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ABREVIATURAS 
 
 
 
Alo-TIR: trasplante alogénico de progenitores hemopoyéticos con 

acondicionamiento de intensidad reducida 

Alo-TMO: trasplante alogénico de progenitores hemopoyéticos de médula ósea 

Alo-TPH:  trasplante alogénico de progenitores hemopoyéticos 

Alo-TSP: trasplante alogénico de progenitores hemopoyéticos de sangre periférica 

CHP:  células hemopoyéticas pluripotenciales 

CsA:  ciclosporina A 

EICH:  enfermedad del injerto contra el huésped 

ELT:  eliminación de linfocitos T 

FISH:  hibridación fluorescente in situ 

G-CSF: factor estimulante de colonias granulocíticas 

HCI:  huésped contra el injerto 

ICL:  injerto contra la leucemia 

ILD:  infusión de linfocitos T del donante 

MMF:  micofenolato mofetil 

QC:   quimerismo hemopoyético completo 

QCLT: quimerismo completo en linfocitos T 

QCMi:  quimerismo completo mieloide 

QM:   quimerismo hemopoyético mixto 

QMLT: quimerismo mixto en linfocitos T 

QMMi:  quimerismo mixto mieloide 

PCR:   reacción en cadena de la polimerasa 

PH:  progenitores hemopoyéticos 



PHSP:  progenitores hemopoyéticos de sangre periférica 

RFLP:  polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción 

STR:  repeticiones en tándem cortas 

VNTR: número variable de repeticiones en tándem 
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En el alo-TPH convencional se administran dosis intensivas de quimioterapia 

y/o de irradiación corporal total con el fin de erradicar el clon maligno, crear espacio 

para que la nueva médula pueda implantar e inmunodeprimir al receptor para evitar el 

rechazo de los PH. Los principales factores limitantes del alo-TPH son la 

mielodepresión y sus complicaciones asociadas: infecciones y hemorragias, así como la 

EICH. Por otro lado, en las últimas décadas se ha hecho evidente que el efecto 

terapéutico del alo-TPH radica no solamente en la intensidad de la quimioterapia y 

radioterapia administradas, sino también en un efecto antileucémico del injerto, 

mediado por sus células inmunocompetentes y estrechamente vinculados a la EICH. 

Este efecto se denomina “ICL”. 

 

Con la finalidad de disminuir la mortalidad asociada al procedimiento y ampliar 

el número de pacientes candidatos a beneficiarse de un trasplante alogénico, se han 

desarrollado formas de trasplante con una menor toxicidad: alo-TPH con ELT y los 

llamados alo-TIR. Así, en la primera modalidad se consigue reducir significativamente 

la incidencia de la EICH, principal causa de morbimortalidad relacionada directamente 

con el alo-TPH. En el segundo, su posible beneficio terapéutico se basa, más que en la 

quimioterapia o radioterapia administradas, en el efecto ICL. Este efecto antitumoral 

forma parte de un efecto aloinmune general contra el receptor, el cual tiene particular 

actividad contra la linfohemopoyesis residual, a la que puede erradicar por completo. 

Dado que en estas modalidades de alo-TPH se atenúan el efecto aloinmune y la 

intensidad del régimen de acondicionamiento, respectivamente, en ambos casos no se 

elimina el sistema linfohemopoyético del receptor, el cual coexiste inicialmente y en 

diversas proporciones con el inóculo alogénico inmunocompetente. La coexistencia de 

células hemopoyéticas e inmunoreactivas originarias de individuos genéticamente 

distintos en un individuo receptor de un TPH se conoce como QM, y en su contexto se 
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puede observar un efecto ICL, mediado por los linfocitos T del donante, así como un 

efecto contrario del HCI, en el sentido de rechazo, mediado por las células linfoides 

residuales del receptor. Debido al papel central del QM en estos tipos de alo-TPH, 

algunos autores consideran estos TPH “nuevas formas de terapia celular mediadas por 

el QM”. En este sentido, cobra gran relevancia el análisis genético del quimerismo y de 

su dinámica de instauración en las distintas líneas celulares.  

El objetivo de esta Tesis Doctoral es analizar, utilizando una técnica molecular 

que nos permita distinguir las células del donante de las del paciente, cual es el patrón 

de quimerismo más frecuente tras el alo-TSP con ELT y tras el alo-TIR de tipo “no 

mieloablativo” y, sobre todo, la relación del estado del quimerismo hemopoyético con 

la recidiva leucémica y con el rechazo del injerto alogénico. 
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TRASPLANTE ALOGÉNICO DE PROGENITORES HEMOPOYÉTICOS  

 

PERSPECTIVA HISTÓRICA  

 El alo-TMO es un tratamiento eficaz para enfermedades hematológicas graves, 

congénitas y adquiridas, y para enfermedades malignas sensibles a la quimioterapia o 

radioterapia. Donald Thomas desarrolló este procedimiento durante la década de los 

1960, y por ello le fue concedido el premio Nobel de Medicina en el año 1990. En sus 

orígenes, el objetivo del alo-TMO era sustituir una médula ósea enferma –en general la 

de un paciente diagnosticado de aplasia medular o leucemia– por otra sana. El donante 

de la médula ósea era casi siempre un hermano del paciente, ya que en este tipo de 

trasplante tiene una gran importancia la estrecha compatibilidad genética entre el 

donante y el receptor. En el momento actual, el objetivo del alo-TMO es regenerar una 

hemopoyesis que ha sido eliminada por la administración al paciente de fármacos 

citotóxicos o radiaciones ionizantes, bien para eliminar la médula ósea enferma o una 

enfermedad no hematológica. La fuente clásica de los PH para el trasplante es la 

médula ósea, pero no es la única: también se emplea para este fin la sangre periférica o 

la sangre de cordón umbilical. De ahí que el término «trasplante de progenitores 

hemopoyéticos» sea preferible al de TMO. De hecho, más del 80% de los alo-TPH se 

efectúa ahora utilizando los PHSP. Las dos razones fundamentales para este cambio 

son, por una parte, que de la sangre periférica se obtiene un gran número de PH de una 

forma mejor tolerada por el donante y, por otra, la rapidez con la que se recupera la 

hemopoyesis después del trasplante. La primera evidencia acerca de la existencia de PH 

en la sangre periférica la proporcionó Goodman y cols. en 1962, al demostrar que estas 

células eran capaces de reconstituir la hemopoyesis en ratones que habían recibido 

previamente un tratamiento mieloablativo que incluía irradiación (Goodman et al., 

1962). Sin embargo, tuvieron que transcurrir más de 20 años antes de que se realizasen 

en humanos los primeros trasplantes autólogos, utilizando PHSP obtenidos mediante 

citaféresis (Körbling et al., 1996). Uno de los principales problemas de este 
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procedimiento era la escasa cantidad de PH circulantes en la sangre periférica, lo cual 

hacía que se necesitasen múltiples procedimientos de aféresis para obtener un número 

suficiente de PH para asegurar el implante hemopoyético. Este problema se solucionó 

mediante la utilización de agentes que facilitaban la movilización de los PH hacia la 

sangre periférica. Así, el uso de factores de crecimiento hemopoyéticos mejoró 

sustancialmente el rendimiento de la recolección de los PHSP (Körbling et al., 1996).  

El primer alo-TSP en humanos se efectuó en 1989, cuando Kessinger y cols. 

(Kessinger et al., 1989) lo aplicaron a un paciente afecto de una leucemia aguda 

linfoblástica en 3ª remisión. El donante no recibió ningún tratamiento de movilización y 

se le efectuaron 10 aféresis. Cuatro años más tarde, dos autores (Russell et al., 1993; 

Dreger et al.,1993) describieron sendos alo-TSP, esta vez administrando G-CSF al 

donante. El rápido incremento en el número de alo-TSP observado en los últimos años 

se debe a que, de una forma poco agresiva para el donante, se obtiene un gran número 

de PH y la recuperación de neutrófilos y de plaquetas tras el alo-TSP es más rápida que 

tras el alo-TMO (Russell et al., 1994; Russell et al., 1996). La incidencia de EICH 

aguda es muy similar en ambos tipos de trasplante. En cambio, la incidencia de EICH 

crónica parece superior en el alo-TSP. En el momento actual hay suficiente experiencia 

en diferentes centros de trasplante en el mundo para sugerir que el alo-TSP es superior 

al alo-TMO en la mayoría de las indicaciones de alo-TPH. 

 

1. CONCEPTO DE TRASPLANTE HEMOPOYÉTICO 

En el alo-TPH no se trasplanta la médula ósea como tal, sino células 

progenitoras con capacidad de generar una hemopoyesis completa. Las células de la 

médula ósea con capacidad hemopoyética representan tan sólo el 1% de la celularidad 

total. Esta población celular está formada por progenitores muy inmaduros, con gran 

capacidad de autorrenovación –las células germinales o stem cells–, y otros más 

maduros –los llamados precursores– que tienen características propias de la línea 

celular, mieloide o linfoide, a la que dan lugar. La práctica totalidad de las células que 
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tienen capacidad para generar hematopoyesis presentan en su membrana una molécula 

que es reconocida por los AcMo del grupo CD34. De ahí que sean casi sinónimos los 

términos «PH» y «células CD34+». El trasplante consiste en la infusión al paciente de 

un número relativamente pequeño de células CD34+ (aproximadamente, 3 x 106 por kg 

del paciente), con la finalidad de restaurar la hemopoyesis eliminada por el efecto de 

fármacos citotóxicos o radiaciones ionizantes. A pesar de este rescate hemopoyético, 

existirá un período de aplasia medular (2-3 semanas) hasta que las células infundidas 

implanten y comiencen a producir células sanguíneas. La recuperación de eritrocitos, de 

neutrófilos y de plaquetas se inicia a partir de los precursores mieloides maduros y se 

mantiene a lo largo de la vida del paciente gracias a los progenitores más inmaduros 

que se trasplantan (Leitman et al., 1996). 

 

Cuando se recogen las células CD34+ del donante, bien sea de la médula ósea o 

de la sangre periférica, también se obtienen otras células accesorias. De ellas, las más 

importantes son los linfocitos T. Estas células inmunocompetentes son de una gran 

importancia en el éxito del trasplante alogénico: por una parte, facilitan el implante de 

los progenitores hematopoyéticos, al anular los linfocitos T residuales del receptor que 

rechazarían el inóculo infundido.  Por otra parte, los linfocitos T del donante son 

capaces de reconocer los antígenos menores de histocompatibilidad del receptor 

distintos a los del donante, y ello podría dar lugar a una reacción contra los tejidos del 

paciente. Esta reacción, denominada EICH, es la causa más frecuente de morbilidad y 

mortalidad en el trasplante alogénico (Vogelsang et al., 1994). Para reducir la 

frecuencia y la gravedad de la EICH se ideó hace unos años una modalidad de alo-TPH 

con ELT parcial, convirtiéndose en la técnica más eficaz para prevenir esta 

complicación postrasplante (Urbano-Ispizua et al., 1997). Por otro lado, el 

conocimiento de que los linfocitos T también eliminan las células leucémicas 

residuales, el llamado efecto ICL, ha provocado que se ensayen trasplantes en los que 

se atenúa la intensidad de dicho régimen (McSweeney & Storb, 1999). Los pacientes 
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que más se podrían beneficiar de estos alo-TIR son aquellos que por edad o por un mal 

estado general no tolerarían un acondicionamiento convencional y que además padecen 

una enfermedad sensible al efecto ICL. Estas son la leucemia mieloide crónica, la 

leucemia linfoide linfoide crónica, la enfermedad de Hodgkin, el mieloma múltiple, y el 

linfoma no Hodgkin de tipo folicular.  

