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ABSTRACT

bags to continous perfusion cultures in bioreactors.

INTRODUCCION

El trasplante de células progenitoras hematopo-
yéticas provenientes de médula dsea (MQ), sangre
periférica (SP) o sangre placentaria de cordén umbi-
lical (CU) se ha convertido en la estrategia terapéuti-
ca de eleccion para una variedad de neoplasias
hematolégicas, sindromes de insuficiencia medular y
alleraciones congénitas del metabolismo vy la
eritropoyesis.

La propiedad de reconstituir el sistema hemato-
poyético reside en las células madre o stem, que pue-
den ser definidas como elementos pluripotenciales
trasplantables, con potencial replicalivo variable y

La expansidn ex vivo de cflulas stem y progenitoras hematopoyéticas tiene un importante potencial
de aplicacidn clinica, incluyendo la terapia génica, purgado de células tumorales v la produccion de

En las dos viltimas décadas se han publicado numerosos trabajos demostrando que la expansion de
células progenitoras es factible en casi todas las condiciones de cultivos ex vivo, desde cullivos
eshiticos en bolsas permeables a gases a cultives de perfusidn continua en bioreactores.

En el presente trabajo se describen las diferentes allernativas de cultivo ex vivo de células stem y las
potenciales ventajas y aplicaciones clinicas de la expansion de células de la médula dsea, sangre

The ex vivo expansion of human hematopoielic stem and progeniltor cells have great potential for
clinical application in gene therapy, purging of contaminating malignant cells, graft engineering and
the production of dendritic cells for tumor mmunotherapy.

In the last two decades many reports have been published on this subject arguing that ex vivo cell
expansion is feasible in different culture conditions ranging from static cultures in gas permeable

In this review we will describe the basic methodology for cell culturing and expansion, and provide
updated information regarding lnboratory studies and clinical protocols applied to bone marrow,
peripheral blood and umbilical cord blood cell populations.

capaces de diferenciarse en células progenitoras de
las lineas mieloide, eritroide, linfoide y megacario-
citica. La presencia de células progenitoras en las
muestras puede ser evaluada por ensayos funciona-
les: cultivo de células progenitoras en melilcelulosa
y/o agarosa.

La mayoria de las células stem como las proge-
nitoras expresan en su superficie la glicoproteina
CD34, que se ha convertido en un marcador confiable
para cuantificar el contenido de estas células en los
indculos a infundir para predecir la velocidad de re-
cuperacién hematolégica luego de altas dosis de qui-
mioterapia+/-radioterapia.
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Los productos celulares a infundir deben contener
un nimero suficiente de células CD34+ (>5x10° /Kg
de peso) que garanticen una reconstitucién
hematopoyética no sélo inmediata, sino también a
largo plazo. Es comin que se requiera procesar gran-
des volimenes de MO o SP para alcanzar este valor,
con el riesgo de aumentar la contaminacién del pro-
ducto con células tumorales. Ademds, la limitada
celularidad de la sangre proveniente de CU restringe
su aplicacion a casos pedidtricos o a pacientes de bajo
peso corporal.

Con el objetivo de eliminar estas limitaciones téc-
nicas, durante la iltima década, los esfuerzos se cen-
traron en intentar aumentar el niimero y la capacidad
proliferativa de las células hematopoyéticas primiti-
vas, previo a su reinfusion, mediante su expansién en
cultivos ex-vivo.

ENSAYOS FUNCIONALES

Cultivo de células progenitoras en metil celulosa,
agarosa y LTC-IC.

Estos cultivos in vitro son utilizados para evaluar
el potencial hematopoyético de los progenitores com-
prometidos en la diferenciacién celular (1).

Cultive en metilcelulosa

Los cultivos se realizan en placas de Petri de 35
mm en | ml de medio IMDM conteniendo 1.2% me-
tilcelulosa, 30% SFB, 2.2mM hemina, 1% glutamina,
5 x 10* M 2-fimercapto etanol suplementado con: kit-
ligand (KL: 20 ng/ml), IL-3 (50 ng/ml), IL-6 (20 ng/
ml), Epo (6 U/ml) y G-CSF (1000 U/ml). La concen-
tracion de células a sembrar es de 0.1-5 x 10* CD34+/
ml 0 1-10 x 10* CMN/ml. Los cultivos se realizan por
triplicado, se incuban a 37°C en atmésfera hiimeda
con 5% CO, y al cabo de 14 dias se cuenta el nimero
de CFU-GM, BFU-E y CFU-GEMM.

