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4.2.2 RESULTADOS GLOBALES DEL ESTUDIO DEL FENOTIPO

ERITROCITARIO

EN 25 pacientes se realizó estudio de quimera para valorar

el implante de serie roja en el post-TMO. Los resultados se

muestran en la Tabla 42.1.

Para la valoración del implante se ha procedido a estudiar

a los pacientes tal y como se ha expuesto en el apartado

3.1.3.

En 18 pacientes (72%) el estudio del fenotipo eritrocitario

pre-TMO mostró unos marcadores específicos donante-receptor

o receptor. En los restantes pacientes el marcador ob-

tenido, con las salvedades hechas en el apartado 3.1.3. fue

del donante.

En 19 pacientes se constató implante entre los días +40 y

+120, con una mediana de 90 días. En el resto de pacientes

no fue posible valorar este criterio puesto que no se

remitieron muestras para su documentación. La mediana de

seguimiento, con este método, de los 25 pacientes ha sido

de +360 días (extremos 90-1825).

Se han objetivado un total de 11 quimeras mixtas (44%) de

los 25 pacientes, tal como se muestra en la Tabla 42.1. De

éstas, 3 (UPN 38, 61, 85) han sido estables a lo largo del

tiempo, con oscilaciones del porcentaje de hematíes resi-

duales del receptor en todos los casos de entre un 2-20%.

Además, la quimera mixta roja ha permanecido estable,

independientemente de la evolución del paciente. Al cuarto

paciente (UPN 122), no se le practicaron más deter-

minaciones para valorar si se trataba o no de una quimera

mixta estable.
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En 7 de los 11 pacientes (UPNs 55, 82, 91, 92, 102, 128,

129) se detectó quimera mixta inicialmente, para posterior-

mente, revertir en todos los casos a quimera eritrocitaria

total. Existía incompatibilidad ABO en 5 de los 7 casos (3

mayor y 2 menor) y fue en los 3 con incompatibilidad ABO

mayor, en los que no se revertió a quimera roja total hasta

el año del TMO. En el resto de casos se revertió a quimera

roja total entre los +90 y +180 días. El porcentaje de

hematíes residuales detectados tuvo relación con el tipo de

incompatibilidad ABO: En los 3 pacientes con incom-

patibilidad ABO mayor hasta los +120 días la mayor parte de

hematíes (80-95%) seguían siendo del receptor, para paula-

tinamente revertir a quimera roja. En el resto de pacientes

el porcentaje de hematíes residuales del receptor osciló

entre un 5-20%. De los 11 pacientes, 3 (27%) han recaído

(UPN 55, UPN 61, UPN 92), 1 paciente (UPN 38); falleció por

sepsis en RCC a los 18 meses del TMO y el resto de los

pacientes (64%) continúa en RCC con un seguimiento de +9 a

+22 meses (mediana +12 meses) post-TMO.

En 13 pacientes (52%) la quimera detectada durante todo el

seguimiento fue total. De éstos, 3 (23%) pacientes (UPN 27,

UPN 34, UPN 84) han fallecido como consecuencia de presen-

tar recaída leucémica. En ningún caso el estudio practicado

en el momento de la recaída demostró la presencia de algún

elemento eritrocitario del receptor. En 1 caso el paciente

falleció a los +8 meses del TMO por enterocolitis necroti-

zante en RC y el resto de pacientes sigue en RCC entre +5 y

+53 (mediana 36 meses) post-TMO.

El UPN 72, sometido a TMO por Talasemia Major, presentó

durante su seguimiento dos etapas bien diferenciadas. EL
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estudio pre-TMO fue difícil de practicar debido a las

múltiples transfusiones recibidas, pero se pudieron es-

tablecer diferencias claras entre el donante y el receptor.

En el post-TMO y a los +60 días, al analizar la fracción

rica en reticulocitos, se demostró que el fenotipo eritro-

citario era igual al del donante. Posteriormente y a los

+120 días se demostró una recuperación autóloga. Actual-

mente sigue bajo régimen transfusional.

4.2.3 RESULTADOS GLOBALES DEL ESTUDIO CITOGENETICO

En la Tabla 42.2 se muestran los resultados del estudio

citogenético en el post-TMO.

Para la valoración del implante se han estudiado los 14

pacientes en los que se obtuvo muestra antes del día +30.

En el 50% de los casos en los que se remitió muestra el día

+14 (2 de 4 pacientes), se obtuvieron metafases adecuadas

para el análisis. Las causas por las que no se pudo efec-

tuar el estudio en el día +14 en 2 pacientes fue la no

obtención de mitosis. En el 100% de los casos (12 de 12

pacientes), en los que la muestra se remitió los días +21 y

+30, se obtuvieron metafases adecuadas para el análisis.

La mediana de seguimiento de los 17 pacientes, con este

método, ha sido de +180 días (extremos 21-900).

De los 17 pacientes estudiados, en 10 (59%) se constató

quimera linfohematopoyética total durante todo su segui-

miento, tanto en sangre periférica (SP+) como en médula

ósea (MO-). De estos 10 pacientes, 2 (UPN 56, UPN 141),

fallecieron por EICH aguda y el resto (80%) sigue en RCC
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con un seguimiento entre +9 y +42 meses (mediana +20).

En 4 pacientes (24%) inicialmente se constató implante

linfohematopoyético total tanto en SP+ como en MO-, pero a

lo largo del seguimiento presentaron recaída de su enfer-

medad (UPN 61, ÜPN 84, UPN 92, ÜPN 99). En este momento se

constató en 3 de ellos, estudiados en MO-, la presencia de

metafases correspondientes a células del receptor. En el

caso del UPN 84, el estudio se realizó en el día +135 (1.5

meses antes de la recaída) y se objetivó que mientras 4 de

las metafases analizadas eran del donante las 4 restantes

eran hipodiploides, sin poder determinar claramente su

origen.

En 3 (18%) pacientes se detectó la presencia de quimeras

mixtas en las muestras estudiadas en SP+. El paciente ÜPN

109, tenía un donante del mismo sexo, pero disponía en el

momento del diagnostico del Cr Ph'. En el día +30, se

demostró, en el análisis efectuado en MO-, ausencia de

anomalías cromosómicas incluido el Cr Ph1. Mientras que en

SP+, entre los días +60 y +120, se objetivaron metafases

con múltiples anomalías no clónales sugestivas de

irradiación y ausencia del Cr Ph'. A partir del día +180,

tanto el estudio efectuado en MO- como en SP+, no detectó

anomalías cromosómicas incluyendo el Cr Ph'. A los +360

días post-TMO el paciente sigue en RC.

En el paciente UPN 122, inicialmente tanto en SP+ como en

MO-, se demostró implante total. En el día +90 en un es-

tudio practicado en SP+ se demostró la presencia de 1

metafase correspondiente a células del receptor con múlti-

ples anomalías. A los +180 días el estudio cítogenético

efectuado en SP+ demostró quimera total.
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El paciente UPN 128 disponía de un donante de distinto

sexo. Hasta el día +90, el estudio citogenético practicado

en SP+ demostró la persistencia de algunas metafases XY con

anomalías no clónales sugestivas de lesión por irradiación.

Sin embargo en MO-, el estudio citogenético practicado a

los +14 y +90 días objetivó quimera total sin evidencia de

anomalías cromosómicas, al igual que el estudio en SP+

efectuado en el día +120.

4.2.4 RESULTADOS DEL ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS DEL ADN

Mediante la utilización del panel de sondas dialélicas y

multialélicas, antes comentadas, se ha efectuado el segui-

miento en 50 pacientes en el período post-TMO. La Tabla

42.3 muestra los resultados obtenidos.

De los 50 pacientes estudiados, 41 fueron analizados pros-

pectivamente y en 9 se inició el estudio en distintos

momentos después del TMO. Para la valoración del implante

medular se han considerado dos aspectos: la capacidad del

método para documentarlo y la validez del mismo para evi-

denciar dicho implante en etapas muy tempranas del post-

TMO.

En lo que se refiere a la capacidad del método para demos-

trar la existencia de una quimera hematopoyética, se han

considerado los resultados obtenidos en la totalidad de los

pacientes (n=50). En 2 pacientes no se obtuvo muestra pre-

TMO y para este análisis se considerarán aparte.

En 47 de los 48 pacientes (98%), el polimorfismo obtenido

en la fase pre-TMO fue máximo informativo donante-receptor
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o máximo informativo receptor y tan sólo en 1 paciente

(2%), el polimorfismo fue máximo informativo donante.

Los resultados obtenidos con el estudio de los polimorfis-

mos del ADN han evidenciado la existencia de quimera total

a lo largo de todo el seguimiento en 37 pacientes, lo que

representa el 77% del total. La mediana de seguimiento con

ésta técnica ha sido de +180 días (extremos 21-1825 días).

La incidencia de EICH aguda en estos 37 pacientes fue del

68%: en 12 (32%) casos no hubo evidencia de enfermedad, en

14 casos (38%) de grado I, en 5 casos (14%) de grado II, en

2 casos (5%) de grado III y en 4 casos (11%) de grado IV

(Tabla 42.4) .

De los pacientes con quimera total durante todo el segui-

miento, 3 (8%) fallecieron de recaída de su enfermedad (ÜPN

27 con recaída focal; UPN 34 presentó recaída a expensas de

células del donante y en el caso del UPN 218 no se remitió

muestra para su estudio), 10 (27%) pacientes fallecieron de

consecuencias relacionadas con el TMO (UPN, 56, UPN 68, UPN

94, UPN 141, UPN 149, UPN 240, UPN 244, UPN 246, UPN 253 y

UPN 263) y 24 (65%) pacientes siguen en RCC entre +1 y +48

(mediana 11) meses post-TMO.

En 11 pacientes (23%), se ha demostrado la coexistencia de

poblaciones celulares de diferente origen en distintos

períodos del seguimiento. A lo largo de éste se ha eviden-

ciado lo siguiente: En 6 casos esta heterogeneidad cor-

respondía a la recaída leucémica que se presentó tras un

primer período de quimera total (UPNs 55, 61, 84, 92, 99

241C). En 3 casos la coexistencia de dos poblaciones celu-

lares cumplía el criterio de quimera mixta; en un caso (UPN

38), apareció despues de que se demostró quimera total,
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mientras que en los otros dos pacientes (UPN 109 y UPN

122), la recuperación hematológica fue a expensas de las

dos poblaciones. El UPN 122 revertió en el día +60 a quime-

ra linfohematopoyética total y el UPN 109 sigue con quimera

mixta linfohematopoyética estable. En 2 pacientes se dete-

ctó también inicialmente la coexistecia de dos poblaciones

celulares. En ambos casos se demostró, antes de los +3

meses del TMO, la recuperación de la hematopoyesis del

receptor; en el UPN 64 se puso en evidencia a los + 2 meses

la recaída leucémica, mientras que en el UPN 72 la rec-

peración autológa supuso para el paciente el vclver a su

estado de talasémico major. De los 11 pacientes con quimera

mixta 2 (18%) siguen en RCC (UPN 109 y UPN 122) con un

seguimiento entre los +10 y +12 (mediana 11) meses

post-TMO.

La incidencia de EICH aguda en estos 11 casos fue: en 3

pacientes (27%) no hubo evidencia de enfermedad, en 5

(45%) fue de grado I y en 3 (27%) de grado II. Ningún

paciente de este grupo presentó EICH grado IV (Tabla 42.4).

En 2 de los 50 pacientes, debido a la falta de estudio en

el periodo pre-TMO, sólo ha sido posible documentar en el

post-TMO de la paciente UPN 9 la presencia de unos mar-

cadores del ADN idénticos a los del donante durante todo la

evolución y sigue en RCC a los +53 meses post-TMO. En la

paciente UPN 47 se ha observado, mediante la utilización de

3 sondas multialélicas, lo siguiente: desde el día +21, en

que se objetivó el implante medular, se observó además la

presencia de fragmentos de ADN que no correspondían a los

del donante, por lo que se puede deducir que presentaba una

coexistencia de 2 poblaciones, la del donante mayoritaria-
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mente y, con toda probabilidad, la presencia de células

residuales del receptor. Este hecho se dio hasta el día

+540 y pudo ser comprobado utilizando las 3 sondas. A

partir de este momento la paciente revertió a quimera

linfohematopoyética total. La paciente presentó EICH agudo

grado II y sigue en RCC a los + 37 meses post-TMO.

Para valorar el segundo aspecto, es decir, la validez del

método para documentar el implante en etapas precoces del

TMO, se han considerado los resultados obtenidos en los 40

pacientes analizados prospectivamente. En 24 de éstos, el

TMO se realizó en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau,

extrayéndose, en la mayoría de ellos, muestras en el día

+14 y en el resto a partir del día +21. En 8 pacientes, en

los que se obtuvo muestra suficiente para efectuar la

digestión, se pudo constatar el implante medular en el día

+14. En 14 pacientes se pudo demostrar el implante en el

día +21 y en 2 pacientes se objetivó en el día +30. La

causa por la que no se pudo evaluar el implante en todos

los casos en que se remitió muestra en el día +14 y en el

día +21, fue la poca cantidad de muestra para la obtención

del ADN necesario para efectuar la digestión.

El TMO se realizó en la Escuela de Hematología Farreras

Valentí del Hospital Clínic en 18 pacientes. Las muestras

que se remitieron para su estudio al Hospital de Sant Pau,

fueron extraídas mayoritariamente a partir del día +21. En

este grupo de pacientes la valoración del estudio del ADN,

para documentar precozmente la existencia del implante, no

puede ser tan rigurosa como en el grupo anterior. De todos

modos se constató que en 10 pacientes (55%) existía eviden-

cia de implante en el día +21 y que en la totalidad de los

235



casos, en los que se remitió muestra, la evidencia se

obtuvo en la muestra del día +30. Por consiguiente, en el

100% de los pacientes analizados se constató el implante al

primer mes del TMO.

4.2.5 UTILIDAD DE LOS DISTINTOS MÉTODOS PARA LA VALORACIÓN

DEL IMPLANTE MEDULAR

Los 3 métodos han demostrado su utilidad en la valoración

del implante medular. Con respecto a cuál es el método con

el que más precozmente se puede demostrar el implante, el

estudio del fenotipo eritrocitario, no es un método adecua-

do puesto que para que sea fiable ha de existir un inter-

valo de aproximadamente 90 días entre la última transfusión

de hematíes y la recogida de la muestra.

Cuando consideramos los enfermos analizados en el día +14,

mediante los métodos citogenético y molecular, en el 50% de

los casos se pudo documentar el implante con el estudio

citogenético, frente al 100% de los casos con el estudio

molecular (P=0.077) (Tabla 42.5). Asimismo si se consideran

los pacientes analizados en el día +21 y +30 con ambos

métodos, en el 100% de los pacientes se pudo documentar el

implante con ambos. Sin embargo, han de tenerse en cuenta

al efectuar comparaciones, las ventajas y limitaciones de

cada técnica.

