias de células deno-
minadas CAFCs, capaces de iniciar la hematopoyesis sobre un estroma a
largo plazo, durante 5-7 semanas. Si estos cultivos se prolongan durante mas
tiempo, hasta 100 dias, se denominan prolongadas LTC-IC o ELTC-IC. Sin
embargo este tipo de cultivos no permite el desarrollo de todas las estirpes
hematopoyéticas y ademas no valoran la capacidad de repoblacion.

Aungue el niamero de CAFCs se correlaciona con el nimero de LTRCs, no
hay pruebas definitivas de que los progenitores humanos determinados en
los ensayos in vitro se correlacionen con las LTRCs. Ademas los ensayos in
vitro no pueden evaluar la capacidad de anidar, una caracteristica de la
CMH que so6lo se puede determinar por trasplante.

El descubrimiento de una mutacion en el ratén que le confiere una severa
inmunodeficiencia combinada (SCID) ha provisto de una valiosa herra-
mienta para evaluar la capacidad de prendimiento de las células hematopo-
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yéticas més primitivas, tras transplante intravenoso. Méas recientemente se
ha empezado a usar el raton NOD/SCID (raton inmunodeficiente diabético
no obeso/inmunodeficiencia severa combinada)®. Este modelo se usa para
identificar una célula madre hematopoyética denominada célula repobla-
dora del raton SCID (SRC)?, que es mas primitiva que cualquier otra célula
identificada por los anteriores ensayos.

Sin embargo no debemos olvidar que los progenitores hematopoyéticos
trasplantados se encuentran en un entorno xenogénico. Como en el raton, la
reconstitucién a corto y a largo plazo o el injerto en trasplantes primarios,
secundarios e incluso terciarios, miden los progenitores humanos compro-
metidos y primitivos respectivamente.

Sin embargo no todos los modelos de trasplantes xenogénicos miden el
injerto de las células en un estadio similar de diferenciacion. Ademas la
mayoria de los modelos xenogénicos no aportan informacién sobre la natu-
raleza competitiva de las CMH putativas, como se puede obtener de los
ensayos realizados en raton. Algunos investigadores han examinado las
caracteristicas de las CMHs en perros o en primates no humanos®. Estos
modelos han demostrado que los progenitores definidos in vitro difieren de
las CMHs que se injertan y que los estudios realizados en ratén sélo predi-
cen en parte los resultados vistos en los animales mas grandes.

Caracterizacion fenotipica de las células madre hematopoyéticas

La mayoria de las CMHs en humanos expresan el antigeno CD34, una prote-
ina integral de membrana de 90-120 kD, que también se expresa en progeni-
tores comprometidos. Se ha sugerido que esta molécula funciona como
regulador de la adhesion celular a las células del estroma del microentorno
hematopoyético. La frecuencia de las células CD34" en MO se ha estimado
entre 1-3% de la células mononucleadas (MNCs), en SCU oscila entre 0.2-1%.
Es interesante resaltar que su frecuencia en la SCU disminuye con la edad de
gestacion. Asi, se ha observado que a las 17 semanas de gestacion suponen el
11% de las MNCs, mientras que a las 38 semanas son el 1%, aproximada-
mente. Las células CD34%, tanto en MO como en SCU constituyen una pobla-
ciébn muy heterogénea en la que se incluyen también PHs comprometidos.

La separacion celular basada en la co-expresidn de otros antigenos ha per-
mitido obtener poblaciones celulares enriquecidas en células més primitivas.
Asi la expresion del antigeno CD38 aumenta con la diferenciaciéon. Tan sélo
entre 1-10% de las células CD34" son CD38-. Ambas subpoblaciones
CD34*CcD38* y CD34*tCD38" contienen CFCs y LTC-ICs®%, aunque las
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LTC-ICs estdn mas enriquecidas en la fraccion CD34TCD38™. Ademas las
ELTC-ICs se encuentran en esta fraccion CD347CD38", que ademas no
expresa marcadores de linaje (Lin7)%%,

La poblacién celular CD347CD38" es muy quiescente y son necesarias
grandes dosis de citocinas, denominadas de accidn temprana, tales como
FI,SCF y TPO para llevarlas a ciclo®.

