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MOTIVACION PERSONAL

Desde gue inicié la Residencia en la especialidad de Hema-
tologia v & lo large de mi dedicacidp a2 la Hematologia
Clinica, he podide asistir & numerocsocs cambios en la estra-
fegia terapéutica a la gue son sometidos los paclientes con
hemopatias malignas. Uno de los hnechos mas importantes gue
han modificads sustancialmente  5u expectativa de vida ha
gide la incilusidn del TMO, alogénico o autolddss, como parcte
principal del tratamiento. Este hecho ha puesto de manri-
fiegto el caracter mwmultidisciplinaric de 13 Hematologia,
principalmente en areas en las gue =se ha producide un  ex-
traordinario avance tecnoldgico.

El disponer el Hospital de la Santa €©reuw 1 3ant zau de un
laborarario de Gepética Molecular v ser, al mismd Ciempo,
un Centro de  Referencia para el TMO ha propiciado €l lan-
tearze romo objetive la incoerpoeracion de la tecnoelegia del
ADN recombinante al estudio de algupas de las incdgnitas
que tienen lugar al realizar dan THO,

Estas incdgnitas =& plantean  fundamentalmente por los
ramBlos  gue  supone 21 reemplazamiento del sistema lin-
fohematopovécico del receptor peor el del donante ¥, ooms
consecuencia, la instauwracidén de wun estado plenamente
cAimer Loo.

Fara la demostracidn del origen de las poblacilones celula-
reg post-THE, se dizpone de diversos marcadores genéticos
gue ags permiten evaluar al pacaente en las Adistintas eta-
pas de su evolueidn. EZn el pericdeo inicial post-THO es  de
especial interdés averiguar =si la médula del donante ha

implantade; mas adelante es importante, en la valoracicn de

xii



la evoiucion c¢linica del paclente, 1la per

mera total o la aparicidn de quimera mixt

51 este hecho eztd o npno relacichzdo son un

recaida y por uUltime, en casoc de recaida,

Sl TIOEI.

La tecnologia del ADN, "ha invadide"

todos

medicina, entre ellazs e} de la Hematolegia.

de este nmértods en &) estudic de la clonal

hemopatias, entre otras facetas,

¥

estudia de las enfermedades

posible, ademds., el control vy sobre todo

las mismas.
al realizar esta Tesis

de

fluestra intencidn,
contribucaicn acta

de

la tecnologia

trasplante madula dsea, an

evolucidon, ¥ las wenrtajas qué supone  su

estudic de los pacientes zometlidos a

dos métodos

el

"olasicos" del estudic

andlisis del fenctipe

citogenético.

¥iia

su utilizacicn

genéticas

diversaos momentos
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gde la gquimera,

eritrocitaric

sistencia de gui-

G, 2n cuv¥a <4asg,

mayor riesgo de
el poder filiar
los campos de la
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1dad de
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diverzac

en =1

esta haciendn

la prevencian de

ha sido valorar

r

al estudic del

de =u

incarpoaracién  al
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Toma SO0
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1.1 TRASPLANTE ALOGENICO DE MEDULA OSEA [(THD|

Muchos ahos de investigaciones, fracasos vy adelantos han
surcads  las vidas de omushos sclogas gue, dedicando  su
profesion  al estudic de los mesanismos de  historom-
patibilidad en 2l hombre ¢ al desarrollo de tratamientos
1nmanesupresores, hat  hecho posible la plena consalidacidn

del TMO como terapéutica de las hemopatias malignas.

1.1.2 HISTORIA

El cbjetivge del tratamiento del céAncer #5 1la erradicacidn
de las células malignas., La cantidad de células exter-
minadas depende de la sensibilidad de  las c¢élulas v de la
dosis  de guimioc o radioterapla adminilistrada. Para la mayo-
ria de modalidades terapduticas el factor dosis limitante
mds importante es la mielasupresidn., Esto  implica gue,  en
la mavorila de casos, sed imposikble dar el médximo de  dosis
deseabla, puesto gue log pacienteg podrian fallecer a causa
de 1z aplasia medular ¥ complicacicnes asociadas tales como
hemorragias e infecciones.

Los primercs intentos de utilizacion terapéutica de  la
inédula dseq datan de 18%1, realigados por Brown-Seguard
d'Arsonaval (Quine 18%6), al tratar pacientes con anemia
mediante la administracidn de médula &sea por via oral.
Schretzenmayr (1937}, fué =1 primerc que administrd médula
asea mediante una técnica que podria haber hecho posikle su
implantacidn en el receptor. Administréd la médula osea

autdloga o alegénica por via intramuscular a paclientes gue



tenlan anemia por malaria e infeceicnes helminticas. A
pesar de los  alentadores resultados, estos hechos no des-
perrarcn en la época  muchags eXpectativas., De acusrdo con
Migdalska {(1958), fué Rasjiek en 1%3% el primero que realizd
un 1njerto medular en un paciente con anemia perniciocsa v
leucemia linfatica. Los primercs detalles técnicos fueron
publicados por Morriscon et al {1940}, les cuales describie-
ron la recuperacidn de un paciente con anemia aplidstica
grave despues de recibir tre: inyecciones de médula Sxea
aspirada a su hermano, totalizamndo un  total de 13 ml  de
médula. Osgood et al (1939%) fueron los primeros en publicar
la wutilizacion de la via intravenosa como método de Ln-
fuziosn de medula dsea viva en un paciente con anemia aplds-
tica grave. El intente fu#s infructuoso vy en todos los casos
descritras no habko ningun implante. Estos hechos tuvisron
lugar antes 4de que ze tuviera conccimiento del sistema  de
histocomnpatibilidad en humancs ¥ de la necesidad de trata-
Miento COn IRMUNCSUPresores.

Los sucesos de Alamogordo, Huevo Mexico e@! 16 de Julis  de
1945, svupusieron un nuevo estimuale en la investigacion del
TMO. En este gentro e investigaron les  resultades de 1a
aplicacidn de la irradiacidén ecorporal teoetal (ICT) en anima-
les a diferentes dosis. Los primeros datos demostraron la
edistencia de tres sindromes letales con  la utilizacion de
ésta  feorma de tratamiente: sindrome de la médula  dsea
{aplasia medular con infeccidn ¥ hemarragia)l 2 una dosis  de
500-T700 rads, =indrome intestinal (dafdo intestinai  con
perdida de fluidos ¥ electrelitos) a la dosis de 1200-10000
rads ¥ un sindrome cerebral [(dafic del sistema nerviosos

central con temblores y funcicnes incontroladas del sistema



simpatico v parasimpdcice) a la dosis de  12000-10000090
rads. En 1949 Jacobson et &l ohservaron gue los ratopes
irradiadss con dosis maz altas gque aguellas oue implicaban
aplaszia medulag, perae més bajas gue las gue ocasicnakan un
gindreme intestinal letal, podian sobrevivir 21 se  les
protegfa &1 bazo, o g1 alternativamente se trasplantaba o
bien el hazo o bien céliulaz ezplénicas al ratén irradiado.
Estos erperimentces fueron realizados gxtariorizands el
baza, para permitir la proteccidn adecunada frente a la
irradiacidn. A veces ocurria gque el bazo guedaba infartade,
pers el animal guedaba protegido frente @ la irradiacidn,
Con netable intuicidén Jacobson et al o en 1951 concluveron
ague los bazos infartados eran probablemente eqilivalentes a
upn autorrasplante de kazo y publicaron gue la implantacsidn
de un bazo autdlogo no irradiade, deszpuss de la ICT, tenia
un  efecto terapéutice similar. Rdemds, fueron <capaces de
demostrar gue la inyesccidn intraperitoneadl de suspensidn de
células singénicas era terapéuticamentes efectiva. En el
mismo afio Lorenz et al (1951}, demostrd gue los ratones v
cobayas podian ser protegidos mediante la administracidn
parenteral de médupla singénica sSiguiends ICT. En pubklica-
cAacnes postericores (Lorenz et al, 19%5%2; Lorenz et al,
1954}, demeogtraron la eficacia terapédutica de =zuspensicnes
de medula dsea alogéniza o xenogsnica al valorar la supsr-
vivencia a los 20 ¢ 30 dias.

Iinicialmente Jacobsen {195%2) pensd gue &1 factor protector
gra humeoral. Sin embarge en 1956, alguncs  lakboratorics
demostrarcn, ¢on  una ampiia  gama de marcadores gengticos,
que al factor de probteccidn frente a la irradiacion letal

2ra debide a la colonizacidn de la médula del receptor por



m&lulas del donante (Lindsley et al 1%55; Faord et al 19566;

Mitchison, 19563,

1.1.2.1 COHCEPTO DE QUIMERA

En la mitologia grisga Quimera era la descendiente de
Eguidna v Tifén. De acuerdo con una descripcidn, tenia la

frente de un 1sdn, eX cuaerpo de una cakbra v la cspalda de

una serpiente.

Quimera, la criatura mitelégica griega

Hezidoro La describe con  tres cabezas v vomitands fuego;



una cabeza era la.de un cefiudo ledn, otra la de una cabra v
la tercera la de una szerpiente,. Siexmpre s conslderd como
lz encarnacidn de las fuerzas fisicas destructivas dque,
ademds, devoraba hombres ¥ animales. Amisodaro, Ray  de
Caria la perszeguid. Cuando Yabates, rev de Licia, guiso, a
peticidn de su varao, daeshacerze de Belerofontes, le en-
cargd gue marase a la Quimera. ©on la avuda del cakhalle
alado, Pegasoc, Eelercfontes consiguid  introducir en la
garganta de la bestia un trozc de plome. Fundide el plomg,
por el calor de la llama de la Quimera, le abrasé las
entranas.

Cientificamente, =1 térming guimera e utiliza para desig-
nar un organi=mo cuys cuerpo contiEne pottlaciones celularses
derivadas de individugs de la misma o difsrente especie, lo
cual puede oourrit  de manera espontdnsa o bhilen puede  ser
producida artificialmente. Se han observade gquimeras san-
guineas gue ocurren de manera natural en algunos  gemelos
dizigotos de ciertas especiss de ganado, cordero, ¥ tambien
e humanaos {Gill, 19773,

El términe "“guimera de irradiacidgn’ £ue introduc:deo por
Ford ot al ({1956}, para designar 4 un animal gqueé tisne un
zistema hematopoyetico extrafic, como resultade de ICT,
seguido de trasplante de células hematopoyéricas derivadas
de otre animal. Es dificil establecer exactamente cuando se
produjercn las primeras guimeras de irradiacidn, puesto gue
la investigacidn en este campo no fud reccnocida como tal
hasta 1933. Posteriormente, el rérmino irradiacidn fLé
retirado, puesto gque las guimeras pueden produclirse poOr
mucshas vias. Pronto ce demestrd que se podian producir

qUINEerismos en  ratones, cobayas, conejos, perros, monos ¥



en el hombre. Ademds, sSe establecid que la administracidn
intravenaoss de células de la medula fsea, era el camino mas
efective para establecer un estado guimérico despues de ICT
¥ gue el nimerc de ceélulas azlogénicas regqueridas para 1la
Sptima reconstituc:idn  hematopoyética era de 10-20 veces la
regquerida por médulas singénlcas {(van  Beackkam, 1967,
Ripidamente se obzervd gQue esto era <ierto para la
irradiacién, pers no ic era necesariamente para  oLras
farmas de tratamientes aklativos-inmunosupresores [(Saptos,
1968, sugiriende gque la ICT 1o era totalmente in-
munosupresora, aun utilizando las dosis maximas toleradas.
La estabiiidad ¥ el copnseauir un estado plenamente gitiméri-
co parece sstar relaciconade directamente a la dosis de  ICT
empleada. Adnguse la mayoria de animales sometidocs a THMO,
depues de dosis supraletales de irradiacidn, son guimeras
linfahematopoyéticas complatas, unas  pueden  perder =31
eatadsa  Suimerics v otbas tehner recuparasidn parcial oy
coexlstir como guimeras mixtas [(van Bekkum, 19%67)., Trahajos
refdientes (Brapch et al, 1982, Roy et al 1990), demuestran
aue &n el hombre pueden existir celulasg lin-
fochematopoyétricas del receptor, en  una migcria de casos
durante largo tiempo, a pesar de THO seguide de al)tas dosis
de guimicteraplia y dosis letales de irradiaciém.

Thomas =&t al, {1957) demostraren gque s&  podian infundir
grandes cantidades de médula 4sea sin problenas v descri-
bieron un implante transitoric en uh hombre. En 1959, Mathe
intentd, sin éxito, 21 tratamientge con THO a  las  seis
victimas de un accidente sn una central nuclear de Yugos-
lavia ¢ en 1963 describid gl priner THO 2n un paciente con

leucemia gue sobrevivid 6 meses. En 1965, Gattl {1968)



publizaba el primer TMO con exitce en un niflo con  in-
runcdeficiencia congénita. ZSimultaneamente Thowmas et al
aniciaban la era "moderna" del THO en Marzo de 1969, al
reglizar, tambilien c<con exite, un THO alegénicoe {Thomas,
1971,

1.1.3 INDICACIOHNES

El trasplante de médula dsea no s un dltimc ¥y desesperado
gEfuerzs para salwvwar pacientes con enfermedad avanzada.
Hasta 1875 los THMO se& llevaron a ocabo éen pacientes con
lewcemia aguda (LA)] b recalfda o refractarias 4 la guimio-
terapia convéncicnal (Thomas et al 1%7Y7). En 1990, el
trasplante de médula Ssea (tantcoc alogénico come  autdlogo),
g5 una modalidad terapeutica bien establecida, la cual
puede representar el tratamiento de eleccidn en un  paciente
dade, vy asi, debe formar parte de la planificacidn terapsi-
tica global del paciente. Loz resultados depenhden de una
serie de factores tales como la edad, estadio de 1a enfer-
medad, histocompatibilidad, edad del posible donankte, ¥
condicidn clinica global del paciente.

En la Tabla 11.1 s5e exponen la lista de dlagnésticos parsa
los cuales el TMO alegénico es hoy upa posiblidad terapéu-

tica,

1.1.3%.1 LEUCEMIA AGUDA NO LINFOBLASTICA

Les  pacientes con  leucemia aguda no  Iinfoblistica {LAWL)



gue dizpongan <de un deonante Ristooompatible, tisnen pelor
prondstics 51 son sometides 3 THO en 13 remmisidn completa
(RC), (Thomas et al, 1983; <Clift et al, L987; Santos,
1989}. B¢ han publicade supervivencias libres de enfermedad
en el 45-537% de les pacientes a los 2-5 abos despues del
TMG; miertras, laz recafdas post TMD opscilan entre el O% y
el 30% (Clift et 3l, 1987; Gratwhohl et al, 1986; Elume et
al, 1933; ©C'Eeilly et al, 1987; Santos et al, 1956; Bostron
et al, 1985). El exito del THMO en 1la RC parece estar rela-
cionado con 1a edad. Tanto los dates del grupoe de Seattle,
come  del Memorial Sloan-Fettering, =1 Working Party  on
Leukemia, Burocpean group for Bone Marrow transplantation,
g2g5i ecomo los del Internaticnal EBope Marrow Transplant
Registry ([(IBMTE), estdn de acuerdo san que lof pacientes
menrores de 25 afons, sScobreviven significativamante mds gue
las mayores de 25 afics (Thomas et al, 1983b:; Dinsmore et
al, 1984; Hurd, 1437, Grartwhel et al, 1988). DHiversas
grupes han comparade log resultados del tratamiento en La
LANL con  quimiosterapia en aguellos pacientes dgue no  dis-
ponian de donante histocompatible wersus THMO en 184 RC. En
1z mayoria de casos, st kien se ha discutide la metodolegfa
mtilizada al analizar los rezultades, los datos mueastran
una mayor probabilidad de permanecer en remisidn  para
aguellos pacientes sometidos a TMO en 1a RS {Champlin =t
al, 1985; Appelbaum et al, 1%E&4; Appelbaum ot al, 198H). 51
el THD no pusde llevarse a ¢abko en 18 RC, &s preferible
resglizarlc en 12 recalda precoe a2 zTeali2arlo en 22 RO

{Buckner <t al, 1985).



1.1.2.2 LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA

Los  primeros THD, en pacientes <on leucemia aguda lin-
foblastica [LAL), 3e realizaron en paciesntes con enfermaedad
avanzada resistente, gue no habian respondido a la guimio-
teraplia convencicnal (3ale et al, 1983}, El tratamiento con
dosis altas de ciclofogfamida e irradiacidn corporal total,
gegurde de THO alogeénico did come resultado uRa superviven-
cia prolongada del 10-20% de pacientes. La principal causa
de fracaso del tratamiento fué la recidiva de la enfer-
medad, con probabklidades de recailda superiores al  63%.
Edemas, un 25-3%% de loz pacientes falleciercn de com-
plicacicnes relacionadas con el procedimients, come =zon la
enfermedad del injertoe contra el huesped (EICH) o la neums-
nia intersticial. Con todo, el TMO 25 superior a las otras
alternativas 4guimicterapicas en pacientes refractarics al
tratamiento. Posteriormente, estos resultades mejoraron Ak
raalizarse el TMO en 12 o subsecuentes FEC {(Champlin et al.
1987a; Dinsmore et al, 1943; Gale et al, 1983, Johhson et
al, 1%51; Jehonson &t al, 1937; Woods et al, 1923 Grat-
whool et al, 1%28). Los pacientes sometaidos a TMD alogénico
en 1d o 23 RC tienen una probabilidad de recaida mas baja,
aproximadamente wn  30% ¥ entre un I0-50% de los pacientes
estan vivos a ies 2-4 afies. E1 TMC en nifios con LAL de
riesge standard no debe ser considerade en 1§ EC dado gque
con guilmicteraplia se chtienen exelentes resultados  (Cham-
plic =t al, 19%89}). Divercos estudios comparanda guimiotera-
pia convenclonal versus TMO alogéanico 2h 23 0 subsecuentes
romisicnes en nifjos, adolescentes vy adultos  indican mejares

resultados vy  supervivencias libkres de enfermadad menores
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gel 0% frente al 0%, con TMO [(Johnsen, et al 1%81; Weods
et al, 1%283; Thomas et al, 1%83al. Estos datos indican una
clara wentala del THO en 22 EC para los pacientesz gue
presentan recaida medoelar mientras recibian tratamients de
mantenimienta, especialmente en aguellos que recaen durante
los primeres 18 meses [(ChRamplin et al, 1987a). En cambio,
log pacientes dgue recaen una vez finalizado el tratamiento
o presentan recajida extramedular tienen mejor pProndstico
con gquimioterapia. En &ste ca=Eo no estd claro gque el TMO
mejore ia supervivencia {(Champlin et al, 1%8Ta). La recaida
leusémica sigue siendo &l principal problema del THO en 1a
LAL, con una incidencia del 30%. Diversas terapduticas pre
T post THO se utilizan actualmente, para intentar disminuir
2]l indice de recaldas (Sullivan &t al, 1986; Tutschka et
al, 1987; Coccia et al, 19B8;), pero hasta ahora los resuyl-

tados no son concluyentes.,

1.1.3.3 APLASIA MEDULAR GRAVE

El THD es una terapéutica efectiva para la aplasia medular
{AA) grave y es considerado el tratamiente de eslsccidn para
pacientes Jovenss gue dispongan de un donarnte histocom-
patibkle [Bortin =t al, 1941; Camitta &t al, 1%B2: Champlin
et al, 1987). Estudios recientes muestran gque un 55-80% de
los pacientes pueden ser curades con el THD {(McGlave =t al,
197; Devergie and Gluckman, 1982; Ahpnasett: ert al, 1986;
Storb et al, 1%&6). El THMD debe realizarse tan pronto coms
s@a posible, despues del diagndstico para evrtar la  sen-

5ikilizacidén del recepteor a las mdltiples transfusiones,
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gUue por otra parte necesita. El £falle del implante &s  una
de las gprincipales causas de mortalidad en 21 THMOD alogéni-
., DZurre en Ul 9-60% de pacientes, szegin los diversos
regimenses de tratamientos inmunosupresores Ltilizados tanto
en =21 pre come 20 2] post-THO (Storbk et al, 1983; Desg et
al, 1%86; Champlin et al, 1989a). Champlpnp et al {(L93%a)
analizaren las ¢ausas del fracaso del implante ¥ en-
contraron que la uwtilizacisan de ciclafssfamida soms  trata-
miento de acanﬁicianamientﬁr asgciade a las transfusiones
previas al THO incrementaba ) riesgo de fracaso del  im-
plante, mientras due &ste s reducia en aguellsas <casos gue
recibieron <Ccorticoestersides antes del THO, Los principales
fantores asociados a una disminucisén del riesgo de fallo de
implante fuercen: la utilizacidn de radicterapia <como Lrata-
miento pre TMO, &l tratamiento con ciclosporina  (C3A) mas
que con methotrexate {MTX) o la deglecicn de las células T
del donante como prafilaxis de 1la EICH., Hi el numero de
cé&lulas infundidas ni la administracidén de “buffy ccat”
afectaron & la capacidad del implante. En cuanto a 1la
supervivencia, l1la wtilizacidén de la radioterapia no  1la
mejord, mlentrIas gue el tratamiento post-trasplante <on
ciclosporina v el evitar las transfusiones pre-THO  implicd

una mejor supervivencoia.