 
 

2. FUENTE DE PROGENITORES PARA TRASPLANTE HEMOPOYÉTICO: MÉDULA 

ÓSEA O SANGRE PERIFÉRICA 

 La fuente clásica de PH para trasplante es la médula ósea, pero no es la única. En la 

sangre periférica normal hay células CD34+ circulantes. Las células hemopoyéticas se 

originan durante la vida fetal en el mesénquima del saco embrionario y migran por la 

sangre periférica al hígado y al bazo. Por tanto, la circulación por la sangre periférica es 

una propiedad natural de los PH. En condiciones normales, el número de estas células 

en la sangre periférica es diez veces menor al presente en la médula ósea. Esta cantidad 

aumenta en gran medida tras la administración de factores de movilización -como el G-

CSF- al donante (Russell et al., 1994).  

 

VENTAJAS DEL ALO-TSP RESPECTO AL ALO-TMO 

 

El alo-TSP tiene las siguientes ventajas respecto al alo-TMO convencional 

(Russell et al., 1994): 1) el método de obtención de PH es menos agresivo para el 

donante, ya que no es necesaria la anestesia general y se evitan el dolor y las molestias 

propias de la aspiración medular, 2) al disminuir el riesgo y las molestias asociadas a la 

donación se ha producido un aumento en el número de donantes para el programa de 

TPH "no emparentado", 3) el período de granulocitopenia y de plaquetopenia 
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postrasplante es menor, 4) el número de PH obtenidos mediante aféresis de sangre 

periférica de un sujeto sano estimulado con G-CSF es superior al conseguido con la 

aspiración medular, y ello es de particular utilidad en los fallos de implante 

hemopoyético, 5) la gran cantidad de celularidad linfoide B y T que se obtiene 

mediante leucaféresis y que se infunde al paciente puede acelerar la recuperación 

inmunológica, y 6) el mayor número de linfocitos T y de células NK infundido se 

relaciona con una mayor incidencia de EICH, sobre todo crónica, lo cual puede ir 

acompañado de un mayor efecto antileucémico. 

 

INCONVENIENTES DEL ALO-TSP RESPECTO AL ALO-TMO 

 

El inconveniente fundamental del alo-TSP es que para conseguir una adecuada 

movilización de los PH de la medula ósea a la sangre periférica hay que administrar al 

donante el factor de estimulación G-CSF (Russell et al., 1994; Bensinger et al., 1995; 

Körbling et al., 1995). El G-CSF tiene pocos efectos secundarios, que se limitan a 

molestias músculo-esqueléticas, y no se han descrito reacciones adversas graves. Una 

vez movilizados los PHSP hay que recogerlos mediante leucaféresis, un procedimiento 

que en los Bancos de Sangre con experiencia en este tema no da lugar a complicaciones 

destacables. Es extremadamente improbable que la administración de G-CSF de lugar a 

efectos indeseables a largo plazo: los niveles de G-CSF que se alcanzan tras la 

administración al donante de esta citocina son inferiores a los que se alcanzan en un 

proceso séptico. Un 5% de los donantes de PHSP requieren la colocación de un catéter 

venoso central para obtener un adecuado flujo sanguíneo durante el procedimiento de 

leucaféresis. En este caso, la ventaja de evitar al donante la anestesia general y las 
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punciones óseas se minimiza. La obtención de PHSP conlleva una pérdida significativa 

de plaquetas. Este aspecto podría ser un factor limitante si se precisan varias aféresis.  

 



Introducción                                                                      Implante hemopoyético y reacciones 

aloinmunes  

9 

IMPLANTE HEMOPOYÉTICO Y REACCIONES ALOINMUNES 

 El sistema hemopoyético produce a diario millones de leucocitos, plaquetas y 

eritrocitos. Todas estas células proceden, a su vez, de una población celular que 

constituye un pequeño porcentaje de las CHP. Dichas células, en el adulto, se 

encuentran en su mayoría en la médula ósea. Las CHP presentan tres capacidades 

características: 1) de autorenovación, 2) de diferenciación en todas las células del 

sistema hemopoyético, y 3) de reconstitución, completa y a largo plazo, de la 

hemopoyesis de un paciente que ha recibido un tratamiento mieloablativo (Orlic et al. 

1994). Así, la capacidad de la CHP para autorrenovarse es finita, y es posible que con el 

paso del tiempo existan CHP que ya no sean capaces de proliferar, de forma que el 

número de CHP disminuye con el tiempo (Morrison et al. 1997b; Van Zant et al. 1997).  

 

FACTORES QUE INFLUYEN EN EL IMPLANTE HEMOPOYETICO 

 
 Existen diversos factores, tanto del donante como del paciente, que determinan 

el éxito del implante de las células hemopoyéticas trasplantadas. De manera 

esquemática, destacan los siguientes (Tabla 1): 

Tabla 1. Factores determinantes del implante 

 

  
• Edad del paciente 

• Enfermedad de base (aplasia medular: ↑ fallo de implante) 

• Tratamientos previos al trasplante 

• Identidad HLA donante-paciente 

• Fuente de progenitores utilizada 

• Cantidad de células CD34+ infundidas 

• Manipulación del inóculo (ELT) 
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• Tipo e intensidad del tratamiento de acondicionamiento  

• Profilaxis de la EICH 

• Eventos postrasplante 

   
En negrita se destacan los factores que analizaremos con más detalle en esta Tesis Doctoral. 

 

 En la Tabla 2 se muestra la cinética de implante tras alo-TSP con y sin selección 

CD34+. En ambos casos se observa que, al igual que ocurre en el autotrasplante, la 

recuperación de neutrófilos y de plaquetas es más rápida que tras el alo-TMO. Si se 

administra G-CSF postrasplante, la recuperación de neutrófilos es muy similar en el 

alo-TSP y alo-TMO; en cambio, se mantienen las diferencias a favor del alo-TSP 

respecto a la recuperación de plaquetas.  
 
 
 
 
Tabla 2. Cinética de implante en trasplante alogénico de progenitores hemopoyéticos 
 
Grupo de      Neutrófilos         Plaquetas 
pacientes               >0,5 x 109/L             >20 x 109/L 
 
Alo-TSP 
Alo-TSP   17            11  
Alo-TSP/CD34+  14    8  
 
Alo-TMO 
Alo-TMO     20,5   23 
Alo-TMO/ELT*    22   25,5 
Alo-TMO+G**    18             15 
 
*Alo-TMO/ELT: médula sometida a ELT mediante elutriación; **Alo-TMO+G: MO estimulada con G-
CSF antes de su extracción. El implante se expresa como mediana de días de la recuperación de 
neutrófilos y plaquetas. 
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La capacidad de implante a largo término de los PHSP ha sido ampliamente 

demostrada. Así, en el Hospital Clínic de Barcelona se utilizó la técnica de PCR-STR 

para el análisis del quimerismo tras alo-TSP (Briones et al., 1996; Briones et al., 1998) 

y se demostró que los PHSP tienen una capacidad de generar una hemopoyesis a largo 

plazo igual o incluso superior a los de médula ósea. 

 

 

INDUCCIÓN DE TOLERANCIA Y FALLO DE IMPLANTE 

Desde hace más de medio siglo que se conoce que la introducción de una 

quimera hemopoyética en el receptor de un alo-TPH da lugar a la inducción de una 

tolerancia específica del donante. Así, en ovejas se observó que los fetos con una 

placenta común aceptaban mutuamente un implante cutáneo en la época adulta, a pesar 

de no ser singénicas. En ratones se efectuaron experimentos similares, observándose 

que la inoculación de tejidos hemopoyéticos en los embriones de ratón daba lugar a una 

tolerancia a un subsecuente implante cutáneo en el ratón adulto. Se han observado 

resultados similares en otros modelos animales, incluyendo los primates (Ildstad et al., 

1984; Sykes et al., 1988). En humanos, los pacientes que recibían un alo-TMO por una 

enfermedad hematológica y más tarde desarrollaban una insuficiencia renal, se 

observaba que cuando recibían un trasplante renal a partir del mismo donante de la 

médula ósea, los implantes eran funcionales, sin signos de rechazo agudo ni crónico, y 

sin requerir una inmunosupresión significativa (Starzl et al., 1993). 

 

 El implante alogénico hemopoyético depende de varios factores, tanto del 

donante como del paciente, y se considera que es el resultado del régimen de 

acondicionamiento, del contenido celular del inóculo, y de la ausencia de linfocitos T 
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aloreactivos del receptor. Se ha observado que, o bien reduciendo la intensidad del 

régimen de acondicionamiento o la cantidad de células infundidas, sobre todo de los 

linfocitos T, aumenta la probabilidad de fallo de implante. Una reducción en la 

intensidad del régimen de acondicionamiento se podía compensar con un aumento de la 

masa celular, y viceversa. El régimen de acondicionamiento representa un factor clave 

en el tipo de implante, ya que crea espacio o nichos para el desarrollo de los PH del 

donante, y, sobre todo, reduce el número de células alo-reactivas del receptor contra las 

células hemopoyéticas del donante que pueden causar un rechazo. Los regímenes que 

eliminan tanto los PH como las células que causan el rechazo darán lugar a un implante 

alogénico completo, y, en cambio, los regímenes que no eliminan el sistema inmune del 

paciente, pero que dejan indemne los PH del huésped, dan lugar a un rechazo del 

inóculo alogénico, con una reconstitución autóloga. Los regímenes que no lesionan los 

PH y que, en cambio, inactivan las células causantes del rechazo podrían dar lugar a un 

QM, permitiendo una repoblación competitiva con elementos hemopoyéticos del 

donante y del receptor. Este último tipo de acondicionamiento se ha venido a 

denominar de tipo “no mieloablativo”, y constituyen la base de los alo-TIR 

(McSweeney & Storb, 1999). Por último, los regímenes que dejan intactas las células 

que provocan el rechazo del implante y que, además, eliminan los PH dan lugar a una 

aplasia medular y a la muerte del paciente.  

 

EFECTO ANTITUMORAL DEL INJERTO  

En el momento actual hay muchos datos experimentales y clínicos que 

demuestran la existencia de un potente efecto antineoplásico del injerto. Así, los 

pacientes que desarrollan una EICH aguda y crónica tienen un riesgo muy inferior de 

recaída leucémica que aquellos que no la desarrollan (Weiss et al., 1994; Naparstek et 
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al., 1996; Slavin et al., 1978; Weiss et al., 1992) hay un mayor riesgo de recidiva 

leucémica en los pacientes sometidos a un trasplante singénico (Gale et al., 1994), o en 

aquellos pacientes que han recibido un inóculo al que se han eliminado los linfocitos T 

del donante (Champlin, 1993; Marmont et al., 1991). Sin embargo, la evidencia más 

clara de este efecto antitumoral se observa en que un 80% de los pacientes 

diagnosticados de leucemia mieloide crónica que recaen tras el trasplante alogénico 

pueden alcanzar nuevamente una remisión molecular estable y prolongada con la 

simple ILD. En otras enfermedades también se observa una cierta sensibilidad al efecto 

citotóxico de los linfocitos T del donante, pero no tan marcada como en la leucemia 

mieloide crónica (Collins et al., 1997; Kolb et al., 1995). Estas enfermedades son la 

leucemia linfática crónica, el mieloma múltiple, la mielofibrosis, el linfoma folicular, y 

la enfermedad de Hodgkin. Por último, un tercer grupo de enfermedades tienen una 

sensibilidad muy escasa a la ILD: la leucemia aguda, el linfoma de células grandes y el 

síndrome mielodisplásico. En este último grupo, la ILD da lugar a la remisión en un 

tercio de los casos, pero a diferencia de lo que ocurre en la leucemia mieloide crónica, 

en estas enfermedades la respuesta es, en general, transitoria y para su desarrollo se 

precisa la aparición de una EICH aguda de grado II-IV (Horowitz et al., 1990; Weiden 

et al., 1979). La diferente efectividad de los linfocitos T del donante en la eliminación 

de ciertas enfermedades hematológicas puede deberse a que las más sensibles derivan 

de células presentadoras de antígenos, como los linfocitos B en el caso de neoplasias 

linfoides, o las células dendríticas en el caso de leucemia mieloide crónica. Estas 

enfermedades podrían presentar sus antígenos in vivo. Las enfermedades con una 

escasa respuesta al efecto antitumoral, como la leucemia aguda linfoblástica, se 

caracterizan por la escasa expresión de moléculas coestimulatorias y por su poca 

capacidad de inducir una respuesta aloinmune. El rápido índice proliferativo de la 
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leucemia aguda linfoblástica y de los linfomas de alto grado puede hacer que estas 

enfermedades escapen del efecto de una respusta inmune que se está generando. En el 

caso de los tumores sólidos, se han observado reducciones de las masas tumorales 

coincidiendo con la aparición de EICH en pacientes afectos de neoplasias de mama, 

melanomas, o en pacientes afectos de carcinoma renal. 

