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Resumen

En recientes afios el numero de nifilos con enfermedades hemato-oncoldgicas se han
incrementado. El tratamiento habitual para este tipo de padecimientos ha sido la
quimioterapia, siendo un método efectivo en la mayoria de los casos, sin embargo no
en todos los pacientes funciona. Por ello el Trasplante de Células Progenitoras
Hematopoyéticas (TCPHs) es considerado una gran opcion de tratamiento
disminuyendo la mortalidad en los pacientes pediatricos con enfermedades hemato-
oncoldgicas. Uno de los puntos clave en el TCPHs ha sido el mantenimiento del injerto,
es decir, la presencia de las células progenitoras donadas. La monitorizacién del
injerto, también conocido como quimerismo, a través de técnicas moleculares, ofrece
una herramienta de gran utilidad clinica, ya que la deteccion temprana de la pérdida del
injerto o disminucion del quimerismo permite implementar acciones de recuperacion
que permitan reestablecer el injerto. En el Hospital Infantil de México Federico Gémez,
una de las principales enfermedades que padecen los pacientes son las leucemias, por
ello la implementacién de técnicas que permitan monitorizar el injerto después de un
TCPHSs es de gran importancia. Por lo anterior se realiz6 un estudio con 22 pacientes
pediatricos en protocolo de TCPHSs, se realizaron perfiles genéticos del donador y del
receptor previo al trasplante, a través de secuencias cortas repetidas en tandem (STR),
identificando alelos informativos de estos STR se calcul6 el porcentaje de quimerismo
de cada uno de estos pacientes basado en la técnica propuesta por Scharf en 1995,
utilizando las formulas descritas por Thiede en 1999, se monitoreo el porcentaje de
quimerismo en sangre periférica posterior al TCPHs, donde se observO una
supervivencia a los seis meses por debajo del 50%, valores estadisticos obtenidos de
la curva de supervivencia Kaplan Meier. El uso de técnicas moleculares como la PCR
multiple y la electroforesis capilar, utilizando STRs como marcadores genéticos,
permite llevar a cabo el seguimiento molecular del injerto con una buena sensibilidad y
en corto tiempo, permitiendo al médico tomar decisiones oportunas en los casos de

disminucién del porcentaje de quimerismo.
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|. INTRODUCCION

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticos (TCPH), es una terapia
relativamente nueva, Util en el tratamiento de diferentes enfermedades hematoldgicas y
no hematoldgicas propias de la infancia (1).

Estudios en 1959 en modelos de raton llevaron al reconocimiento de que células vivas
de médula 6sea (MO) podian ser trasplantadas de un animal a otro. En la actualidad se
ha incrementado la aceptaciéon del trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
(TCPH) para el tratamiento de enfermedades genéticas como aquellas que afectan la
funcidn del eritrocito (talasemia y enfermedad de células falciformes), funcion de los
granulocitos (agranulocitosis y enfermedad granulomatosa cronica), funcion plaguetaria
(Sindrome de Wiskott Aldrich y megacariocitosis congénita) y errores innatos del
metabolismo (2).

La primera fuente tisular para la obtencibn de las Células Progenitoras
Hematopoyéticas (CPH) fue la MO, el TCPH fue llamado persistentemente trasplante
de médula ésea (TMO); sin embargo, después de un largo tiempo, el término resulté
inadecuado cuando esas células se obtuvieron de otras fuentes, como sangre periférica
(SP) y corddn umbilical (CU). Con el avance del conocimiento y la purificacion de
diversos tipos de células madre, ese campo terapéutico crecid y se denomina
actualmente terapia celular (3).

Los trasplantes hematopoyéticos pueden dividirse para su estudio de acuerdo a la
relacion del donador con el receptor, si las células progenitoras son obtenidos de un
hermano gemelo univitelino (homocigoto), HLA idénticos se denominan trasplantes
singénicos.

En los casos en los que el donador es un hermano consanguineo que ha heredado
ambos haplotipos del HLA (Antigeno Leucocitario Humano) idénticos a los del receptor,
el trasplante se denomina alogénico (HLA idéntico de donador relacionado). Este
modelo es ideal, sin embargo la posibilidad de encontrar un hermano HLA idéntico esta
en proporcién al nimero de hermanos y no es mayor al 20%, en algunos casos el
donador puede ser un familiar no compatible o parcialmente histocompatible

(alogénicos parcialmente compatibles).
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En ocasiones esta incompatibilidad se ha tratado de disminuir realizando una deplecion
selectiva de linfocitos T del donador a lo que ha denominado trasplante haploidéntico.
Por dltimo, cuando el mismo receptor de los progenitores hematopoyéticos es el
donador, a este tipo de trasplante se conoce como autélogo (4).

Después de realizado el trasplante se cuantifica la relacién de células donador-receptor
expresado en un porcentaje (quimerismo). De acuerdo a la cantidad de material
biolégico de un organismo presente en otro genéticamente diferente, el quimerismo
puede ser minimo (microquimerismo), parcial o total (5).

El microquimerismo se define como la presencia en un individuo de una pequeia
poblacién de células o de acidos nucleicos de otro individuo genéticamente diferente.

El quimerismo es parcial o mixto cuando en la médula 6sea coexisten células
hematopoyéticas (CH) tanto del donador como del receptor y es completo o total
cuando todas las CH (100%) son del donador, alojadas en la cavidad medular y el
cuerpo del receptor.

El quimerismo también puede ser accidental o inducido; el quimerismo accidental, se
puede ejemplificar como el intercambio de material genético de la madre al feto,
mientras que el quimerismo inducido o iatrogénico, puede ser representado por el TCH

y de 6rganos solidos (5).

Son varios los métodos para investigar la presencia de células completas o de &cidos
nucleicos genéticamente ajenos en un humano. Con la técnica de FISH (hibridacion in
situ fluorescente) es posible identificar células masculinas en una mujer o viceversa,
por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permitiendo amplificar e
identificar secuencias especificas de los cromosomas X 6 Y, o bien microsatélites de
los cromosomas que son altamente especificos para cada individuo (6).

Las secuencias de tipo microsatélite (SSR o STR, Simple Sequence Repeats o Short
Tandem Repeats), muy abundantes en los genomas de eucariotas y algunos
procariotas, estan constituidas por unidades cortas (motivos basicos) de 1 a 6 pares de
bases, que se repiten en tandem un elevado nimero de veces. Cada secuencia STR

se define por el tipo de unidad repetida (lo mas frecuente mono, di, tri o tetra, aunque
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también penta o hexa nucleétidos) y por el sitio que ocupan en el genoma (locus). Su
frecuencia y tipo de repeticion varia en los genomas de distintas especies (7).

Los STR son secuencias altamente variables entre individuos. Esta variacion se
manifiesta normalmente con diferencias en la longitud entre los distintos alelos del
mismo locus. Las diferencias en longitud surgen de la existencia de un numero
diferente de repeticiones del motivo basico en cada caso. Se ha estimado que la tasa
de mutacién en los microsatélites varia entre 102 y 10 por generacioén y el mecanismo
gue explica mejor su alto grado de polimorfismo en tamafio es la acumulacién de

errores producidos por el deslizamiento de la polimerasa durante la replicacion del DNA

(7).
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas

El trasplante hematopoyético, también denominado TCPH, es una terapia relativamente
nueva, util en el tratamiento de diferentes enfermedades hematolégicas y no
hematolégicas propias de la infancia. Los avances en los trasplantes han ocurrido en
los ultimos afios y han permitido lograr una tasa de respuesta de la enfermedad en 50-
90% de los casos segun la patologia; sin embargo, hoy en dia aun se observan
complicaciones que pueden poner en peligro la vida del paciente o deteriorar su calidad
de vida. Con los avances en el diagnostico y tratamiento de los tumores hematoldogicos,
no hematoldgicos y tumores sélidos, se ha incrementado la supervivencia para los
pacientes pediatricos, que ha mejorado considerablemente en los Ultimos afios; sin
embargo, existe un grupo de pacientes en los que la supervivencia libre de enfermedad

ha permanecido baja pese a los adelantos terapéuticos (8).

2.2 Antecedentes historicos del TCPH

Jacobo de la Voragine en su "Leyenda Dorada", escrita en el siglo XIll, refiere que los
Santos Cosme y Damian, trasplantaron una pierna completa procedente de un etiope
muerto a un devoto miembro de la iglesia primitiva cuya propia pierna padecia un tumor
maligno. En el siglo XVI, Tagliacocci introdujo el trasplante de piel (9).

En 1987, la OMS reconoci6 la necesidad de desarrollar pautas para el trasplante de
organos y la Asamblea Mundial de la Salud aprob6 la Resolucién 40.13 que instaba al
estudio de los aspectos legales y éticos relacionados con esta delicada intervencion
meédica. En este sentido el 13 de julio de 1983, se aprobd la ley nimero 41 que rige en
nuestro pais para la donacion de 6rganos (10).

Dada la importancia de establecer una normativa legal acerca del trasplante de
organos es prioritario que las legislaciones traten a fondo este procedimiento, para que
garanticen el respeto a los derechos del donante y del receptor, reconocidos como
pacientes en la Declaracion sobre Trasplantes Humanos de 1987 y que se cumpla con
los aspectos éticos del trasplante (11).
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La transfusion de sangre logro ser comprendida a partir de 1901 cuando Lansteiner
descubrio el sistema ABO. En 1902, con el perfeccionamiento de la conexion quirdrgica
entre dos estructuras vasculares por Alexis Carrell, se resolvid uno de los principales
problemas técnicos y en 1958 con el descubrimiento por Van Roux del sistema HLA
donde el organismo reconoce como distintos los tejidos de otro individuo, a pesar de
pertenecer a la misma especie y es responsable del fendmeno del rechazo (16).

Un hecho importante en la historia de los trasplantes lo constituyd, en 1954, el primer
trasplante renal exitoso en gemelos monocigoéticos realizado en el "Peter Bent Brigham
Hospital". En aquella época, comenzaron las pruebas de diversas combinaciones de
drogas inmunosupresoras, iniciandose una serie de trasplantes de 6rganos. En 1963
Hardy realizé el primer trasplante pulmonar y Starzl los primeros hepaticos, en 1967
Barnard lo hizo con el corazén (8).

La historia del TCPH inicia con el concepto propuesto por Arthur Pappenheim en el
siglo XIX, de la existencia de una célula precursora de la que se originan todas las
células hematopoyéticas. Los trabajos realizados por Lorenz en 1951, mostraron que
era posible evitar la muerte de ratones sometidos a dosis letales de radiacién, mediante
la administracion de células de MO de un ratén de la misma cepa, y en 1956 se
demostré que esto era debido a la colonizacion de la MO del ratdén receptor por las
CPH del donador (2).

Los primeros TCPH en humanos fueron realizados por E. Donnall Thomas en 1957,
qguien realiz6 6 trasplantes a pacientes con diversas patologias. Las CPH fueron
obtenidas de costillas de cadaveres, costillas resecadas de pacientes durante cirugia y
mediante la aspiracion de crestas iliacas de pacientes y de donadores sanos. Los
resultados fueron pobres, ya que sélo se logré un injerto transitorio en 2 de los casos,
sin embargo esta primera experiencia demostré que es posible administrar cantidades
relativamente grandes de MO por via intravenosa sin toxicidad (13).

En 1959, Mathé logré llevar a cabo el primer trasplante alogénico, aunque el paciente
fallecio por mdultiples complicaciones de lo que ahora conocemos como enfermedad
injerto contra hospedero (EICH) cronica. En la década de los afios 60’s, Mathé y
Thomas intentaron infructuosamente realizar trasplantes alogénicos en pacientes con

leucemia aguda usando radiacion corporal total (RCT), con dosis de 400- 600cGy.
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Posteriormente, estudios en perros mostraron que se requerian dosis superiores a
800cGy para lograr una inmunosupresion suficiente, que permitiera que la MO
alogénica se injertara (30).

Un descubrimiento critico en el desarrollo del trasplante alogénico de células
progenitoras hematopoyéticas fue el reconocimiento del complejo principal de
histocompatibilidad en humanos, descrito por Dausset y Payne. Este descubrimiento
hizo posible la seleccién de donadores compatibles, que permitieran un injerto duradero
sin el riesgo de una EICH letal, y permiti6 ademas que en 1968, los grupos de
Minneapolis y Milwaukee, en forma simultdnea, llevaran a cabo los primeros trasplantes
exitosos al utilizar MO alogénica de un donador HLA compatible, en nifios con
inmunodeficiencia grave (14).

En marzo de 1969, el grupo de Seattle llevé a cabo con éxito, el primer trasplante HLA
compatible en un paciente leucémico, empleando RCT vy ciclofosfamida (CFM) como
esquema de acondicionamiento. Este mismo grupo publicé en 1972 los primeros 4
casos de anemia aplasica grave (AAG), tratados con trasplante de MO obtenida de
donadores HLA idénticos, en los que se emple6 CFM como Unica terapia de
acondicionamiento, logrando que 2 de ellos fueran sobrevivientes a largo plazo. Estos
estudios demostraron que los pacientes con AAG pueden ser trasplantados
exitosamente, y que aquellos con leucemia aguda de mal prondstico pueden ser
curados con TCPH utilizando RCT y CFM (15).

En México, la historia de los trasplantes de CPH puede dividirse en 2 etapas. La
primera inicia en el aflo de 1980 cuando el Dr. Ricardo Sosa y sus colaboradores
llevaron a cabo el primer TCPH en el Instituto Nacional de la Nutricion, en la Ciudad de
México. La segunda etapa comenzd a partir de 1995, con el entrenamiento en el
extranjero de médicos mexicanos para la realizacion del TCPH (3).

Una causa que influyé en el desarrollo de los programas de TCPH fue la evolucion de
los conocimientos en esta area. Se sustituyo el uso de CPH de médula 6sea por CPH
de sangre periférica, se simplificaron los métodos para llevar a cabo los trasplantes, y

se iniciaron los alotrasplantes con esquemas de acondicionamiento no mieloablativos

3).
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2.3 Funcion del TCPH
Los TCPH de igual manera cuentan con dos finalidades:
e Sustituir la hematopoyesis del paciente, por ser insuficiente, total o parcialmente
defectuosa.
e Permitir la administracion de un tratamiento antineoplasico intenso con dosis
muy elevadas de quimioterapia o radioterapia. En este caso, el TCPH es
realmente un recurso de rescate que contrarresta la mielosupresion grave y, es

potencialmente mortal del tratamiento antineoplasico (8).

2.4 Tipos de trasplante

2.4.1 Autdlogo (Autotrasplante)

En este tipo de trasplante se usan las propias células madre del paciente. Las células
madre se obtienen de la médula o de sangre periferica, y luego se congelan. Luego de
administrar quimioterapia y/o radioterapia intensiva al paciente para tratar la
enfermedad, las células descongeladas se vuelven a introducir al paciente. El objetivo
principal del autotrasplante es hacer posible que el paciente reciba dosis altas de
quimioterapia con o sin radiacion, las que de otro modo serian demasiado toxicas para
tolerarse debido al dafio serio que el tratamiento causaria en la médula. Las dosis muy
altas a veces pueden resolver el problema de la resistencia de la enfermedad a las
dosis normales de quimioterapia. El autotrasplante requiere que la persona tenga una
cantidad suficiente de células madre sanas en la médula o sangre periférica (16).

Un auto TPH posee varias ventajas respecto a un trasplante alogénico: no requiere de
donante HLA compatible, carece de complicaciones de EICH, los periodos de
convalecencia son mas cortos y la reconstitucion inmunolégica es mas rapida. Su
principal desventaja es que posee tasas de recaida mas altas, debido a la ausencia de
reaccion injerto contra leucemia (ICL). Segun informacion aportada por los registros de
ALWP (por sus siglas en ingles de Acute Leukemia Working Party) en 2.100 pacientes
auto trasplantados, la sobrevida libre de enfermedad y la sobrevida global a los 5 afios
es de 43% y 51% respectivamente. Estos resultados son mucho mejores que los
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obtenidos en pacientes no trasplantados, pero hay sesgos que dificultan Ila

interpretacion precisa de los datos (17).

2.4.2 Alogénico (Alotrasplantes)

En este tipo de trasplante se usan las células madre de un donante. Las células madre
donadas pueden provenir de un donante emparentado o de un donante no
emparentado. Los hermanos tienen mayor probabilidad de tener un tipo de tejido
compatible con el del paciente, porque en este caso el paciente y el hermano donante
recibieron sus genes de los mismos padres. Sin embargo, los hermanos no siempre
tienen tipos de tejido estrechamente compatibles (35).

Antes de recibir un alotrasplante estandar, los pacientes reciben dosis altas de
quimioterapia y a veces radioterapia. A este tratamiento se le llama “régimen de
acondicionamiento” o “régimen de preparacion”, el cual destruye las células
cancerosas, inhibe el sistema inmunitario del paciente y, por lo tanto, el sistema
inmunitario no puede atacar las células madre trasplantadas del donante.

Un beneficio crucial del trasplante alogénico es la generacién del efecto injerto contra
enfermedad (GVD, por sus siglas en inglés), que puede ser alin mas importante que la
terapia intensiva administrada para destruir las células cancerosas. Este efecto es el
resultado de que el sistema inmunitario del donante “reconozca” las células cancerosas
del paciente y las elimine (16).

