Gastroenterol Hepatol. 2010;33(10):716-720

1 4 [ ‘
b

Gastrocnierologiay Hepatologia

Gastroenterologia y Hepatologia

www.elsevier.es/gastroenterologia

PROGRESOS EN GASTROENTEROLOGIA

Bases racionales para la terapia celular en el tratamiento
de la enfermedad inflamatoria intestinal

Ingrid Ordas, Azucena Salas, Daniel Benitez, Elena Ricart y Julian Panés™

Departamento de Gastroenterologia, Hospital Clipic, Institut D’Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS),
Centro de Investigacion Biomédica en Red en el Area temdtica de Enfermedades Hepdticas y Digestivas (CIBERehd),
Barcelona, Espafia

Recibido el 30 de diciembre de 2009; aceptado el 21 de enero de 2010
Disponible en Internet el 8 de abril de 2010

PALABRAS CLAVE
Enfermedad
inflamatoria
Intestinal;
Enfermedad de Crohn;
Colitis ulcerosa;
Células madre
hematopoyéticas;
Células madre
mesenquimales;
Células dendriticas;
Trasplante;

Células T reguladoras

KEYWORDS
Inflammatory bowel
disease;

Crohn’s disease;
Ulcerative colitis;
Hematopoietic stem

Resumen

La optimizacion en el uso de los tratamientos inmunosupresores y biologicos en el manejo
de los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal puede proporcionar un correcto
control de la enfermedad en una proporcion significativa de pacientes. Sin embargo, la
ausencia de eficacia en un subgrupo de pacientes en los que la cirugia no se puede
contemplar como una opcion terapéutica valida ha hecho que se planteen nuevas
alternativas de tratamiento. La terapia celular, en un intento de «restablecer el sistema
inmunoldgico», esta revolucionando la perspectiva de tratamiento para aquellos pacientes
con una enfermedad grave refractaria. En la actualidad existen 2 tipos de terapia celular
en fase de investigacion con resultados preliminares prometedores. La primera consiste en
la terapia basada en el trasplante de células madre (hematopoyéticas o mesenquimales) y
la segunda consiste en la aplicacion de células inmunes tolerogénicas. El trasplante de
células madre ya se ha aplicado en humanos en multiples enfermedades cronicas de base
autoinmune o inflamatoria, con resultados positivos. Sin embargo, el tratamiento con
células inmunes tolerogénicas se encuentra en la actualidad en una fase mas experimental
de investigacion con modelos animales.
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Rationale for cell therapy in the treatment of inflammatory bowel disease

Abstract

Optimized use of immunosuppressive and biological therapies in the management of
patients with inflammatory bowel disease can achieve adequate control of the disease in a
substantial proportion of patients. However, the lack of effectiveness in a subgroup of
severely affected patients unsuitable for surgery has led to new emerging treatment
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options. In an attempt to "restore the immune system"”, cell therapy is revolutionizing the
treatment possibilities for patients with refractory severe disease.

Currently there are two types of cell therapy under investigation with promising
preliminary results. The first is based on transplantation of stem cells (hematopoietic or
mesenchymal) and the second consists of the application of tolerogenic immune cells.
Stem cell transplantation has already been applied in humans in multiple chronic

