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RESuMEN

Para hacer estudios de quimerismo molecular postrasplante es
necesario distinguir las células del donador de las del receptor. Para
ello se requiere identificar marcadores genéticos informativos que
permilan hacer esta distincion. Los métodos de laboratorio, ast como
los marcadores genéticos utilizados, han evolucionado a lo largo del
tiempo: losantigenos eritrocitariosfueronlos primeros paraconfirmar
el injerto. Sin embargo, debido a la vida media de los eritrocitos en
circulacion, el resultado no corvelaciona con lo que ocurre en la
médnla osea, aderds, las transfusiones y la hemolisis provocada por
incompatibilidades ABO, también hacen los resultados poco confiables.
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Introduccion

E | objetivo de los estudios de seguimiento del injerto pos-
terior al trasplante de células progenitoras hematopoye-
ticas (CPH), es evaluar la presencia y cantidad de células del
donador y del receptor ya sea en la médula ésea o en la sangre
periférica del paciente que ha sido trasplantado. Los estudios de
seguimiento deben ser realizados periddicamente, de tal forma
que permitan modificar oportunamente la conducta terapéutica,
con el fin de evitar la recaida o la pérdida del injerto. El término
quimera que se usa para describir la presencia de células
hematopoyéticas o linfoides alogénicas en el receptor de un
trasplante, alude a la figura mitolégica griega que tenia la
cabeza de leén caso el resultado debe ser interpretado
considerando el limite de deteccion de la metodologia utilizada,
asi como el tipo de muestra analizada. Se le llama, el tronco
de cabra y la parte posterior de serpiente.

Se dice que un paciente tiene una quimera completa
cuando todas las CPHs o linfoides son derivadas del donador
alogénico. En esta quimera mixta, parcial o incompleta a la
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coexistencia en el receptor de células hematopoyéticas o
linfoides propias y derivadas del donador. El quimerismo
dividido (split quimerismo) se refiere a la presencia de células
alogénicas en una estirpe hematopoyética, pero no en otro.

Metodologia para el anélisis del
quimerismo

Para hacer estos estudios es necesario distinguir las células
deldonador de las delreceptor. Para ello se requiere identificar
marcadores genéticos informativos que permitan hacer esta
distincién. Los métodos de laboratorio, asi como los marcado-
res genéticos usados, han evolucionado a lo largo del tiempo:
Los antigenos eritrocitarios fueron los primeros en confirmar
el injerto. Sin embargo, debido a la vida media de los
eritrocitos en circulacion, el resultado no correlaciona con lo
que ocurre en la médula 6sea; ademas, las transfusiones y la
hemolisis provocada por incompatibilidades ABO, también
hacen los resultados poco confiables.'?
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Quimerismo en trasplante

a) Citogenética

La citogenética convencional ha servido para evaluar el
quimerismo cuando hay disparidad de sexo entre donador y
receptory los reordenamientos estructurales constitucionales
se han empleado como marcadores en parejas donador-
receptor sin disparidad de sexo. Sin embargo la aplicacién de
esta metodologia al seguimiento del injerto, se limita sélo a las
células que entraron en metafase, ademas de que es lenta y
laboriosay es dificil encontrar marcadores informativos cuando
no hay disparidad de sexo. La citogenética molecular permite
analizar células en metafase e interfase, es mas rapida y
sencilla, ademas permite determinar simultaneamente el
genotipo, la morfologia y la expresién de marcadores de
superficie en células Unicas con gran precision y sensibilidad.
La hibridacion in situ con sondas que hibridan con los
cromosomas Xy Y se haempleado en estudios de quimerismo
en parejas con diferencia de sexo. Se han usado sondas
especificas para diferentes rearreglos genéticos,
caracteristicos del clon maligno, para detectar enfermedad
residual minima y predecir la recaida precozmente. Las
limitaciones de esta metodologia sonla pérdida delcromosoma
Y en pacientes mayores, 0 en las células tumorales, como
parte de sus alteraciones cariotipicas, asi como las variaciones
genéticas en la regién del cromosoma Y que hibrida con la
sonda.?*

b) Analisis del polimorfismo de VNTRs y STRs

El andlisis del polimorfismo de las regiones de DNA repetidas
en tandem STRs (Short Tandem Repeats) y VNTRs (Variable
Number of Tandem Repeats) han sido ampliamente utilizados
en este tipo de estudios. El tamafio de las regiones repetidas
varia de un individuo a otro, lo que genera un polimorfismo de
longitud que puede ser estudiado mediante la técnica de
PCR. Los fragmentos obtenidos se separan por electroforesis.
Actualmente el analisis de STRs marcados con fluorescencia
mediante electroforesis capilar en un analizador automatico
deDNA, es el estandarde oro paralos estudios de seguimiento
del injerto.