Las CMHSs se encuentran en la subpoblacién celular CD34TCD38Lin".
También expresan el CD133*, el Thy-1 (CD90)" y tienen una baja o nula
expresion de c-kit (CD117)%.

En el raton las CMHs no expresan de manera uniforme el CD34 y so6lo
durante el desarrollo, tras trasplante o durante la administracién de factores
de crecimiento son CD34", habiéndose demostrado la reconstitucién total de
la hematopoyesis en ratén®, con tan solo 20 células Lin~ Sca-1*c-kittCD34",
Esto plantea futuras posibles implicaciones en el prospecto de la purificacion
y expansion de CMHs sobre la base de la seleccién del CD34" como Gnico
criterio.

Si las CMH CD34" son precursores de las CD34% y por tanto, una fuente
mejor de células para trasplante y/o para expansion ex vivo no se sabe con
certeza, aunque el trabajo de Bhatia y col® demuestra que es posible que
exista una jerarquia celular en humanos, siendo mas primitiva la célula con
fenotipo Lin-CD34°CD38" que, a diferencia de la antes citada, no expresaria
el antigeno Thy-1. Estos autores observan que en cultivo estas células se dife-
rencian a CD34" y que son capaces de iniciar la hematopoyesis en un ratén
NOD/SCID.

Diferencias ontogénicas en las células madre hematopoyéticas

Los resultados obtenidos en los laboratorios y en los ensayos clinicos se
deben interpretar a la luz de la ontogenia de las CMHs. Durante la vida fetal
y durante la temprana vida post-natal, las CMHs se multiplican in vivo, lo
gue se traduce en expansion del "pool" de CMHs. Sin embargo durante el
desarrollo y a lo largo de la vida pueden ocurrir cambios sutiles en la calidad
de las CMHs. Asi las CMHs de higado fetal murino tienen un mayor poten-
cial de proliferacion que las de MO post-natal*#. Ademas la frecuencia de
progenitores que s6lo pueden reconstituir la estirpe mieloide o linfoide, pero
no ambas, aumenta con la edad®.

Las CMHs de SCU pueden tener una ventaja competitiva similar, sobre
las de MO%. Por célula, las células de SCU injertan de 10 a 50 veces mejor en
huéspedes xenogénicos que las de MO?,
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Se ha observado también una gradacion en la frecuencia de las células
Lin"CD34" con la edad, siendo de 3,25% para higado fetal, 2,65% para sangre
fetal, 1,12% para SCU y 0,28% para MO?®. Ademés se ha demostrado que la
frecuencia de las SRC es distinta dependiendo de si se trata de SCU, MO o
sangre periférica movilizada, siendo esta de 1 SRC en 0,93 x 10° de 1 en 3 x
10°y de 1 en 6 x 10° MNCs respectivamente®. No obstante otros autores esti-
man la frecuencia de las SRC en SCU de 1 SRC en 617 células CD347CD38" y
estiman que la frecuencia en MO, aunque no calculada, debe ser similar®.

En cuanto a la frecuencia de PHs, ésta es similar en SCU y en MO, aunque
la proporcién de los PHs inmaduros denominados CFU-GM, CFU-GEMM y
CFUMKk y BFU-E, capaces de generar todas las estirpes mieloides es superior
en la SCU% como lo es también la de las células HPP-CFC?.

No se ha realizado una comparacién sistemética entre progenitores de
MO de donantes jévenes y mayores para determinar si los progenitores de
una sola estirpe se vuelven més frecuentes con la edad. Sin embargo las
CMHs con capacidad de generar una Unica estirpe son mas frecuentes en los
injertos humanos tras expansion ex vivo, sugiriendo que una pérdida similar
en el potencial de las CMHs sucede también en humanos®. La pérdida de la
capacidad de proliferacién y de diferenciacion con la edad debe reflejar la
incapacidad de llevar a cabo verdaderas divisiones celulares de autorenova-
cion o senescencia®.

