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de corddn (CBT), es el resultado de un nimero inadecuado de células

progenitoras en el injerto y esta asociado a un incremento en la morbi-
mortalidad temprana relacionada con el trasplante. Nuevas estrategias de cultivo
incrementan el nimero de progenitores en el corddn umbilical, capaces de lograr
un rapido injerto y ampliar el uso de este recurso. Aqui reportamos el desarrollo de
una expansion celular ex vivo mediada por NOTCH, en un sistema de progenitores
(CD34+ obtenidos de cordon umbilical, que resulta en un marcado incremento
en el nimero absoluto de células progenitoras (stem cells), incluyendo aquellas
capaces de incrementar y repoblar la médula 6sea de ratones diabéticos no
obesos con una inmunodeficiencia combinada (NOD-SCID). Ademas, cuando los
progenitores de corddn expandidos ex vivo en la presencia del ligando NOTCH,
fueron infundidos en un ensayo clinico, después de un régimen mieloablativo
para trasplante, el tiempo de recuperacion de neutrdfilos fue sustancialmente
mas corto. En nuestro conocimiento, este es el primer
reporte que documenta un rapido injerto derivado de
células progenitoras humanas expandidas ex vivo.

I | retardo en el injerto mieloide de los trasplantes realizados con células

La sangre de corddn umbilical es un recurso efectivo

y ampliamente utilizado como fuente de progenitores

hematopoyéticos para pacientes que seran sometidos

a un procedimiento de trasplante. En la actualidad,

la mayoria de los pacientes recibe dos unidades de

cordon derivadas de diferentes donadores, para mejorar la provision con un
numero adecuado de células progenitoras y asegurar en mayor medida, el injerto.
Sin embargo, el tiempo del injerto es relativamente retardado, documentandose
hasta en mas de 3 semanas para un nimero adecuado de células mieloides, en
este tiempo el paciente es susceptible a infecciones, incrementando el riesgo
de morbi-mortalidad. Se han realizado esfuerzos previos para mejorar este
tiempo de injerto, utilizando métodos de expansion ex vivo mediado por citocinas
para incrementar el nimero de células a infundir, los cuales no han mostrado
efectos clinicos significativos. Nuestro laboratorio esta investigando el papel del
NOTCH en la via de sefializacion y regulacion de la expansion de los progenitores

progenitores capaces de generar una rapida repoblacion medular y mejorar la
cinética de recuperacion hematopoyética después de un trasplante.

El papel de NOTCH en la hematopoyesis fue inicialmente sugerido por nosotros
al detectar el gen NOTCH1 expresado en los progenitores humanos CD34+
0 CD34+lin- y por el incremento en la autorenovacion y repoblacion de estas
células resultante de una expresion mediada por retrovirus, 1o cual constituye la
forma activa de NOTCH. En modelos animales, la activacion de los receptores
endogenos de NOTCH en la presencia de un ligando inmovilizado del mismo,
revela profundos efectos en el crecimiento y diferenciacion de
E los progenitores hematopoyéticos en modelos murinos,
con un incremento multilogaritmico en el ndmero
de precursores que en un corto tiempo tendran la
capacidad de diferenciarse en serie linfoide y mieloide.
En humanos, la incubacion de células progenitoras de
corddn umbilical en presencia de este ligando inmovilizado,
genera aproximadamente un incremento de hasta 100
veces, el nimero de células CD34+ con una capacidad
incrementada de repoblar la médula 0sea de ratones
inmunodeficientes.
De manera global estas observaciones
demuestran que la sefalizacion de NOTCH
juega un papel principal en la regulacion de la
hematopoyesis y sugiere que su ligando podria ser un agente Util para mejorar
un cultivo de progenitores hematopoyeéticos ex vivo.

Nosotros reportamos el desarrollo de una metodologia optimizada y clinicamente
factible para generar progenitores hematopoyéticos de sangre de

corddn para evaluacion clinica. Estos cultivos de células CD34+ en la

presencia del ligando de NOTCH resultan con un incremento mayor
de 100 veces su numero, con la capacidad de repoblar la médula
de ratones inmunodeficientes, con un mejoria en la magnitud de
la cinética, resultando en un injerto mieloide mas réapido en los

hematopoyéticos, con el objetivo de generar un ndmero incrementado de

estudios fase | de trasplantes de células de corddn mieloablativos.