Ambas técnicas comparten el hecho de que se analiza toda la

hemopoyesis, en especial cuando el análisis se practica en

médula ósea. En contraste, cuando el estudio citogenético

se practica en una muestra de SP normal, estimulada con
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PHA+, solamente se analizan linfocitos.

En nuestra casuística el número de pacientes que se han

beneficiado del estudio citogenético ha sido menor que con

el estudio de los polimorfismos del ADN, debido a que el

mismo se ha efectuado en aquellos pacientes sin identidad

sexual con el donante y/o cuando presentaban previamente un

cromosoma marcador. Por otra parte, el análisis citogenéti-

co requiere un numero de células muy superior (xl5) al

estudio molecular. Finalmente, se ha de tener en cuenta la

gran laboriosidad que representa el conseguir un número de

metafases adecuadas para documentar el implante, que aumen-

ta notablemente en el caso de analizar MO-.

4.2.6 UTILIDAD DE LOS DISTINTOS MÉTODOS PARA VALORAR

EL ESTADO QUIMÉRICO

De los 50 pacientes seguidos a lo largo de toda su evolu-

ción, se ha analizado la persistencia de quimera lin-

fohematopoyética total, la presencia de quimeras mixtas y

la repoblación autóloga en distintos momentos del segui-

miento (a los +90 y +180 días). En las Tablas 42.6 y 42.7

se muestran los resultados obtenidos.

Al analizar, globalmente la incidencia de quimeras mixtas,

se detectó un mayor porcentaje de células residuales en los

pacientes analizados con el estudio del fenotipo eritroci-

tario, en relación con las detectadas mediante el estudio

de los polimorfismos del ADN (p < 0,05) (Tabla 42.8).
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4.2.6.1 ESTUDIOS PRACTICADOS A LOS +90 DÍAS

A los +90 días, mediante el estudio citogenético, fue

posible evaluar la quimera en 9 pacientes. Dicho estudio se

practicó en 5 casos en SP+ y en 5 casos en MO-. En SP+ se

demostró en 3 casos la presencia de quimeras mixtas. El

seguimiento de estos pacientes (+9 y +12 meses con una

mediana de 10) ha demostrado que siguen en RC mantenida. En

uno de ellos, además, se practicó simultáneamente estudio

en MO-. En este momento, en MO- se demostró quimera total.

En el estudio con MO- se objetivaron 5 quimeras totales. De

ellos, 2 pacientes (UPN 84 y UPN 92) recayeron posterior-

mente (a los +6 y +13 meses, respectivamente). En el día

+90, el estudio citogenético, realizado en MO-, no demostró

ninguna quimera mixta.

En 20 pacientes se practicó estudio de quimera a los +90

días mediante los FRLP. En 15 casos (75%), se detectó

quimera linfohematopoyética total. De éstos, 2 pacientes

(13%), (UPN 84 y UPN 92), recayeron posteriormente a los +6

y +14 meses respectivamente. En 5 pacientes (25%), se

detectó la presencia de quimera mixta. De éstos, 2 pa-

cientes (40%), (UPN 61 y UPN 241C), recayeron a los +9 y +4

meses del TMO respectivamente. Los pacientes con LA en los

que se detectó quimera mixta con el estudio . de los FRLP en

el día +90 mostraron, en nuestro análisis, un riesgo de

recaída significativamente mayor en comparación con aquel-

los en los que se detectó quimera total (p < 0,05) (Figura

42.1) .

Si bien en 14 pacientes se había valorado el implante

medular mediante el estudio del fenotipo eritrocitario, es
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difícil, en el día +90, la interpretación del hallazgo de

una quimera mixta, debido a que la vida media de los hema-

tíes es de 120 días, aproximadamente.

4.2.6.2 ESTUDIOS PRACTICADOS A LOS +180 DÍAS

A los +180 días, se practicó en 13 pacientes estudio del

fenotipo eritrocitario. En 8 casos (61.5%), se constató

quimera roja total. Dos pacientes (UPN 84 y UPN 92) presen-

taron, posteriormente, recaída de su enfermedad a los +6 y

+14 meses, respectivemente. En 5 pacientes (38.5%) se

detectó quimera mixta. De éstos, 3 pacientes con incom-

patibilidad ABO mayor revertieron a quimera roja total al

año del TMO. En 2 pacientes la quimera mixta ha permanecido

estable durante todo su seguimiento. De los 5' pacientes con

quimera mixta, 2 presentaron recaída de su enfermedad. En

un caso (UPN 55), el estudio del fenotipo eritrocitario

realizado en el momento de la recaída, demostró quimera

roja total. El estudio del paciente (UPN 61) demostró

persistencia de su quimera mixta con el mismo porcentaje de

hematíes residuales del receptor.

En 7 pacientes se efectuó estudio citogenético a los +180

días. El análisis se realizó en 4 casos con MO- y en 4

pacientes en SP+. En todos ellos se constató quimera total.

De los pacientes analizados con SP+, 2 pacientes (UPN 61 y

UPN 92) presentaron recaída a los +9 y +14 meses respec-

tivamente. De los pacientes analizados en MO-, un paciente

el (UPN 92) recayó.

En 18 casos se pudo efectuar en el día +180 estudio median-
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te los polimorfismos del ADN. En 12 pacientes (67%) se

constató, en este momento, la presencia de quimera lin-

fohematopoyética total. De éstos, 1 paciente (UPN 92)

recayó posteriormente, como ya ha sido comentado. En 4

casos (22%) se detectó la presencia de quimera mixta (UPN

47, UPN 55, UPN 61 y UPN 109). El UPN 55 revertió poste-

riormente a quimera total para recaer finalmente a los +26

meses. El UPN 47 siguió con quimera mixta estable hasta el

día +540, revertiendo posteriormente a quimera total en el

día +720. El UPN 61 recayó a los +9 meses. El UPN 109 sigue

con quimera linfohematopoyética mixta estable. En 2 (11.1%)

casos se demostró, en este momento, repoblación autologa.

En un caso el paciente estaba diagnosticado de Talasemia

major (UPN 72) y el otro (UPN 84) coincidió con la recaída

leucémica. No hubo diferencias estadísticamente signifi-

cativas en cuanto a riesgo de recaída, para los pacientes

con LA y LMC en los que se detectó quimera mixta en este

momento, en relación a los que se detectó quimera total

(P:NS).

4.2.6.3 CONCORDANCIA ENTRE LOS DISTINTOS MÉTODOS

A LOS +90 DÍAS

A los +90 días, se estudiaron 9 pacientes mediante los

polimorfismos del ADN y el estudio citogenético (Tabla

42.9). En todos, exepto en un caso (89%), ambos métodos

fueron concordantes en cuanto a los resultados obtenidos.

En el UPN 122, mientras el estudio mediante los FRLP efec-
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tuado en sangre periférica no detectó células residuales

del receptor, el estudio citogenético efectuado en SP+

demostró la presencia de 1 metafase con múltiples anoma-

lías. Posteriormente (+180 días), el análisis efectuado en

SP+ evidenció quimera total. Clínicamente sigue en RC.

A LOS +180 DÍAS

La Tabla 42.10 muestra los resultados obtenidos. De los 7

pacientes analizados con 2 métodos, existió concordancia en

5 de ellos (71%). En el caso del UPN 84, el análisis del

día +180 coincidió con la recaída leucémica y mientras que

los FRLP evidenciaron que la mayoría de linfohemopoyesis

pertenecía al receptor, el estudio del fenotipo eritrocita-

rio constató que la serie roja era del donante. En el caso

del UPN 85, el estudio de los FRLP evidenciaron quimera

total durante toda su evolución, mientras que el estudio

del fenotipo eritrocitario demostró la presencia de un 2%

de hématies residuales del receptor durante todo el segui-

miento.

De los 6 pacientes que se pudieron analizar mediante los 3

métodos, existió discordancia de los resultados en 4 de

ellos (67%). En 2 casos dicha discordancia fue debida al

resultado del estudio del fenotipo eritrocitario. En los 2

casos había incompatibilidad ABO mayor. En el caso del UPN

109, mientras el estudio citogenético efectuado en MO- de-

mostró ausencia del Cr Ph' y de anomalías no clónales, el

fenotipo eritrocitario demostró quimera total. El estudio

con los FRLP, analizados tanto en sangre periférica como en
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médula ósea, evidenció la presencia de un pequeño porcen-

taje de células residuales del receptor. El paciente (UPN

61) tenía incompatibilidad ABO menor entre donante-recep-

tor. Los estudios del fenotipo eritrocitario y de los FRLP

demostraron la presencia de una quimera mixta. En contras-

te, el estudio citogenético demostró que todas las metafa-

ses analizadas eran del donante. El paciente recayó a los

+270 días.

INCIDENCIA DE ENFERMEDAD DEL INJERTO CONTRA EL RECEPTOR

La incidencia de EICH moderada-grave (grados III-IV) fue de

un 14% (6 pacientes) en los pacientes con quimera total,

analizada con los FRLP, frente a un 0% de EICH para los

pacientes en los que se detectó quimera mixta, mientras que

la incidencia de EICH moderada (grados I-II) fue del 51%

(19 pacientes), para los pacientes con quimera total frente

a 8 pacientes (72%), en los que se detectó quimera mixta en

cualquier momento de su evolución (P:NS) (Tabla 42.4).

4.2.7 UTILIDAD DE LOS DISTINTOS MÉTODOS EN EL ESTUDIO

DE LA RECAÍDA MEDULAR

De 40 pacientes con LA o LMC evaluados, 9 (22%) han presen-

tado recaída leucémica (Tabla 42.11). De éstos, en el

momento del TMO, 7 estaban diagnosticados de LAL (I en la

RC y 6 en 2a RC) y 2 casos de LANL (la RC y recaída respec-

tivamente). La mediana de aparición de la recaída fue de 9

242



meses (extremos 2-27 meses). En 3 casos se estudió el

origen de la recaída mediante el fenotipo eritrocitario, en

3 mediante el estudio citogenético y en los 9 casos, la

recaída se analizó mediante el estudio de los polimorfismos

del ADN. En 3 pacientes se pudo analizar medíante 2 métodos

y en 1 caso mediante los tres métodos.

Mediante el estudio del fenotipo eritrocitario, en ninguno

de los 3 casos, este método sirvió para filiar el origen de

la recaída. En 2 casos (67%) el estudio demostró quimera

roja total. En el paciente restante (UPN 61), que presentó

quimera mixta persistente durante todo el seguimiento, el

análisis efectuado en el momento de la recaída, demostró el

mismo porcentaje de hematíes residuales.

En los 3 casos en que el estudio de la recaída se efectuó

mediante el análisis citogenético en MO-, (UPN 61, UPN 92 y

UPN 99) éste demostró la presencia de metafases correspon-

dientes a células del receptor con múltiples anomalías

clónales en 2 de los 3 pacientes lo que confirmó que la

misma se originó a expensas de las células residuales del

paciente.

Es de destacar que en una paciente (UPN 92) el estudio se

efectuó simultáneamente en MO- y en SP+. Los resultados de

la SP+ mostraron tan sólo metafases XY, mientras que la MO-

mostró, ademas de metafases XY, la presencia de metafases

XX con múltiples anomalías clónales y t(15;17). Biológica-

mente, la paciente presentaba, en SP, leucocitosis de 27

xl06/l con un recuento diferencial de 5% de blastos y

linfocitosis absoluta, cuyo estudio fenotípico demostró que

se trataba de una linfocitosis T8. El análisis de la médula

ósea mostró infiltración absoluta por blastos de tipo
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prornieloeitico.

Mediante los FRLP se estudiaron los 9 pacientes que presen-

taron recaída y en todos los casos en que la misma fue

medular fue posible filiar su origen. El paciente UPN 27

presentó recaída localizada en la vertebra D8. En los

estudios medulares practicados, hasta el inicio de la

quimioterapia, no se constató recaída medular. No se efec-

tuó estudio del material obtenido en la punción de la D8 y

el análisis de los FRLP de la médula ósea demostró repeti-

damente quimera linfohematopoyética total.

De los 8 pacientes con recaída leucémica medular, en 7 el

estudio demostró que el origen de la misma fue a partir de

células residuales del receptor.

En 3 pacientes (UPN 55, UPN 84 y UPN 99) el origen de la

recaída se estudió mediante 2 métodos. En el paciente UPN

55, mientras el estudio del fenotipo eritrocitario demostró

en el momento de la recaída quimera total de serie roja, el

estudio de los polimorfismos del ADN demostró que la misma

se originó a expensas de células residuales del receptor.

En el paciente UPN 84 el estudio del fenotipo eritrocitario

demostró quimera roja total, mientras que el estudio me-

diante los FRLP evidenció la presencia de material genético

del receptor. El estudio citogenético del paciente UPN 99

efectuado en médula ósea, en el momento de la recaída,

evidenció, además, de metafases del donante, la presencia

de metafases del receptor. El estudio de los polimorfismos

del ADN demostró que la misma se originaba a partir de

células residuales del receptor.

En 2 pacientes (UPN 61 y UPN 92) el estudio de la recaída

se efectuó mediante los 3 métodos. El estudio de los poli-
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morfismos del ADN, demostro en el paciente UPN 61, que el

origen de la recaída era a expensas de la reaparición de

células residuales del propio paciente. El estudio citoge-

nético corroboró el diagnóstico y los resultados del es-

tudio del fenotipo eritrocitario no fueron de utilidad.

Asimismo, en la paciente UPN 92 el estudio de los polimor-

fismos del ADN evidenció la reaparición progresiva de

células residuales del receptor, así como la sensibilidad

de las mismas al tratamiento citostático, puesto que fina-

lizado éste, se pudo comprobar la disminución progresiva

del marcador de ADN específico del receptor.