La sangre periférica movilizada por G-CSF se ha convertido en la fuente
celular preferida por la temprana recuperacion en neutréfilos y plagquetas,
debido seguramente al mayor nimero de STRCs*. Sin embargo hay eviden-
cias de que los progenitores son cualitativamente diferentes a los de MO.
Asi, la capacidad de diferenciacion y proliferacién de las células CD34"Lin"
es inferior®, se requiere un mayor niamero de células para reconstituir la
hematopoyesis en modelos de trasplante xenogénico y la capacidad de repo-
blacién a largo plazo es también inferior a la de los progenitores de MO®**,

Expansion Ex Vivo de los progenitores y de las células madre
hematopoyéticas

Uno de los intereses més prioritarios, en la investigacion en células madre es
la expansién ex vivo de las CMHSs. Las ventajas son multiples e incluyen: a)
disminucion del tiempo de recuperacion hematopoyética tras quimioterapia
o trasplante; b) aumento del componente LTRC de pequefios injertos o injer-
tos de pacientes pre-tratados con quimioterapia; ¢) eliminacion de las células
cancerigenas de un injerto, d) modificacidon genética de las LTRCs y €) gene-
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racion ex vivo de células dendriticas para su uso como vacunas inmunotera-
péuticas.

Para acortar el periodo de recuperacion de neutrdfilos y plaquetas, se han
dedicado muchos esfuerzos en conseguir expansiones de las STRCs y pre-
cursores. Se han desarrollado varios sistemas de cultivo, de uso clinico que
usan citocinas combinadas o no con un estroma autélogo que permiten la
expansién de las CFUs y precursores mieloides. La transfusién de tales célu-
las comprometidas, acorta o incluso elimina la neutropenia post-tras-
plante®=,

Otros sistemas en desarrollo tienen como objetivo la expansion de mega-
cariocitos para disminuir la necesidad de los trasplantes de plaquetas®.

Para generar suficientes células a partir de pequefios injertos, tales como
la SCU, para la reconstitucién de adultos, no es suficiente expandir las
STRCs, sino también las LTRCs. Sin embargo, las condiciones que permiten
la expansién de las STRCs, conllevan casi siempre la disminucion de las
LTRCs con capacidad de injerto. Se han realizado pocos ensayos clinicos uti-
lizando solo progenitores expandidos. Ademas la mayoria de estos ensayos
se realizaron usando un injerto autélogo, sin marcaje genético y sin total
mieloablacién, por lo que el injerto a largo plazo no se pudo evaluar.

Para expandir las CMHs, estas células deben experimentar repetidas divi-
siones celulares simétricas, en las que las dos células hijas retengan las mis-
mas caracteristicas de la célula original.

La ausencia de expansion puede ser debida a la incapacidad de division
en las condiciones usadas. Aunque la mayoria de las CMHs estan en G,*, no
hay evidencias de que la falta de expansion sea debida a la incapacidad de
llevarlas a ciclo. De hecho, la salida de G,, puede en parte ser la responsable
de la defectuosa capacidad de repoblacion de los injertos expandidos®.

El injerto necesita la anidacion de la CMH, seguida de la proliferacion in
vivo y la diferenciacion. El cultivo ex vivo conlleva cambios en la expresion
de los miembros de la familia de la 31 integrina, asi como del receptor
CXCR4, que juega un papel muy importante en la anidacion y el injerto®.

La falta de expansion puede también ser debida a la muerte celular, asi la
expansion ex vivo esta asociada con aumento de la expresion del ligando de
Fas (CD95)*, y la disminucién de la expresion del gen anti-apoptosis Bcl2*
en las células CD34", mientras que la eliminacion de los factores de creci-
miento activa la via de las caspasas® en las células CD34*. Por lo tanto un
exceso de apoptosis de las células hijas durante o después de la expansion,
puede contribuir a una pobre expansion e incluso pérdida de las CMHs.

Una tercera posibilidad es que la progenie de las CMHSs se vuelva progre-
sivamente mas comprometida y pierda su capacidad de LTRC. Algunos
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investigadores han argumentado que la decisién de auto-renovacién sin
diferenciacién es estocéstica. Si esto fuera verdad ningun factor podria alte-
rar las decisiones de las CMHSs. Sin embargo la activacion de ciertos genes,
como mas adelante se comenta, aumenta la capacidad de auto-renovacion.
Asi por ejemplo la sobre-expresion del gen homeobox Hoxb4, en CMHSs de
ratén conlleva a la expansién del "pool de CMHSs in vivo e in vitro®. No se
sabe todavia que sefiales activan la expresién de este gen. Sin embargo estos
estudios otorgan cierta credibilidad a la idea de que deben existir en el
microentorno y deben activar la decision de las CMHs.