<

RESULTADOS

n estudios previos publicados por nosotros
usamos progenitores hematopoyéticos de cordon

CD34+CD38- enriquecidos como el inicio de la
expansion mediada por NOTCH, un proceso de separacion
de células es necesario, es decir, las poblaciones de CD34+
y CD38- fueron aisladas. Comparamos las caracteristicas
de crecimiento y generacion de repoblaciones celulares de
las poblaciones de CD34+ y de CD34+CD38-. Cultivamos
las células por 17-21 dias en la presencia de fragmentos
de fibronectina y el ligando NOTCH, en condiciones
libres de suero, suplementadas con citoquinas (300 ng/
ml de stem cell factor, 300 ng/ml de Fit3 ligando, 100
ng/ml de trombopoyetina, 100 ng/ml de interleucina 6
y 10 ng/ml de interleucina 3). No hubo diferencia en el
conteo absoluto de CD34+ generados por las poblaciones
de CD34+ y CD34+CD38- con una expansion de 138
y 163 veces respectivamente (p=0.1612). Los estudios
in vivo, en los ratones inmunodeficientes mostraron un
injerto mas rapido en las poblaciones originadas de los
cultivos de las células CD34+, que de las originadas por
las CD34-+CD38- con una significancia estadistica, 6.7%
vs 1.6% a la 3er. semana (p=0.02).
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esultados preliminares
del estudio fase 1

Un estudio fase 1, involucra el trasplante
de progenitores de unidades de sangre
de corddn, una de ellas no manipulada y
ofra con una expansion realizada ex vivo
mediada por NOTCH. El objetivo primario
de esta evaluacion es la seguridad de la
infusion de estos progenitores expandidos
ex vivo, mientras que los objetivos
secundarios incluyen la evaluacion de la
cinética y durabilidad de la reconstitucion
hematopoyética y la contribucion relativa
al injerto de las células expandidas y de las
unidades de cordon no manipuladas.

Para ello, se incluyeron 10 pacientes con
leucemias agudas de alto riesgo en remision
morfoldgica al tiempo del trasplante, con
una media de edad de 27.5 afios (rango
de 3 a 43 afios) y un medio de peso de
61.5 kg (rango de 16 a 79 kg). En base
a los estudios previos que demuestran

la seguridad de la infusién de dobles
cordones, nosotros proporcionamos a los
pacientes un régimen de condicionamiento
mieloablativo que incluyd (1,320 cGy de
irradiacion corporal total, 120 mg/kg de
ciclofosfamida y 75 mg/m2 de fludarabina),
seguido de la infusidon de una unidad no
manipulada y otra unidad expandida ex
vivo. Elegimos donadores de corddn en
base a la dosis celular y al fenotipo de HLA
(complejo mayor de histocompatibilidad),
todas la unidades fueron compatibles con el
receptor en por lo menos 4/6 con un HLA-A
y B de resolucion intermedia o alta para los
fenotipos HLA- DRB1 y por lo menos 3/6
para todos los demas. Criterios adicionales
para la seleccion de donadores de corddn
incluyeron un minimo requerimiento del
células nucleadas totales en la unidad no
manipulada y por lo menos de 2.5 x 107/
kg, independientemente del grado de
compatibilidad entre la unidad y el receptor.
Todos los pacientes recibieron profilaxis
contra la enfermedad injerto vs huésped
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con ciclosporina, micofenolato de
mofetil, iniciando 3 dias antes de la
infusion de las células de corddn.

Diez y seis dias antes de la fecha
prevista para la infusion, nosotros
descongelamos la unidad para la
expansion ex vivo, se enriquecio con
CD34+ vy se iniciaron los cultivos
como fueron descritos previamente.
En los cultivos expandidos se
mantuvo una densidad celular
de < 1x106 células x ml. El dia
del trasplante, se cosecharon los
cultivos y se infundieron 4 horas
después de la aplicacion de la
unidad de cordén no manipulada.

48 dias) (p=0.0002) estocomparado
con una cohorte de 20 pacientes
bajo un doble trasplante de cordon
en nuestra institucion con idénticos
regimenes de condicionamiento
y terapias inmunosupresoras. Asi
mismo, esta cohorte, no difirio
significativamente en edad, peso,
diagnostico y dosis celular infundida
de las unidades no manipuladas.
Ademas, publicaciones previas
han sugerido que una cuenta de
neutrdfilos absolutos que ronden
en el umbral de los >100 células
x pl. esta fuertemente asociado con
beneficios de sobrevida después
de un trasplante

Al momento de la recoleccion,
la expansion promedio de las
células CD34+ fue de 164,
(rango entre 41 y 471) y el
promedio de expansion del
fotal de células fué de 562
(rango ente los 146-1496).

alogénico. Entre los
pacientes incluidos, el
tiempo promedio para
lograr una cuenta de
neutréfilos de >100
fue de 9 dias vs 19
dias en los pacientes
que recibieron los
cordones sin manipular
(p=0-006). Uno de los
pacientes, mostrd un
rechazo primario al

No se infundieron células T maduras
en el injerto expandido. A pesar de
que pueden ocurrir pérdidas, en
todos los casos, el nimero absoluto
de CD34+ al final del cultivo fue
mayor que el que habia inicialmente,
previo al proceso de congelacion.
La dosis de CD34+ infundida que
se derivo de las unidades de corddn
expandidas fue de 6 x 106/kg (rango
de entre 0.93 a 13 x 106) vs 0.24
x106/kg (rango 0.06* 0.54 x 106)
(p=0.0004) de las unidades de
cordon que no se manipularon. No
hubo diferencia estadisticamente
significativa en el numero de total de
células nucleadas por kg entre las
unidades que fueron manipuladas y
las que no lo fueron.