autoimmune or inflammatory diseases, with positive results. However, treatment with
tolerogenic immune cells is currently only under investigation in animal models.
© 2009 Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) engloba princi-
palmente 2 entidades clinicas, la colitis ulcerosa (CU) y la
enfermedad de Crohn (EC). A pesar de los notables progresos
realizados en las Ultimas décadas en el conocimiento de las
causas y los mecanismos implicados en el desarrollo de la Ell,
la etiologia de esta sigue sin estar aclarada. Se postula que
para su desarrollo se requiere de la interaccion de varios
factores genéticos, ambientales (incluyendo la microflora
enddgena) e inmunoldgicos, que darian lugar a una
respuesta inmune exagerada. El tratamiento actual de la
Ell comprende el uso de agentes antiinflamatorios no
especificos, como los aminosalicilatos, los corticoides, los
inmunosupresores y los farmacos anti-TNF. Hasta hace unos
anos, el objetivo del tratamiento de la Ell consistia en
inducir y mantener la remision clinica de los pacientes a
largo plazo libre de corticoides. Actualmente, los objetivos
del tratamiento son mas ambiciosos e incluyen, entre otros,
la cicatrizacion de las lesiones mucosas con la finalidad de
disminuir la tasa de complicaciones y la necesidad de
cirugia’. Sin embargo, a pesar de la creciente utilizacién y
optimizacion de tratamientos inmunosupresores y biologi-
cos, la necesidad de reseccion intestinal en la EC se ha
mantenido estable en las Ultimas décadas®. Ademas, existe
una proporcion de pacientes que no responden a los
tratamientos aprobados en la actualidad o que van a perder
la respuesta a estos a lo largo del curso evolutivo de la
enfermedad. En este subgrupo de pacientes, principalmente
con EC, la imposibilidad de ofrecerles una solucion
quirtrgica debido a la extension y/o localizacion de las
lesiones representa una necesidad de tratamiento no
satisfecha mediante las opciones actualmente disponibles.
Por este motivo, son necesarios nuevos enfoques terapéu-
ticos que, en condiciones ideales, deberian poder alterar el
curso natural de la enfermedad. La terapia celular, en un
intento de «restablecer el sistema inmunologico» esta
revolucionando la perspectiva de tratamiento para aquellos
pacientes con EC en los que la terapia convencional no ha
sido eficaz y a los cuales no se les puede ofrecer una
alternativa valida de tratamiento quirdrgico. Este tipo de
terapias no son aplicables en la actualidad a la CU, puesto
que en caso de refractariedad al tratamiento médico se
puede recurrir a la cirugia como alternativa terapéutica.
Las propiedades biologicas de las células madre y su
capacidad de autorrenovacion y regeneracion de tejidos,
junto con su capacidad inmunomoduladora, han suscitado un
enorme interés para el tratamiento de enfermedades graves
inmunoldgicamente mediadas, incluyendo la EC. La terapia
celular se puede dividir en dos areas diferentes: la terapia

con células madre y las terapias con células inmunes
tolerogénicas como, por ejemplo, las células dendriticas.

Terapias con células madre

Las células madre son células indiferenciadas que, a través
de la replicacion, tienen la capacidad tanto de auto-
rrenovacion como de diferenciacion en células maduras
especializadas®. En términos generales, existen 2 tipos
de células madre: las células madre embrionarias y las
células madre adultas. Estas Ultimas se encuentran en todos
los tejidos del organismo y funcionan como un reservorio
para sustituir las células danadas. En la médula o6sea
coexisten 2 tipos de células madre, las células madre
hematopoyéticas y las células madre mesenquimales, que
forman parte de la matriz estructural de la médula osea,
contribuyen a la hematopoyesis y tienen la capacidad de
diferenciarse en varias estirpes celulares. Las células
progenitoras hematopoyéticas se caracterizan por expresar
las glicoproteinas CD34+, CD133+, o ambas. Los criterios
establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia
Celular para definir las células madre mesenquimales
son: 1) adherencia al plastico de cultivo; 2) expresion de
CD105, CD73 y CD90; 3) ausencia de expresion de marcado-
res hematopoyéticos, como CD45, CD34, CD14, CD11b,
CD19, CD79a y HLA-DR, y 4) capacidad de diferenciarse en
osteoblastos, adipocitos y condrocitos®.

El fundamento del trasplante con células madre hematopo-
yéticas consiste en el restablecimiento del sistema inmunolé-
gico tras la administracion de una quimioterapia, que elimina
los linfocitos T autorreactivos y las células memoria, para crear
una nueva estirpe de linfocitos tolerantes. El trasplante de
células madre hematopoyéticas incluye varias fases:

Fase de movilizacién: en esta fase se estimula la
produccion y liberacion de células madre a la sangre
periférica mediante el uso de quimioterapia y factores de
crecimiento hematopoyético.

Aféresis: a través de una via venosa, se recolectan las
células madre que se han movilizado desde la médula 6sea
hacia la sangre periférica. Con esta técnica, se logra una
cosecha de células madre hematopoyéticas hasta 10 veces
mayor que la obtenida de la médula osea.

Criopreservacion: después de cada aféresis, las células
madre recolectadas son congeladas y almacenadas utilizan-
do sustancias nutritivas para evitar la muerte celular. Este es
un procedimiento exclusivo para los trasplantes autologos.

