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Identificacion de células madres hematopoyéticas fetales
y de adultos. Mitos y realidades de los trasplantes
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RESUMEN

Las células madres hematopoyéticas son células
indiferenciadas con una amplia capacidad de proliferacion
yde autorrenovacion; estdn presentes en médula dsea (1 %-
3 %)y en sangre (0,1 %), identificindose por la expresion
del marcador CD34. Pueden ser movilizadas desde la
médula osea a la sangre después de quimioterapia o con
citoquinas. En este estudio se identificaron células madres
en sangre de fetos, neonatos y adultos. Se analizaron 278
muestras de sangre de fetos de 17-32 semanas, neonatos, y
enproductos de aféresis de células madres de pacientes con
enfermedades malignas. La cantidad de células CD34+
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disminuyd con el aumento de la edad gestacionalde 6,10 % a
1,03 %. De estas células se obtuvo la formacion de colonias
granulociticas y eritrociticas en cultivos. En sangre de
cordon se obtuvieron 0,86 = 0,33 % células CD34+. Se
analizan las indicaciones y resultado de trasplantes de
médula dseay de sangre de cordon en diferentes patologias.
Hasta ahora no existe indicacion médica para el uso de
células madres autologas de sangre de cordon en leucemias
infantiles, ni en enfermedades genéticas. En infarto del
miocardio no se han obtenido resultados satisfactorios con
los protocolos clinicos evaluados, mientras que en daiio
neurologico, el uso de células madres permanece todavia
como una aproximacion experimental.

Palabras clave: Célula madre hematopoyética.
Trasplante de médula dsea. Trasplante de células de cordon.
Trasplante de células madres. Aféresis.
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SUMMARY

Hematopoietic stem cells are undifferentiated cells
with high proliferative rate and autorenovation; they are
found in bone marrow (1 %-3 %) and blood (0,1 %), being
identified by the expression of the marker CD34. They may
be mobilized from bone marrow (B.M.) into the blood after
chemotherapy or cytokine treatment. In this study, stem
cells were identified in fetal and adult blood. Two hundred
and seventy eight blood samples were analyzed; they were
obtained from fetuses (17-32 weeks-old), neonates, and
in the products from apheresis performed to patients with
malignancies. The amount of CD34+ cells decreased as
the gestational age increased (6,10 % to 1,03 %). These
cells grewin culture to produce granulocytic and erytrocytic
colonies. Incordblood CD34+ cellwere identified (0,86 %
+ 0,33 %). Indications and results of bone marrow and
cordblood stem cell transplants in different pathologies are
analyzed. The transplant of allogeneic cord blood stem cells
in patients not having a compatible donor is the worldwide
approved indication for this procedure. No satisfactory
results has been obtained in cases of myocardial infarct. The
treatment of neurological damage remains experimental.

Key words: Hematopoietic stem cell. Bone marrow
transplant. Cord blood transplant. Stem cell transplant.
Apheresis.

INTRODUCCION

En un sentido amplio se define en la actualidad
como célula progenitora (stem cell ,en laterminologia
inglesa) auntipo celular nodiferenciado que posee una
amplia capacidad de proliferacién,de autorrenovacion
(capacidad de producir nuevas células de su misma
clase) y de diferenciacion (capacidad de generar
células especializadas).

Esimportante aclarar que algunos autores reservan
el concepto de stem cell o célula madre para designar
alas célulasindiferenciadas pluripotenciales,es decir,
aquellas que poseen la capacidad de diferenciarse en
mas de un tipo celular, mientras que utilizan el término
célula progenitora para el tipo celular indiferenciado
pero comprometido a diferenciarse hacia un solo tipo
celular (1).

Por definiciéon unacélulano puede ser considerada
hematopoyética progenitora a menos que la célula
haya demostrado su capacidad de autorrenovacion
y los estudios in vivo o in vitro hayan demostrado
que la mencionada célula es capaz de diferenciarse
en todas las lineas celulares hematicas.
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HEMATOPOYESIS EMBRIONARIAY FETAL

Eltérmino hematopoyesis serefiere ala produccion
continuade células sanguineas. Desde comienzosde la
vida embrionariay durante todala vida del individuo,
nuevas células entran en la circulacién sanguinea
mientras que la células envejecidas o dafiadas son
retiradas de la circulacion (2).

Hematopoyesis intrauterina humana segin
criterio morfolégico

Durante el desarrollo humano in utero las primeras
células sanguineas se desarrollan en el saco vitelino
entre los dias 16 y 19 después de la concepciodn; a
continuacion,entre las semanas 5 y 6 lahematopoyesis
se centralizafundamentalmente enel higadoy entre la
semana 8y 9 las células hematopoyéticas se localizan
en la médula de los huesos largos (2).

Hematopoyesis en el higado fetal

A la 5" o 6" semana de gestacidon ocurre
hematopoyesis en el higado. La célula sanguinea
observada en los vasos y en los sinusoides hepéticos
en desarrollo es el eritroblasto primitivo. En las
cuatro semanas siguientes hay una diferenciacion
del eritroblasto primitivo al eritroblasto definitivo
con produccién de eritrocitos maduros enucleados
en el higado fetal. De la semana 5 a la semana 22
también se pueden identificar en el higado macréfagos,
megacariocitos, granulocitos y linfocitos. Los
megacariocitos estan presentes en todas las fases de
lahematopoyesis hepatica. Un aumento significativo
de granulocitos se observa después de la semana
21 de desarrollo coincidiendo con el aumento de la
hematopoyesis de la médula 6sea. Los linfocitos
permanecen en una menor cantidad en el higado (1 %
de las células sanguineas) desde la semana 7 ala 13.
El timo es exclusivamente epitelial hasta la semana
7,cuando comienza a ser invadido por linfocitos. El
porcentaje de células madres (hemocitoblastos o stem
cells) es alto y hasta 10 % de las células sanguineas
en el higado del embrién en las semanas 5%y 6 (2).

Hematopoyesis en la médula dsea fetal

La muestra mas temprana de la médula dsea en
la cual células hematopoyéticas estan presentes fue
tomada de un embrién de 8 semanas de desarrollo.
La célula predominante a las 8 - 9 semanas fue el
eritroblasto primitivo. La produccién del eritroblasto
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definitivo aumenta de la semana 11 a la 14, llegando
al 100 % en esta semana. Los granulocitos aparecen
de la semana 8 a la 9 del desarrollo embrionario en
la médula 6sea de embriones de la semana 10 a la
semana 16. Los linfocitos aumentan desde el 12 %
de las células totales de la médula a la 12* semana
hasta 20 %-30 % en embriones de mayor edad. Los
megacariocitos estan presentes desde lasemana 8. Las
células inmaduras,que probablemente representan las
células madres (stem cells) y las células progenitoras
varian de 15 % en la semana 12-13 a 1 %-4 % en la
semana 21-23 (2).

Desarrollo de la hematopoyesis en el bazo fetal

A las 8 semanas de gestaciéon el bazo estd
primariamente compuesto de una malla de células
mesenquimales con algunos eritroblastos primitivos
contenidos dentro de los vasos sanguineos, con pocos
macrofagosy precursores de neutréfilos presentes (3).