El trasplante alogénico posee un enorme impacto en la sobrevida de los pacientes con
leucemia mieloide aguda (LMA), observandose mejores resultados en pacientes de alto
riesgo, si se compara con quimioterapia estandar. Segun los registros del EBMT
(European Bone Marrow Transplant) los pacientes con donante HLA compatible

obtienen sobrevidas globales del orden del 60-65% a los 5 afios (17).

2.4.3 Singénico (Isotrasplante)

Este término se usa para denominar un alotrasplante en el que el donante y el receptor
son gemelos con una estructura genética idéntica y con el mismo tipo de tejido. Con
este tipo de trasplante, las células del donante no son rechazadas y los tejidos del

receptor no son atacados por las células inmunitarias del donante y tampoco se
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necesitan tratamientos para prevenir el rechazo del injerto ni la EICH. Sin embargo, no
produce el efecto beneficioso GVD. Ademas, al igual que con los autotrasplantes, hay
mas probabilidad de una recaida de la enfermedad en el paciente en comparacion con
otros tipos de donantes. Algunos de los pacientes logran una remision a largo plazo
gracias a los efectos del régimen de acondicionamiento y a la infusion de células madre

normales (16).

2.5 Fuentes de CPHs

2.5.1 Médula6sea

Antes de que una persona sea aceptada como donante de médula 6sea, necesitara un
examen fisico completo y una evaluacién para confirmar que las cantidades de células
sanguineas se encuentran dentro de los limites normales. La sangre del donante se
analiza para asegurarse de que no estéen presentes los virus de la hepatitis ni del VIH.
Se realizan pruebas para detectar otros virus que puedan estar presentes. Sin
embargo, un resultado positivo en una o mas de las pruebas no impide necesariamente
que la persona sea donante (18).

La donacién de médula Gsea es un procedimiento quirargico que se realiza en un
guiréfano con anestesia. Los médicos a cargo del trasplante utilizan una aguja hueca
especial unida a una jeringa para extraer médula desde el borde superior del hueso
iliaco.

Es extraido varias pintas de médula (una pinta es igual a 470 mililitros). ElI donante
generalmente permanece en el hospital durante aproximadamente seis u ocho horas.
Durante este tiempo, el donante se recupera tanto de la anestesia como del dolor
agudo en los lugares de introduccion de la aguja.

La médula recolectada se pasa a través de una serie de filtros para retirar fragmentos
de hueso o tejido, y luego se recolecta en una bolsa de plastico, desde la que se puede
infundir en la vena del receptor. Si es necesario, las células recolectadas de médula
pueden congelarse y almacenarse para uso posterior (16). Sin embargo, no todos los
candidatos a donaciéon de M.O. son contemplados para el procedimiento como se

muestra en la tabla No. 1 (18).
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Tabla No. 1 Factores de exclusion para donacion de sangre de corddon umbilical.

Historia de exposicion o infeccion previa con hepatitis o VIH.

Complicaciones durante el parto o cesarea o historia previa de nacimiento de

alto riesgo.

Embarazo gemelar.

Problemas placentarios o del cordén umbilical

Producto de bajo peso.

Problemas durante el procesamiento de las muestras.

Cantidad insuficiente de células CD34+.

Resultados positivos para infeccion.

Otros problemas.

Nota: todos los factores mencionados previamente varian de acuerdo al padecimiento y

la persona (18).

2.5.2 Sangre periférica

Actualmente la fuente mas comdn de CPH para un trasplante es la sangre periférica.
Las células madre son productoras de células que se liberan de la médula 6sea a
sangre periférica. El uso de movilizadores de células progenitoras hematopoyéticas
(PBSCs) elimina la necesidad de administrar anestesia general o raquidea cuando las
células madre se recolectan de la médula. También evita las molestias que se
producen por unos pocos dias en el lugar donde se introducen las agujas en el hueso
iliaco para obtener las células de médula (16).

A fin de obtener suficientes células madre de la sangre periférica para un trasplante,
normalmente se administra a un donante un factor de crecimiento que estimula la
produccion de glébulos blancos, como el factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF, por sus siglas en inglés), para facilitar que mas células madre productoras de
sangre pasen de la médula a sangre periférica. En algunos casos, cuando se usan las
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propias células madre del paciente, estas se movilizan mediante una combinacién de
G-CSF y quimioterapia para tratar la enfermedad subyacente (16).

Una vez que las células se movilizan, se recolectan del torrente sanguineo mediante un
proceso llamado “aféresis”. Para la aféresis se introduce una aguja en la vena del
donante, por lo general en el brazo. La sangre del donante se hace circular a traves de
una maquina de aféresis, la cual separa la sangre en cuatro componentes: globulos
rojos, plasma, glébulos blancos y plaquetas. La fraccion de glébulos blancos es
recolectada debido a que contiene las células progenitoras, mientras que los otros
componentes de la sangre son devueltos al donante (o al paciente) (16).

2.5.3 Cordon umbilical

La sangre del cordon umbilical y de la placenta contiene células madre. Esta sangre se
puede recolectar después del nacimiento de un bebé; la sangre recolectada se llama
“unidad de sangre de cordon umbilical”. Durante el parto, la atencidon se centra en la
madre y el bebé. Inmediatamente después del nacimiento del bebé, se coloca una
pinza en el cordon umbilical. La sangre del cordon umbilical y de la placenta se
recolecta antes o después de la expulsion de la placenta, dependiendo del
procedimiento en el hospital. La sangre se recolecta en una bolsa estéril; esta bolsa de
sangre es la unidad de sangre del cordén umbilical. Se le asigna a la sangre
recolectada un numero de identificacion y se almacena temporalmente. La unidad de
sangre del cordén umbilical se transporta a un banco de sangre de cordén umbilical
para analisis, congelacion y almacenamiento a largo plazo.

La cantidad de células necesarias para ofrecerle al paciente la mejor probabilidad de un
injerto exitoso y la supervivencia después del trasplante se basa en el peso del
paciente. La unidad de sangre de cordon umbilical debe tener una cantidad suficiente
de células madre segun la talla del receptor. Debido a la pequefa cantidad de células
progenitoras en una unidad de sangre de cordén umbilical se injertan mas lentamente
gue las células madre de la médula o de la sangre periférica, mientras tanto los

pacientes corren riesgos de contraer infecciones potencialmente mortales (16).
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2.6 Régimen de acondicionamiento

Dependiendo el tipo de padecimiento y de otros factores, se pueden administrar
regimenes de acondicionamiento de dosis altas. El tratamiento puede consistir s6lo en
farmacos de quimioterapia (por ejemplo, busulfan y ciclofosfamida), o quimioterapia
administrada en combinacién con radioterapia en todo el cuerpo. Ciertos regimenes de
acondicionamiento pueden tener efectos secundarios Unicos, y los miembros del
equipo de trasplante hablaran sobre éstos con el paciente antes de comenzar la terapia
de acondicionamiento (16).

El régimen de acondicionamiento ideal debera ser aquel que a una dosis maxima
tolerable por el receptor, no repercuta en una mayor toxicidad para el procedimiento y
ademas debera ser bien tolerado por el paciente. Existen innumerables esquemas de
acondicionamiento sin que se haya demostrado una mayor eficiencia entre un esquema
y otro. Tradicionalmente se agrupan en aquellos que emplean Unicamente
guimioterapia o la combinacion de quimioterapia y radioterapia. Asi mismo, también se
pueden agrupar en aquellos esquemas que son mieloablativos y los que no lo son (no
mieloablativos), estos dUltimos a su vez pueden dividirse en los que utilizan
inmunosupresion sin mielotoxicidad y aquellos en los que se provoca inmunosupresion

con mielotoxicidad (19).

2.6.1 Regimenes mieloablativos

Son utilizados en practicamente todos los centros donde se realiza TCH. Estos
regimenes fueron inicialmente administrados escalando las dosis de radiacion o de los
agentes de quimioterapia empleados hasta la maxima dosis tolerada. El disefio de los
mismos ha sido desde sus inicios en parte casi empirico, y las drogas o la combinacién

utilizada, no debe tener toxicidad sobrepuesta para evitar mayor dafio al receptor (19).

2.6.2 Regimenes que emplean irradiacion corporal total (ICT)
La ICT a dosis supraletales en combinacién con quimioterapia (QT) forma parte del

régimen de acondicionamiento de los TCH en enfermedades hematologicas en un
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40%-50% de los TCH autélogos y en el 50%-60% de los TCH alogénicos. En los inicios
de los afios 70°s, se publicaron los primeros casos de regimenes que empleaban ICT
en pacientes con leucemia agua, inicialmente proporcionando una dosis Unica,
utilizando para el procedimiento una bomba de cobalto 60. Actualmente, con la
finalidad de que esta terapia sea mas tolerable y menos téxica para el receptor, la ICT
se puede administrar de forma fraccionada o hiperfraccionada. Una de las ventajas de
incluir ICT es que la radiacién no respeta barreras fisicas como la hematoencefélica,
asegurando asi la destruccion celular en todas las regiones del cuerpo (19).

En la tabla 2 se ejemplifican los tipos de dosis utilizadas para la ICT, incluyendo dias y
dosis de irradiacion acumuladas durante el procedimiento.

La dosis maxima tolerada de ICT es de 15Gy, dosis por arriba de esta cifra
generalmente llega a ser toxica sobre todo a nivel pulmonar, de hecho, la toxicidad
pulmonar y cardiaca han sido las principales limitantes de la dosis de la ICT.

Con el objeto de limitar hasta donde sea posible la toxicidad a nivel de 6rganos y
reducir el dafio, se han empleado protectores de plomo, sobre todo para evitar el dafio
a nivel pulmonar, cuando se utilizan dosis de 8-9Gy. De igual manera como se observa
en la tabla ndmero 3 la ICT puede combinarse con otro tipo de medicamentos
guimioterapéuticos para favorecer las condiciones del paciente antes del trasplante
(29).

Tabla No. 2 Identificaciéon de ICT.

DIAS DOSIS TOTAL
Dosis Unica 1 Sélo dia 2-8Gy
Dosis fraccionada 3 dias 10-14Gy
Dosis hiperfraccionada 4 dias 14-15Gy

Nota: Tipos de dosis en 1a ICT (19).
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Tabla No. 3 Regimenes de acondicionamiento que incluye ICT.

REGIMEN . ) ) .
DOSIS TOTAL DOSIS DIARIA VIA DE ADMINISTRACION Y DURACION DIAS
CY/ICT
. . 120 mg/kg 60 mg/kg -6, -5
Ciclofosfamida IVen 1h
12-14.4 Gy 2-2.4Gy (2 x dia) -3,-2,-1
Irradiacién corporal total
ICT/VP16
e 12.13.2 Gy 2-2.5Gy (2 x dia) -7,-6,-5,-4
Irradiacién corporal total
Etopésido IV en 2h
60 mg/kg 60 mg/kg -3
ICT/VPICY
Ciclofosfamida 120 mg/kg 60 mg/kg IVen 1h -6,-5
Etopésido 30-60 mg/kg 30-60 mg/kg IV en 2h -4
Irradiacién corporal total 12.13.75 Gy 2-2.25Gy (2 x dia) -3,-2,-1
ICT/TTICYIGAT
L 13.75 Gy 1.25Gy (3 x dia) -9,-8,-7,-6
Irradiacién corporal total
Tiotepa
. i 10 mg/kg 5 mg/kg IV en 2h -5,-4
Ciclofosfamida
. . . 120 mg/kg 60 mg/kg IVen 1h -3,-2
Globulina antitimocito
120 mg/kg 30 mg/kg IV en 6h -5,-4,-3,-2
AC/ICT )
. . 2 3gr/m
Citarabina 36 gr/m -9,-8,-7,-6,-5,-4
2Gy (2 x dia) IV ¢/12h en 2h
Irradiacién corporal total 12 Gy -3,-2,-1

Nota: Combinaciones y dosis requerida para cada uno de los acondicionamientos (19).

Actualmente se desconoce cual es el mejor esquema de ICT, combinandose con
ciclofosfamida (Cy) generalmente a dosis de 60mg/kg, aunque también se ha
combinado con etoposidos (VP-16), con dosis altas de citarabina, o con melfalan como
se observa en la tabla numero 4, todos ellos con buenos resultados, sin embargo el
régimen mas empleado ha sido ICT-CY.

Dosis mayores a 15Gy se han asociado a menos incidencia de rechazo de injerto o
recaida; sin embargo la toxicidad extrahematoldgica, sobre todo pulmonar y cardiaca,
ha sido mayor. Dosis menores 6Gy se asocian a un mayor riesgo de falla de injertoy a
recaida de la enfermedad. Tomando en cuenta, como ya se ha sefialado, que la dosis

maxima de ICT es de 15Gy, en los ultimos afios se han empleado anticuerpos
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monoclonales radiomarcados, lo que ha permitido dirigir en forma mas exacta la

radiacion a las células tumorales sin aumentar la toxicidad a otros 6rganos (19).

Tabla No. 4 Regimenes de quimioterapia a dosis altas.

VIA DE
REGIMEN QT DOSIS TOTAL DOSIS DIARIA ADMINISTRACION Y DIAS
DURACION
BU/CY (Santos)
Busulfan 16mg/kg 4mg/kg VO cada 6h -6,-5
Ciclofosfamida 200mg/kg 50mg/kg IV en 1h -3,-2,-1
BU/CY (Tutschka)
Busulfan 16mg/kg 4mg/kg VO cada 6h -7,-6,-5,-4
Ciclofosfamida 120mg/kg 60mg/kg IV en 1h -3
CYIGAT
Ciclofosfamida 200mg/kg 50mg/kg IV en 1h -5,-4,-3,-2
Globulina antitimocito 90mg/kg 30mg/kg IV en 8h -5,-4,-3
Melfalan 100-200mg/m* 100-200mg/m* IV en 1h -1
BU/MEL
Busulfan 16mg/kg 4mg/kg VO c/6h -5,-4,-3,-2
Melfalan 140mg/m? 140mg/m? IV en 1h Al
BEAM
BCNU 300mg/m? 300mg/m? IV en 2h -6
Etopésido 400-800mg/m® 100-200mg/m* IV en 2h -5,-4,-3,-2
Citarabina 800-1600mg/m? 200-400mg/m? IV en 2h -5,-4,-3,-2
Melfalan 140mg/m® 140mg/m® IV en 1h -

Regimenes de acondicionamiento que incluyen ICT y sus distintas combinaciones con

medicamentos quimioterapéuticos (19).

Las principales ventajas de los regimenes de acondicionamiento en donde se emplea
ICT son: menos toxicidad, mayor facilidad de administracion, bajo costo y ademas se
puede justificar el empleo, después del TCPH, de radiacién a sitios con enfermedad
(29).

Al igual que los esquemas que utilizan ICT, estos regimenes se administran dias antes
de la infusion de las células progenitoras hematopoyéticas (CPH). La eleccién de los
farmacos utilizados se basa en su accién biolégica y en no sobreponer su toxicidad. La
combinacion de farmacos mas empleada ha sido la de busulfan (Bu)(16mg/kg) ms Cy
(200mg/kg 6 120mg/kg), esquemas empleados en leucemias agudas, crénicas,

sindromes mielodisplasicos entre otros. Se han publicado una gran cantidad de
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estudios en donde se compara ICT contra BuCy en donde no se han encontrado
diferencias significativas en cuanto a supervivencia libre de enfermedad, mortalidad
relacionada a trasplante, supervivencia global, riesgo para enfermedad injerto contra
huésped aguda o croénica.

De manera tradicional el régimen de acondicionamiento utilizado para padecimientos
como el Linfoma no Hodgkin o la enfermedad de Hodgkin en el caso del TCH autdlogo,
ha sido la combinacion de Cy, carmustina (BCNU), etopdésido y melfalan o citarabina.
De hecho, en un estudio del Grupo Espafiol, los mejores resultados se obtuvieron con
el uso de QT en comparacion con QT+ICT, y de entre los esquemas basados en QT,
los regimenes BEAM ofrecieron mejores resultados en cuanto a la estimacion de la
supervivencia global (58%), en comparacion con CVB (40%) o con Cy-ICT (31%). Hoy
en dia, continla considerandose que en este tipo de padecimientos el uso de dosis
altas de quimioterapia y TCH autélogo es el tratamiento de eleccion, sobre todo cuando
el linfoma ha recaido y las células tumorales son sensibles a la QT (19).

En general, dentro de los esquemas de acondicionamiento, los farmacos mas
empleados han sido busulfan, melfalan, etopdsido, carboplatino, cisplatino, tiotepa,
BCNU, ICT, ciclofosfamida y fludarabina, estos ultimos tres también utilizados como

inmunosupresores.
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Tabla No. 5 Esquema de acondicionamiento de intensidad reducida.

VIA DE
REGIMEN DOSIS TOTAL DOSIS DIARIA ADMINITRACION Y DIAS
DURACION
ICT/FLUDARABINA
Irradiacion corporal total 2Gy 2Gy IV en 30 min 0
Fludarabina 90mg/m? 30mg/m? -4,-3,-2
FLUDARA/BU/GAT
Fludarabina 180mg/m?® 30mg/m? IV en 30min -10 a-5
Busulfan 8mg/kg 4mg/kg VO c/6h -6,-5
GAT 40mg/kg 10mg/kg IV en 8-10h -4,-3,-2,-1
FLUDARA/BUSULFAN
Fludarabina 150mg/m? 30mg/m’ IV en 30min 9a-5
Busulfan 10mg/kg lmg/m2 VO c/6h (total 10 -6,-5,-4
dosis) (4,4,2 dosis)
FLUDARA/MELFALAN
Fludarabina 150mg/m? 30mg/m? IV en 30min 8a-4
Melfalan 140mg/m® 70mg/m? IV en 15min 3,2

Estos tipos de esquemas de acondicionamiento son dirigidos a personas de edad
avanzada, donde administrar un acondicionamiento podria resultar contraproducente
(29).