1.1.3%.4 LEUCEMIA MIELOIDE CROMICA (LHMC)
La unica posibilidad, actualmente, de curar la LMC es  Con

la utilizacidn de Aosis supraletales ds guimicradioteragia

vaguirdo de  THO durante la fase crdnica. Log primeros TMO se
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reallZaron =n  pacientes en crisis bldstica (CBY, pero la
mayoria fallteciercon de reraida leucédmica o de causas rela-
clonadas con el TMO  (Stork et al, 18%83a). Posteriormente,
¢ 1niciarcn  estudios de THMO en fase crdnica en cacientes
gue dispenian de donante univitelino, con muy buencs resul-
tados (Fefer et al, 19%582). Desde entonces se han descerito
varios estudios scobre pacientes sometidos a TMO los cuales
muestran supervivenciazs a laz 2 afios del orden del €0, 30 ¥
15% para el TMO, en la faze crénica, en la de aceleraclcn ¥y
en ta de CB respectivamente (Clift et al 19%82; Champlin et
gl, 1982). Dateos reclentes del Registra Internacional., aun
e publicades, safalan una caida de estas cifras al 40% &
los 4 ancs para el TMO en la fase crdnicz vy a menos del 20%
en la fase de aceleracitn {Cervantes, 19¢0). Uno de 1os
principales prohlemas gue Se plantean ante un paciente con

MC, gue dispaone de un  donante de mddula, 5 determinar

L"l

cuando deke realizarse el THMO. Z2i bien =1 grupo de Seattle
opservd  una correlacidn  inversa entze £l intervala de
tismpo hasta &1 momento del trasplante en fase ordnica v la
probabilidad de sypervivencia rras el mismoa  (Thomas et al,
1986}, tal extremo no se ha confirmado en un apdlisis méas
amplic del BRegistro Internacional de Trasplante de HM&dula
Osea (Goldman et al, 1986). Es necesaric wvalgrar los fac-
tores de mal pron@sticoe, asi come los factores de riesgo
para el TMO para intentar apngontrar al meomento adecuwado
para illevarle a cabo. Recientemente, s& ha wntentadoc con-
jugar ambeos Tipos de datos en un programa computerizado, al
ohisgto de disponer de una aprodimacidn matematica al pro-
blema de la eleccidn para el THO en cada enferms {(Simon et

al, 189&8).
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Los pacientes con LMC, trasplantados en faze cordnica, que
sobreviven a los primeros meses del TMO pueden considerarse
curados, Mo cbhstante, existe wna posibilidad de recalda del
19% a loz 4 afios (Thomas et al, 193%; Goldman et al, 1988).
La elevada mortalidad del TMO en }a LHC ocurre schretodo a
corto plazo v obedese fundamentalmente a dos com-
plicaciones: La ZICH ¥y 1la neumonia intersticial (Goldman et
al i1%8&; Thomas ar al, 1952). Picha mortalidad aumenta en
ips pacientes mayosres de 0 afios v tiepne gue ver tambien
cont el tipo de donante utilizado, particularmente des-
favarable cuards la donante es mujer multipara, debide a  la
mayor incidencia de EJCH. S5é han intentade medificaciones
en la estrategia del THO {Geoldman et al, 1988: Storch et al,
13456), sin gue =& haya mejarado la supervivenscia, puesto
gque al disminugir la mortalidad por EICH ha aomentrado i

indices de recaidas.

1,1.3.5 MIELOMA MULTIFLE (MM}

hungue 13 mayoria de pacientes con MM tienen mas de &0
anos, esta enfermedad tambien puede presentarse en pa-
cientes jévenss que, vaso de disponer de un dorante his-
tocompatible, pueden beneficiarse del THO. El primer THO se
realizd en un paciente con  dorante  gemele univitelino
{O=serman et al 1982). En este caso el paciente recayd a
los 13 meses, pero =e pusa de manifieste la posibilidad de
comsegulr una larga remisidén en pacientes con mieloma
multiple. Posteriqrmente, se publicd otro rfaso de THO

singénico, gue recayd a los 3 afos {(Wolff et al, 1987). El
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Eurcpean Group for Bone Marrow transplantation publicsd
{Gahrton et al, 1987} los resultades ohienidos en 14 pa-
cientes acondicionados de acuerdo con el protocole  de
Seattle modificado (Thomas et al, 1%77%}. De eastos pa-
clientes, 10 han sobrevivide entre & v 34 meses, 4 fa-
llecieron, & de recaida, 1 de EICH sevara ¥ I de hemeorragia
gagtrointestinal {Gahrren et al 1%£7). Esz dificil decidir,
4 part:r de estos casos, el momento Sprtimo de gracticar =1
THO, perc se puede deducir que pacientes refractarios al
Lratamiento convencicnal, con mieloma Ig9d y con un alto
indice de inceorperacion de timidina mwarcada serian can-

didatos a ™MD, 51 se dispone de un donante.

1.1.3.6 TALASEMIA MAJOR Y OTRAS ENFERMEDADES GENETICAS

Durante lo= Ultimcs 25 afins s& ha reconocideo gque el THO
constituias una terapéutica afectiva para las ednfermedadas
nereditarias. El objetive serfia destruir la médula genétri-
camente ancormal ¥y reemplafaria por otra acrmal, de otro
individuo. Ha hakido una cierta resistepncia a utilizar el
THO, que tiene wna morkilidad v mortalidad, no despreci-
ables, pussto gue la mayorla de los pacientes con  enfer-
medades genéticas pueden wivir algunos afios ¢on tratamilento
sintomdatico. B 1%62, Thomas publicd los resultados del
primex paciente scometide a THMO. Fosteriormente, otros
grupas, sobretodo los italiance gque tienen en Sicilia 1la
mayor concentracidn mundial de talazemia maior, demostraron
gque el THMO preducia largas supervivencias libres de enfer-

medad ¥ gque este tratamiento es, hasta la actualidad, 1la
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un:ca forma de erradicar la enfermedad. Lurarelli et al
1583} publicarcn los resultados en 30 pacientes con £-
talasemia homozrigota oon edades gue oscillaban entre los 6
meszes y las 7 afios ¥ acondicionados con busulfan v cicle-
fozfamida. La supervivencia actuarial fug del 86% ¥y la
supervivencia actuarial likrze de  enfermedad del 72%. Datos
mas reclentes indican gqie s1 el TMD) se realiza antes de 105
16 afiop existe una alta prokabilidad de supervivencia libre
de epfarmedad, =iempre ¥y cuandc no exXicta hepatomegalia ni
fibrogis portal [Lucarellil =t al 1990).

Exizte una larga ¥ creciente lista de enfermedades generi-

cas susceptible de THO alogénico. {(Rappeport et al, 15983,

1.1.3.7 ENFERMEDAD DE HODGKIN (EH}

Con la utilizacidin de guimicterapia convencional, tipe HOPE
[mostaza nitrogenada, vincoristina, procarbazina v pred-
niscna} sola o combinada con AVED (adriamicina, winblas-
tina, bleomicina ¥ dacarbazinal, 1la mayoria de pacientes
2an BEH  pueden ser curados. Sin embargos, hay pacientes gqua
recaen ¥y existen pacientes resistentes a la gquimicterapia
incluse a tratamientos de tercera  linea. El autctrasplante
de médula dsea ha mostrado ser muy efective cuando han
fracasade las demds estrategiras ferapduticas [Jagannath et
al, 2834), La eXxperiencia de THMD aslogénico en EH o5 escasa,
El grupc de Seattle publicd, en 1%E5, losg resultadoes epn 2
pacientes resistentes a la guimioterapia convencicnal. De
los 8 pacientes, 2 permanecen vives a los 33 ¥ 39 meses

past TMO. Los & pacientes restantes fallecieron por recai-
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da, en Z ¢asos ¥ por causas relacionadas con el THO en 4
casos (Appelkbaum et al, 1935)., La ventala de este procedi-
miento @5 gue la médepia dsea a infundir estd libkre de
postihle contaminacidn por EH, =i oien deke tenerse an
cuenta la mortalidad inherente al alortrasplante. E1 ab-
Jjetivo, en ésta enfermedad, es5 la intensificacicn de la
guimioterapia con autotrasplante de médula dsea come medaida

de soporte, cuande frarcasa el tratamiento convencional.

1.1.3.8 OTRAS

Muchas otras enfermedades son  susceptibles de THO alogéni-
ca. Las Indicacicones, probablemente, aumentardn en  cuanio
se avance en el control de una de sus mds serzas limitacic-
nes, la EICH. Entre las enfermedades malignas destacan les
sindromes 1linfoproliferativose crénicos ftipo LLC ¥ macro-
globulinemia de Waldenstrom. ERecientemernts, el European
Bone Marrow Transplantation Graup ha publicade los resul-
tades del THO en pacientes con LLEO, que incluye un cazo
sometido a THO por nusstro  grupo [(Michallet et al  19B83),
destaczando la buena tolerancia, la escasa incildencia de
EICH ¥ los buenps resultades, si bien el nf® de pacientes es
escaso. Ademds, nuestro grupe practicd, hace 9 meses, un
THO alwogénico a una paciente oon enfermedad de Waldenstrom
resistente {(Domingo-Albss =t al 1994} con  muy buena res-
puesta.

Tambien son candidatos a THMO alegénico los pacientes jove-
nes <on sindrome mielodispldsico gue posean un donante

hisztocompatible (EBelanger et al, 1988) ¢ aguellos <on
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hemeglcohinuria parcdistica nocturna [Antin et al, L9393,

1.1.4 ENFERMEDAD DEL IHJERTO CONTRA EL HUESFED

El cbhjetive del THD es el reemplazamients de las cdilulas
linfochematopovétacas del receptor por oélulas del donante.
As5i, apn contraste oon £l trasplante de organcos solidos
donde 2l sistema inmune del receptor siave active vy el
ochietive e evitar la reaccidn de las células del receptor
contra el dérgang trasplantado, en el TMO alogénico  la
direccidn <s hasicamente la inversa. Aungue una meédula csea
también puede ser rechazada, una vez se& ha consequida el
implante, el organisme del receptor es "invadido" por el
sistema inmune del donante. En consecuencia, las com-
plicaciones poifenciales son las que aparecen al reaggicnar
las ceélulas del donante contra los tejidos ¥ Grgancs  del
Tecerntor.

A pesar de gque la EICH &8 una d4de la principales can-
plicaciones an el pogt THMO, sy existehcia no  fud renocida
hasta al rabo de unos afios de trabzjos en 2l campo del THO
experimenzal. En los inicios del THMOD no se  hablia con-
templade la EICH como una complicacidn esperada [VanBeckum
and de Wries, 1967)., La praimera publicacidn sobre la exis-
tencia de la llamada "enfermadad secundaria® fué la de
Barnes ¥ Leoubit (195%4), gque describieron gue la mayoria de
ratones 4gue habilan recibido infusiones de célulag espléni-
cags alogénicas ¥ gue habian zohrevivido més de 30 dias,
fallecian antes de loce 100 difas de la irradiacion. En

contraste, los ratones a los gue se les habkfa infundide
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células singénicas esplénicas no  presentakan problemas.
Este sindrome gue producia mortalidad retrasada se denoming
inicialmente "enfermedad secundaria" para diferenciarla de
la que ocurria como  consecusiclda de la irradiacidan. Despues
de un periodo de intensas snvestigacicnes se llegda a  la
conclusian de gue la "enfermedad secundaria™ era una reac-
cién inmunelégaca  del injerts contra el raceptor. En 1966
Eillangham enumerd 1los reouerimientoes esenciales para el
desarrcilo de EICH:
2] El1 implante debe contensr células inmunacompetentas.
by El receptor tiene gue expresar relevantes antigencs de
histompatibilidad gue no estan presentes en =l donante
¥, &n consesuentsia, es ozpaz de estimulario in-
manoldgicamente,
) El1 receptor tiene gue ser inmunoldgicamente defi-
ciente, ssto implica que se2a  incapazs de provocar
unea Iespusesta inmune ave podria dar lugar a2 la
gestruccisdn de las células infundidas.
A mediados de los afios 70 se evidencld gue los linfocitoes T
jugaban un gapel muy importante en la EICH. Posteriormente,
va an la década de los 30, diversoe estudics conceden un
papel importante 3 las células suprescras. En este sentide,
2da ha demozstrade la ausencia de células supresoras ko espe-
cificas, en el post THD znmediato, &0 pacientes conh o Sin
EICH aguds v  en largos superviviemtes sin EICH crénica,
mientras gue dichas ecéluelas estin presentes  en muchos  pa-
cientes ¢on EICH crénice. Hov se admite gue las células
supresoras ko especificas estdn asociadas con la presencia
fe EICE, especialmente en su forma ordnica, mientras  gue

1as «é&lulas supresoras aespeclficas, posiblemente por  la
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mediacian del abertoe <lonal, estdn implicadas #n =1 desar-

ralle de tolerancia al trasplante {(Deeg et al, 1988).

1.1.4.1 ENFERMEDAL AGUDA DEL INJERTO CONTRA EL HUESFED

La EICH, en su forma aguda, agarece normalmente entrs  las
2-10 semanas post TMO. 21 bien leos sriterios de clasifica-
c1dn son los  establecidos por el grupe de Seattle {(Gluc-
kEsherg et al, 1974}, a lo largoe del tiempoe sSe han ido in-
cluvendo ajfgunas medifacacicnes, tales como £l contemplar
la fisbre v retencion de liguideos como parte de la EICH
hiperaguda que= aparece sobre todo en pacientes sometidos a
THD no compatible. El inicio de la enfermedad wiene marcado
usualmente por 1a aparicidn de un eritems maculopapular gue
gfecta a la cara, las palmass de las manss v las plantas de
lpe pies. Posteriormente, =e extisnde vy puede afectar a
todo el cuerpa.  Pueden formarse pullasz. Simuitdneamsnte o
subsecuentemente, la biljirrubina aumenra ©on uUna elevacidon
de las fosfaktasas alcalinas v de las *ransaminasas. Puede
haber tambien nhadseas vy wanitoes, junto con diarrea acuosa o
sanguinolenta ¥ dolor abdominal. La clasificacidn his-
toldgica se resume en  1a Tabia 11.2. Aungue la mortalidad
directa relaciconada con la EICH e5 ezcasa, entre un 5-10%
de 1laos pacientes fallecerdn a cgconsecuencia de las com-
plicaciones 4asociadas. Los datos recientes del tTegistro
Internacional del Trasplante de Médula OCsea indican  gue
enizre un Z9-80% de los recepteores de un TMC histocompatikle
gufrirdn unad LEICH aguda moderada o grave [(Gale et al,

1987}. Las razones de eszta variabilidad en su incidencla
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zon dific:les de establecer ¥ probablemente reflejan al-
qunes facteres, talec como la selescoiodn de gacientes, dife-
rencias en el diagndstico ¥ en el grado de EICH, en las
medidas profilacticas v en la wariabilidad al reportar la
causd del fracaso del tratamiento. De 2036 pacientes anali-
zadss, la EICH aguda moderada o grave se presentd epm un 45
* 2%, independientemente d4e la crevencion utillizada. ElL
factor adverzo tds importante para la aparicidn de EICH
aguds, fue 1 hechs de que el dopante fuers mujser ¥ multi-
para en receptores de sexo masculino ¥ tambien 2@ ser do-
nante de sexo femenino en receptores de sexo masculino en
comparadcitn con chtras combinagicnes de igual sexo, El tra-
tamiento de la EICH establecida es diffcil ¥ wishe con-
dicionads per la extensidn de 1a enfermedad. Tntrs los
fadrmacos utilizados en los grados II-IV destacan los cor-
ticoesteroides a altaz dosis, globulina anti-timocitica
{Storb et al, 1%974; Dopey et al 1%81), eiclosporina A o
anticuerpos monoclonales. Es de destacar gque todas  las
apciones terapéuticas =on inodnosupresoras. Es  decir, 3@ oa
pesalr  del tratamiento profildctico se desarrella duna EICH,
aparece un estades profunde de inmunosupresidn. Con  todas
lag modalidades terapguticas se cbhhtilenen aproXimadamentsa un
30% de respuestas gue permiten contrelar el proceso.  Un
dateo muy importante en el manejo de estos pacientes es  la

hiperalimentacidn v el contreol estricto de las infeccicnes.

1.1.4.2 ENFERHEDAD CRONICA DEL INJERTO CONTRA EL HUESPED

La EICH cronica aparece usualments a partir de los 3 messs



post-THMO v difiere de a forma aguda en la distribucign de
los drganeos  diana v la presentacidn clinica. La mayoria de
pacientes desarrollan previamente EICH aguda. Loz sintomas
pueden presentarse, va sea COmD Una progresign extensa  Jde
EIZH aaudo o siouiende un periode duiescente daspuss de la
re=alucidn de EIXCH  aguda. Sin  embargo,. un 20-30% de pa-
clentes presentaran la enfermedad de "nove". Dlversos es-
tudicas muestran gue este Vltimo grupo de pacientes tiene
mejor prondstico. El espectro de manrfestaciones clinicas
da La ETCH croénica recugrda al de las enfermedades del
caldgeno, tales como escleroderma, lupus eritematoso sisté-
mico, sindreme de %jSgren, liguen planc, cirresis hkiliar
primaria vy artyitis reumatoidea. Sin embargo, & diferencia
de estas enfermedades, la afectacidn renal es5 vara. En la
Tahla 11.3 =e detalla la clasificacidn clinicopatoldgica,
de acuerdg con =1 grupe do  Seattle (Shulman et al, 19%30).
La alteracidn immunclégica, en pagientes con EICH, predis-
pone a4 La apaticidn de ipfecciones tardias, 1a mayoria por
bacterias epcapsuladas. Lg MNeumopnia intersticial, qgue apa-
rece a partir 2del dia +1049 post-THO, ocurre casi  exclusiva-
inente n pacientes con BEICH crdnica.

En un  reciente estudic un 19% de pacientes con larga super-
vwivencia ¥ con EICH aguda previa, grados 0-I, desarrellaron
EICH crénica, comparado con gl 57%  de supervivientes conh
EICH aguda, grades II-IV. 3i en el cursoc de una revisidén
practicada  aproximadamente en el dia +100, aparece  una
biopsia de piel o mugosa positiva, este hecho tiene un
valor predictive, pues implica que en el caso de que éste
gea a2l UOnico signe de EICH erfinica (EICH subclinica), ex-

iste un T0% de posibilidades de desarreollarla meses despues
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{Sullivan e% al, 19817,

El pronostico en pacientes, que tienen 1la forma limitada.
es normalmente WY bueno, pero es desfavoerakle en aguellos
con ehfermedad extensa noe  tratada. Adewmds, riene musho
melor pIonéstico la  EICH de nova, gue la EICH progresiva a
partir de EICH aguda, mientras gue la EICH con  inicio
guiascente {gue aparece despues de la completa resolucidn
de EICH aguda}, ftiene un pronostico intermedic.
Antericrmente, el ftratamiento de la EICH crdnlca era poco
gatisfactorio. Actualmente, los tratamientos con ciclospo-
rina % corticoides o la combinacidn de azatisprina mis
corticoides #han demostrade su afectividad en el control de
la EICH crénica (Sullivam &t al, 14988; Fullivanm et al,
1988a). ERecientemente, se ha ensayado 1ia Talidomida como
tratamiento de EBICH crépica (Vogelsang et al 14%88). Las
medidas generales incluyent tLratamiento con’ trimetaprin-
sulfametorazcl, lidgrimas artificiales ¥y cremas antisolares

protectoras (Eullivan et al, 1982}.