Calhouny col. (4) usaron métodos para determinar
si el bazo humano fetal de una gestacién del segundo
trimestre (entre 13-22 semanas) era un sitio activo
de hematopoyesis. Muestras de la médula 6sea,
bazo e higado fueron examinadas histolégicamente
y las suspensiones celulares de cada sitio fueron
preparadas para enumeracion de células sanguineas
maduras y sus precursores inmediatos. Linfocitos,
macroéfagos y células eritroides predominaron a las
13 semanas de gestaciéon. Neutréfilos inmaduros y
maduros fueron identificados en el bazo solo alas 16
semanas de gestacion. A lo largo del estudio, focos
de hematopoyesis activa estuvieron presentes en el
higado y la médula 6sea, pero no en el bazo. Estos
estudios sugieren que el bazo no es normalmente un
organo activo de hematopoyesis durante el segundo
trimestre de gestacion.

Enresumen,durante la vida fetal lahematopoyesis
o produccion de las células hematopoyéticas que
dardn origen a leucocitos, eritrocitos y plaquetas
ocurre por primera vez en el saco vitelino y luego en
el higado fetal, siendo posteriormente transferida a
la médula 6sea. Mientras esta transicion ocurre, las
células madres (stem cells) y las células progenitoras
circulan en abundancia en la sangre fetal.

Identificaciondelascélulasmadreshematopoyéticas

La irradiaciéon letal de ratones deprime la
hematopoyesis y causa una pancitopenia (disminucién
extrema de todos los tipos celulares hemaéticos) fatal
(5). La pancitopenia letal causada por la irradiacién

Gac Méd Caracas

puede evitarse si el bazo murido es protegido de la
irradiacion o si se infunden células hematopoyéticas
al ratén irradiado (6). Till y MacCulloch lograron
identificar precursores hematopoyéticos individuales
in vivo al irradiar un ratén con una dosis suficiente
para destruir su sistema hematopoyético, y luego
su reconstitucién con un determinado ndmero de
células de médula 6sea provenientes de otro raton
genéticamente idéntico. Parte de las célulasinoculadas
migran al bazo donde comienzan a proliferar dando
origen a un grupo de células que forman una colonia
o nédulo que, 7 a 10 dias después de la inoculacion,
pueden ser visualizadas a simple vistaen la superficie
esplénica. Histologicamente se pueden identificar
4 clases de colonias: eritrociticas, granulociticas,
trombociticas, y mixtas. Con esta técnica Till y
MacCulloch demostraron que, cuando se forman
colonias mixtas que contienen elementos eritroides,
granulociticos, y trombociticos, tales elementos
tienen su origen en una dnica célula progenitora que
ellos identificaron funcionalmente como la unidad
formadora de colonias esplénicas (CSF-U, colony
forming unit en la terminologia inglesa). A pesar de
que en el ensayo original no se formaron colonias
de linfocitos, puesto que las células se dispersan por
todo el bazo, se pudo concluir que ademéas de CFU-S,
deberia existir una célula aun mas primitiva que seria
un precursor comun tanto de la serie mieloide como
de la linfoide (6,7).

En 1966 Pluznik y Sachs (8),y Bradley y Metcalf
(9) reportaron que las células hematopoyéticas
muridas podian ser cultivadas in vitro y que la adiciéon
de liquidos solubles de 6rganos muridos (orina, o
extracto de utero de ratonas embarazadas) resultaba
en la formacién de colonias in vitro. Este liquido
tisular biolégicamente activo fue llamado actividad
estimulante de colonias (CSA, colony stimulant
activity). Cada colonia mieloide fue derivada de una
sola célula precursora, llamada unidad formadora de
coloniasen cultivo (CFU-C). Otros trabajos revelaron
que las colonias estaban compuestas de granulocitos,
macréfagos o ambos (CFU-GM) y que el tipo de
colonia formado tenia relacién con el CSA afiadido.

Mas tarde, usando suero de ratones anémicos
como fuente de CSA de eritrocitos, Axelrad y col.
(10) demostraron que las colonias de eritrocitos
tenfan un origen clonal in vitro y denominaron a la
célula precursoramas primitiva de eritrocitos,unidad
inicial formadora de eritrocitos (BFU-E, erythroid
burst-forming unit) .

Células progenitoras multipotentes fueron también

199



CELULAS MADRES HEMATOPOYETICAS FETALES

identificadas y llamadas unidades formadoras de
colonias mixtas. Estos ensayos realizados en ratones
fueron rapidamente adaptados a humanos para
detectar las células hematopoyéticas progenitoras
humanas (11).

Un nuevo impulso en este campo surge de los
estudios de Donald Metcalf y Malcolm A.S. Moore,
quienes lograron cultivar diversos tipos de células
hematopoyéticas in vitro, utilizando para ello un
soporte semisélido (agar, agarosa, o metilcelulosa)
y un medio de cultivo de sustancias inductoras,
posteriormente identificadas como citoquinas.
Muchas de estas citoquinas han sido identificadas
como factores estimulantes de colonias entre las cuales
se puede mencionar particularmente la eritropoyetina
(EPO),el factor estimulante de colonias de eritrocitos,
la trombopoyetina, el factor estimulante de colonias
de megacariocitos, el factor estimulante de colonias
de granulocitos, el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos, la interleuquina 3 (IL-3)
y la timopoyetina (12).

Identificacion de progenitores hematopoyéticos
con cultivos en agar

Si se siembran células madres (stem cells) en
cultivos de agar con multiples citoquinas, se pueden
identificar progenitores hematopoyéticos con un alto
grado de proliferacién, esto es células formadoras
de colonias altamente proliferativas o HPP-CFC
(high proliferative potential-colony-forming cells)
que producen colonias que contienen mas de 50 000
células, las cuales son visibles a simple vista. La
mayoria de las colonias que provienen de unidades
formadoras de colonias en cultivo contienen menos
de 50 000 células y son microscépicas.

Cultivos in vitro de células madres hematopoyéticas
sobre una monocapa de células de médula Gsea
o células del estroma tisular no hematopoyético
del higado fetal (incluyendo macréfagos, células
endoteliales, fibroblastos, y preadipocitos) resultan
enhematopoyesis sostenida por varios meses (13,14).

Las células hematopoyéticas mds primitivas (esto
es,las que originan los progenitores hematopoyéticos)
residen debajo de las monocapas del estroma, donde
las células de la sangre maduras producidas son
liberadas dentro del medio de cultivo como células
no adherentes. Estas células muiridas o humanas que
inician los cultivos de larga duracién y dan origen a
progenitores multipotentes y comprometidos durante
3-4 semanas in vitro se les ha denominado LTC-IC
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(long term culture initiating cells). Estas células
son consideradas los precursores hematopoyéticos
mads primitivos detectados por medio de ensayos in
vitro (15,16).

Evaluacion de las células madres pluripotenciales
por citometria de flujo

En un esfuerzo para caracterizar mejor las células
madres y progenitoras y obtener resultados con mayor
rapidez con los cultivos en placas, en horas en vez de
semanas, los investigadores generaron anticuerpos
monoclonales capaces de reconocer los antigenos
de la superficie de las células que participan en el
desarrollo hematopoyético. A través del uso de los
anticuerpos monoclonales y la citometria de flujo
el fenotipo de la célula madre se ha identificado, de
maneraque actualmente pueden reconocerse y aislarse
células hematopoyéticas madres y progenitoras.
Desafortunadamente no se ha descubierto un antigeno
unico por el cual se reconozca exclusivamente una
célula hematopoyética madre.