El régimen de acondicionamiento que se describe en la tabla nimero 5 esta dirigido a
pacientes de edad avanzada (mayores de 55 afos), con historia de un TCH previo o en
pacientes que presentan patologia asociada que imposibilita el administrar dosis altas
de agentes citotoxicos(19).
Los regimenes de acondicionamiento de intensidad reducida (AIR) se han definido de
la siguiente forma:

e La mielosupresion deberé ser reversible (usualmente en un tiempo de 28 dias).

e El estado de quimerismo mixto deberd ser alcanzado en una proporcion

importante de pacientes al momento de la primera evaluacion posterior al TCH.

e Tasa baja de toxicidad no hematologica.
De manera general todos los regimenes de intensidad reducida siguen una misma
linea, que es administrar una potente inmunosupresion para que la celularidad del
donador sea capaz de “hacerse de un espacio” en la médula 6sea del huésped. Para
gue el efecto injerto contra tumor (EICT) pueda establecerse se requiere de células

inmunocompetentes por parte del donador, asi mismo, también se requiere de tiempo
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suficiente para producir una efectiva respuesta antileucémica. Esta inmunosupresion
promueve un QM que a su vez proporciona un estado de tolerancia inmunolégica

bidireccional entre el huésped y el receptor (19).

2.7 Indicaciones de TCPHs:

Las neoplasias hematologicas forman un grupo de enfermedades que provienen de la
expansion clonal de células hematopoyéticas, determinando el estado de diferenciacion
de la transformacion celular el fenotipo de la enfermedad (20).

2.7.1 Leucemia Linfocitica Aguda (LLA)

La LLA puede ser curada con quimioterapia de primera linea en aproximadamente 80%
de los casos. El grupo BFM (Berlin-Frankfurt-Munster Group) reporta una supervivencia
libre de evento de 75.9% a 8 afios, en los pacientes incluidos en su estudio. Resultados
similares han sido descritos por diferentes grupos internacionales, como el grupo del
Hospital St. Jude. Después de una recaida tardia a MO o extramedular aislada, la
supervivencia libre de evento es de 35% a 44%, cuando se emplea quimioterapia
convencional, y este porcentaje es significativamente menor si la recaida ocurre
durante el tratamiento o en los primeros 6 meses de haberlo terminado de manera
efectiva (20).

El trasplante autdlogo no ha demostrado mejores resultados que los esquemas
intensos de quimioterapia, en pacientes con LLA de alto riesgo en remision. Este
procedimiento podria tener la ventaja de que no produce EICH, sin embargo la
respuesta que se puede alcanzar es sumamente limitada, pues aun cuando el paciente
se encuentre en remision medular "completa” antes del trasplante, existe plena
evidencia del gran riesgo de injertar células leucémicas en el hospedero y la tasa de

recaidas es muy alta.

El papel del trasplante alogénico para pacientes pediatricos con LLA ha sido un tema
de discusion, particularmente en primera remision, pero si ha mostrado beneficio en

pacientes con recaidas tempranas.
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El donador relacionado constituye la mejor fuente de CPH, de tal manera que cuando
se planea un TCPH, lo primero es investigar a los hermanos del paciente. La fuente de
CPH puede ser médula 6sea o sangre periférica de donador previamente estimulado.
Sin embargo, sélo es posible encontrar un hermano HLA compatible en menos del 20%

de los casos que requieren TCPH (20).

2.7.2 Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

El pronostico de la LMA en nifios ha mejorado significativamente en las Gltimas 2
décadas. Con el uso de quimioterapia intensa, actualmente es posible obtener remision
completa de la enfermedad en 80% a 90% de los casos, y 30% a 70% pueden ser
curados si reciben quimioterapia de mantenimiento. EI trasplante de donador
relacionado en primera remision permite alcanzar supervivencia prolongada en 45% a
64% de los casos, por lo que representa una muy buena opcion para aquellos
pacientes con LMA de alto riesgo, cuyas tasas de supervivencia sin TCPH son

inferiores a estas cifras (8).

2.7.3 Leucemia Granulocitica Crénica (LGC)

De los trastornos mieloproliferativos, la LGC es la variante mas comun en nifos,
aunque representa sélo 1% a 3% de todas las leucemias que se presentan a esta
edad. La incidencia estimada de en pacientes pediatricos se ha reportado en menos de
uno en 100,000 y es menos comun en nifios menores de 2 afios comparados con otros

grupos de edad.

Las caracteristicas clinicas moleculares, citogenéticas, morfoldgicas de esta

enfermedad en los nifios, son similares a las del adulto.

Al igual que en adultos, el TCPH alogénico se ha considerado principalmente para
aquellos pacientes con LGC. Debe tenerse en cuenta que aun cuando se tenga un
donador relacionado y a pesar de su potencial curativo, hay factores y riesgos para el
procedimiento en este tipo de nifios, por lo que cada paciente debe ser seleccionado
adecuadamente. En un estudio, se evaluaron 314 nifios con LGC entre 1985y 2011, la

supervivencia global y la supervivencia libre de evento a 3 afios fueron de 66% y 55%,
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respectivamente, y en el andlisis multivariado los pacientes mostraron tener mejores
resultados cuando eran trasplantados en fase cronica o crisis blastica, aunque hay que
destacar que mas de un tercio de los pacientes en fase aguda o crisis blastica estaban
vivos vy libres de enfermedad a 3 afios. La supervivencia libre de evento fue aun mejor
en aquellos pacientes pediatricos que se trasplantaron en los primeros 6 meses del
diagnostico, estos resultados difieren de lo reportado en adultos en donde se ha visto
gue se tienen mejores resultados, si los pacientes se trasplantan en los 12 meses que

siguen al diagnostico (21).

2.7.4 Linfoma Hodgkin y no Hodgkin

El prondstico para nifios y adolescentes con Linfomas de Hodgkin (LH) y no Hodgkin
(LNH) es en general bueno. No asi en aquellos pacientes con enfermedad avanzada,
en los que fallan a la primera linea de tratamiento con quimioterapia y radioterapia o en
quienes presentan enfermedad recurrente, particularmente si se trata de recaidas
tempranas. Estos casos pueden verse beneficiados y tener una supervivencia libre de
enfermedad prolongada con un trasplante aut6logo. Este procedimiento se ha preferido
histéricamente sobre el trasplante alogénico, debido a la mayor facilidad para realizarlo

y a las complicaciones inmunoldgicas que se presentan en el trasplante alogénico.

En los dltimos afios, la introduccion de los regimenes de baja intensidad y la
disminucién de la muerte relacionada al trasplante han permitido revalorar el trasplante
alogénico en etapas avanzadas, considerando el efecto injerto contra tumor. En LNH,
los factores de riesgo que predicen una mejor supervivencia son el tipo histolégicos y el
estado de la enfermedad. En el LH, el nivel de DHL (Deshidrogenasa Lactica) pre-
trasplante representa un marcador de alto riesgo, siendo la supervivencia libre de
evento de 42% y 0% en pacientes con DHL normal o alta, respectivamente. La tabla
namero seis muestra las indicaciones del TCPH en linfomas de acuerdo con el Grupo
Europeo de Trasplante de Médula Osea (EBMT) (20).
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Tabla No. 6 Indicaciones de TCPH en Linfomas Hodgkin y no Hodgkin, de
acuerdo con el EBMT.
o Donador Disparidad de | Disparidad = Trasplante
Enfermedad Condicion _ ) . i
compatible 1 antigeno 1 antigeno autélogo.
o No No No No
12 remisién
recomendado | recomendado | recomendado | recomendado
Linfoma no 12 remisién Opcion Opcion No Opcion
Hodgkin alto riesgo clinica clinica recomendado clinica
g o _ _ Opcién Opcidén
2% remision Indicado Indicado o .
clinica clinica
L No No No No
12 remision
Linfoma de recomendado | recomendado | recomendado | recomendado
Hodgkin Recaida, 29 Opcién No _
o . En desarrollo Indicado
remision clinica recomendado

Recomendacion en el trasplante de acuerdo al HLA (21).

2.7.5 Tumores Solidos

El trasplante aut6logo de MO es un método en el cual se otorgan altas dosis de terapia
citorreductiva a pacientes con cancer. Muchos de los investigadores han demostrado
una curva de dosis-respuesta para tumores. La toxicidad hematolégica con frecuencia
limita la intensidad de muchos de los regimenes quimioterapéuticos disponibles, para el

tratamiento en este tipo de enfermedades (8).

2.7.6 Neuroblastoma

El neuroblastoma (NB) es un tumor de las células de la cresta neural, que dan origen al
sistema nervioso simpatico. Tiene una incidencia anual de aproximadamente 8 casos
por millén de nifilos en los Estados Unidos. Los pacientes con tumor completamente
localizado o aquellos con diseminacion a tejidos adyacentes o a ganglios linfaticos,
tienen un excelente prondstico cuando se tratan con reseccidén quirdrgica con o sin

guimioterapia (8).
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Los pacientes menores de un afio de edad al diagnostico y con estadios I, Il o 1V,
también tienen un excelente prondstico. El 40% a 60% de pacientes con estadio Ill que
tienen marcadores biol6gicos favorables como una sola copia de N-myc e
hiperdiploidia, pueden también ser curados con terapia convencional, dependiendo en
parte de la posibilidad de reseccion quirdrgica. Desafortunadamente, entre una tercera
parte y la mitad de los neuroblastomas son estadios IV en nifios mayores de un afo de
edad.

Dentro de las estrategias investigadas en la Gltima década se encuentra la terapia con
muy altas dosis quimioterapia, la cual ha surgido como una esperanza, ya que tanto el
porcentaje como la calidad de la respuesta pueden mejorar al incrementar las dosis de

algunos de los agentes antineoplasicos, administrados solos o en combinacion.

Esta modalidad de terapia intensa con multiples agentes ha permitido el desarrollo del
trasplante autélogo de MO, y mas aun el desarrollo de la terapia de soporte, el
paratrasplante autélogo, ha permitido escalar las dosis de terapia citotoxica contra NB,
lo que ha resultado en una supervivencia libre de enfermedad de 25% a 50% a 2 afios,

gue es superior a la obtenida con quimioterapia convencional (8).

2.7.7 Sarcoma de Ewing (SE)

El sarcoma de Ewing es un tumor maligno primario de hueso, que se presenta en nifios
y adolescentes. Los pacientes con enfermedad multifocal o recaida temprana o
multiple, tienen muy mal prondstico a pesar del uso de cirugia, quimioterapia y

radioterapia (8).

La introduccion de terapia multimodal en la dltima parte de la década de los 60's y
principios de los 70's, mejoro el prondstico. Sin embargo, los pacientes con enfermedad
metastasica al diagnéstico, enfermedad localizada, pero extensa o con tumores
irresecables del tronco, seguian siendo de alto riesgo de falla al tratamiento y pocos de
estos casos podian ser curados. La mayoria respondia inicialmente al tratamiento, pero
eventualmente sufria recaida, principalmente en pulmoén, hueso o MO y moria con

enfermedad diseminada. Los tratamientos mieloablativos con rescate con MO fueron
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usados por varios investigadores, para mejorar el pobre prondstico de los pacientes

con SE que presentaban estas caracteristicas (8).

2.7.8 Tumores cerebrales

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) son un grupo heterogéneo de
neoplasias, que representa 16% a 20% de todas las neoplasias en los pacientes
pediatricos, siendo Unicamente rebasados en frecuencia por la LLA en este grupo de
edad. La sobrevida a 5 afios en pacientes con tumores del SNC, es de
aproximadamente 50%. Los tumores mas frecuentes son los astrocitomas de bajo
grado y los tumores embrionarios como meduloblastoma. Los tumores cerebrales
malignos en los nifios tienen un mal prondstico. La sobrevida libre de enfermedad se
encuentra entre 40% y 60%, para los tumores mas frecuentes (meduloblastoma y

ependimomas).

Los pacientes con gliomas de alto grado que progresan después de una terapia inicial
tienen un prondstico muy malo, con una supervivencia media de 7 meses. Gianone y
Wolff llevaron a cabo un estudio con 16 pacientes con gliomas del SNC con progresion,
previamente tratados con radiacion maxima y quimioterapia. Los pacientes entraron a
un estudio de fase Il con altas dosis de etopésido, seguidas de TCPH autblogo. Tres
pacientes (19%) experimentaron respuesta tumoral. Los pacientes respondedores
fueron tratados con 2 ciclos mas, de altas dosis de etopdsido. La media de sobrevida
para los 16 pacientes fue de 4 meses, con 3 respondedores que vivieron 9, 10 y 54
meses pos trasplante. Estos resultados correlacionan con los resultados obtenidos
cuando se emplean dosis estandar de etopdsido. La severa mielosupresién asociada
con este régimen y su modesta actividad sugiere que esta alternativa no es eficiente.
Deben realizarse mas estudios con etopésido solo o en combinacién con otros agentes

citotoxicos (22).

2.7.9 Inmunodeficiencias
La inmunodeficiencia severa combinada (SCID) es una alteracién en la diferenciacion

de los linfocitos T. La incidencia estimada es de 1 en 75,000 nacimientos. Algunos
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investigadores catalogan otras inmunodeficiencias de células T en el grupo de SCID,
como por ejemplo la deficiencia de proteina ZAP 70, deficiencia CD3y, deficiencia en la
expresion de HLA clase Il, deficiencia de ligasa IV, entre otros. Esta patologia es una
emergencia pediatrica, y se necesita un tratamiento inmediato desde que el diagndstico
es confirmado. El tratamiento de eleccién es el trasplante alogénico, el cual provee la
recuperacion en aproximadamente 90% de la linea celular deficiente, cuando se lleva a

cabo el procedimiento poco después del diagndstico (22).

2.8 Complicaciones tempranas del TCPHS

2.8.1 Infecciones

Las infecciones durante el periodo de neutropenia, inmediatamente después del TCPH
son practicamente constantes. Las infecciones tardias son menos frecuentes, pero
responsables de gran morbilidad y mortalidad. Las de tipo bacteriano pueden ser
ocasionadas por cualquier germen, aunque predominan los Gram positivos como S.
pneumoniae. Las infecciones micéticas tardias son mucho menos frecuentes que en la
época de neutropenia; la etiologia mas comun es por Candida. Las enfermedades
virales son habituales complicaciones tardias y se asocian continuamente a la EICH.
Uno de los que mayor importancia posee es el citomegalovirus (CMV). Su presencia,
en los pacientes con TCHP, ocasiona pancitopenia, fiebre, hepatitis, pancreatitis,
artralgias, neumonitis intersticial, encefalitis y, de gran trascendencia, incremento en la
frecuencia e intensidad de la EICH. La sobrevida de los pacientes trasplantados
disminuye a causa de esta infeccion. También es posible encontrar el virus de Epstein-

Barr (VEB) y BK en menor frecuencia que CMV como se observa en la imagen 1 (29).
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Imagen No. 1 Infecciones frecuentes en TCPH.

Nota: Evolucion de las infecciones comunes presentes en el TCPH del dia -15 pre-
trasplante a partir del régimen de acondicionamiento al +120 post-trasplante. HSV= Virus

de herpes simple, CMV= Citomegalovirus (19).

2.8.2 CMV

CMV es un parasito humano muy bien adaptado, por lo que la prevalencia de infeccion
es muy elevada en la poblacién general. En individuos inmunocompetentes, la infeccion
suele cursar de manera asintomatica o con sintomatologia leve. Tras la primo infeccion,
el virus pasa a un estado de latencia de por vida, pudiendo aparecer infecciones
recurrentes (reactivaciones Yy reinfecciones) en determinadas situaciones. En
inmunodeprimidos, pacientes trasplantados, virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) o en infeccion congénita se comporta como un patdégeno oportunista, causando

enfermedad y secuelas graves e incluso la muerte (23).
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2.8.3 VEB

El VEB es miembro de la familia de los gamma herpes virus, estos se replican en las
células linfoides y algunos son capaces de replicarse en epitelios o en fibroblastos (24).
La infeccidén del VEB se inicia cuando, después de tener contacto con las secreciones
de una persona portadora del virus, se infecta el epitelio de la orofaringe o los linfocitos
B que se encuentran localizados en el epitelio de las criptas amigdalinas de la persona
receptora. En las etapas tempranas de la infeccién, el virus Epstein Barr infecta
linfocitos pequefios que pasan por las cercanias de las criptas amigdalinas, en dichas
células el virus se mantiene de manera latente. Como consecuencia de la infeccion
latente se desencadenara una respuesta celular muy activa, produciéndose de esta
manera un signo caracteristico de la infeccidén primaria: linfocitosis atipica en sangre
periférica; la cual tiene como consecuencia una disminucion en la cantidad de células
infectadas por el virus durante los meses siguientes y permanecera asi de por vida. En
cuanto a la respuesta humoral: se promueve la formacion de anticuerpos dirigidos
contra las células infectadas por el VEB, estos se conocen como anticuerpos
heterdfilos, y son un grupo heterogéneo que se compone predominantemente de IgM
(25).

