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RESUMEN

Las reactivaciones de infecciones virales ocurren como complicacion en los primeros
3-6 meses después del trasplante de células progenitoras hematopoyéticas y se
deben, fundamentalmente, a virus herpes de importancia clinica, como el
citomegalovirus, el virus de Epstein Barr y el virus del herpes humano tipo 6; los
poliomavirus BK y JC y el adenovirus. La inmunoterapia celular adoptiva es un
tratamiento que ayuda al sistema inmunoldgico a combatir estas enfermedades. Su
principio se basa en obtener linfocitos T especificos de un individuo, cultivarlos y
expandirlos en el laboratorio, lo que aumenta el nimero de células T capaces de
destruir dianas virales. Estas células T se devuelven al paciente para ayudar a su
sistema inmunoldgico. Los datos experimentales in vitro sugieren el alto potencial,
quizas Unico, de las células de sangre de corddn umbilical para conseguir productos
bioldgicamente activos como herramientas terapéuticas de este nuevo tipo en la
facilitacidon del injerto, la inmunoterapia y la medicina regenerativa. Un fenotipo de
células T virgen derivada de la sangre de cordén, se han empleado para reducir la
enfermedad injerto contra huésped después del trasplante y la inmunoterapia celular
adoptiva con linfocitos T citotdxicos virus-especificos para prevenir de forma efectiva
estas infecciones virales.

Palabras clave: trasplante, infecciones virales, inmunoterapia celular adoptiva,
linfocitos T, sangre de cordén.
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ABSTRACT

Viral reactivation predominantly occurs in the first 3 - 6 months after stem cell
transplantation. The most clinically important are the herpes viruses;
cytomegalovirus, Epstein-Barr virus and human herpes virus 6; the polyoma viruses
BK and JC and adenovirus. Cellular adoptive immunotherapy is a treatment used to
help immune system to fight against this kind of diseases. It is based on the
extraction of specific T lymphocytes from an individual and its culture at the
laboratory, to increase the number of T cells able to destroy viral targets, and these T
cells are infused to the patient in order to help his immune system. In vitro
experimental data suggest the high and perhaps unique potential of cord blood cells
to generate biologically active products as therapeutic tools of this new type in order
to facilitate graft, immunotherapy and regenerative medicine. A naive T cell
phenotype derived from cord blood has been employed to reduce graft versus host
disease after stem cell transplantation and as adoptive cellular immunotherapy with
virus-specific cytotoxic T lymphocytes to prevent, in an effective way, this kind of viral
infections.

Keywords: transplantation, viral infections, adoptive cellular immunotherapy, T
lymphocytes, cord blood.

INTRODUCCION

La inmunoterapia celular adoptiva es un tratamiento que se utiliza para ayudar al
sistema inmunoldgico a combatir enfermedades tales como el cancer e infecciones por
ciertos virus. Su principio se basa en obtener linfocitos T especificos de un individuo,
cultivarlos y expandirlos en el laboratorio. Este procedimiento aumenta el nimero de
células T capaces de destruir células cancerosas o combatir infecciones y estas células
T se reinfunden al paciente para influir sobre el sistema inmunoldgico en el combate
contra estas enfermedades.!

El éxito o el fracaso en el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (CPH)

alogénicas para la curacion de varias enfermedades hematoldgicas, depende en gran
medida de la calidad de la recuperacién inmunoldgica procedentes de las células del

donante.

Se conoce que los linfocitos T del donante son responsables del efecto “injerto contra
leucemia” y ademas ejercen un papel protector contra los llamados virus latentes que
pueden reactivarse durante el periodo de inmunosupresion profunda que acompafia al
trasplante.

Sin embargo, estos linfocitos T alorreactivos del donante son también responsables de
la llamada “enfermedad injerto contra huésped” (EICH) que puede dar al traste con la
vida del receptor.

La prevencion y el tratamiento de la EICH con medicamentos inmunosupresores,
retrasan la recuperacién inmunoldgica y adicionan mas tiempo a la etapa
postrasplante, durante la cual el receptor esta bajo el riesgo de las complicaciones
derivadas de enfermedades infecciosas virales.?
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A pesar de los progresos en el trasplante de CPH alogénicas en los ultimos 50 afios,
su éxito continla dependiendo en lograr un balance adecuado entre la rapida
recuperacion inmunoldgica de las células del donante y las complicaciones.

Aln con los mejores resultados en la histocompatibilidad entre el donante y el
receptor, las complicaciones derivadas de las infecciones virales, la EICH vy las
recaidas hematoldgicas, son las responsables del 50 % de las muertes después del
trasplante en pacientes con hemopatias malignas.?