Muchos de los antigenos son coexpresados por
una proporcién de la progenie de las supuestas
células hematopoyéticas madres y por lo tanto varios
anticuerpos monoclonales pueden reconocer el mismo
antigeno de la superficie celular. Por esta razén los
investigadores del campo disefiaron una clasificaciéon
internacional para uniformar los hallazgos. De
tal forma que a cada anticuerpos monoclonal que
reacciona con un antigeno de superficie de una sola
célula sanguinea se les asigna un nimero de cluster
de diferenciacion denominado CD (17,18).

Antigeno CD34

Uno de los anticuerpos mas usados parareconocer
dichas células es un anticuerpo dirigido contra
la proteina sialomucina, conocida también como
antigeno CD34. EI CD34 fue identificado por un
anticuerpo monoclonal originado contra una linea
celular de eritroleucemia KG-1? (19) y ha sido usado
ampliamente en la seleccién positiva de células
madres y progenitoras hematopoyéticas (20). El
CD34 es también expresado sobre las células
hematopoyéticas del higado fetal humano y mayor
cantidad de este antigeno CD34 es expresado sobre
las células progenitoras hematopoyéticas fetales que
sobre las células progenitoras hematopoyéticas del
adulto (21,22).
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Células CD34+ en el saco vitelino y en embriones

Las células progenitoras hematopoyéticas han
sido identificadas tan temprano como el dia 23 de
la gestaciéon humana en el saco vitelino y dentro del
propioembrién. Las células CD34+ intraembridnicas
estuvieron localizadas en la porcion ventral de la
aortadorsal. Los grupos hematopoyéticos estuvieron
ubicados en el lumen fuertemente asociados a las
células endoteliales (23).

Huyhn y col. (24) aislaron células CD34+ los
dias 35-40 de gestacién a partir del saco vitelino y
del higado y cultivaron esas células en ensayos de
células progenitoras hematopoyéticas. Las células
progenitoras hematopoyéticas fueron mas numerosas
en el embrion que en el higado y saco vitelino. Esos
resultados fueron interpretados como evidencia que
precursores hematopoyéticos intraembrionarios
ocurren en altas concentraciones cuando el higado
esta iniciando la hematopoyesis.

Evaluacién por citometria de flujo de las células
madres pluripotenciales

El anélisis inmunofenotipico con anticuerpos
monoclonales delas células delasangre, méduladsea,
sangre de cordén umbilical, etc. en el citometro de
flujo de tres colores nos permite caracterizar las células
CD34 pluripotenciales en dos subtipos: 1. Las células
mas primitivas, que son CD34+, CD38-, HLA-Dr -,
las cuales tienen la potencialidad de diferenciarse en
precursores hematopoyéticos y células del estroma,y
2. Las células menos primitivas son CD34+, CD38,
HLA Dr +, que pueden diferenciarse en todas las
lineas hematopoyéticas (25-27,28,29).

Evaluacién por citometria de flujo de las células
progenitoras comprometidas hacia una linea
celular hematopoyética

Lacitometriade flujo multiparamétrica provee una
rapida caracterizacion de preparaciones de células
progenitoras y complementa el ensayo de los cultivos
de las unidades formadoras de colonias. El objetivo
del analisis multicolor es subdividir la poblacion de
células CD34+ y proveer un recuento diferencial que
pueda ser obtenido en varias horas y no en varias
semanas. Este diferencial de las células progenitoras
puede proveer informacion enrelacién al potencial de
injerto linaje especifico de las células de la sangre, de
lamédula ésea,del cordén umbilical o de otras fuentes
de CD34+ y también puede caracterizar los cambios
que ocurren en esas poblaciones de progenitoras ya
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comprometidas después que el individuo de donde
se extrajeron fue sometido a diversos regimenes de
movilizacién (quimioterapia, factores de crecimiento
G-CSF o GM-CSF,o0ambos). Losinvestigadores han
utilizado el analisis de las subpoblaciones de CD34+
para definir las subpoblaciones ya comprometidas
hacia una linea celular, incluyendo CD19 y CD10
encontrados sobre los linfocitos pre-B. CD7 es
expresado por linfocitos pre-T. El CD45RA esta
presente en células progenitoras ya comprometidas
a diferenciarse en células a mieloides y CD45RO se
encuentra en progenitores eritroides (26,28,30).

Progenitores comprometidos hacia el linaje
mieloide

La diferenciacion de los progenitores mieloides
pueden ser determinados por la expresién diferencial
de varios antigenos de la superficie celular. El
antigeno CD33 es uno de los que aparece mas
tempranamente en la superficie de las células
progenitoras que diferencia el linaje mieloide. Las
células que expresan CD33 y CD34 pueden dar
origen a unidades iniciales formadoras de colonias
eritroides y granulociticas-monociticas ( CFU-E y
CFU-GM). Usando anticuerpos monoclonales CD33
y CD45 sobre las células CD34+ se pueden separar los
progenitores mieloides, ya que la expresion intensa
de CD45 representa los progenitores monociticos. La
expresion de CD13 sobre las células CD34+ parece ser
mads especificadelaserie mieloide,yaque CD13 noes
expresado por los progenitores eritroides (24,26,27).

Progenitores comprometidos hacia el linaje linfoide

Los antigenos CD19 y CD10 aparecen sobre la
superficie celular tempranamente en las células de
linaje linfoide B. Mientras que el antigeno CD19
es especifico para el linaje de linfocito B, el CD10
es expresado sobre células comprometidas al linaje
de linfocitos T o B y es gradualmente perdido en
el proceso de maduracién de ambas lineas (25).
Los progenitores de los linfocitos T pueden ser
identificados por la expresiéon de CD7 o CD2 en
células CD34+ (19.,27).

Progenitores comprometidos hacia el linaje
eritroide

El antigeno CD71 aparece en la superficie celular
una vez que la célula ha sido comprometida hacia el
linaje de eritrocitos, lo cual ocurre simultineamente
con la pérdida de los antigenos CD34 y CD33, asi
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como con la disminucién de CD45. La expresion
de CD36 sobre las células CD34+ también pueden
identificar a los progenitores eritroides (20,31,32).

Progenitores comprometidos hacia el linaje
megacariocitico

La expresion del complejo de las glicoproteinas
plaquetarias IIb/I11a (CD41) sobre las células CD34+
indica compromiso hacia el linaje megacariocitico
(19).

Células hematopoyéticas de embriones y fetos

El fenotipo de superficie celular que permite
concentrar el mayor nimero de células progenitoras
hematopoyéticas primitivas y comprometidas
a diferenciarse se encuentra en las células
hematopoyéticas de embriones y fetos, las cuales no
expresan ningun antigeno de las células sanguineas
maduras tales como Lin-; CD38 (una glicoproteinade
latransmembrana ); CD71 (receptor de la transferrina);
pero expresan CD4, CD34, CD117 (receptor Kit de
la tirosina quinasa) y CD90 (20,33,34).