La presentacion usual de la mononucleosis es una triada de fiebre, faringitis y
adenopatias, este cuadro es precedido de un periodo prodrémico de sintomas

inespecificos, pero lo mas frecuente es que sea precedido por un cuadro gripal (26).

2.8.4 Virus BK

El poliomavirus, junto con el papilomavirus, pertenece a la familia de los papovavirus.
El virus BK (VBK) pertenece a la familia de los poliomavirus junto con otros
poliomavirus detectados en la especie humana. Son virus pequefios, desnudos, de 42
nm de diametro, provistos de capside de simetria icosaédrica que alberga en su interior
un genoma con doble cadena circular de ADN con mas de 5.000 pares de nucleétidos.
El VBK se asocia con dos complicaciones en receptores de trasplante; la nefropatia
asociada a poliomavirus BK (NAPBK) en trasplante renal y la cistitis hemorragica en
trasplante de médula 6sea. En contraste con el VBK, aunque el virus JC reside en el
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uroepitelio y normalmente se reactiva, rara vez produce nefropatia, y se asocia con
cuadros de encefalitis y leucoencefalopatia multifocal (56).

La fuente de infeccion es exclusivamente humana, no esta probado que un animal
actie como reservorio, y la via de transmision puede ser fecal-oral, respiratoria,
transplacentaria y a traves de tejidos donados. Durante la fase virémica, el virus infecta
los tejidos, urotelio, tejido linfoide y cerebro, produciendo una infeccion litica latente.
Después de la transmision viral natural durante la infancia, el VBK permanece en el
tracto urinario con reactivaciones intermitentes y niveles bajos de patogenicidad en 5-
10% de los adultos inmunocompetentes. En individuos inmunocomprometidos la

frecuencia del VBK aumenta al 20-60% y son frecuentes mayores virurias (28).

2.8.5 EICH (Factores de riesgo)

La enfermedad injerto contra huésped (EICH) es la primera causa de morbilidad y
mortalidad en los receptores de células hematopoyéticas. En estos pacientes, la piel es
la afectada con mas frecuencia. Las lesiones cutaneas suelen preceder a las
sistémicas y son las mas precoces. Con frecuencia, son el signo de presentacion, tanto
en las formas agudas como en las cronicas, de ahi la importancia de que el
dermatologo se familiarice con las manifestaciones cutaneas de esta enfermedad, dado
el aumento que han experimentado los trasplantes hematopoyéticos en nuestro pais en
los dltimos afios (22)

La EICH es la expresion del reconocimiento como extrafios a los antigenos de
histocompatibilidad (HLA) de los tejidos del receptor por el sistema inmunitario
procedente del donante. El resultado es la agresion de distintos organos diana del
paciente por parte de una serie de células efectoras estimuladas del injerto (linfocitos T
citotoxicos, células NK), con diversas citocinas (IL-2, TNF). Los principales factores de
riesgo para el desarrollo de EICH se reflejan a continuacion (30).

Factores de riesgo para el desarrollo de EICH
Dependientes de donante
Donante no emparentado

Donante parcialmente incompatible
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Donante con alosensibilizaciéon previa (trasfusiones, embarazos)

Donante mujer (para receptor varén)

Donante de mayor edad

Donante CMV positivo
Dependientes del paciente (receptor)

Paciente de mayor edad Paciente CMV positivo

Paciente esplenectomizado (factor de riesgo para la EICH crénica)
Dependientes del procedimiento

Acondicionamiento mas intensivo

Profilaxis de EICH menos intensiva

Ausencia de profilaxis antibacteriana
Dependientes del injerto (inéculo)

Empleo de progenitores de sangre periférica (factor de riesgo para la EICH
cronica)

Mayor cantidad de linfocitos T (CD3+)

Menor cantidad de células progenitoras (CD34+)
Dependientes de las complicaciones

Antecedentes de EICH aguda (factor de riesgo para la EICH cronica)

Infeccion (viral, bacteriana, etc.) (29)

La EICH requiere un abordaje multidisciplinario, con la colaboraciéon de distintos
servicios: hematologia, dermatologia, oftalmologia, estomatologia, rehabilitacion,
gastroenterologia, entre otros. A continuacion (Tabla numero 7) se presentan los

Principales farmacos empleados en la profilaxis y el tratamiento sistémico de la EICH.
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Tabla No. 7 Principales farmacos utilizados como tratamiento de la EICH.

o Anticuerpos
Inhibidores ) ) o
Antimetabolito | Corticoide o monoclonales o
dela Rapamicina ) ) Otras
. . S S policlonales/globulin
calcineuria.
as.
Anti-CD25.
Inmunosupresore Anti-CD20.
S . . Metotrexato. Anti-CD52.
Ciclosporina ) ) . )
Micofenolato o Anti-CD3. Talidomina,
A . = Sirolimus . . .
. mofetilo. Globulina ciclofosfamida.
Tacrolimus o B .
Azatioprina. antilinfocitica.
Inmunoglobulinas
policlonales.
Acido
Retinoides Psoralenos Pilocarpina | ursodesoxico - -
Adyuvantes lico.
EICH ) Sindrome EICH
i EICH cutanea L - -
cutanea seco hepética

EICH= Enfermedad de Injerto Contra Huésped (31).

2.8.5.1 EICH aguda

Su incidencia oscila entre el 5y el 80% de los TCH alogénicos, en funcion de los
factores de riesgo mencionados, entre otros. Los érganos diana de la EICH aguda son
basicamente la piel, el higado y el aparato digestivo como se observa en la tabla 8. En
cada caso, se pueden ver afectados uno o varios de ellos con mayor o menor
intensidad. Suele iniciarse entre los dias +10 y +50, aunque pueden observarse casos
de inicio precoz y tardio. La EICH aguda de presentacion precoz a menudo tiene un
Curso agresivo y grave. En raras ocasiones puede presentarse un sindrome hiperagudo
en la primera semana post-trasplante, que parece estar mas relacionada con la
produccion de un gran nimero de citocinas que con el injerto en si, y cursa con una
inflamacion generalizada grave, fiebre alta, hepatitis, retencion de liquidos, aumento de

la permeabilidad vascular y shock (31).
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Tabla No. 8 Gradacién clinica de la EICH.

A. Grado de afeccién por érganos de la EICH aguda.
Bilirrubina 2-3 mg/dl --

4

++ Bilirrubina 3, 1-6 mg/dl -
+++ Bilirrubina 6, 1-15 mg/d| --
++++ Bilirrubina > 15mg/dI --
Diarrea > 500ml o >
+ -
30ml/kg/dia o EICH proximal.
Diarrea >1.000ml o >
++ -
: : 60ml/kg/dia
Digestivo
Diarrea >1.500ml o
+++ -
>90ml/kg/dia
Diarrea >2.000 ml/dia o dolor
++++ -
abdominal, colico
Eritema maculopapupar <25%
+ -
de la superficie corporal.
Eritema maculopapupar 25-
++ -
50% de la superficie corporal.
+++ >50% o eritrodermia --
Eritrodermia generalizada con
++++ -

vesiculas y/o descamacion.
B. indice de gravedad de la EICH aguda (IBMTR)
Piel (grado) Higado (grado) Digestivo

+ 0 0
++ 0 +/++ o +/++
+++ 0] +++ o +++
++++ o] ++++ o) ++++

C. Gradacion clinica de la EICH aguda (Glucksberg)
Piel (grado) Higado (grado) Digestivo (grado)

+/++ y 0 y 0
+H++H+++ y + ylo +
++/+++ y ++[+++ ylo ++/+++
[+ [+ y +H[+ [+ ylo [+ [+

D. Gradacion clinica de la EICH crénica

Grado Afeccion

Limitada Cuténea localizada y/o hepéatica (salvo formas histolégicamente avanzadas)

Extensa Resto

EICH: enfermedad injerto contra huésped (4).
El grado de afeccion es muy variable. Se distinguen 4 grados, en funcion del tipo de

afeccion y la extensién, que se correlacionan con el pronéstico: Grado I. Eritema

maculopapuloso que afecta a menos del 25% de la superficie cutanea. Tiene poca
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influencia sobre la supervivencia. Grado Il. Eritema maculopapuloso que afecta a una
superficie del 25-50%. Grado Ill. Afeccion mayor del 50%, que incluye la presencia de
eritrodermia. Los pacientes con grados Il y lll tienen un prondstico intermedio. Grado
IV. El pronéstico de este grupo de pacientes a menudo es fatal, la mortalidad (80-
100%), debido a la afeccién extracutanea grave de la EICH y la mayor susceptibilidad a
las infecciones debido a la inmunosupresion. Si el paciente no fallece, la enfermedad

progresa a una EICH crénica en casi todos los casos (32)

No hay criterios absolutos para el diagnéstico de EICH aguda ante un paciente
trasplantado de MO con erupcion cutanea, y mucho menos si la erupcion aparece tras
un TCPH autdlogo, ya que en estos casos las manifestaciones cutaneas de la EICH
crénica son menos tipicas. La cronologia del trasplante y la presencia de afeccion
extracutanea puede ayudar a apoyar el diagndstico de EICH aguda, asi como la
aparicion de la erupcion en el momento de la recuperacion de la MO, es decir, uno o
dos dias antes de la recuperacién linfocitica. El eritema periungueal y/o auricular y el
dolor a la presién en las palmas y las plantas son otros datos que deben considerarse
(32).

2.9 Complicaciones tardias del TCPHs

2.9.1 EICH cronica (factores de riesgo)

Su incidencia oscila entre el 30 y el 80% de los TH alogénicos, en funcién de los
factores de riesgo. El riesgo de desarrollar EICH crénica aumenta con la gravedad de la
EICH aguda. Suelen afectarse varios de los multiples érganos diana posibles, aunque
cada uno de ellos con mayor o menor gravedad. A menudo el cuadro clinico es
indistinguible de ciertas entidades autoinmunes. El mayor pico de incidencia del primer
brote estd en torno al dia +180; sin embargo, la EICH crénica puede aparecer en
cualquier momento desde el dia +70 hasta afios después del trasplante. Su aparicion
puede ser de novo —sin EICH aguda previa (30%)— o puede estar precedida de EICH

aguda, ya sea tras un periodo de latencia variable (forma latente) (36%) o sin solucion
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de continuidad (32%). En estos casos, cuando cede el eritema de la fase aguda
aparecen papulas violaceas, liquenoides (forma progresiva). A veces las fases aguda y
cronica se superponen: fases tardias del exantema agudo pueden coincidir con signos
de EICH crdénica en otros 6rganos; asimismo, pueden coexistir erupciones de la fase
aguda, caracteristicas desde el punto de vista clinico e histopatolégico, con lesiones
orales liquenoides. Una forma de comienzo de la EICH cronica es la erupcion de
maculas hiperpigmentadas con una descamacion fina, que recuerda a la piel de
leopardo; en la serie de Pefias aparecio en el 59% (10 de 17) de los pacientes. Hay 2
tipos de lesiones de EICH cronica: liquenoides, mas frecuentes y precoces, y
esclerodermiformes, que son tardias. Hay casos en que ambas son concomitantes o
sucesivas, pero lo mas frecuente es que ambos procesos se presenten de manera
independiente. Pueden aparecer espontaneamente o ser desencadenados por
determinados factores, como la radiacion ultravioleta, los traumas fisicos o las

infecciones por herpes zoster o borrelias (33).

2.10 Mortalidad asociada al TCPHs
Se han establecido riesgos para el TCPH en relacion con:

e Toxicidad por el régimen de acondicionamiento con citotoxicos y/6 irradiacion
(vasculitis, mucositis, sindrome oclusivo sinusoidal hepéatico (SOSH),
bronquiolitis obliterante, anemia microangiopatica)

e Toxicidad por ciclosporina (insuficiencia renal, hipertensién, hirsutismo, crisis
convulsivas, hiperplasia gingival)

e EICH aguda y/6 crénica

e Falla de injerto

e Inmunosupresién secundaria

e Infecciones graves bacterianas, virales, micéticas y parasitarias

e Efectos tardios: Talla baja, mdultiples deficiencias endocrinas, (insuficiencia
gonadal, hipotiroidismo) cardiomiopatia, leucoencefalopatia, osteonecrosis,

cataratas, cancer secundario a radioterapia y agentes alquilantes.
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La mortalidad temprana puede ser del 20% dependiendo del acondicionamiento, la
enfermedad y el estado del paciente. En el TCPH autblogo se eliminan los riesgos por
EICH y el tratamiento inmunosupresor, sin embargo continlan los riesgos por el
régimen de acondicionamiento, falla de injerto y aumenta la posibilidad de recaida. El
TCPH tiene un costo elevado y una morbimortalidad elevada, por esta razén se
requiere la estimacion del costo beneficio en comparacion con otros tratamientos. Debe
realizarse el TCPH si sélo este ofrece la oportunidad de curacion para una enfermedad
mortal, cuando existe otro tratamiento que ofrece la misma oportunidad de curacion,

con menor riesgo se debe evitar el TCPH (33).

2.11 Injerto

Después de un régimen de acondicionamiento de 7-10 dias se transfunde la médula
0sea, 0 células progenitoras del donador por via sistémica. Durante las 2-4 semanas
siguientes hasta que se logre el injerto estos pacientes deber recibir tratamiento
intensivo de soporte con paquete globular, plaquetas y antibidticos de amplio espectro
como profilaxis o tratamiento de infecciones bacterianas, asi como profilaxis con
Aciclovir por el alto riesgo de infecciones virales (8).

En el congreso en Génova, se establecieron los siguientes criterios que pueden servir
como guia para los centros de TCPH.

1. Se recomienda que los donadores sean movilizados con FEC-G a dosis de 10
mcgr/kg/dia e iniciar la leucoféresis al dia siguiente de la 42 dosis.

2. La leucoféresis debe realizarse en un separador de células de flujo continuo usando
vena periférica y procesar arriba de 15 L de sangre por leucoféresis

3. Una dosis minima de 2-3 x 106 células CD34+ por Kg de peso del receptor (no todas
las células expresan CD34+, existen variedad de células en estas recolecciones)se
considera como adecuada. Si se obtiene un nimero insuficiente de células CD34 en la
primer leucoféresis una dosis posterior de FEC-G debe ser administrada y una segunda
aféresis se realiza al dia siguiente.

4. Las células tallo de sangre periférica se deben dar sin criopreservar siempre que sea

posible.
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5. Los receptores deber recibir el régimen de acondicionamiento y la profilaxis para
EICH gque se utiliza habitualmente para TCPH en ese centro de trasplante. El dia de
trasplante (dia 0) en el caso de infusiones repetitivas sera el dia en el injerto debe de
administrarse.

6. Se debe realizar el seguimiento tanto del donador como del receptor y reportarse a

un registro internacional (8).

El procedimiento de leucoféresis y el acceso venoso central que frecuentemente es
necesario, no estan libres de riesgos. Se presenta en raras ocasiones hipocalcemia
sintomatica por la administracion de citrato como un anticoagulante extracorpéreo e
hipotensidn reversible, la oclusién del catéter e infecciones relacionadas con el catéter
pueden observarse con mayor frecuencia (60 y 14% respectivamente) la movilizacién

incrementa el riesgo de trombosis (8).

2.12 Establecimiento del injerto del donador (Quimerismo)

Después del acondicionamiento mieloablativo, los receptores del TCPH suelen
experimentar un periodo de profunda pancitopenia que abarca de dias a semanas,
dependiendo de la fuente donante. La rapidez de la recuperacion de neutréfilos varia
de acuerdo al tipo de injerto: el tiempo de recuperacién aproximado es de 2 semanas
con injertos de sangre periférica movilizadas con Factores Estimulantes de Colonias de
Granulocitos (G-CSF), 3 semanas con injertos de médula 6sea, y 4 semanas con
injertos de sangre del cordén umbilical. Neutrofilos, monocitos, y células NK son las
primeras en restablecerse seguidos por las plaquetas y la recuperacion de globulos
rojos, que a su vez son seguidos por células B y la recuperaciéon de células T como se

muestra en la siguiente imagen (34).
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Imagen No. 2 Reconstitucion de células inmunoldgicas respecto al tiempo.

Nota. Los recuentos de células inmunes aproximados (expresados como porcentaje de
los recuentos normales) pre y post-TCPH mieloablativo. ElI valor entre los limites
inferiores y superiores normales se producen tarde después del trasplante mieloablativo
y no mieloablativo, células receptoras persisten después del trasplante no mieloablativo
durante varias semanas o meses (en presencia de EICH) o prolongada (en ausencia de
EICH) (34).

Al mismo tiempo, el régimen mieloablativo dafia la superficie de las mucosas y por lo
tanto la proliferacion de patégenos comensales se encuentran en torrente sanguineo,
cuando normalmente habitan en el tracto gastrointestinal. Como resultado, las
complicaciones infecciosas en el periodo inmediatamente posterior al trasplante suelen
presentarse como neutropenia febril, con la gravedad del riesgo relacionado con la
profundidad y la duracion de la neutropenia y el grado de dafio inducido de la mucosa
(34).
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Los receptores de trasplantes alogénicos no mieloablativo muestran gran
heterogeneidad en la profundidad y duracién de pancitopenias. En los regimenes con
mielosupresion minima y minima toxicidad de la mucosa, el riesgo de infeccion en el
periodo inmediatamente posterior al trasplante se reduce. De hecho, los regimenes
basados en TBI a dosis baja y fludarabina a veces se pueden realizar de forma

ambulatoria.