1.1.4.3 EFECTO INJERTQ VERSUS LEUCEMIA

Hace mas de 30 afips gque se demostrdS gue 1a medula trasplan-
tada era capaz de destruir células tumorales residuales an
gl ratédn  letalmente irradiade  [(Barnes v Loutit, 1956). Be
haz sugerido gue la EICH podria ser wutilizada contra 2a
lewcemia en  la llamada “inmunoterapia adoptiva". 8Se ha
rublicado, ademas, la desaparacidn de la leucemia durante
eplsodics de EICH en numancs (Odom et al, 1978}. Estudios

previos han democstrado gue la probabilidad de recalda leu-
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cémica post-THD era 2.5 veces menor en pacientss con EICH
aquda, grados II-IV [(Butturini et al, 1987; 2ulliwvan et al,
1981). Por otra parte, la inecidencia de recaidas leucémicas
23 2 vweces mayoer en aguellcos pacientes sometidos a2 TMO
sihngénico (Gale, 1982). Asl misma, la EICH crénica ha de-
mostrade un efectoc antileucémico, sobre todo en pacientes
trasplantades en recaida (Weiden et al, 19813). Sin embargo,
el Lncremento de  la efectividad antitumoral asociada a la
EICH ha sidc contrarrestada por 21 aumento de 1la mortalidad
asociada a la misma. Los intentos de utilizar el efecto
antitumeral de la EICH ¢omo modalidad terapéutica nge pan
mostrade efectividad {Sullivan et al 198%). Muy reciente-
mente, Hill et al (1966) han publicade un estudic en pa-
crentes con aplasia medular grawve, acondiciottados sdlo  con
gquimicrterapia, gue demuestra gue la presencla de gulmeras
mixtas 52 asacia a uh maver riesgo de rechazeos del implante
¥ a una menor incdidencia de EICH., En este trabajo se valora
gque el efecton injerte  versus leucemia, abservado en pa-
sientes oon LA sometides a TMO, podria deberse a gue las
celulas leucémicas residuales solas o bilen con otros ele-
mentos del rTeceptor serian capaces de suprimir la reaceidn
injerto contra receptor. El obkjetive seria modular la reac-
tividad donante-receptor pars lograr un menor Indice de

recafdas leucdmicas v de rechazos enh aplasias graves.

1.1.4.4 PREVEHCION

Dasde el punto de wvista tedrice, una manera de evitar la

EICH seria tratar la médula dsea que va a ser trasplantada,
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mientras teodavia reside sp las cavidades medplares del
donante. Se npa realizadoe a2lgun intento clinico, pero  los
resultados no mostraron ninguna  ventaja scohre los métoedos

estdndares (Deey &t al, 13%BE).

CON FARMACOS

Bagados en trabajos de investigacidn snimal, la maveria de
estudics zlinices kan urtilizads el tratamisnts post-THD del
receptor  <on agentes inmunosupresores. Hasta la actualidad,
lps 2 farmacos méas utilizados scn el MPX ¢y 1a C5A. La ad-
thinistracidn de HTX a bajas dosis, de manera intermitente
gurante 3 meses, o A¢ CS8A sola o en combinacicdn con el HMTX
ha detosrrado ser un métode efectiveo para combatir la gra-
vedad de la EICH (Tutschka et al, 1933; Storbk &t al, 1986;
Storbk et al, 1986a; Sterb et al, L%87) tanto en pacientes
@an LA <come  eh pacientes cob RA. En los seguimientos efedo-
tuados entre los 3-4.5 afivs en pacientes con leucemia.,
aleatorizades para resibair tratamiento con MTX mas  C3A
versus CSA sola, se ha podide demostrar una mener  ilnciden-
ria de EICH aguda en los pacientes gue tomaron MTY ¥y CSA,
mientras gue la de la BICH ocrdinica fué idéntica en ambos
grupos. hsimismo, en pacientes con LMC, la inoidencia  de
recaidas fué i1gual en  ambos grupos mientras gue &sta fue
mayor {29% versus l16%) en los pacientes con LANL (S3tork ot
al, 19&8%), sin llagar o observarse diferencias 8s-
tadisticamente significativas. En el grupo de pacientes Con
Ak, el sequaimianto, con un minimo de 3 afies, ha demostrade
tambsién una menor inecidencia de EICH aguda en los pacientes
tratados con MTY mds €234, mientras gue la de EICH crénica

fué maé= alta en el grupo c<on MTE mas CBA  {(Starbk et al,
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1986, E1 grupo de City Hope cncontrd una inclidencia  del
28% de EICH cuando los pacientes eran  tratadeos con C3SA mds
predniscna (Forman ot al, 19871, Ofro de los firmacos wti-
lizados para la prevencién de la EICH ez la globulina an-
tilinfocitica. Ramsay et al, (19382), encuentra una Lnclden-
c1a de un 21% de EICH wersues unm 45% en upn  grupo coptrol
tratadc unicamente con MTX.

lpa de las cuestiones mds importantes a responder era la
necesidad del tratamiento inmunosupresor para prevenir la
EICH. Tht estudic realizadoe por Lazarus et al [1954), revelsd
una ingidencia de EICH =imilar para los paclentes tratados
con MTX versus aguellos gue 10 recibieron kRinguan tipo  de
tratamiento profilactico. De  1gual manera, un estudio del
ana Farber Cancer Center demostrd uha incidencia un poco
mads alta de EICH, entre unr &0-70%, tantoe 2n  aguellos pa-
cientes tratadeos c¢on pauta corta de MTE como en los  gue
recibieron la pauta de 3 meses. Tl grupo de Seattla (5u-
liivan we% al, 1986), realizd un analisis comparativo en
pacientes menoraes de 30 afips sometideos & TMO nistocom-
patible v demestrd una jncidencia de un Z25% de EICH en
agquelles pacientes rtratados con HTX & dosis habitwales, de
un 65% de EICH en aguellss en los gue se  adminlstrd pauta
corta de MTX v de un 100% e los gue no s& administrd nin-
gunrr tipo d& tratamiento. Estos resultados sSugieren, de una
marnera bastante c¢lara, 4que &l ftratamiento inMUNOSUpPresor
poOst-THMO es efectivo y que no puede realizarse ningdn THC

el tratamienvo profildcrico contra la EICH.
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COW DEPLECCION DE CELULAS T "IN VITROT

Para demostrar gue los linfocitos T jugaban un papel fun-
damental) en la iniciacion de la EICH se llevaron a cabo en
wedelss animales numernsoss es=tudios. 3o abhjetivd que las
ratones sometidos a THO con meédula osea depleccicnada  de
linfecitos T no desarrellakban EICH v una vez rezonstituida
la médula 4sea llegaban a ser quimeras tatales inmunocam-
petentes. Basados en estos estudios se  iniciaron los  en-
savyos clinicos,. Rodt et al, (1982} utilizaron un hetera-
aptisuers ditigideo <¢ontra rinfocitos aumanos ¥ 1o irpcubdaraon
con 1a médula ésea  del deonante, antes de ser infundida al
receptor 3in utilizar complemento. Se trataron 20 pacientes
v solo & desarrollaron signes de EICH. Es de destacar, sin
embargo, que en £ paclentes no se consiguid el implante.
Con  la utilizacign de o5 anticuerpos monoclonales dirigl-
dos rcortra subpoblacicnes especificas de c&lulas humanaszs ha
side posible &l tratamients con anticusrpos, ano o Warios,
con complemants de conejos para eliminar los ilinfocitos T de
la médula del donante "in witre”. Esta forma de tratamienta
se ha utilizade tanto para leos THD idénticos como para los
no compatibles. Existen numercsos enzayos clinicos  gque
demyastran gue =i kiepn ez cierta una importante disminucidn
en la incidensia da EICH auuda, mientras gue la disminucion
en la EBICH crdnica o5 muy diflcil de determinar. Con este
tipe de tratamientc empezaren a4 okservarse los primeros
problemas de fallc del implante, sobreteodo en casos  de THD
no histocompatible, donde el falle puede llegar a ser  de
hasta un 60% (FPowles et al, 15E3). Se pensd en la po5ibili-

dad de inmunosuprimir mds al paciente, en un  intento de
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disminuir les fallos de implante {(Prentice et al, 1%82}. En
aste sentido Hervé et al {[1987) publicaron unos sxcelentes
rezultados =in okservarse falles de implante en pacientes
tratades con deplecciodn de células T al aumentar =1 trata-
micnte de acondicionamiente ¥ con un mencr aivel de deplec-
cidén de linfocitos T (= 94%), También se observd gue la
incidencia de recaldas aumentabz con este tipo de  trata-
misnto, por lo aque 20 2]l computo dlabal la supervivencia no
mel1arakba (Irle et al, 1988%; Mitsuyasu et al, 1%88). E1
ceguimienta de estos wacientes tratados con  anticuerpos
monoclonales pan-T reveld, ademds, un aumento del riesgo  de
recalda leucémica, sobre foade en la LME (Pollard et al,
1286; Apperley et al, 1%8e; Goldman £t al, 1%&8}. Parece
ger gque al elininar tedas las células T de 13 médula dsea
g2 eliminan las c¢&lulas gue causan 1a EICH v, ademas,. se
eliminar las subpoblaciones que ejercen <1 efecto  injerto
versus leucemia.

tra manera de eliminar los Linfocitos T con anticduerpos
ronoclonales, sin aecesidad de utilizar complemento, son
los métodes fisicos gue los eliminan al unirse a  in-
mupotoxinas, a particulas magnéticas o & lectinas ¥y los
métodas inmunologicos basades en la inmunoaksorcidn de  las
células con un sustrato, ya =sean hematies con formacidn de
rosetas E v posterior separacidn mediantae centrifugacidn en
gradientes de densidad {Feisner =t al, 1%30; Filipovich et

al, 1924; Prentice et al, 15%84; Martin et al, 1%853).
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AMRIENTE CON FLUJO LAMINAE

La utilizacidn de ambiente con  £ilujo laminar para los pa-
cientes zometidos a THO despues de descontaminacidn cutranea
2 ntestinal ha side un problema  debatide ¥ dificil de
gvaluar. Buckner ot al (1983} demostraron la dificultad de
lograr una descohtaminacidn intestinal eficag, deblido & l1a
Aificulrad gque tiensn o2  pacientes parg tomar todas  las
gosis del tratamiento. 58 ha observado gue en animales
sometides a trasplante alogénico, en ambiente estéril vy con
descontaminacidn  intestinal, la incideneia de EICH aguda
ara muy hzja. (Cennell et al, 19685; Truitt =t al, 197%).
For oftra parte, diversas autores mostrarcon mejores resul-
tadas en pacientes con  kemopatias maligheas  tratados  2n
ambiente con flujcec lamipar ¥ con antibidtricos no  absor-
Eibles (Yates et al, 19723:; Levine 2t al, 1973: Bodey et al,
1971y, Por todo ello, el gruppo de Seattle {Buchkner et al
1978) llevwd & caboc un estudioc prospective para evaluar su
eficacia en pacientes con LA sometidos a4 2 THO alogénics., Los
resultades no mostraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en relacion & la supervivencia, 5si bien se
ochserva un menor indice de infecciones en  los pacientes
tratados e&n ambiente protegideo. Tampocoo se& observaron dife-
repcia=s en la incidencia de EICH (Bucknher et al 1983). En
cambia, en otro andlisis reslizade por 2l mismo grupe  de
Seattle, esta vez en pacientes con AA grave, se ohservd una
notable disminucidn de la EICH en los pacientes tratados en

ambiente conm flujo laminar {Ztorb et al, 1983},
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1.1.5 RECHRZO DEL INWJERTO

Fara obtaner un injerto estable hnay que administrar un
tratamientc inmunosupresor, para desfrulr el sistema inmune
del receptor ¥ permitir gque las células derivadas del do-
nante reemplacen al sistema linfohematopoyéetico del recep-
tor. En condiciones exparimentales =& pusde diferenciar
entre fracaso del implante debide a sepnsibilizacien previa
v fracasc de implante scstenide 2a un receptor RO sen-
giblizadg, en kase a la resistencia genética  [hibrida o
alogénical. En &1 hombre estos mescanizmeos son mds dificiles
de dilucidar. Existen tres situaciones gue e pusden inten-
tar diferenciar en el casa de fracaso del implants

a) Paciante presansibilizade, al gque =S 1o infunde una
m&dula sin tratamiento "in vitre™: BEste es el caso de pa-
cientes con AA. Los  pacientes gue san sometidos a THO v
acondicionades con giclofosfamida v gque previamente han
recibida miultiples trapnsfusiones tienen entre un  I0-60% de
probabilidades de rechazar la medula, frente a un 5% de los
pacientes no sometidos a transfusiones previas (Thamplin et
al 1984; £torb et al, 1%83; Champlin =t al 19%29%a). Loz
estudios experimentales sugieren gue el rechazZe es debide a
la sensibilizacitn del treceptor a antigents menores  de
histocompatibillidad por rransfusiopes  previas., La ex-
Posicldén a aguelleos mismos antigenocs en el momento del THOD
representa uUhka rIespuesia inmune secundaria mds diffcil de
suprimir con métados convencionales gue la gue se puade dar
en pacientes no sensibilizadeos. E£e han utilizade diversos
regimenes de acondicionamiento para disminuir la incidencia

del rechazo. bien con la adicidn de la capa de leucocitos
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periféricos a la infusidn de médula Osea [(Storb et a, 1982}
n  bilen con  la vtilizacidn de irradiacicn toracoandeminal
{Devergie et al, 19582). Caon estas nedidas se ha logrado
gisminuilir a ur 5%, aprovimadamente, el indice de rechazos.
) THO no histocompatibles: El1 reshazos del injerto ap pa-
cientes con LA sometidos a TMC histocompatible es zasi
anecddtice {(menos de un 1%), pero con la prdctica de THO no
histocompatikles se ha visto «cue incluso utilizanda  dosis
mis altag de radiocterapia, <stas son iasuficilentes para
supraimir la respuessta inmunoldgica del receptor contra  los
antigenos mayores de histocompatikbilidad. Se han descrito
Un  15% de fracazos de implante o reronstitucidn incompleta
de 1z hematopovesls (Deeqg 2t al, 1938). En estos pacientes
el fracaso del 1njerto oourre, o bkien en la forma de falloc
primaric de implante o kien con evidencia inicial de  am-
pidnte seguxdo de perdida ulterior del mismo. En algunes
aspectos el falle de iwplante 5o parece a) mostrado en
animales de experimentacicn, los cuales presentan el feno-
theno de resistencia genética. Este términe se refiere  al
fracase de injerto sostenide de upnz médula ne pistocincom-
patible en un lugar dende habituvalmeqte implanta con fac:i-
lidad una médula histocompatible. Ademis, como la  inciden-
cia de EICH es mucho inds alta en este grupo de pacientes,
es crecizamente en <lios en dende se ensayan tratamientes
para la prevencidn de fa EICH come es el tratamiente de la
médula S&sea  "in vibre" son anticuerpos monoclonales anti-T
{Kernan &t al, 1937},

c) Deplecidn de células T: Ya hemos comentado antericrmente
cdmo este tipo de tratamiento, si bien reduce la incidencia

de EICH aguda, ha supuesto un  nayor indice de fracasos de
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implante, del orden del 15-35%, en THO nistocompatibles ¥
mucho mids alta en THD ne histocompatibles. Se acepta gue &1
rechazo del njerto,. o la no aceptacidn, a diferencia del
rechazo en paciepte:s cop aplasia meduylar, o estd relacio-
nads con la historia preftransfusicnal previa, La resisten-
cia genédtica prede controlarse Con Una lOomunosupresicn mas
profunda del receprtor o con medidas dirigidas mds especifi-
camente a las céiwnlas del receptor involucradas en este
fensmens, Independientemente del mecanismo, estos datos
implican gue la presencia de linfocites T en la médula del
donante pueden teper un focto Inmunosuprescr, v o0 sea di-
rectamente o via induccidn de una  reaccidn injerto  wersus
leusemia, gue podria geherar el medio adecuado para un
implante sostenido, Por otra parte, los linfocitos T puedsn
tener h efecto amplificader scbre las ¢élulas madre hema-
topoveticas, generando asi upna petencracidn del crecimiento
v conduciendns a2 una "toma'" del reseptoar. En orelasidn San
estas observaciocnes, el okjetive ha sido 2l de intepsificar

el régimen de acondicicnamients (Martain et al, 1985).

1.1.6 COHPLICACIONES INFECCIOSAS

Virrualmente todos log receptores de médula dsaa, indepen-
dientemente de la fuente medular, parmanecen severamente
inmunodeprimidos a lo largo de varios meses post-TMO. Ade-
mids, la recuperacidn inmwnoldgica =3 gradwal v variable v
algunos procesas como la EICH y los  tratamientes para la
misma, son también inmunesuprescores. Por todo esto no es  de

extrafiar gque las infeccicnes aparszcan en casi todos  1os
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receptores post-TMO ¥ que, asociados ¢ no a la EICH, sean
ura de las principales causas de morbilidad v mortalidad  en
al post-THMO.

Analizaremas las infecciones segun las diversas fases del
THMO [Buckner et al, 19%83; Winston =t al, 197%}

a1 Fase pre-THO: El1 estade del sistema inmune en esta fase,
¥ por tanto la predisposicidén a infecciones, dependsri del
estade clinico del enfermo en este momenta. Loas  pacientes
con LA en BT estardn menos inmunodeprimidos gque agusllas
gue estén en recalda, mientras que los paclentes con LMC en
faze crénica tienen. en oprincipic. un sistema  inmune nor-
mal.

b} Fase pest THD ipmediata (hasta el dia +30): Durante este
periodo, aparace una profunda neutropenia [(<0.1 =X 167 71} ¥
los provlemas son los habituales en esta situacidn, es5to
es, infecscicones bacterianas ¥y  fiungicas,. La musositis grave,
consecuencia del tratamiento de acondiciocnamiento, predis-
pote  tam9ién a las infecciones, especialmente a las causa-
das por la flora intestinal. Estos factores mas las infeo-
Clones por catéterges centrales venosos =con la principal
causa de probtlemas duyrante sszta fase, por lo gque actual-
mente las infecciones por gérmenes 9ram oosltivos, sobre
todo stapnylococcl coagulasa positivos v coagulasa negati-
Vo3, sobrepasan a la incidencia de gérmenes gram negativos.
Tanteo el diagnédstice came el control de estos pacientsas s
Gificil. La fiebre no es un =igne guia ¥ habitualmente no
hay evidencia de foco infeccioso, debkidoa a  la profunda
neutropenia, Actualmente, no se recomienda la utilizacidn
de transfusiones prefildcticas de granulecitos. Ez inter-

gecante destacar gue a pesar de la profunda granulopenia del
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paciente, &bk e5ta  etapa, exlste una relativa naja mer-
talidad secundaria a infeccicnes. Esto prohablemente ez
debido a gue los métodos de prevencidn de la infeccidn son
bastante efectivos, a gue en un enfermo  estdndar 21 periocdo
de extrema dgranulapenia =s corte y 3 la persistencia  de
algun elements de la inmunidad residual del receptor o a la
transferesncia de la inmunidad del donante.

c) Fase post TMO intermedia {(dias +30-3100}: Despues de la
recuperacidn hematoldgica, las infecciones bBacterianas ¥
fingicas kRabituvalmente mejoran, s5i bien persiste la  in-
munodeficiencia, tanto humoral como celular. Ademnds, e85 en
este periode cuands la incidencia de EICH aguda &5 més
alta, reguir:endo a veces rratamiento innmunosupresor. Asi
las infecciones mas graves aparecen en enfertmos con EBEICH y
afectan principalmente a lo= pulmones ¥ son  causadas  2en
este orden por hacterias ¥  hongos. Frecuentemsnte, ik
embargo, aparece un infiltrads pulmonar intersticial debi-
do, o bien a CHV, a pneumocystis carinii, a adencsvirus o a
herpes cimplex. El tratamiente profilictico con cotrimoXa-
gol v la utalizacidn de nemoderivados CHY  seronegativos
pueden ayudar a prevenir la aparicidn de estas nsumonias,

d] Fase post THO tardia [ a partir del 4fa +1080): & partir
de este momento, &1 riesge de infeccciones 5 mas balo.
salvo en aguelleos pacientes gue presentan EICH crdnica, en
los cuales pueden aparecer infecclones bacterianas, espe-
cialmente Ppacterias epcapsuladas. También son freguentes

las infecciones virales, zobre tods por varicela zoster.,
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1.1.7 QUIMERAS MIXTAS

Uno de los= problemas gue suscita mayoer especulacion en ol
ambito del TMO, €3 la incidencia de guimeras mixtas ¥ su
Telacicn con la recalda leucémica. A pesar de gque loas regi-
meRes de acondicronamiento == Eensaba U Eran
erradicativos, se publicaron algunos casecs gue demosirarcon
la recuperacidn de la nemopevesis del receptor post-THO
{Thomas et al, 197ha, Sparkes et al, 1%77). Las c&lula= que
scbreviven al TMO pueden ser cé&lulas residuales normales o
bien tumorales. Cuando & identifican células neopléasicas
del raceptor en el post-T¢Md, 4 menuds, aungue no sSiempre
implican recaida leusémica (Thomas et al, 1982; Faccaria et
al, 1987; Arthur et al, 19E8; Frasscond et al, 1983). Cuando
égtazs son células hematopoyética=s normales de} receptor,
pueden rechazar al dopante (Bossarman et al, 198%9; Hernan
et al, 14937; Champlin ot al, 1%873) o bien llemar a ser
tolerantes con  la mddula del donante ¥ contribuyen al es-
tablecimients de quimeras mixtas (Lawler et al, 1984,
Schmitz et al, 19%BS, Walker ot al, 1936}, En los inilcios
del TMO ze hakian publicadc pocos casos de guimeras mixtas
[Branch &t al, 198%;: Sipnger et al, 1983) zon tratamisntos
de acondiciconamients hablituales, pero ccon la inclusidn  de
métodos mis sensibles para so deteccidn, come es el estudio
de los polimorfismos del ADN, se ha wvisto gue la incidensia
de las mismas ez mucho mayor, oscllandc eptre un 11-57% de
los pacientes =zometidos a THMD, sin tratamientoc "ex vivo' de
ra médula (Thomas @t al, 1982; Lawler et al, 1%84; Blazar
et al, 1985; Ginsburg et al, 1985%; Vincent et ai, E986;
Hill &t al, 19B6; Walker et al, 19B6; Petz et al, 19%987; Yam
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et al, 1%&87; Bertheas &t gl, L9827, Con las modificaciones
de los tratamienicos de acondiciopamienta, el tratamiento de
la mé&dula &=sea "ex wive', esfa incidencia ze =zitda por
encima del §¢0% de leos cascs {Fowlegs et al, 1983; Schimdt et
al, 1985; Blazar et al, 1%55; Walker et ai, 19%E6; Bretagne
et al, 1987; de Witte et al, 1%37; Eertheag et al, 1%2&;
Schattenberg et al, 1989; Hay et al, 19%0). En los casgs de
incompatibilidad ARD mayor v debide a la deteccidn de alao-
anticuerpos, ¥etz et al (1987} esncontraron una mayocr in-
cidencia de guimeras mixtas, reflejandc probablemente una
mayor sensibilidad de las técnicas de estudio, Hill et al
{1986) denostrarcn, mediante estudio citogenético, una alta
incidencsia de guimeras mixtas en pacientes con AR acotni-
dicionadoas s48le con gquimiaterapia. En este estudic la maye-
rfa de pacientes revertieron a guimera total al afo del
THO, 21 Dbien algunos estudiocs indican que el kecho de tener
una guimera mixta implica un mayer riesgo de recaida  leuce-
mica [(Lawler et al, 19&4; Walker et al, L98&; EBretagne et
al, 1387, andlisis mas Ieclentes sugieren 4gue nd  eXiste
mayor incidencia de recalda {Schmitz et al, 1985; Patz et

al, L987; Schattenkerg et al, 1989; Roy =t al, 1%99]).