Fuentes de células progenitoras

Hasta hace unos pocos afios las células madres
y progenitoras para trasplantes, se obtenian
exclusivamente por multiples aspiraciones de la
médula 6sea del donante bajo anestesia; pero desde que
se descubrid que tales células también se encontraban
en la sangre periférica y en sangre de cordon, estas
fuentes han sido utilizadas para obtenerlas y luego
trasplantarlas en un receptor alogénico (individuo
genéticamente distinto), en un receptor singénico
(un gemelo idéntico) o en el mismo donante
(autotrasplante) (12).

Células CD34+ en sangre y médula ésea

En condiciones normales el porcentaje de células
madres y progenitoras que expresan el antigeno CD34
en médula 6sea es de 1 %-3 % y en sangre periférica
es de aproximadamente 0,1 % (26). Las células
CD34+ son capaces de dar origen a todos los tipos
de células hematopoyéticas in vitro y la mayoria de
los investigadores ha encontrado que el nimero de
células CD34+ en sangre periférica o médula 6sea
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se correlaciona bien con las unidades de formacién
de colonias (29,30). Aun mas importante es que las
células CD34+ altamente purificadas derivadas de
la médula 6sea o de la sangre periférica son capaces
de injertarse completamente en humanos una vez
infundidas en el receptor (28,30,34).

Las células CD34+ son unapoblacién heterogénea
con grados variables de compromiso paradiferenciarse
en una determinada linea celular y de la capacidad
proliferativa y solo una pequefia fraccién de ellas
representa verdaderas células madres o stem cells
(22,35). Lascélulas CD34+ mads primitivas (1 %-3 %
del total) coexpresan HLA-Dr y niveles variables
de CD13, CD49, CD50 y CD54, pero esas células
no expresan CD38 o marcadores de linajes ya
comprometidos como CD13, CD15, CD3 y CD20
(32). Amedidaquelacélulasediferenciaenrespuesta
a los factores de crecimiento, el antigeno CD34
disminuye y la célula adquiere CD38 y marcadores
especificos de linaje (29,35).

Movilizacion de células madres y progenitoras
con quimioterapia

Las células madres y progenitoras pueden ser
movilizadas hacia la sangre periférica durante
la fase de rebote de los leucocitos después de la
mielosupresion causada por la quimioterapia. La
movilizacién también puede ser inducida por la
administracion de factores estimulantes de colonias.
Varios regimenes de quimioterapia mielosupresivason
capaces de movilizarlas células madres y progenitoras
hematopoyéticas dentro de la sangre periférica. La
ciclofosfamida a dosis de 4-7 g/ m? o combinaciones
dedrogas (adriamicina,carboplatino, taxol,etopésido,
ifosfamida, daunorubicina, ara-C, 6-tioguanina, y
otros) han sido usados para este proposito (29,36).
Todos los regimenes de quimioterapia inducen una
mielosupresion transitoria e intensa que produce
una leucopenia de hasta 100 células / ul a los 7-14
dias posquimioterapia. Esta fase de leucopenia es
tipicamente seguida de un aumento de los leucocitos
circulantes por encima de los valores basales. A
medida que los leucocitos aumentan, las células
madres y progenitoras hematopoyéticas comienzan
a reaparecer en la sangre y aumentan rdpidamente.
Con laquimioterapia hay un aumento de las unidades
formadoras de colonias de granulocitos y macréfagos
circulantes, comparado con los valores previos, los
cuales persisten por varios dias (37).
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Movilizacion por quimioterapia y factores de
crecimiento

Socinskiy col.fueron los primeros que demostraron
que un factor de crecimiento hematopoyético (el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos,
GM-CSF) aumenta la concentracién de progenitores
hematopoyéticos circulantes y si este fue administrado
después de una terapia mielosupresiva,los valores de
unidades formadoras de colonias de granulocitos y
macréfagos (CFU-GM) se incrementaban atin méas
(38).

Gianni estudié la movilizacion de CFU-GM
después de quimioterapia en 9 pacientes con cancer;
en 5 pacientes les administré también GM-CSF.
Los valores de CFU-GM circulante aumentaron
aproximadamente 100 veces en el grupo que recibi6
solo quimioterapiay 250 veces en el grupo que recibi6
también GM-CSF. Los niveles aumentados de CFU-
GM persistieron por 7-10 dias (39).

Existen numerosos reportes que demuestran que
la recuperacién de la hematopoyesis es mas rdpida
después de un trasplante de células madres de sangre
periférica movilizadas con quimioterapia y factores
de crecimiento como G-CSF, GM-CSF, IL-3, etc.
La combinacién de quimioterapia mielosupresiva
y administracion de factores de crecimiento
hematopoyético resulta en un aumento 73 veces de
las unidades formadoras de colonias de granulocitos
y macréfagos (39).

Movilizacion por factores de crecimiento

Los factores de crecimiento han sido usados solos
paramovilizar células progenitoras sanguineas,como
lo describi6 Socinsky. La administracién de G-CSF
(10 mg / kg / d) produce tipicamente un aumento de
20 a 50 veces de las CFU-GM y un aumento de 10
a 30 veces en las células CD34 + con un méaximo al
5° dia, seguida de una disminucién inclusive en los
casos en que se aumente la dosis. Cuando el factor
es administrado subcutidneamente esos efectos son
dependientes de la dosis. El uso de GM-CSF (10 mg
/kg / d x 4 dias) generalmente produce un aumento
menos marcado de CFU-GM (mayor que 10 veces)
y células CD34 (mayor que 4 veces) que el G-CSF
(40-42).

Otras citoquinas y sus combinaciones pueden
ser usadas para movilizar las células progenitoras
sanguineas, tales como interleuquina-3 (IL-3) e IL-6,
individualmente o combinadas con GM-CSF (43).

Gac Méd Caracas

TRASPLANTEDECELULASPROGENITORAS
SANGUINEAS

En la década de 1970 se describi6 que las células
progenitoras con potencial para injertarse estdn
presentes no solamente en lamédula 6sea sino también
en la sangre circulante, por lo cual se planted la
realizacion de transfusiones de células progenitoras
obtenidas de la sangre como una alternativa al
trasplante de médula 6sea (37-40,44-46).

El principio que motivé el desarrollo de esta
nueva tecnologia se basé en la capacidad que tienen
las células progenitoras, primordialmente las células
conel fenotipo CD34+,de restaurar lahematopoyesis
afectada por diferentes condiciones. La médula
dsea es el 6rgano hematopoyético por excelencia y
por ende la fuente principal de células progenitoras.
Sin embargo, para efectos de trasplante es dificil de
obtener y de bajo rendimiento y se requiere practicar
miultiples punciones al donante en el caso de los
trasplantes alogénicos o al paciente en el caso de los
trasplantes autélogos. Eneste tiltimo caso, el paciente
suele encontrarse en malas condiciones generales
debido a la quimioterapia y radioterapia cuando se
trata de pacientes con leucemia o tumores sélidos, a
tal punto, que si los huesos iliacos del paciente han
sido irradiados, no es una buena fuente de células
progenitoras (47).

Gabutty y col. en 1975 demostraron que la sangre
de recién nacidos humanos contenia abundantes
células formadoras de colonias hematopoyéticas (48).
Posteriormente se demostré que la sangre de cordén
umbilical tiene también una proporcién de células
progenitoras comparable al de la médula 6sea y en
mayor cantidad que la sangre periférica del adulto
(12,49,50-52).