Aunque el grado de mielosupresion es menor después de regimenes no mieloablativos,
la profundidad y el alcance de la depresion de linfocitos tiende a ser similar, con
periodos prolongados de incompetencia observada en los receptores de ambos
regimenes mielosupresores y no mieloablativo. Esto es porque el injerto de células
progenitoras hematopoyéticas alogénicas requiere una inmunosupresion importante del
receptor para evitar el rechazo del injerto, incluso en el contexto de la compatibilidad
HLA. Con algunos regimenes, la erradicacion completa esencialmente de linfocitos
receptores se lleva a cabo por el propio régimen de preparacion. Sin embargo, con
otros regimenes, el agotamiento de los linfocitos receptores se produce mas
gradualmente a través del uso de infusiones de leucocitos del donante después del
trasplante. En ambos casos, la gran mayoria de los receptores de CPH experimentan
agotamiento casi total de linfocitos, y por lo tanto deben someterse a la reconstitucion
linfoide mediante linfocitos maduros y progenitores linfoides contenidos en el injerto.
Todos los destinatarios de CPH alogénicos también deben recibir algun tipo de
inmunosupresion para prevenir la EICH, limitando adn mas la competencia

inmunoldgica (34).

A diferencia de la recuperaciéon de otros linajes hematopoyéticos, que normalmente se
produce en el transcurso de semanas después del TCPH, la recuperacion de linfocitos
es un proceso prolongado. El restablecimiento de la inmunocompetencia requiere por lo
menos de varios meses, y algunos pacientes continlan mostrando déficits inmunitarios
durante varios afios después del trasplante. En general, las células NK son el primer
subconjunto de linfocitos para recuperar, seguido por las células T CD8 +, que a

menudo alcanzan niveles supranormales dentro de 2-8 meses después del trasplante.
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Posteriormente se recuperan las células B y en Ultima instancia las células T CD4". El
ritmo y la magnitud de la recuperacion de cada subconjunto de linfocitos es altamente
dependiente de varios factores, que en ultima instancia determinan el grado, extension

y duracién de la incompetencia inmune experimentada por el receptor (34)

La regeneracion de los linfocitos en los seres humanos es un proceso ineficiente, que
implica principalmente dos vias distintas. En la primera via, los linfocitos se generan a
partir de progenitores de médula Gsea linfoides, entonces recapitulando la ontogenia y
la generacion de un sistema inmunitario ingenuo, similar a la encontrada en un nifio
recién nacido. Las células NK se recuperan exclusivamente por esta via. La
recuperacion total de los recuentos de células NK se logra tipicamente dentro de 1 a 2
meses. las células B también se regeneran principalmente a partir de células
progenitoras linfoides, representando evidencia de ello la aparicion de subconjuntos de
células B primitivos como el precursor de células B de reconstitucion inmunitaria. A
diferencia de la recuperacion de las células NK, sin embargo, la linfopoyesis de células
B es altamente dependiente de un microambiente de la médula especializado
denominado el "equivalente bursal", que es susceptible al dafio por el régimen de
preparacion y es exquisitamente sensibles a los efectos toxicos del tratamiento para
combatir la EICH. De hecho, los pacientes que experimentan incluso un episodio
limitado de EICH sensible a esteroides disminuyen significativamente la reconstitucion
de las células B en largo plazo, en comparacion con los pacientes que no experimentan
EICH. Aunque los datos recientes han demostrado que las células B maduras también
pueden contribuir a la reconstitucion de células B a través de la expansion
homeostética, esta via parece ser menor en comparacion con la via antes mencionada

para la regeneracion de células B.

La restauracion inmunitaria humoral después del TCPH tiene que llevarse a cabo no
sblo de las células B virgenes, sino de un grupo de células B de memoria también.
Estas ultimas se producen como resultado de la exposicion del medio ambiente o a
base de la vacuna a los patdégenos comunes y también requiere la ayuda de células T

CD4 +. Por lo tanto, incluso los destinatarios del trasplante que no experimentan EICH
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y que demuestran la recuperacion del numero total de células B dentro de los 6 meses
después del trasplante no deben ser considerados recuperados por completo. Durante
al menos 1 afo después del trasplante, esencialmente todos los receptores de CPH
permanecen predispuestos a las infecciones causadas por bacterias y virus
encapsulados, contra los cuales los anticuerpos neutralizantes proporcionan una

primera linea de defensa (34).

2.13 Tipos de Quimerismo

El concepto de quimerismo en medicina se remonta a los origenes de los trasplantes
de o6rganos: un paciente trasplantado se convierte en una quimera porque posee
organos de dos seres vivos genéticamente diferentes. Como la quimera de Arezzo, con
partes de diferentes animales vivos, el paciente trasplantado vive con partes de por lo
menos dos diferentes seres vivos: donador y receptor; sin embargo, no sélo los
pacientes trasplantados de 6rganos son quimeras; hay situaciones en las que el
guimerismo puede explicar el origen de una enfermedad (3).

El qguimerismo se clasifica de la siguiente manera de acuerdo al porcentaje de células,
tanto del donador como del receptor.

e Quimerismo total o completo (QC): todas las células hematopoyéticas
detectadas proceden del donante. Esto quiere decir que las células del donante
expresan un 100% dentro del receptor.

e Quimerismo mixto (QM): coexisten células hematopoyéticas del donante con
células hematopoyéticas del receptor. Menos del 95% de células del donador en
el receptor.

e Quimerismo dividido o disociado: células mieloides y linfoides tienen un origen
distinto entre si (Ej. Linfocitos del donante y macrofagos del receptor).

e Microquimerismo: existe menos del 1% de células del donante (8)
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Tabla No. 9 Tipos de quimerismo en el receptor.

Solo existe DNA
del donador post-

trasplante.

Se realiza
seguimiento para
detectar recurrencia
de células autélogas
durante periodos

posteriores.

Se recomiendan intervalos cortos
durante el injerto en las enfermedades
malignas y no malignas, por ejemplo,

semanalmente.

El DNA del
donador y del
receptor son
detectables post-

trasplante en el

Seguimiento cercano
para reconocer

cambios dinamicos.

Investigaciones semanales durante el
injerto incluyendo las células Ty las
células NK.

receptor.

Las células del .
Analisis de las
receptor 5
Células Ty
corresponden a o
o quimerismo de
un linaje
» células NK puede
especifico y las ;
ayudar a guiar la
células del ; . o
terapia adicional para Los andlisis semanales se llevan a
donador a otro

evitar el rechazo del cabo durante los primeros 200 dias.

linaje post- .

injerto.
trasplante.
Solo existen Reacondicionamiento
células del y segundo trasplante

receptor post- probablemente

trasplante. necesario.

Nota: Ninguno de estos tipos de quimerismo se encuentra asociado a una enfermedad

especifica (61)

2.14 Quimerismo y Tolerancia

Durante el desarrollo de los linfocitos en los 6rganos linfoides primarios, y debido a la
reordenacion aleatoria de genes que codifican al antigeno del receptor, surgen muchos
precursores aloespecificos de células T y células B. Puesto que tales células podrian

causar una patologia autoinmune devastadora, los mecanismos naturales implicados
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en la induccion de la auto-tolerancia juegan un papel crucial en la supervivencia. (64).
Auto-tolerancia se define como un estado en el que se ha impedido el ataque
autoinmune o bien ha sido desviado hacia respuestas no perjudiciales. Esto permite el
desarrollo de la inmunidad protectora y por lo tanto es muy especifico. Parece muy
atractivo el poder manipular los mecanismos involucrados en la auto-tolerancia con el
fin de impedir el rechazo de aloinjertos. Si se tiene éxito, esto permitiria la

supervivencia indefinida de los injertos (36).

Un ejemplo claro de esta llamada tolerancia son los linfocitos inmaduros en nifios que
se desarrollaron en presencia de los antigenos del donante (aprendiendo a ser
tolerantes). Sin embargo, en los adultos, la situacion es mas complicada ya que,
ademas del desarrollo de linfocitos, células preexistentes maduras especificas del
donante también tendrian que volverse tolerantes. Para evitar este problema, varios
laboratorios decidieron agotar la reserva de células T maduras en su experimentacion
con animales (52). Estos grupos experimentaron por primera vez este enfoque a través
de la eliminacién de todas las células hematopoyéticas. Los ratones receptores fueron
irradiados letalmente o fueron tratados con farmacos citotoxicos, reconstituidos con
médula 0sea del donante, e injertados con su piel. Estas estrategias invariablemente
llevaron al aumento de la supervivencia del homo- y xenoinjertos. Mas recientemente,
lldstad y Sachs en 1984 definitivamente validaron estas observaciones al inducir a
largo plazo la supervivencia de injertos de piel alogénicos y xenogénicos utilizando un
enfoque comparable. Resultados similares fueron obtenidos en la rata con trasplante

cardiaco e injertos de piel (37).

Las células hematopoyéticas del receptor inducen tolerancia de las células T del
donador mediante induccion de la apoptosis y la anergia. Para hacer frente a la
cuestion de cdémo las células de origen hematopoyético inducen la tolerancia, los
investigadores necesitaron un medio para identificar los precursores de células T
especificas para un antigeno dado. En 1987 Kappler demostré6 que practicamente
todas las células T que expresan el TCR (Receptor de Células T) variable de segmento

53



VB17a, que representa hasta el 15% del repertorio de células T de raton en ciertas

cepas, reconocié al MHC de clase Il molécula I-E (38).

Dado que no habian desarrollado un anticuerpo contra el dominio V@3, ahora se podian
analizar los mecanismos implicados en la tolerancia de las células T con I-E. La I-E se
encuentra expresada en las células precursoras de los ratones, donde VB17a + T
fueron eliminados en una etapa inmadura durante el desarrollo del timo (38). Al afio
siguiente, los mismos autores caracterizan este mecanismo y ademas mostraron que la
delecion clonal requiere la expresion negativa del ligando de seleccién por las células
del timo de origen hematopoyético (38). Existen muchos otros ejemplos de delecion
clonal de las células T que expresan segmentos dados (TCR V[) por superantigenos

enddgenos o0 exdgenos que ya han sido publicados (36;39).

MacDonald mostro que la expresion del superantigeno en células del bazo en neonatos

conducen a la supresion de las células T intratimica del superantigeno-reactivo.

En conjunto, los datos mostraron que las células dendriticas (CD), y potencialmente
otras células de origen hematopoyético, contribuyen a la induccion de tolerancia por la
eliminacidon de los timocitos en desarrollo. El uso de regimenes de acondicionamiento
gue agotan totalmente las células T huésped antes del trasplante de médula 6sea se

propone principalmente para el mantenimiento de la tolerancia.

También existe la supresion periférica que se basa esencialmente en dos tipos de
mecanismos (57): la muerte celular inducida por activacién, un proceso Fas-
dependiente que se puede promover por IL-2 y que conduce a la apoptosis de las
células T activadas cuando se volvieron a estimular con altas dosis de antigeno
(41;37); y la muerte celular pasiva o la muerte "por descuido”, un proceso Fas-
independiente que puede prevenirse mediante la sobreexpresion de Bcl-2 o Bcl-XL y
gue conduce a la apoptosis de las células T cuando se estimulan con una baja dosis de
antigeno y / o en ausencia de sefiales co-estimuladoras (42;43;44).
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De igual manera se demostrd6 que, ademas de CD, otras poblaciones de células
hematopoyéticas tales como células B tienen la capacidad de eliminar precursores alo-

especificos desde el compartimento periférico de células T (45).

Finalmente, las células hematopoyéticas pueden también causar la tolerancia de
células T mediante la induccién de un estado no sensible llamado anergia clonal
(23;48;25). Combinados, los informes citados muestran claramente que las células de
origen hematopoyético pueden inducir tolerancia "pasiva" (es decir, apoptosis y la

anergia).

Los mecanismos pasivos no son suficientes para controlar totalmente la auto-
reactividad. Los individuos que portan un gen Foxp3 mutado desarrollan el sindrome de
inmuno disfuncion autoinmune, rapidamente letal, ligada al cromosoma X (IPEX). Esto
se explica por el hecho de que Foxp3 se requiere para la programaciéon de una
poblacién de linfocitos T CD4 + reguladoras (Treg) que inhiben y / o desvian la
respuesta inmunitaria innata y adaptativa, principalmente las dirigidas contra antigenos
propios (48;47).

El trasplante de Anlagen timico alogénico (es decir, el grupo inicial de células
embrionarias pluripotentes que se desarrolla en el timo) en ratones induce tolerancia
mediada por Treg a injertos de piel posteriores del mismo donante, mostrando de
nuevo que las células epiteliales del timo pueden seleccionar antigeno Treg especifico.
Sin embargo, la capacidad para desencadenar la diferenciacion de Treg en el timo no
es una propiedad restringida de las células epiteliales como se ha informado, también
las CD estan involucradas en este proceso (49;50). Por otra parte, la induccion de la
diferenciacion de Treg por CD también se ha informado en los 6rganos linfoides como

se muestra en la imagen namero 3.
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Imagen No. 3 Regulacion de ceélulas T/ protocolo basado en quimerismo

hematopoyético para lainduccion de la tolerancia del trasplante.

El aloinjerto (por ejemplo, el corazon) es trasplantado con la infusion concomitante de
M.O. o S.P de los donantes en el huésped acondicionado. El rechazo de los injertos sera

temporalmente prevenido mediante un régimen inmunosupresor (52).

La tolerancia en quimerismo mixto implica tanto mecanismos centrales como
periféricos. Después de un trasplante de médula 6sea, las células madre del donante
migran y proliferan en los diferentes compartimientos.

Es importante destacar que los dos conjuntos de células T anti-donantes, es decir, los
gue tienen especificidad directa anti-donante y aquellos con indirecta especificidad anti-
donante, se pueden hacer tolerante en el timo. Por lo tanto, el quimerismo se
aprovecha de la tolerancia central, una forma robusta de la tolerancia de una manera
similar a como el sistema inmune ha evolucionado para eliminar la mayor parte de las
respuestas. (52)

Sin embargo, es poco probable que todos los antigenos del donante alcancen el timo
para inducir tolerancia central.

Los primeros experimentos que demuestran delecidon central en quimerismo utilizan

combinaciones de ratébn donante-receptor que difieren en MHC de clase Il en la
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expresion de I-E, lo que permite el seguimiento de las células T reactivas
superantigeno que expresan ciertas familias VB. De esta manera, se ha demostrado
gue las células T maduras donantes reactivas se eliminan centralmente poco después

de la induccién del quimerismo (52).

Por lo tanto, aunque el quimerismo puede inducir tolerancia hacia células
hematopoyéticas, las células de la médula 6sea no expresan todos los antigenos
especificos de tejido (TSA) significando que la tolerancia hacia el injerto de piel podria
no lograrse en muchos casos. De hecho, alo-antigenos especificos de la piel han sido
identificados como objetivos para la tolerancia inducida en el paciente.

La tolerancia a la division no es el resultado Unico de células T aloreacctivas que

reconocen antigenos especificos de la piel (52).

2.15 Técnicas de monitoreo del injerto en el post trasplante (seguimiento)

En la actualidad, las técnicas de estudio del quimerismo como se muestran en la tabla
namero 10 se han ido incrementando. Hoy en dia la técnicas basadas en el analisis del
ADN se han constituido en la principal herramienta para el estudio del quimerismo. Si
bien el Southern blot era la técnica mas empleada, ésta ha sido sustituida por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Ademas, también han ido cambiando los
distintos tipos de polimorfismos de ADN utilizados para distinguir al donante del

paciente (6).
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Tabla No. 10 Técnicas de estudio del quimerismo

o ) ) Sensibilidad o Valores de
Técnica Ventajas Desventajas Aplicabilidad )
(%) referencia
Tiempo
RFLP Muy informativo consumido, 5-10 Alta 24-27
trabajo intensivo.
) » Tiempo )
Citogenética ) 5 Baja 20-21
consumido.
Fenotipo ) ) )
3 ) Simple y precisa Alta latencia. 1-5 Alta 22-23
células rojas
Pocos falsos 3 o
B Esté restringida
positivos, gran
) en trasplantes con .
XIY FISH namero de ) 0.1-0.001 Baja 28-33
i pacientes del
células, alta ]
o mismo sexo.
sensibilidad.
Fluorescencia Rapida, alta
o Moderada
basada en STR- | sensibilidad en e 1-5 Muy alta 44-47
o sensibilidad.
PCR la cuantificacion.
Econémicamente
STR en Muy alta )
] o cara, trabajo 0.1-0.001 Muy alta 17,59
subpoblaciones sensibilidad. ) )
intensivo.
Falsos positivos
en resultados
) basados en SNP,
PCR - tiempo Altamente .
. . cromosoma 0.001-0.0001 Mediana-Alta 49-50, 54-56
real sensible, rapido

especifica (alta
especificidad
PCR-Y).