1.1.8 RECAIDA LEUCEMICA FOST TRASPLANTE DE MEDULA OSEA

Uno de los problemas mds Serins gue presentan los  pacisntes
sometidos a THEO alogénico es la recalida leucémica. Esta Se
observa &n un 20-€0% de los pacientes, dependiende del tipo
de leucemiad y del estado en gue se realizd el THO (Thomas

et al, 15333; Thomas =t al, 1983b; Barrett et al, 198%;].
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Estudios ne centrelades muestran gue la incidencia de reci-
diva leuceémica =n  la LANL oscila entre el 0-40% {Thomas et
al, 1979; Ciift et =21, 1987; Champlin et al, 19585%). Recien-
temanta, Barrett 2t al (1%8%9) ha publizado la incidencia de
recgidas post-THO en pacientes con LAL, analizande les
dates del TIaternaticnal Bone Marrew Regiztry. De &9 pa-
ciegntes estudiades, la erohakilidad de recalda, a las 5
aftes, fué de up 27% en pacientes menores de 16 anos ¥ Ge un
30% en adueltos trasplantades en 12 RC, mientras que L&
probabilidad de recaida, a los % afios, en pacilentes tras-
plantadas &n 22 RC  fué de un 52%, tantc ep nifics como en
adultos. La recidiva leucdmica suele aparecetr entre 1 ¥ 36
meses post-THD {Boyd et al, 1922). El grupo de Seattle
analizd el Iindice de recaildas tardias post-TMD en pacientes
con méas de 2 afics de seguimlento (Witherspoon et al, 1926).
De 222 pacasntes con LA ¥ con un seguimiento de entre
2-:4 .2 afies, encontraron 17 recaidas, gue aparecleran apnfre
log 2-6,3 afies post-THO. & partir de los 6,2 afies no se ha
descrito ninguna recaida (Elfenhein et al, 197&; 0Olif st al
1978; Witherspoen et al 1986), siende la descrita por Wi-
therspoon, gue oourridé a los & del 7THO, la mas tardia. De
los 11 cases en gque pude estudiarse el origen de la recai-
da, en b fué a partir de cé&lulas residuales del receptor,
gn otros 5 £as50s5 no 5 disponia de marcadeores vy en 1 caso
el ectudic con los polimorfismos del ADN demostrd recaids a
partir de celulas del donante [Witherspoon et al,  1985).
Las recidivas gue aparesen a partir de 2 afios post THO ze
tratan, probablemente, de segundas neoplasias {Witherspoon
et al, 1986). La mayoria se eriginan a partir de células

residuales del receptor, aungue s5e han descrito varios
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casos de recafdas leucémicas a partir de células del donan-
te (Tahla 11.4), Boyd =t al, (14922 walord gue la inciden-
cia de recidivas a partir de células del donante era de un
5% . Es de destacar gue de todos los casos publicades  como
residivas del donante en solo 5 se realizd estudic molecu-
lar para su documentacidén. Dos casos de recidiva del donan-
te se demostraron a4 2 partir del estudic de las  i1scenszlmas
leysaeitarios v el resto s nicieron gnicamentes con anadli-
2is Citogenéticos. Muy recientemente Stein et al [195%) W
llage et al, (1989], publican dos casocs de recidiva leuceni-
ca post THO, escudiande el origen de la recidiva mediante
estdia citogendtics ¥ analisis molecular con los Fragnen-
tos de Restrieccisan de Longitud Pelimdrfica (FPRLE). En ambos
trabajos, el astudio citogenégtico demostrd gque la recalda
28 originapa a partir de cé&lulas del donante, wmientras Jque
el estudio molecular demostrd, en ambos, gue la misma tenia
su origen 21  las células residuales del receptar. Estos
resultados muestran la dificultagd para asignar definitiva-

mapte un origen determianado a las recaidas post THO.

1.1.% DEMOSTRACION DEL IMPLANTE

El obistivo dal TMO es el reempilazamiente de las celulas
linfohematopoyéticas dal recepter por un sistema  lin-
fohematopoyético de un donante sano. Para documentar v
taraccerizar el implante post-TMO las células del receptor
y del donante deben distinguirse unas de otras. En la Tabla

11.5 se muestran las pruebas necesarias paxa ello.
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1.2 MARCADORES GENETICOS EN EL ESTUDIC DEL INJERTO MEDULAR

Uha veg 58 ha procedido a la infusidn de médula d=ea, el
paclente permatnece aplasico durante 2-4 semapnas, despues de
las cualez =22 inicia una leata recuperacidn periférica.
Finalmente, todas lags células hepatopoyéticas, incluyende
los linfaciteos ¥ las células del sistema mononuclear-fago-
citico, zerdn derivadas de las células del donante. En
cuanto al arigen de ias células del estroma en el post-
THO, mientras algunss autores han demestrads un  gepnotipo
ioual al del receptor {(Siomons &b al, 19870, otros kan
ahljetivade Qque s ariglinan a partir de ¢&lulas del donante

(¥eating et al, 19821},

1.2.1 BSTUDIO EXTENSO DE HEMATIES

1.2,2.1 ANTIGENOS ERITECCITARIOS

El estudic del fenctips eritrocitario &5 upne de las mar-
cadores genéticeos més frecuentemente utilizados en el post-
TMO, para la demostracisn del implante ({Sparkes et al,
1977;: Blume et al, L9%80%; Branch et al, 1982). Al ut:lizar
un amplic panel de antfgenos se ha visto gue entre un 3 ¥
9% Ada parejas deonante-receptor analizadas en el pre-THD,
segiin  las series, nc dispeonen de marcadores eritrecitarios
diferenciados para &) estudio post-THO, 531 se utiliZzan los
antisusercs miés frecuentes ({Petz et al, 1%87; Bdr et al,

1589y, El estudie de los antigencs eritrocitariss es un
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metode £fA0il  deé realizar ¥y altamente sensible, 51 bien en
ocasiones es dificil analizar el fenotipo pretrzsplante del
receptor debido a :as miltiples transfusiones gue puede
haker recikide el paciente. Las transfusicnes post-TMO
hacen dificil de ewvaluar 1 injertoe hasta gue no hayan
pasado mas de 3-4 mesez de  la ultima transfusion {Petz et
al, 1987). EZin embargo, Van Diik et al (1987) demuesstran
con 1z aplicacidn de un pregrama  transfusicnal =1 1molante
a la= 2 semanas del TMO ¥, ep 21 71% de los casos, al mes
del THMZ. WUn hechs & tener en cusnkta es5 gue =] estudio de
los antigenocs eritrocitariocs analiza solamente una linea
celular, la eritrocitica.

Otra téepica Util para determinar la quimera de serie roja
#n el post THO es la utllizacidén de microesferas {luores-
centes unidas a anti IgG humano (de Map et al, 1988; Bir et
al, 1949), La sensibilidad de la tésnica &5 segqun los quto-
res muy alta permitiendo detectar 1 «célula positiva pox
cada 10.000 hematies negativos ¥y poseese  también una alta

espesrficidad.

DEFINICION DE MARCADORES DEL RECEFTOR Y DEL DONANTE

Cuandn el receptor posee un antigens eritrocitario del que
carece el donante se dice que este antigeto es un marcador
del receptor.

Par el contrario, cuande el deonante posee un  antigenc eri-
trocitaric gue ko 52 encuentra presente en  los hematies del
receptor se& dice gue ese antigenc es un marcader del donan-

te.
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1.2.1.2 ENZIMAS ERITROCITARIOS

El estudio de 1os enzimas eritrocitarios es aotro de los
métodos empleadosz para 2l andlisis del implante, perc ado-
vece de los mismos problemas gque el estudic del fenoripo
eritrocsitaria, ademdas, de que no es un méetodo tan facil de

realizar ¥ no es5td a disposicidan de todos los laboratorios.

1.2.2 ALOTIFCS DE LAR INMUNOGLOBULIHASL

Otro de los méteodes utilizades: para evaluar la gquimera es
ls determinacicon de los alotipos de las iomunoglobulinas,
pero tiene 2] mismo incovenisnte gque el estudio del fenoti-
po eritrocitario, e=to &5 la necesidad de efectuar el es-
tudic en ausensia de transfusiones previas ¥ que farac-
verizar los alotipos de  las inmunogleobulinas es  un método
caro ¥y ng disponible, como el estudic del fenoctips eritro-
citarice. El grupo de Seattle (Witherspoon et al, 197&8) de
420 THO alogénicos s58lc pudieron efestuar estudioc de gquime-
ra, por este nétode, en 2% pacientes. fon esta técnica
determinaron oue las  inmunoglobulinas post-THO eran  del
donante, en % pacientes. Este, segun Pet2 et al, (1987), es
el méteds mis sensikble para  la detgccidn de guimeras mix-

tas,
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1.2.2 ESTUDIO CITOGENETICO

El estudlie citogenético s ha utilizado frecuentements an
g2l post-TMO para diferenciar células del donante vy del
receptor en adquellos casos  en gue 0o eXiste 1dentidad se-
¥ua: ¢ kien en casg de identridad sexual, cuando existen
reclones polimdrficas caracteristicas o marcadeores cromoso-
micoes no constitucicnales gue permiten difsrenmstar al  de-
nante del receptor en c¢é£lulas en divisidn (Lawler et al
1984; Schamtz et al, 198%; Godde-Salz, 1%86; Walker et  al.
1985; Lawler et al, 19%87; Khoknar et al. 1987; Bertheas ot
al, 1983; Hill et al, 19%86; Arthur et al, 1983; Przeporka
et al, 1982, BZessarego 2t al, 1539).

El estudino citogendticoe opost-THD tiene como principales
limitasiones el gue ean cada andlicis s5e evaluan s6lo de 27
a 50 ¢élulas. Por otra parte, 2l cilitogenetista depende de
las leyes de la prebabilidad v debe examinar 30 metafases
para excluir con un 95% de confianza que 1 de cada 10 cdélu-
las =8 originar en el receptor v mds de 59 rnetafases para
excluir la presencia de un 5% de  célulasz del receptor
(Hook, 1577%). Adends, el analisi= cromosdmico evalda sdlc
la fracoien de gélulas gue estin o&n mitosis,

En un estudia realizado por Lawler et 3l [1984) pudisron
demostrar inplante & las 2 semanas del THO, mientras gue &n
7 de 39 pacientes encontrarch células residuales del recep-
tor a2 partir de la novena semana post-THO. En ofros  e5-
tudios Walker et al [1986) ehncentrarcon <gue en aguelilas
cazps en gue antes de las 6 semanas post-THO se  detectaba
hemgpovesis del raceptor tenian buen prondstico, mientras

que en aguelles en gue la deteccidn de hemopoyesis  del
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receptor aparecia &4 2 partir de ias & semanas la maycrila
presentd recajida. EBp Los casos de TMD con medula dsea +tra-
tada “in vitre" la incidencia de guimeras mixtas detectadas
con el andlisis citogendtico 5 musho mids alta con persis-
tencia de anomalias cromcsomicas no clenales [(Lawler ot al,
1987). En lgs pacientes diagnoasticados de LMC  cromosoma
Ph'+ v sometidos a2 THD el estudioc cromosdmics secuencial
demostrd en 84 paclentes estudiados por Arthur et al
(1988), la persistencia de metafases Ph'+ epn 24 de 483 pa-
cientes, en 16 casos antes del primer afic ¥y en 3 mas tar-
diamente. En  les gascs de receptorez  de madulas tratadas
con anticuerpes anti-T "in vitye" la aparicidn de calulas
Phf+ fue mids frecusnbte gque én los oasos de medula no trata-
da (1% de 28 wversus 5 de 20} {Arthur et al, 1983). Mientras
qua 21 Y9 cascs su aparicion precedid a2 la recaida leucémica
gnt 11 pacientes po implicd recafda. En los casos de recaida
past-THO &1 estudic citogendtico ¥a mestrade tambien =u
efectividad, sobre todo en 1oE casos en gue habkla anomalias
cromosdémicas no  constituwcicnales (Deeg et al, 1984 Arthur
et al, 1985; Qffit et al, 19%0}. Se han publicadc hasta el
inomento 2 Cas305 eh gue, mediante el andlisls clitogenético,
2 demostrd gue ia recaida medular provenia de las células
del donante ¥ &l estudio molacular demostrd, al contrario,
que la misma &e& originaba a partir de cflulas del receptar
[Haoe =t al, 1%89; Stein et e}, 1989}, a1 analizar las
recaldas leucémicas gost-THMD a partir de células del donan-
te publicadas hasta ahora, se observa gque en la mavoria de
casos [ Fialkew et al 1971; Thomas et al, 1972; Goh et al,
1977; Hewburger et al, 1%B81l; Elfenbeim =&t a1, 197E; 3Smith

et al, 1%B%:. Schmitz et al, 1987; Marmont et al, 1924), el
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estudie se ha bhasado dnicamente en el andlisis citogendti-

co .

1.2.3.1 OTROES

La utilzzacidén de las técnicas de visualizacién de la cro-
matina de Barr ¥ €l analisis del cuerps ¥ 560 otros métodos
empleados para el estudie de la 4guimera [Singer et al,
1983; Beyd et al, 1982, Themas et al, 1972, Eibera et al,
19887, Come Limitacicnes presenta el hecho de gque, al  igual
gue en el estudic ciltogendtico, reguiere un ndmero adecuada
de células en mitosis v la no ldentidad sexual entre donan-
te ¥ receptoy, pero tiene la wventaja de gue permite saber
el tipo de célula gue se e3td analizandg. Qtro de los pro-
blemas 23 qgue, €0 el melor d¢  los ¢asegs, 2. porcentaje de
céluelas ¥ en €l hombre es entre 49-B4% vy en las mujeres
entre &l 0-5%, lo gue difigulta su valoracidn (Cocclia 2T

al, 1980; Keating =t al, 19282).
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1.3 LA BIOLOGIA MOLECULAR EN EL ESTUDIO DEL INJERTO MEDULAR

Para el estudic del ADHN existen dos técnicas fundamentales:
la rotura especifica del ADN mediante los enzimas de res-
triccidn y la adentificasidn de las szecuencias de ADH  de
interés, gracias al métedeo Southern v a4 1a utilizacidn de
sondas,

Las enzimas de restriccldn rompen el ADN cuando eXiste en
&l mismo una seflal especifica  llamada diana de restriccidn
¥ lo hacen de forma distinta seaqun el enzama {(Figura Z3.13).
Las sondas genédticas son fragmentos de ADN gue se utililizan
para la localizacidn de secuencias de 1nterds vy pueden
corresponder a un fragmento  de ADN gendmico {contiens in-
Lrones ¥ exonest 9 a un AN complementario obtenido a par-
t1r de  ur ARN mensajero mediante la accidn de La transcrip-
tasga reversa.

Las =zondas gpueden correspeonder v por tante identificar un
gen conocidc ¥ se denominan sondas especificas o bien pue-
den recopocer una zong del gepnoma cuya funcisn se descohoz-

=3 ¥ se dehnominah, £n este caso, sondas andnimas.

1.3.1 LGS POLIMORFISMOS DEL ADH

21 hien ertimcldgicamente la palabra polimorfisme significa
sinplemente varias formas, se ha definade como polimorfismo
gendtico el rasgo gue transmitide ¢on caracter mendellano
pxiste en una poblacidn determinada presentande como minwmo
dos fenotipos, ambos con una  frecusncia superior al 1%,

Esta definicidn se aplica también a 1los polimorfismos  del
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ADN.

En el ADM humanc, unoe de zada pocos cientas de sucledtidas
varia de un individuo a otyro v en  algunos casos las dife-
rencias de las secuencias del ADN  an una poblacidn deter-
minada son pelimarficas. El primer hallazgo, en humanos=s, de
la aplizacidn de une de estos polimorfismos se debe a  Kan
and Dezy 4gue en 1978 observaron oue cuando =1 ADN de dis-
tintos individues se digiere con el enzima de restriccidn
Hpal, el fragmento gue contiens el gen de la glokina beta,
vigsualizado por el método de Southern, es de longitud dfi-
ferente de un individuo 4 otro, midiends ssgun los  ¢asos
P, 7.6 4 13 kilobases (Kb). Esta diferenc:a se debe a un
Folimorfi=mo de ciertas secyuenciazs de ADN localizadas cerca
del gen de 1a glohina beta {(Figura 13.2). Debido al cambic
de un nucledtido gque modifica una diana de restricoidn del
enzima Hpal, &ste no puede £ortar =l ADN hasta gue aparece
otra de sus dianas de restriccidn, ic gue da iugar a un
fragmente mis largo (13 kb)), En otros casgs el polimorfis-
mo, en lugar de suprimir Una diana, crea  uha nueva: es el

arigen del fragmento de 7.0 Hb.,

1.3.2 TIPO DE POLIMORFISMQS

Existen bdidsicamente dos tipos de polimorfismos: 1oz diale-
iices vy los multialdlicos.

Los polamorfismes daalélicos son los més frecuentes v cor-
vesponden a polimorfismos debidos a una mutagcicon puntual
gque eliminan o creakr un sitio de restriccidn para ur deter-

minads enziima.
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Los polimorfismos multialélicos aparessen coms  coansecusncila
de recrcenamientns o de rTepeticidn de secuencias de ADN.  Se
trata, muy a menudo, de una secuepncla repetida en tandem en
un determinadoe lugar del gencma. E1 mimers de unidades de
repeticicn varia de un  individus a otro dardes lugas a  los
diferentes alelos. Parece ser gue la existencia de secuen-
clag repetidas favorece los schrecruzamientos noe homélogos
responsables de la aparicidn de cromesSomis recomblnantes
gue poseen un numers wvariable de secuencilas. 3e denominan
thinizatélirtes o VNTR [(variable number tandems repeats), las
regiones del genoma gue goseen, en uUna distancia relativa-
mente corta, Juna crganizacicn de ADN satélite (aglomeracidn
de secuencias repetitivas =n  tandem). Las sondas gque cor-
respocnden a reglones hipervariables miaisatélites fueran
descublertas peor Jeffreys (19%85%). Son secuencias gue tienen
en comln un motivo central de 11 a 16 pares de bases ¥y gque
So.. reperitivas, dispersas v ouy polimadrficas. 3e han loca-
lizado en todos los oromosomas excepto en el X oy en 21 Y.,
Este tipo de sondas es muy Util precisamente para d.iferen-
c1ar  individuos gepdticamente similares oome Son las pare-
las donante-receptor en el THD.