La sangre de cordén umbilical como fuente de
células progenitoras fue utilizada por primera vez por
Gluckman y col. en 1988, para trasplantarlas en un
nifio de 6 afios de edad con anemia apldsica congénita
(sindrome de Fanconi) con retardo de crecimiento e
inestabilidad cromosémica. El sindrome de Fanconi
es un desorden autosémico que causa inestabilidad
del genoma y los pacientes sufren de anormalidades
del desarrollo, comienzo temprano de hipoplasia de
lamédula éseay predisposicion al cincer aumentada.
La enfermedad se manifiesta por defectos en la
reparacion del ADN, hipersensibilidad a agentes que
unen y entrecruzan el ADN y una elevada frecuencia
de aberraciones cromosémicas. Las células de
cordon del primer nifio trasplantado por Gluckman se
obtuvieron de unahermana compatible y no portadora
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del defecto genético. Se han reportado experiencias
con sangre de cordén umbilical como fuente de células
progenitoras en trasplantes en pacientes con anemia
aplasica severa, talasemia, anemia drepanocitica,
sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de Gunther,
leucemia linfoide aguda, neuroblastoma y leucemia
crénica juvenil (53-56).

Debido a la trascendencia desde el punto de vista
clinico y terapéutico y a los pocos estudios que
se llevan a cabo en nuestro pais, en un estudio en
colaboracién con el Dr. Freddy Guevara y la Dra.
Bahilda Martinez, del Servicio de Perinatologia
del Hospital Universitario de Caracas (HUC),
caracterizamos las células progenitoras en sangre
prenatal, sangre de cordén y sangre de adultos. Se
utilizaron para estos estudios las siguientes muestras:

A. Veintitrés muestras de sangre fetal obtenida del
cordénumbilical de gestacionesde 17-32 semanas,
en pacientes de la Unidad de Perinatologia (HUC)
y la Catedra de Obstetricia de la Escuela “Luis
Razetti” (Universidad Central de Venezuela):
6 muestras de sangre prenatal de embarazos de
17-20 semanas, 10 de 21-25 semanas, 5 de 26-29
semanas y 2 de 32 semanas.

B. Veinticinco muestras de sangre de cordéon umbilical
dereciénnacidos de gestaciones de 37 a4 1 semanas
del Servicio de Obstetricia del HUC.

C. Ocho muestras de sangre pre-movilizacién de
pacientes con cancer del Instituto de Oncologia
y Hematologia (IOH) de la UCV-MPPS.

D. Veinticinco muestras de sangre periférica
posmovilizaciéon con ciclofosfamida (CTX) y
GM-CSF o G-CSF de 12 pacientes con cancer
del IOH.

E. Treinta y nueve muestras de los productos de
aféresis de 12 pacientes con cdncer previamente
tratados con ciclofosfamida y factores de
crecimiento:

3 pacientes con carcinoma ductal infiltrante de mama
6 pacientes con linfoma no Hodgkin
1 paciente con mieloma multiple tipo IgG.

1 paciente con leucemia mieloide aguda en remisién
completa

1 paciente con leucemia mieloide crénica.

Se estudi6 mediante citometria de flujo una
muestra de sangre periférica de una paciente con
antecedente de leucemia mieloide aguda que habia
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recibido un trasplante alogénico de sangre periférica
de su hermana HL A compatible.

Se realizaron estudios inmunofenotipicos a
muestras de 64 pacientes con leucemia linfoide
aguda (43 aspirados de médula 6sea 'y 21 muestras de
sangre), 7 pacientes con leucemia linfoide crénica (3
aspirados de médula 6sea y 4 muestras de sangre), 66
pacientes con leucemia mieloide aguda (47 aspirados
de médula 6sea y 19 muestras de sangre) y 18
pacientes con leucemia mieloide crénica (aspirados
de la médula dsea).

OBTENCION DE SANGRE FETALPRENATAL

Se obtuvo 23 muestras de sangre fetal del cordén
umbilical por cordocentesis o por puncioén de la vena
intrahepdtica guiada por ultrasonido, de pacientes
embarazadas con gestaciones entre 17 y 32 semanas
que asistian a la consulta de Perinatologia del
Servicio de Obstetricia del HUC. La toma de sangre
fetal prenatal de las pacientes se realizé como parte
del proceso de evaluacién médica propia del caso:
sospecha de malformaciones congénitas porque
la paciente presentaba antecedente de embarazos
anteriores con malformaciones fetales, estudio de
ecosonografia fetal anormal, elevaciones de la alfa-
fetoproteina y acetilcolinesterasa en el suero, en el
liquido amnidtico o en ambos, casos de primigesta
afosa y embarazos con sensibilizacion Rh. En una
paciente se tomé muestra de sangre fetal porque
presentd elevacion tanto de la alfa-fetoproteina sérica
como de la alfafetoproteina del liquido amniético, lo
cual es sospechoso de malformaciones congénitas
del sistema nervioso central como son los defectos
abiertos del tubo neural fetal.

También pueden presentarse elevaciones de laalfa-
fetoproteinaséricay de laalfa-fetoproteina del liquido
amnidtico en defectos del tubo gastrointestinal fetal
como en el caso de onfaloceles rotos; sin embargo,
en este caso el estudio ecosonogréfico suele descartar
onfalocele roto ya que el liquido amnidtico no estuvo
contaminado con meconio, como es lo usual en
presencia de onfalocele roto.

En cuatro pacientes la toma de muestra se
realizé para estudio virolégicos, pues se habia
presentado rubéola durante la gestacion, una causa
de malformacién congénita fetal.

A tres pacientes Rh negativas se les practicod
cordocentesis por presentar elevacion del titulo de
anticuerpos anti-D, es decir, eran embarazos con
sensibilizacién Rh. En estos casos se realizé la

Vol. 120, N° 3, septiembre 2012



MULLER A, ET AL

cordocentesis para precisar la severidad de la anemia
fetal y de acuerdo a los valores de hemoglobina y
hematocrito delasangre fetal determinarlacantidad de
concentrado globular Rhnegativo que el feto requiere
y proceder a la transfusion fetal a través del cordon
umbilical. En estos casos la paciente fue monitorizada
con ecosonograma fetal permanentemente durante
todo el procedimiento, lo cual permitié visualizar la
agujay el sitio donde se estd realizando la puncién.

RESULTADOS

Selerealizaron determinaciones de hemoglobina,
hematocrito, volumen corpuscular medio y
electroforesis de hemoglobina a todas las muestras
de sangre fetal prenatal. La hemoglobina y el
hematocrito mostraron un ascenso en sus valores
desde la semana 17 hasta la semana 32 de gestacion.
La hemoglobina tuvo un valor de 11,6 + 1 g/ dL
entre las semanas 17-20, el cual fue ascendiendo
a medida que aumentaba la edad gestacional hasta
13 = 1 g/dL entre las semanas 27 y 32 de gestacion.
El valor del hematocrito fue también en ascenso de
37 % a 40,9 %. El volumen corpuscular medio de
los eritrocitos mostré macrocitosis severa siendo
entre las 17-20 semanas de gestacién de 130 fl y a
medida que aumentaban las semanas de gestacion
el volumen corpuscular medio de los eritrocitos
disminuyé hasta alcanzar entre las 27-32 semanas
un volumen de 117,9 fl.