FISH= Hibridacién insitu-fluorecente; RFLP=Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion STR=

Repeticiones Cortas en Tandem

La Tabla No. 10 muestra las principales técnicas de analisis del quimerismo, la

informacién que proporcionan, los problemas que implican cada una de ellas, la

sensibilidad y que tan recomendable es usarla en la técnica de quimerismo (53).
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2.15.1 Descripcidon de las técnicas mas utilizadas

FISH

La hibridacion in situ es una técnica que detecta secuencias de acidos nucleicos en
células, cromosomas o tejidos preservados. La deteccion in situ provee una
visualizacion directa de la localizacion espacial de secuencias especificas que es
crucial para dilucidar la organizacién y funcién génica, por lo que el método de
hibridacién in situ se ha convertido en una técnica importante en diversos campos,
incluyendo diagndstico de rearreglos cromosomicos, deteccion de infecciones virales y
analisis de la funcion génica durante el desarrollo embrionario. La hibridacion in situ
toma como fundamento la complementariedad de los &cidos nucleicos, la cual puede
ser DNA y/o RNA, a través de puentes de hidrégeno formados entre las bases:
adenina—timina (DNA) o uracilo (RNA) y citosina-guanina (DNA y RNA). Este
apareamiento da lugar a una doble cadena en la cual una cadena, tiene la orientacion
opuesta a la otra con respecto al esqueleto azucar-fosfato. La secuencia es leida de 5'
a 3'(54).

STR

Los STR (short tandem repeat) son secuencias muy polimorficas, con una alta
frecuencia de distribucion en el genoma humano (un STR cada seis kilobases) (56).
Segun el numero de nucledtidos de la unidad de repeticion se pueden distinguir cuatro
tipos de STR: diméricos, triméricos, tetraméricos y pentaméricos. Los STR tetraméricos
son los mas frecuentes y los que preferentemente se utilizan para el estudio del

guimerismo (56).

Para un correcto estudio del quimerismo, los marcadores utilizados deben ser capaces
de distinguir el ADN de dos individuos emparentados, esto es ser informativos, y la
técnica empleada debe poder detectar material genético de ambos aun cuando la
cantidad de uno de ellos esté muy poco representada en la muestra biolégica, es decir
ha de ser suficientemente sensible (5).
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El cumplimiento de estos dos conceptos es crucial para una correcta clasificacion de
los pacientes en cuanto a su “estado quimérico”. La sensibilidad obtenida va a
depender de la técnica utilizada para el estudio, aunque existen otros factores que
también pueden influir. En general, la PCR es la técnica de mayor sensibilidad y, por
tanto, la recomendada para el andlisis del quimerismo (5).

Son secuencias altamente variables, entre y dentro de individuos. La variacion se
manifiesta normalmente como diferencias en longitud entre los distintos alelos del
mismo locus. Estas diferencias en longitud surgen de la existencia de un numero
diferente de repeticiones del motivo basico en cada caso. Se ha estimado que la tasa
de mutacién en los microsatélites varia entre 10-* y 10-> por generacién y el mecanismo
gue explica mejor su alto grado de polimorfismo en tamafio es la acumulacién de
errores producidos por el deslizamiento de la polimerasa durante la replicacion del ADN
(55).

Los STR presentan las caracteristicas que ha de tener todo marcador genético
susceptible de ser utilizado en el analisis del quimerismo; por otra parte, el pequefio
tamano de las secuencias hace que todas ellas se puedan detectar mediante PCR vy,
en muchos casos, incluso es posible el estudio simultaneo de varios loci STR mediante
la PCR multiplex. (55)

A parte de los aspectos técnicos que condicionan la sensibilidad del analisis
guimerismo hematopoyético mediante PCR/STR, existen dos aspectos practicos que
pueden ayudar a optimizarlo. Por un lado, la obtencion de muestras de forma
secuencial y en intervalos de tiempo cortos y, por otro, el analisis del quimerismo en

subpoblaciones celulares separadas.

En 1995, Socie sugirié que el conocimiento del patron del quimerismo y su cinética tras
el trasplante (77), realizando el andlisis en varias lineas celulares y de forma
secuencial, permite monitorizar estrechamente la dinamica del implante

hematopoyético y detectar precozmente la recidiva leucémica tras el trasplante.
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Mediante la separacion de subpoblaciones celulares, la sensibilidad de la PCR puede

aumentar al focalizar el estudio en las lineas celulares de interés clinico, reduciendo de

esta manera los resultados irrelevantes. (55;47).

2.15.2 Descripcién de Microsatélites

A continuacion se presentan los STR utilizados comunmente para la evaluacion del

guimerismo.

Tabla No. 11 Marcadores STR comuUnmente utilizados para la evaluacién del

guimerismo.

STR Cromosoma Tamafo (pares de bases)
D8S1179 8 --
D21S11 21q11.2-g21 -
CSF1PO 5033.3-34 281-317
D3S1358 3p 114-142

THO1 11p15.5 169-189
D13S317 13g22-31 206-234
D16S539 16924-qgter 234-274
D2S1338 2035-37.1 --
D19S433 19g12-13.1 --

VWA 12pl12-pter 157-197

TPOX 2p23-2per 218-242
D18S51 18g21.3 --
Amelogenina X:paz1-22.3 X:107 Y:113
Y:pll.2
D5S818 50Q21-31 135-171
FGA 4928 219-267

Se pueden utilizar otros microsatélites; lo importante es escoger los mas polimoérficos

para que permitan discriminar mejor entre el paciente y el donante (56).
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Para que un marcador genético sea Util en el estudio del quimerismo hemopoyético

debe cumplir una serie de requisitos que se detallan en la siguiente tabla:

Tabla No. 12 Requisitos de un marcador genético para el estudio del quimerismo.

Patron de herencia bien establecido

Alto grado de polimorfismo

Alto grado de heterocigosidad

Facil deteccion y reproductibilidad

Posibilidad de deteccion a partir de un material escaso

Los elementos antes mencionados son indispensables para que se puedan considerar

marcadores genéticos (56).

En la tabla que se muestra a continuacion se resumen los sistemas mas utilizados para
el andlisis de STRs tras su amplificacion mediante PCR.
Tabla No. 13 Sistemas de deteccion de STR.

Tincion con bromuro de etidio + fotografia mediante transiluminacion UV1

Tincién con nitrato de plata

Incorporacion de nucleétidos radiactivos a la PCR

Utilizacién de cebadores marcados con fluorocromos

Electroforesis capilar

Quimioluminiscencia

Nota: La utilizacion de cebadores marcados y posterior deteccion de fluorescencia
mediante electroforesis capilar es uno de los métodos més rapidos, fiables y de facil

realizacién. Ademas, permiten realizar un andlisis cuantitativo (56).

2.15.3 Descripcion de los alelos

Los alelos son las distintas formas alternativas que puede presentar un gen. Si para un
mismo locus existen mas de dos alelos, juntos constituyen lo que denominamos serie
alélica y hablamos de que existe un fendmeno de alelismo muditiple. A los diferentes
alelos se los denomina también factores antagonicos. Los seres humanos representan

un sistema bialélico basado en la herencia mendeliana la cual indica que cada individuo
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contiene dos alelos para cada caracter, uno heredado del padre y otro de la madre

(57).

Se analizan 16 loci que se amplifican simultdneamente en un solo tubo y analizados en

una sola inyeccion o linea de gel. Los loci amplificados dentro del kit se encuentran

dentro de los siguientes cromosomas.

Tabla No. 14 Loci, localizacién cromosomica, marcadores y alelos incluidos en

cada uno de los marcadores.

Localizacion

Loci asignado . Alelos incluidos Marcador
Cromosoémica
D8S1179 8 8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19
24,24.2, 25, 26, 27, 28, 28.2, 29, 29.2, 30, 30.2, ™
D21S11 21911.2-gq21 6-FAM
31, 31,2, 32, 32.2, 34, 34.2, 35, 35.2, 36, 37, 38
CSF1PO 5033.3-34 6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15
D3S1358 3p 6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15
THO1 11p15.5 4,5,6,7,8,9,69.3,10, 11, 13.3
D13S317 13¢22-31 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 R
VIC
D16S539 16q24-qter 5,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 21,
D2S1338 2035-37.1
28
9,10, 11, 12, 12.2, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, 15.2,
D19S433 19¢12-13.1
16, 16.2, 17, 17.2
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
VWA 12p12-pter
24 NED™
TPOX 2p23-2per 6,7,8,9,10,11, 12,13
7,9,10,10.2, 11, 12, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, 16,
D18S51 18q21.3
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26, 27
. X: p22.1-22.3
Amelogenina X, Y
Y: pll.2
D5s818 5Q21-31 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 R
PET
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26.2, 21,
FGA 4028 28, 29, 30, 30.2, 31.2, 32.2, 33.2, 42.2, 43.2,

44.2,45.2,46.2,47.2,48.2,50.2,51.2

Nota: Aqui se muestran los loci utilizados, la localizacién dentro del cromosoma que

ocupan, los alelos incluidos de cada cromosoma y el fluorocromo utilizado.
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2.15.4 Alelos Informativos (caracteristicas para la eleccion)

Un locus STR informativo es uno para el cual al menos un alelo receptor tiene un
nuamero diferente de repeticiones que el alelo (s) donante. Debido a que el receptor y el
donante a menudo se relacionan, comparten muchos alelos. Por lo tanto, multiples loci
STR necesitan ser probados para identificar uno o mas loci informativos. La
amplificacion simultanea de mudltiples loci en un solo tubo de reaccién facilita la

identificacion de este loci informativo (57).

Aunque algunos loci son técnicamente informativos, podrian no ser Optimos para la
determinacion de quimerismo mixto, sobre todo debido a la existencia de bandas de
tartamudeo que aparecen predominantemente como dos picos menores al lado de los
principales picos de alelos. Los picos menores son aquellos que se muestran en
repeticion mas pequefia o0 mas grande que el pico principal del alelo.

La principal explicacion planteada para estos picos en tartamudeo, es que
probablemente son problemas que transcurrieron durante la amplificacion de PCR, lo
gue resulta en un pico que es una repeticibn mas pequefia o0 mas grande que el pico
principal del alelo. La existencia de picos tartamudeo influye directamente en la

eleccion de los loci informativos para el analisis de injerto (58).

En un estado de recaida, el porcentaje de DNA receptor es de menor de 5% y 10%, lo
cual equivale al mismo tamafio que un pico tipico en tartamudeo. Por lo tanto es
necesario utilizar el siguiente criterio para elegir el mejor locus: el alelo-destinatario
especifico debe ser al menos 2 repeticiones mas grande o mas pequefio que el alelo
del donante mas préximo (58).

Cuando se selecciona un locus informativo, el método STR-PCR se puede utilizar para
evaluar cualitativamente el injerto. En el método cuantitativo para el andlisis del injerto
son usados cebadores marcados con fluorescencia para la amplificacion por PCR,
detectando loci VNTR y STR era descrito por primera vez en 1995 por Scharf. Un area
de pico eléctrica para cada fragmento marcado en el extremo detectado es
directamente proporcional al nimero de moléculas de DNA presentes.
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Es importante simular una QM después del trasplante o en un estado en recaida,
mezclando 2 muestras de ADN diferentes que muestran receptor y donador en diversas
relaciones de entre 0% y 100% usando la misma cantidad total de 5ng de ADN para
preparar las curvas de calibracion de reconstruccion de amplificacion. Esta simulacion
es realizada debido a que los alelos mas cortos pueden amplificar mas eficientemente
gue los alelos mas largos, a menudo no es posible utilizar una simple estimacion visual
de la intensidad de pico para determinar con precisién el grado de quimerismo mixto.
Ademas, es fundamental para determinar la cuantificacion del injerto debido al

potencial para la amplificacion preferencial en mezclas de alelos (59).

Estos efectos de amplificacion preferentes dependen de una variedad de factores:
e la cantidad de ADN o enzima utilizada,
e la eficiencia inherente del sistema de amplificacién, y
e el numero y la diferencia de tamarfo relativo de los alelos presentes en la

muestra.

Se ha encontrado que las curvas estandar reconstituidas para una muestra pueden
variar entre los diferentes marcadores. Ademas, las diferentes muestras de donantes o
receptores pueden producir diferentes curvas de calibracién para el mismo marcador.
Por lo tanto, es muy importante establecer las curvas de calibracién de reconstruccion

individuales para cada marcador en cada pareja donante-receptor (59).

Dado que las células que recaen son originalmente de la médula 6sea en lugar de
partir de células de sangre periférica, también se sugiere utilizar el DNA de células de
la médula 6sea para examinar la condicion de injerto. De hecho, en 1998, Bader
presento datos de trasplante de médula 6sea en el que el DNA del receptor solamente
fue detectado en 2 de 7 pacientes en muestras médula ésea, pero ninguno en sangre
periférica. Ademas de esto, en un intervalo de tiempo mas largo el seguimiento de
estos pacientes después del TCPH alogénico es una limitacién importante en la
sensibilidad de los ensayos estadisticos. En consecuencia, es mejor investigar los

pacientes a intervalos de tiempo cortos (53).
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Con un control frecuente, la deteccién de quimerismo mixto puede alertar a los médicos
si el paciente se encuentra con un alto riesgo de recaida y permitir la intervencion
temprana con un tratamiento rapido usando la inmunosupresién o linfocitos del donante
(terapia de infusidén), o incluso un segundo TCPH (53).

Aungue muchos métodos se han utilizado para el andlisis de injerto, la amplificacion
por PCR de STR loci es la mejor opcion para muchos laboratorios clinicos, ya que es

informativo, cuantitativo, relativamente rapido, y sensible (53).

2.15.5 Evaluacion del porcentaje (area vs altura, descripcion de formulas)

Después de la electroforesis capilar del producto de la amplificacion del DNA, los
porcentajes de quimerismo se calculan a partir de las areas o las alturas de los picos
observados de los marcadores informativos.

Primero se deben identificar las longitudes de los alelos receptores y donantes de todos
los marcadores en el DNA aislado antes del trasplante. Todos los marcadores son
anotados por sus longitudes alélicas. Las posiciones relativas de los dos alelos
donantes y receptores de un marcador dado determinan su idoneidad para el célculo
guimerismo. Todas las posibilidades se agruparon en tres tipos de distribucion de

alelos como se muestra en la siguiente figura (56).
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Imagen No. 4 Formulas de tipo | y tipo Il para calcular el quimerismo

Nota: Existen tres tipos de férmulas para el célculo del quimerismo. Las de tipo 1
involucran a aquellas donde no se comparte ningun alelo entre el donador y el receptor.
Las de tipo 2 son aquellas donde se comparte solo un alelo entre el donador y el
receptor. También existen las de tipo 3, sin embargo estas formulas comparten los dos

alelos, impidiendo llevarse a cabo la cuantificacion en este ultimo tipo de formulas (38).

En el TIPO | no comparten ningun alelo entre el donante y el receptor y se utilizan para
calcular los valores de quimerismo. Las cinco combinaciones posibles se muestran en
la figura anterior, donde el porcentaje de quimerismo se calcula dividiendo las areas o
las alturas del pico del alelo donante (s) (Ad) por la suma de las areas o alturas de los
picos de los donantes (Ad) y de los receptores (AR).

En el tipo Il se comparte solo un alelo y el otro no; sin embargo, es posible realizar la
cuantificacion del quimerismo. Solo existen dos combinaciones posibles que se
mostraron en la imagen anterior, ademas de las formulas como se calculara este

guimerismo.
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El TIPO-Ill comparte todos los alelos entre el donante y el receptor, es por ello que no
se brinda informacién acerca del injerto y es imposible utilizar datos de este tipo de

marcadores para el calculo del quimerismo (56).

2.16 Recomendaciones internaciones para el seguimiento molecular del injerto
ASHI

Un grupo internacional de expertos en enfermedades infecciosas, HCT, y la salud
publica trabajaron juntos para elaborar este documento con 4 objetivos en mente: (1)
para resumir los datos actuales disponibles en el campo, (2) para proporcionar
recomendaciones basadas en la evidencia con respecto a la prevencion de
complicaciones infecciosas entre los pacientes HCT, (3) para servir como referencia
para los profesionales de la salud en todo el mundo que se ocupan de los receptores
HCT, y (4) para servir como una referencia para los receptores de HCT y sus
cuidadores no meédicos. En la actualizacion de estas directrices, el Comité tratdo de
resumir los datos actualmente disponibles y presentarlos de forma mas concisa, con el
objetivo de demostrar que la medicina basada en evidencia es una herramienta util.
(56).

2.17 Evaluacién del quimerismo en sangre total y en diferentes poblaciones
celulares

Tras el acondicionamiento previo al trasplante, receptores de CPH suelen experimentar
un periodo de profundas pancitopenias que abarca de dias a semanas, dependiendo
de la fuente donante. La rapidez de la recuperacion de los neutréfilos varia
dependiendo el tipo de injerto: el tiempo de recuperacion aproximado es de 2 semanas
con injertos de SP movilizada con G-CSF, 3 semanas con injertos de médula, y 4
semanas con injertos de CU.