Los fragmentos de zestrliccidn de  longitud pelimerfica
{FRLP), representan una fuente caszl Llimitada de matcadores
gqanéticos del genoma  humano ¥ sy eXistencia puede eviden-
ciarse empleando sualguier o4élula nuecleada del organisnec

come fuente de ADN.
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1.3.3 CONTENIDO DE INFORMACION DE UN POLIMORFISMQ (CIP)

Fara gue un TRLP pueda =ser utilizade como marcador gendgtico
debe coarresgponder a un locus individualizado ¥ ser infor-
mativo,

El grado de informacidn sz& define por la probabilidad para
un individuoc de ser heterozigoto en Un  locus determinado,
e5 decir de llevar a la wvez 2 alelos diferentes. Esta pro-
kapilidad depende de 1a frecuencia de los alelos en la
peblacién. Para loz situados en el cromosoma X, sals  las
mujeras puecen ser heterozigotas. Dicha probkabilidad se
expresa como el CIP ¢ contenido de informacidn de un poli-
marfismo, gue se calcula a partir de la frecuencia de 1las
alelos en una poblacién determinada ¥ &5 una medida de la
proabpakilidad de gue la contribucidn d8 las  sromozomas pa-
ternos pueda ser determinado en la descendencia. Para  las
sondas con un CIP més alto, la probabilidad predict:iva de
distinguir hermancos e aproXima al mdxime tedrico de un 7E%
{Knowlton et al, 1985)., El rasultado de 1los estudios reali-
zadoz por Knowlton et al (19861, oon 12 zondazs altamente
polimdrficas, mostrd que la probakilidad de que 2 hermancs
sean idénticoas es sdlo de 1,3x107%.

El CIF de lasz sondas dialdlicas puede calcularse a partir
de la ley de Hardy-Weinberg. A partir de dicha ley, =ze
deduce que el porcentaje midximo de heterozigotos es 1gual
al 50% cuando les doz alelos tienen la misma frecusencia eni
la poblacidn (p=¢g=1). Cuando mds alto sea el CIP, mds ut:l
serd el método. El valor mdximo da CIF es de 0,38 para un
FRLF autcsdmice v 0,50 para un FELP ligado al cromosons X.

Para calcular e1 CIP de las scndas muwitialélicas hemos de
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recurrir 4 Botstein &t al (1980}, En el caso de las sondas
multialelicas autosdmicas el wvalor maximo del CIP dependera
del numerc médximo de alelos del locus v siempre tiende a 1.
Asimisma, e 21 casc de las sondas multialélicas ligadas al

sexo 2] vwalor mdxime de CIF zera de 1.

1.3.4 DEFINICION DE POLIHMORFISHMC INFOEMATIVO

Cuands los  andlisis, con unag sonda determinada, detectan
dos patrones distintes, uno del genctipo del paciente ¥
ptro correspoandiente al del donante (pudiéendoz=e distinguir
claramente uno de oftra)l s clasifica como polimorfismc
infocrmative. Cuando los patrones son 1déntices se clasifica
care no informative  {(Figura 13.3, muestras recegior-HE- v
donpante-0- n2 2). Si un polimorfismc informatiyo resulta de
la presencia de ura handa en =1 AN del paciente, la cual
ezta ausente en o) ADN de]l donante, esta sonda =erda optima
para detectar niveles muy bajos de celulas residuales del
receptar &n el post-THO ¥ =6 clasifica como "maxima infor-
mativa-paciente™ {(Figura 13.4, R vy b n2 4). De forma andla-
ga, una sopda polimdrfica gue detecte una Unica banda en el
denante, no  presente en el paciente, se clasifica come
"midxima inhformativa-donante'" {Figura 13.3, muastras & y D
n2 by, A veces, una sonda polindrfica  pusde detectar uha
banda tinica del paciente ¥ una del donante ¥y, entonces, s&
claszifica como "maxima infermativa-paciente y donante”
{Figura 12.3, muestras E y D n2 1, 3 v 4].

Para poder demostrar la presencia de ceélulas residuales  del

receptar eh el post-THOD, los polimorfismos obrenidos e el

449



estudic pra-TMO deben ser o bren midxzimes infermatives re-
cector o maAXlmoes informatiwves donante-receptor (Ginsburg,

LoEL}.

1.3.5 AFLICACION DE LAS TECNICAS DEL APN RECOMEINANTE AL
ESTUDIO DEL IMPLANTE MEDULAR

La utilizaerien de lagz secuenciss polimbdrficas del ADN, &=
un método  informative ¥ versatil para poder distinguir
células del denante v de) receptor (Blazar et al, 1925;
Ginsburg et al, 1%&5; Witnerspoon et al, 1985; Hinden et
al, 1985; Schunbach et al, 1982; Knowlton et al, 1986; Yam
et al, 1%87). Dicha téctica tiene la wentaja, sobre loz
otros métodos  ftradicionales, de gque es :independiente de la
identidad o no de sexo, de las transfiusiones realizadas en
el rerisde inicial post-THQ v de que son susceptibles da
analizis todas las ceélulas nucleadas. De hecho, pueden ser
eztudiados todos los  pacientess gue sSean sometidos a  THO
aleogeéniceo, salwvo aguellos gque dispeonen de ur donante gemals
upiviteline. En estos ©asos, el estudio de los FRLE ouede
ser dtil para confirmar la nonocigocia (Jones et al, 1987).

Otra de las wventajas del estudie de los FRLEP £5 50 alteo
grade de zensibilidad, pudiends detectar nediante la com-
kitndcidn enzima-sconda adecuada, la presencia de hasta un 1%
da c&lulas residualas del receptor o del donante (Khnowlton
2t al, 1986). Este hecho hace gue Eea muy Util para poner
de manifiesto la presencia de guimeras mixtas, en aguellas
cacog e que =1 porcentaje de celulas residuales =ea  muy

bajo ¥ no puadan ser detectados por otros métodos de es-
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tudio. Ze han publicade diversos trabajos en  gque mediante
esta Tecnica se ha demostrade gue la oresencia de guimeras
miXtas es5 mds frecuente de lo esperads schre todo en THO
con tratamiente "in vitre" de la médula v gquizds, lo gue es
m&s importante, gue su presencia no se correlaciona con un
mayor indice de recaidas leucémicas {Petz et al, 1937
Schattenkerg et al, 198%; Boy &t al, 19207,

Asimisme, 25 un método muy sensible para estudiar el arigen
de las recaidas leucémicas. En la mavyoria de casos las
recaldas leucédimicas estudiadas se origikan a parctir de
celulas del receptor {(Minden et al, 1%853; Ginshurg et al,
1985; Fanessan et al, 1937; Min et al, 1988; Brunet et al,.
1959). En algunes casecse se ha podide demostrar gue  las
recaldas se han originado a partir de células del donante
(Witherspoon et al, 1985; Schunbach et al, 1982, Ademds
gste metods es de gran urtilidad en casos en que 52 ha s505-
pechado recaidas a partir de células del denante mediante
andlisis citogenetics ¥ al realizar el estudio mediante los
FRLE =& ha demostradoe gue la misma =2& criginaba a expencsas
de células del receptor [Naoe et al, 198%; Stein et al,
19897,

=1



TABLA 11.1 ENFEEMEDADES SUSCEPTIBLES DE TEASPLANTE
ALOGENICO DE MEDULA JSEAR

Malignas

Ho malignas

adquiricas

Congénitas

Leucemia aguda o
linfebldstica

Leucemta aguda
linfohlistica

Lebucemia mielode
cranica

Preloucenia

Mielofibhroszsis
aguda

Mieloma multiple

Leucemia linfatica

crénica

Anemia aplastica

Hemoglohinuria
raroxiztica
nocturna

Hielofibrosis
idiopatica

Enfermedad de Waldenstrom

Triccleucaosis

Linfoma no Hodgkin

enfermedad de Hodgkin

Inmunodeficiencias
Talasemia major
Anemia de Fanconi
Anemia hipoplastica
Mucocpolisacaridosis

Orras enfermedades
1iso=omales

Defectos &secs

Mucolipido=is
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TABLA 11.3 CLASIFICACION CLINICOPATOLOGICA DE LA ETCH
CREOMICA

EICH limitrada
Cualguiera de ambos:
l1.- Afectacidp cutanea localigada

2.- Afectacian hepatica debida a EICH crenica

EICH extensa
Cualguiera:
l.- Afectacidn cutdnea generalizada; o

Z2.= Afectacidn localizada de la piel v/o afectacidn
hepdtaca debido a EICH crdnico mas:

4.- Histolegia hepdrtica mostrande hepatitis <crdnica
agresiva, puentes de NeCcIgsSls 0 CAFTOsS1sS; o

.- Afectacidn ocular {test de 5S5irmer con menoz de2 5 mm
de humedad); o

c.- Afectacidn de las glandulas salivares menoras o de
}a mugosa oral demostrade por biopsia; o©

d.- Afectapion de cualquier otro Groano

de Shulman et al. Am J Med £0:Z04-217; 1930
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TABLA 11.5 MWETODOS DE DOCUMENTACICON DEL IMFLANTE

Estudio de los hematies - Antigencos
- Enzimas
Estudioc citogenstico - Cromoscmas sexuales

- Marcadores cromosdmicos
- Cuergo ¥
Eztudio HLRE
AMlotipos de las inmuncglohulinas

Fracmentos de Restriccecidn de Leongirud Polimérfica (FRLE)
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1T oA =
T i
- B - .
Figura 13.1: Mecaniasmp de accidén de los enzimas de

restraccidn. En 13 parte supericr de  la figura se
esquematiza cdmo alguncs enzimas de restricecidn certan 21
ADN en &l centro de la diana de restriccidn. En la parte
inferior Se esguematiza el modeo en gue oLrog enzimas Cortan

el ADN, reconociends en cada una de  las hebras la diana de
restriccidn.
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Figura 13.2: Esquema Jdel polimorfismo Hpa I

fragmentos de restriceidn polimdrfices gue comtienen
de la beta-globina

oY

¥ los
el gen



D‘JRED[H D!R

3 4 5

D]R D

= ' -

bl -
b e i

Figura 13.3;
obtenido al
digestidn con el enzi
la zonda S5t-14,

estudiar

= 1z
: "*#n-- -

PR PPN E. . HEE - L=

- RN R ." e ti. . '_
A, "'\..r.r_ . ._. L L P
Eed

Bl 1

u&u-ﬂmﬁn#-

[0 TR LR

T e T T J
- '

LR . -t d.

e — A ik e meer

Taq I / S5t-14

Auterradiografia
2 parejas
Tag T ¥ posterior hibridacidn

ma

que muestra el patrdn
donante-receptor mediantce
o

60



RDIRDIR D_JRR |Rn
o R s
e i }_’.Ib-” .3.”;* @q ;
L EN R e G
o WE L e L B
.. ‘.."...." .,'5' '-" '- ..“. -':.
o 0D
Hinc II / Pseudobeta
Fioura 13.4: RButorradicgrafia gue muestra el patrsn
obtenide al estudiar 5 parejas donante-recephtor mediante

digesticn con el enzima Hinc
la srnga pseudo-heta.

g1

11 v postericor hibridacidn con



Z OBJETIVOS

B2



El estudio del fenotipo eritrocitario v el analisis citoge-
nético han si1do desde los inicios del TMO los marcadores
genetlcos mds utrlizados para  la valaraciédn del implante de
la mé&dula Ssea del donante, MAs recientemsnte, la intro-
duccion  de la tecnologia del ADN  recombinante ha permitide
profundizar en el estudio del origen de las  pohklaciones

celulares en el post-THMD.

Los chjetivos de egta Tesils nan sido:

1. - Ewvaluar la contribucidn, e=n la valoracian el wmplante
medular, de los tres marcadores genéticas:
- Estudio del fenctipo er:trocitario
- Andlisis citogendtico

- Anfilisis de los polimerfismes del ADH
2.~ Anaiizar la wrilidad de los distintos métodos en la
detaccidn de guimeras totales v mixtas ¥ =sU relacidn

con el riesgo de recaida.

3.- Determinar 1 wvalar de cada une de 1os tres métodos en

el estudic del arigen de la recaida.
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3 PACIENTEZ Y HETODOS
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3.1 BACIENTES

1.7



3.1.1 FASE FRE-THO

Desde Marzo de 1986 hasta Marzo de 1999 se han estudiade
prospectivamente A7 paclientes Con 3uUs respectives donantes.
En la Tabkla 31.1 se aexponen las caracteristicas clinicas de
los 640 pacientes gue posteriorments fueron sometidos a THO.
De las 82 parejas donante-regceptor pstudiadas en 42 habia
diferencia de sexo entre donanté ¥ receptor, en & pacientes
gg practicyd estudic citogenético previo al THO, en 1% se
practicd tipaje extensa de hematies v en ) parejas cSe
gfectud el estudico de leos polimorfismos  del  ADN (en 2
pacientes no se pudo abhtener musstra #=n la fase ore-THO,
para su astudio]).

e los £6 pacientes sometidos a TMO, en 42 el THO se realti-
24 en la Unitat d'Hematologia Clinica 1 Serveil de Pediatria
del Hospital de la Santa Crer 1 Sant Faud, mientras gue en
las resrantes 24 pacientes &l THD se realizd ern la Escuela
de Hematologla Farreras Valenti 4de l'Hospital <Clinic de
Barcalona.

En las Figuras 31.1 v Il1.Z s muestraz la distribucidn, par
enfermedades, de 1l 66 pacientes sometidos a THO., De los
28 pacientes con LAL, 10 fueren sometides a TMD en 12 RO,
15 en 22 RC ¥ 3 pacientes en 33 & subsecuentes RO, De 1os
19 pacientes con LANL, 11 fueron sometidos a THD en 1@ RT,
& en 28 RC, 1 paciente en 38 RC ¥ 1 en recaida. De los
pacientes con LME, 6 estaban en fase créntca de su enfer-
medad en &l momento del THO v 1 pacisnte en corigis bldsti-
ca, Los 2 pacientes con enfermedad de Hodgkin estaban  en
recaida sensible al tratamiente #n 1 caso vy £n remisicén

parc:ial en el otro; En todos los  casos excepte en 4 (UPN
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27, UFN 14, UFH 100 y UPH Z61C), &l THD se realizd a partir
de un donante HLA compatible, cultive mixto linfocitario
negative,. En 14 pacientes existia incompatibilidad de grupo
sanguineo ABQ mavor entre donante v receptor. Los regimenes
de acondiciecuamiento empleadns &stdn expuestos an 1la Tabla
31.1. En 5% pacientes c¢on leuscemia aguda (LAY, leucemia
mialotde crénica vy ARBT el tratamiento de accndicionamienta
conslstid en ciclofocsfamida (CY1 a la dosis de 120 mylfkg/Z
dias e ilrradiacaidn corporal total 10 Gy o fracecionada en §
desis con un total de :2.5 Gy, melfalan [MF) 140 mafl dia -+
pusuyifan (BU) le/mgtlkgld dias en uvna paciente. Los pa-
cientes con aplagia medular grave recibieron C¥ 200 ma/fko/d
dias e irradiacidn teoraco-abdominal & Gy. Los  pacientes
diagnosticados de ieucemia linfdtica <crdnica, mieloma
miltiple v enfermedad de Waldenstrim recibieren CY e ICT
racclionada a las mismas dosis gue eh los cases de LA mas
clorambucil . 6mgfkg/diafd dias. Lgs pacientes con enfer-
medad de Hodgkin (UPN 85 ¥y UPFN 14%), 8l paciente con tala-
seamia major (UBN 72) v el paciente con Osteopetrosis reci-

bieran BY masz CY.

3.1.2 FASE POST-THMO

Dz los &6 pacientes sometidos a THMO ze ha podio efectuar
segquimiento para wvalerar el implante medular en 50 pa-
clentes. Las causas por las gue no s2 ha podide evaluar el
implante en 1% pacientes restantes har side: a) por  exitus
g las primeros 21 diass post-THO en 10 casps; b)) fracasa

Adel implante en 1 paciente; ¢} en 3 cases no s& recibieron
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muestras para efectuar el zeguimienta v d) a los 2 dltimos
cascs se les practicd el TMD en el mes gue finalizd el
estudio. D& los 50 pacientes en los gque se pudo efestuar
estudic post-THO, para wvalorar &1 implarnte medular, sn 25
pacientes se pudo analizar la recuperacicn hematopoydética
mediante estudic del ferctipo eritrocitaric, en 17 pa-
Tclentes se practicd estudis citocgehdtice ¥ en 1los B0 se
efectud estudio molecular. En 13 cases se& ha podido ewvaluar
el inplante mediante los 3 métodes [fenotipo eritrocitaric,
estudio citegenétace v molecular) y n 17 pacientes se  ha
evaluado el implante mediante el estudio <itogenetico ¥
andlisis de los polimorfismoes del ADM. En 1a Takla 1.2 se
muestran las diferencias de sexo, diferencias del fenotipo
eritrocitarioc v diferencias de los pelimorfismeos del ADN en

los 50 pacientes sonmetides a THO,

3.1.3 RECOGIDA DE MUESTRAS

Eh 1ia faze pre-TMI se procedid a la extracoirdn de sansre
periférica v/o médula dsea del donante ¥ del xeceptor para
analisis del ADN ¥ estudic de antlgenos eritrocitaries.

En el post-THO e procedcid a la extraccidn de sangre peri-
férica vy/o médula d=ea del resesptor a4 iptervalas sematales
entre 2]l dia +14 ¥ la recuperacisn hematoldégica.  Posterior-
mente wuna vez al mes hasta ieos 3 neses, a los &6, 9, 1lZ
meses ¥ anualmente asi como en caso de recaida. En I rasos,
en que no se estud:id el paciente en la fase pre-THO con los
FRLE, s& realizd, en el post-THD, Biopsia de piel con

posterior cultive de fibroblastos para extraccidn de ADK
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somaticao.

En los rasos de incompatibilidad ABD maver o BER {reaceptor-,
donante +}, 1la «aloracidn del i1mplante se ha podido reali-
zar en fases mis precoces del post-THMO. En 21 resto de
pacientes se& ha estudiado e} implante a partir de los 3
meses de 1la dltima transfusidn.

Ent el caso de que domante ¥ receptor fueran de diferente
S5aX0 ¥io presentasen Ly marcador cromosdmico e
constitucianal sSe ha practicads estudio citogenético a

rntervalos wariakles en los pacientes sometidos a THMO.

3.1.4 DEFINICIUN DE IMPLANTE. QUIMERA TOTAL, QUIMERA MIXTA

Se define que una médula 4zea ha iwmplantado cuando ze
detectan cé&iulas hematcpoyvéticas del donante 4 partir del
dia +14 del TH(E.

Se define a un paciente come  “guimera tetal " cuando,
despues del THO, los estudios con marcadores genéticos
detectan sdlo c¢élulas linfohematoppyeticas del denante
(H1ill =r al, 1986).

Se define a wun receptor de un THO comoe "quimera mwmixta
linfohematopayética" & "guimera mixta" cuando, mediante los
estudios con narcadores genéticos, s5e detectan células  del
donante v del recepror a partir del d4ia +14 del THED (EHill
et al, 1%36). A efectos de andlisiz, ne se han excluldo los
casos eh que la gquimera mixta Fuera el preludiao de la

recaida leucemica a corta plaze.