La electroforesis de hemoglobina en sangre
prenatal fue realizada con el objeto de confirmar los
hallazgos hematolégicos, que la muestra de sangre
procedia del feto y no de la madre.

Dicha electroforesis de hemoglobina realizada en
membranas de acetato de celulosa a pH 8,6 mostré
solamente la banda de hemoglobina fetal, la cual
corrié en sentido del dnodo al catodo por detrds de
hemoglobinas controles AA, en todas las muestras de
sangre menores de 32 semanas de gestacion.

El andlisis inmunofenotipico con anticuerpos
monoclonales dirigidos hacia los complejos de
diferenciacién de las células provenientes de sangre
fetal prenatal permitié identificar la expresién de
marcadores paraleucocitos totales con los anticuerpos
CD45 y HLA-Dr desde la edad de 17 semanas de
gestacion hasta la semana 32 de gestacién, lo cual
nos indica la presencia de glébulos blancos en la
muestra de sangre fetal.

Las células de la sangre prenatal fetal estudiadas

Gac Méd Caracas

mostraron expresion del marcador para células madres
progenitoras CD34,el cual tuvo tendencia a disminuir
a medida que aumentaba la edad gestacional en estas
muestras de sangre prenatal fetal analizadas.

Hubo expresion en la sangre fetal prenatal de los
marcadores para los linfocitos T: CD2, CD7, CD4
y CDS8.

Los anticuerpos monoclonales CD2 y CD7
reconocen principalmente los complejos de
diferenciacién de la mayoria de los linfocitos T y los
CD4 y CD8 reconocen subpoblaciones de linfocitos
T. Los CD4 reconocen los linfocitos T cooperadores
o colaboradores en su interaccién con otros linfocitos
y los CD8 los linfocitos T supresores o con actividad
citolitica sobre distintos tipos celulares.

Hubo expresion en la sangre fetal prenatal de los
marcadores para linfocitos B: CD10 (pre-B), CD19
(linfocitos B inmaduros), CD20 ( linfocitos pre-B y
maduros). Asimismo hubo expresién en lasangre fetal
de los marcadores mieloides CD13, CD14 y CD33.
El CD13 reconoce monocitos y polimorfonucleares
y el CD14 solo monocitos, mientras que el CD33
reconoce células de estirpe mieloide. Hubo también
expresion del marcador CD11b que identifica
monocitos, mielocitos, células NK y subpoblaciones
de linfocitos T.

A cada una de las muestras de sangre de cordén
de recién nacido se le practic6 hematologia y
electroforesis de hemoglobina. Los valores de
hemoglobina y hematocrito en sangre de cordén de
reciénnacidos atérmino entre 37 y 41 semanas fueron
en ascenso mientras que el volumen corpuscular
medio del eritrocito fue en descenso. Lahemoglobina
mostré valores de 14,1 =0,07 g/ dL entre las semanas
de gestacion de 37 y 41. El hematocrito fue de 42,8
+ 1,6 % para las mismas semanas de gestacién. El
volumen corpuscular medio de los eritrocitos mostré
macrocitosis inmensa (106,7 = 4,24 f1).

El estudio inmunofenotipico con anticuerpos
monoclonales realizado en sangre de cordén de recién
nacidos a término demostroé la expresion de células
CD45+ (95,8 = 2,53 %), indicando la presencia de
leucocitos en dicha sangre fetal. La mayoria de
estos leucocitos son linfocitos (reconocidos por el
marcador CD2: 72,1 = 11 %), entre los cuales los
linfocitos pre-B (CD10+) representan 0,4 + 0,51 %,
los linfocitos CD19+: 15,7 = 3,7 % y los CD20+:
13,9 £ 5,5 %; también se encontrd en la sangre de
cordon expresion de los marcadores para células
mieloides (CD33: 0,83 +0,3 %) y del marcador para
serie monocitica (CD14: 0,54 = 0,2 %).
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Se detect6 en la muestra de sangre de cordén 0,86
+ 0,33 % células CD34+. Para diferenciar subtipos
de células progenitoras CD34+ se utiliz6 doble
marcaje con los siguientes anticuerpos monoclonales:
CD34 PE/CD33-FITC y CD34 PE/HLA-Dr-FITC,
obteniéndose los siguientes resultados:

CD34+ / CD33-: 0,8+0,5 %
CD34+ / CD33+: 03+0,1 %
CD34+ /HLADr +: 04+04 %
CD34+ /HLADr - : 03+x03%

Estudio de pacientes sometidos a aféresis de células
madres y progenitoras

A cada paciente que iba a ser sometido a
movilizacién y recoleccion de células progenitoras
en el banco de Sangre de la Clinica El Avila se le
practicé una hematologia pre-movilizacién. Puede
apreciarse que la mayoria de los pacientes presentaba
pancitopenia pre-movilizaciéon porque habian sido
tratados con quimioterapiay radioterapia, de acuerdo
a la enfermedad maligna de base para obtener
remisién completa antes de ser seleccionados para
movilizacién. Una vez que el paciente se encontraba
en remision y sus valores hematoldgicos estaban en
el rango normal se procedid a la administracién de
los agentes movilizantes: ciclofosfamida asociada
con GM-CSF o G-CSF.

A cada paciente se le practicé hematologias
diarias posmovilizacién. La mayoria de los
pacientes presentaba pancitopenia posquimioterapia
de movilizacién. En general todos los pacientes
presentaban anemia (Hb 11,1 = 0,9 g /dL y Hto:
34,8 = 2,7 %), el recuento de leucocitos en sangre
fue variable desde leucopenias de 1 300 / mL hasta
valores de 8 800 / mL. EI recuento diferencial
de los leucocitos mostré una monocitosis (24,7 +
13,6 %) con una discreta eosinofilia (7,5 = 4,7 %).
En estos pacientes las hematologias fueron tomadas
en diferentes dias posmovilizacion.

Las aféresis de sangre periférica en el Banco de
Sangre de la Clinica El Avila para la recoleccién de
células madres y progenitoras se realizé cuando la
cantidad de células CD34+ (detectadas por citometria
de flujo) comenz6 aumentar diariamente. En el caso
de hipoplasias megacariociticas posquimioterapia o
radioterapiay cuando el paciente presentaba un contaje
de plaquetas menor que 50 000 / mL entonces se le
administraba 8 unidades de concentrado plaquetario
obtenido por aféresis de un donante voluntario antes
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de comenzar el procedimiento de recoleccion de
células madres y progenitoras.

Se realizé el estudio inmunofenotipico por
citometria de flujo con anticuerpos que reconocen las
diferentes células sanguineas en muestras de pacientes
posmovilizacién con ciclofosfamida y factores de
crecimiento; la determinacion de células CD34+
mostré valores promediosde 2,70+ 3,1 y hubo marcaje
para leucocitos, linfocitos B y T, subpoblaciones de
T: cooperadores y citoliticos, monocitos y mielocitos.

Se realizaron 10 estudios inmunofenotipicos
completos posmovilizacidn a la sangre periférica de
los pacientes observandose un aumento de las células
marcadas con anti-CD14, que identifica las células
de estirpe monocitico.