Neutrofilos, monocitos, y células NK son los primeros en recuperarse seguidos por las
plaquetas y glébulos rojos, seguidos a su vez por células B y células T. Es por ello que
resulta importante evaluar el estado de quimerismo de subpoblaciénes celulares (28).
Mediante la separacion de subpoblaciones celulares, la sensibilidad de la PCR puede

aumentar al focalizar el estudio en las lineas celulares de interés clinico, reduciendo de
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esta manera los resultados irrelevantes. Dubovsky comunico que la separacion celular
permite detectar pequefios cambios del patron del quimerismo que pueden pasar
inadvertidos cuando el quimerismo se analiza en muestras de sangre total. Se han
estudiado en una serie de pacientes el quimerismo hematopoyético simultaneamente
en muestras de sangre total y en subpoblaciones celulares, obteniendo un incremento
considerable de sensibilidad de la PCR/STR con la separacion celular. Asi, mientras
gue en cuatro muestras de sangre total se detectaba un quimerismo completo (QC) del
donante, el andlisis en poblaciones separadas de linfocitos T y de neutrdfilos identificd
un pequefio porcentaje de linfocitos T del receptor. Ademas, cuando en dos muestras
de sangre total se demostré un QM de pequefia cuantia, el estudio en subpoblaciones
celulares objetivdo un aumento del porcentaje del componente del receptor a expensas
de la fraccién linfoide T, mientras que el quimerismo en neutréfilos era completo. Estos
resultados enfatizan la utilidad de realizar el estudio del quimerismo hematopoyético en
subpoblaciones celulares. Ademas, el significado clinico del QM puede ser diferente
segun se detecte en linfocitos T o en neutréfilos (38).

Los dos tipos de trasplante en los que se tiene un mayor interés para la evaluacion del
quimerismo, por la mayor probabilidad de fallo de implante y de recidiva leucémica
respecto a los trasplantes convencionales, son los que se efectian con eliminacion de
linfocitos T y con intensidad de acondicionamiento reducida (43).

Diversos estudios demostraron que en los pacientes con la enfermedad en progresion
podria ser necesario aumentar la intensidad del régimen de acondicionamiento dada la
alta incidencia de mortalidad en los trasplantes de intensidad reducida. Otra alternativa
seria administrar quimioterapia sistémica o anticuerpos monoclonales conjugados tras
el trasplante, con la finalidad de controlar la actividad de la EICH, evitando una
progresion precoz, y asi permitir el desarrollo del efecto ICL. Con este tratamiento pre-
trasplante asociado al régimen de acondicionamiento se consiguid una reduccion
significativa de la cifra de leucocitos y permitio alcanzar un implante mieloide completo

en ambos casos (43).
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2.18 Importancia del seguimiento del injerto (quimerismo)

La importancia del quimerismo radica en su interpretacion, es decir, el saber evaluar
gue porcentajes son los necesarios para considerarlo un rechazo, un quimerismo
completo o mixto creciente o decreciente, EICH, entre otros. Brindar el apoyo necesario
por medio de otro trasplante, terapia inmunolégica o cualquier otro método que
contribuya al bienestar del injerto y en general del paciente es el punto vital que se

propone el quimerismo (60).

Ademas de ello, cada uno de los pacientes que se someten a un protocolo de TCHP
brinda informacion de que hacer y qué no hacer cuando un paciente con determinado
diagnodstico presenta complicaciones. Por ejemplo, ya se ha demostrado que el
quimerismo mixto creciente resulta de muy mal pronostico para la poblacion infantil,
pudiéndose evitar con inmunoterapia preventiva; sin embargo, este tipo de

procedimientos resultaria imposible si no contaramos con un porcentaje del injerto (60).

Los pacientes (donador-receptor) se diferencian exclusivamente utilizando el analisis
en serie por STR-PCR, dentro de los limites de la sensibilidad (aproximadamente 1%).
Los pacientes que no mostraron evidencia de células autdlogas en cualquier momento
después del trasplante se considera que tienen QC (41). Los pacientes que manifiestan
sefales débiles autélogas no superior al 1% se definieron como QM decreciente. Los
pacientes que mostraron sefiales autdlogas inmediatamente después del trasplante
que se redujo de forma espontanea durante el seguimiento fueron clasificados con la
disminucién de QM. Los pacientes que mostraron un aumento significativo (5% o mas)
en la proporcién de células autélogas entre las evaluaciones secuenciales se definieron
como QM creciente. La respuesta se definié como un retorno a CC (24). Es por ello que
es importante llegar a conocer todos los parametros involucrados antes, durante y
después del trasplante, por lo que resultaria fundamental contestar la siguiente
pregunta, ¢Cuales son los marcadores moleculares que son utilizados en el

seguimiento del injerto y cual es el método mas eficiente para su identificacion?.
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Il Justificacién

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (CPHs) es la alternativa de
altimo recurso sugerida en las enfermedades onco-hematolégicas, permitiendo
restablecer la hematopoyesis del paciente. Dentro de dichas enfermedades la leucemia
es la segunda causa de muerte en la poblacion pediatrica. EI seguimiento molecular del
injerto posterior al trasplante de CPHs, en sangre periférica y con el uso de
microsatélites, representa una herramienta poco invasiva que genera informacién util
en la toma de decisiones médicas respecto al tratamiento y seguimiento del paciente

post trasplante (18).
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IV Hipotesis
Los STRs y la electroforesis capilar permiten el seguimiento del injerto, permitiéndonos
relacionar el porcentaje de quimerismo encontrado en pacientes con trasplante de

CPHs con el tipo de trasplante y con la supervivencia del paciente.
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V Objetivos

5.1 Objetivo General

Realizar el seguimiento del injerto en pacientes bajo Trasplante de Células

Progenitoras Hematopoyéticas, a través de la cuantificacion de quimerismo mediante

las técnicas de PCR multiple y Electroforesis Capilar, con el uso de Microsatélites

(STR) como marcadores genéticos proporcionando datos medicamente relevantes.

5.2 Objetivos Particulares

Determinar el perfil genético tanto del donador como del receptor en una
muestra de sangre periférica con la ayuda de la PCR multiple y la electroforesis
capilar, previo al trasplante de CPHs.

Identificar los marcadores genéticos informativos con ayuda de los
electroferogramas para permitir distinguir y cuantificar el porcentaje del injerto
presente en la muestra post trasplante.

Cuantificar el porcentaje de quimerismo al post trasplante cada 7 dias durante 3
meses, posteriormente una vez al mes durante un afo, previniendo asi la
recaida del paciente.

Analizar el porcentaje de quimerismo obtenido y relacionarlo con la
reconstitucion hematopoyética, asi como eventos infecciosos comunes en los

trasplantes.
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VI. Planteamiento del problema

El cancer infantil en México se ha incrementado de manera significativa a lo largo de
los afos, esto representa un reto para la medicina y la obliga a crear nuevos
tratamientos que puedan ayudar a combatir este tipo de enfermedades onco-
hematolégicas. El trasplante de células madre hematopoyéticas se ha llevado a la
practica como tratamiento con prometedores resultados; sin embargo, existe un indice
elevado de mortalidad. Es por ello que el seguimiento de estos pacientes mediante

técnicas de biologia molecular es primordial para prevenir alguna recaida.
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VII. Material(es) y Método(s)

Pacientes:

Se estudiaron a 22 pacientes que se integraron al protocolo de TCPH de Noviembre
del 2014 al 30 de mayo del 2016. Los pacientes fueron evaluados por el Servicio de
Trasplante de Medula 6sea ademas de las diferentes especialidades para cumplir con
los criterios de inclusion en el TCPH. Dentro de estos criterios se contempl6 que todos
los pacientes fueran menores de 18 afos, padecieran una enfermedad
oncohematolégica o no hematoldgica donde el trasplante fuese la mejor alternativa.

A los pacientes postrasplante se les realizé una toma de muestra de 2 mL de sangre

periférica en un tubo con EDTA, para realizar el andlisis molecular STR.

Materiales:

Tubos eppendorf

Placas para electroforesis capilar
Koller

Micropipetas

Insumos y reactivos

Kit de extraccion MagNAPure Compact (ROCHE®).
Agua grado Biologia Molecular

AmMpFISTR® Identifiler® Direct Primer Set
AmpFISTR® Identifiler® Direct Master Mix

Tag Gold

Equipo.

Secuenciador AppliedBiosystems 3500 Series GeneticAnalyzer
NanoPhotometer™ P-Class IMPLEN

Termociclador

Vortex
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Campana de extraccion

Metodologia

e Extraccion de DNA (Acido Desoxirribonucleico)

Se extrajo un volumen total de 100 pL de material genético (DNA), a partir de una
alicuota de 400 pL de sangre periférica del paciente, utilizando el kit de extraccion
MagNAPure Compact (ROCHE®).

e Cuantificacion del DNA.

La cuantificacion se realiz6 empleando un espectrofotémetro (NanoPhotometer™ P-
Class IMPLEN), el cual determinara la concentracion (ng/pL) y el grado de pureza
mediante una relacion de longitudes de onda (260/280) utilizando 3uL del DNA
obtenido en la extraccion.

Con base en los resultados obtenidos en la cuantificacion se procedid a diluir
secuencialmente cada una de las muestras extraidas utilizando agua grado biologia
molecular (libre de DNAsa), llegando a obtener una concentracion final de 0.1 ng/uL en
un volumen final de 50pL.

e Amplificacion por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

La amplificacién se realiz6 basados en la metodologia AmpFIST®Identifiler®Direct
PCR Amplification Kit, utilizando un tubo eppendorf de 0.6ml, se mezclaron 5.5 uL de
AmMpFISTR® Identifiler® Direct Primer Set junto con 10.5 pL AmpFISTR® Identifiler®
Direct Master Mix y 0.5 uL de Taq Gold por muestra. En esta mezcla se encuentran ya
todos los microsatelites (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1,
D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, Amelogenin, D5S818
y FGA) asi como los fluorocromos (6-FAM™, VIC®, NED™ y PET®). Se homogenizo
perfectamente en Vortex y se colocaron 15 uL de la mezcla en cada uno de los pozos
de la placa, agregando inmediatamente después 10 pL de DNA a una concentracion de
0.1 ng/pL en los pozos que contienen la mezcla de reaccion, utilizando agua grado

PCR como control negativo mezclando perfectamente.
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Una vez preparada la placa se coloco en el termociclador y se eligio el programa ya
establecido en el equipo (este programa contempla una incubacion inicial a 96° por 15
minutos, desnaturalizacion a la misma temperatura por 45 segundos, una etapa de
alineacion que varia de 61-65° C por 45 segundos y la extension del primer a 72°C por
45 segundos, variando de 30 a 35 ciclos, finalizando con una extension a 72°C por 10

minutos) para ponerlo finalmente en funcionamiento.

e Electroforesis capilar

Se prepar6é una mezcla de 9.3 puL de Formamida (encargada de desnaturalizar el DNA)
y 0.3 pL de Liz 600 (estandar de tamafio) en un tubo eppendorf de 0.6 ml, se
homogeniz6 adecuadamente en Vortex y se colocaron 9 L en cada uno de los pozos
de la placa incluyendo a controles positivos, negativos y la escalera alélica (utilizada
para la caracterizacion precisa de los alelos amplificados, ya que contiene alelos
comunes de la poblacién encontrados en cada uno de los microsatélites), de los cuales
solo se necesitd 1 puL. Se homogeniz6 perfectamente e inmediatamente después se
colocaron en el secuenciador (AppliedBiosystems 3500 Series GeneticAnalyzer)
después de una calibracion espectral (elimina autofluorescencia de algunas moléculas
estableciendo una base en el espectro) y espacial (recolecta imagenes para establecer
una relacién entre la sefial emitida por cada capilar y la posicionen que cae y es
detectada por la camara), ademas de remover las burbujas tanto del buffer de carga, el
polimero y la solucién de acondicionamiento, se eligi6 el software correspondiente para
analizar los fragmentos del kit.

Se tuvo cuidado en las condiciones externas del equipo, ya que requirio tanto
temperatura y voltaje principalmente 6ptimos. Estos dos factores de llegar a variar en
algiin momento de la inyeccion entorpeceria la interpretacion de los resultados.

El andlisis se llevd a cabo en el software Gene Mapper con las especificaciones
establecidas del fabricante, mostrandonos resultados cuantitativos visualizados en
electroferogramas, logrando compararlos entre ellos e identificar a los alelos
informativos para determinar el porcentaje de quimerismo expresado en el paciente.

El porcentaje de quimerismo finalmente se calculd6 con ayuda de férmulas ya

establecidas en la literatura como se muestran en la imagen No. 4, donde solo se
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relacionan ya sea las é&reas o las alturas de los picos presentes en los

electroferogramas, proporcionando un resultado de forma porcentual.

Las formulas utilizadas para calcular el quimerismo fueron descrito por Thiede en
1999, el cual las clasifico con base en los alelos que se compartian, tanto el donador

como del receptor representandose a continuacion (58).

De igual manera se plantearon férmulas para calcular el porcentaje de quimerismo en
trasplantes con dos unidades de corddn; sin embargo, el resultado debe presentarse
por cada unidad de corddn, es decir, se obtendran dos resultados de un mismo
paciente trasplantado.

Estas formulas se presentan a continuacion (28).

Imagen No. 5 Formulas para calculas el porcentaje de qguimerismo en trasplante

de doble unidad de cordén umbilical

% Donador cordon 1 — Cordén 1 X

100
Corddn 1 + Corddn 2 + Receptor 1 + Receptor 2

% Donador cordon 2 Corddn 2 X

100
Cordoén 1 + Cordon 2 + Receptor 1 + Receptor 2

Nota: El porcentaje de quimerismo se cuantifica por cada unidad de cordén umbilical,

esto quiere decir que al final se contara con dos resultados de porcentajes de

guimerismo, los cuales se reportaran de igual manera (38).
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VIII. Resultados
Todos los nifios que se integraron en el protocolo de trasplante son menores de edad,
presentan distintas enfermedades, presentando una mayor prevalencia la LLA como la

estadistica lo asevera.

En la siguiente tabla se muestran 22 pacientes que fueron incluidos en el protocolo de

trasplante, identificando a cada paciente con un numero. De igual manera se incluyo su

diagnéstico, género, edad, numero de eventos contemplados por paciente, régimen de

acondicionamiento, tipo de trasplante y el estatus en el que se encuentran.

Tabla No. 15 Pacientes, género y diagndstico por el cual se realiza el trasplante.

Num.

de ) ) Eventos Tipo de Tipo de

pacient Edad Sexo Diagnéstico contemplad acondicionamiento trasplante Estatus
. 0s
1 15 Masculino Anemia Apléasica 7 Mieloablativo Aféresis Defuncién
2 15 Femenino LLA 7 Mieloablativo Aféresis Viva
3 18 Masculino SX Mielodisplasico 11 Mieloablativo Aféresis Defuncién
4 13 Masculino LLA 9 Mieloablativo Aféresis Defuncién
5 10 Femenino Anemia de Fanconi 18 Mieloablativo Aféresis Defuncién
6 4 Masculino SX Kostmann 4 Mieloablativo Cordon Vivo
7 Femenino LMA 15 Mieloablativo Aféresis Viva
8 15 Femenino LLA Mieloablativo Aféresis Viva
9 4 Masculino LLA 4 Mieloablativo Aféresis Vivo
10 11 Masculino Adrenoleucodistrofia Mieloablativo Cordén Defuncion
11 16 Masculino LMA 12 Mieloablativo Aféresis Defuncién
12 3 Masculino LMA 15 Mieloablativo Aféresis Vivo
13 7 Femenino LLA Mieloablativo Aféresis Viva
14 15 Masculino LLA Mieloablativo Aféresis Vivo
15 2 Femenino Mucopolisacaridosis Mieloablativo Cordén Viva
16 6 Masculino LMA 4 Mieloablativo Aféresis Defuncién
17 16 Masculino LLA 10 Mieloablativo Aféresis Defuncién
18 1 Femenino LLA 5 Mieloablativo Aféresis Defuncién
19 5 Femenino LLA 17 Mieloablativo Aféresis Viva
20 6 Masculino Trombocitopenia 5 Mieloablativo Cordén Vivo
21 12 Masculino LLA 9 Mieloablativo Aféresis Vivo
22 16 Masculino LMA 5 Mieloablativo Aféresis Vivo

Tabla No. LLA= Leucemia Linfocitica Aguda, LMA= Leucemia Mieloide Aguda.
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Solo en 13 de los 22 pacientes trasplantados se logré identificar un restablecimiento
hematopoyético; sin embargo, la rapidez con lo que esto sucedia no era la misma en

todo los casos, aun tratandose del mismo tipo de trasplante.

A continuacion se ejemplifica a un electroferograma, donde se logr6 identificar los
marcadores genéticos (STR) utilizados, los valores de intensidad relativa de
fluorescencia y los alelos presentes. Al identificar cada uno de los puntos anteriores, se
pueden comparar electroferogramas, tanto del donador como del receptor, antes del
trasplante y del receptor post trasplante, es asi como se puede realizar el seguimiento

del injerto, calculando posteriormente el porcentaje de quimerismo.

Imagen No. 6 Electroferograma identificando a los marcadores genéticos,

intensidad de fluorescenciay alelos presentes.

Se compararon los alelos presentes en cada marcador, tanto del donador como del

receptor y se visualizan a continuacion.
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Imagen No. 7 Electroferograma que contempla los 15 marcadores y ameloginina

del paciente pre-trasplante de CPH.

Nota: Cada uno de los renglones donde se encuentran tanto los marcadores genéticos

como los alelos, presentan fluorocromos diferentes.
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Imagen No. 8 Electroferograma que contempla los 15 marcadores y ameloginina

del donador.

Nota: Cada uno de los renglones donde se encuentran tanto los marcadores genéticos
como los alelos, presentan colores distintos ya que cada uno de ellos contiene un

fluorocromo diferente.
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Imagen No. 9 Electroferograma que contempla los 15 marcadores y ameloginina

del receptor Post-trasplante.