T0



fPpPEUCTISEIF 43 [ TRULWUCPgR-0I€A0T UPGTIRIPRIAT (WLI ‘URTEITIW AW ‘URITNSNG C(IE

'Y PUTIOdSOTSTY WSS leaTirscod erydiopeTTUd BWOSOWOLD EITURID SRTOTITW BTWIINST +UJXF JWI
'BEoTISETOIUIT OU BPNEE BTWSINaT THY CTTONQUEXOTS (YTo fEDTUQID BOTIRIGTT eIWRITRT 071
TpnaTduon BRUTIUOD uoTsTwaX (a0 (elvielloylsw IYIW 13103 TRI0dasd UQTIORIPEIIT L3I
PRRTWEISOIOTITS LD ‘BOTISHIQOFUTIT EpPLEER FIWAINST 7IYT fUgdra a JIalow W JEITURID D
repnbr y ipedseny eijuos o3jielUT PERpsWIAIUS (HOIT ‘ajUatoed UOTSRITITIUSIPT SU M

eplpue] sTsdes 1> - YED+XIK I3I+ED 15 ac od BZ-1VT ASBE

epeIadnosy +LE M1 ¥ED YII+LD IS ¥ vy WiLE

opeladnasy +LE 15/1 ¥ED TL1I+4D IS 1 Ty AfGE

oodineN sTsdag BT I1S/11 XiKH AN+1T+AD IS 9¢ 04 BE-THYT WigE

204 +Zt 1541 LE] LOT+ED is 2z +UJID DIHT AfGE

IPINpaW 8y LT 15/1 X1 LOI+40 1% 11 ¥ BZ-TNYT AFRE
TeTE~-UTTD H10

UGTETWay +8¥ ON/ T X1HW +IST+AD 15 G b AfBE

Tex0F o3y L1 IS/III XIH LOT+A0 ON LT o8 B2-1¢1 AfLE

20d +EG 15/04 X1H L3I+XD I5 ¥ g 22-1¥1 H/ 6

TYNLIY  W/YIDNEA  OfY HOI13 OLNATHYN  JTAIIYd  SOMY OxEs/Ndn

QAY¥LSE -ILAd3dnE HOIS HOIDNIATYES —QIDIANODY -HOSOLSIH d¥dd  OQOILSDHOVYIA FLNIEIDNYd

OMI ¥ SOQILIHOS STINIAIIvd 507 EI SWOINITY SYILLSIHILIVEYD FITE YIHY.L

7l



BUOTSTW

fEpTWEISOFOTSTD AD YBOTISPIQORULY Ppnbe etwainel IVT CUPIvA
!gpnbe

'PpEUCTaoaRIF I4 ‘weIrnsnd A Y BUTIOdSOTOTR IWSD
'EITISE(q SISTID g7 ‘ealilsced eTydlspelTUd BUOSOWDID BITUCLDI SPTOTETW BTWeINIT +UdID DT

TEATAISPIQCIUTT ou Epnbe wrwasns] THYT CIc[El YTWIERTEI CHOLYH YV
WM fenaTducd UQTSIWSd 2¥ (93EPXSIIOUILW XIW fTFPioil TelodIod UQTIETPBIIT L0]
A TXalnw T FRSTULIS D

rardta{0w

‘v fpadsanl] BIJU0D 03I2(UT pEpAwWISIus HSTI ‘alustsed UQTIRLTITIUSRT SU I NAN

TEA0ads0 JICWaH > - ¥SI+X1H I3 ID21I+kD 1z gr 4 BE-TET ATEL
oODnBE HoI1d T> OHIAT ¥EI+E LA I4 LOT+LRD oM LT +4US3D 42 OHT AiEL
slueTduT Yooy ++Z - Y23+ X1 (§: R I3 g HOO¥H WIYL nfZE
AND STATI?O g ON/ I YEO+HXLH i1 LaT+RD Ig 0oF od BT-TNY] AlEG
d10+
815d35 +¥HI > - wEI+NIH I3 LOI+X% IS EF HH AfDG
g+ ARINPIU 2Dy ¥ ONSI YEI+HXIH Il LOI+RD Ig = Od EZ-T1W nf¥g
E+ARTODAW DIy ot QST WED S LM Id LaTI+LD I3 91 od EZ-1W1 AfTY
opnbe HOIZ Tz QN AT YED4ELH J4 LOT+HAD I8 L1 od #Z-TVI H/96
OF +IETORPI 2y
RT+EUTLEW T2y
BPT+3591 oy LT QMSI SO +XIH Il IOI+ED 1= a1 0¥ BT-1YT AFGS
a2 +9L OH/T YO+ X1 14 LAT+AD Ig FE od BT-THYT H/iES
T¥OLOY  HAVIOHEA P HOIZ CLHNATHYN 14T L¥d EOHY QXIS /NdN
CMIYIST  ~IA83dNS HOIT HOIJHNRATZHd -OIJICNODY  -HODOLSTH dwdl CQOILSONDYIU ALNATIOVd
DHL ¥ S0UILAWOS SHIMITDIVE 50T AG SYOINITTI SWOILLSTHILOVAND Q1" 1L YTEVL

72



JepeuUnTITRIT tI4 O URITnSNg nd YV EUTIcdsOTaTa IY¥SD

featytsed etydrepeTTyd ENMOSOWOID E2TUGID SPIOTaTW BPTWUSINZT ' +UdI) IWT ‘ROTISRIAOFUTT
o BpnhE eTWaoNaT IHYT O IBUTWOPHE-0ICI0] USTARTIRVIIT (YILI :IeTnpau eiselde gy
feaoTduss enuTilos USTSTWEI 03 (RJF¥aIloylaw (XIW '[2303 TelodIod UpIORTPEXAT L0]
PRpTWeISOIOTST) A0 {BOTISPIOQIUTT FRREER RLUdInal (I¥T ‘updava p faalne ‘W OJEDTUQID D
fepnbe vy padssny e3juor ojxsfur pepewlIsIus HOTH ‘ejuvstovd UOToESTITIUSRT SU NN

oo +Z1 Ob YE3+XLH Id4 LII+ED Is o 29 7T W/ZOT

TFagqaias dowsH 1 N - nd+xa (8]} T ESI504LBA0ILSC ASODT

Ieinpam 33y L O YEI+NIHW Id EOI+ARD IS €T o4 eZ-T¥1 rBE

deucwTng dow=H c o WEI+X1LH 4 L3I+LD I3 8T Sd BZ-THYT Aft6
ST+ 00d

PT+IETNPOWM 28Y +8T Grl/ 11 WEI+LLH 4 LDI+AD IS £r O BT-TIHYT HIZE

ood +0% oM YSO+XE1H I3 LaI+AD | 3 L 24 BT-THYT AITE

oo +61 ON/ T YEO+ULH J3 LIOI+AD I 5T o8 BT-THY] nfLg

S0 +TE I5/1 ¥SO+ELH ng+X&0 s 5T HIAMIOH AfG8

ABTTOpSW 234 5 ONATI WS+ WLH 13 L3I+ERD I:s £l JY EE-TH1I AfER

vpeladnaayg +77 I8/1% Y30 HIM YLI+XD 15 £ L'l Wwize

TYNLOY  W/YIONIA  3fY HOIH OLNAIHYN  JTdIL¥d  BOHY OXES/NdN

O4OYESA -IAdAdDS HOIT  NOIDHNIATEd -QIDIGQHODY  -ROOQLETH dWdd  OOILSONDYIC ILHAIOV4

OHL ¥ SOIILAWOS SALNILIOVA S071 3a SYIINITY SYQILLEINILIVHYD STITTE ¥TdYL

72



'PPEVCTODEIT 1I4 fupITnsng ifE ¥ FUTIOdSO[OTO WED

featitsced ewrydieapelTiUd PWOSOWOIT FOTUQID APIOTaTW BIWSNMAT 4441l DWT “EITISEIJOIUTT
Al epnbr eTwaonal TN ([PUTWORYP-O03EICT UQTDETPEIIT YLD ‘IETnpsw eIsuTde vy
fpjaTduco BNUTIUOS USTISTWSI :ood '#3rxsrjcylaw [}IH CTE30d TeI0d100 UQIOBTIPPIAT :1OI
(ERBTEHR TEOJOTSTD (AD LEDTRSEIQOJFUTT BPNEY eTWsdIneT ¥ fupdea Ao Tralnu R TE3ITULAD 1D
‘epnbr v fpadsany eajuod glIaful pEpswisiuad HOIA (ARUSINRd UQTOEITITIUDRT AU x40

EpnbE HOIF E ON/AT Y23+ N 1M OE+4D I8 TE HIHSaoH ASBET

T>» ¥SI+XLH A4 LI +ED 13 LT oy BZ-TYT AFLFET

epnbke HHIE T> ORSAT WS+ XLH A4 LOI+ED & g1l od BF-TINT AFEFT

Brimoimap HOIE E QM AT WSO+NIH 43 L3I+AD 15 GE 28 BT-TIHY1T AFTRT

sTedas "WHI 1> - ¥EO+HIM I3 IDI+AD Is5 L od ET-"1HY1 AFBET

BTUCHITIONN T> - VEI+NLIH Id IJI+AD 15 Le o9 ET-1Y1 WIGET
HTO+

Qo +h T WSD+ELH I R I3 EE HOHLSHIATYH HIGET

o0 +6 aONST wEI+X.LH Id LOTI+ED 13 13} o B1-T¥1T AFRTT

GT+3TINPaW Way

g+ 25331 28y +0T IS/II YSI+NIW 19 L3I +&D I3 £t od B1-THT AAEET
wad +Z1 I8/1 ¥3I+XLH I3 LT +AD IS5 9 +UJID DN ABODT
TYOLOY  HSY¥IONEA o | HOIH OLHNITHYH ATHILYd SOHY OXIS/NAN

OUYLSE  =-IANA4NS HIIEZ HOIJHIAAAd -OIDTGNODY  -HODOLSIH Qawdad QOILSONDYIJ dLNIIOHEd

OHI ¥ SOOILAMGS SAINIIOVd SOT Id SYIINITO SVOILSIHALOVHYD PITTE VTHYL

74



lpprUoToselI] Id fupgrnsng Y CY PUTIOASOTIITI WSO

'eaTaTgsod prydrepeTIud PUOSOWDIR BOTUQRID a8pIofatw elwadnal +Ydad JWT ‘BIT1ISTTIOIUHTY
ou epnbe eTWweanaT HNYT fTEUTWOPGE-G20I0] UQISEIpEIIT yILI [fienpad etselde Yy
TelaTdWOn BNUTIUOCS uUpIsTWal 32 felrXsdacilsw ¥IW (P10l TEIodICD UOIDETPRRIIT LOI
fPPTWEI®COIOISTY) AD {e0T1SeIqoIUT] Ppnbe eilasmal Iy ‘ugIea 4 JI8lnw W fEITUGRID D
‘epnby ¥ fpadssny eljuos olrs(UT pEpawIaius HOTE Jajuatoed URTOEDTITIUIDT GV T HAQ

ool +&1 ON YI2+#ZLH 14 IDI+XD 15 1¢ DM BZ-TIYT WSOERE

Ivinpad a8y ¥ 0N VEDHNLH 34 LOT+AD 13 LT Tad -MNYT  H/OTRE
Teigaltsd 10wsH T -/1T TEO+#XIH 34 IOI+5RD 13 PE od BT-THYT WAD0RZ
B TUHOWn 3] > - WEO+XIH 34 IDI+AD 15 52 o4 BI-TIYT W/SDEET
20d +61 I5/1 FE2+XLH 23 JDI+AD 15 £z oY BT-TINYT ASOBEZZ

et +12 O/ - FID#YLH A4 1LOI+XED 15 9z DY FI-INWI H/OTZIZ
opeIa3dnoay +01  ON/ILT ¥s2 FLI+XD 18 ET ¥y AfINED
IeTnpau 35y 3 OW/ T WEDHXLH I I0I+XD 1% BT o4 BT-1T¥T A/DIRIZ
00d +E7 oM/ I VEOFNIH X4 LOI+A 13 g oM BZ-TI¥T H/29TZ

S0 +T - ¥EI+NIH 14 IDI+AD 15 4 Dad-1NYl H/EGT

504 +7 N ¥SI+XLH 34 I3I+ED 13 o od B2-1¥1 H/ALGT

aod +£ I YSO4XLH 34 LO3I+AD 1s aT S BT-TYT MEGT

TYNLOY W/YIONIA  OfY HOId QIMZIWYN  ATEIL¥d  SONV QEIS/NAN

OI¥LSE  ~IAMAANS HOIF HOIDHIAAMd -OIDICGHODY -HOJDESIH avdd OQJIILSONDVIOS JLNIIOVd

OWL ¥ SQUAILIHOS SELHATIOWd 80T 3¢ SVIINITO SWOILLSTHALOWHYD 8T1'TE YIHYL

15



'epeucTooriz g JUBRITINSN I CY FUTIQASCTOIZ (MHSD

featdtscd RTHAISPEITYd EWOSOWOID EITUQID SPIOTaTW EIWaON2T (+Udid OWT ~22T15ETQOJUTT
ou epnbe etwsans{ CINYT ([EUIWOPAE-QOFRICY UDTIDPIPEIIT -YWII ‘JIeTnpeu B2ISETde vy
‘pisavdwos BNUTIUCS UGTSTWII 1204 [S3edsliolisi ¥IM T30l TeI0odIcd UQTaRIp®EIIT 15T
TERTWRISOIOTOLD A0 (ROTISRYQOIUT] LRNLEE wIwasnal Iy JUpIea ta (Islnu W TEITUSID D
‘eprbe Y fpadseny vIIUoD ojIoLul pepaliIsIua (HOTE (89308Tovd UQTDPSTITIUSRT HU IHAND

oo9 +L ON/II YEI+X1H 11 LOT+ASD IS 9L od GEZ-TRI H{JE9E

a4 +5 I1S/1I YSI+MNIN Id IDI+AD I3 kZ Jd FZ-IVTI ASOOGT

Jyosy stsdasg Fal 0N ¥EI+KLH -4 LIT+AD I= ac Jd EL-THI LAOL9E
sTiT3edal il ONfII YI3+¥1H I3 IJI+ZD IS 7 o4 BT-1I¥1 afoiod
stadag T2 - s 11 LOoI+A0 ON GE +0JI% OHT WfOTGT

 J +E QT WEI+ ALK I4 LOI+AD I Qg J4d ET-THY1 WiadlEE

Eiedsy eTucwnay g DR AT YWEI+HLH 4 LOI+AD I= qE g BE-TIV ASDESE
204 +tel QHiT YEI+XIH I3 LOI+AD I3 cE LEHY ASIBRE

ETULWNDN £ DHSII YEI+TIH I LoI+A0 I= LE +U433 JHT H/29%Z
eTuCWnNa N g Ol Yoo+ LK X4 LOL+LD Iz TZ O BT-THYT hIORFE

o dd HOIT 224 +FT I5/0H WEI+LH L4 LOL+AD IE LE e BT-TH HiJEFE
1YNLOY  W/YIOHIA 2FY HOId OLHIATHYH ITdILYd SONY OXAS/HdD

QI¥IST -IAHdFA0S HIIZ  HOIDHIATH ~OIDTANOIY -HOJDLSIH O¥GEd QOILOGONDYIT JLNATNd

OWL ¥ SOQIIEHDS SILNIIOYd S0T 34 SYOINITY S¥YOILSIHILOVEYD FT 1£ ¥IdYE

TG



ppRUOISoedI -3 fuUpITnsng g ‘¥ PUTIOdSQTDTID 1wsD

‘eparitsed erydraperiyd EUOSOUDIL BOTUGID SPIOTaTW BIWaona{ 4Udld JWT (PITISRIJOTUTT
o1l EpnbeE BIWSINST INYT TTuluLpge—coviod] upgTIeTpeIdT YLD O IXeinpae etserde gy
fejatdecs enlUTiUoOD USTSTUSET | 0d 238XsIioylsw ¥XIH Teicd TeIodioco ulpllEIpeEIIT [ LDI
fepTWEISOIRTSTO (LD !BOTISPTOOIUTT PROET PTWAINa] fI¥T ‘ucdes :p (J=2lnm W 'esTupas '3
repnbe iy fpadssny ex1uos o3J2fUT pEpewIaiul YHTH fausToed UOToEATITIHART SU - M4Q

+1 - YVou+XEIH Id LoI+AD I5 Ve +Yd1D OWT HiO¥LE

304 =7 o VSO+XIH Id LOI+4AD 15 12 29 BEZ-THYT AFDELT
0od +7 O YEIO+HLH Id LoY+ED I8 17 ;Y BZ-TINT AFOZLT
Jo +7 oH TEO+XIW Id LII+RD 13 B +1dID3 OHT W/ioTeL2
TYNLOY H/VIDHNIA Y HO1R OLNAIWYH I1dILvd SORY OXASSNAD

0aVisd -IA¥NddNS HO1Z  HOIDHNIATYd -OIJIJRODY  -HODOLSIH d¥dd QOILSONOWIE JALNATIVd

OML ¥ SOEILIH0S BILNAIOING SQT Hd SYOINILO S¥OTLSIHALIVAYD b1 1f vT14vlL

T?



TABLA 31.2 COMPARARCION DE LOS TRES MET2DOS DE ESTUDIO
EN LOSZ 50 PACIENTEZ CON SEGUIMIENTG

DPONANTE-RECEPTOR

Mo  DIAGHNOSTICO DIFERENCIA DIFERENCIASAG LIFERENCIAZ

LE SEXC ERITROCITARIOS FRLF

Z2 LAL 1 15« 21
14 LANL o 15 15
4 LMC 2 4 4

4%k AL 3 4 2

2 HODGEIN 1 Z 2

4 Qtrostxs 1 3 : 4

=0 21 &7 43

t: FEn £ casos no se determind por transfusicones previas
v an 1 paciente ¢l fenotipo fud idéntico,

#%: En 2 casos oo se estudlid previamente al receptor.
x*%: 1 Leucemia linfatica erdnica; 1 Talasemia major;

1 Macroglobulinemia de Waldenstrdm;
1 Anemia refractaria con mieloblastosis parcial.
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3.2 METQODOS
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.2.1 EL ESTUDIC DE LO5 ANTIGENOS ERITROCITARICS

.2.1.1.- REACTIVQE

Albiamina bévina al 30% en suerc fisioldgico.

Clorogquinag difosfato 200 mgfml {(Gomma-ouin)

Clorure saédice O,18M {(Suera fisigldgicol

Formaldehide al 1% en citrarte kriscedice al 3,134 en #H20
destilada

Hemaries humancs (He Hu) da grupo A] en suspensidan al 3%
en suero fisitoldgico (EF)

He Hu de grupo AZ en suspensicn al 3% en =F

He HuU de arupo E epn suspensisn al 3% en SF

He Hu de grugpo O RE1Rl Kk 895 F¥ (a+b-) Jkia+b-} en
suspension al 3% en SF

He HU de grups O RIR2Z kk =5 Fyla-b+) JTki{a-bB+)] en
suspension al 3% epn 3F

He Hu del grups O rr Kk 55 Fy(a+b+) Jki{as+b+} en suUspen-
zidn al 3% &n 5F

Hidroxietilalmiddn {HESFAN) al 6% en 3F

solucidn de tamodn fosfato lzotdnico pH 7,3

NaZHPQO412HZ0 20 gr
FHZPO4 1.4 gr
NaCcl 7,2 gr
Suero AE 1 mx
Hi0 destilada c.s.p. 1000 mi

Sueros anti-&, anti-B v anti-APE humanos policlecnalas vy
moneclonales.
Suerocs an%ti-I, anti-£, awnti-E, anti-¢, anti-2 humanos

albuminasos.
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- Sueres anti-Al ¥ anta H {lectinas]

- Sueros anti-Fya ¥ anti-Fybk humancs

- Buercs anti-Jka ¥ anti-Jkb humanos

- Sueros anti-M [(coneje), anti-N  (lectina), anti-5
anti-a humancs

- Susros anti-Lua ¥ anti Lub humanos

- Sueros anti-Kell, anti-Cellane ¥ anti-KEpb humanos
anti-¥pa

-«  SByero anti=-F1 humano

fed

.2.1.2 MUESTRAS PRE-TMO: PACIENTE ¥ DONANTE

- 3-10 ml de sangre total extraida sobre anticocagulante

'EDTA, heparinz). En =al caso del paciente, intentar

hacer &1 estudin, a ser posible, aptes de gque sea trans-

fundida.

- Centrifugar 10 min a 3000 rpm ¥ pasar el glasma sobre—

nadante a un tube limpio.

- Lawvar los He 3 weces con BF, progurando aspirar en cada

lavado, la capa de leucocitos.

- Preparar una susEpension de 1os He lavados en SF a una

concentraclian £inal de aproximadamente =1 3%

3.2.1.3 MUESTEAS POST-TMO DEL PACIENTE

Froceder para la extraccisan de las muestras como e

apartado anterior.

ESTUDIO DE LA FRACCION EICA EN RETICULOCITOS

el

cuando el paciente ha sido transfundido recientemsnte, pPara
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poder determinar los antigenos eritrositarios de suUus He 5

tiecesatric separar éstos de los transfundidas. Leos He cir-

sulanTes mis Jovenes (reticulocitosz) son del paciente vy los

He mdas viejlos ¥ mids densos son los transfundidos.

En un  tubo de vidrio, estrechos v alta, poner 5 ml  de
sangre total y abtadar 3 ml de HESPAN al &%, Mezclar.
Colocar el tubo inclinado unos 450-609, durante 20-25%
Minutos.

Colocar el tubo vertical 3-10 tin.

Aspirar v descartar el sobrenadante raico en leucocitos,
Afnadir otros 3 ml de HESFAN ¥y repetir los passs antes
ciradas.

Lavar los He 3 veces con 5F.

Una ez aspirado &l sobrenadante del UGlcimoe lavado,
llenar 10-12 capilares de microchematocrato con  los He
lavados ¥ concentrados, Sellar con plastilina por  uno
de los eitremos.

Cenktrifugar en una centrifuga de microhematocrito duxan-
te 20 main.

Cortar los capilares ¥ juntar en  un tube de hemdlisis
los 2-3 mm superiores de  los He centrifugades [fracciicn
rica en reticulecitos) (FRR} vy en otro tubo los 2-3  mm
inferiorez ({(fraccidn pokre en reticulocitos) (FPR]

Lavar la FRR ¥ la FPR conp abunadante SF

Alustar una concentracicn final de los He del 3% en S5F.
Froceder al estudio de los antigenos eritrocitarios de

cada fraccidn,
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3.2.1.4 TECNICAS DE ESTUDIQ DE LGOS ANTIGENGS ERITROCITARIOS
SISTEMA ABD

A.= Prueba hamitica

Etiguetar 2 tubos de hemdlisis como  anti-&, anti-B vy

anti-An.

k

En cada tube poner dos gotas del correspondiepte anti-
suerc y afiadir 1 gota de He problema en suspensidn al 3%

en IF.

Mezclar ¥y centrifugar 20 zg ep vrna Serofuge

1

Leer en husca de aglutinacidp. La resuspensidén homogénea
de los He indica unad reaccisdn negativa. La presencia de

aglutinacion indica reaccién positiva.