Serealizé hematologia acadauno de los productos
de cada recoleccion, aprecidandose un aumento de
los leucocitos hasta 787 000 / mL y de las plaquetas
hasta 5 000 000 / mL, mientras que la concentracion
de hemoglobina y hematocrito de dicho producto
disminuy6. Las concentraciones mds altas de
plaquetas obtenidas en los productos de aféresis de
células madres y progenitoras fueron de una paciente
con el diagnéstico de leucemia mieloide crénica en
fase crénica.

La citometria de flujo de los productos de aféresis
de diferentes pacientes mostré un aumento de las
células CD34 + desde 0,58 % a 1,48 %. En todos
los casos se realizé recuento de la viabilidad celular
con azul tripano del producto de aféresis antes de
realizar el estudio de citometriade flujo,lacual estuvo
usualmente entre 78 % y 97 %; esto dependi6 de si la
muestra se analizé de inmediato o a las 24 horas de la
recoleccidn, en los casos en los cuales la recoleccion
de células progenitoras se realizé en la tarde.

El anélisis inmunofenotipico de los productos
de aféresis demostré un aumento del porcentaje de
células CD34 +en comparacion conel valor de sangre
periférica en la mayoria de los casos. Las células
recolectadas mostraron marcaje para antigenos de
superficie de leucocitos con los anticuerpos anti-HLA-
Dry anti-CD45,para antigenos de superficie mieloides
con los anticuerpos anti-CD33, para antigenos de
superficie de monocitos con los anticuerpos anti-
CD13 y anti-CD14, para antigenos de superficie con
los anticuerpos anti- CD19, anti-CD20, anti- CD10
que reconocen linfocitos B y también hubo marcaje
para antigenos de superficie con los anticuerpos anti-
CD2,anti-CD7 que reconocen linfocitos T totales,con
los anticuerpos anti-CD4 que reconocen linfocitos
T cooperadores y con anticuerpos anti CD8 que
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reconocen linfocitos T citoliticos.

Los frotis de los productos de aféresis coloreados
con la tincién de Wright mostraron la presencia de
eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Las células en su
mayoria aparecen con nucleo grande de color azul
oscuro, que ocupa la mayor parte del citoplasma,
con miltiples nucléolos y citoplasma basofilico
escaso, con caracteristicas de blastos y otras células
de apariencia inmadura pero con granulaciones en el
citoplasma probablemente de estirpe mieloide.

Se hizo recuento de las células recolectadas en 33
productos de aféresis posmovilizacion de pacientes
con diferentes patologias malignas, el cual en
promedio fue de 2,32 + 1,62 x 10°/ mL. El total de
células CD34+ / kg de peso corporal recolectadas en
los 33 productos de aféresis fue de 2,25 +2,57 x 10°.

Se compar6 el porcentaje de células CD34+ en
sangre periférica de 3 pacientes posmovilizacién con
ciclofosfamida y G-CSF con el valor pre-recoleccion
de cada uno de los productos. El promedio de
células CD34+ en sangre periférica fue relativamente
constante; sinembargo,disminuyé desde un promedio
de 1,40 % a 0,40 % en sangre de los pacientes entre
el tercero al cuarto producto. La cantidad de células
CD34+ de los productos de aféresis se mantuvo
constante desde la primera recoleccion a la cuarta
recoleccion.

El nimero de células CD34+ reinfundidas a 6
pacientes oscilaron desde 3,6 a 14,7 x 10° / kg de
peso corporal. Puede observarse un amplio rango de
células CD34+,que dependié del paciente. Solamente
6 pacientes pudieronrecibir dichas células, ya que dos
pacientes se negaron a que le hicieran el trasplante
autélogo y dos pacientes fallecieron antes de recibir
el trasplante.

Se realiz6 el estudio inmunofenotipico a un
paciente con linfoma no Hodgkin 4 meses después
de un trasplante autélogo de células progenitoras.
El analisis inmunofenotipico dio un recuento de
linfocitos totales marcados con anti-CD2 y CD7
normales pero una disminucién marcadas de las
subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+.

El estudio inmunofenotipico de sangre de un
paciente con leucemia linfoide aguda mostré aumento
de las células CD34+ y las células CD10+y CD19+,
lo cual nos indica que es una leucemia linfoide pre-B
mientras que el estudio inmunofenotipico de un
paciente con leucemia mieloide aguda en remision
parcial mostré6 6 % de células CD34+ y 84 % de
células CD33+, caracteristica de células mieloides.

Gac Méd Caracas

REPORTES DE TRASPLANTES DE CELULAS
MADRES EN DIFERENTES PATOLOGIAS

1. Trasplante de células madres de cordén

En 2009, a los diez afos del primer trasplante de
células madre, E. Gluckman report6 que las ventajas
del trasplante de células madres de cordén comparado
conel de células madres de lamédula 6sea compatible
no relacionado son:

1. Facil obtencién y disponibilidad inmediata

2. Disminuciénde GVHD y delriesgo de trasmisién
de virosis

3. Recuperacion inmunolégica a largo plazo

4. Sobrevida similar a largo plazo

El factor més importante para que el trasplante se
injerte es el nimero de células madres transfundidas,
siendo aceptable algiin grado de incompatibilidad
HLA.

Las limitaciones potenciales del trasplante de
células de cordén reportadas son:

1. Insuficiente cantidad de células madres de cordén
para tratar nifios y adultos

2. Tiempo de injertarse

3. Potencial para transferir células madres
hematopoyéticas de cordén genéticamente
anormales.

Debido a que laeficienciade las células madres de
cordon para trasplante es a veces limitada por el bajo
numero de células recolectadas, se estan realizando
estudios de expansioén ex vivo de tales células, lo cual
serd potencialmente valioso ya que de esta manera se
aumentard la posibilidad de injerto y disminuira el
riesgo de morbilidad. La dosis requerida de células
madres establecida para que un injerto pueda “pegar”
es de 2-3 x 107 x kg (53-55,57).

Es importante sefialar que las organizaciones
que establecen estdndares y acreditaciéon de los
Bancos de Cordén son los siguientes: Netcord,
FACT (Foundation for the Accreditation of Cellular
Therapy), JACIE, ASBMT (American Society for
Bone Marrow Transplantation), EBMT (European
Bone Marrow Transplantation) e ISCT (International
Society for Cellular Therapy).

Las reservas de sangre de cordén umbilical
almacenadas por las organizaciones enumerados
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anteriormente fueron para el 2011 (58-60) las
siguientes:

Netcord Registro mundial Bancos de sangre
de donantes  de cordén privados
Unidades de cel. madres
de cordén almacenadas 226 729 454 145 > 1 000 000?
Trasplantes realizados 10 065 - 99 en EE.UU

(menos del 5 %)

Las unidades usadas en trasplante de sangre de
cordon fueron 4 278 en nifios y 4 666 en adultos.