En el paciente UPN 34 el estudio de los polimorfismos del

ADN practicado en médula ósea, en el momento de la recaída,

con una sonda que mostró un polimorfismo máximo informativo

receptor objetivó tan sólo fragmentos de ADN correspondien-

tes a células del donante, por lo que el estudio sugiere

que la recaída se originó a expensas de hemopoyesis del

donante.
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TABLA 41.1a DIFERENCIAS DEL FENOTIPO ERITROCITARIO EN EL
PRE-TMO EN PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE

PACIENTE
UPN/SEXO

9/M

27/V

28/V

34/V

36/V

38/M

45/V

47/M

48/V

53/M

55/V

56/M

61/V

64/V

66/V

SEXO
DONANTE

M

V

V

V

M

M

V

V

M

V

V

v

M

V

M

RECEPTOR

rr

Rlr

ND

JKa-

A

Rlr

AB

rr

A

Rlr

0

rr

A

Fya+

0

DONANTE

Rlr

R1R1

ND

Jka+

0

R1R1

B

Rlr

B

R1R2

A

Rlr

0

Fya-

A

UPN: Número identificación del paciente;
ND: no determinado; FI: fenotipo idéntico.
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TABLA 41.Ib DIFERENCIAS DEL FENOTIPO ERITROCITARIO EN EL
PRE-TMO EN PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE

PACIENTE
UPN/SEXO

68/V

72/V

74/V

79/V

82/M

84/V

85/V

87/V

91/V

92/M

94/V

99/V

100/V

102/M

109/V

SEXO
DONANTE

V

V

V

M

V

M

M

M

V

V

M

M

V

V

v

RECEPTOR

R0r

Rlr

D+

B

B

rr

A

Fyb+

A

AB

0

Fya-

0

0

Fyb-

DONANTE

Rlr

rr

D-

AB

A

Rlr

0

Fyb-

0

B

A

Fya+

A

A

Fyb+

UPN: Número identificación del paciente;
ND: no determinado; FI: fenotipo idéntico.
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TABLA 41.1e DIFERENCIAS DEL FENOTIPO ERITROCITARIO EN EL
PRE-TMO EN PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE

PACIENTE
ÜPN/SEXO

122/V

128/V

129/M

135/M

139/V

141/V

143/V

147/V

149/V

153/V

157/M

159/M

216C/M

218C/V

SEXO
DONANTE

M

M

V

V

M

M

M

V

V

M

M

M

M

M

RECEPTOR

D-

R2r

Rlr

AB

A

B

A

JKb-

R2r

Rlr

B

A

0

FI

DONANTE

D+

rr

R1R2

A

0

A

" 0

JKb+

R1R2

R2r

AB

0

A

FI

UPN: Número identificación del paciente;
ND: no determinado; FI: fenotipo idéntico,
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TABLA 41.Id DIFERENCIAS DEL FENOTIPO ERITROCITARIO EN EL
PRE-TMO EN PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE

PACIENTE
ÜPN/SEXO

220C/V

221C/M

229C/V

233C/M

240C/M

241C/M

242C/M

243C/M

244C/V

246C/M

248C/V

253C/V

257C/M

261C/M

262C/V

SEXO
DONANTE

M

V

V

M

V

V

M

M

M

V

V

V

M

M

V

RECEPTOR

0

Jk(b+)

R1R2

Rlr

D*

0

Rlr

D*

A

R1R2

0

A

FI

ND

D*

DONANTE

A

Jk(b-)

Rlr

rr

Rlr

A

R2R2

Rlr.

B

Rlr

A

0

FI

ND

Rlr

UPN: Número identificación del paciente;
ND: No determinado; FI: fenotipo idéntico.
*: No se pudieron determinar más antígenos

por transfusiones previas
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TABLA 41.1e DIFERENCIAS DEL FENOTIPO ERITROCITARIO EN EL
PRE-TMO EN PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE

PACIENTE
UPN/SEXO

263C/V

266C/V

269C/M

271C/M

272C/V

273C/V

274C/M

SEXO
DONANTE

V

M

M

V

V

M

M

RECEPTOR

R1R2

0

A

A

ND

ND

rr

DONANTE

R1R1

B

0

0

ND

ND

Rlr

UPN: Número identificación del paciente;
ND: no determinado; FI: fenotipo idéntico.
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TABLA 41.2 DIFERENCIAS DEL FENOTIPO ERITROCITARIO
EN PAREJAS DONANTE RECEPTOR

PACIENTE
I* /SEXO

VA/M

JG/V

DA/M

PC/M

JP/V

EG/V

CM/M

MC/M

CH/M

JE/V

MM/V

AO/V

LM/M

TY/V

GB/M

PG/M

SEXO
DONANTE

V

M

V

V

V

M

M

V

M

M

V

V

V

v

M

V

RECEPTOR

B

FI

Rlr

ND

R1R2

0

A

0

R1R2

r 'r"

ND

s

R1R2

ND

R1R1

Jk(a+)

DONANTE

A

FI

R1R2

ND

R2r

A

0

A

R2r

Rlr

ND

S

Rlr

ND

R1R2

Jk(a-)

I : identificación; ND: no determinado;
FI: fenotipo idéntico.

247



TABLA 41.3 NOMENCLATURA DEL SISTEMA Rh

WIENER FISHER/DACE

Rl CDe

R2 cDE

Ro cDe

Rz CDE

r cde

r' Cde

r" cdE
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TABLA 41.4a RESULTADOS DE LOS POLIMORFISMOS DEL ADN EN EL
PRE-TMO EN PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE

PACIENTE
UPN/SEXO

27/V

28/V

34/V

36/V

38/M

45/V

48/V

53/M

55/V

56/M

61/V

64/V

66/V

Taql +
St-14

A

A

D

D

N

N

A

A

A

A

D

A

D

Taql +
MetH

A

N

R

D

R

A

N

R

ND

N

N

R

R

HincII+
e

N

N

D

N

N

N

N

N

A

A

N

N

ND

HincII+
Pseudoß

R

A

D

N

A

N

N

N

N

N

N

N

ND

Hinfl+
MSI

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

A

ND

ND

Hinfl+
MS31

ND

ND

ND

A

ND

ND

ND

ND

ND

ND

A

ND

ND

UPN: Número identificación paciente; V: varón; M: mujer;
A: polimorfismo informativo donante-receptor; ND: no
determinado; N: polimorfismo no informativo;
R: polimorfismo informativo receptor; D: polimorfismo
informativo donante
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TABLA 41.4b RESULTADOS DE LOS POLIMORFISMOS DEL ADN EN EL
PRE-TMO EN PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE

PACIENTE
UPN/SEXO

68/V

72/V

74/V

79/V

82/M

84/V

85/V

87/V

91 /V

92/M

94/V

99/V

100/V

Taql +
St-14

A

N

N

N

R

A

N

A

A

N

D

D

A

Taql +
Me t H

R

R

R

R

N

N

N

N

R

N
i

D

N

R

HincII+
e

R

N

N

ND

N

D

N

D

R

R

N

R

D

HincII+
Pseudoß

R

N

N

ND

N

D

D

D

R

A

N

N

D

Hinfl+
MS1

ND

A

ND

A

A

ND

ND

ND

ND

ND

A

A

ND

Hinfl+
MS31

ND

ND

ND

N

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

UPN: Número identificación paciente; V: varón; M: mujer;
A: polimorfismo informativo donante-receptor; ND: no
determinado; N: polimorfismo no informativo;
R: polimorfismo informativo receptor; D: polimorfismo
informativo donante
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Ô
»w
G
-H

O
E
W

-H
»4-1

0̂
£

•H
iH
O
a
..
Q

• ̂
M
O
4-)
a
CD
u
CD
!-4

251



r*3

W

s u
W EH

rZ3

55 rtj
Q r-3

< Oi
ço

j rt¡
W Pi
Q EH

ÇO <
O
33 co
CO O
H O
CU M
PÍ EH
O W
33 33
M 0
h-I C/2
o
CM CO

W
EH

CO Si
O W
J M

U
W !<
Q CM

CO K
O W
Q
< 0
EH 33
J EH
D 1
CO W
pa PÍ
PÍ CM

-0

rH

^

îJ
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TABLA 41.5 RESULTADOS DE LOS POLIMORFISMOS DEL ADN
EN PAREJAS DONANTE RECEPTOR

PACIENTE
I/SEXO

VA/M

JG/V

DA/M

PC/M

JP/V

EG/V

CM/M

MC/M

CH/M

JE/V

MM/V

AO/V

LM/M

TY/V

GB/M

PG/M

Taql +
St-14

N

A

R

A

A

N

ND

ND

ND

ND

A

ND

ND

ND

ND

ND

Taql +
MetH

N

N

A

N

A

N

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Taql +
XV 2C

ND

ND

ND

ND

R

R

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Hinein-
6

R

N

R

N

N

N

N

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Hineilt
Pseudoß

A

D

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Hinfl+
MSI

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

N

A

N

N

A

N

A

D

ND

Hinfl+
MS31

ND

ND

ND

ND

ND

ND

A

A

A

A

N

A

A

D

A

A

I: identificación paciente; V: varón; M: mujer; A: polimor-
fismo informativo donante/receptor; ND: no determinado;
N: polimorfismo no informativo; R: polimorfismo informativo
receptor; D: polimorfismo informativo donante.
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TABLA 42.1a RESULTADOS DEL FENOTIPO ERITROCITARIO
EN EL POST- TMO

UPN MARCADORES
ESPECÍFICOS

DÍAS POST-TMO INTERPRETACIÓN

Donante

27 Receptor

34 Donante

36 Receptor/Donante

38 Receptor/Donante

45 Receptor/donante

47 Donante

53 Donante

55 Receptor/donante

+ 1825

+ 360

+60, 270, 360

+180, 270, 540

+360, 480

+180, 720

+210, 270, 540
+720, 795

+120, 180, 540
+720, 900

+30, 60, 90
+120, 180
+360, 450, 720
+820, 827

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera mixta

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera mixta

Quimera total

61

68

72

82

Receptor

Receptor /Donan t e

Receptor /donan t e

Receptor /donan t e

+90, 180
+210, 280

+120, 210

+ 60,
+ 120

+30, 60
+120, 180
+ 360

Quimera mixta

Quimera total

Quimera total
Rec autóloga

Quimera mixta
Quimera total

UPN: número identificación paciente

256



TABLA 42.Ib RESULTADOS DEL FENOTIPO ERITROCITARIO
EN EL POST TMO

UPN MARCADORES
ESPECÍFICOS

DÍAS POST-TMO INTERPRETACIÓN

84 Receptor/Donante

85 Receptor

87 Receptor/Donante

91 Receptor

92 Receptor/Donante

102 Donante

109 Receptor/Donante

122 Donante

128 Receptor

129 Receptor/Donante

244C Receptor/donante

248C Donante

+120, 180

+90, 180
+360, 540

+120, 180, 360

+ 90
+180, 360

+40, 60
+120, 180

+60, 120, 180
+ 360

+75, 210, 270

+ 40

+ 90
+ 120

+ 120
+ 180

+ 120

+ 90

Quimera total

Quimera mixta

Quimera total

Quimera mixta
Quimera total

Quimera mixta
Quimera total

Quimera mixta
Quimera total

Quimera total

Quimera mixta

Quimera mixta
Quimera total

Quimera mixta
Quimera total

Quimera total

Quimera total

UPN: número identificación paciente
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Ĵ1

CN

x"
x

' — • -X ' — ̂  ' — ̂  -X
in -— » CN CN '-^
CN rH CN CN CN

KJ* t^j K¿4 tî * >« ĵ
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TABLA 42.3a RESULTADOS DE LOS POLIMORFISMOS DEL ADN

UPN POLIMORFISMOS
INFORMATIVOS

DIAS POST-TMO INTERPRETACIÓN

+1095, 1460
+ 1825 Patrón donante

27

28

34

36

A

R

+360, 450, 540

+360, 540, 720

+270, 450

+270, 420, 540
+720, 900, 1360

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

38

45

+180, 360
+ 480
+510, 540

+300, 365, 540
+720, 1080

Quimera total
Quimera mixta
Quimera total

Quimera total

47

53

+21, 30, 90
+180, 210
+270, 540
+720, 795

+21,30, 35
+90, 180, 360
+540, 720, 900

Quimera mixta
Patrón donante

Quimera total

55 +14, 21, 30
+60, 90
+ 180
+360, 450, 540
+600, 720
+810, 820, 827

Quimera total
Quimera mixta

Quimera total
Rec leucémica

UPN: Número identificación paciente; A: Polimorfismo
informativo donante-receptor; R: Polimorfismo informativo
receptor
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TABLA 42.3b RESULTADOS DE LOS FRLP EN EL POST-TMO

UPN POLIMORFISMOS
INFORMATIVOS

DIAS POST-TMO INTERPRETACIÓN

56 A

61 A

64 A

68 A

72 A

82 A

84

85

87

91

A

+21, 30

+14, 30, 60
+90, 180
+270, 280

+21, 30
+ 60

+21, 30, 60
+90, 120
+180, 210

+21, 60, 90
+ 180

+14, 21, 30
+60, 90, 120
+180, 360, 540

+30, 60, 90
+ 135
+ 180

+21, 30, 60
+90, 180, 360
+540, 600

+21, 30, 90
+180, 360

+21, 30, 60
+90, 180, 360

Quimera total

Quimera total
Quimera mixta
Rec leucémica

Quimera mixta
Recaida
leucémica

Quimera total

Quimera mixta
Rec autóloga

Quimera total

Quimera total
Quimera mixta
Rec leucémica

Quimera total

Quimera total

Quimera total

UPN: Número identificación paciente; A: Polimorfismo
informativo donante-receptor
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TABLA 42.3c RESULTADOS DE LOS FRLP EN EL POST-TMO

ÜPN POLIMORFISMOS
INFORMATIVOS

DIAS POST-TMO INTERPRETACIÓN

92

94

99

102

109

122

128

129

141

149

153

157

216C

A

A

A

A

A

+14, 21, 30
+60, 90, 180
+390, 392, 400

+14, 21, 30

+14, 21, 60
+ 76

+30, 60, 90
+ 180

+21, 30, 60
+90, 120, 150
+180, 270

+ 21
+60, 90, 180

+14, 21, 30
+60, 120

+21, 30, 60
+90, 180

+21, 30, 45

+21, 30, 45
+60, 90

+14, 21, 30
+60, 90

+21, 30, 60

+30, 60

Quimera total
Rec leucémica

Quimera total

Quimera total
Rec leucémica

Quimera total

Quimera mixta

Quimera mixta
Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

UPN: Número identificación paciente; A: Polimorfismo
informativo donante-receptor.
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TABLA 42.3d RESULTADOS DE LOS FRLP EN EL POST-TMO

UPN POLIMORFISMOS
INFORMATIVOS

218C

220C

221C

229C

240C

241C

242C

243C

244C

246C

248C

253C

263C

266C

269C

272C

274C

A

A

A

A

R

D

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

DIAS POST-TMO

+21, 30

+21, 300

+21, 30, 180

+ 90

+ 21

+30, 60
+ 90

+30, 360

+30, 120

+ 21

+14, 21, 30
+ 60

+21, 60

+ 21

+ 30

+21, 60

+ 60

+ 30

+21, 30

INTERPRETACIÓN

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Patrón donante
Quimera mixta

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

Quimera total

UPN: Número identificación paciente; A: Polimorfismo
informativo donante-receptor; D: Polimorfismo informativo
donante; Polimorfismo informativo receptor
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TABLA 42.4 QUIMERAS MIXTAS Y GRAVEDAD DE LA EICH

GRADOS QUIMERA MIXTA QUIMERA TOTAL

I 5 14

I I 3 5

III-IV O 6

p: NS
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TABLA 42.5 UTILIDAD DEL ESTUDIO CITOGENETICO Y DE LOS
FRLP EN LA VALORACIÓN DEL IMPLANTE MEDULAR

NQ PACIENTES DIA DEL IMPLANTE
+14 + 21 +30

ESTUDIO
CITOGENETICO 14 50% 100% 100%

ESTUDIO FRLP 40 100% 100% 100%

p: NS
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TABLA 42.6 ANALISIS DE LA QUIMERA (+90 DIAS)

Análisis citogenético

MO-

SP+

Estudio de los FRLP

NUMERO
PACIENTES

9

5

5

20

QUIMERAS
TOTALES

5 (2)

2 (0)

15 (2)

QUIMERAS
MIXTAS

0

3 (0

5 (3)*

Número de pacientes con quimera total, quimera mixta y
repoblación autóloga analizados a los +90 días post-TMO
mediante el estudio citogenético y los polimorfismos del
ADN.