 

 En general, la respuesta antileucémica se acompaña de la lesión de tejidos sanos 

del paciente. Los clones de linfocitos T del donante reaccionan contra células 

hemopoyéticas normales del huésped y contra las células leucémicas. También se puede 

observar una respuesta antitumoral sin que se desarrolle una EICH clínica (Weiss et al., 

1994). Ello puede deberse a una mayor susceptibilidad de los antígenos leucémicos que 

la de los antígenos tisulares a un mecanismo inmunológico común. Así, se ha 

demostrado la existencia de antígenos menores de histocompatibilidad restringidos a la 

línea hemopoyética. También, ciertos constituyentes celulares sobre-expresados o 

expresados de una forma anormal pueden servir como antígenos diana para el efecto 

antitumoral (Weiden et al., 1979; Antin et al., 1993; Mapara et al., 2002). Un ejemplo 

lo constituye la proteinasa-3, una proteinasa presente en los gránulos mieloides 

primarios, que está expresada en exceso en la leucemia mieloide crónica y en algunos 

tipos de leucemia mieloide aguda. De igual forma, ciertos antígenos peptídicos 

derivados de la proteinasa 3 pueden estimular la generación de una citotoxicidad de 

linfocitos T autólogos o alogénicos contra la leucemia.  

 

Otros genes candidatos en la generación de respuestas aloinmunes, por su sobre-

expresión, son el WT1 y la mieloperoxidasa. Por tanto, la reacción antileucémica puede 

observarse en un contexto inespecífico de reacción citótoxica contra los tejidos -sanos y 



Introducción                                                                      Implante hemopoyético y reacciones 

aloinmunes 

 

 

15

leucémicos- del paciente, o puede tratarse de una reacción específica contra las células 

neoplásicas, dejando indemnes a las células normales (Kolb et al., 1995; Papadopoulos 

et al., 1998; Weiss et al., 1994; Horowitz et al., 1990).  

 

Todavía no se conocen con exactitud los mecanismos celulares implicados en la 

EICH y en el efecto antitumoral. Tanto los linfocitos CD4+ como los CD8+ participan 

en la patofisiología de la EICH; las células NK, macrófagos, y otras poblaciones 

celulares son reclutadas, y la liberación de citoquinas participan como mediadoras en la 

lesión tisular (Ferrara et al., 1991; Weiss et al., 1992; Mapara et al., 2002). En modelos 

animales para el estudio del efecto antitumoral se ha demostrado que tanto los linfocitos 

CD4+ como los CD8+ participan como células efectoras. En la mayoría de los estudios 

se ha dado una mayor importancia a los linfocitos CD8+. En pacientes trasplantados por 

leucemia mieloide crónica se han identificado recientemente líneas celulares de 

linfocitos T que, o bien inhiben el crecimiento de los progenitores leucémicos, o son 

directamente líticos. En este efecto antitumoral también se han implicado a las células 

NK. 
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 ELIMINACION DE LINFOCITOS T DEL  INÓCULO  

 

La ELT parcial es el método más eficaz para reducir de forma significativa la 

incidencia de EICH postrasplante (Champlin, 1993). Sin embargo, este procedimiento 

se acompaña de una mayor incidencia de fallo de implante y de recidiva leucémica. 

Bajo estas premisas, a continuación analizaremos los aspectos clínicos y técnicos más 

relevantes de la ELT.  

 

ASPECTOS CLÍNICOS 

EICH: La EICH es la causa más frecuente de mortalidad tras el alo-TPH. La 

EICH aguda se produce por la reactividad de las células inmunocompetentes del 

donante frente a antígenos presentes en diversos tejidos del paciente (Ferrara et 

al.,1991). La forma más eficaz de atenuar esta complicación es mediante la ELT. En un 

estudio comparativo, la probabilidad actuarial de desarrollar una EICH aguda y crónica 

graves fue significativamente inferior en el grupo de pacientes tratados con alo-

TSP/ELT respecto a los que recibieron un alo-TSP sin manipular (Urbano-Ispizua et 

al., 1997). Así, la probilidad actuarial para EICH aguda grados II-IV en el alo-TSP/ELT 

y en el alo-TSP fue de 16% y 43%, respectivamente (p=0,002), y para EICH crónica 

extensa fue de 22% y 47% (p=0,02). En un estudio realizado sobre 315 pacientes 

tratados con un alo-TSP/ELT a partir de un donante hermano HLA idéntico, los 

factores de riesgo para el desarrollo de una EICH aguda fueron la infusión de una 

elevada cantidad de células CD34+ y CD3+ y una edad del paciente superior a 42 años 

(Urbano-Ispizua et al., 2002). En este estudio, la incidencia de EICH aguda aumentaba 

a medida que se infundía una cantidad más elevada de células CD34+ (x106/kg): los 

receptores de ≤2, >2-4, y >4 presentaban una incidencia acumulada de 21%, 35% y 

43%, respectivamente (p=0,01). En este mismo estudio, la infusión de una dosis de 
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células CD3+ (x106/kg) ≤0,05, >0,05-0,1, y >0,1 se relacionó con una incidencia 

acumulada de EICH aguda grados I-IV de 18%, 35% y 44%, respectivamente 

(p=0,007). Kernan y cols. (Kernan et al., 1986) estimaron que la dosis de células CD3+ 

necesaria para iniciar una EICH aguda clínicamente detectable en un receptor de un 

alo-TSP a partir de hermano HLA idéntico fue de 0,1x106/kg, aunque otros autores han 

comunicado que la  infusión de esta cantidad de linfocitos T no previene totalmente el 

desarrollo de una EICH aguda grave. La incidencia de EICH aguda en los receptores de 

una cantidad de células CD3+ <0,1x106/kg es baja pero se asocia a una elevada 

incidencia de fallo de implante. Por ello, la dosis de linfocitos T que podría atenuar 

ambas complicaciones se situaría en un intervalo de 0,1 a 0,3x106/kg, seguida de un 

tratamiento inmunodepresor postrasplante adecuado.  

 

Fallo de implante: A diferencia de los receptors de un alo-TPH sin manipular a 

partir de un donante HLA-idéntico, en los cuales la incidencia de rechazo inmunológico 

del injerto es del 1% (Beatty et al., 1985), la incidencia de esta complicación en los 

pacientes con alo-TSP/ELT reportada en algunas series oscila entre el 10-30% (Kernan 

et al., 1989; Hale et al., 1988). El fallo de implante es generalmente una complicación 

grave (Kernan et al., 1989; Hale et al., 1988), dado que un segundo trasplante se 

acompaña de una elevada toxicidad y una considerable proporción de estos pacientes no 

alcanza un implante estable (Kernan et al., 1989; Hale et al., 1988; Martin et al., 1988). 

Recientemente se ha comunicado una estrecha relación entre la cantidad de linfocitos T 

infundidos y la calidad del implante hemopoyético (Urbano-Ispizua et al., 2001). Así, 

23 de los 155 pacientes (14,8%) que recibieron una cantidad de linfocitos T igual o 

inferior a 0,2x106/kg presentaron un fallo de implante, en comparación con sólo uno de 

los 102 pacientes (0,8%) a los que se les infundieron >0.2x106/kg, con una probabilidad 
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actuarial de 18% vs. 1%, respectivamente (p=0,0001). Estos resultados están en 

concordancia con los observados en modelos murinos en los que el desarrollo de fallo 

de implante se asoció a la ELT, sobre todo cuando se eliminaban los linfocitos CD8+ 

(Martin et al., 1993) o los timocitos del inóculo (Murphy et al., 1990). 

 

Recidiva leucémica: Un problema destacado tras el alo-TSP/ELT es el 

incremento de la incidencia de la recidiva leucémica postrasplante (Marmont et al., 

1991). Sobre todo, este hecho se obseva en pacientes trasplantados por una leucemia 

mieloide crónica, en los que la incidencia de recidiva es de 50-70%. Sin embargo, la 

ILD se acompaña de un potente efecto antileucémico en estos pacientes, obteniéndose 

la remisión en la mayoría de los casos (Kolb et al., 1995; Collins et al., 1997). Para 

pacientes con leucemia mieloblástica aguda, leucemia linfoblástica aguda o síndrome 

mielodisplásico, el efecto de la ELT en la recidiva leucémica es menos importante 

(Marmont et al., 1991; Papadopoulos et al., 1997; Soiffer et al., 1997; Urbano-Ispizua 

et al., 1998). En estos pacientes, no son sólo importantes los linfocitos T infundidos 

para la curación de la hemopatía maligna, sino que también son relevantes otros 

factores como el tipo de profilaxis postrasplante, la intensidad del régimen de 

acondicionamiento y la cantidad de células CD34+ administradas. Así, la 

administración de ciclosporina A y metotrexate se asocia a una mayor incidencia de 

recidiva en leucemia mieloblástica aguda en comparación a los pacientes que reciben 

CsA sólo (Storb et al., 1989), mientras que la incidencia de recidiva leucémica 

disminuye significativamente cuando se incrementa la intensidad del régimen de 

acondicionamiento (Clift et al., 1991; Geller et al., 1992). Aunque no existen estudios 

aleatorizados que comparen el potencial beneficio de la ELT del inóculo en pacientes 

con leucemia mieloblástica aguda/síndrome mielodisplásico, un análisis retrospectivo 
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demostró una mejor supervivencia libre de enfermedad en los pacientes que recibieron 

un inóculo con ELT en comparación con un grupo similar de pacientes en los que no se 

manipuló la celularidad infundida. Esta diferencia puede explicarse por una menor 

mortalidad relacionada con la EICH, sin un incremento significativo de la recidiva 

leucémica en el grupo con ELT. Por otro lado, en un estudio reciente se analizó la 

asociación de las características del donante, del receptor y del contenido celular del 

inóculo con el resultado del trasplante en 84 pacientes adultos consecutivos con 

enfermedades hematológicas malignas sometidos a un alo-TSP/ELT a partir de un 

hermano HLA-idéntico (Urbano-Ispizua et al., 2001). En este estudio se detectó una 

estrecha asociación de la cantidad de células CD34+ infundidas con la supervivencia de 

los pacientes. Una dosis de células CD34+ de 1-3x106/kg se asoció a una mejor 

supervivencia en comparación a los que recibieron >3x106/kg, con una probabilidad 

actuarial de 75% y 42%, respectivamente (p=0,01). Un alto contenido de células CD34+ 

empeora la supervivencia de estos pacientes debido a una mayor mortalidad relacionada 

con el trasplante, dado que en este grupo se observa una mayor incidencia y una 

aparición precoz de la EICH.  

 

ASPECTOS TÉCNICOS 

En un primer momento se utilizaron estrategias inmunológicas (Tabla 3) para 

eliminar los linfocitos T del producto a infundir (selección negativa). Estas técnicas son 

laboriosas, requieren una gran experiencia técnica, y son difíciles de estandarizar entre 

los diferentes centros de trasplante. En el momento actual se dispone de técnicas 

sencillas, automáticas y rápidas que seleccionan directamente los PH del inóculo 

(selección positiva), eliminando así de una forma indirecta las células no deseadas. 