REACTIVACIONES VIRALES POSTRASPLANTE

Las reactivaciones de infecciones virales ocurren en los primeros 3 - 6 meses después
del trasplante de CPH, causadas, fundamentalmente, por virus herpes de importancia
clinica, como el citomegalovirus (CMV), el virus de Epstein Barr (VEB), y el virus del
herpes humano tipo 6 (HHV6); los poliomavirus BK y JC, y el adenovirus (Adv).

En dependencia de la competencia inmunoldgica del receptor, la reactivacion viral
puede provocar, desde una viremia asintomatica, hasta una enfermedad completa,
como neumonias fatales (CMV, HHV6, Adv); citopenias y encefalitis (HHV6); hepatitis
fatales (Adv); enfermedad linfoproliferativa postrasplante (PTLD, siglas en inglés) con
amenaza para la vida (por reactivacion del VEB en los linfocitos B del donante); y
cistitis hemorragica y leucoencefalopatia multifocal, por los virus BK y JC,
respectivamente.?

El tratamiento de las complicaciones virales ha mejorado en los ultimos afios debido,
en parte, a la introduccion de nuevos medicamentos antivirales y al uso preventivo de
estos agentes al debut de la viremia, con reduccidn notable de la mortalidad causada
por el CMV, ya que este es susceptible a aciclovir, y mas aun, a otros productos como
foscanet, ganciclovir y valganciclovir; mientras que cidofovir puede controlar al Adv y
a los poliomavirus, y el Rituximab (anticuerpo monoclonal anti CD20) es usualmente
efectivo en el control de la PTLD).

No obstante, los resultados no siempre son los esperados y la prolongacién de los dias
de hospitalizacién provocan, junto a la elevaciéon del costo econémico de la terapia
antiviral, efectos negativos al paciente y al sistema hospitalario.® Por estas razones,
se impuso la necesidad de mejorar el manejo de las reactivaciones virales, tanto para
disminuir la morbilidad como la mortalidad y reducir los costos del trasplante.

INMUNOTERAPIA CELULAR ADOPTIVA

De esta manera, surgié una variante ldgica, la infusion de linfocitos T virus-especificos
anti-CMV y anti-VEB, procedentes del donante, expandidos y clonados, primero en
modelos animales y la transferencia adoptiva de linfocitos T antigeno-especificos; y
luego, su aplicacién en humanos, cuando se logro el aislamientos y la clonacion de
células T citotoxicas CD8+ anti-CMV especificas derivadas de la médula 6sea de
donantes, que una vez propagadas in vitro y luego transferidas de forma adoptiva a
un receptor inmunodeprimido, fueron capaces de restablecer la respuesta de células T
especificas contra el CMV y en otros casos frente al VEB,*® pero estos logros eran solo
aplicables en instalaciones de investigacion cientifica con alta tecnologia y no estan
exentos de contratiempos, por ser procedimientos lentos y complicados en su
realizacion practica.

Estos estudios abrieron el camino a la inmunoterapia celular adoptiva con células T
para CMV y VEB,”® y al importante paso que constituye la generacion de células para
infusidn libres de células alorreactivas del donante, que se logra con el aislamiento de
células T especificas para CMV, de hemocomponentes del donante, con la seleccién de
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células T activadas con el y-interferon mediante la captura por el péptido pp65 del
CMV,° o por la estimulacion de células T virus especificas con mayores posibilidades
de aplicacién clinica para los centros de trasplante.810-12

LA SANGRE DE CORDON UMBILICAL

La sangre de corddon umbilical (SCU) posee un nimero de ventajas y algunas
limitaciones cuando se trata de los trasplantes de CPH alogénicas. Entre sus
principales ventajas estan el gran potencial proliferativo y la inmadurez inmunoldgica,
lo que ha motivado la realizacidon de trasplantes de CPH procedentes de SCU y ha
superado las barreras de la compatibilidad HLA. Su inmediata disponibilidad en los
bancos de SCU, gran diversidad de combinaciones HLA, ausencia de riesgos para el
donante, disminucién y menor severidad de la EICH en el receptor del trasplante y el
riesgo practicamente nulo de transmision de enfermedades virales, lleva a un
incremento progresivo de los trasplantes de SCU a nivel mundial, que se cifra en mas
de 600 al afio.314

TERAPIA CELULAR ADOPTIVA ANTI-VIRAL CON EMPLEO DE SCU

Investigaciones recientes in vitro sugieren el alto potencial, quizas Unico, de estas
células, para generar productos bioldgicamente activos como herramientas
terapéuticas que favorecen la adquisicidon del injerto, la inmunoterapia y, en el futuro,
la medicina regenerativa.