Nosotros determinamos la cinética
de la reconstitucion hematopoyética
y la contribucion relativa de las
células expandidas en relacion a las
que no se manipularon, a partir del
dia 7 post-trasplante. El tiempo de
un conteo de neutréfilos > 500 fue
evaluable en 9/10 pacientes y fue
significativamente mas corto con
una media de 16 dias (rango de 16-

injerto. No observamos
toxicidades u otras condiciones
relacionadas a la infusion de las
unidades. El tiempo promedio de
seguimiento para el andlisis de
estos 10 pacientes fue de 354
dias (rango de 77-806 dias) y 7/10
pacientes permanecian vivos, sin
evidencia de enfermedad y con
un injerto completo sostenido
por el donador. Nosotros
observamos una Enfermedad
Injerto vs Huésped (EICH)
Aguda grado 2, en todos
los pacientes evaluados,
excepto en uno que la
presenté grado 3. Todos los
pacientes respondieron a
la terapia. No observamos
EICH cronico extenso y solo
3 pacientes tuvieron un EIC
cronico limitado.

e
Determinamos la contribugion
de las unidades en el injerto,
tanto del expandido como
del no manipulado, de
manera semanal el primer
mes después del trasplante,
comenzando el dia 7 con
fracciones  de  sangre

periférica; en ocho de 9 pacientes
injertados  hubo  un  ndmero
suficiente de células mieloides para
evaluacion, en cada uno de estos
pacientes, hubo un predominio
de células derivadas del injerto
expandido, tanto para fracciones
de CD33+ y CD14+. El paciente
que no fue evaluado en el dia 7,
debido a una cantidad insuficiente
de células, ocurrié una reactivacion
del herpes virus tipo 6, mostrando
una inhibicién en la proliferacion
de los progenitores celulares; este
paciente fue el tnico con un injerto
de neutrdfilos que ocurrié posterior
al dia 21 después del trasplante y no
hubo evidencia de contribucion en
el injerto de la unidad expandida.

En 4 pacientes, la cuenta
de neutréflos > 500 fue
alcanzada al momento de que la
contribucién al injerto mieloide fue
predominantemente de las células
expandidas (81%, 96%, 100% vy
100% de contribucion para los tipos
CD33+ y CD14+). Tres de estos
cuatro pacientes, alcanzaron esta
cuenta excepcionalmente temprano
(alos 7,7y 9 dias respectivamente)
y el cuarto paciente, al dia 16. Sin

para tu futuro bebé?.

embargo, los 4 pacientes restantes
que también injertaron antes del dia
21, este injerto mieloide se derivd
de las unidades que no fueron
manipuladas. Esto puede sugerir un
potencial efecto facilitador ejercido
por las células expandidas ex vivo
sobre las células de los cordones
que no fueron manipuladas.

Se observd a largo plazo, la
persistencia de las  células
provenientes de los injertos
expandidos en dos pacientes. En
uno de ellos, el andlisis al dia 240
después del trasplante, reveld que
el 10-15% de las células CD14+,
CD56+ y CD19+ fueron derivadas
del injerto expandido, sin embargo,
no hubo evidencia de esto al afo
post-trasplante; en este punto,
el injerto provenia al 100% de
la unidad no manipulada. En el
segundo paciente, la contribucion
al injerto de la unidad expandida
en el dia +180 estuvo en rangos
del 25 al 66% para poblaciones de
CD33+, CD14+, CD56+ y CD19+,
sin embargo, la unidad expandida
no contribuyo al injerto de CD3+.



eportes  previos  muestran

que la expansion de células

I { progenitoras de raton puede

resultar de la activacion constitutiva de
la sefializacion de NOTCH y estudios
subsecuentes en células de ratones
y humanas, en los que se utilizaron
ligandos recombinantes para activar
los receptores enddgenos de NOTCH,
con el proposito de incrementar la
generacion ex vivo de poblacion
hematopoyética genéticamente no
alterada, con intencion terapéutica.