Estas técnicas de selección positiva se basan en que los PH inmaduros, mieloides, y 
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linfoides expresan en su superficie la molécula CD34. En la técnica de selección 

positiva de células CD34+ (Tabla 3) (Urbano-Ispizua et al., 2001) se incuban las células 

hemopoyéticas con un anticuerpo monoclonal (AcMo) anti CD34+ y se separan las 

células dianas en superficies inmunoespecíficas, en placas de plástico, en microesferas 

con avidina, o en partículas o micropartículas magnetizadas. También se emplean 

separadores celulares de alta velocidad mediante citometría de flujo, para aislar 

subpoblaciones de células CD34+ muy purificadas. En el momento actual se emplean 

técnicas de ELT que dejan una cierta cantidad de linfocitos T en el inóculo, cuando se 

trata de trasplante entre hermanos HLA idénticos. En esta situación, la cantidad de 

linfocitos T que se considera adecuada infundir al paciente es de 0,3x106/kg. Con ello 

se pretende facilitar el implante y mantener, al menos en parte, el efecto antileucémico 

de los linfocitos T sin aumentar significativamente la incidencia y la gravedad de la 

EICH. Cuando se emplea la ELT parcial es necesario administrar la CsA postrasplante, 

con el mismo esquema que en el alo-TPH convencional. 

 

En la Tabla 4 se comparan los tres métodos de selección CD34+ más empleados 

en la actualidad en el auto y alo-TPH: Ceprate (Inmunoadsorción avidina-biotina; 

CellPro), Isolex (Inmunomagnético de partícula grande; Baxter), CliniMacs 

(Inmunomagnético de partícula pequeña; Milteny). Los resultados se refieren a: la 

intensidad en logaritmos de la ELT; el porcentaje de recuperación de células CD34+ 

después del procedimiento, respecto a la cantidad inicial; la proporción de células 

CD34+ en el producto final; y la cantidad de linfocitos T que se infundiría con el 

inóculo para un paciente de un peso de 70 kg. La SP es la fuente de PH aconsejable 

para efectuar las técnicas de ELT. Con dos procedimientos de leucaféresis se consigue 

una cantidad de células CD34+ doble de la obtenida con una aspiración de médula ósea 
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convencional. De esta forma, a pesar de la pérdida de células CD34+ asociada al 

procedimiento de ELT, la cantidad que se infunde al paciente es similar a la infundida 

con una médula ósea normal. 

 

Tabla 3. Técnicas de eliminación de linfocitos T  

• Separación física 
Centrifugación a contraflujo o elutriación 

Aglutinación con lectinas 

• Inmunológicas 
AcMo libres 

  Lisis mediadas por complemento 

  Partículas inmunomagnéticas 

AcMo conjugados 
  Partícula magnética 

  Radionúclido 

• Técnicas de selección CD34+  
(se incluye el tipo de AcMo y de separación) 

 
Inmunoadsorción (CellPro); 12.8; mecánica 

Inmunomagnético indirecto (Baxter); 9C5; quimopapaína  o PR34 

Inmunomagnético directo (Dynal); B13C5; anti-Ac 

Panning (AIS); ICH3; mecánica 

Inmunomagnético indirecto (Milteny); QBEND10; no requerida  

FACS de alta velocidad (System); varios; no requerida 
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Tabla 4. Comparación de los tres métodos de selección CD34+ más empleados en el 

alotrasplante 

 

Método ELT log10 Recuperación 

células CD34+ (%)

Pureza 

(%CD34+) 

Nº de linfocitos T 

(x106/kg) 

 

Ceprate 

 

3 

 

65 

 

65 

 

0,4 

Isolex 4 50 88 0,1 

CliniMacs 5 75 95 <0,01 
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TRASPLANTE ALOGÉNICO DE PROGENITORES HEMOPOYÉTICOS CON 

ACONDICIONAMIENTO DE INTENSIDAD REDUCIDA 
  

INTRODUCCIÓN Y CONCEPTOS 

Con la finalidad de ampliar el abanico de pacientes candidatos a beneficiarse de un alo-

TPH, desarrollando formas de trasplante con menor toxicidad multiorgánica y 

consiguiente morbimortalidad. Con este fin, en los últimos años se han desarrollado los 

llamados alo-TIR o “no mieloablativos”. Estos trasplantes pueden ser realizados en 

régimen ambulatorio, en pacientes de edad avanzada y en aquellos otros con un estado 

alteraciones clínico-biológicas que contraindicarían un alo-TPH convencional 

(McSweeney & Storb, 1999).  
  

Los alo-TPH clásicamente considerados se administran dosis supraletales de 

quimioterapia y/o de irradiación corporal total con el fin de erradicar la hemopatía. Sin 

embargo, en las últimas décadas se ha hecho evidente que el efecto terapéutico de los 

alo-TPH radica además en el efecto inmunoterapéutico del injerto alogénico (Weiden et 

al., 1979; Antin J, 1993) mediado por sus células inmunocompetentes y estrechamente 

vinculados a la EICH. Así, en los alo-TIR el posible beneficio terapéutico se basa, más 

que en la quimioterapia o radioterapia administradas, en el efecto ICL (Giralt et al., 

1997; Slavin et al., 1998). Este efecto antitumoral forma parte de un efecto aloinmune 

general contra el receptor o EICH, el cual tiene particular actividad contra la 

linfohemopoyesis residual, a la que puede erradicar por completo. Por ello estos TPH 

también pueden ser finalmente mieloablativos (Slavin et al., 1998; McSweeney & 

Storb, 1999; Childs et al., 1999) , y la denominación de alo-TPH “no mieloablativo” 

puede inducir a error.  
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VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LOS TRASPLANTES CON 

ACONDICIONAMIENTO DE INTENSIDAD REDUCIDA 

 Durante los últimos años se han utilizado varias estrategias de alo-TIR o sub-

mieloablativos para el tratamiento de diferentes enfermedades hematológicas malignas, 

genéticas o autoinmunes en pacientes incluso mayores de 70 años (McSweeney & 

Storb, 1999; Sykes et al., 1997; Spitzer et al., 2000; Carella et al., 2000; Khouri et al., 

1998). El esquema terapéutico utilizado por la mayoría de autores incluye tres etapas 

bien diferenciadas: a) obtención del QM/QC, b) manipulación de dicho quimerismo, en 

función de la respuesta de la enfermedad y de los posibles complicaciones surgidas tras 

el alo-TPH, c) utilización de inmunoterapia adoptiva con ILD, en caso de no haberse 

logrado la respuesta adecuada. 
  

Globalmente, los distintos autores, en la primera etapa del proceso, administran 

un acondicionamiento preTPH mas inmunosupresor que mielosupresor, seguido de la 

infusión de PH, sobre todo de sangre periférica, y de la profilaxis de las reacciones 

inmunológicas EICH, ICL y HCI utilizando diferentes combinaciones de agentes 

inmunodepresores. A continuación, tras un corto periodo de mielosupresión con escasas 

manifestaciones de toxicidad y pocos requerimientos transfusionales, se establece, 

acompañando al implante, el QM/QC. Después este va a ser modificado en función de 

la necesidad de lograr el mayor efecto ICL posible, dependiendo del tipo y fase de la 

enfermedad tratada. Así, en pacientes con QM y persistencia de enfermedad se procede 

a la retirada rápida de la inmunosupresión. Algunos autores proponen incluso una 

retirada programada de ésta, en una fecha fijada del postrasplante (McSweeney & 

Storb, 1999) o en función del quimerismo de los linfocitos T (Childs et al., 1999). En 

caso de que con todo ello, la EICH aún no se haya presentado y persistan el QM o la 

enfermedad visible, la mayoría de los autores continúa el programa con ILD, utilizando 
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linfocitos T frescos del donante. La finalidad es convertir el QM en QC el cual, a través 

de sus efectos EICH e ICL, erradique la linfohemopoyesis residual del receptor y con 

ella la enfermedad neoplásica (Childs et al., 1999; Sykes et al., 1997; Spitzer et al., 

2000). 

 

El abanico de acondicionamientos utilizados es muy amplio, incluyendo desde 

su ausencia, esquema utilizado para tratar inmunodeficiencias severas por el grupo de 

Seattle (McSweeney & Storb, 1999), hasta los más mielosupresores, utilizados por los 

grupos de Hadassah (Slavin et al., 1998) y MD Anderson (Giralt et al., 1997). Diversas 

enfermedades genéticas, no neoplásicas, como es el caso de las talasemias o ciertas 

enfermedades autoinmunes, sólo precisan lograr un QM estable para que sean 

clínicamente silentes (McSweeney & Storb, 1999), por lo que, en su tratamiento, se 

utilizan los acondicionamientos menos tóxicos. Sin embargo, para corregir las 

manifestaciones de ciertos pacientes con anemias hemolíticas, a veces es preciso lograr 

un QC, en cuyo caso se procede a completar el alo-TIR con las ILD necesarias 

(McSweeney & Storb, 1999). 

 

 En el caso de enfermedades malignas, por el contrario, el logro de QC parece 

necesario, en la mayoría de las series, para la consecución de una respuesta completa 

(McSweeney & Storb, 1999; Childs et al., 1999; Spitzer et al., 2000). Este hecho 

favorece el uso de acondicionamientos más intensos y obliga a completar el esquema 

del alo-TIR mencionado, hasta conseguir el QC, incluyendo para ello, si es preciso, las 

ILD. 
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 En los últimos años existe una tendencia a utilizar acondicionamientos más 

atenuados para el tratamiento de pacientes con enfermedades poco tratadas preTPH 

(leucemia mieloide crónica, síndrome mielodisplásico), observándose un mayor índice 

de QM en el día +30, y porcentajes menores de EICH (20-40%) (McSweeney & Storb, 

1999; Spitzer et al., 2000; Carella et al., 2000). Sin embargo, estos pacientes presentan 

una mayor incidencia de rechazos inmunológicos del injerto (16-30%) que aquellos que 

reciben un acondicionamiento más intenso (Slavin et al., 1998). El grupo de Seattle 

evitaron la aparición de rechazos incorporando fludarabina 90 mg/m2 a su régimen de 2 

Gy en pacientes con LMC (McSweeney et al., 1999). En cambio, los pacientes que han 

recibido varias líneas de tratamiento previo al alo-TIR incluyendo el autotrasplante 

(Carella et al., 2000; Garban et al., 2001), o que reciben acondicionamientos más 

intensos (Slavin et al., 1998, Giralt et al., 1997, Michallet et al., 2001), no suelen 

mostrar rechazo del implante, presentan con frecuencia QC el día +30 y sufren mayor 

incidencia de EICH (50-75%). 

 

 Los efectos adversos más importantes de los alo-TIR, aparte del rechazo 

inmunológico o fallo de implante, siguen siendo, como en los alo-TPH convencionales, 

la EICH y la recaída o falta de respuesta de la enfermedad (Carella et al., 2000; 

Michallet et al., 2001). Hay autores que proponen la realización de los alo-TPH 

atenuados con ELT del inóculo, bien por métodos ex vivo (Craddock et al., 2000) o 

utilizando in vivo el anticuerpo Campath 1G (Cull et al., 2000), que disminuyen la 

incidencia de EICH al 0-13%.  
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QUIMERISMO  

 

CONCEPTO 

 

 En medicina, el término quimera se utiliza para designar a un organismo que 

contiene poblaciones celulares que proceden de individuos genéticamente distintos, 

bien sean de la misma especie o de otra diferente (McCann et al., 1993). En 1956, Ford 

introdujo el término "quimera post-radiación"  para designar a un ratón en el que, tras 

la administración de irradiación corporal total, su sistema hemopoyético había sido 

reconstituído mediante el trasplante de PH de otro ratón (Ford et al., 1956). 

  

 El alo-TPH da lugar a una situación de quimerismo, ya que el paciente posee en 

su organismo células de estirpe hemopoyética derivadas de otro individuo. Según la 

ausencia o persistencia de células hematopoyéticas del paciente tras el trasplante, 

podemos distinguir las siguientes situaciones de quimerismo: 

 

 1) QC: situación en la que todas las células hemopoyéticas proceden del 

donante. 