Cullivo en agarosa

Los cultivos se realizan en placas de Petri de 35
mm en 1 ml de medio IMDM conteniendo 20% SFB,
0.36% agarosa suplementado con: KL (20 ng/ml), IL-
3 (50 ng/ml), IL-6 (20 ng/ml), Epo (6 U/ml) y G-CSF
(1000 U/ml). La concentracién de células a sembrar
es de 0.1-5 x 10* CD34+/ml 0 1-10 x 10* CMN/ml. Los
cultivos se realizan por triplicado, se incuban a 37°C
en atmésfera hiimeda con 5% CO, y al cabo de 14 dias
se cuenta el nimero de CFU-GM.

Ensayo de LTC-IC

La presencia de long term-culture-initiating cells se
determina en cultivos sobre estroma irradiado. La
capa de estroma se prepara sembrando células de
bazo fetal humano de la linea 62891-mut (2) en bote-
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llas de cultivo de 12.5 cm® . Una vez que las células
llegan a confluencia, el cultivo se irradia con 1000 rads
de una fuente de Cs 137. El cultivo se inicia sembran-
do 5x10° CMN Cs 137 células CD34+ dentro de las 3
hs posteriores a la irradiacién en 4 ml de medio Mc
Coy 5A conteniendo 12.5% SFB, 12.5% suero de caba-
llo, ImM piruvato de sodio, 2mM L-gluta-mina, 6 ml/
I 7.5% bicarbonato de sodio, 1% ami-nodcidos no
esenciales, 1% aminodcidos esenciales, 19 vilaminas,
10* M succinato de hidrocortisona y 1% penicilina-
estreptomicina incubadas a 37°C en atmdsfera de 5%
CO, . Estos cultivos se mantienen por 6 semanas, ana-
lizindose el niimero total de células progenitoras pre-
sentes en el sobrenadante semanalmente mediante
ensayos en agarosa o metil celu- losa.

ENSAYOS DE EXPANSION PRECLINICOS

El aislamiento, caracterizacion y la aplicacidn bio-
ldgica y clinica de un niimero creciente de citoquinas
ha permitido desarrollar sistemas controlados de cul-
tivos célulares. En el laboratorio, estos cultivos han
resultado de gran utilidad para determinar las condi-
ciones Gptimas de combinacién y concentracién de
factores que resultardn en el mayor niimero y a su vez,
en el menor grado de maduracién de células CD34+.

Los ensayos mds comunmente empleados para es-
timar la capacidad proliferativa de la poblacién de
células stem son: ensayo de LTC-IC (por long-yerm
culture-initiating cells) y la expansién de progenito-
res en cultivos celulares en suspensidn (AAssay). En
¢l ensayo de LTC-IC la hematopoyesis ocurre en au-
sencia del agregado de citoquinas. Las células son
sembradas sobre una capa de células de estroma pre-
viamente irradiadas y ésta provee un ambiente apro-
piado para permitir la autorenovacion, proliferacién
y diferenciacién de las células mds primitivas. A di-
ferencia del ensayo de LTC-IC, el A Assay se basa en
el crecimiento de las células en medio liquido suple-
mentado con citoquinas.

Una de las técnicas de expansién mds estudiadas
ha sido el cultivo de células CD34+ purificadas por
medio de columnas de afinidad con altas dosis de
citoquinas. Haylock (3) fue el primero en reportar que
las células CD34+ podian proliferar in vitro en presen-
cia de IL-1, IL-3, IL-6, G-CSF, GM-CSF, Stem Cell Fac-
tor (SCF) y Suero Fetal Bovino (SFB). En estas condi-
ciones, el pool de CFU-GM se expandi6 20-60 veces
en 14 dias. Estos resultados fueron posteriormente
reproducidos por otros grupos (Ver tabla I). A pesar
de algunas diferencias en los protocolos de expansidn
empleados, todos retinen la caracteristica comiin de
utilizar células CD34+, baja concentracién inicial de
células y miiltiples combinaciones de citoquinas jun-
to a SFB.
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Tabla I: Ensayos de expansion con cultivos de células CD34+ seleccionadas de sangre periférica.