[ns

.= Frueba sérica

Etiquetar 3 tubos de hemolisis come AL, AZ ¥ &,

]

En cada wno de los tubos poner 2 gotas de  plasma del
paciente.

- AL tuko Al afiadir 1 4gota de He-test Al, al tubks AZ,
He-test AL ¥ al tupo B He-test B en suspensidn salina al

3%, Mezclar.

Incubar durante 20 min a temperatura ambiente.

Centrifugar 20 59 en la Serofuge. Leer en  busca de
aglutinacisn.

C.- Interpretacidén de los resultados

Pruekhsa Hemdtica Frusha Sérica
Anti«A Anti-B Anti-AR He 21 Ha AZ He B ABC
+ Q + L ) + A
0 + + + - 0 B
+ * + 0] [ 0 ABH
0 0 o * + + )

g3



.- Suhbarupe de A

En un tuko de hemclisis colocar 2 gotas de anti-al
Aiiadir 1 gota de He prablema eon suspersion al 3%
Incubar 5 min a temperatura ambiente

Centrifugar I0 sg en la Serofuge

Leer en busca de aglutinacidén

Interpretacidan:

- Aglutinaciones intensas: He Al

- hglutinacidn moderada: He A intermedios

- Wo aglutinacidn: He AZ

SISTEHA Rh

Etiguetar & tubos de hemdlisis come anti-T, anti-C,
anti-E, anti-o, anti-e ¥y cantrol ®h

En cada tubo poner 2 gotas del correspondiente antisuero
voaiadir 1 gota de He problema en suspension al 3%
Mezclar & incubar 30 min a 372 <

Centrifugar 1 man en la Serofuga

Leer en busca de aglutinacidn. Anotar los resultados.
Lavar 4 wveces lo= tubos gue den un resultado negative en
la fase anteriaor.

Afiadir P dJotas e SUero antiglobulina humatia
polivalente.

Centrifugar 20 s9 en la 3Sercfuge v laer en busga de

agiurinacidn.
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Interprecacidn;

ANTISURRD CONTROL Bh EESULTADO

rglutinacidn Ho aglutinacidn He positiveos

para &l antigens

Ho agiufinacidén No aglutinacidén He negativos para

el antigena

Aglutinacisn Aglutinacison Resultade no vilido

OTROS SISTEMAS ERITROCITARICS

A

- Teonica General. Fara cada antigeno estudiado

Etigquetar 3 tubos de hemdlisis de la slguiente manera:

Abreviatura del antisusro+MP {muestra probhlemsa )

“JKE“ IIKH

“HP” IIHPII

ARbreviatura del antisuero+CF (contrel positive).

Poner en cada uno de los tubems 1-2 gotas del antisuero

corraspondiente.
Afladir:
- Tupo "MP" : 1 gota de He problema en suspensidn

salina al 3%

Tubge "CE":1 acta de He contrel peositive en suspensildn
salina al 3%.

Incubar &l tiempo ¥ a la temperaiura aptima para el
antisuers ascogido,

Centrifugar ¥ leer en busca de aglutinacidm.

91 &1 antisuero es solg activo en antiglebulina, pres-

mindir del paso anterior ¢ lavar los He 4 wveces Conn 3F.

Aspirar el sobrenadante del dltimo lavado y afadir 2

gotas de suero antiglebulina humana polivalente.
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-~ Mezglar y centrifugar 20 s en la Serofuga

- Leer en busca de aglutinacidan

Interpretaciamn:

MUESTEA CONTROL INTERPRETACIOHN

EROBLEMA PORITIVD

Aglutinacisn Aglutinacion Muestra POSITIVA para
2l antigens estudiado

Hegativo EBglutinacisn Muestra MEGATIVA para
el antigens estudiado

Aglutinacicn Hegativo Fesultado no valido

3.2.1.5 POBLACIONES ERITROCITARIAZ MENORES

TECHICA GEMERAL

- Preparar una suspensisén de He al 3-5%% en 3F de la
muestira problemsa.

- En un tubo de hemélisis poner 2 gotas de  Un antisusaro
reactivo con uvna de las poblacicnes de la mezcla, pero
Lo con la otra.

- Incukar el anti=zuers ascogido a la  femperatura ¥y tienpo
adecuados para e8] misma.

- Cepntrifugar ¥ resuspender suavemante 3 veces

- Lear macroascapica ¥ microscdplcamente, buscando
aglutinades de He sobre un campo de He no aglutinados.
5l el antisuerc ampleado a5 activo =6l en
antiglebulina, una ver terminada  la fase de incubkacidn,

lavar 4 wvoces ¥ afiadir 2 gotas de sueroc antiglobulinz
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humana polivalente,

Centrifugar v leer comg Se& ha descriftc antes.

TECHICA DE ABSORCION-ELDCICHN

Lavar los He prebleéema 4 weces con 5F

En un tubo de hemdlisis poner 100 pl de losg He lavados y
concentrados

anadir S04 pwl de anti-A ¢ anpti-B o anti-ABR {sequin sea =1
grupo ABD de la poblacidn mayoer vy &1 de la poblacidn
menor ), poaliclonal humano

Incubar 30 min a temperatura ambhiente

Lavar 2-10 veces cont abundante SF

Enfrentar el sgbrenadante del dltimoe lavado a  los He
reactives con 2] anticuerpo atilizadeo, en antiglobulina.
3L no hay aglutinacidm seguir con =21 paso siguiente. Eno
Caso Contrario, continuar lavando hasta qgue el
sohrenadante no sea reactivo

Lfiadir 2 gotas de 5F a loz He lavades ¥y concentrados
Tapar el tubo con parafilm ¥ deldar resbalar los He por
laz paredes del tubc mientras se imprime a <€ste un
mevimiente reotatorie, de tal forma gue las paredes
gqueden recubiertas de una capa delgada de He

Congelar a -402 £ t(unos 20-30 min) con el tuba  en
pasicidn horizontal

Descongelar rapidamente,

Centrifugar a 3000 repm durante 10 min.

Pasar el scbrenadante {(hemolizado) a otreo tubo dejande
log estromas en el tubo original.

gfiadir al hemolizado 1 gota de albumina howina al Z0% v
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l gora de los He-test adecuados, sn suspensitn salina al
3%.

= Incubar a remperatura ambiente durante 30=-80 min.

- Lavar 4 wveces.

- Anadir ? gotas de suero antiglobulina humana.

- Centrifugar durante 20 sg en la serofuge.

- Leer en busca de aglutinacicn

Interpretacidn:
Un resultade positive  indica oue habia He capaces de  reac-
clionar <on =21 antisuero wiilizadeo, aungue 50 nGmero no

fuera apreciakle por lag pruebhas de aglutinacisn.

PRUERA DE ROSETAS

- En un tuboc de hemdlisis colocar 2 gotas de antisuerc
reactive con la poblacidn menor.

- Afadir 1 gota de los He problema en  susgension o7 3
salina al 3%.

- Incubar a 3792 € durante 30 min.

- Lavar 4 #ece con S5F.

- Afiadir 2 getas de suerc antiglcobulina humana polivalente
¥ mezclar.

- Imcubar a temperatura  ambiente durantes 5 min agitando
trecuentemente.

- Lavar 4 veces con SF.

~ Afhadir 1 gota de suspension al 3% de He recubiertos  de
anticuerpo ¥ mezclar.

- Ceptrifugar durante 20 s5g en la sercfuge ¥ resuspender
suavemante. Repetir la operacidn.

- TDaepositar la suspensidn scbre un  portacshietcs de vidrio
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¥ leer al microscopio, 2n husca de "rosetas" en un fondo

de He ne aglutinados.

CUANTIFICACTON DE LAS POBLACIONES DE LA MEZCLA

En cada une de los tubos de  widric poner 0.4 nl  del
antigeno escogido ¥ afiadir 0,2 pl de Zos He problema a
una concentracidn de Exlﬂ’fpl 811 tampdpn fosfato
isordnico pE 7,3.

Poner otros 2 tubos como contreol en los gue el antigeno
es sustituide per wuna cantidad similar de tampdn fosfato
fsotdnica pH 7,3,

Tapar 1oz tubos e tncubar 21 antigens estudiade a  ia
temperatura ¥ tiempo adecuados para 21 mismo.

21 el antisuers es activoe =6le en antiglobuliina, lavar 4
veces ¥ afadir 2 gotas de suero antiglobulina antihumana
pelivalante,

Centrifugar v resuspender com2 e el apartado antericr.
Afiadir 0.5 ol de tampdn fosfate isctdnicro ¥ mezclar.

21 e] antisyero eg activo en salina, pasar directamante
a la fase de centrifugacidn-resusgensidn ¥ no anadir
tampdn fosfato,

Para calcular el porcentaje de He aglutinados tomar una
muestra de cada wno de logs  tubos problema ¥ control,
diluir al 1/200 en formaldehido al 1%, en citrate sé&dico
al 2,13% v caontar los He libres/pl, utilizandoe un  camara
de Neubauer. Deken contarss, 2l menos, & camaras de cada
suspensiaon ¥ de cada cdmara 30 cuadrados pegueiios.

1
Hefmm = M x — x 200 = H x 10000
0,02
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donde M e gl nbimero de He encontrados en los B0 cuadrados

Ho de He libres en
la muestra problema
1o - ¥ 100 = % de He aglutinados
HC de He libhres de
la muestra controel

3.2.2 METODD PARE LOS ESTUDIOS CITOSENETICOS
El método utilizado ha sido el de siacronizacidn calular o

bandeo de alta resolucidn deserito poar Yunis [1981).

2.2.2.1 TAMPOHNES Y REACTIVOS

Bencilpenicilina s&dica 1.000.400 UT

5 Bromodeciiuridina 5-Brdl)

Clorure potdsico, O,075M:
Clorurs potisico 2.6 9
HZO o.s5.p. 1000 ml

- Colceamid, 11 mog/ml

~ Fitchemaglutinina {FHA]

- Glutamina 2%

- Epdak technical pan film 2411

- Medis de cultivo Mc Cov's

- Hedic de cultive EPMI 1603

- Metanol-Acético (3:1)

-~ Methotrexata

- Suerc bovino fetal 15%

- Tampdén S5C [2x):

Citrate s&dico Q, 2M 17,53 a

Clorurg sodico 8,82 g
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HZQ c.s5.p, 1000 ml
- Tampon 4e Sorensenh 15M:
49 ml solucidn A + %1 ml solucidn B (pH 6,8)
Solucidn R:
Fosfato sdadico 11,86 g
HZD o .s5.p. 1000 ml
salucidn B:
Foesfato potdsico 9,07 g
E2CG c.5.p. 1000 ml
-~ Tincutn de Wright
- Xilol

3.2.2.2 RECOGIDA PE LAS HMUESTHAS

SANGRE PERIFERICA

Extraccidn de 5-10 ml de sangre en tubo estéril con 0 UI

de heparina libra de conservantes (Rovi).

HEDULA OSEA

Extraccion de 2-4 ml de sangre medular en un tube estéril
que coptisne 3 ml de medie de culvrive Me Loy's BA con 300
Ul de heparina lihre de conservantes {Rovi).

3.2.2.3 CULTIVO CELULAE

A CORTOC TERMINO SIN ESTIMULANTES

- cultivar de 1-2x10% esélulas de médula &sea en 10 mh  de
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medic de cultive BEPMI 1603 o 1640 suplemantado con suerc
bovine fetal a. 15%, penicilina L0040 tr/ml v
estreptomicina 5000 pg/ml.

Foner a 372 C, durante 24 horas.

CON ESTIMULAENTES

cultivar 1 ml de sangre periférica en 10 ml de medio de
cultivo RZMI suplementads, como eh £1 apartado  anterioxr
vy 0,2 ml de PHA, Aurante 72 horas a 37c .

El 1esto del procedimiento, idéntice al apartadso

antericr

.2.2.4 SINCRONIZACION CELULAR

Anzdir methotixate a concentracién final de 10 ,
durante 17 horas

Centrifugar a 1000 rpm, durante 10 min.

Campbiar 2 veces a]l medio da cultive, abadiende 5-Bradd
(75%10° %" ) o timidina.

Incubar a 372 C durante - horas.

Centrifugar a 1000 rpm durante 170 min.

LZ2.24.5 SACRIFICIC DEL CULTIVO

Afiadir Colcemid a ¢oncentracién final de 0,056 pogfml,

Aurante las Gltimos 10 minutos.,
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- Una wve2z incubadas las ceélulas con el antimitdtico,
colcemid, ecentrifugar a 1000 rpm durante 10 min. ¥
rexlizar el chogue hipotdnico <on €1K 0,075M, inecubando
a 372 € durante 10 min.

- La fijacidédn de las células se lleva a cabo con
metannl facético (3:1), realizande de tres a cuatroc

fijacianes.

3.2.2.6 PREPARACION DE LAS EXTENSIONWES

- FPrevio lavado de los portas, se hacen las extensiones,
gsecandose al aire o en placa caliepte. Las extensiones
se guardan 3 Temperatura ambiente o a &0 20 de uno a

tres dias.

3.2.2.7 TECHICAS DE BAMNDED

- La técnica de identificacidn cromoscmica utilizada ha
gido e} bandeqo G con tincidn de Wright.

- Tefiir cada extensidén con una dilucidn de 1:3 de soclucién
madre (0G,025% &n metanol) en Tampdén Fosfate O0,06M, FH
&,8, mezclandz bien. El tiempo de tincidn varia de 2 a 4
min.

- Lawvar las sxtensiones v cubhrirlas.

3.2.2.8 ANRLIGSIS AL MICROSCOPIO

Localizar las metafases al micreoscoplo, seleccionando un

minimo de wveinticinco.
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3.2.2.9 CARIQTIPAJE E INTERPRETACION

Blisgueda de cromasomas  seXualss y/o  idantificacidn

marcadores cromossmicans no constitucionales.

3.2.3 HETODO PARA LOS ESTUDICS MOLECULARES

3.2.3.1 TAMPONES Y REACTIVOS

- Acetato potésico, 3M, pH 4.8

-  Agetato sdadico, 3M

- Agide clorhidrico, 1M

- Acide etilendiamingtetraceético (EDTA) O, 5H
- hgarocsa {Hiles)

- Alhumina de susrp boving (BSA)

~ Antibidticos:

seplucidn de:

Bmpiciling: solucidn madre de 25 mg/nl agua, filtrar,

guardar a -208 .
Soiucidn de trabaijo 35-50 pg/ml
Cloramfenicol: solucidn madre de 34 ma/ml en etanol

al 100%, filtrar, guardar a -202 .

Solucidén de trabaic para amplificacidn

de pldasmidos 179 pg/ml v para
seleccitn de bacterias resistentes
30 pgiml.

Tetraciclina: solucisn madre de 12,5 ma/ml en
etancl fagua (50% v/v)], guardar
a =202 £, Solucidn de trabajo

2,%-15 pg/ml. Debe almacenarse en
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lugar ocszcuro.
Azul de bromofenal:
golucisn de:
azul de bromofenol 10% an HIO
Agul de bromoienol:
soelucidn de:
azul de bromcfepncl Q,25%
sacarosa 10% [(pfv) en HzZO
B-Mercaptoetanol [(EME), 14M
Bromure de etidic, 10 mgfm)l en H20
Células de E. coli, tipo JM10G3, HEL101l, eto.
Cloreformo iscamilico:
salucicn de:
Cloroformo 480 m]
Alcohel Isscamilica 20 ml
faturadeo en 500 mi Tris 30 mM, pH3
Clorure cdlcico, 1M
Clorturo calcico, %0 mM esteril
Clorurs masnésico, 1M
Clorure sédica, SH
Denhardt:
solucidn de [100X)
ficoll 2%
polivinilpirrelidona [(FVE) 2%
albimina de suero hovine {B:SL) 2%
DHA de esperma de salmdén , 170 mgfiml en HZ0
Etanol TO% ep HIO
ENZimas:
Tripsina

Colagenacsa tipo IV
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- Fenol-Clorcformo-isaamilico:
solucitn de:
Fenot £50 ml
Cloroforms 240 ml
Alcochel Iscamilico 10 ml
Saturado en 500 ml Tris 20 mMm, pH 3
- Formamida degilconizada
- Hidréazideo sédico, 10M
- Marcadores de peso nolecular de ADN:
ADH de fago lambda, digeride con Eind IIT
ADH de bacteriofagoe X174, digerido con Hae ITZX
- Medio de cultive:
Iulbecco's medification of Eagle's Medium
- Medig LE (Luria-Bertani):
Bacto-trintoha 10 g
Bacto-yedst eXtracto ag
NaCl 10 g ajustar el pH a 7,5 con NadH
- Medic sdlido:
Freparar el medic liquido (medioc LEB)] ¥ antes de intro-
ducir en el autoclawve anadir 13 g/l de Bacto-agar
- Polimerasa I de E. Coli (Klenow)
- Proteinasa K:

solucidn de.

Froteinasa K 100 mg
SDS 10% E ml
EDTA 0,25 M 400 pl
HiO o.s5.p.- 50 ml

Mantener a -204 ¢
- HRHNRs=a:

solucicn de:
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Dizerlver la ERNRsa a4 razom de 10 mgs/ml en H20. Hervir
durante 10 minutes, fracciconar v guardar a -2092 ¢
Sephadex G-3%0

Sodio dodecal sulfaro [SDBE) 10% en H2ZO0

Soluciones de lavade de los filtros:

1a 23 34 43

SEC 20X 30 mlfi2X) 25 mli1X) 12,5 mlfQ,%X] 2.% mit0,iX}
Ehs 10% 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml

H2O ¢.8.p. 200 ml 500 ml 00 ml 300 ml

Solucidn desnaturalizante:

MaDH O, EM 20 gr
Hal 1,5M B0 gr
HZQ c.5.P. 1300 ml

Solucién neutralizante:

WaCl 1,5M BB gr
Trizs 0,5M 61 sarl
H2( =.58.p. 1000 ml [ajustar a pH 6,0 con HCL)

Boluciones para efectuar minipreparaciones:
Sclucidn I : Glucosa S0 mM
Tris—-HC1 25 md, pH 8,0
Enra 10 mM
Lisozima 12 mg/ml
Solucidgn II : NaQH 0,2 H
SDZ 1%
Solucadn III : Acerato potdsico 3IM, pH 4,8 ol 3

Tampén de lisis eritrocitos {(LE):

Tris ?M 5 ml
MgCld 1K 2.5 ml
HZO ¢.5.p. 500 ml
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- Tampdn de lislis leucocitos

Tris ZM 2.5 ml
HaCl &M 40 mi
EDTA 0O, 2EM 4 mi
H20 o.8 . pn. 8500 ml gH: 8,2

mantener a 492 <

- Tampén TEE, 10X:

Tris base, 1M 121 g
EDTA, 20 mM T.44 g
Acidao bérico, 1M 6l.7 g
HZD ¢.s5.p. 2000 ml

- Tampdn S5C 20X

Nacl 3M 173,309
Citrato s&dico 8R.2 4
H20 =.5 . p. 1000 wl

= Tampdn de prehibridacidn

Denhardt's [50X) 20 ml
Esperma de salmdn (10 my/ml} 2,5 ml
Tampén fosfate pH 6,3 [0, 2M) 125 ml
PP1L {3%) 1d ml
E5C {(20X) 100 ml
S (10%; 23 ml
Heparina 1 ml
H2O o.5.p. 590 ml

- Tampén de hibridacidn:
Composicién  idéntica al tampdn de pre-hibridacidn, salveo
gue en  lugar de 500 ml de HZ2D, contiene 200 ml de
dextran sulfats al 25%.

- Tampfin para €1 marcaje mediante “"oligollabeling':

Solucidn 0: 1,25 M Tris-Hol
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0,125 MgllZ
pH &
Solucidn A: iml soluacidn O
18 pl solucidn 2 Mercaptoetanol ([ Z-BME)
5 wl dATF
8 pl ATTP digsueltos en trxs EDTA
5 wl dGTP (TE 3/0.2 mM pH 7.4}
Guardar a -2409 C©
Solucidn B: 2 W hepes. Se 1leva a pH 6,6 con 4M NadH
Solucidn €: Hexadeoxirribonucledtidos. Z2e resuspendes com
TE 10/1 mM hasta ab*epner una densidad Sptica de 90 Uiml.
Guardar a -20@ C.
Mezclar las sclucicnes A, B y C an una proporclion
100:250:190 respectivamante

Tampdn salino fosfato [(PES):

KEC1 2,68 mmoles
KHZPOd 1,47 mmcles
NaCl 0,137 meles
HaZHPo4d . THED 2,06 mmoles

HZ0 destilada 1000 ml

EH 7.4

Tris, 2M a diferentes pH: T.4; 7.8; B
Tris 10 m*/ EDTA 10 oM: {(TE 10/10)
Tris 1 mM/ EDTA 0,1 tM: {TE 1/0,1)
Tris 1OmM/EDTA 0,2 mM: {TE 14/0,2}

Suerg bovipno fetal {SBF}
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3.2.3.2 CARACTERISTICAS DE LAS SONDAS EMPLEADAS ¥
FOLIMORFISMOS DEL ADH ESTUDIADCQS

Lag caracteraisticas de las sondas empleadas junto con las
referencias hihliograficas dque las describen se muestran en
la Tabla 32.1).