 

 2) QM: cuando coexisten células hemopoyéticas del donante con células 

hemopoyéticas del paciente. Un tipo especial de quimerismo mixto es el denominado 

"quimerismo disociado"  (Forbes et al., 1995; McSweeney, 1996) que se utiliza para 

describir aquella situación en la que las células mieloides y linfoides tienen un origen 

distinto entre sí (ej. linfocitos del donante y macrófagos del receptor).  
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EVALUACION DEL QUIMERISMO 

  

 Existe una gran variedad de técnicas de laboratorio para analizar el quimerismo 

post-trasplante. Todas ellas se basan en la detección de marcadores genotípicos o 

fenotípicos que permite distinguir las células hemopoyéticas del donante de las del 

receptor. En la Tabla 5 se resumen las técnicas utilizadas para el estudio del 

quimerismo. En las páginas siguientes se exponen en detalle. 
 
                         

Tabla 5. Métodos de estudio del quimerismo 
 

 
  • Tipaje eritrocitario: antígenos, enzimas  

  • Proteínas leucocitarias  

  • Alotipos inmunoglobulínicos  

  • Citogenética: cromosomas sexuales, autosómicos  

  • FISH: cromosomas sexuales  

  • Polimorfismos de ADN:  

      • RFLP 

      • VNTR 

      • STR 

       

     

 

En el momento actual, los tres primeros métodos citados en la tabla 4 han caído en 

desuso por su baja sensibilidad y escasa aplicabilidad en el estudio del quimerismo 

hemopoyético.  
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1. CITOGENÉTICA 

 

El análisis citogenético ha constituido durante muchos años la principal técnica 

de estudio del quimerismo. Si el donante y el paciente son de distinto sexo, la existencia 

de quimerismo puede confirmarse por la presencia de células con los cromosomas 

sexuales del donante (Lawler et al., 1984). En los casos en que el donante y el paciente 

son del mismo sexo las diferencias cromosómicas pueden ponerse de manifiesto 

mediante técnicas de bandeo (Friedman et al., 1992; Petz., 1994). Además, si la 

enfermedad del paciente posee anomalías cromosómicas, éstas pueden utilizarse para la 

detección de células del receptor posttrasplante (Offit et al., 1990). Sin embargo, la 

citogenética presenta algunos inconvenientes como: 1) Escasa sensibilidad para detectar 

QM (>10%); 2) Puede favorecer el crecimiento de las células del donante sobre las del 

receptor, o viceversa, lo cual daría lugar a resultados equívocos; 3) Sólo es útil en 

aquellos casos en los que el donante y el paciente son de sexo distinto, y sobre todo 

cuando el donante es varón.  

 

2. HIBRIDACIÓN FLUORESCENTE IN SITU  

 

La FISH es una técnica molecular que permite el análisis del ADN de las células 

que están en metafase o en interfase. Se basa en el mismo principio que el Southern 

blot, es decir, en la unión de una cadena sencilla de ADN -sonda- al ADN 

complementario de la célula a estudiar. En el caso de la FISH, la sonda incorpora un 

nucleótido marcado con una enzima (Le Beau., 1993). Mediante esta técnica se puede 

estudiar el quimerismo (Lapointe et al., 1996; Palka et al., 1996; van Tol et al., 1998) 

utilizando sondas para el cromosoma X e Y, cuando existen diferencias de sexo entre el 

donante y el paciente. Las principales ventajas sobre la citogenética convencional son 
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su mayor sensibilidad (1%) y la posibilidad de cuantificar las células sin necesidad de 

que estén en división.  

 

3. POLIMORFISMOS DE ADN 

 

 En genética, se dice que existe un polimorfismo de ADN cuando en una 

población existen dos o más alelos para un determinado locus, de tal forma que su 

frecuencia no pueda ser debida a una mutación recurrente. Los polimorfismos son 

diferencias genéticas que crean variación dentro de una especie. Todos los 

polimorfismos reflejan, en última instancia, alteraciones en la secuencia del ADN. 

Dichas alteraciones pueden producir cambios en la estructura de diversas proteínas, los 

cuales pueden demostrarse por cambios en su actividad enzimática, en la 

termoestabilidad o en la movilidad electroforética. Algunos polimorfismos se producen, 

sin embargo, en regiones del ADN que no son codificadoras, de manera que no tienen 

una expresión fenotípica. 

  

Los polimorfismos de ADN utilizados para el análisis el quimerismo pueden 

dividirse en dos grandes grupos: 

1. Aquellos originados por alteraciones de los sitios de corte de enzimas 

de restricción en la secuencia del ADN; se denominan RFLP (restriction 

fragment length polymorphism). 

2. Aquellos basados en las diferencias en la longitud de las secuencias de 

ADN repetitivas. 

 

RFLP 

 El conocimiento de estos polimorfismos de ADN fue posible gracias al uso de 

las endonucleasas de restricción. Actúan reconociendo una secuencia específica, en 
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general corta (de 4 a 8 pares de bases), y rompen el ADN en esa zona (Watson et al., 

1992). Cuando el ADN genómico de una persona se digiere con enzimas de restricción  

se producirán varios fragmentos de tamaños diferentes, según las enzimas utilizadas. A 

estas diferencias en la longitud de las secuencias de ADN se denominan RFLP 

(Gusella., 1986) y permiten distinguir entre dos individuos, por lo que son útiles para el 

estudio del quimerismo (Blazar et al., 1985). Existen, fundamentalmente, dos 

mecanismos por los que se produce una pérdida o una ganancia de un sitio de 

restricción: 

 1) Mutaciones en un nucleótido en la zona de reconocimiento de una                   

enzima de restricción. 

 2) Inserción/deleción de nucleótidos en la secuencia reconocida por la enzima 

de restricción. 

 

 Los RFLP se heredan como un rasgo codominante mendeliano y suelen 

detectarse mediante la técnica de Southern blot. Un marcador basado en este 

polimorfismo tendrá sólo dos alelos (sitio de corte presente o ausente) y por tanto el 

índice de heterocigosidad será como máximo del 50%. Cuando se realiza un trasplante 

entre hermanos, un 25% de los casos tendrá el mismo marcador para un determinado 

locus y esta frecuencia es mayor si los padres comparten un alelo o son homocigotos 

para ese marcador. Por ello, en la práctica, se analizan varios marcadores, de forma que 

se puedan demostrar diferencias genotípicas entre el donante y el receptor en el 100% 

de los casos. Sin embargo, este método tiene tres inconvenientes: 1) Requiere una gran 

cantidad de ADN y por tanto de número de células. 2) Es laborioso y hay que esperar, 

al menos, una semana hasta la obtención del resultado. 3) La sensibilidad de la mayoría 

de los marcadores para detectar QM es baja (5%-10%) (Blazar et al., 1985). Por estos 

motivos, para el estudio del quimerismo los RFLP han sido sustituidos por otros 

polimorfismos de ADN más sensibles y fáciles de detectar.  
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POLIMORFISMOS BASADOS EN EL ADN REPETITIVO 

 

 Solo un 2-3% del ADN genómico humano codifica proteínas. La gran mayoría 

del ADN no es codificante (Strachan., 1992). Este ADN puede existir como una simple 

copia de ADN y actuar, por ejemplo, como un espaciador entre regiones de ADN 

codificante, o puede estar presente en múltiples copias a lo largo del genoma. Este 

último es el llamado ADN repetitivo. Este ADN, que puede llegar a constituir el 30% 

de todo el genoma, no se transcribe en ARN ni se expresa como productos génicos. Sin 

embargo, posee la capacidad de amplificar su número de copias y de distribuirse por 

todo el genoma.  

 

 El ADN repetitivo puede clasificarse según el tamaño de la unidad de repetición 

y su distribución en el genoma. En general, se describen dos clases de ADN repetitivo: 

   • Secuencias dispersas.  

   • Secuencias repetidas en tándem. 

 

1. SECUENCIAS DISPERSAS 

Son regiones de ADN con un número de bases variable que se encuentran 

distribuidas de forma aislada y repetitiva por todo el genoma. Según el tamaño de dicha 

secuencia se dividen en dos clases: SINES (Short interspersed elements-secuencias 

esparcidas cortas) y LINES (Long interspersed elements-secuencias esparcidas largas). 

La función de estas secuencias de ADN es desconocida. 
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2. SECUENCIAS REPETIDAS EN TANDEM 

 Este tipo de secuencias se denomina genéricamente satélites y se caracterizan 

por presentarse como bloques de nucleótidos, en número variable, que se repiten en 

tándem ampliamente distribuidos por el genoma. 

 

 Cuando el ADN genómico se centrifuga en gradientes de cloruro o sulfato de 

cesio aparece un patrón de bandas de ADN de diferentes densidades. Estas bandas 

satélite están constituídas por ADN repetitivo y mediante técnicas de FISH se ha 

demostrado que se localizan en las regiones centroméricas de los cromosomas (Gosden 

et al., 1975). 

 

 En función del tamaño, número de pares de bases, de las secuencias repetitivas 

el ADN satélite se divide en: 

     

    • Minisatélite. 

    • Microsatélite. 

 

MINISATELITES 

 

 Los minisatélites son polimorfismos constituidos por una secuencia de 

nucleótidos que se repite en tándem un número determinado de veces. El número de 

veces que se repite la secuencia puede variar de una persona a otra, bien aumentando 

bien disminuyendo el número total de unidades de repetición. Es, pues, un 

polimorfismo de longitud. 

  

Al ser estos loci regiones de ADN no codificante, y no estar sujetos a una 

presión evolutiva intensa, tienen unos niveles de variación en su secuencia muy 
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grandes. Esto se traduce en un gran número de secuencias de diferentes tamaños para 

un mismo locus. 

 

El descubrimiento de los minisatélites como secuencias polimórficas fue 

realizado por Jeffreys y cols. al encontrar una secuencia de 33 pares de bases que se 

repetía 4 veces en un intrón del gen de la mioglobina humana (Jeffreys et al., 1985). 

Posteriormente, Nakamura y cols. acuñaron el término VNTR (variable number of 

tandem repeat) para referirse a estos polimorfismos (Nakamura et al., 1987). En el caso 

de los VNTR, las unidades de repetición tienen una longitud que varía entre 8 y 80 

pares de bases. Dado el gran tamaño de estos polimorfismos, se utilizó la técnica de 

Southern blot para su detección (Housman., 1995); tras la digestión del ADN con 

enzimas de restricción se realiza una hibridación con una sonda específica para la 

secuencia que se quiere detectar.  

 

 Algunos de estos VNTR, debido a su menor tamaño, pueden ser detectados 

mediante la PCR, convirtiéndose ésta en una técnica muy útil para su análisis. A estos 

polimorfismos también se les denominan Amp-FLPs (amplifiable fragment length 

polymorphisms- polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificables) (Pascali 

et al. 1994). En la Tabla 6 se muestran algunos de los VNTR más importantes 

utilizados para el estudio del quimerismo. 
 
 
Tabla 6. Minisatélites utilizados en el estudio del quimerismo 
 

VNTR Cromosoma 

33.6 1q23 

33.1 9q 

YNZ22 17p13 

3’-HVR 16p13 
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MS51 11q13 

λg3 7q36 

YNH24 2p 

MS31 7q22 

COL2A1 12q14 

D1S80 1 

MICROSATELITES 

Son secuencias de ADN repetitivo en tándem en las que el número de 

nucleótidos de la unidad de repetición es muy pequeño, de dos a cinco pares de bases. 

Por esta razón también se les denomina STR (short tandem repeats). Los STR son 

secuencias muy polimórficas, con una alta frecuencia de distribución en el genoma 

humano (un STR cada seis kilobases) (Beckman et al., 1992). Según el número de 

nucleótidos de la unidad de repetición se pueden distinguir cuatro tipos de STR: 

diméricos, triméricos, tetraméricos y pentaméricos. Los STR tetraméricos son los más 

frecuentes y los que preferentemente se utilizan para el estudio del quimerismo (Tabla 

7).  