*: un caso de repoblación autóloga en paciente con
Talasemia Major
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TABLA 42.8 QUIMERAS MIXTAS POST-TMO DURANTE EL SEGUIMIENTO

ESTUDIO QUIMERA MIXTA QUIMERA TOTAL

FENOTIPO
ERITROCITARIO 11 13

FRLP 11 37

p < 0,05
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TABLA 42.9 ESTUDIOS REALIZADOS A LOS +90 DIAS

UPN

47

53

55

61

68

72

82

84

85

87

91

92

102

109

122

128

129

149

153

229C

241C

POLIMORFISMOS
DEL ADN

Quimera Mixta

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Mixta

Quimera Total

Quimera Mixta

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Mixta

Quimera Total

-

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Mixta

CITOGENETICA

_

Quimera Total*

-

-

-

-

-

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

-

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Mixta (SP+)

Quimera Mixta (SP+)

Quimera Mixta (SP+)

Quimera Total

-

-

-

-

*: Practicado en MO-
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TABLA 42.10 ESTUDIOS REALIZADOS A LOS +180 DIAS

UPN

38

47

53

55

61

68

72

82

84

85

87

91

92

102

109

122

129

221C

POLIMORFISMOS CITOGENETICA FENOTIPO
DEL ADN ERITROCITARIO

Quimera Total

Quimera Mixta

Quimera Total

Quimera Mixta

Quimera Total

Quimera Total

Rec . Autóloga

Quimera Total

Rec. Autóloga

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Mixta

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total

_ _

-

Quimera Total

Quimera Mixta

Quimera Total Quimera Mixta

-

-

Quimera Total Quimera Mixta

Quimera Total

Quimera Mixta

Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total Quimera Total

Quimera Total Quimera Mixta

Quimera Total* Quimera Total

Quimera Total

Quimera Total Quimera Total

- -

* MO- y SP+
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5 DISCUSIÓN
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El estudio del origen de las células linfohematopoyéticas

es de gran valor para interpretar la evolución de los

pacientes en el post-TMO.

5.1 FASE PRE-TMO

En el 100% de las parejas donante-receptor estudiadas

(N=80) fue posible, mediante el estudio de los FRLP, en-

contrar un polimorfismo marcador para el ulterior segui-

miento en el período post-TMO. En el 97,5% de los casos el

polimorfismo obtenido fue máximo informativo donante-recep-

tor o máximo informativo receptor. La alta probabilidad de

que con estas sondas polimorficas se obtenga un polimorfis-

mo informativo donante-receptor en una misma digestión,

simplifica mucho el procedimiento y además permite cuan-

tificar las proporciones de los dos tipos celulares con

mucha mayor exactitud. Las bandas del paciente y del donan-

te se pueden comparar en la misma muestra hibridada sin

introducir los errores debidos a la variación experimental

de la concentración de ADN, de la transferencia del gel o

de la hibridación de la sonda. La ventaja de este método es

que determinadas sondas, comparten polimorfismos de res-

tricción de un mismo enzima lo que hace que una muestra de

ADN digerida con un determinado enzima de restricción pueda

ser rehibridizada con varias sondas y sea posible, con un

mínimo de células, demostrar un polimorfismo informativo.

Con el panel de 9 sondas utilizado es posible estudiar 10

polimorfismos con sólo el empleo de 3 enzimas de restric-

ción. Sólo la sonda PawlOl demuestra un polimorfismo con un

cuarto enzima de restricción. Knowlton et al (1986), es-
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tudiaron un panel de 12 sondas altamente polimorficas y

demostraron que con tan sólo 4 sondas se podía encontrar un

polimorfismo informativo. Asimismo, Hutchinson et al

(1989), con la utilización de sondas minisatélite sub-

clonadas, objetivó la presencia de polimorfismos infor-

mativos donante-receptor en todos los pacientes estudiados.

Dado que estas sondas tienen unos altos niveles de hetero-

cigozia (98% para la sonda MSI y 99% para la MS31), la

probabilidad de que 2 hermanos sean idénticos es del orden

del 25% con cada sonda. Si se utilizan el panel de 6 sondas

minisatélite esta probabilidad es del 0.0004%. En esta

fase, de 24 parejas donante-receptor estudiadas con 2

sondas minisatélite clonadas (MSI y MS31) obtuvimos, en el

96% de los casos, un polimorfismo informativo donante-re-

ceptor que nos ha permitido efectuar el seguimiento del

paciente en el post-TMO, excepto en los casos'de TMO singé-

nico.

En 43 pacientes existía diferencia de sexo entre donante-

receptor por lo que en el 52% de los casos era posible el

seguimiento, mediante análisis citogenético, de los pa-

cientes en el post-TMO. En el momento del diagnóstico sólo

se estudiaron los pacientes con LMC o LANL-M3 (promielocí-

tica) y en este caso aunque el donante fuese del mismo sexo

se disponía de un cromosoma marcador útil para el estudio

de la quimera en el post-TMO. La identidad de sexo es una

de las limitaciones que tiene el estudio citogenético para

determinar la quimera, puesto que no todos los pacientes

pueden ser seguidos con esta metodología. En los casos en

que donante y receptor sean del mismo sexo y no exista un

cromosoma marcador se pueden estudiar los polimorfismos
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citogenéticos mediante las bandas C, y las Q visibles con

técnicas de fluorescencia (Godde-Salz, 1986; Bertheas et

al, 1988). Khokar et al (1987), utilizaron los polimorfis-

mos identificados con las bandas Q, como método de estudio

del implante en pacientes con identidad sexual entre donan-

te y receptor. De 17 parejas donante-receptor analizadas,

en el 85% encontraron al menos un heteromorfismo capaz de

distinguir el receptor del donante, lo que viene a cor-

roborar que aún en el caso de que se realize el estudio

citogenético al donante y al receptor en busca de polimor-

fismos, éstos no se encuentran en el 100% de los pacientes.

Según Godde-Salz (1986) el estudio de los polimorfismos no

es un método útil para el seguimiento de los pacientes.

En 75 parejas se estudió el fenotipo eritrocitario post-TMO

mediante el tipaje para 19 antígenos. En el 3,6% de las

parejas no se obtuvieron marcadores. Estos datos concuerdan

con lo publicado por Petz et al (1987) que de 275 parejas

donante receptor estudiadas no encontró marcadores en el 3%

de los casos. Asimismo, Van Dijk et al (1987) de 50 parejas

estudiadas no encontró marcadores en 3 de ellas. Uno de los

problemas más importantes en el estudio pre-TMO, es la

dificultad de analizar, a veces, el fenotipo eritrocitario

del receptor, debido a transfusiones previas. Este hecho,

referido también por otros autores (van Dijk et al, 1987),

se agrava en los casos en que el paciente es enviado a un

Centro de referencia para el TMO. Con el estudio de la FRR

se ha podido, en ocasiones, determinar el fenotipo del

receptor. Una buena estrategia sería la recogida y conser-

vación de una muestra de hematíes a todo paciente diagnos-

ticado de hemopatía maligna previa a cualquier transfusión.
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5.2 FASE POST-TMO

En este apartado se discutirán los siguientes aspectos: el

implante medular, las quimeras mixtas y las recaídas leucé-

micas.

5.2.1 VALORACIÓN DEL IMPLANTE MEDULAR

De los 50 pacientes evaluados se detectó inicialmente

implante en el 100% de los casos, independientemente de la

técnica utilizada para su estudio. En 3 pacientes el ADN

somático se obtuvo a través del cultivo de fibroblastos

(Ginsburg et al, 1985). El análisis de los FRLP junto al

estudio citogenético permitió objetivar el implante en el

100% de los pacientes al mes del TMO. El estudio con los

FRLP fue más útil que el citogenético puesto que permitió

analizar el 100% de las muestras en el día + 14, en los que

hubo suficiente número de células, frente al 50% de los

pacientes analizados con el estudio citogenético, sin

llegar a obtenerse diferencias estadísticamente sig-

nificativas debido al escaso número de pacientes (p: NS).

Ginsburg et al (1985) y Knowlton et al, (1986) mediante los

FRLP objetivaron el implante en algunos pacientes a las 2

semanas del TMO, al igual que en nuestros pacientes en que

también fue posible documentar el mismo en el día +14. En

la mayoría de casos publicados la documentación de la

quimera se ha realizado al mes del TMO (Yam et al, 1987;

Yam et al, 1987a; Ginsburg et al, 1985), datos super-

ponibles a los encontrados por nosotros. Estos hallazgos
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demuestran que los FRLP pueden utilizarse muy precozmente

para demostrar el implante, aunque la cifra de leucocitos

sea muy baja, puesto que con IxlO6 de células se puede

realizar el estudio. En el período inicial post-TMO, para

obtener esta cifra es necesario procesar alrededor de 25-50

mi de sangre periférica. El estudio con los FRLP es muy

útil, sobre todo en aquellos casos en que se sospecha un

rechazo del implante (Ginsburg et al, 1985; Blazar et al,

1985). Hasta el presente, sólo el método de la reacción en

cadena de la polimerasa (PCR; del inglés polymerase chain

reaction) (Eisenstein, 1990), que permite amplificar hasta

un millón de veces el fragmento de ADN a estudiar, ha

podido demostrar el implante a los 7 días del TMO (van

Leeuwen et al, 1990).

Mediante el estudio citogenético también ha sido posible

demostrar el implante en los 14 pacientes que se han anali-

zado, tanto en MO- como en SP+. Lawler et al (1984) estudió

el implante medular en 45 pacientes sin identidad sexual. A

las 2 semanas del TMO pudo demostrar el implante en los

casos en los que se analizó la médula ósea y a las 3 sema-

nas en aquellos en los que el estudio citogenético se

realizó a partir de sangre periférica. De los enfermos

analizados por nosostros en el 50% de los pacientes, en que

se recibió muestra, pudo constatarse el implante a las 2

semanas y en el 100% de los casos, en aquellos pacientes en

que la muestra se recibió en el día +21 ó +30. Schimtz et

al, (1985) también demostraron implante de células del

donante a las 2 semanas del TMO. Hill et al, (1986) en un

estudio en 96 pacientes con donantes de diferente sexo,

sometidos a TMO por AA, demostró implante de células del
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donante entre los 14-68 días post-TMO con una mediana de 18

días. Offit et al (1990) demostró implante entre las 2-3

semanas del TMO en la mayoría de 64 pacientes sometidos a

TMO, por LMC en fase crónica.

Con el estudio del fenotipo eritrocitario, la mediana de

días para demostrar el implante de serie roja fue de 90

(extremos 30-120) en los 19 pacientes evaluados. Van Dijk

et al, (1987) demuestran a las 4 semanas del TMO la presen-

cia de hematíes del donante en un 71% de los casos y en

casi todos ellos a los 2 meses del TMO. Estos autores

aplican una política transfusional, que consiste en con-

gelar en el momento del diagnóstico una muestra de sangre a

todo paciente que pueda ser candidato a TMO. En el momento

en que disponen de un donante, realizan el tipaje extenso

de hematíes y a partir de entonces todas las transfusiones

de hematíes que precise el paciente se realizarán en base a

utilizar hematíes negativos para los antígenos marcadores

útiles en el post-TMO. En el supuesto de que sea imposible

dar sangre negativa para ambos antígenos (donante y recep-

tor), se utiliza sangre negativa para los antígenos mar-

cadores del donante. En el caso de que las transfusiones no

puedan tener en cuenta estos marcadores se asume que las

transfusiones son positivas para el marcador/es y debe

realizarse una corrección, teniendo en cuenta que la vida

media de los hematíes es de 120 días. La contribución

máxima de estas transfusiones no seleccionadas a los hema-

tíes marcadores se resta del porcentaje determinado. Puesto

que es improbable que todas las transfusiones no selec-

cionadas sean positivas para un antígeno marcador es proba-

ble que algunos porcentajes durante los primeros 4 meses
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post-TMO sean en realidad más altos. Van Dijk et al,

(1987), al hacer las correcciones, demostraron que no

afectaban demasiado los resultados. Mas recientemente este

mismo grupo (Bär et al, 1989) analizan la quimera roja

mediante la utilización de una microesfera fluorescente. En

este método los hematíes se incuban con anticuerpo IgG

dirigido contra el antígeno marcador investigado. Después

de varios lavados se añade anti-IgG humana unida a microes-

feras fluorescentes. Con este método, refieren una alta

sensibilidad (1 célula positiva de cada 10.000 células

negativas) y en el 86% de los casos se pudieron detectar

hematíes del donante a los 15 días, siempre que se procedió

a la política transfusional antes mencionada (Van Dijk et

al, 1987). El hecho real es que en la práctica diaria es

muy difícil de realizar esta política, entre otras razones

porque muchos pacientes son referidos de otro centro y la

mayoría no están tipados en le momento del diagnóstico.

Podemos concluir, en base a lo expuesto, que el método con

el que siempre es posible demostrar el implante es el

estudio de los polimorfismos del ADN. Asimismo, con ambos

métodos (el citogenético y el molecular) puede demostrarse

el implante antes del mes del TMO. La mayor diferencia

entre ambos ha radicado, en nuestro estudio, en la precoci-

dad de la detección: cuando se ha dispuesto de suficientes

células los polimorfismos del ADN han documentado el im-

plante en el día +14 en el 100% de los pacientes, frente al

50% con el estudio citogenético. Además, permite evaluar a

todos los pacientes independientemente de los requerimien-

tos transfusionales y de la identidad o no de sexo. Una

ventaja adicional de este método, en especial si se analiza
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la médula ósea, es la demostración del implante de toda la

hemopoyesis y no de una serie, como ocurre con el estudio

del fenotipo eritrocitario.

Si se considera que tanto el estudio de los FRLP y en

especial el análisis citogenético, son métodos laboriosos

que precisan de un laboratorio y personal altamente cuali-

ficado, no disponible aún en la mayoría de los centros,

mientras que el estudio del fenotipo eritrocitario forma

parte de la práctica asistencial diaria, podría jus-

tificarse el hecho de que habitualmente sea éste último el

método más frecuentemente utilizado para demostrar el

implante, a pesar de que en nuestro medio no se puede

demostrar hasta los +90 días.