Fase de acondicionamiento: en esta fase se utilizan altas
dosis de quimioterapia y anticuerpos antilinfocitos, con el
propdsito de eliminar el estado inmunolégico preexistente
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del paciente y crear un espacio en la cavidad medular para
la proliferacion de las células madre trasplantadas.

Infusion de las células madre o trasplante: en el caso del
trasplante autdlogo, las células madre son descongeladas
para ser posteriormente reinfundidas al paciente a través de
un catéter venoso central durante un periodo de 15-20 min.
En el trasplante alogénico, las células se infunden inmedia-
tamente después de la aféresis del donante.

El reporte de casos anecdoticos en pacientes con EC que
presentaban una remision sostenida de su enfermedad, tras
ser sometidos a un trasplante de células madre hematopo-
yéticas por un proceso neoplasico, sugiri6 que esta podria
ser una terapia eficaz para un subgrupo seleccionado de
pacientes con EC refractaria. Concretamente, fue en 1993
cuando se reportd el primer caso de un paciente con EC
sometido a un trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas por un linfoma, en el que se consiguid
una remision muy prolongada de su EC37.

El trasplante de células madre puede ser alogénico (las
células provienen de otro individuo, consanguineo o no) o
autdlogo (las células provienen del mismo individuo).
Tedricamente, el trasplante alogénico deberia estar asocia-
do a una mayor probabilidad de curacion, puesto que se
produce una reaccion de «injerto contra huésped», que
eliminaria las presuntas células T causantes de la enferme-
dad que podrian haber sobrevivido a la fase de acondiciona-
miento®. Sin embargo, debido a la enfermedad del injerto
contra el huésped (EICH), el trasplante alogénico se asocia
con una mayor morbilidad y mortalidad. Por este motivo, la
mayoria de los trasplantes realizados en las enfermedades
inflamatorias y autoinmunes son autologos. El trasplante
autologo se puede realizar con un régimen de acondiciona-
miento mieloablativo o no mieloablativo®. En el primero, se
utilizan tratamientos especificos que destruyen la médula
6sea por completo, lo que resulta en una insuficiencia
medular irreversible si no se reinfunden las células madre
hematopoyéticas. Después de un régimen no mieloablativo,
la recuperacion hematopoyética se puede producir sin la
infusion de las células madre; sin embargo, el trasplante
posterior de células madre proporciona un apoyo y acorta la
mielosupresion inducida por la quimioterapia'®. El argumen-
to esencial a favor de los regimenes no mieloablativos es que
la mortalidad relacionada con este tratamiento debe ser
muy baja o nula para enfermedades no malignas, habiéndo-
se descrito una mortalidad inferior al 1% con este tipo
de régimen. El estandar de tratamiento en la fase de
acondicionamiento no mieloablativo incluye la utilizacion de
ciclofosfamida y globulina antitimocitica.

Hasta la fecha se han reportado 2 series de pacientes con
EC tratados con trasplante autélogo de células madre como
indicacion primaria para la Ell. La primera corresponde a un
estudio fase | realizado en Chicago, en el que se incluyeron
12 pacientes con EC activa (moderada-grave) refractaria a
los tratamientos convencionales incluyendo los anti-TNF'".
Once de los 12 pacientes trasplantados entraron en remision
clinica sostenida, sin precisar tratamiento para el manteni-
miento de la remision, y tras un seguimiento medio de 18,5
meses, tan solo un paciente desarrollé recurrencia de la
enfermedad. La segunda serie corresponde a un estudio fase
I-Il, llevado a cabo en Milan, en el que se incluyeron 4
pacientes de similares caracteristicas, consiguiendo la
remision clinica en los 4 pacientes a los 3 meses, y la

remision clinica sostenida tras un periodo medio de
seguimiento de 16,5 meses en un 75% de los pacientes'?.
En ambas series, la mortalidad reportada es nula. En el
primer estudio, se observé respuesta de los sintomas de la
EC tras la administracion de los farmacos empleados en la
fase de movilizacion, mientras que en el segundo estudio se
reportd un empeoramiento clinico de los pacientes en esta
fase. Actualmente, en Europa se esta llevando a cabo un
estudio aleatorizado que evalla la eficacia del trasplante
autélogo de células madre en la EC refractaria (Autologous
Stem Cell Transplantation for Crohn’s Disease Trial). En este
estudio, los pacientes son aleatorizados a recibir el
trasplante al cabo de un mes de la fase de movilizacion, o
al afo, con el propdsito de evaluar si el trasplante anade
algun beneficio al efecto de la inmunosupresion utilizada
para la movilizacion.