 
                                Tabla 7. Marcadores STR . 

   STR                           Cromosoma                 Tamaño (pares de bases) 

 D3S1358  3p     114-142 

VWA   12p12-ter    157-197 

FGA   4q28     219-267 

D16S539  16q24-qter    234-274 

Amelogenina  X: p22.1-22.3     107 
   Y: p11.2    113 

TH01   11p15.5    169-189 
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TPOX   2P23-2ter    218-242 

CSF1PO  5q33.3-34    281-317 

D7S820  7q11.21-22    258-294 

D5S818  5q22-31    135-171 

D13S317  13q22-31    206-234 

Se pueden utilizar otros microsatélites; lo importante es escoger los más polimórficos para que 
permitan discriminar mejor entre el paciente y el donante. 
 
 

Para que un marcador genético sea útil en el estudio del quimerismo 

hemopoyético debe cumplir una serie de requisitos que se detallan en la Tabla 8 se 

detallan los hemopoyético: 

Tabla 8. Requisitos de un marcador genético para el estudio del quimerismo 

 

  • Patrón de herencia bien establecido  

  • Alto grado de polimorfismo 

  • Alto grado de heterocigosidad 

  • Fácil detección y reproductibilidad  

  • Posibilidad de detección a partir de un material escaso 

   

Aunque en el apartado dedicado a la discusión de esta Tesis Doctoral se 

profundizará en la técnica de estudio molecular del quimerismo hemopoyético mediante 

el análisis de microsatélites por PCR (PCR/STR), en la Tabla 9 se resumen los sistemas 

más utilizados para el análisis de STRs tras su amplificación mediante PCR. 
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Tabla 9. Sistemas de detección de STR 

 

 • Tinción con bromuro de etidio + fotografía mediante transiluminación 

UV1 

 • Tinción con nitrato de plata2 

 • Incorporación de nucleótidos radiactivos a la PCR3,4 

 • Utilización de cebadores marcados con fluorocromos5 

 • Electroforesis capilar6 

 • Quimioluminiscencia7   

 
1. Bader et al., 1999; 2. Mattsson et al., 2001a; 3. Lawler et al., 1991; 4. Oberkircher et 

al., 1995; 
5. Thiede et al., 1999; 6. Merel et al., 1995; 7. Poli et al., 1997. La utilización de 

cebadores marcados y posterior detección de fluorescencia mediante electroforesis 
capilar es uno de los métodos más rápidos, fiables y de fácil realización. Además, 
permiten realizar un análisis cuantitativo. 

 
 
 
3. ANÁLISIS DEL QUIMERISMO: SANGRE PERIFÉRICA/MÉDULA ÓSEA 
 

El estudio del quimerismo hemopoyético se puede realizar utilizando dos 

fuentes: sangre periférica o médula ósea. Se han comunicado casos esporádicos en los 

que la médula ósea resultó más sensible que la sangre periférica (Bader et al., 1998). 

Sin embargo, algunos autores  (Simmons et al., 1987; Tanaka et al., 1994) han 

observado que las células estromales de la médula ósea pueden tener el genotipo del 

receptor mientras que los macrófagos son originarios del donante. Así, el potencial 

riesgo de resultados falsos positivos puede estar aumentado cuando se realiza el análisis 

del quimerismo en muestras de médula ósea por la contaminación con células 
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estromales. Este hecho, junto con la mayor facilidad y comodidad de obtención, ha 

condicionado que en la actualidad la sangre periférica se haya impuesto como fuente de 

estudio del quimerismo hemopoyético.  

 



Objetivos 

39 

 

 El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es analizar, utilizando una técnica 

molecular de PCR/STR, cual es el patrón de quimerismo más frecuente tras el alo-

TSP/ELT y tras el alo-TIR “no mieloablativo”. Además, analizaremos la relación del 

patron de quimerismo hemopoyético con la recidiva leucémica y con el rechazo del 

injerto alogénico. 

 

 

 Para ello se ha estudiado: 

 

 

 1. El quimerismo en un grupo de pacientes sometidos a un alo-TSP/ELT 

mediante selección positiva de las células CD34+, comparándolo con un grupo de alo-

TSP y de alo-TMO. 

 

 

 

 2. El quimerismo en pacientes sometidos a un alo-TIR “no mieloablativo” en 

pacientes con hemopatías malignas y con un seguimiento mediano superior a doce 

meses. 
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ESTUDIO MOLECULAR DEL QUIMERISMO 

 

 En los últimos años, las técnicas basadas en el análisis del ADN se han 

constituído en la principal herramienta para el estudio del quimerismo. Si bien el 

Southern blot era la técnica más usada, ésta ha sido sustituida por la PCR. Además, 

también han ido cambiando los distintos tipos de polimorfismos de ADN utilizados 

para distinguir al donante del paciente. Así, de los RFLP se ha pasado al uso, cada vez 

más generalizado, de secuencias polimórficas repetitivas tipo VNTR o STR.  

 

 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 biológica, es decir 

ha de ser suficientemente sensible. El cumplimiento de estos dos conceptos es crucial 

para una correcta clasificación 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, como se verá más adelante, también pueden influir. 

En general, la PCR es la técnica de mayor sensibilidad y por lo tanto, la recomendada 

para el análisis del quimerismo (Thiede et al., 1999).  

 

 La elección de los marcadores polimórficos que se van a analizar es igualmente 

importante para obtener un resultado correcto y evitar interpretaciones erróneas. Deben 

de cumplir dos requisitos: 1) Un alto índice de heterocigosidad y 2) Un número elevado 

de alelos en la población. Lo ideal es que el donante y el paciente no tengan ningún 

alelo en común, y en el caso de que lo tuvieran, el donante y el paciente han de tener un 

alelo específico de cada uno no compartido.  
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 Los STR presentan las características que ha de tener todo marcador genético 

susceptible de ser utilizado en el análisis del quimerismo; por otra parte, el pequeño 

tamaño de las secuencias hace que todas ellas se puedan detectar mediante PCR y, en 

muchos casos, incluso es posible el estudio simultáneo de varios loci STR mediante la 

PCR multiplex. La técnica de la PCR/STR tiene tres inconvenientes para su empleo 

sistematizado en el seguimiento y la evaluación del implante hemopoyético tras un alo-

TPH (Briones et al., 1998). En primer lugar, aunque se han comercializado geles de 

agarosas que permiten distinguir fragmentos de ADN muy pequeños, en el estudio de 

Briones y cols. fue necesario el empleo de geles más laboriosos, del tipo de la 

poliacrilamida. En segundo lugar, en ese mismo estudio, con la finalidad de aumentar la 

sensibilidad del método, se hizo necesaria la incorporación de nucleótidos radiactivos a 

la PCR (PCR radiactiva). En tercer lugar, la PCR/STR convencional no permite 

efectuar una estimación cuantitativa de la participación de la hemopoyesis del donante 

y del receptor en el caso del QM. Estos tres inconvenientes se han solventado en 

nuestro estudio empleando una técnica automatizada (ABI Prism) de tinción multicolor 

de los cebadores, definición del tamaño de los diferentes fragmentos amplificados y 

cuantificación de cada uno de ellos (Thiede et al., 2001a, Thiede et al., 2001b).  

 

 Las muestras analizadas fueron obtenidas a partir de la sangre periférica. Se 

realizó así para evitar QM falsos debidos a la amplificación del ADN de las células no 

hemopoyéticas del estroma, que tras el alo-TPH continúan siendo del receptor 

(Simmons et al., 1987; Tanaka et al., 1994).  

 

El estado del quimerismo hemopoyético se analizó en poblaciones celulares 

puras de linfocitos T y de neutrófilos, que habían sido separadas mediante un método 

inmunomagnético (MiniMacs; Miltenyi) utilizando un kit de separación Pan T 

(Miltenyi), y un gradiente de densidad (el botón celular se obtuvo mediante gradiente 
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de Ficoll-Dextrano), respectivamente. En la fracción linfoide T, más del 95% de las 

células eran CD3+, detectadas mediante citometría de flujo (Figura 1). 

 

 El ADN de alto peso molecular se extrajo directamente de los linfocitos T y de 

los neutrófilos que habían sido separados previamente. En las muestras con un 

contenido celular inferior a 5x106, el ADN se obtuvo utilizando membranas de sílice 

(Qiamp Blood Kit, Qiagen). La cuantificación del ADN se efectuó mediante absorción 

ultravioleta a 260 nm y todas la muestras fueron diluidas en H2O hasta una 

concentración final de 0,2 ng/µl.  

 

Para el análisis del quimerismo mediante PCR/STR utilizamos un kit comercial 

(AmpFlSTR Profiler Plus PCR; Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) que analiza nueve 

STR: D3S1358, vWA, FGA, D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818, D13S317, D7S820, 

y un segmento del gen de la amelogenina para distinguir el cromosoma X o Y (Thiede 

et al., 2001a; Thiede et al., 2001b). La separación y detección de los productos 

amplificados por PCR se llevó a cabo mediante un secuenciador automático de ADN 

(ABI Prism 310 automated DNA sequencer; Applied Biosystems). El tamaño de los 

fragmentos se detecta automáticamente mediante dos métodos informáticos (ABI Prism 

GeneScan 2.0 y GenoTyper; Applied Biosystems). La tinción con diferentes colores 

permite identificar alelos de tamaño muy similar. Además, en esta técnica sólo está 

marcado uno del par de cebadores, evitándose así el problema de los dobletes vistos con 

el empleo de los geles. Por último, la cuantificación del QM se efectuó calculando el 

porcentaje de componente del donante y del receptor utilizando las fórmulas que se 

detallan en la Figura 2. Se consideró QM cuando el porcentaje de linfocitos T o de 

neutrófilos del receptor era superior al 5%. 
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La sensibilidad de la técnica para detectar la presencia del ADN del paciente en 

relación con el del donante depende de los marcadores escogidos y de los sistemas de 

detección utilizados. Si éstos proporcionan una baja sensibilidad, la existencia de una 

pequeña proporción de ADN del paciente en la muestra no será detectado, por lo que 

algunos casos de QM serán catalogados como QC. Ya que la eficiencia de la PCR para 

amplificar un determinado alelo depende del tamaño del mismo, la sensibilidad para 

detectar QM puede verse disminuida si en la mezcla de alelos pertenecientes al donante 

y al paciente los que corresponden a éste último son los que tienen mayor tamaño. En 

esta situación, los alelos más pequeños se amplifican con mayor eficiencia que los 

grandes, fenómeno conocido como amplificación preferencial (Sajantilla et al. 1994), 

de manera que si los alelos del receptor tienen un tamaño mayor que los del donante y 

se encuentran en una proporción pequeña, podrían no amplificarse dando lugar a un 

falso QC del donante. La elección de polimorfismos de pequeño tamaño, como los 

STR, permite evitar este fenómeno (Schmitt et al. 1994).  

 

 El método utilizado para la detección de los productos de la PCR es otro de los 

factores que determina la sensibilidad de la técnica. La mayor sensibilidad se ha 

obtenido realizando la PCR con incorporación de un nucleótido radioactivo, 

habitualmente deoxicitidina. De esta forma, se ha llegado a detectar ADN del receptor 

aún cuando éste constituía tan sólo el 0,1% del total de la muestra (Lawler et al.1991; 

Ugozzoli et al. 1991, Briones et al., 1998). En nuestra experiencia, con la técnica 

automatizada de PCR/STR (ABI Prism) para el estudio del quimerismo obtuvimos un 

nivel de sensibilidad del 5% de forma constante (Figura 3), aunque en algunas 

muestras este nivel llegó a ser del 1%.   