2. Trasplante de células madres hematopoyéticas
en Beta Talasemia Major

Las beta talasemias constituyen un grupo de
enfermedades hereditarias caracterizadas por
disminucién o ausencia de la sintesis de la cadenas
beta de la hemoglobina que resultan en fenotipos
variables que oscilan clinicamente desde anemia
severa hasta cuadros asintomaéticos. Tres formas
principales de talasemia han sido descritas: talasemia
major, talasemia intermedia y talasemia minor. Los
individuos con talasemia major presentan anemia
severa hipocrémica microcitica con presencia de
dianocitosis, la cual aparece en los primeros dos
afios de vida, asociada con retardo de crecimiento
y anormalidades esqueléticas. Los nifios afectados
requieren transfusiones de sangre regularmente a lo
largo de su vidalo cual conduce al establecimiento de
una sobrecarga de hierro (61). En Venezuela en una
muestra de 2 338 pacientes con anemia hemolitica
congénita estudiados por Miiller y col. en el Instituto
de Oncologia y Hematologia del MPPS-UCV se
encontraron 432 pacientes con diferentes tipos de
talasemia, constituyendo la mayoria de ellos taras
talasémicas que no requieren trasplantes de células
madres.

Los primeros trasplantes realizados en pacientes
con talasemia major se realizaron en 1981 en Seattle,
WA, EE.UU (62,63) y en Pesaro, Italia (64). Casi
30 afios han transcurrido desde el primer trasplante
exitoso de células madres en talasemia y el primer
paciente es actualmente un adulto joven con una
vida completamente normal; desde esa época se han
realizado mas de 3 000 trasplantes a nivel mundial
(64). La sobrevida libre de talasemia en trasplantes
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de células madres realizado en 900 pacientes HLA
idénticos de 1 a 35 afios de edad fue de 73 % entre
los afios 1981 y 2011 (64). En relacién al trasplante
alogénico de células madres hematopoyéticas en
talasemia, Angelucci (65) reporta una sobrevida
global postrasplante de 67 %-90 % y una sobrevida
libre de talasemia de mds del 80 %. En esta casuistica
el trasplante con médula 6sea de hermanos fue el
estdndar; con sangre de cordon umbilical de hermanos
la reaccidn injerto contra huésped esta disminuida,
mientras que el trasplante de células madres de
donantes compatibles no relacionados da buen
resultado pero tiene la limitante de la dificultad para
conseguir el donante y que el trasplante de donantes
relacionados no compatibles es prometedor pero
suboptimo (65).

3. Trasplante de células madres en drepanocitosis

La drepanocitosis se produce por una sustituciéon
del aminoédcido valina por 4cido glutamico en la
cadena beta de la hemoglobina, lo cual conduce a
disminucién de la sobrevida del eritrocito. Si el
individuo es homocigoto se producen crisis de anemia
hemolitica intensa con valores de hemoglobina que
oscilan entre 6 y 7 g /dL con reticulocitosis entre
6 %y 11,5 %, presencia de células falciformes y
aumento de la bilirrubina indirecta; los pacientes
requieren hospitalizacién y transfusién de concentrado
globular. Siel individuo es heterocigoto el resultado
es un paciente con tara drepanocitica, por lo general
asintomadtico. Son los drepanociticos homocigotos
los que pueden requerir trasplantes de células madres
hematopoyéticas (66).

En Venezuela en un estudio de 1 511 pacientes
con drepanocitosis estudiados por Miiller y col. en el
Instituto de Oncologiay Hematologiadel MPPS-UCV
se encontro que lamayoriade ellos eran heterocigotos
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y en consecuencia no ameritan trasplantes de células
madres (67).

Diferentes centros de trasplantes han mostrado
buenosresultadosennifiosdrepanociticoshomocigotos
usando tratamientos mieloablativos pretrasplante de
células madres hematopoyéticas con una sobrevida
global de 93 % a 97 % y sobrevida libre de eventos
82 % a 86 %. Con el mejor conocimiento del curso
evolutivo de la drepanocitosis ha habido un aumento
del interés en hacer que los trasplantes de células
madres hematopoyéticas sea una intervencién viable
en pacientes adultos pero ha quedado demostrado
que los adultos con drepanocitosis intensa no
son candidatos por el alto riesgo asociado al
tratamiento mieloablativo. Reciente, regimenes
de acondicionamiento menos intensos han sido
usados en adultos con buen resultado pero en pocos
pacientes. La principal limitante de los trasplantes de
células madres hematopoyéticas en adultos y nifios
con drepanocitosis ha sido la carencia de donantes
compatibles relacionados (68). El trasplante de
células madres ha sido también utilizado en nifios
drepanociticos con necrosis aséptica de la cabeza
del fémur (69).

Conrespecto alos trasplantes de células madres en
pacientes con patologia cardioldgica el concepto de
regeneracion de las células miocardicas es aceptado
actualmente pero el mecanismo exacto y laextension
de la regeneracion es ampliamente debatido. Se
han postulado varias poblaciones de células como
candidatas paralaregeneracién cardiaca pero algunos
estudios cuestionan si esas poblaciones celulares
cardiacas o extra cardiacas pueden diferenciarse en
cardiomiocitos. A pesar de estos desafios el campo
ha venido desarrolldndose de ensayos en animales
de experimentacion a ensayos clinicos en humanos
usando diferentes tipos de células para el tratamiento
de enfermedades cardiacas (70). Un metaanalisis
complejo de protocolos clinicos de 1 000 pacientes
con infarto del miocardio y también con insuficiencia
circulatoria tratados con células madres no demostré
resultados satisfactorios (71).

4. Trasplante de células madres en enfermedades
neurolégicas

La enfermedad de Parkinson, la de Huntington,
la de Alzheimer, la esclerosis lateral amiotréfica, la
esclerosis multiple,los accidentes cerebrovasculares y
algunos trastornos de la médula espinal son causadas
por pérdida de neuronas o células gliales (72). La
terapia de reemplazo celular y la transferencia
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de genes constituye la base para el desarrollo de
nuevas estrategias potencialmente poderosas para el
tratamiento de diversas enfermedades neurolégicas.
En dltimos afios neuronas y células gliales han sido
exitosamente generadas de células madres embrionales
o mesenquimales, que se han tratado de trasplantar
experimentalmente. El mecanismo por el cual el
trasplante de células madres conduce aun aumento de
larecuperacién funcional y reorganizacién estructural
del tejido nervioso debe ser mejor entendido (72,73).

5. Trasplante de células madres en enfermedades
de almacenamiento lisosomal

Existen mas de 70 enfermedades de almacena-
miento lisosomal tales como la esfingolipidosis
(enfermedad de Gaucher y enfermedad de Niemann-
Pick), la gangliosidosis, las leucodistrofias, las
mucopolisacaridosis (sindrome de Hunters y
Enfermedad de Hurler), la mucolipidosis y el
almacenamiento de glicogeno Tipo II (enfermedad
de Pompe). Se han realizado trasplantes de células
madres alogénicas en estas patologias, pero es
aplicable solo a un selecto grupo de pacientes (74). El
progreso en lainvestigacion de células madres basica
y preclinica soportardn la esperanza del desarrollo
de terapias de células madres para enfermedades
neurolégicas y de almacenamiento.

USOS CLINICOS DE LAS CELULAS MADRES

¢ Leucemia mieloide aguda

e Leucemia mieloide crénica

¢ Sindromes mielodisplasicos

¢ Leucemias linfoides agudas y crénicas
e Linfomas

¢ Anemia aplasica

e Anemia de Fanconi

e Drepanocitosis

e Talasemia

e Anemia de Blackfan-Diamond

e Inmunodeficiencia combinada grave ligada al
cromosoma X
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