Aunque el trasplante autélogo de células madre hemato-
poyéticas ofrece resultados prometedores para el trata-
miento de la EC refractaria, este sigue siendo un
tratamiento experimental no exento de posibles complica-
ciones que deja esta opcion como alternativa para un
numero considerablemente reducido de pacientes, en los
que la enfermedad no es susceptible de ser controlada
mediante reseccion quirdrgica.

Recientemente, en el seno de la terapia celular basada en
el uso de células madre y con un enfoque menos agresivo,
se esta aplicando el trasplante (autologo o alogénico)
de células madre mesenquimales para el tratamiento
de enfermedades como la esclerosis multiple, la EICH
y la EC.

Las células mesenquimales se pueden obtener de cual-
quier tejido conectivo, incluyendo la médula 6sea y el tejido
adiposo. Estas células se caracterizan por poseer un fenotipo
no inmunogénico y, por lo tanto, su uso en trasplantes
alogénicos podria no requerir de inmunosupresion previa.

La capacidad pluripotente de las células mesenquimales
(pueden diferenciarse en multiples estirpes celulares), su
relativa facilidad para expandirse en cultivo, asi como sus
propiedades inmunomoduladoras hacen que este tipo de
células madre sea una prometedora fuente para promover la
regeneracion de tejidos dafiados in vivo'>. En modelos
animales se ha observado que tras el trasplante de células
mesenquimales, estas poseen la capacidad de migrar hacia
los tejidos danados. Si bien los mecanismos subyacentes a la
migracion de estas células no se han aclarado, la evidencia
sugiere que tanto las quemocinas como sus receptores y las
moléculas de adhesion estarian implicados en este proceso.
Las células mesenquimales ejercen importantes funciones
inmunomoduladoras, siendo capaces de regular la respuesta
inmune innata, que juega un papel clave en la patogénesis
de la EC. En particular, las células mesenquimales inhiben la
diferenciacion de las células dendriticas, la activacion de
células T, la proliferacion de células B y la quimiotaxis'*".
Se ha observado que las células mesenquimales obtenidas de
tejido adiposo ejercen un efecto inmunosupresor in vitro,
inhibiendo la proliferacion celular periférica de células
mononucleares y la produccion de IFN-y, mientras que
incrementan la secrecion de IL-10"8, Una de las ventajas que
ofrecen las células mesenquimales procedentes de tejido
adiposo frente a las procedentes de la médula 6sea es que
las primeras son mas facilmente accesibles para su
obtencion.
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Uno de los posibles riesgos del trasplante con células
mesenquimales es la diferenciacion ectopica de estas
células, que podria dar lugar a tipos celulares no deseados,
asi como la posibilidad del crecimiento de tumores. A pesar
de que estas son cuestiones muy importantes que deben ser
cuidadosamente consideradas, la evidencia cientifica hasta
la fecha apoya la evaluacion de la terapia celular, en
particular el trasplante de células mesenquimales, en el
tratamiento de casos refractarios de EC. En humanos,
disponemos de resultados recientes alentadores de un
estudio fase Il, multicéntrico, aleatorizado y controlado
con placebo, que ha evaluado la eficacia y seguridad de la
administracion local de células mesenquimales provenientes
de adipocitos para el tratamiento de fistulas perianales
complejas, incluyendo pacientes con y sin EC'°.