5.2.2 ESTUDIO DE LAS QUIMERAS MIXTAS

Mediante la utilización de dosis altas de quimioterapia más

ICT total o fraccionada seguida de TMO alogénico, se con-

sigue la desaparición de la linfohemopoyesis del receptor y

la médula ósea es reemplazada por las células del donante,

con lo que se obtiene una quimera teóricamente "pura". En

los inicios del TMO se creyó que la incidencia de quimeras

mixtas era muy baja, pero con el paso del tiempo aparecie-

ron las publicaciones que ponían en evidencia que la pre-

sencia de quimeras mixtas era más frecuente de lo esperado,

con una incidencia entre el 11-57% en los TMO sin trata-

miento "in vitro" anti-T (Thomas et al, 1975a, Sparkes et

al, 1977; Branch et al, 1982; Singer et al, 1983; Lawler et

al, 1984; Walker et al, 1986; Vincent et al, 1986; Yam et
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al, 1987; Petz et al, 1987; Bertheas et al, 1988; Bretagne

et al, 1987). Con la utilización de tratamientos "in vitro"

de la médula ósea con anticuerpos monoclonales anti-T, la

realización de TMO no histocompatibles y los cambios en las

terapéuticas de acondicionamiento, la incidencia de quime-

ras mixtas ha aumentado de una manera espectacular para

situarse por encima del 50%. Esto se ha demostrado tanto

con el estudio los polimorfismos del ADN como con el es-

tudio citogenético (Schmitz et al, 1985; Blazar et al,

1985; Ginsburg et al, 1985; Hill et al, 1986; Lawler et al,

1986; Bretagne et al, 1987; Yam et al, 1987; Bertheas et

al, 1988; Schattenberg et al, 1989; Roy et al, 1990).

De los 50 pacientes sometidos a TMO, 25 fueron evaluados

mediante el fenotipo eritrocitario, 17 con el estudio

citogenético y la totalidad de los pacientes fueron segui-

dos con el estudio de los polimorfismos del ADN. Los pa-

cientes analizados fueron sometidos a TMO a partir de un

donante HLA compatible excepto en un paciente y en ningún

caso la medula ósea del donante fue tratada "in vitro".

Independientemente de la técnica efectuada, se ha podido

objetivar en 14 pacientes (28%), la presencia de quimera

mixta, excluidos aquellos casos en los que ésta se detectó

en el momento de la recaída leucémica.

5.2.2.1 MEDIANTE EL ESTUDIO DEL FENOTIPO ERITROCITARIO

Con el estudio del fenotipo eritrocitario se detectaron, en

11 pacientes (44%), la presencia de quimeras mixtas en

algún momento de la evolución, con una diferencia estadís-
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ticamente significativa en relación a las detectadas con el

estudio de los polimorfismos del ADN (p<0.05). Esto se

debe, probablemente, a la mayor sensibilidad del estudio

del fenotipo eritrocitario ( < 2% frente a un 5-10% con el

estudio de los FRLP). En 3 de ellos la coexistencia de

hematíes del donante y del receptor permaneció estable a lo

largo del tiempo (desde el día +90 hasta el +540), indepen-

dientemente de la evolución de los pacientes. El porcentaje

de hematíes residuales osciló entre un 2-20%. Branch et al

(1982) publicaron 4 pacientes sometidos a TMO, en los que

se detectó, entre los 238-553 días del TMO, la persistencia

de hematíes residuales del receptor en porcentajes que

oscilaron entre el 2-50%. Cabe destacar que 3 de los 4

pacientes tenían incompatibilidad ABO mayor. La evolución

de estos pacientes al igual que la de los nuestros no

evidenció un mayor índice de recaídas por el hecho de tener

una quimera mixta. En contraste, Van Dijk et al (1987)

publican que en los pacientes, cuyo porcentaje de hematíes

residuales se mantuvo estable a lo largo del tiempo, no

hubo ninguna relación con el riesgo de recaída, mientras

que en aquellos casos en que el porcentaje fue aumentando

el paciente recayó.

Siete pacientes en los que, inicialmente, se detectó quime-

ra mixta, revertieron a quimera total entre los 90-360

días. En 5 de los 7 casos (71%) existía incompatibilidad

ABO entre donante y receptor (3 mayor y 2 menor). En los

casos con incompatibilidad ABO mayor, hasta los +120 días

del TMO, la serie roja detectada era aún del receptor, para

paulatinamente revertir a quimera roja total al año del

TMO, datos que concuerdan parcialmente con los de de Bär et
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al (1989) y totalmente con los de Sniecinski et al (1987) y

Revirón et al (1987).

Bär et al, (1987) muestran que con la utilización de las

microesferas fluorescentes no detectaron hematíes del

donante, en pacientes con incompatibilidad ABO mayor, al

mes en 4 pacientes, a los 2 meses en 1 caso y a los 3, en 2

pacientes, encontrando una diferencia estadísticamente

significativa en el tiempo de repoblación de la serie roja,

a los 3 meses del TMO, entre los pacientes sin incompatibi-

lidad ABO mayor y aquellos casos con incompatibilidad ABO

mayor. Sin embargo, mientras nuestros pacientes no rever-

tieron a quimera total hasta el año del TMO (de acuerdo con

Sniecinski et al (1987) y Revirón et al (1987), Bär et al,

(1987) publican que a los 6 meses todos los pacientes eran

quimeras rojas totales. Petz et al, (1987) encontraron una

mayor incidencia de quimeras mixtas entre pacientes con

incompatibilidad ABO mayor, valorada fundamentalmente con

la detección de aloanticuerpos frente a los hematíes, que

en los pacientes sin incompatibilidad ABO mayor (p=.006),

si bien la significación estadística se perdía si se ex-

cluían los pacientes cuyo único marcador genético era la

detección de aloanticuerpos frente a los hematíes. Además,

como en nuestros casos, 3 pacientes tardaron entre 170 y

>605 días a revertir a quimera roja total, estando una

paciente bajo régimen transfusional a los 20 meses del TMO

por carecer de eritropoyesis.

De los 3 pacientes con quimera mixta persistente, el es-

tudio de los polimorfismos del ADN demostró discordancia de

resultados: en el UPN 38 se detectó quimera mixta tran-

sitoria para revertir posteriormente a quimera total; en el
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UPN 61 el estudio de los FRLP demostró quimera total hasta

el día +60; posteriormente se detectó quimera mixta, hasta

el momento de la recaída a los +270 días en que se demostró

que toda la hemopoyesis era del receptor, mientras el

porcentaje de hematíes del receptor permaneció estable a lo

largo de todo el seguimiento. El estudio citogenético de

éste paciente demostró quimera total hasta el momento de la

recaída en que corroboró los datos de los FRLP. En el UPN

85, tanto el estudio de los FRLP como el citogenético

objetivaron quimera total durante todo el seguimiento.

Estas discordancias pueden ser debidas por una parte a una

mayor sensibilidad del estudio del fenotipo eritrocitario

para detectar pequeños porcentajes de hematíes residuales,

que pueden llegar hasta el 0.01% (Schattenberg et al,

1989), y por otra que con el estudio de los FRLP se anali-

zan todas las células nucleadas, por lo qué un pequeño

porcentaje de hematíes residuales puede no ser objetivado

al analizar toda la hemopoyesis globalmente, dado que la

sensibilidad del método de los FRLP es del orden del 5-10%

de quimerismo si bien algunos autores bajo condiciones

óptimas pueden detectar 0.1-1% de células residuales (Know-

Iton et al, 1986; Blazar et al, 1986; Ginsburg et al, 1895;

Yam et al, 1987a, Petz et al, 1987; Bretagne et al, 1987).

Asimismo, también existió discordancia de resultados en los

pacientes que inicialmente presentaron quimera mixta eri-

trocitaria y posteriormente revertieron a quimera total,

tanto al realizar el análisis con los polimorfismos del ADN

como con el estudio citogenético, probablemente por las

mismas razones antes mencionadas, teniendo en cuenta además

que con el estudio citogenético, para excluir un 5% de
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mosaicismo con un 95% de confianza, deben ser evaluadas al

menos 59 metafases (Hook, 1977).

En un caso con Talasemía Major (UPN 72), se demostró ini-

cialmente implante de serie roja y posteriormente se evi-

denció rechazo del implante con repoblación de la médula

ósea autóloga. En este paciente, debido a las múltiples

necesidades tranfusionales, fue muy difícil realizar el

estudio del fenotipo eritrocitario pre-TMO. Se analizó la

FRR y se pudo demostrar el fenotipo más probable. A los +60

días, el estudio del fenotipo eritrocitario demostró im-

plante total de la serie roja. La probabilidad de que el

fenotipo eritrocitario estudiado en la FRR correspondiera a

hematíes transfudidos es del orden del 0.7% por lo que se

puede establecer con casi toda seguridad que inicialmente

existió implante. En este caso el estudio de los polimor-

fismos del ADN fue mucho más efectivo, pues une al hecho ya

comentado de la no dependencia transfusional la ventaja de

analizar toda le hemopoyesis. Se pudo demostrar la presen-

cia de quimera mixta hasta que a los 4 meses del TMO la

médula ósea se había repoblado de nuevo con la hemopoyesis

del receptor, probablemente por insuficiencia del trata-

miento de acondicionamiento. Al ser el donante del mismo

sexo no se practicó estudio citogenético.

5.2.2.2 MEDIANTE EL ANÁLISIS CITOGENÉTICO

Con el estudio citogenético realizado en 17 pacientes se

detectó quimera mixta en 7 pacientes (41%), en algún momen-

to de la evolución. En 3 (43%) de los 7 pacientes la pre-
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sencia de metafases del receptor, efectuado en MO-, coin-

cidió o antecedió en pocas semanas a la recaída del pa-

ciente. En 1 paciente (14%) se detectó la presencia de

anomalías cromosómicas, sin que se pudiera determinar el

origen celular un mes y medio previo a la recaída leucémi-

ca. En 3 casos (43%) se detectó quimera mixta en las mues-

tras estudiadas en SP+ y todos ellos entre los +90 y +180

días revertieron a quimera total, estando los 3 pacientes

en RCC (entre +9 y +12 meses). El estudio del fenotipo

eritrocitario en los 2 pacientes que revertieron a quimera

total fue coincidente y el estudio con los FRLP detectó en

1 caso quimera total y en el otro quimera mixta en el día

+21 y quimera total a partir de entonces. En el caso del

paciente con LMC con donante del mismo sexo, pero con el Cr

Ph'como marcador, el hecho de encontrar en SP+ metafases XY

con múltiples anomalías no clónales y ausencia del Cr Ph1

sugiere que dichas metafases podrían corresponder a lin-

focitos residuales dañados por la radioterapia, pero per-

tenecientes a la clona no leucémica del receptor. En este

paciente el estudio efectuado a los 6 meses en MO- y SP+ no

objetivó ninguna anomalía citogenética. Arthur et al (1988)

encontraron en 3 de 48 pacientes con LMC, en los que se

efectuó estudio citogenético, células del receptor Ph1-

entre 6 y 36 meses post-TMO en 1 paciente y a los 6 y 9

meses en los 2 pacientes restantes. En todos los casos

existía diferencia de sexo entre donante y receptor y el

estudio se practicó en MO-. Estos autores asumieron que

eran células del receptor, pertenecientes a la clona no

leucémica, aunque no se puede descartar que se tratara de

células Ph1- preleucémicas, de acuerdo con los estudios de
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Fialkow et al (1981) .

El hecho de encontrar células Ph'- del receptor en el

post-TMO había sido descrito previamente por otros autores

(Vincent et al, 1986; Becher et al, 1987). Estos hallazgos

pueden significar que el régimen de acondicionamiento

utilizado no es el más eficaz para erradicar la hemopoyesis

del receptor de manera permanente y también que algunas

células leucémicas pueden ser más sensibles al tratamiento

que las "stem cells" normales. Una explicación alternativa

sería que los linfócitos T presentes en la médula del

donante jugarían un papel muy importante en el control o

erradicación de la leucemia. En este sentido se han pos-

tulado diferentes hipótesis: un mecanismo inmunológico

directo o un mecanismo indirecto, relacionado probablemente

con la capacidad de los linfócitos T para facilitar el

implante a través de la producción de linfoquinas. Estos

mecanismos relacionados con los linfócitos T suprimirían la

leucemia y permitirían la reaparición de células normales

del receptor (Goldman, 1988a). Estos planteamientos es-

tarían apoyados en el hecho de la mayor cantidad de recidi-

vas entre los pacientes con LMC sometidos a TMO con médula

ósea tratada con anticuerpos anti-T, independientemente de

si tienen o no EICH (Arthur et al, 1988; Sessarego et al,

1989; Alimena et al, 1990; Horowitz et al, 1990).

En el paciente con LMC (UPN 109), en el que se detectó

hasta los +6 meses quimera mixta con el estudio citogenéti-

co en SP+, el estudio de los polimorfismos del ADN demostró

la presencia y persistencia de quimera mixta estable duran-

te todo el seguimiento y el paciente no presenta a los +12

meses signos clínico-biológicos de LMC. No se puede descar-
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tar con el estudio citogenético el que existiera quimera

mixta, debido a la identidad sexual entre donante y recep-

tor. Solamente en el caso de que se hubiera estudiado al

donante en busca de un polimorfismo marcador y éste se

hubiera demostrado, hubiera sido posible excluir la presen-

cia de una quimera mixta. El estudio del fenotipo eritroci-

tario, en este caso, demostró en 3 determinaciones quimera

total de la serie roja, poniendo en evidencia que probable-

mente la población residual del receptor que detectamos no

era la eritropoyética. Este hecho permite hacer hincapié en

la necesidad de evaluar el estado quimérico con un método

que estudie todas las líneas celulares.

Los análisis citogenéticos efectuados en MO- presentan

menos limitaciones metodológicas, si se comparan con los de

SP+: al no estimular con PHA las células de la MO-, el

análisis incluye todas las líneas celulares, a diferencia

de la SP+ en la que, como consecuencia de la estimulación,

se estudian preferentemente los linfocitos. En consecuen-

cia, la incidencia de quimera mixta es mucho menor si se

analiza la MO- (Przepiorka et al, 1990; Lawler et al,

1984). Nuestra experiencia personal apoya este criterio,

puesto que en un caso de quimera mixta detectada en SP+

(UPN 128) en el que al mismo tiempo se estudió la MO-, la

quimera fue total, esto nos sugirió que, probablemente, en

SP+ habíamos detectado los linfocitos residuales del recep-

tor.