 

A parte de los aspectos técnicos que condicionan la sensibilidad del análisis 

quimerismo hemopoyético mediante PCR/STR, existen  dos aspectos prácticos que 

pueden ayudar a optimizarlo. Por un lado, la obtención de muestras de forma secuencial 



Discusión  Estudio molecular del quimerismo 

 

 

44

y en intérvalos de tiempo cortos y, por otro, el análisis del quimerismo en 

subpoblaciones celulares separadas. En 1995, Socie y cols. (Socie et al., 1995) sugirió 

que el conocimiento del patrón del quimerismo y su cinética tras el trasplante, 

realizando el análisis en varias líneas celulares y de forma secuencial, permite 

monitorizar estrechamente la dinámica del implante hemopoyético y detectar 

precozmente la recidiva leucémica tras el trasplante (Mattsson et al., 2001b). Mediante 

la separación de subpoblaciones celulares, la sensibilidad de la PCR puede aumentar al 

focalizar el estudio en las líneas celulares de interés clínico, reduciendo de esta manera 

los resultados irrelevantes (Bader et al., 2000; Dubovsky et al., 1999; Hancock et al., 

1997; Mattsson et al., 2001b; Roux et al., 1993; Roux et al., 1992; Roux et al., 1996; 

Thiede et al., 2001; van Leeuwen et al., 1991; van Leeuwen et al., 1993). Dubovsky y 

cols. (Dubovsky et al., 1999) comunicaron que la separación celular permite detectar 

pequeños cambios del patrón del quimerismo que pueden pasar inadvertidos cuando el 

quimerismo se analiza en muestras de sangre total. Thiede y cols. (Thiede et al., 2001) 

también obtuvieron un incremento significativo de la sensibilidad cuando se realizaba 

una separación de células CD34+, lo cual permitió detectar de forma precoz la recidiva 

leucémica tras el trasplante.  

 

En nuestro primer estudio analizamos en una serie de pacientes el quimerismo 

hemopoyético simultáneamente en muestras de sangre total y en subpoblaciones 

celulares, obteniendo un incremento considerable de sensibilidad de la PCR/STR con la 

separación celular. Así, mientras que en cuatro muestras de sangre total se detectaba un 

QC del donante, el análisis en poblaciones separadas de linfocitos T y de neutrófilos 

identificó un pequeño porcentaje de componente linfoide T del receptor. Además, 

cuando en dos muestras de sangre total se demostró un QM de pequeña cuantía, el 

estudio en subpoblaciones celulares objetivó un aumento del porcentaje del componente 

del receptor a expensas de la fracción linfoide T, mientras que el quimerismo en 

neutrófilos era completo. Estos resultados enfatizan la utilidad de realizar el estudio del 
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quimerismo hemopoyético en subpoblaciones celulares, ya que el significado clínico 

del QM puede ser diferente según se detecte en linfocitos T o en neutrófilos.  

 



Figura 1. Representación de la fracción linfoide T (CD3+) detectada mediante citometría de flujo. 
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Figura 2. Cuantificación del porcentaje del donante en el 
quimerismo mixto postrasplante. 
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Figura 3. Sensibilidad de la técnica de la PCR/STR para el 
análisis del quimerismo hemopoyético.  

“% D” corresponde al porcentaje de ADN del donante en la muestra analizada.   
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QUIMERISMO EN EL TRANSPLANTE ALOGÉNICO CON ELIMINACIÓN 

DE LINFOCITOS T 

  

La EICH es una de las principales causas de mortalidad en el alo-TPH (Ferrara 

et al. 1991). La ELT ex vivo del inóculo es la forma más efectiva de profilaxis de la 

EICH (Champlin, 1993). Sin embargo, la ELT se asocia a un incremento en los fallos 

del implante y en las recidivas. Los factores determinantes de la calidad del implante 

hemopoyético son : 1) La intensidad del régimen de acondicionamiento. 2) La cantidad 

y características funcionales de las células linfoides contenidas en el inóculo. 3) La 

cantidad de células CD34+ infundidas.  

 

 
En el contexto del alo-TSP/ELT, el aumento de la dosis de irradiación o la 

asociación de otros agentes mieloablativos aumentan el implante al eliminar las células 

inmunocompetentes del paciente que pueden contribuir al rechazo de las células 

hematopoyéticas (Urbano-Ispizua et al., 2001a). La consecución del implante no sólo 

requiere de una eficaz inmunodepresión y mieloablación, sino también de la presencia 

de células linfoides en el inóculo, las cuales facilitan el implante de las células 

hematopoyéticas del donante, entre otros mecanismos, mediante la eliminación de las 

células linfoides del paciente que quedan tras el tratamiento de acondicionamiento 

(Bordignon et al., 1989). En un estudio reciente se ha observado una estrecha relación 

entre la cantidad de linfocitos T infundidos y la calidad del implante hemopoyético, de 

tal manera que los pacientes que recibieron una cantidad de linfocitos T igual o inferior 

a 0,2x106/kg presentaron una incidencia significativamente superior de fallo de 

implante que aquellos a los que se les infundieron >0,2x106/kg (Urbano-Ispizua et al., 

2001a). Por último, también se ha demostrado que un alto contenido de células CD34+ 
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(>3x106/kg) empeora la supervivencia de los pacientes que recibieron un alo-TSP/ELT 

debido a una mayor mortalidad relacionada con el trasplante, dado que en este grupo se  

observa una mayor incidencia y una aparición precoz de la EICH (Urbano-Ispizua et 

al., 2001b).  

 En un primer estudio analizamos de forma prospectiva el estado del quimerismo 

en linfocitos T y en neutrófilos mediante una técnica de análisis molecular (PCR/STR) 

en 22 pacientes que recibieron un alo-TSP/ELT mediante selección positiva de células 

CD34+. En el 77% (17/22) de los pacientes se detectó un QM a una mediana de 2 (1-16) 

meses postrasplante (Figura 4). En cambio, la frecuencia del QM en pacientes que 

recibieron un alo-TSP (n=5) o un alo-TMO (n=13) fue sólo del 17% (3/18; p=0,0003). 

Esta diferencia fue debida a una mayor frecuencia de QMLT en el grupo de pacientes 

tratados con un alo-TSP/ELT (72,3 vs 5,5%; p=0,0001). Esta alta frecuencia de QMLT 

en el grupo de alo-TSP/ELT se observó a pesar de que en este grupo de pacientes se 

administró una dosis mayor de irradiación corporal total (13 Gy vs 12 Gy) y una 

cantidad mayor de células CD34+ (mediana de 4,8x106/kg vs 2,9x106/kg; p=0,04). 

Estos resultados permiten destacar el papel fundamental que desempeñan los linfocitos 

T del donante para eliminar las células linfoides T residuales del receptor, las cuales 

pueden comprometer el implante hemopoyético, sobre todo en el alo-TSP/ELT. Sin 

embargo, la presencia de un QMLT no se asoció a un fallo del implante hemopoyético 

en la mayoría de los pacientes. Así, en 13 de los 17 pacientes (76,5%) con un QMLT, la 

presencia de linfocitos T del receptor fue transitoria o se mantuvo estable a lo largo de 

muchos meses tras el trasplante, y sólo en 4 casos (23,5%) progresó y se acompañó de 

pancitopenia o fallo del implante (Mackinnon et al., 1992, Gyger et al., 1998). En estos 

4 pacientes el porcentaje de linfocitos T del receptor fue superior al 30% (Figura 5), 

mientras que sólo en uno de ellos se mantuvo a lo largo del tiempo, con un porcentaje 

entre 15-65% en los 3 años de seguimiento, habiendo presentado únicamente una 

pancitopenia transitoria. En los tres pacientes en los que el QMLT evolucionó a fallo de 
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implante se había infundido una dosis de linfocitos T de 0,1x106/kg, mientras que se 

infundieron 0,3x106/kg células CD3+ en el paciente que, aún alcanzando un porcentaje 

de linfocitos T del receptor superior al 30%, sólo presentó una pancitopenia transitoria. 

Esta persistencia de QMLT estable tras un alo-TSP/ELT y sin repercusión clínica en el 

implante hemopoyético ha sido comunicada por otros autores (Roux et al., 1996; van 

Leeuwen et al., 1993; Schaap et al., 2002; Molloy et al., 1996).  

 

La relación del QMLT con la recidiva leucémica es controvertida. Mientras que 

algunos autores han comunicado la existencia de una incidencia mayor de recidiva en 

los pacientes con QMLT respecto a aquellos con QCLT (Mackinnon et al., 1994; 

Mackinnon et al., 1992), en nuestro estudio, y en otros, no se ha observado dicha 

asociación (van Leeuwen et al., 1993; van Leeuwen et al., 1994; Mattsson et al., 

2001c). Por el contrario, estudios recientes sugieren que la presencia de un cierto grado 

de componente linfohemopoyético del receptor podría favorecer el efecto antileucémico 

tras ILD (Billiau et al., 2002; Mapara et al., 2002). 

  

En cuanto a la EICH, algunos autores han observado una tendencia a una 

incidencia menor de EICH aguda grados II-IV en pacientes con QMLT (Gyger et al., 

1998; Roy et al., 1990; Mattsson et al., 2001d), apoyando el concepto de que las células 

linfoides T del receptor pueden inducir tolerancia de las células hemopoyéticas del 

donante (Thomson et al., 1995). Así, en nuestro estudio, ninguno de los 17 pacientes 

con QMLT desarrolló una EICH aguda grados II-IV, mientras que si lo hicieron 5 de 

los 23 pacientes con el 100% de linfocitos T del donante (p=0,06).   

 

La incidencia de QMMi fue baja y similar en ambos grupos de pacientes. A 

diferencia de lo observado en los pacientes con QMLT, en los que esta situación podía 

permaner estable en el tiempo sin consecuencias clínicas, la presencia de células 

mieloides del receptor tras el trasplante se acompañó de una recidiva leucémica en 5 de 
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los 7 (71%) pacientes con QMMi, todos ellos afectos de leucemia mieloide crónica. 

Roman y cols. (Roman et al., 1998; Roman et al., 2000) demostraron que la existencia 

de un QMMi con incremento progresivo del componente del receptor tiene un valor 

adicional como factor predictivo de la evolución clínica en los pacientes con el 

reordemiento BCR-ABL positivo tras un alo-TPH. De forma similar, estudios recientes 

han demostrado que en pacientes que presentaban una recidiva tardía de leucemia 

aguda o de síndrome mielodisplásico tras un alo-TPH, las únicas células originarias del 

receptor eran las leucémicas (Bader et al., 2000; Mattsson et al., 2001b). Estos 

hallazgos permiten enfatizar en la utilidad del análisis secuencial del estado del 

quimerismo hemopoyético en subpoblaciones celulares separadas que incluyan la línea 

celular leucémica, con la intención de detectar precozmente la recidiva y así poder 

interrumpir la administración de fármacos inmunodepresores o de ILD en pacientes con 

un porcentaje creciente de células receptor, especialmente en aquellos con 

enfermedades sensibles al efecto ICL. 

  

 En definitiva, en base a los datos de este estudio podemos afirmar que el análisis 

del quimerismo hemopoyético en linfocitos T y en neutrófilos mediante una técnica 

cuantitativa de PCR/STR es útil para predecir el fallo de implante y la recidiva 

leucémica tras el alo-TSP/ELT.  
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Figura 4 Análisis del quimerismo en el alo-TSP/ELT. 
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QUIMERISMO EN EL TRASPLANTE ALOGÉNICO CON 

ACONDICIONAMIENTO DE INTENSIDAD REDUCIDA  TIPO "NO 

MIELOABLATIVO" 

 

En los últimos años se ha hecho evidente que el efecto ICL desempeña un papel 

fundamental en la curación de algunas enfermedades hematológicas. Este hallazgo ha 

impulsado el desarrollo de modalidades de alo-TIR en los cuales el régimen de 

acondicionamiento tiene un papel más inmunodepresor que mieloablativo para, por un 

lado, reducir la toxicidad y la mortalidad relacionadas con el alo-TPH convencional y, 

por otro, permitir un  implante linfo-hemopoyético rápido, sobre todo de los linfocitos 

T del donante, que serán los responsables directos del efecto ICL (Slavin et al., 1998; 

Giralt et al., 1997; Storb et al., 1997). Esta nueva aproximación terapéutica ha sido 

ampliamente aceptada, de forma que en el año 2001 ya representaba más de una cuarta 

parte de la actividad en alo-TPH en Europa (Gratwohl et al., 2001).  