Nota: Cada uno de los renglones donde se encuentran tanto los marcadores genéticos
como los alelos, presentan colores distintos ya que cada uno de ellos contiene un

fluorocromo diferente.

Es fundamental contar con controles dentro de nuestras corridas, ya que sin ellos no

podemos garantizar que nuestro trabajo se realiza de manera Optima y brinda
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resultados confiables, es por ello que utilizamos tanto control positivos (DNA que
contiene a alelos conocidos) como negativo (agua grado biologia molecular), ademas
de utilizar la escalera alélica, que nos ayuda a identificar que el equipo esta asignando

bien cada uno de los alelos identificados.

Imagen No. 10 Electroferograma que contempla los 15 marcadores y ameloginina,

control positivo.

Nota: El resultado de los alelos identificados debe coincidir con los reportados en el

inserto que corresponde al DNA control.
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De igual manera se corrobora que no existe alguna interferencia, y que realmente

trabajamos con material adecuado, utilizando para ello el control negativo.

Imagen No. 11 Electroferograma que contempla los 15 marcadores y ameloginina,

control negativo.

Nota: Utilizandose este control se garantiza que la amplificacion y los resultados de la

electroforesis capilar realmente corresponden a nuestras muestras problema.
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Imagen No. 12 Electroferograma que contempla los 15 marcadores y ameloginina,

escalera alélica.

Nota: Cada uno de los renglones donde se encuentran tanto los marcadores genéticos
como los alelos, presentan colores distintos ya que cada uno de ellos contiene un

fluorocromo diferente.
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Una vez interpretados los electroferogramas se calcul6 el porcentaje del quimerismo
con ayuda de los alelos informativos y sus areas correspondientes como se observa en

la siguiente tabla.

Tabla No. 16 Calculos del quimerismo.

Alelo C*100/A+C Area %Quimerismo
TPOX 8 C 31576

11 A 2674

12 B 34719 92.19
D18S51 12 C 38534

17 A 0

18 B 31671 100.00
FGA 24 C 18982

25 B 13723

26 A 0 100.00

Se calcula por separado el porcentaje de cada uno de los alelos informativos para
después promediarlos y reportarlos, anexando la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion.

La siguiente figura muestra los porcentajes de quimerismo durante el tiempo que se
llevd a cabo el protocolo de trasplante de uno de los pacientes, identificando al
porcentaje de quimerismo, linfocitos y neutrdéfilos. Las muestras requeridas para cada

uno de los estudios fueron recabadas el mismo dia.
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Figura No. 1 Seguimiento porcentual del injerto, neutréfilos y linfocitos post-
trasplante de CPHs. Noviembre del 2015 a diciembre del 2015.

Paciente 8
100% ?0 > >
90%
80% A
70% + I
60% — I == Quimerismo
0, 41
50% ’ == Neutrofilos %
40% - Linfocitos 9
t
20% - infocitos %
20%
0% T T !
05-Nov-15 05-Dic-15 05-Ene-16

Nota: Todos los valores antes sefialados se representan de forma porcentual.

Del mismo modo, existia una alta prevalencia del virus BK, CMV y VEB en todos los
pacientes sometidos a algun trasplante, no necesariamente de células progenitoras,
sino también de 6rganos solidos, por lo cual se graficaron los datos como el ejemplo
gue se muestra a continuacion en la figura 2 de los virus presentes en sangre periférica

y orina en algunos casos.
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Figura No. 2 Evaluacién del numero de copias del virus BK en orina y plasma,
CMV en sangre periférica y plasma, VEB en sangre periférica y plasma.
Noviembre del 2015 a diciembre del 2015.

Paciente 8
2500

=¢—VBK plama c/ml
2000
A =@—VBK orina c/ml
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A / \ 4= CMV SP ¢/ml

1000 / )\x \ =>¢=CMV PL c/ml
500 ,( éﬁ : g ~=VEB SP ¢/ml
0 —®—VEB PL ¢/ml

05-Nov-15 05-Dic-15 05-Ene-16

Nota: Los datos de la gréfica estan representados en copias/mililitro ya sea de sangre u

orina.

Se realiz6 un analisis estadistico de acuerdo al nimero de datos con los que se
contaba, para estimar una supervivencia global de nuestros pacientes en protocolo, con
base en lo anterior se utilizé el método de Kaplan-Meier, autores como Terwey T.H. y
Tang de igual manera emplearon este método estadistico, proporcionandonos la

siguiente tabla.

Figura No. 3 Supervivencia global.

Kaplan-Meier
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Nota: Es importante mencionar que este método estadistico esta disefiado para

trabajarse con poblaciones reducidas n<30.
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El porcentaje de quimerismo de todos los pacientes contemplados en el protocolo fueron

promediados de forma mensual, obteniendo con ello la figura nimero 4, donde se observa un

claro incremento del porcentaje de quimerismo al paso de los meses.

Figura No. 4 Promedio de porcentajes de quimerismo.

Nota: Esta grafica corresponde solo a los primeros 7 meses de protocolo en promedio
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de los pacientes, siendo importante aclarar que no en todos los meses se incluyen a los

22.

90



IX. Discusién de los resultados

Como se observa en la bibliografia consultada, el seguimiento molecular del injerto
dentro de su nuevo nicho hematopoyético es crucial para la toma de decisiones clinicas
gue involucran directamente al paciente. Por ello resulta fundamental contar con una
técnica de estudio 6ptima, que nos permita identificar y cuantificar el material genético
del donador en el receptor. Existe una gran variedad de técnicas como lo son la
fenotipificacion de eritrocitos, citogenética, FISH, RFLP, STR, amelogenina, PCR en
tiempo real, todas ellas tienen como objetivo brindar informacién util que permita al
médico una oportuna intervencion, cada una de ellas con sus ventajas y desventajas.
De las técnicas mencionadas anteriormente los STR son el método frecuentemente
utilizado para el seguimiento del quimerismo, ya que otras técnicas son limitadas, por
ejemplo FISH y amelogenina, que no pueden ser utilizadas cuando el donador y el
receptor son del mismo género, ya que se fundamentan en la busqueda de alguno de
los cromosomas sexuales, evitando diferenciar el origen de cada uno de ellos. (28).

De igual manera los FRLP eran comunmente utilizados para el seguimiento del injerto,
esta técnica expresa varias ventajas frente a la citogenética, una de ellas es que puede
distinguir el origen de las células que no se dividen, proporcionando resultados mas
certeros, ademas de contar con una poblacion celular mas representativa para el
estudio, ya que se extrae el material genético de 1X10° células, mientras que en
analisis citogenético solo se evaluan de 20-50 células por muestra, a pesar de ello su

sensibilidad no es la ideal para el seguimiento del injerto (61).

La PCR en tiempo real representa otra de las herramientas utiles dentro del
seguimiento del quimerismo, sin embargo, esta técnica es de alto costo para las
diferentes instituciones, impidiendo que no cualquiera de ellas sea capaz de llevarla a
cabo.

Con base en lo anterior los STR resultan ser los marcadores ideales para el
seguimiento del injerto, ya que son altamente polimérficos (10° STR presentes en todo
el genoma), sus repeticiones en tAndem (diferencia entre individuos) de 2-6 nucle6tidos
se encuentran distribuidos por todo el genoma humano permitiendo que exista una alta

probabilidad de que estos marcadores especificos presenten diferencias en el niumero
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de repeticiones en las secuencias de nucleétidos, permitiendo una identificacion entre
los dos genomas. (20).

Existen diversos requisitos necesarios para que un marcador genético pueda ser
aceptado en el estudio del quimerismo. Nuestros 15 STR utilizados cumplen con cada
uno de los lineamientos establecidos por Suraksha Agrawal y sus colaboradores:
*Patrén de herencia bien establecido.

*Alto grado de polimorfismo.

*Alto grado de heterocigosidad.

Facil deteccion y reproducibilidad.

*Posibilidad de deteccion a partir de un material escaso.

sInformativos: capacidad de distinguir el ADN de dos individuos emparentados.
*Sensible: capacidad de detectar material genético aun cuando la cantidad de uno de
ellos sea minima (45).

La eleccion de marcadores informativos se realizé bajo los estandares mencionados en
el articulo " Standardisation of multiplex fluorescent short tandem repeat analysis for
chimerism testing” del autor F. Nollet (56), quien junto con sus colaboradores proponen
ejemplos de como diferenciar a un marcador informativo. En primer lugar y lo mas
importante, es que el alelo debe estar presente en el donador y ausente en el receptor
pre-trasplante, y manifestarse en el electroferograma de la muestra post-trasplante,
permitiendo identificar un porcentaje de células del donador dentro del receptor. En
segundo lugar, es importante que los alelos a considerar para el célculo, no se
encuentre muy cerca uno de otro, ya que esto puede llegar a entorpecer los datos del
area o altura del pico del alelo. También es importante omitir aquellos alelos que
presenten stutter o tartamudeo, ya que puede representar un area inexistente que el

equipo considera dentro del alelo mismo donde se encuentre (25).

El quimerismo fue cuantificado con base a las ventajas que presentan los STR sobre
otros marcadores y estos a su vez resueltos con ayuda de un secuenciador. Es
importante tomar en cuenta que el equipo esta expuesto durante la electroforesis

capilar a variaciones de voltaje y cambio de temperatura principalmente, esto puede
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afectar de forma vital nuestro andlisis de fragmentos, por lo que resulta indispensable
validar antes de realizar un ensayo. Clark menciona que la mayoria, si no es que todos
los laboratorios utilizan la altura del pico para realizar los célculos del quimerismo, a

pesar de ello es aceptable utilizar de igual manera las areas de los picos (28).

Conocer cual es la minima cantidad de material genético que puede llegar a interpretar
nuestra técnica es vital para el estudio, es por ello que cuando esta se llevé a cabo se
realizd6 un quimerismo artificial, evaluando las muestras pre-trasplante de donador y
receptor, realizando una mezcla de estas muestras posteriormente en distintas
proporciones seriales (50%, 25%, 12.5%, 6.25%,3.12%,1.56%). Esto nos permitio
identificar que nuestra minima cantidad detectable correspondia al 3% y fue bajo estos
estandares que se trabajaron las muestras de quimerismo en el laboratorio de biologia
molecular. Cabe mencionar que las diluciones anteriores fueron realizadas con base al
articulo " Standardisation of multiplex fluorescent short tandem repeat analysisfor
chimerism testing" de F. Nollet, donde de igual manera identifican cual es el porcentaje

minimo que pueden llegar a encontrar en su procedimiento. (7).

El tiempo que durdé el protocolo fue el mismo que utilizO Barrios en el articulo
"Chimerism status is a useful predictor of relapse after allogeneic stem cell
transplantation for acute leukemia”, llevando a cabo el seguimiento del injerto cada
semana los primeros tres meses, y después cada mes durante un afio, siempre y
cuando el paciente permitiera seguir este proceso. De igual manera contempla que
después de un afio del seguimiento, es posible continuar con este cada 3 meses, con

el fin de descartar alguna posibilidad de recaida o enfermedad (7).

Autores como Chen, Nollet y Clark remarcan de forma clara que es importante como
minimo contar con 3 marcadores informativos para el calculo del quimerismo, siempre y
cuando nuestra desviacion estandar no sea muy elevada y el coeficiente de variacion
(CV) no sea mayor a 5, de lo contrario, es necesario incluir otros marcadores. Si no se
encuentra alguna alternativa para corregir ese CV mayor a 5, se debe de reportar e

indicar ese detalle (20).
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Los calculos para cuantificar el quimerismo se basaron en la imagen namero 5 de los
resultados, siempre utilizando las formulas de tipo uno. Esto fue principalmente porque
segun Clark es la mejor opcion para brindar un seguimiento adecuado al injerto, puesto
gue no comparten ninguan alelo, identificando a la perfeccién cuales corresponden al
donador y al receptor.

Solo tres de nuestros pacientes presentd un doble trasplante de cordon umbilical, y se
utilizé la formula de la imagen numero 6 para cuantificarla, proporcionando dos datos,

uno de cada unidad de corddn, tal y como lo mencion6 Clark (28).

Resulta vital conocer qué ventajas y desventajas representan el QC y el QM, la
mayoria pensariamos que un QC es la mejor opcion post-trasplante de CPH, sin
embargo no siempre es asi. Tang remarca en uno de sus articulos que la sobrevida
libre de enfermedad en el QC y QM creciente, son de buen prondstico; sin embargo,
Bader no llega a las mismas conclusiones que el autor pasado, afirmando que el
porcentaje de quimerismo no puede ser usado como factor pronostico ya que sus
estudios retrospectivos no notaron una verdadera correlacion. Los factores principales
gue pueden haber causado los resultados contradictorios en los estudios mencionados
son la relativa heterogeneidad en las poblaciones de pacientes que fueron investigados
en cada una de las estudios, los regimenes de preparacion utilizados y los diferentes
métodos empleados para medir el quimerismo. Esta observacién es muy importante ya
gue pone en evidencia la importancia de la evolucién del injerto del donante en el
tiempo, que puede cambiar independientemente de la enfermedad subyacente debido
a la exposicion a una variedad de factores que afectan el sistema inmunologico. Por
otra parte, el cambio en el porcentaje de células del donante durante el tiempo puede
ser una funcién directa de la recaida y a su vez podria disminuir la capacidad del injerto
(62).

Nuestros resultados remarcan, al igual que Bader, que el porcentaje de quimerismo no
puede ser utilizado como factor prondstico de la supervivencia de un paciente, ya que
varios de nuestros pacientes estudiados a pesar de obtener el QC fallecieron. De igual

manera debemos contemplar que la poblacién estudiada no es la misma, siendo que

94



en este trabajo se involucrd sélo a la poblacién infantil, ademés de la metodologia
utilizada (FISH y PCR-STR), obteniendo resultados distintos (62).

Todos los pacientes a los que se les realizO seguimiento de virus oportunistas,
obtuvieron como resultado una positividad al virus de BK, esto representa la fuerte
persistencia del virus en pacientes trasplantados. Estudios realizados en pacientes de
trasplante renal revelaron que mas del 80% de los adultos tienen evidencia de infeccion
por virus BK. Inclusive menciona que cargas virales que sobrepasen 1X10*? copias/ml
en orina carecen de sintomas caracteristicos. Aunque el tipo de trasplante fue diferente
es innegable que el virus de BK en particular prevalece en pacientes
inmunosuprimidos, considerandose uno de los principales factores a considerar durante
un tratamiento de este tipo.

Es importante remarcar que aquellos pacientes que recibieron un régimen de
acondicionamiento no mieloablativo, también presentaron la presencia del virus,
demostrando con ello que no es necesario alcanzar niveles de inmunosupresion altos
para adquirir el virus, y que cualquier acercamiento con él, puede llegar a permitir su

replicacion en la nefrona (46).

El seguimiento de estos virus es de igual manera importante, ya que al existir una
terapia de acondicionamiento previa al TCH, los linfocitos que aun se encuentran
dentro del paciente no podran llevar a cabo su funcion. Actualmente se ha publicado el
libro "PDQ Cancer Information Summaries" en el 2016 donde en su aparatado de
"Childhood Hematopoietic Cell Transplantation" remarca que la mayoria de las
infecciones virales después del trasplante son causadas por citomegalovirus (CMV)
tanto en adultos como en nifios. Esta afirmacion contrasta con nuestros resultados,
puesto que CMV no fue el virus comiunmente encontrado en nuestros pacientes.

El andlisis estadistico como ya se habia mencionado anteriormente se basé
principalmente en el método de Kaplan Meier como una buena estimacion de la
supervivencia general de una poblacion. Este método permite analizar menos de 30
datos, lo que significa una gran ventaja para nuestra poblacion, ya que solo se
analizaron 22 pacientes, ademas de poder interpretar de una manera grafica los

resultados, permitiéndonos asegurar que una larga sobrevida posterior al TCPH no es
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factible, ya que como se observa en la figura numero 3 la probabilidad de seguir con
vida a los 6 meses esta por debajo del 50%, mientras que pasados los 7 meses la
probabilidad se mantiene por arriba del 30%. Estos numeros reflejan una corta vida

después del trasplante, por lo que es necesario seguir trabajando para poder brindar
una esperanza de vida mayor.
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X. Conclusiones

Se muestra que la medicion quimerismo utilizando la STR-PCR vy la
electroforesis capilar post-trasplante es una herramienta valiosa en el
seguimiento del injerto, brindando mejores resultados que la citogenética o
FISH, contemplandose hoy en dia como la técnica mas innovadora y accesible

gue se puede utilizar para el seguimiento molecular.

Se comprob6 que el porcentaje de quimerismo no puede ser utilizado como
factor para proporcionar una sobrevida del paciente, ya que no se obtuvieron
resultados que apoyaran la opinion de algunos autores que indicaban la
aprobacion de dicha asociacién, sin embargo, nuestros resultados concuerdan
con los de otros autores quienes afirmaban que era imposible que existiera tal

correlacion.

Se identificd al virus BK como el principal agente infeccioso que se debe de
contemplar en un trasplante de CPH, ya que se encuentra presente en cada uno
de los nifios que se sometieron al protocolo de trasplante, pudiendo ser

causante directa o indirectamente del deceso de algunos pacientes.
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