Las polimerfismes del ADN  empleados en el estudioc  del

lmplante medular ss muestyan en la Tabla 22,2,

3.2.3.3 METODOS GENERALES PARA EL ESTURICQ DEL ADN HUMANO

OBRTENCION DEL ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA Y/0O MEDULAR

- Extrasr de 20 a 23 ml de sangre periférica ean
anticocagutante (EDTR)} v/fo de 2 a5 ml de sangre medular
tambizn 2n anticpagulante {(EDTA).

- Lawvar las muestrac de sangre con selucidn fisiologica.

- QCentrifugar a 4o C, durante 9 min., & 2500 rpm.

- Descartar el sobrenadante conservando los leucocltos

- Afladir tampdn de lisis de eritrocitos  hasta un volumen
final de 30 ml, mantesiendo la mezcla et hiele picado
durante 10 win.

- Centrifugar a 49 ¢, durante 15 min., a 3000 rpm.

- Descartar ol sobrenadante v repetir la operacidn,
afizdiendo tampdn de 1lisics de aritrocitos hasta un
yalumen final de 25 ml.

- Centrifugar a 4¢ ¢, durante 15 min., a 3000 rpm. ¥
descartar el scbrenadante.

- Agregar al hotdn celular 3 ml de tampdn de lisis

lelcocitas., 31 21 potdn contiene un nlmero muy alsvado
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de celulas, puede anadirse hasta é ml de dicho tampsn
manteniendo la propeorcsidn final de 208 y proteinasa
Agregar 0,2 ml de solucidn de 302 al 10%.

Aftadir 0.5 ml de selucisn de proteinasa K

Agitar vigorosamente vy mantener la mezola en agitacidn
suave, & 372 C durante 1% horas

Agregar 1 ml de una solucidn saturada de ClHa {aprox.
5,5 a & M)

Agitar enérgicamente, entre 15 ¥ 30 seg., hasta obtener
una emulsidn completa.

Centrifugar a 3400 rpm. durante 20 min.. separando el
sobrenadante, gque sSe somete a una nweva centrifugacidn
en 1dénticas condiciches.

Agregar al sgbhrenadante, 2 vol, de etanol absoluto,
agitando cuidadosamente hasta que aparezca el
precipitadeo de ADM con aspecto de medusa

Separar la medusa de AN ¥ lavarla, por inmersidn =n
etanol al 70%.

Disolver en 1 a & ml de Tris-EDTA 10/0,2, la medusa de
ADM,. manteniends la mezcla en agitacidn suave, a 37o C
durante 2 horas.

Conservar la solucidn de ADN a 40 ¢

PAETIR PE CULTIVO DE FIBROBLASTOS

Extraser una mueéstra de plel, aprozimadamente de 4 mm con
un punch, del antebrarso del paciente,

Fragmentar la MUuestra e  Lrozos, en  condiciones
estériles, e incubar en una placa de cultivo de 2% mmm de

didmetro con:
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- ¥ ml de medio de cultivo completo:

DMEM con 10% SBF wv/fiw

I mM de piruvato sé&daico

2 mH de L-Glutamina,

1040 Ufml de penicilina

100 pafml de Esteptromicinag

20 pg/ml de Sentamicina
- 200 Ufml de eclagenasa tico IV
Incubar a 37%, en una s#s5tufa de gultivo celular, durante
24 horas en atmésferag de COZ  (9%). Durante este tiempo
la ¢colagenasa libera los f£ibroblastos contenidos en la
dermis ¢e l1la nmuestra. Tras la digestidh con colagenasa
los fibroblastos de la muestra aparecen bajo do= formas:
como células individuales v como peauefios fragmentes de
dermis sin digerir.
Dividir wal scbreénadante en fragcicnes de 330 pl de
volumen v sembrar en 3 pocillos gue contengan 2.7 ml de
medic de cultivo fresco e incukar durante 24 horas a
37oc,
Lavar con 2 ml de PE2 para eliminar las células muertas
v afladir 2 ml de medio de cultive fresco,
Benpcvar el medic de cultivo ¢ada 2-3 dias ¥y cuando el
cultive llegue al estadeo de confluencia, las células se
likeran del pocille medilante un  tratamiente con  trip-
gina: lavar las células con PES v afjadir o,% ml de ona
solucidn de tripsina al O,1% en PES {pfvw),
Ingotivar la tripsina afadiends 2,5 ml de medioc de
sultive complets ¥ centrifugar a 1209 rpm  durante 10
minuntos,

RFasuspender gl botén en 6 ml de medio de cultive v
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sembrar on un flazedn de 25 cm? .

~ Henovar ) medic de cultive cada 2-2 dias vy cuando
cubran toda la Pkaze del flascon ahadir tripsina oy
zembrar en un flascén de cultivo de 7% cm®. A partir de
gstre mometto ¥ a4 sada nueva diwvisidn, diwvidir las

c&lulas obtenidas a razén de 1:3.

MEDIDA DE LA CONCENTRACION [EL ADN

Iesificacion espectrofotométrica

La concentracidn de wna solucidn de ADM ce ride determinan-
do la absorbaacla a 260 nm. de dicha solucidn.
Ez pozible calcular la concentracidn segin la expresidn:

D

L
El principio de Dalembert relaciona la densidad dptica (DO}
con 1a concentracidn seglin la expresidn:

fifa)

In
=

DoO: log x C

I

Io= intensidad luminosa de entrada

I = intensidad lumincsa de salida
L = coeficiente de 2xtrincidn molar
C = goncentracidn

FEl coeficiente de extincisn molar para =]  ADWN hicateparico

a5 .

L - —— {51 1a leongitud de onda es de Z&0 pm)
50 ugfml
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£l coefiviente de eXtincidn molar para 1 ADN  monocatenario

BE

L = fa la misma lengitud de anda)
20 paiml

Para efectuar una dosificacidn espectrofotométrica proceder

del siguiente modo:

- Preparar una dilucidn 1/20 de la muestra problema

- Leer las D9 obtenidas a 260 v 280 nn.

- Comprobar la pureza de la muestra derterminande la razdn
DO 2e0,/DQ ZB0. Cuyanto mds proxima a 2 mas pura serd la
preparacicn, mientras gque valores inferiores a 1,6  in-

dican contaminacidn proteica.
Cuantificacidn mediante tineidn con bromurs de etidio

Sa emplea preferentemente en los casos en Loz que a2l
volumen de la sclucidn de ADN a cuantificar es muy pequefio
tinferior a4 250 ul).

- FPreparar una serie de soluciones con cohdentraciones
crecientes de ADN (ADN de fago lambhda), desde 0.3 hasta
S0 wgiml.

= Mezclar 2 pl de cada una de las muestras de ADM problema
cont 0.4 vl de "gel-locading-buffer.

- Hacer nmigrar los ADN probklema vy los coptroles en un
minigel al 0.8% de agarcosa ¥ 0,5 pg/ml de bromuro de
etidio.

- FRealizar la electroforesis hasta gue sl azul de Dbromo-
fenol haya migrado, aproximadamente 1-2 <O,

- Irradiar con UY¥ ¥ comparar la intensidad de la fluores-

cencia de loz ADM problema ¢on 1la de los controles ¥
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estimar, a=i, la conceptracion para «ada una de las

migstras,

DIGESTION DEL ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

= Digerir 5 pg de ADN de cada una de las muestras

- Preparar una mezcla con un volumen firal de 50 ul gue
contenga:
2 ug del ADH problema
S pul de tampdn de restrisoidn 10X
2 pl de espermidina (0,1M)
9 pl de BSA {1 mgsml)
Cuando se utilice &l Tag I, ne poner espermidina. Afadir
el enzima de restriccidn necesarzc ¥ conpletar, hasta
dlcanzar al vYolumen final, con HZG

-~ Afadir el enzima de restriscidn a2 2 2razdén de Z-4 Ufpg de
ADN, en tres deoels a intervalos de dos haras.

- Agitar la mezcla

= Incubar la me2cla de digestidn a la temperatura indicada

para cada enzima.

ELECTROFORESIS EN EL GEL DE AGAROSA

- Freparar 21 gel de agarcsa a la concentracion deseada
{en funcidn de loz fragmentos de ADHN a separar), normal-
menta al 0,B-1% en tampdn TBE iX. La agarosa se disuelve
calentando hasta ebullicidn.

- Praparar el molde, szllando los extremncs 4 oolacando un
peine para la formacidn de pogos en 21 gel.

- Agregar al gel la solucidn de hromuro de etidio, a razén
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de 5 pl por cada 100 ml de TBE 1X.

- Depositar la zeclucicn de Agarosa en el meléde ¥ dejar
solidificar.

- facar el peine, eliminar el sellado vy depositar el gel
en una cubeta horizontal de electroforesis.

- Anadir 4 wl de solucidn de azul de bromo-fenol en
facarosd a cada una de las muestras de ADH digeridas.

- Preparar los marcadores de peso malesular:

& pl de fage lambda
1 pl de X174 ¥ 42 pl de soilugion de colorante  ean
sdcaroasa.

- Depogitar lasz muestras en los‘ pPeZos ¥ cubrir la cupeta
de electroforesis <on tampdn TBE LlX.

- Dejar migrar durante un minimo de 16 h entre 30 v 50 mA.

- Visualizar ia carrera utilizande un transiluminador de
DV,

- Finalizada la electroforesis, fotografiar el agel,
utilizando una camara Polarcsid MP-H vy pelicula Polaroid

Lipo GET,

TRANSFERENCIA DEL ADN A UN SOPQRTE SOLIDO
{Southern blot) Figura 32.1

- ¢uandc los fragmentos de ADN a transferir sean de tamano
supericr a 15 Kb, sumergir el gel en HCL £,25 W durante
1% min.

- Symergir el gel en solucidn desnaturalizante durante 1
h, en agitacidn, cambiando 21 tampdn a la media hora.

- HNeutralizar el pH del gel sumergiéndeolo esn scolucidn

neutralizante durante 1 h, en agitacidn, cambiando el
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tampon a la media hora.

Cortar el filtro de nylon {Hybheond-H) del mismoe tanmafic
que g2l gel, sumergirle en aguea durante | min v a con-
tinuacidn en 10X 32C durante media hora.

Bealizar la transferencia segun el método descrito por
Scuthern (19759}, durante 16-24 h.

Una wvez tranferidce =1 ADN a 1a membrana, se cologa entre
dos helas de papel Whatman 3MM v e =e=ca en estufa a 20g
C durante 2 h.

El filtro <¢con el ADN unide covalentemente pusde dguar-
darse entre las dos hojas de  papel Whatnan hasta

proceder a su hibridacidn.

HMARCAJE DE LAS SONDAS POR "OLIGOLLABELIRG"

Tomar uha alicucta de 320 ¢l de la sonda a marcar y
calentar a 632 ¢ durante 10 minutos, con el fin des dis-
olver la agaresa de hajao piento de fusidn.

Afiadir 10 pl de tampdn de "oligolakelling', 4 pl c& BSA
fmg/ml, 4 wpl de QCTP 32P con una actividad especifica de
BOO Cifmmol v 2 U de Elaenow.

Incubar a temperatura ambiente durante 16 h o a 372 C
durante 4-6 b.

Farar la reaccidn afadiendo 50 pwl de 33X 25C.

Separar losz nucledtidos libres mediante cromatografia en
Sephadey G-50.

Temar 2 pl para medir la radicactividad por Cerenkov.
fuardar la sonda marcada a -202 € hasta emplearla en la

hibridacidn.
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HIBRIDACION, LAVADO ¥ AUTORRADIDGRAFIA DE LOS FILTROS

- Colacar el firltro en usa bolsa de plastice vy  afadir

tampon de pre-hibridacidn en cantidad suficiente para

empaparla bien.

- Cerrar la boclza herméticaments sin dejar burbujas

dentro.

- Dejar a €52 C durante un minimo 4e 2 horas,

sgitacsidn, desechando luego el tampdn de la bolsa.

- Desnaturalizar la sconda previamente marcada haciéndola

hervir durante 2 minutos. Mantenerla sn hielo.

- Afadir la sonda desnaturalizada a un  tubo gqueg contengsa

lz cantidad apropiada de tampdn de hikridacidn (de &

30 ml} dependiendn del tamafico del filtro. EX volumen de

gonda a afiadir serd el suficiente para conseguir

actividad especifica final de S00.000-1.000. 000 de cuen-

tas por minuto (¢.p.m.) por mililitre de tampén

hibridacidn.

- Apnadir la mezcla a la bolsa ¥ sellar herméticamente,

dejindola durante 16-20 horas epn un  bafic a 652 C
agitacidn.

- Transcurrids este tiempa, lavar el filtre siguiendo

orden de las solucicnes de lavade. Entre 1los sucesivos

lavados, controlar la radioactividad del failtro, con-

giderdndose limpioc cuande 1 contador Gelger sSerala

alrededgor de 2 cuentas por segundo {c.p.s5.}. (En casa

segquir muy alta pueden continuarse los lavades subiendeo

1a temperatura ¥/o aumentande la concentracidn de SDE a

partir de la seolucidn del dltimo lavado).

- na ¥e2 limpio el £iltre, s& deja secar a tLemMperatura
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amhlente {(no <onviene secarlo por completo) ¥ se colosa
en una kolsa de plastice fino gque e pandrd en up chasis
con dos  intensificadores de tungstens ¥ en contacto ¢on
unda pelicula radiografica.

- HMantener =l chasiz a -50€0 ¢, de 24 a 48 horas. v rewvelar

la placa mediante procesador autcmitico.

3.2.3.4 HETODOS GENERALES PARA LA PREPARACION DE SONDAS

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES MEDTANTE Caclz

- Afadir, en un tubo Corning esteril, 50 pl de células
conservadas en glicerol a 5 ml de media LB.

- Incwvkar las células a 370 ¢ con agitacidn durante toda
la noche.

= Tomar 500 wul ¥ poner a crecer en 20 wml de medioc LB
estéril.

- Incubar las ce&lulas a 378 ¢ con agitacién hasta gque  1a
07 del cultiveo, a 600 nm, sea aproXimadamente 0.3 {entre
2 v 3 horas).

- QCantrifugar las células durante 10 mipnutos a 2000 r.p.m.
a 42 C,

- Lescartar el scbrenadante ¥ resuspendsar 21 botdn celular
en 4 ml de Caglz 50 mM, agitande suavemente, Afadilr la
solucion de CaCl? hasta un volumen final de 10ml.

- Dejar en hielo durante 20 minutoz.

- Cepntrifugar las céiunlas durante 10 minutes & 1000 r.p.m.
a 42 .

- bescartar el sobrenadante Y resuspehder =] botdn en 2 ml

de CaclZ frio {1/10 del volumen inicial).
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Dejar las cé£lulas a 42 C durants 24 horas antes  de
emolearlas para la rransformacidn. Las células son ahsra

competentes ¥ pueden oguardarzse =n  7ielo un mdaximoe de 2

dias.

TRANSFORMACION DE LAS CELULAS COMPETENTES CON EL PLASMIDD

Mgzolar, 8n oun tube estéril, de 2 a & pl del plasnideo
tcon el insartol oo 200 pl  de células  compstentes e
ineubar #n hielo durante 30 minutos.

Someter las c¢élulas a un cheoaue térmico, transfiriendo
gl tubo a un bafio a 422 C durante 2 minutos.

Afiadir 1 ml de medic LB v dejar crecer =1 cultivo de 45
a2 60 minutos a 378 C comn agitacion.

Sembrar las o©élulas en placas da LE agar, afiadiepndo el
antibidrice apropiade, utilizande distintas cantidades
de la mezcla (30, 00 y 200 wl), para obtener un numero
adecuado de colonias bien separadas. (El resto se deja a
49 ¢ para posteriores siembras).

Afiadir 100 wl de celulas no transformadas a otra placa
con antibidtica, come control negativo.

Eejar crecer las ¢élulas durante toda la noche a 372 C.
Las «<olonlias aparecerdn 12-14 horas despues. De estas
colaonias pueden obtensrse minipreparacicnes para exXtraer
ADH plasmidico o bien conservarlas en glacerol. Fara
gste Ultime pase se procede de la siguiente forma:

Tomar Wna unica oglonia de la placa de Petri <obh una asa
estéril ¢ transferirla a un tubo gue contenga 2 0 ml de
medic LA y antibidtico. Hacer crecer la colenia, a 172

€, hasta que el medic estd turhio.
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Tomar 0.8 ml del tubo ¥ mezclarle con 0.2 ml de glirercl
£ Un peguens tubo estéril,

Congelar las células a -80¢ €. Las celulas transformadas
pueden recuperarse sembrands um poca de glicerol =2n una

placa con agar v 2l antihidtico adecuado.

PREPARACION DEL ADN PLASMIDICO POR EL METODO DE LISIS

ALCALINA {(minipreparaciones)

- JSemkrar una cclonilia bacteriana transformada en 5 ml  de
medio LB y antibidtico.

= Incubar durante toda la neche a 379 € con ag:tacidn.

- Tomar 1,% ml del cultiveo, centrifugar a 14.900 rem

durante 30 minutos, descartar el sobrIenadante. ERepetir

la operacidn.

- Conservar &l resto del cultivo a 42 2,

= Eliminar el sobrenadante, por aspiracisn, dejando el
boten lo mis seco posible.

- Eesuspender el botdn en 10 pl de sclucidén I y mantener
durante & minutes en hislo.

- hiadir 200 pl de solucidén IT. Mezclar hasta gue adguiera
un aspecto mucoso ¥ dejar en hielo durante % minutos,

- Afadir 150 wl de solucagn IIT. Mezclar hasta gue
adquiera un aspecto semihomogénes ¥ dejar en hielo
durante 10 minutos.

- Centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos.

- Transferir el sobrenadante a otre tuko, filtrandolc
mediante una jeringa gue contenga una pequefia turunda de
lana de vidrigo.

- Afadir 2.5 pal de¢ dietilpirocarbonato*. Dejar a 632 C
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durante 1% minutos, destapar loz tubss ¢ enfriar a
temperatura amblente.

- Afiadir Z roldmenes de etangl absclute y dejar a
temperatura amkiente durante 5 minutos.

- Centrifugar a 14.000 rpm durante 2 minutos exactos.

- =Lliminar el sobrenadante ¥ dejar secar en posicion in-
vertida.

- FResugpender en 50 pl de TE 10 mM.

- Agragar 2 pl d& ANAsa.

- Copservar & 208 C

OBTENCION DEL INSERTD DE INTERES A PARTIR DE LOS PLASHIDOS
PURIFICADOS

Digestitn del ADH plasmidico

En general, el procedimientc 235 2l misme dgue el descritc

para la digestidn con  enzimas  de restriccion ¥ la

electroforesis en gel de agarosa, <on las siguientes
madificacsionas:

- El tamano del gel serd de 10 x 15 cm

- Emplear una agarosa de bajo punto de fusidn

- La concentracién da agarosa dependerd del tamafio de les
pliasmidos v Los insertps (del 0.6 al 1.2%)

- La migracién debe dejarse transcurrir con lentitud hasta
que leos dos fragmentos, a separar, estén suficientemante
alejadeos, a fin de podar caortar &1 fragmento de ADH del
inserto, visualizadeo en el trasiluminader OV,

= Separar el fragmento de ADH cerrespondiente 3l inserte ¢

ralocarle en un tuke  de ensayo. Con el fin de disolver
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compretamente }a agarosa, mantener & 982 £ durante B

minutcs, Harcer alicyoctas de 30 pl ¥ congervar a =208 ¢,

3.2.3.5 SENSIRILIDAD

La sensikilidad del andlisis de los FRLE para la
demostracidn de poblaciones residyales ha dependide de  las
sondas utilizadas. Al hacer las diluciones con muestras del
recepter ¥ de&l denante hemos  detectado hasta un 10t de

células recidualecs ¥ #n algunoz casos hasta an b

3.3 CALCULQS ESTADISTICOS

Para la comearacidnr de ia capacidad de deteccidn de  las
células residwales, mediante los mérodss de estudio, s& ha
utilizado el test exacto de risher.

Para el anélisis de la incidencia de recaldas, en relacion
a la deteccion de gquimeras mixtas o guimeras totales
trediante el estudic de los polimorfismes del ADM, s=  ha
ntilizads el analigisz actuarial de Eaplan-Meisr y para la

camparacidn de curvas el Log Eank test,
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ELECINDIDAETIS

LiddaTigr DEL ADM
MEMBRANG OFE HALDY

Figura 22.1: Esguema del "Sputhern bletting": andlisis
cecuencias de ADN por hibridacidn con sondas marcadas
los fragmentos transferidos segqun el método de Southern.
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