Lawler et al, (1984) estudiaron en el post-TMO a 45 pa-

cientes sin identidad sexual con el donante y sin trata-

miento "in vitro" de la médula ósea y demostraron en 7 de

39 casos la persistencia de células del receptor, en MO-, y
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en 8 de 31 pacientes en SP+ sin posterior evidencia de

recaída leucémica en 4 de ellos a partir de las 9 semanas

del TMO. En 3 de los casos sólo se detectaron en una oca-

sión (MO-) y en 2 de ellos que fallecieron por EICH no se

evidenció leucemia al practicar la autopsia, mientras que

en el tercer caso a las 39 semanas seguía en RCC. El cuarto

paciente de esta serie ha persistido en RCC, pero en dife-

rentes momentos de su evolución se han detectado células

normales del receptor en SP+. Schimtz et al, (1985) es-

tudiaron 9 pacientes sometidos a TMO a partir de un donante

histocompatible y acondicionados con el esquema de Seattle

más IGT fraccionada, al igual que los pacientes referidos

por nosostros. De este grupo, encontraron células del

receptor en 4 de 7 injertos estables, tanto en análisis

efectuados en SP+ como en MO- y solo uno de ellos recayó.

En el resto de los casos revertieron a quimera total entre

55-180 días del TMO y siguen en RCC. Walker et al, (1986)

analizaron los resultados del estudio citogenético post-TMO

en 39 pacientes con hemopatías malignas, sin tratamiento

"in vitro" de la médula ósea y encontraron 10 quimeras

mixtas en MO-. Los pacientes en que ésta se detectó durante

las 6 primeras semanas del post-TMO, no tuvieron mayor

riesgo de recaída, mientras que en aquellos casos en que la

quimera mixta se detectó a partir de las 6 semanas del TMO,

recayeron posteriormente. En los pacientes estudiados por

nosotros, en los que la quimera mixta se detectó durante

las 6 semanas del TMO, no presentaron tampoco recaída de su

enfermedad, si bien en todos los casos aquella se detectó

en SP+, mientras que en los 4 casos (uno de ellos de difí-

cil valoración) en que la quimera mixta se detectó en MO-
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entre 8-55 semanas post-TMO, antecedió o coincidió con la

recaída. En la mayoría de casos las quimeras mixtas que se

encuentran en el post-TMO y no relacionadas con recaída,

revierten a quimera total a los 6 meses y en todo caso al

año del TMO. Singer et al (1983) publicaron el caso de un

paciente diagnosticado de LAL, que a las 6 semanas del TMO,

presentó características clínico biológicas de recaída

leucémica, si bien posteriormente presentó médula ósea

normal. A los 1907 días del TMO el análisis citogenético

evidenció metafases del receptor, comprobado por cultivos a

largo término, mientras que el paciente sigue en RCC.

Branch et al (1982) también publicaron 4 pacientes en los

que se demostró, entre los 352 y 553 días post-TMO, quimera

mixta roja y en 2 casos en que se practicó estudio citoge-

nético post-TMO en SP+ se objetivaron entre los días +365 y

+535 metafases del receptor y los pacientes persistían en

RCC a los +445 y +662 días respectivamente. Hasta el momen-

to, el caso descrito por Singer et al, (1983) es el que ha

presentado una quimera mixta estable de más larga duración

y demuestra, de acuerdo con lo publicado recientemente por

diversos autores y corroborado en parte en nuestra casuís-

tica, que el hecho de presentar quimera mixta no implica un

mayor riesgo de recaídas leucémicas (Petz et al, 1987;

Schatenberg et al, 1989; Roy et al, 1990).

El grupo de Seattle publicó recientemente los resultados

del seguimiento post-TMO mediante estudio citogenético en

pacientes con LANL, sometidos a TMO sin tratamiento "in

vitro" de la médula ósea (Przepiorka et al, 1989). En este

trabajo se documentó la presencia de quimera mixta en 12 de

184 pacientes (6%) analizados en MO- antes del día 100 y en
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18 de 140 pacientes (13%) estudiados en SP+ también antes

del día 100, con una incidencia global del 15%. Esta cifra

es similar al 17% encontrada por Petz et al (1987) al

utilizar el estudio citogenético, polimorfismos del ADN y

fenotipo eritrocitario para el estudio de 172 pacientes con

leucemia y con TMO sin tratamiento "in vitro". La inciden-

cia global de quimera mixta objetivada por nosotros (28%)

es ligeramente superior a la reportada por estos 2 autores.

Al igual que en nuestros pacientes, no encontraron en el

análisis efectuado en MO- la presencia de metafases con

anomalías secundarias a irradiación, las cuales sí fueron

encontradas en SP+. En este sentido diversos trabajos

señalan la presencia de células del receptor afectadas por

la radioterapia, que disminuyen a lo largo del tiempo en

pacientes sometidos a TMO, si bien en algunos casos, se ha

publicado persistencia de células con alteraciones debidas

a irradiación, tanto en pacientes sometidos a TMO como en

pacientes tratados con radioterapia por otras causas (Ca-

rbonell et al, 1983; Baker et al, 1986; Buckton et al,

1978).

Los resultados de Przepiorka (1990), al igual que los de

Petz et al, (1987) demostraron que la detección de quimeras

mixtas transitorias no estaba relacionada con el estado

pre-TMO, el tipo de TMO (compatible o incompatible), el

tipo de irradiación (IGT vs IGT Fr) y/o acondicionamiento,

la edad, el riesgo de recaída leucémica ni la presencia de

EICH. Parte de estos resultados no concuerdan, en cambio,

con los publicados por Hill et al, (1986) que de 96 pa-

cientes sometidos a TMO por AA y analizada la quimera

mediante estudio citogenético, documentaron una alta in-
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cidencia de quimeras mixtas (58%) y demostraron que la

incidencia de EICH aguda (grados II-IV) era significativa-

mente menor en los pacientes con quimera mixta. Asimismo,

la incidencia de rechazo fue significativamente mayor en

dichos pacientes. Estos pacientes fueron acondicionados

únicamente con quimioterapia y probablemente esta alta

incidencia de quimera mixta es debido al tipo de acondicio-

namiento. Estos mismos autores refieren que cuando añaden

IGT al régimen de acondicionamiento la incidencia de quime-

ra mixta es mucho más baja.

5.2.2.3 ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS DEL ADN

Con el estudio de los polimorfismos del ADN detectamos

quimera mixta en 12 pacientes (24%) en algún momento del

seguimiento. En 2 de los casos (16%) su aparición coincidió

con la recaída leucémica, en 1 paciente (12%) no se pudo

asegurar si desde la recuperación ya coexistía una quimera

mixta y en 2 casos (16%), la recuperación hematológica

post-TMO demostró desde el inicio una repoblación autóloga

que significó en un caso recaída y en el otro la demostra-

ción del fracaso del TMO para erradicar la Talasemia major.

Recientemente Lucarelli et al (1990) han publicado los

resultados de 222 pacientes con talasemia major sometidos a

TMO y acondicionados solamente con quimioterapia, como el

caso de nuestro paciente. De los análisis efectuados se

deduce que en los pacientes menores de 16 años el riesgo de

presentar fallo de implante, y en consecuencia recidiva de

la talasemia, viene condicionado por el hecho de que el
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paciente tenga hepatomegalia y fibrosis portal o uno de los

dos parámetros. No se detectó ninguna recaída en el grupo

de pacientes que no tenían ninguno de estos datos. Nuestro

paciente tenía hepatomegalia en el momento del TMO y no se

realizó biòpsia hepática para valorar la fibrosis portal.

De los 7 (58%) casos restantes en 2 (28%) la quimera mixta

permaneció estable desde la recuperación hasta el día +720

en un caso y durante todo el seguimiento en el otro; en 3

pacientes se detectó quimera mixta transitoria y en 2 casos

la aparición de la quimera mixta antecedió 2 y 6 meses la

recaída leucémica respectivamente.

La presencia de quimeras mixtas estables ha sido descrita

con el estudio de diferentes marcadores genéticos y sobre

todo más frecuentemente en pacientes sometidos a TMO con

médula ósea tratada "in vitro" (Blazar et al, 1985; Breta-

gne et al, 1987; Petz et al, 1987; Schattenberg et al,

1989; Roy et al, 1990; Offit et al, 1990). Este hecho

indica que el mecanismo por el que se logra la remisión no

es simplemente el tratamiento con dosis supraletales de

quimio-radioterapia seguido de infusión de médula ósea del

donante. El efecto injerto versus leucemia puede contribuir

a mantener la remisión después del TMO, pero este efecto

por si solo no es esencial puesto que también se logran

remisiones estables y duraderas en pacientes sometidos a

TMO singénico y en pacientes tratados solamente con quimio-

terapia, por lo que este hecho sugiere que el efecto injer-

to versus leucemia es distinto del de aquellas células

responsables de evitar la reaparición de células hematopo-

yéticas normales del receptor (Roy et al, 1990). De los 2

pacientes con quimera mixta estable, el (UPN 109) ya ha
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sido ampliamente discutido y la paciente diagnosticada de

AA grave (UPN 47) recibió quimio-radioterapia como trata-

miento de acondicionamiento. En el pre-TMO no se pudo

realizar el estudio de los polimorfismos del ADN. En el

post-TMO se practicó el estudio del donante y de las mues-

tras de la paciente en diferentes momentos y se pudo con-

statar, al utilizar tres sondas muy polimorficas, la pre-

sencia de un fragmento de ADN que no era idéntico al del

donante. A partir del día +720 el patrón que se obtuvo fue

idéntico al del donante por lo que se asumió que había

revertido a quimera total. A los +37 meses la paciente

sigue asintomática. No se practicó estudio citogenético en

esta paciente y el estudio del fenotipo eritrocitario

demostró durante todo el seguimiento quimera total de la

serie roja. Yam et al (1987) objetivaron, también con el

estudio de los FRLP, la presencia de quimera mixta en 3

pacientes en los que no se realizó estudio pre-TMO. En

otros 4 pacientes, que tampoco tenían estudio pre-TMO,

demostraron, con un 98,7% de probabilidades, quimera lin-

fohemopoyética total al utilizar 5 sondas muy polimorficas.

Tanto los resultados de Yam et al (1987) como el resultado

obtenido en nuestra paciente ponen en evidencia una ventaja

adicional del estudio de los polimorfismos del ADN: la

posibilidad de documentar la quimera (sea ésta mixta o

total) con una alta probabilidad si se utilizan sondas

adecuadas aún en el caso de no disponer de muestras de ADN

del receptor, previas al TMO. Una alternativa es la obten-

ción de una muestra de ADN del receptor en el post-TMO a

partir de biòpsia cutánea y posterior cultivo de los fibro-

blastos (Ginsburg et al, 1985). En 3 (6%) de los 48 pa-
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cientes (UPN 36, UPN 45, UPN 82) analizados por nosotros el

estudio pre-TMO del paciente se realizó a partir de cultivo

de fibroblastos, lo que ha permitido su valoración durante

todo el seguimiento.

Asimismo, Yam et al (1987) publican los resultados del

estudio con diversos marcadores genéticos en el post-TMO y

de 27 pacientes con hemopatías malignas sometidos a TMO sin

médula ósea tratada, encontraron 3 pacientes con quimeras

mixtas estables y en RCC entre 41 y 53 meses post-TMO.

Knowlton et al (1986) describieron 2 quimeras mixtas y en 1

paciente con el estudio de los FRLP se detectó quimera

mixta hasta el año del TMO sin evidencia de recaída leucé-

mica. En un análisis retrospectivo, Petz et al (1987)

objetivaron, mediante el estudio con diversos marcadores

genéticos, un 17% de quimera mixta (29 de 172 pacientes).

De éstos 29, un 83% siguen en RCC con un seguimiento de más

de 9 años. En 3 de los pacientes, analizados por nosotros

con el estudio de los FRLP, se detectaron quimeras mixtas

transitorias. Este es un hecho también destacado por varios

autores. Yam et al (1987) en un estudio prospectivo en 19

pacientes sometidos a TMO sin tratamiento de la médula

ósea, objetivó 2 quimeras mixtas transitorias que rever-

tieron posteriormente a quimera total. Según estos autores

el hecho de presentar un pequeño porcentaje de células

residuales del receptor no implica un mayor riesgo de

recaída, mientras que en los casos en que el porcentaje

aumenta a lo largo del tiempo el pronóstico es malo. Petz

et al, (1987) confirma con sus resultados estos datos: en

los pacientes en que el porcentaje de hemopoyesis residual

no aumentó o permaneció estable no hubieron recaídas,

297



mientras que cuando el porcentaje (la intensidad de los

fragmentos) aumentó, significó la recaída del paciente. En

nuestros pacientes, en los que el porcentaje de hemopoyesis

residual no aumentó o permaneció estable, no se detectaron

recaídas, mientras que un aumento del porcentaje (la inten-

sidad de los fragmentos) significó la recaída del paciente.

En cambio Roy et al (1990), en un trabajo que analiza la

historia natural de las quimeras mixtas en pacientes some-

tidos a TMO con tratamiento "in vitro" de la médula ósea,

encuentra un incremento de hasta un 20% de células residua-

les del receptor durante el seguimiento de los pacientes,

sin que este incremento suponga un mayor riesgo de recaída

leucémica. Además, observaron en 1 paciente un aumento

transitorio de hasta un 75% de células residuales del

receptor para disminuir hasta el 25% posteriormente y en 2

casos persistencia de hasta un 50% de células residuales;

los 3 pacientes siguen en RCC. En ninguno de nuestros

pacientes pudimos observar este hecho. Siempre que detec-

tamos aumento de la intensidad de los fragmentos significó

recaída del paciente (Submitted to Blood).

No hemos observado EICH aguda grados III-IV en los pa-

cientes que han presentado quimera mixta, analizada con los

FRLP (O de 11 frente a 6 de 37), datos que concuerdan con

diversos autores (Hill et al, 1986; Yam et al 1987; Petz et

al, 1987; Bretagne et al, 1987; Bertheas et al, 1988;

Schattenberg et al, 1989; Roy et al, 1990). En la mayoría

de casos publicados los pacientes habían recibido trata-

miento "in vitro" de la médula ósea, por lo que es difícil

de comparar con aquellos que no fueron sometidos a trata-

miento "in vitro". Debido a que, en algunos casos, la
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valoración de la quimera mixta se ha realizado a partir de

los 6 meses del TMO es difícil dilucidar si la alta in-

cidencia de quimera mixta en pacientes tratados es la causa

o consecuencia de la baja incidencia y severidad de la EICH

en estos pacientes. Estudios en animales han demostrado que

una población de células del donante pueden ayudar al

implante de la hemopoyesis del donante sin producir EICH,

por lo que probablemente las células T responsables de

mantener un injerto estable no son las mismas que causan la

EICH (Roy et al, 1990). Con referencia al hecho aceptado de

que los pacientes con leucemia que presentan EICH tienen

menor riesgo de recaída (Weiden et al, 1981), Hill et al,

(1986) al analizar sus resultados sugieren que una ex-

plicación alternativa al efecto injerto versus leucemia

sería que las células leucémicas persistentes, solas o

junto a otros elementos del receptor, serían capaces de

suprimir la reacción injerto versus receptor.