Terapias con células inmunes tolerogénicas

El éxito de las terapias basadas en el trasplante de células
madre hematopoyéticas en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes e inflamatorias ha llevado a considerar el
potencial terapéutico que podria tener la administracion de
poblaciones seleccionadas de células inmunes para alterar el
curso natural de la enfermedad?®. En la EC, en la que se ha
involucrado una pérdida de tolerancia frente a las bacterias
comensales para el desarrollo de la enfermedad, estaria
justificado probar la eficacia de este tipo de terapias
celulares. En modelos experimentales de autoinmunidad,
EICH y trasplante, 2 enfoques de terapia con células inmunes
han mostrado resultados prometedores. Estos incluyen la
administracion de células T reguladoras (Treg) y células
dendriticas tolerogénicas. Las células Treg son fundamentales
para la prevencion de la autoinmunidad y el mantenimiento
de la autotolerancia®!, y existe una fuerte evidencia de su
efecto protector en modelos murinos de autoinmunidad. En
particular, las células CD4+CD25+ son capaces de revertir la
progresion de la enfermedad en un modelo animal de
inflamacion intestinal?2. A pesar de los resultados experi-
mentales prometedores, la administracion de células Treg en
humanos para el tratamiento de enfermedades de base
autoinmune requiere resolver todavia muchas cuestiones
para garantizar la reproducibilidad y seguridad de este
procedimiento. Una cuestion que limita la aplicabilidad de
células Treg in vivo es si realmente es necesaria una poblacion
de estas células «antigeno-especifica», o si una poblacion
policlonal seria suficiente para lograr efectos beneficiosos.
Las células Treg actlan sobre las células dendriticas
promoviendo una respuesta tolerogénica de estas y previ-
niendo su maduracion y la activacion de poblaciones
efectoras. Sin embargo, en un ambiente inflamatorio como
el que presentan los pacientes con EC activa, las células
dendriticas podrian presentar ya un fenotipo maduro resis-
tente a los efectos supresores de las células Treg. En base a
esto, cabria pensar que la aplicacion de células Treg en
pacientes con EC deberia ser administrada en periodos de
remision clinica para facilitar su efecto sobre las células
dendriticas inmaduras, promoviendo un estado de tolerancia
y prevencion de las recidivas.

Una alternativa al tratamiento con células Treg seria la
administracion de células dendriticas tolerogénicas. Estas
pueden generarse in vitro con la utilizacion de vitamina D,

dexametasona, péptido intestinal vasoactivo o IL-10?3. Las
células dendriticas tolerogénicas difieren de las maduras en
que las primeras presentan una menor expresion de
moléculas coestimuladoras y producen una menor cantidad
de citocinas proinflamatorias, mientras que promueven la
produccion de IL-10. La eficacia de estas células tolerogé-
nicas para impulsar la tolerancia in vivo ha sido demostrada
en modelos experimentales de colitis?®. Sin embargo, el
potencial papel terapéutico de esta terapia celular en
humanos requiere de la realizacién de estudios disefiados
especificamente para evaluar este objetivo. El beneficio de
la infusion de células dendriticas tolerogénicas en la EC
dependera de su capacidad para migrar a la mucosa
intestinal o tejidos linfoides asociados e inhibir la repuesta
inmune proinflamatoria.

Conclusiones

La etiologia precisa de la EC no se conoce con exactitud,
pero para su desarrollo se requiere una alteracion en el
sistema inmune innato, que provoca una pérdida de
tolerancia frente a gérmenes habitualmente no patégenos
de la flora bacteriana comensal. En el proceso de recono-
cimiento bacteriano, estan implicadas las células presenta-
doras de antigeno (células dendriticas), que provocan una
activacion de los linfocitos T, generando en la EC una
respuesta inflamatoria inadecuada.

Existe un subgrupo de pacientes con EC especialmente
dificiles de tratar, ya sea porque han perdido la respuesta a
los tratamientos médicos disponibles o porque, debido a la
localizacion y extension de las lesiones, la alternativa
quirtrgica implicaria una reseccion intestinal que podria
dar lugar a complicaciones nutricionales severas y a un
deterioro importante de su calidad de vida. Es este subgrupo
de pacientes el que podria beneficiarse de las nuevas
alternativas de terapia celular en desarrollo.

La administracion de células madre, ya sea hematopoyé-
ticas o mesenquimales, bajo las condiciones apropiadas y en
pacientes seleccionados, puede proporcionar una mejoria
notable en pacientes con EC refractaria. Sin embargo, son
necesarios mas ensayos clinicos y un mayor seguimiento a
largo plazo de los pacientes sometidos a estos tratamientos
para determinar con exactitud la metodologia mas apropia-
da y los efectos adversos de estos procedimientos.

Tras el trasplante autélogo de células madre en la EC
pueden producirse recidivas de la enfermedad; por lo tanto,
esta terapia no debe considerarse curativa, sino mas bien
como un tratamiento con capacidad para modificar la
historia natural de la enfermedad. Finalmente y para
concluir, remarcar que las terapias celulares no estan
exentas de toxicidad y efectos secundarios, por lo que es
imprescindible seleccionar muy bien a los pacientes que
vayan a someterse a estos tratamientos.
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