Referencia Dias de Suero Citoquinas Crecimiento
cultivo (nimero de veces)
Haylock y eol. (3) 14 SFB IL-1 (10 ng/ml) CFU-GM: 60
IL-3 (10 ng/ml}
IL-6 (10 ng/mil)
G-C5F(10 ng/ml)
GM-CSF(10ng /ml})
SCF (10 ng/ml)
Brugger y col. (4) 14 SFB IL-1 (100 ng/ml) Cel. totales: 170
IL-3 (100 U/ml) CFU-GM, BFU-E,
IL-6 (100 U/ml) CFU-GEMM: 130
Epo (1 U/ml)
SE?: (100 ng/ml)
Shapiro y col. (6) 14 SFB KL (20 ng/ml) CD34+: 104
IL-3 (50 ng/ml) CFU-GM: 10
IL-6 (20 ng/mi)
G-CSF (100 ng/ml)
Epo (6 U/ml)
Sandstrom v col. (11) 15 SFB IL-3 (150 U/ml) CDM+ 113
SC IL-6 (40 ng/ml) CFU-GM: 18
G-CSF (150 U/ml)
SCF (50 ng/ml)
Williams y col. {15} 12 No PIXY 321 Cel. totales: 26
{100 ng/ml}) CFU-GM: 4.7
Zimmerman y col. (51) 12 No PIXY 321 Cel. totales: 23-65
(100 ng/ml)
Alcorn y col. (16) B Mo IL-1b (10 ng/ml) CD34+: 22
IL-3 (10 ng/ml) CFU-GM: 92

IL-6 (20 ng/ml)
Epo (2 U/ml)
SCF (10 ng/ml)

Si bien las tasas de expansién obtenidas argumen-
taban a favor de su potencial uso clinico, la infusién
sistémica de trazas de SFB en pacientes podria poten-
cialmente inducir reacciones alérgicas o anafilaxis (5).
Para evitar esta posible complicacidn, Shapiro y col. (6)
analizaron la posibilidad de evitar el empleo de SFB en
los cultivos, demostrando que podia ser reemplazado
por el uso de plasma autélogo junto a la combinacién
de IL-1, KL, IL-6, G-CSF, GM-CSF y Epo.

Cabe aclarar que a pesar de que todos los estudios
publicados utilizan diferentes métodos de expansidn -
por lo que se ve dificultada la comparacién directa de
la expansion de células progenitoras-, cualquiera de las
combinaciones propuestas en la literatura pareciera ser
adecuada para ensayos clinicos.

Para obtener voltimenes celulares compatibles con
las necesidades clinicas se desarrollaron inicialmente
cultivos estiticos en bolsas permeables a gases. En
estos sistemas cerrados, sin recambio de medio de

cultivo ni reposicién de citoquinas, Shapiro y col. (6)
reportaron una tasa de expansién de CFU-GM/BFU-
E de 14 veces a los 10 dias de cultivo con una combi-
nacién de IL-1, IL-6, Epo, GM-CSF, G-CSF y ligando
del c-Kit (KL).

Una desventaja de los cultivos eskiticos es que la
amplificacién de progenitores observada pareciera
provenir de la diferenciacién terminal de las células
progenitoras y stem. Si bien se observan incrementos
en el niimero de CFU-GM, el niimero absoluto de cé-
lulas CD34+ decrece. De igual modo el niimero de las
células mis primitivas LTC-IC raramente aumenta y
en general decrece a medida que pasan los dfas de
incubacion.

Una alternativa para la expansion ex-vivo de célu-
las progenitoras ha sido la utilizacién de cultivos de
perfusién continua. El frecuente recambio de medio
y factores de crecimiento estimula la funcién del
estroma para inducir la autorenovacién de las célu-
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las stem y producir factores estimulantes de colonias.
La combinacién de la estimulacién sobre las células
de elementos del estroma y la remocién de produc-
tos metabélicos producidos por la maduracién de las
células mieloides se traduce en una produccién esta-
ble de células progenitoras en los cultives, indica-do-
ras de la autorenovacién de las células stem (7, 8).