Los estuches comerciales con reacciones multiplex per-
miten la amplificacion simultanea de hasta 15 diferentes loci
a partirde 1 ng de DNA, lo que representa una enorme ventaja
en cuanto atiempoy ala cantidad de células que se requieren.
Esto es de gran importancia, pues 10s pacientes trasplanta-
dos tienen muy pocas células en el periodo inmediato post-
trasplante. La amplificacién simultanea de las muestras del
donador, del paciente antes del trasplante y del paciente
después del trasplante, permite la identificacion de marcado-
res informativos en el donador. La cantidad relativa de cada
uno de las poblaciones celulares puede calcularse emplean-
do para ello el érea o la altura de los picos informativos. El
estudio se hace con DNA extraido de sangre periférica o
meédula ésea, aunque los resultados pueden diferir en el caso
de una recaida cuando las células tumorales infiltran la
médula 6sea pero alin no se encuentran en la circulacion. La
separacion de subpoblaciones celulares permite aumentar la
sensibilidad del ensayo y obtener informacién adicional sobre
el comportamiento del injerto en diferentes estirpes hemato-
poyéticas.
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Aplicaciones del analisis
de los polimorfismos de STRs
en pacientes trasplantados

Los estudios de seguimiento son de especial importancia en
pacientes trasplantados con fallas en la hematopoyesis, en
pacientes candidatos a infusién de leucocitos del donador (DLI)
o candidatos a un segundo trasplante con el mismo donador.
En trasplantados con fallas en la hematopoyesis, la presencia
de células del receptor no indica necesariamente que el
rechazo es la causa del mal funcionamiento de la médula, éste
puede deberse a infeccién viral, toxicidad o un defecto en los
estromas de la médula. Por otrolado, la no deteccion'de células
autologas no elimina completamente la posibilidad de rechazo
o recaida como causantes del mal funcionamiento de la
médula. En estos casos el seguimiento en el tiempo es mas
informativo. En pacientes que requieren una DLI debido a una
recaida, la deteccion de células del donador asegura que el
rechazo no ha ocurrido. Se ha demostrado que el riesgo de
aplasia transitoria o irreversible después de la DLI, es mayor en
pacientes que tienen un pequefioc nimero de células del
donador en médula o periferia, en comparacién con aquellos
que presentan mayor cantidad de estas células. En candidatos
a un segundo trasplante con el mismo donante, la persistencia
de células del donador indica tolerancia a las células del
donador por lo que el riesgo de rechazo del segundo trasplante
es bajo y el régimen de condicionamiento estara encaminado
solamente a la eliminacion de las células malignas.

El estudio de quimerismo permite en ciertos casos prede-
cir la recaida después del trasplante. Se ha observado que el
aumento de células autologas en un individuo trasplantado
indica un alto riesgo de recaida, sin embargo un guimerismo
mixto estable en el tiempo no indica riesgo de recaida. El estudio
de poblaciones celulares aisladas con expresion aberrante de
marcadores de superficie permite una deteccion mas temprana
de la recaida. La determinacién de quimerismo de forma
seriada, permite predecir la recaida de la enfermedad en
pacientes con LMC. En pacientes con leucemias agudas que
son de mas rapida evolucion, la deteccion del quimerismo debe
hacerse en intervalos cortos de tiempo y con alta sensibilidad
para predecir la recaida oportunamente. Enla LMC, la persisten-
cia de células T autologas después del trasplante, cuando se
ha usado médula ésea depletada de T, se ha asociado con
aumento del riesgo de recaida, pero en pacientes con LMC
que recibieron médula sin deplecion de células T, la persisten-
cia de células autdlogas durante los primeros 3 meses post-
trasplante, no se asocia con recaida.

El estudio del quimerismo en pacientes trasplantados con
regimenes de condicionamiento de intensidad reducida, es de
vital importancia para el manejo clinico de la inmunosupresién
post-trasplante. Es evidente que el establecimiento del injerto
completo en células T precede al desarrollo del injerto completo
en linea mieloide, al desarrollo de la EICH y al efecto de injerto
contra tumor. Bajos niveles de injerto en células T en estos
pacientes, se asocian con aumento en el riesgo de rechazo y
con la ausencia de efecto antitumoral, mientras que altos
niveles de injerto en células T se asocian con mayor riesgo de
EICH. Los estudios de estos marcadores genéticos, determi-
nan si la recaida hematoldgica se ha originado de las células
del donador o de las células del receptor.
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Utilidad de los STRs en ciertos casos
pretrasplante

Estos marcadores son también utiles en ciertas situaciones
pretrasplante. Por ejemplo, para establecer la identidad en el
caso de gemelos donde la identidad genética indicaria no
riesgo de rechazo o EICH. En este caso, el régimen de
condicionamiento estara dirigido solamente a la eliminacién de
las células malignas. En nifios con inmunodeficiencias severas
combinadas, candidatos a trasplante, puede establecerse la
posible presencia de células T circulantes de origen materno.
La presencia de éstas indica la necesidad de inmunosupresion
para evitar rechazo.

Los estudios de quimerismo alcanzan su maxima utilidad
y valor predictivo cuando se realizan secuencialmente y en su
interpretacién se consideran: el diagnostico previo, el estadio
de la enfermedad, el régimen de condicionamientoy la fuente
de células hematopoyéticas empleadas. Ademas, los resulta-
dos deben obtenerse en forma rapida, manteniendo una
estrecha comunicacion con el médico tratante.®
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