Se han hecho intentos de infundir productos derivados de linfocitos T, para lo que se
han tomado como fuente a donantes virgenes a infecciones virales, que van a permitir
una mas rapida reconstitucion inmunoldgica anti-viral, y varios autores han
conseguido aislar células T virus-especificas, procedentes de SCU, y de adultos
seronegativos.!>16

Con esto, podria ser efectiva la transferencia adoptiva de células T del donante
generadas in vitro con actividad especifica antileucemia o antiviral. No obstante, esto
requiere de la estimulacidon inmunorretadora in vitro y la expansion de células T
precursoras del repertorio del donante de células T virgenes, y de hecho, se ha
conseguido la generacion de linfocitos T CD8+ antigeno-especificos mediante el
cocultivo de células mononucleares de sangre periférica depletadas de células T
reguladoras (CD45R0O-depletadas), con células dendriticas autélogas recubiertas con
péptidos, seguido de dos estimulaciones con monocitos autélogos recubiertos con
péptidos. Asi, las células T respondedoras se aislaron sobre la base de su expresion
de CD137 vy la subsiguiente purificacion, para lo que se utilizd el complejo tetramérico
péptido/HLA, para generar células T de alta avidez funcionalmente activas contra
antigenos virales y se crea un método robusto para la induccion y el aislamiento in
vitro de linfocitos T antigeno - especificos en donantes con un repertorio de células T
virgenes.'’

Trabajar con un fenotipo de células T virgenes derivadas de la SCU, podria reducir la
EICH después del trasplante de CPH. Como estas células estdn en nimero absoluto
muy reducidas, también retardan la reconstitucion inmunoldgica, y esto provocaria
una alta mortalidad por infecciones, con predominio del CMV, Adv y VEB. En esos
casos, la inmunoterapia adoptiva con linfocitos T citotdxicos virus-especificos (LTCs)
podria prevenir de forma efectiva estas infecciones virales.

Gracias al empleo de células B infectadas con VEB transducidas por el vector
adenoviral Ad5f35CMVpp65 (aprobado para uso clinico como fuente de antigenos de
VEB, Adv, y CMV), ya se han generado lineas de LTCs en cultivo derivadas de SCU
que son especificas contra multiples virus y se logré su expansion in vitro; y estas
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LTCs, que contenian tanto subpoblaciones de células T CD4+ como CD8+, con un
fenotipo predominante, el de célula efectora de memoria y con efecto citotéxico virus-
especifico restringido por el sistema HLA, contra dianas que expresan los antigenos de
CMV, Adv y VEB, que demostraron ser de gran ayuda en la prevencion y el
tratamiento de las infecciones virales en los receptores de trasplantes de CMH
alogénicos.18

De esta forma, se ha conseguido con éxito la expansion policlonal de células de SCU,
tanto en medios de cultivo que contienen suero, como en medios de cultivo libres de
suero fetal bovino estandar (aplicables clinicamente). Utilizando diferentes
metodologias se han alcanzado expansiones en el rango de las 100 veces o mas,
basadas en el uso de moléculas coestimulatorias anti-CD3 anti-CD28 y la adicién de
interleucina 2 (IL2) in vitro.

La principal limitacién en estos procedimientos resulta la sensibilidad de los linfocitos
de SCU a la criopreservacion, lo que reduce el rendimiento del proceso.'® Un paso
intermedio para la produccién de LTCs, es la generacién de células presentadoras de
antigenos (CPA), y son las células dendriticas, las CPA por excelencia. Existe sdlida
evidencia de la eficiencia en generar células dendriticas a partir de células
mononucleares de SCU, tanto en medios que contienen suero fetal bovino estandar,
como en libres de este (aplicables clinicamente). Los pasos clasicamente consisten en
un cultivo con factor estimulante de colonias granulociticas macrofagicas e IL4, y
luego la maduracién con el factor de necrosis tumoral (FNT), la prostaglandina PGE2 e
IL6.1°

OTRAS APLICACIONES DE LAS CELULAS DE SCU

Existen algunas experiencias que demuestran que la SCU puede generar LTCs
especificos contra diferentes blancos: subtipos de HLA, antigenos tumorales como
Her2/neu, y mas recientemente, contra células leucémicas HA-1. También existe
evidencia de que, mediante el empleo de productos para la expansion de células T,
(Ej.: cuentas inmunomagnéticas anti-CD3 y CD28) se alcanza una expansion
policlonal de células seleccionadas, tanto de médula ésea de adultos, como de SCU,
segln se muestran en estudios preliminares.20

Estos progresos seran la base de nuevas terapias cada vez mas efectivas en los
trasplantes de CPH y permitiran incrementar la sobrevida y curacion de los pacientes.
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