Koller y col. (9) demostraron que la incubacién de
células mononucleares de MO bajo condiciones de
continua oxigenacién y perfusin en presencia de SCF,
IL-3, GM-CSF y Epo resultaba en una expansién del
orden de 10-20 veces en células mononucleares tota-
les y CFU-GM y 4-8 veces en LTC-IC. En un trabajo
posterior (10) reportaron que tanto la presencia de la
capa de estroma, las células accesorias del estroma
CD34 y el continuo recambio de medio conltribuyen
a mantener y expandir las células LTC-IC en estos sis-
temas.

Sandstrom y col. (11) llegaron a resultados simila-
res. Comparando la expansion de células mono-nu-
cleares y CD34+ en cultivos estiticos y con perfusién
hallaron que en ambos tipos de cultivos se obtuvie-
ron un nimero similar promedio de células totales y
CFU-GM; sin embargo aquellas muestras cuyo rendi-
miento era pobre en los cultivos estiticos, se compor-
taron a niveles normales de expansién en los cultivos
con perfusién. Ademads, en los cultivos con perfusién
se obtuvieron recuentos mas altos de LTC-ICs.

Es razonable inferir entonces que mientras la per-
fusidn en los cultivos contribuye en gran medida a la
expansion de progenitores y el mantenimiento de
LTC-ICs, la seleccion de celulas CD34+ no brindaria
beneficios per se. Una evidencia que apoya esta obser-
vacién fue aportada por Koller y col (12), quienes
demostraron que la poblacién de células més primi-
tivas presentes en la MO puede ser expandida en cul-
tivos con perfusién continua independientemente del
grado de purificacién de las mismas. Mas atin, encon-
traron que luego de 14 dias de incubacidn la mayor
tasa de expansién se obtuvo a partir de células de MO
sin purificar (3.76 x 10°* CFU-GM/ml de aspirado de
MO en comparacién con 1.42 x 10 CFU-GM/ml MNC
y 7 x 10° CFU-GM de CD34+ purificadas por colum-
nas de afinidad). Probablemente, la pérdida de célu-
las accesorias en los distintos pasos de purificacién
tiene un impacto negativo en la productividad del
cultivo.

Considerando que la cantidad minima de CFU-
GM necesaria para un trasplante es de aproximada-
mente 2 x 10° CFU-GM/Kg peso corporal, tedricamen-
te para un pacienle de 70 Kg seria necesaria la aspi-
racién de tan sdlo 3.7 ml de MO para obtener el nii-
mero total de CFU-GM requeridas (1 x 10° CFU-GM).

Para obtener el mismo rendimiento a partir de cé-
lulas purificadas (mononucleares 0 CD34+) se reque-
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riria un minimo de 10-20 ml de aspirado o mas, debi-
do a la necesidad de mantener un estroma para las
células CD34+.

Si bien todas estas estrategias de expansidn son
vilidas, el uso de sangre entera presenta las ventajas
de requerir la menor cantidad de MO, el menor tiem-
po de procesamiento de la muestra en el laboratorio
Y Ser menos Oneroso.

APLICACIONES CLINICAS

La expansion ex-vivo de la poblacién de células
CD34+ ofrece varias ventajas en comparacién con el
uso de material no manipulado. Se puede obtener un
ntimero suficiente de células CD34+ a partir de me-
nores voltiimenes de aféresis y por otra parte, podria
producirse una poblacidn celular enriquecida no so-
lamente en términos de niimero de células progeni-
toras, sino también en su capacidad de reconstituir
rapidamente la hematopoyesis luego de un regimen
mieloablativo. Pacientes que recibieron un trasplante
alogénico de MO que incluia células incubadas duran-
te 4 dias con IL-3 y GM-CSF conjuntamente con célu-
las no manipuladas, mostraron una recuperacién miis
ripida de plaquetas y permanecieron menos tliempo
hospitalizados en comparacién con pacientes que re-
cibieron solamente células no manipula- das (13).