Se ha observado expansion de las STRCs y una modesta expansion de las
células que establecen la hematopoyesis en segundos huéspedes, cuando el
cultivo se realiza en presencia de combinaciones de citocinas muy potentes,
tales como SCF, FL, TPO e IL-6*4"* aunque también se ha observado defec-
tos en el potencial de injerto, cuando compiten contra células no manipula-
das, lo que sugiere que las citocinas, como Unico estimulo, no permiten las
divisiones celulares sin pérdida de capacidad de repoblacién.

El efecto de las citocinas sobre los progenitores esta modulado por com-
ponentes de la matriz extracelular, por lo que la co-localizacion selectiva de
las citocinas y progenitores debe ser crucial para la regulacién de la prolife-
racion y la diferenciacién, aunque todavia no se sabe como recrear tales inte-
racciones en cultivo.

Finalmente, si citocinas, consideradas clasicamente como no hematopoyé-
ticas, tales como las proteinas morfogenéticas, juegan un papel durante el
desarrollo hematopoyético esté por resolver®.

En los estromas que soportan las LTRCs, existen otra serie de factores,
ademas de las citocinas, y que se expresan de manera diferencial, por ejem-
plo los ligandos de los receptores de la familia Notch®, que juegan un papel
clave en los procesos de decision celular en los sistemas no hematopoyéticos.
Es de vital importancia identificar dichos factores, para los que existen
receptores en las CMHs, para asi determinar que sefiales activan la auto-
renovacion de las CMHs.

Dado que las células madre y las células cancerigenas tienen la capacidad
de auto-renovarse, parece razonable que utilicen una estrategia similar. Por
ejemplo, la prevencion de la apoptosis por sobre-expresion del gen bcl-2 con-
lleva un aumento de las CMHs in vivo, sugiriendo que la muerte celular
tiene un papel en la regulacion de la homeostasis de las CMHs™.

Otras vias de sefializacion asociadas con la oncogénesis tales como las de
Notch, antes mencionada, Sonic hedgehog (Shh) y Wnt pueden regular tam-
bién la auto-renovacioén celular. La activacion de Notch en las CMHs en cul-
tivo aumenta de manera consistente la cantidad de progenitores primitivos
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tanto in vitro como in vivo, sugiriendo que promueve la auto-renovacién o
gue al menos mantiene la multipotencialidad®*.

También se ha observado que la poblacién enriquecida en CMHs (CD34*
Lin"CD38") aumenta su capacidad de auto-renovacién en respuesta a la esti-
mulacion de Shh, aunque en combinacién con factores de crecimiento®.

La implicacién de estos dos genes es especialmente interesante a la luz de
otros estudios que implican estas vias en la regulacion de las células madre
de otros tejidos.

De particular interés es la via de Wnt. Las proteinas Wnt son moléculas de
sefializacion intercelulares que regulan el desarrollo en varios organismos.
La expresion de proteinas Wnt en MO® sugiere que, también deben influir
en las CMHs. Asi, se ha demostrado que la sobre-expresion de [-catenina
(un activador de la sefializacion por Wnt) en cultivos a largo término de
CMHs expande un "pool" de CMHs determinado tanto por el fenotipo
(Thy1.1° Lin”* Scalt c-kit*) como por su funcién (capacidad de reconstituir
el sistema hematopoyético in vivo). Ademas la expresion ectdpica de axina,
un inhibidor de la sefializacion por Wnt, conlleva una inhibicion de la proli-
feracion de las CMHSs, aumento de la muerte in vitro y reducida capacidad
de reconstituir in vivo®.

Aplicaciones terapéuticas de la transferencia génica en las CMHs

Desde hace dos décadas se ha propuesto que la transferencia génica en las
CMHs puede ser una herramienta para el tratamiento de las enfermedades
genéticas y para enfermedades neurodegenerativas, autoinmunes, cancer y
mas tarde el SIDA, y para corregir o modular el sistema inmunitario.