manipuladas. De hecho, las células
expandidas  contribuyeron  casi
exclusivamente al injerto mieloide
inicial, observado en la primera
semana, demostrando con ello,
una capacidad incrementada para
una rapida recuperacion mieloide.
Asimismo, todos los pacientes
evaluables, excepto uno, injertaron
antes del dia 21, independientemente
de que las células expandidas
persistieran en el injerto in vivo. Esto
€S muy poco usual en un trasplante de
doble corddn no manipulado, mientras
que la ventaja en el tiempo del injerto

es de 4 semanas en 10s

Enestearticulomostramosque
la expansion de progenitores
hematopoyeéticos de sangre de
cordon, mediada por NOTCH,
resulta en una marcada
expansion de precursores
hematopoyéticos capaces de
una reconstitucion rapida, in
vivo, delapoblacionderatones
NOD-SCID (inmunodeficientes
no obesos), siendo posible
mantener esta capacidad de
repoblacion por largo tiempo.

cordones  manipulados;
esto es  altamente
sugestivo de un efecto
facilitador en la promocion
del injerto, que las células
cultivadas ejercen sobre
las unidades que no
lo son, sin embargo,
esta hipotesis  debera
ser posteriormente
investigada.

La poblacion de células
expandidas puede ser
retenida por largo tiempo
en los progenitores que
reconstituyen la médula
Osea, esto es sugerido
por los datos en relacion
a los dos pacientes en los
cuales se documentd esta
persistencia. La pérdida

Observamos que el tiempo para
los injertos mieloides, disminuye
sustancialmente en las unidades
que fueron manipuladas, siendo en
promedio de mas de una semana
para lograr una recuperacion de
neutrofilos, en comparacion con los
tiempos publicados después de la
infusion de incluso dos unidades no
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de la persistencia in vivo,
del resto de los pacientes, puede
deberse a que la célula stem pierde
su capacidad de autorenovacion
durante la fase del cultivo o deberse
a una reaccion inmune de rechazo.
Esto ha sido bien documentado en
la mayoria de los pacientes que
reciben dos unidades de cordon sin
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manipulacion, ya que s6lo una unidad
contribuye a la persistencia del injerto
a largo plazo. Los mecanismos
responsables para este dominio de
s6lo una unidad permanecen aun sin
definir, sin embargo, la posibilidad de
una reaccion inmune de rechazo hacia
la unidad “perdedora” organizada
por el injerto “ganador”; si esto es
correcto, las células repobladoras
estarfan presentes a largo plazo en
un cultivo de progenitores obtenidos
de sangre de cordon, en la presencia
del ligando NOTCH, ya que las células
inmunes presentes en la unidad no
manipulada podrian experimentar el
rechazo hacia el injerto expandido, el
cual no contiene células T maduras
0 recientemente generadas. Esta
hipGtesis esta fuertemente apoyada
por estudios recientes que muestran
que el interferony (NF-7) secretado
como respuesta de las células T de
memoria CD8+CD45R0+/-CCR7-en
las unidades “ganadoras” en contra
de la ofra unidad en un paciente
bajo un doble trasplante de corddn.
Nosotros incluimos cuatro pacientes
de estos estudios fase 1. Tres de
los cuatro pacientes, mostraron
INF-7 de las células de las unidades
no manipuladas como respuesta a
las células que se derivaron de las
unidades que si fueron cultivadas y
en estos pacientes s6lo sobrevivieron
a largo plazo células de las unidades
que NO fueron  manipuladas.
Consecuentemente, la persistencia a
largo plazo de injertos provenientes
de células expandidas a mas de
180 dias fue sorprendente en dos
pacientes a pesar de estas barreras
y los resultados fueron consistentes
con nuestros estudios pre clinicos

£

de células madre

Viédico H jo: Dr. Roberto Francisco Garibe

CryoC

STEM CELL BANKING

Lider mundial en conservacion cryo-celular

en ratones inmunodeficientes, en los
cuales, los progenitores de cordon
expandidos ex vivo, fueron capaces
incluso de un segundo trasplante.

En nuestro conocimiento, esta es la
primera demostracion de un rapido
injerto hematopoyético derivado de
progenitores expandidos ex vivo. Sin
embargo, a pesar del rapido injerto
de neutrdfilos que mostraron los
pacientes documentados en
gste reporte, se requieren de
grandes estudios fase 2-3,
para aseguramos que las
hipdtesis que observamos en
la cinética del injerto, podrian
mejorar los resultados en los
pacientes, incluyendo los
gfectos en su sobrevida, la
incidencia de infecciones
clinicamente importantes y
gltiempo de permanencia

en el hospital.
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Traduccion del articulo
“Notch-mediated
expansion of human
cord blood progenitor
cells capable of rapid
myeloid  reconstifution”
realizado por Dr. Roberfo
Garibaldi.
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