El primer estudio clinico publicado realizado con
células expandidas ex vivo fue llevado a cabo en Ale-
mania. Brugger y col. (14) reinfundieron células
CD34+ expandidas ex-vivo provenientes de SP en 10
pacientes que recibieron altas dosis de quimiolerapia
(aungue no totalmente mieloablativa). Las células fue-
ron cultivadas en presencia de SCF, IL-1, IL-3, IL-6 y
Epo por 12 dias, encontrando una significativa corre-
lacion entre el niimero de células reinfun-didas a los
pacientes y la velocidad de recuperacién de plaquetas.

Williams y col. (15) emplearon células CD34+ pro-
venientes de sangre periférica expandidas por 12 dias
en bolsas permeables a gases en 9 pacientes con cdn-
cer de mama metastdsico. Suplementando el medio de
cultivo con 1% de seroalbiimina humana y 100 ng/ml
PIXY 321(GM /IL-3) obtuvieron una expansién prome-
dio de 26 veces en nimero de células CD34+ y un
aumento de 4.7 veces el recuento de unidades
formadoras de colonias. No se observé toxicidad lue-
go del trasplante y los pacientes mostraron mds de 500
neutréfilos/ml en un promedio de 8 dias y mds de
50.000 plaquetas/ml a los 12 dias.

Alcorn y col. (16) emplearon una alicuota de SP
movilizada y criopreservada en nitrégeno liquido
para seleccionar las células CD34+ y las expandieron
por 8 dias en bolsas permeables a gases con medio su-
plementado con suero autélogo, IL-1, IL-3, IL-6, SCF
y Epo. La expansién promedio de las células de 10 pa-
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centes alcanzada en estas condiciones fue de 21 ve-
ces en el niimero total de células, 139 veces el de CFU-
GM y 114 veces el de BFU-E. Las células fueron
reinfundidas en los pacientes conjuntamente con ma-
terial no manipulado (>25 x 10* CFU-GM/Kg). Si bien
en este pequefio estudio no se encontraron diferencias
en cuanto a la recuperacion de neutrdfilos y plaquetas
con respecto a controles histéricos, una conclusién
interesante de este trabajo es que es factible que célu-
las criopreservadas puedan ser expandidas en gran
escala y posteriormente reinfundidas. En un estudio
similar llevado a cabo en 7 pacientes con mieloma y
linfoma no-Hodgkin, Reiffers y col. (17) reportaron
que 3 de 4 pacientes trasplantados con células crio-
preservadas y posteriormente expandidas por 10 dias
a mis de 150 x 10* células/Kg conjuntamente con una
media de 4.2x10* CD34+/Kg de células criopre-
servadas no expandidas, no sufrieron neutropenia por
debajo de valores de 0.5x10°/L. En los pacientes res-
tantes la misma se redujo considerablemente.

En el caso de pacientes con neuroblastoma, la ex-
pansién ex-vivo de células megacariociticas podria
convertirse en una nueva terapia para acortar los pe-
riodos de trombocitopenia inducida por la adminis-
tracién de altas dosis de quimioterapia. Van den
Oudenrijn y col. (18) lograron expandir estas células
(CD41+) en cultivos liquidos suplementados con IL-
1, IL-6, IL-11, SCF y trombopoyetina (TPO). También
Halle y col. (19) obtuvieron un incremento de 153, 140
y 77 veces en las poblaciones de células con fenotipo
CD34+/CD61+, CD34+ /CD41+ y CD34+ /CD42a+ res-
pectivamente, luego de cultivar células CD34+ en
medio liquido suplementado con IL-3, IL-6, IL-11,5CF,
TPO, FLT-3 y MIP-1a. En ambos casos la tasa de ex-
pansién obtenida seria suficiente para acelerar la re-
cuperacién del nimero de plaquetas en el paciente
hasta que las células progenitoras mds primitivas ha-
yan tenido tiempo para injerlar.