Todos los vectores utilizados para el desarrollo de modelos de terapia
génica se han generado con vectores virales, predominantemente onco-retro-
virus. Estos vectores requieren para su integracion en el genoma de la célula
huésped, que ésta se replique y las CMHs se encuentran en un estado quies-
cente, por lo que estas estrategias requieren del uso de protocolos de expan-
sion, con las dificultades que ello conlleva, como antes se ha mencionado.

El descubrimiento y desarrollo de nuevos vectores derivados del HIV
posiblemente aceleren el progreso en este campo. Esta familia de lentivirus
puede transducir células tanto en estado de division celular como de quies-
cencia®. Sin embargo, por razones de seguridad, se trata de un patdégeno
humano, no se ha aprobado ningun ensayo clinico.

Otras estrategias como las denominadas "transcriptional targetting", con-
sistentes en la insercion de: secuencias reguladoras en los vectores que con-
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trolen la transcripcion y confinen la expresién del transgen a una estirpe
celular especifica después de la diferenciacion celular, parecen mas prome-
tedoras.

Inmunodeficiencias congénitas y adquiridas.

En Julio de 1990, se aprobaron por los "National Institutes of Health Recombi -
nant DNA Advisory Committee" dos protocolos de terapia génica para la
variante de SCID, ADA-SCID y melanoma. Ambos protocolos incluian
transferencia génica en células linfoides. Dos afios mas tarde se inicio el pri-
mer ensayo de transferencia génica con CMHSs para ADA-SCID%, y después
se han realizado otros estudios, incluyendo transferencia génica en CMHSs de
SCU*. Los resultados demuestran claramente la persistencia de células gené-
ticamente marcadas. Sin embargo, la disponibilidad de un tratamiento alter-
nativo y el uso concomitante en todos estos pacientes de la enzima pegilada
ADA, ha dificultado la evaluacién de los efectos terapéuticos de la terapia
génica. Si bien es cierto que la terapia combinada fue superior en algunos
pacientes al uso exclusivo de la enzima. En el estudio de terapia génica reali-
zado con CMHSs de SCU, la deprivacion de la enzima conllevé aun acimulo
de linfocitos T con una expresion normal de ADA pero no se mantuvo la
funcién inmune®. Sin embargo en el estudio realizado con linfocitos trans-
ducidos, las células T modificadas reemplazaron progresivamente a las no
transducidas®.

A pesar de los datos esperanzadores obtenidos a partir de modelos animales
para las inmunodeficiencias congénitas, como por ejemplo Jak3-SCID defi-
ciencia, sindrome de Wiskott-Aldrich y deficiencia en RAG (recombination-
activating gene), la aplicacién clinica se ha visto limitada a la granulomatosis
crénica y SCID-X1. Los resultados obtenidos con la terapia génica para
SCIDX1 han sido la primera demostracién formal de que la terapia génica
con CMHSs*® podia curar una enfermedad genética.

Enfermedades autoinmunes.

El conocimiento que se tiene de la patogénesis de las enfermedades autoin-
munes ha llevado al desarrollo de varias aproximaciones de terapia génica
en estos dltimos afios, incluyendo la modulacion de las respuestas a citoci-
nas para reprogramar al sistema inmune, administracion de vacunas antii-
diotipo y la reinduccién de la tolerancia. Para una revisién®,
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Terapia inmunogenética del cancer.

El cancer, en particular aquellos tumores tratados con trasplante autélogo de
médula 6sea, fue una de las primeras aplicaciones clinicas para la terapia
génica. Inicialmente los objetivos principales estaban dirigidos a definir el
origen de la recaida del tumor y la eficiencia de la transferencia génica. En
los afios siguientes, el uso de la terapia génica en el tratamiento del cancer se
ha extendido, habiéndose convertido en una de las principales aplicaciones
preclinicas y clinicas de este tipo de terapia.

La mayoria de las aproximaciones de la terapia inmuno-genética para el
tratamiento del cancer han tenido como finalidad aumentar la inmunogeni-
cidad de las células tumorales, para que el sistema inmunitario pueda elimi-
nar las células residuales del tumor, independientemente del procedimiento
utilizado para extirpar la masa tumoral.