Algunos estudios indican que los pacientes en los que se

detecta quimera mixta tienen un mayor riesgo de recaídas

leucémicas (Lawler et al, 1984; Walker et al, 1986; Breta-

gne et al, 1987) mientras que otros no corroboran este

hallazgo (Schmitz et al, 1985; Schattenberg et al, 1989;

Petz et al, 1987; Roy et al, 1990).

El análisis efectuado, a los +3 meses, con el estudio de

los FRLP demuestra que presentar quimera mixta implica, en

nuestros pacientes, un riesgo de recaída leucémica sig-

nificativamente mayor. Przepiorka et al, (1989) no en-

contraron mayor riesgo de recaída en los pacientes con

quimera mixta analizados citogenéticamente antes del día

+100, al igual que Walker et al, (1986). Offit et al,
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(1990) analizaron 64 pacientes con LMC sometidos a TMO con

médula ósea tratada "in vitro" y objetivaron que los pa-

cientes que presentaban más de un 25% de metafases del

receptor, durante los 3 primeros meses del TMO, tenían una

supervivencia libre de enfermedad significativamente menor

que aquellos con menos del 25% de células residuales. No

hemos encontrado en la literatura ningún estudio de los

FRLP, a los 3 meses post-TMO. El hecho de que los pacientes

con quimera mixta, objetivada a los 3 meses, tengan un

mayor riesgo de recaída puede deberse a que se detectan

células residuales del receptor pertenecientes a la clona

leucémica, porque el tratamiento de acondicionamiento no

haya sido suficientemente erradicativo.

En cambio el mismo análisis efectuado a los +6 meses está

en la línea de lo publicado por Schattenberg et al, (1989)

y Roy et al, (1990) en el sentido de que los pacientes con

LA o LMC, en los que se detectó quimera mixta, no tienen

mayor riesgo de recaída leucémica, al detectar población

endógena no leucémica. Es decir, el hallazgo de células

normales del receptor no afecta al pronóstico de los pa-

cientes sometidos a TMO. Roy et al, (1990), a la vista de

sus resultados, postula que el subgrupo de células respon-

sable del efecto injerto versus leucemia es distinto del

subgrupo responsable de evitar la reaparición de células

residuales normales del receptor.

CONCORDANCIA DE LOS DISTINTOS MÉTODOS

En el 89% de los casos los resultados del estudio de quime-
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ra, realizados a los pacientes en el día +90, con los FRLP

y el análisis citogenético, fueron coincidentes. En un caso

(UPN 122) se evidenció, en una metafase estudiada en SP+,

la presencia alteraciones citogenéticas inducidas por

radioterapia, mientras que el estudio de los FRLP efectuado

en sangre periférica detectó quimera total.

A los +180 días existió coincidencia de resultados en un

71% de los casos, cuando se estudió la quimera con el

fenotipo eritrocitario y los FRLP. En el caso de la recaída

leucémica (UPN 84), el fenotipo eritrocitario demostró

implante total de serie roja mientras que el estudio de los

FRLP demostró reaparición de la hemopoyesis del receptor.

En el caso del UPN 85, probablemente, la sensibilidad del

fenotipo eritrocitario era mayor y se detectó un 2% de

serie roja ^esidual, frente al análisis de toda la hemopo-

yesis como es el caso de los FRLP.

Las discordancias aumentaron al realizar el estudio en un

mismo paciente con los 3 métodos, situándose en el 67%. En

2 casos la discordancia fue debida al estudio del fenotipo

eritrocitario y en los 2 restantes al estudio citogenético,

reflejando así una mayor sensibilidad del fenotipo eritro-

citario y de los FRLP frente al estudio citogenético.

Hemos encontrado en nuestra casuística una diferencia

estadísticamente significativa a favor del fenotipo eritro-

citario en la capacidad de detección de células residuales,

al comparar el estudio de los FRLP con el fenotipo eritro-

citario. Sin embargo, el estudio del fenotipo eritrocitario

tiene el gran inconveniente de que sólo detecta serie roja,

por lo que no es un buen método de seguimiento para el

estudio de la evolución de estos pacientes. Los FRLP son el
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método de elección para la detección y seguimiento de la

quimera mixta, pues unen a la detección precoz, el que

evalúan toda la hemopoyesis. En la valoración de la quimera

mixta con el estudio citogenético hay que tener en cuenta

que en SP+ aparecen células del receptor con alteraciones

citogenéticas inducidas por radioterapia. Este hecho obliga

a realizar el estudio citogenético en MO- para valorar

correctamente una quimera mixta.

5.2.3 RECAÍDAS LEUCÉMICAS

Uno de los problemas más serios que presentan los pacientes

sometidos a TMO es el de la recaída de la enfermedad de

base. Esta se observa entre un 20% o menos cuando el TMO se

realiza en fases muy tempranas de la enfermedad (Goldman et

al, 1988; Barrett et al, 1989; IBMTR, 1989) y hasta un 60%

de los pacientes, según el tipo de leucemia y el estado en

que se realizó el TMO (Boyd et al, 1982; Thomas et al,

1983; Champlin et al, 1989; Goldman et al, 1988; Gratwohl

et al, 1988; Santos et al, 1989; Petersen et al, 1990).

De los 40 pacientes diagnosticados de LA y LMC evaluados

por nosotros, 9 (22%) han recaído (Tabla 42.7). La mediana

de aparición de la recaída fue de 9 meses con unos extremos

de entre 2 y 27 meses, datos que concuerdan con los publi-

cados por Boyd et al, (1982). La mediana de reaparición de

la leucemia, de acuerdo con estos autores, fue de 6 meses

con unos extremos de 1-24 meses.

Boyd et al, (1982) analizaron la incidencia de recaídas

leucémicas en • 243 pacientes diagnosticados de LA (LANL y
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LAL) sometidos a TMO a partir de un donante de diferente

sexo. De éstos, 74 pacientes (31%) recayeron de su leucemia

y 1 paciente desarrolló un sarcoma inmunoblástico. En 54

pacientes se obtuvo muestra, en el momento de la recaída,

para estudio citogenético. En 3 casos (5%) el origen de la

misma fue a expensas de células del donante. En 4 pacientes

en los que la recaída se originó a partir de células del

receptor, se evidenciaron anormalidades citogenéticas que

diferían de la clona leucémica original. En el resto de los

pacientes el origen de la recaída fue a expensas de células

del receptor.

Witherspoon et al, (1986) revisaron las recaídas leucémicas

aparecidas más allá de 2 años del TMO. De 232 pacientes,

con LA y en RCC, analizados a partir de los 2 años del TMO

con un seguimiento de 2-14,2 años, 17 pacientes recayeron

entre los 2,0 y los 6,3 años del TMO. No se han descrito

recaídas en pacientes que han sobrevivido más de 6,3 años.

De nuestros casos, un paciente presentó recaída medular a

los 27 meses del TMO, si bien a los +14 y +19 meses presen-

tó recaída testicular y meníngea respectivamente. Withers-

poon et al, (1985) estudiaron, además, el origen de las

recaídas en 11 pacientes que disponían de marcadores gené-

ticos. En 5 casos el origen fue a partir de células resi-

duales del receptor y en 5 no tenían marcadores informati-

vos para distinguir el donante del receptor. Un caso tuvo

origen a partir de las células del donante, estudiado con

los polimorfismos del ADN (Witherspoon et al, 1985). Los

restantes 5 casos se analizaron sólo en base a criterios

morfológicos, por lo que no se pudo filiar su origen. De

los 9 pacientes de nuestro grupo que han recaído, ha sido
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posible filiar el origen de la misma en todos aquellos

casos que presentaron recaída medular.

En todos los pacientes se efectuó, en el momento de la

recaída, estudio de la médula ósea y/o sangre periférica

con los polimorfismos del ADN, en 3 de los 5 casos sin

identidad sexual se realizó estudio citogenético y en otros

3 casos, en los que habían transcurrido más de 3 meses de

la última transfusión, se practicó estudio del fenotipo

eritrocitario.

En el paciente que presentó recaída focal (UPN 27), el

estudio de los polimorfismos del ADN, practicado en médula

ósea, evidenció un patrón linfohematopoyético del donante,

si bien en ninguno de los aspirados medulares que se efec-

tuaron se evidenció recaída medular y no se efectuó estudio

de la muestra en que se objetivó la recaída, no pudiéndose

extrapolar, a partir de estos datos, el origen de la misma.

No se practicó estudio del fenotipo eritrocitario y el

estudio citogenético carecía de valor, puesto que donante y

receptor eran del mismo sexo.

En todos los casos analizados con los FRLP, excepto en uno,

el origen de la recaída fue a expensas de las células del

receptor, datos que fueron corroborados en aquellos pa-

cientes en los que se pudo efectuar estudio citogenético de

la MO-. El caso de la paciente UPN 241C es demostrativo de

la necesidad de disponer de un polimorfismo informativo

donante-receptor o receptor para su correcto análisis. En

ésta paciente solamente fue posible, mediante el estudio

con las diferentes sondas, encontrar un polimorfismo infor-

mativo donante, por lo que no es posible determinar si ya

en la primera muestra analizada presentaba una quimera
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mixta. Coincidiendo con la recaída leucémica se objetivó un

aumento en la intensidad del fragmento de ADN compartido

por el donante y el receptor, junto con una discreta dis-

minución del fragmento específico del donante, lo que

sugiere, sin que se pueda asegurar con certeza, que la

recaída se originó a partir de células residuales del

receptor, con persistencia en el momento del estudio de

hemopoyesis del donante. Este hecho se pudo comprobar en el

paciente UPN 61, en el que inicialmente se detectó un

polimorfismo informativo donante. En el momento de la

recaída se pudo demostrar, al analizar la fracción mononu-

clear de la médula ósea, que toda la hemopoyesis era del

receptor, puesto que no se visualizó el fragmento de ADN

del donante. En el momento en que se obtuvo un polimorfismo

informativo donante-receptor, con las sondas minisatélites,

se pudo objetivar la presencia de quimera mixta desde los

+90 días del TMO.

El estudio de los polimorfismos del ADN fue, pues, de gran

utilidad para filiar el origen de la recaída y en el caso

de 2 pacientes (UPN 61 y UPN 84) la reaparación de células

residuales del receptor antecedió en 6 y casi en 3 meses,

respectivamente, la aparición de la recaída leucémica. Por

el contrario, el estudio citogenético solamente fue capaz

de detectar hemopoyesis clonal del receptor en el momento

de la recaída. Estos 2 casos ilustran la dificultad técnica

del estudio citogenético, que viene dado por el hecho de

encontrar suficientes mitosis que permitan excluir, con una

alta probabilidad la existencia de una quimera mixta y que,

en ocasiones es imposible, por mala calidad de las mitosis,

identificar completamente las aberraciones cromosómicas y
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en consecuencia es difícil asegurar con certeza su origen.

En el caso de la recaída que presentó la paciente UPN 92,

existieron discordancias en los resultados del estudio

citogenético efectuado en SP+ y en MO-. El hecho de que en

sangre periférica estimulada con PHA se analicen fundamen-

talmente linfocitos y el que se objetivara tan sólo un

pequeño porcentaje de blastos junto a una linfocitosis

absoluta, probablemente explique la discordancia de este

hallazgo citogenético. Este hecho pone en evidencia, una

vez más, que para el estudio de las recaídas es necesario

practicar el mismo en MO- o en SP sin PHA.

El estudio del fenotipo eritrocitario no fue, en cambio, de

utilidad para demostrar la recaída en ninguno de los 9

casos que se consideran. En 6 pacientes no se pudo estu-

diar, por estar los pacientes bajo régimen transfusional y

en los 3 restantes no hubo cambios en el fenotipo. En 2

casos (UPN 55 y UPN 84) sólo se detectaron hematíes del

donante y en el paciente UPN 61 se mantuvieron los mismos

porcentajes de hematíes residuales objetivados durante todo

el seguimiento. A parte de la dificultad, ya comentada, de

efectuar el estudio debido al intervalo entre transfusión y

flabilidad del análisis, en el caso de la recaída leucémi-

ca, no tiene mucho sentido el analizar el fenotipo eritro-

citario, debido a, por una parte, la vida media de los

hematíes y por otra a que solamente se analiza una línea

celular. Van Dijk et al, (1987), si bien no estudiaron el

origen de la recaída con el análisis del fenotipo eritrici-

tario, encontraron que en 2 de 3 pacientes en los que el

porcentaje de hematíes residuales fue en aumento, esto

significó la recaída leucémica.
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En la mayoría de casos, publicados en la literatura, y de

acuerdo con nuestros hallazgos, el origen de las recaídas

leucémicas ha sido a expensas de la reaparición de células

residuales neoplásicas del receptor (Deeg et al, 1984;

Ginsburg et al, 1985; Minden et al, 1985; Champlin et al,

1987; Ganessan et al, 1987; Brunet et al, 1989; Offit et

al, 1990), demostrado con los FRLP y/o estudio citogenéti-

co. La existencia de las recaídas, a partir de la reapari-

ción de células leucémicas del receptor, implica que la

terapéutica con quimio-radioterapia no ha sido efectiva

para erradicar la leucemia del receptor. Es probable, que

existan otras variables adicionales, que contribuyan en

mayor o menor medida a un riesgo mayor de recaída leucémi-

ca. Horowitz et al, (1990) analizaron diversos factores

relacionados con la reacción del injerto frente a la leuce-

mia. En un estudio de 2254 pacientes se estudiaron diversos

factores, entre ellos el efecto anti-leucémico del TMO

alogénico, que se ha visto ocurre en pacientes sometidos a

TMO alogénico y que no presentan EICH, los cuales tienen un

riesgo mucho menor de recaída leucémica que los pacientes

sometidos a TMO singénico. Este efecto se ha demostrado en

pacientes con LANL. Otro de los factores es el efecto

antileucémico mediado por linfocitos T que influye decisi-

vamente en el riesgo de recaída (Hercend et al, 1986;

Horowitz et al, 1990).

Desde los inicios del TMO alogénico como tratamiento de las

hemopatías malignas se han descrito, hasta la actualidad,

16 casos de recaída leucémica a partir de células del

donante (Fialkow et al, 1971; Thomas et al, 1972; Goh et

al, 1977; Elfenbein 1978; Newburger et al, 1981; Withers-
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poon et al, 1985; Thomas et al, 1986; Schmitz et al, 1987;

Fieg et al, 1988; Marmont et al, 1984; Smith et al, 1985;

Schubach et al, 1982; Martin et al, 1984; Stein et al,

1989, Naoe et al, 1989). De los 9 pacientes analizados por

nosostros y que recayeron, en un paciente (UPN 34) el

estudio de la médula ósea, en el momento de la recaída,

analizada con el estudio de los FRLP demostró un patrón del

donante, lo que sugiere que la misma se originó a partir de

las células del donante. La mayoría de recaídas publicadas

a partir del donante han aparecido antes de los 3 años del

TMO y los mecanismos que explican este tipo de recaídas

puede estar en relación a la transferencia a las células

trasplantadas de un oncogen dominante residente en el ADN o

bien de un virus oncogénico o bien en cromosomas del recep-

tor lesionados por la radioterapia (Fialkow et al, 1971;

Thomas et al, 1972; Deeg et al, 1984). En el caso de Wi-

therspoon et al, (1985) en el que el intervalo entre el TMO

y la recaída fue de 6 años estos mecanismos no pueden

explicar este hecho. Se ha postulado que se precisa más de

un oncogen para la plena expresión de la transformación

neoplásica (Schimtz et al,1987).