Recientemente, Stiff (20, 21) reporté resultados alen-
tadores obtenidos en ensayos clinicos en fase [ y 1T lue-
go de reinfundir células expandidas en un sistema de
perfusién automatizado (Aastrom Replicell System;
Aastrom Biosciences, Ann Arbor, Michigan). Este es un
sistema de expansién controlado por computadora,
basado en el uso de estroma con frecuente recambio de
medio, citoquinas y gases. Para determinar si las célu-
las de MO expandidas podian rescatar pacientes luego
de una quimioterapia mieloablativa, se seleccionaron
16 pacientes en el periodo 1996-1997 con cancer avan-
zado de mama. El volumen promedio de MO de par-
tida fue de 36.7 ml. Luego de expandir las células por
12 dfas en medio suplementado con PIXY 123, FLT3 y
Epo se obtuvo una expansién de 4.9 veces en el nime-
ro de células, 22.5 veces en CFU-GM y un aumento del
23% de LTC-ICs.

El mencionado sistema ha sido exitosamente em-
pleado por otros grupos: partiendo de pequefias
alicuotas de MO expandidas por 12 dias Engelhardt y
col. (22) pudieron obtener una reconstitucién hema-
topoyética de corto y largo plazo en pacientes con
cancer de mama en estadio IV. Pecora y col. (23) com-
pararon la recuperacién hematopoyética de pacientes
con cancer de mama metastdsico trasplantadas con el
producto de la expansién de 60 ml de MO conjunta-
mente con dosis “sub-terapéuticas” de células (£ 0.7 x
10¢/Kg CD34+) obtenidas de una sola leucaféresis lue-
go de 4 dias de administracién de bajas dosis de G-C5F
por dia (10mg/Kg) contra pacientes trasplantados con
el producto de un promedio de 3 aféresis luego de al-
tas dosis de G-CSF. En ambos casos se obtuvieron tiem-
pos similares de recuperacién hematopo-yética, por lo
que estos datos sugieren que podria evitarse el empleo
de muiltiples procedimientos de aféresis, disminuyen-
do el riesgo de contaminacién del producto con célu-
las tumorales y hacer posible el trasplante en aquellos
pacientes cuyos productos de aféresis resultaran en
dosis “sub-terapéuticas”. También Bachier y col. (24)
trasplantaron exitosamente 5 pacientes con cancer de
mama con células provenientes de la expancién por 12
dias de pequenos voliimenes de aspirados de MO (52.9
ml promedio).

La expansién ex-vivo podria emplearse como mé-
todo de purga pasivo para reducir el contenido en
células tumorales de los productos a infundir. Ludell
y col. (25) demostraron que luego de la expansién de
células de MO de 7 pacientes con cancer de mama, en
cuatro muestras no se detectaron células tumorales y
se observé una reduccién de las mismas en las restan-
tes 3 muestras.

FUENTE DE CELULAS PARA EXPANSION:
MEDULA OSEA, SANGRE PERIFERICA Y
SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Tanto las células presentes en la MO, en la SP mo-
vilizada y en la sangre placentaria de CU han sido
utilizadas exitosamente como poblaciones de partida
para la expansi6n de células progenitoras in vitro.
Cada una de ellas ofrece ventajas potenciales y rele-
vancia tedrica en cuanto a su empleo como fuente de
células para aplicaciones clinicas.

Celulas mononucleares de MO: Han sido estudia-
das por Koller y col. (9, 12) en cultivos con perfusi6n.
La ventaja de este tejido es que es altamente proba-
ble que se encuentren presentes todos los elementos
necesarios para la supervivencia in vivo de las célu-
las stem pluripotentes (26). Ademds, en estos ensayos
las células tuvieron una escasa manipulacién previa
al inicio de los cultivos; de hecho estos cultivos mos-
traron un mejor rendimiento cuando todos los elemen-



16

Recientemente, se observd una mejor eficiencia de
transferencia de genes en células progenitoras de CU
comparéndolas con células stem provenientes de MO
o SP de adultos. Esta caracteristica, conjuntamente
con la alternativa que brindan de ser una fuente de
células pricticamente ilimitada para trasplantes no
relacionados (aumentando el pool de donantes en
minorias étnicas y en paises en desarrollo, donde por
razones econdmicas o culturales la donacién de MO
se ve dificultada), podria convertir a la sangre pla-
centaria de CU en la fuente ideal de células hema-
topoyéticas para trasplante.
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