La inmunoterapia génica incluye la transferencia de los genes que codifi-
can para el complejo principal de histocompatibilidad, moléculas co-estimu-
ladoras, citocinas y quimiocinas en las células tumorales para convertirlas en
células dendriticas o células presentadoras de antigeno profesionales.

Generacion de células dendriticas.

Las células dendriticas (CDs) son las Unicas células capaces de presentar
antigenos extrafios a los linfocitos T virgenes, de estimularlos y educarlos en
linfocitos T de memoria, que cuando reconocen ulteriormente los antigenos
presentados, van a transformarse en linfocitos T citoliticos®. Por lo tanto, una
de las formas de vacunacion antitumoral que se estd desarrollando trata de
producir in vitro células dendriticas autdlogas sensibilizadas con el antigeno
tumoral especifico del tumor propio del paciente e infundirlas de manera
repetida constituyendo una vacuna que pueda desencadenar in vitro la res-
puesta inmune capaz de rechazar el tumor®.

Muchos antigenos de tumores no provocan una respuesta T antigenoespe-
cifica en los pacientes, lo que puede ser debido a una ausencia de CDs fun-
cionales en los tejidos tumorales. También los tumores pueden excretar
factores que inhiben o reducen la funcion de las CDs y asi escapar al sistema
inmune. Un linfocito T CD8 necesita recibir dos sefiales para ser activado: la
primera se realiza por la unién del complejo molécula HLA/péptido antigé-
nico con el TCR (T cell receptor) del linfocito T, la segunda consiste en la
unién de las moléculas 87 con el receptor CD28/CTLA4 del linfocito y la
union del CD40 con el ligando del CD40 en el linfocito T. Sin embargo en la
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mayoria de los tumores humanos, las moléculas necesarias para inducir la
segunda sefial de activacidn estadn ausentes, lo que impide una estimulacion
eficaz de los linfocitos T.

La manera de superar estas anomalias es manipular las CDs in vitro y tra-
tar de conseguir la respuesta inmune por la infusién de éstas, presentando el
antigeno tumoral a los linfocitos T por las CDs.

Las CDs se encuentran en cantidades muy escasas en la sangre (<1% de
las células mononucleares) y por lo tanto son dificiles de aislar: Hasta hace
poco, esta escasez y la ausencia de marcadores especificos de las CDs habia
impedido el desarrollo de investigaciones. La posibilidad de poder producir-
las in vitro, ademas de su caracterizacion, ha permitido su utilizacion en cli-
nica. Las técnicas de cultivo usan monocitos de sangre periférica y SCU o
células CD34" de MO y SCU.

La captura del antigeno por las CDs ocurre por fagocitosis y por macropi-
nocitosis. Estos antigenos van a ser procesados en pequefios fragmentos que
se asociaran con las moléculas HLA y migraran a la superficie de la célula.

Los vectores que se estan utilizando para cargar las CDs con los antigenos
tumorales son muchos: vectores virales, ADN desnudo o en plasmidos,
ARN, liposomas con proteina o &cido nucleico, células tumorales lisadas,
células apoptoticas o péptidos. En la actualidad se estan llevando a cabo
ensayos en pacientes con linfoma no Hodgkin y distintos canceres: de pros-
tata, colorectal, renal, microcitico de pulmén, de mama, de ovario, de cérvix,
hepético y gastrico, utilizando en todos ellos CDs derivadas de monocitos
autélogos®*,

Sin embargo, es la transferencia génica en las CMHs, con la finalidad de
producir CDs que expresen el antigeno asociado al tumor ex vivo o in vivo, la
gue se ha convertido en una de las areas de investigaciébn mas importantes
de la terapia inmuno-genética del cancer. La ingenieria genética tiene las
ventajas de una expresion sostenida y permanente del antigeno y el consi-
guiente establecimiento de una persistente respuesta antitumoral.

Es obvio que se necesita conocer la biologia bésica de las CMHs para com-
prender los mecanismos moleculares y celulares implicados en los procesos
de auto-renovacion y diferenciacién para de este modo comprender los ori-
genes de las enfermedades hematolégicas y desarrollar estrategias que per-
mitan una expresion génica eficiente en esas células para su uso en terapias
génicas.
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