De los 16 casos documentados como recaídas originadas a

partir de células del donante, solamente en 3 el origen de

la recaída se ha documentado con estudio molecular (Wi-

therspoon et al, 1985; Fieg et al, 1988; Schubach et al,

1982), en 2 casos el origen se documentó con el estudio de

los isoenzimas (Gösset et al, 1979; Martin et al, 1984), en

9 pacientes el origen de la recaída a partir del donante se

documentó en base al análisis citogenético y en 3 casos a

partir del estudio citogenético y molecular (Stein et al,
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1989; Naoe et al, 1989). Stein et al, (1989) publicaron el

caso de un paciente varón sometido a TMO a partir de un

donante de diferente sexo. En el momento de la recaída

mientras el estudio citogenético sugería que la misma era a

expensas del donante, debido a la ausencia del cromosoma Y

junto con presencia de un polimorfismo del donante, el

análisis molecular demostró que la leucemia se originaba a

partir de las células residuales del receptor. Asimismo,

Naoe et al, (1989) presentaron el caso de una mujer some-

tida a TMO a partir de un donante de distinto sexo y en el

.momento de la recaída se evidenció la misma discordancia:

mientras el estudio citogenético sugería recaída a expensas

del donante (20 metafases 46,XY) el estudio molecular

apoyaba la hipótesis de la recaída a expensas del receptor.

Una de las explicaciones a estas discordancias sería, en el

primer caso, la pérdida del cromosoma Y, que se sabe ocurre

en pacientes con síndromes mieloproliferativos y en leuce-

mias (Padre-Mendoza et al, 1979), pero evidentemente esto

no explica el caso de Naoe et al (1989) y cuestiona los

casos similares al de Stein et al (1989) que fueron diag-

nosticados solamente en base a estudios citogenéticos. Naoe

et al, (1989) sugiere que una explicación a sus resultados

sería que el estudio citogenético de la MO- reflejaría la

hemopoyesis residual de las células del donante mas que una

recaída a partir de la misma, debido al hecho de que sola-

mente se analizan las células en división, mientras que el

estudio molecular analiza todas las células nucleadas.

Estos datos están de acuerdo con Lawler et al (1984), que

también encontró en MO- células normales del donante en

división durante la recaída, mientras las presumiblemente
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células leucémicas originarias del receptor solamente se

pudieron identificar por la presencia del cuerpo Y. Esto

implica que encontrar células con un cariotipo normal en

una muestra de MO-, en un paciente con recaída leucémica no

quiere decir necesariamente que pertenecen a esta pobla-

ción.

El estudio de los 2 pacientes que recayeron y que se

analizaron simultáneamente con los 2 métodos demostró una

total concordancia en los resultados. En ambos se demostró

que el origen de la recaída era a partir de las células del

receptor. Para filiar de una manera clara el origen de la

recaída leucémica se requiere estudio molecular complemen-

tado, siempre que sea posible, con el análisis cromosómico.

En el caso de que se disponga de un cromosoma marcador para

el seguimiento post-TMO o que se detecten anomalías clóna-

les, el estudio citogenético ofrece la ventaja de demostrar

la clonalidad del proceso, mientras que el estudio con las

sondas moleculares demuestran reaparición de hemopoyesis

residual del receptor sin presuponer si ésta es o no clonal

y es a partir de la valoración clínica, que es posible

sacar conclusiones. Sin embargo, trabajos recientes que

utilizan el estudio de un oncogen para determinar la per-

sistencia de células leucémicas residuales (Ganesan et al,

1988) y para determinar el origen monoclonal o policlonal

de la hemopoyesis del donante (Turhan et al, 1989) indican

el importante papel que tiene el análisis del ADN en el

estudio no solamente del implante, de la aparición o no de

quimeras mixtas y el estudio del origen de las recaídas

sino también en la valoración de la leucemia residual.

El estudio con los FRLP es el método de elección para
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evaluar las recaídas leucémicas y el estudio citogenético

en MO- puede corroborar el diagnóstico y demostrar la

clonalidad del proceso en el caso de poseer un cromosoma

marcador no constitucional. El estudio del fenotipo eritro-

citario no es útil en la determinación del origen de la

recaída leucémica.
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6 RESUMEN Y CONCLUSIONES

312



6.1 RESUMEN

Desde la incorporación del TMO como parte del tratamiento

de las hemopatías malignas se han utilizado diversos mar-

cadores genéticos para documentar el implante de la médula

ósea del donante. Estos marcadores adolecen de una serie de

incovenientes relacionados, entre otros, con la dependencia

transfusional, con la identidad o no de sexo entre donante

y receptor, y con el hecho de que no siempre analizan todas

las líneas celulares, lo que hace en ocasiones inviable la

valoración del implante en etapas precoces del post-TMO y

el estudio posterior de la quimera. La incorporación de la

tecnología del ADN en la caracterización de las poblaciones

celulares del post-TMO, permite, en cambio, analizar todas

las células nucleadas, es independiente de los requerimien-

tos transfusionales y de la identidad o no de sexo entre

donante y receptor y, de hecho, son susceptibles de análi-

sis todos los pacientes sometidos a TMO.

Se presentan los resultados obtenidos en el pre-TMO, al

analizar 82 parejas donante-receptor mediante el estudio de

los polimorfismos del ADN y con el estudio extenso de

hematíes en 75 de ellas, con el fin de obtener un polimor-

fismo y/o un marcador informativo y los resultados del

seguimiento en 50 pacientes diagnosticados de hemopatías y

sometidos a TMO a partir de un donante HLA compatible, en

diferentes momentos de su evolución. En el período post-TMO

se analizaron los 50 pacientes mediante el estudio de los

polimorfismos del ADN, en 25, además, con el estudio del

fenotipo eritrocitario y en 17 pacientes con el análisis

citogenético. Los objetivos han sido:
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1. Valorar la contribución de los tres marcadores al

estudio del implante medular.

2. Valorar la utilidad de los distintos métodos en la

detección de quimeras totales y quimeras mixtas y su

relación con el riesgo de recaída.

3. Estudiar el origen de la recaída y determinar el valor

de cada método para su filiación.

Para el estudio de los polimorfismos del ADN las muestras

de sangre del donante y del receptor se analizaron según el

método de Southern con 10 sondas dialélicas multialélicas y

minisatélites y 4 enzimas de restricción, en busca de un

polimorfismo informativo donante-receptor, informativo

receptor y en última instancia informativo donante. En el

post-TMO se estudió al paciente con el polimorfismo más

informativo.

El estudio extenso del fenotipo eritrocitario se realizó

según técnicas estandarizadas y se estudiaron un mínimo de

19 antígenos eritrocitarios.

El estudio citogenético se practicó solamente en el

post-TMO en aquellos pacientes sin identidad sexual con el

donante y/o presencia de un marcador cromosómico no consti-

tucional. Se realizó a partir de cultivo de células de

médula ósea sin estimulantes y/o sangre periférica con

fitohemaglutinina.

Fase pre-TMO

Mediante el estudio de los polimorfismos del ADN se obtuvo

un polimorfismo informativo en el 100% de las 80 parejas

estudiadas, en el 96% de los casos el estudio del paciente
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se realizó a partir de muestras de sangre periférica y en

el 4% restante, a partir de biòpsia cutánea y posterior

cultivo de fibroblastos. Con el estudio extenso de hematíes

se obtuvo un marcador en el 96,4% de las 75 parejas estu-

diadas. Las 7 restantes no se pudieron analizar por estar

bajo requerimientos transfusionales.

Fase post-TMO

En todos los pacientes se ha podido objetivar el implante a

partir de la médula del donante, mediante las tres técni-

cas. Con el estudio de los polimorfismos de ADN y el análi-

sis citogenético se ha demostrado el implante antes del mes

del TMO en la totalidad de los pacientes analizados, mien-

tras que con el estudio del fenotipo eritrocitario el

implante no se pudo objetivar hasta los 3 meses del TMO.

El estudio del fenotipo eritrocitario fue el método más

sensible para la detección de células (serie roja), resi-

duales (p<0,05), sin relación con el riesgo de recaída. Con

este método se detectaron un 44% de quimeras mixtas. El 27%

de estas quimeras ha permanecido estable, independientemen-

te de la evolución clínica del paciente, el 36% de los pa-

cientes revertieron a quimera total entre los 3-6 meses y

el 27%, todos ellos con incompatibiliadd ABO mayor, rever-

tieron a quimera total al año del TMO. En 1 paciente se

constató recuperación autóloga a los 4 meses del TMO.

Las quimeras mixtas detectadas con el estudio citogenético,

en médula ósea sin estimulantes, han coincidido siempre con

la recaída leucémica. El estudio efectuado en sangre peri-

férica con estimulantes ha puesto en evidencia la presencia

de células residuales con anomalías citogenéticas inducidas
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por la radioterapia en 17% de pacientes y todos ellos

revertieron a quimera linfohematopoyética total a los 4

meses del TMO y no hubo ninguna relación con el riesgo de

recaída. Con el estudio de los polimorfismos del ADN se ha

detectado un 24% de quimeras mixtas durante todo su segui-

miento. En el 18% esta quimera se ha mantenido estable y

los pacientes siguen en RCC, en el 54% apareció después de

un período de quimera total y fue el preludio de la recaí-

da, en 2 casos la recuperación hematológica fue a expensas

del receptor y en un caso hubo posterior rechazo del im-

plante. No se han detectado diferencias estadísticamente

significativas en la incidencia y gravedad de la EICH aguda

entre los pacientes con quimera mixta y quimera total, si

bien ningún paciente con quimera mixta presentó EICH grado

IV, frente al 18% de los pacientes con quimera total diag-

nosticados de EICH grado IV. Se ha analizado, además, si

la detección de quimera mixta a los +90 y +180 días estaba

asociada a un mayor riesgo de recaídas leucémicas. A los

+90 días, los pacientes con quimera mixta, detectada con el

estudio de los polimorfismos del ADN, tienen en nuestra

casuística, un riesgo significativamente mayor de recaída

leucémica, si bien esta significación estadística se pierde

al analizar los pacientes a los +6 meses del TMO. Asimismo,

se ha analizado la concordancia de los distintos métodos de

estudio a los +90 y +180 días, cuyos resultados se muestran

en los apartados correspondientes.

De los pacientes que han presentado recaída medular a lo

largo de la evolución, mediante el estudio de los polimor-

fismos del ADN se ha podido, en el 100% de los pacientes,

documentar, el origen de la misma, mientras que con el
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estudio citogenético sólo fue posible corroborar el dia-

gnóstico en el 33% de los casos. En todos excepto en 1

paciente la recaída se originó a expensas de las células

residuales del paciente. En 1 paciente el estudio de los

polimorfismos del ADN demostró tan solo hemopoyesis del

donante en el momento de la recaída.

De los datos analizados se han deducido las siguientes

conclusiones:
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6.2 CONCLUSIONES

EN EL ESTUDIO DEL IMPLANTE MEDULAR:

1. Los 3 métodos han demostrado ser eficaces en el es-

tudio del origen de las células linfohematopoyéticas

en el post-TMO.

2. El estudio del fenotipo eritrocitario no ha demostra-

do, en nuestro medio, su utilidad para documentar

precozmente el implante.

3. Con el estudio citogenético ha sido posible determinar

precozmente el implante al mes del TMO. Solamente los

pacientes sin identidad sexual con el donante y/o con

presencia de un marcador cromosómico no constitucional

son susceptibles de este tipo de análisis.

4. El estudio de los fragmentos de restricción de longi-

tud polimórfica es el método de elección para el

seguimiento de los pacientes en el post-TMO. En todos

los pacientes se ha podido demostrar implante linfohe-

matopoyético en etapas muy precoces del TMO. Es inde-

pendiente de la identidad o no de sexo entre el donan-

te y el receptor y de las transfusiones realizadas en

el período inicial del post-TMO.
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EN EL ESTUDIO DE LAS QUIMERAS MIXTAS

5. El estudio del fenotipo eritrocitario es el método más

sensible para la detección de células residuales del

receptor, si bien, presenta la limitación de analizar

solamente la serie roja. No hemos demostrado correla-

ción entre la detección de quimera mixta roja y la

presentación de recaída leucémica.

6. Es aconsejable realizar el estudio citogenético en

médula ósea sin estimulantes. Cuando se ha efectuado

en sangre periférica con fitohemaglutinina se ha

puesto de manifiesto la presencia de celularidad del

receptor con alteraciones citogenéticas inducidas por

radioterapia, en todos los casos en que ésta se ha

detectado.

7. El estudio de los polimorfismos del ADN ha demostrado

gran especificidad en la detección de hemopoyesis

residual del receptor. En los casos en que se ha

detectado, han presentado única y exclusivamente

recaída, aquellos pacientes en los que se ha objetiva-

do un aumento creciente de la intensidad de los frag-

mentos de ADN específicos del receptor.

EN EL ESTUDIO DE LAS RECAÍDAS

8. El estudio del fenotipo eritrocitario no aporta infor-

mación para filiar el origen de la recaída.
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9. El estudio citogenético, en médula ósea sin estimulan-

tes, ha corroborado el origen de la recaída a través

de la diferencia de sexo entre donante y receptor en

todos los casos sometidos a estudio. Además, ha permi-

tido establecer el origen clonal de la proliferación

neoplásica, siempre que se disponga de un marcador

cromosómico no constitucional.

10. El análisis de los polimorfismos del ADN es el método

de elección para el estudio de la recaída leucémica.

Permite analizar todos los pacientes y filiar el

origen de la recaída. Actualmente no se admite una

correcta filiación del origen de la recaída sin el

estudio molecular adecuado.

El estudio de los polimorfismos del ADN ha sido el método

que, en nuestro medio, ha resultado ventajoso en relación a

las otras técnicas en la valoración de un estado quimérico

post-TMO:

Documenta de forma precoz el implante al ser indepen-

diente de las necesidades transfusionales.

Permite valorar en todos los pacientes la persistencia

de quimera total o mixta al analizar toda la hemopoye-

sis y ser independiente de la identidad o no de sexo

entre donante y receptor.

Por último, se puede demostrar el origen de la recaída

en todos los pacientes.
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