 

El tipo de alo-TIR que mejor refleja esta idea es el denominado “no 

mieloablativo”, en el que se emplea un régimen de acondicionamiento con la intensidad 

mínima necesaria para lograr un implante hemopoyético completo y un efecto ICL con 

el cual erradicar la hemopatía maligna (McSweeney et al., 1999). A mediados de 1990, 

Storb y cols. realizaron los primeros estudios en modelos caninos, obteniendo un 

implante estable en 11 de 12 perros tratados con ICT 200 cGy y la combinación de CsA 

y MMF, con una mínima toxicidad (Storb et al., 1997; Storb et al., 1999). 

Posteriormente, este protocolo fue aplicado en pacientes con enfermedades 

hematológicas malignas y que disponían de un donante HLA idéntico, consiguiendo un 

QC prolongado en la mayoría de casos. Sin embargo, un 20% de pacientes presentaron 

un fallo de implante, lo que motivó la asociación del agente inmunodepresor 

fludarabina a la irradiación corporal total (McSweeney et al., 2001). Los resultados 

clínicos obtenidos hasta el momento con este tipo de trasplante son esperanzadores 
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(McSweeney et al., 2001; Niederwieser et al., 2003; Sandmaier et al., 2000; Kobbe et 

al., 2002).  

En los últimos años se ha hecho evidente la asociación del QCLT con el 

desarrollo del efecto ICL y con un descenso en la incidencia de la recidiva leucémica 

(Bertheas et al., 1991; Childs et al., 1999). Asimismo, algunos autores han observado 

una asociación entre el QMLT y la recidiva tras el alo-TPH (McSweeney et al., 2001; 

Mackinnon et al., 1994; Spitzer et al., 2000; Mattsson et al., 2001d).  

 

En el segundo estudio de esta Tesis Doctoral hemos utilizado el protocolo de 

alo-TIR “no mieloablativo” y hemos monitorizado el quimerismo hemopoyético 

mediante la técnica de PCR/STR, en linfocitos T y en neutrófilos, con la finalidad de 

analizar la relación entre la cinética del implante hemopoyético y la respuesta 

antitumoral tras este tipo de alo-TPH, en pacientes con enfermadades hematológicas 

malignas estables o en progresión en el momento del trasplante.  

 

Se han incluido 10 pacientes adultos consecutivos, con enfermedades 

hematológicas malignas, que disponían de un hermano HLA idéntico. Los pacientes 

estaban diagnosticados de: leucemia mieloide crónica (n=3), mieloma múltiple tras 

trasplante autólogo (n=4), leucemia linfática crónica-B (n=1), mielofibrosis idiopática 

(n=1), y leucemia linfoblástica aguda Ph’ positiva (n=1). En cinco de estos pacientes la 

enfermedad se encontraba en progresión en el momento del trasplante. Todos los 

pacientes recibieron fludarabina 30 mg/m2 I.V. los días –4 a –2, seguida de irradiación 

corporal total 2 Gy el día 0. Como profilaxis de la EICH se administró CsA desde el día 

–1 y MMF P.O. desde el día 0. El MMF se interrumpía a los 60 días y la CsA a los 60-

120 días si los pacientes no desarrollaban EICH aguda grado >1. La mediana 

(extremos) de células CD34+ infundidas fue de 5x106/kg (2,3-8,7). Todos los pacientes 

fueron tratados en régimen ambulatorio y la mortalidad relacionada con el trasplante 

fue de 10%.  
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En cuanto a los estudios de quimerismo, en todos los pacientes se observó algún 

grado de implante del donante tras el trasplante (Figura 6). El paciente afecto de 

mielofibrosis idiopática, tras un QMLT y en neutrófilos transitorio, presentó un rechazo 

del implante recuperando el 100% de la hemopoyesis autóloga (Figura 7). El momento 

en el que se alcanzó un QC fue diferente en el compartimiento linfoide T y en el 

mieloide, de tal manera que, tras un implante parcial precoz de linfocitos T, el QCMi 

precedió al QCLT (Figura 8). Así, la mediana de días para un QCMi fue de 42 (28-90), 

mientras que fue de 110 (56-150) en el compartimiento de linfocitos T (p=0,002) 

(Tabla 1). Estos resultados son similares a los obtenidos en otros estudios de alo-TIR 

“no mieloablativo” (Niederwieser et al., 2003; Mattsson et al., 2001c), y contrastan con 

los observados en series de pacientes tratados con regímenes de acondicionamiento más 

intensivos, en los cuales el implante linfoide T completo precede al mieloide (Childs et 

al., 1999; Pérez-Simón et al., 2002). En este mismo sentido, el establecimiento de un 

QCLT precoz y mantenido tras un alo-TIR se ha considerado un factor fundamental 

para alcanzar una plena reacción ICL (Childs et al., 1999; McSweeney et al., 2001; 

Pérez-Simón et al., 2002).  

 

La incidencia de EICH en este tipo de trasplante es elevada (30-50%) 

(McSweeney et al., 2001; Niederwieser et al., 2003; Sandmaier et al., 2000; Kobbe et 

al., 2002) y similar a la del alo-TPH convencional en pacientes más jóvenes. Es posible 

que en grupos de pacientes de edad y fase de enfermedad similares, la incidencia de 

EICH sea inferior en el grupo que recibe un alo-TIR “no-mieloablativo” (Mielcarek et 

al., 2003). Por otra parte, la escasa toxicidad del régimen de acondicionamiento podría 

favorecer la persistencia de células presentadoras de antígenos del receptor que 

activarían a los linfocitos T del donante responsables directos del desarrollo del efecto 

ICL con el que poder erradicar la enfermedad hematológica (McSweeney et al., 2001; 

Michallet et al., 2001). En nuestro estudio la incidencia de EICH crónica fue 62,5%, 

similar a la descrita por otros autores (McSweeney et al., 2001; Niederwieser et al., 
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2003; Sandmaier et al., 2000). Sin embargo, sólo uno de los diez pacientes (10%) 

desarrolló EICH aguda grado II-IV. Este hecho podría estar relacionado con la elevada 

incidencia de QMLT en los 3 primeros meses postrasplante junto con la prolongación 

de la inmunodepresión con CsA y MMF en los cinco últimos pacientes tratados.  

 

En este estudio hemos observado una progresión o recidiva precoz de la 

enfermedad de base en el 80% de los pacientes, porcentaje que resulta muy elevado, 

teniendo en cuenta los resultados tras el alo-TPH convencional (Horowitz et al., 1990). 

Este hecho ha podido producirse como consecuencia, por un lado, de la administración 

de un régimen de acondicionamiento con escaso poder antitumoral y, por otro, del 

retraso en conseguir un QCLT tras el trasplante. Este hecho es especialmente 

importante, teniendo en cuenta que la mediana de días para la recidiva o la progresión 

fue de 68 días (15-335). Este es uno de los inconvenientes del alo-TIR “no 

mieloablativo”, dado que la capacidad del alo-TPH convencional para erradicar la 

hemopatía maligna depende tanto del efecto ICL como de la intensidad del régimen de 

acondicionamiento (Slattery et al., 1997; Clift et al., 1998). En este sentido, un estudio 

aleatorizado con dos regímenes de irradiación corporal total en pacientes con leucemia 

mieloide crónica en primera fase crónica sometidos a un alo-TMO demostró que la 

probabilidad de recidiva a los 4 años era del 25% en los que recibieron 12 Gy, en 

comparación con el 0% en los que se administraron 15,75 Gy (p=0,008) (Clift et al., 

1991). Al escaso poder antitumoral del régimen de acondicionamiento “no 

mieloablativo” se añade el retraso en alcanzar un QCLT tras este tipo de trasplante 

(Mackinnon et al., 1994; Mackinnon et al., 1992), por lo que nuestros resultados 

apoyan que la respuesta antitumoral en este tipo de trasplante ocurre exclusivamente en 

aquellos pacientes en los que se produce un implante hemopoyético del donante 

prolongado (Childs et al., 1999). Así, sólo 1 de los 9 pacientes (11%) analizados habían 

alcanzado un QCLT en el momento de la recidiva o progresión. Tras analizar los 

factores que podían influir para conseguir un implante linfoide T completo tras el alo-
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TIR “no mieloablativo”, el estado de la enfermedad hematológica en el momento del 

trasplante fue el más estrechamente asociado con alcanzar un QCLT. Así, los 5 

pacientes (100%) con enfermedad en remisión o estable antes del trasplante alcanzaron 

un QCLT, mientras que esto ocurrió únicamente en 1 de los 5 (20%) que recibieron el 

trasplante con enfermedad en progresión (p=0,05). Por lo tanto, en los pacientes con la 

enfermedad en progresión podría ser necesario aumentar la intensidad del régimen de 

acondicionamiento. Otra alternativa sería administrar quimioterapia sistémica o 

anticuerpos monoclonales conjugados tras el trasplante (Sievers et al., 1999; Matthews 

et al., 1999), con la finalidad de controlar la actividad de la enfermedad, evitando una 

progresión precoz, y así permitir el desarrollo del efecto ICL. En este sentido, dos 

pacientes afectos de leucemia mieloide crónica en fase acelerada recibieron tratamiento 

con imatinib desde los días 0 y +15 del trasplante, respectivamente. Con este 

tratamiento pretrasplante asociado al régimen de acondicionamiento se consiguió una 

reducción significativa de la cifra de leucocitos y permitió alcanzar un implante 

mieloide completo en ambos casos.  

 

 En conclusión, el régimen de acondicionamiento “no mieloablativo” con 

fludarabina e irradiación corporal total 2 Gy permite administrar con una toxicidad 

escasa una inmunoterapia antitumoral a pacientes con edad avanzada o con factores de 

co-morbididad asociados a la enfermedad neoplásica. Por otro lado, la respuesta tras 

este tipo de trasplante es más frecuente en pacientes con enfermedades malignas con 

índice proliferativo bajo o en remisión, mientras que este tipo de alo-TPH podría ser 

ineficaz para el control de enfermedades hematológicas malignas en progresión. 
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Figura 7. Reconstitución autóloga tras Alo-TIR “no 
mieloablativo”.  
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Figura 8. Cinética del implante tras Alo-TIR “no mieloablativo”. 
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Tabla 1. Análisis del quimerismo en linfocitos T y en neutrófilos tras un alo-
TIR “no-mieloablativo”. 
Líneas celulares Día +14 (% D) 

(n=7) 
Día +28 (% D) 

(n=10) 
Día +56 (% D) 

(n=10) 
Día +90 (% D) 

(n=9) 
Días para QC 

(mediana)  

      
Linfocitos T 53 (0-65) 60 (0-85) 65 (35-100) 81(0-100) 110 (56-150) 

(n=6) 

Neutrófilos 0 (0-65) 80 (0-100) 100 (53-100) 100 (0-100) 42 (28-90) 
(n=9) 

% D: Porcentaje de células del donante; QC: quimerismo completo    
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1. La técnica de la PCR/STR permite realizar un análisis secuencial y 

cuantitativo del quimerismo hemopoyético tras el alo-TPH con un nivel de 

sensibilidad suficiente.  

 

 

2. La ELT del producto de leucaféresis mediante selección positiva de las 

células CD34+ se asocia a un aumento significativo de la frecuencia de 

QMLT, el cual puede ser predictivo de fallo de implante. En este mismo 

contexto, el quimerismo mixto mieloide se asocia a recidiva leucémica en 

pacientes con hemopatías malignas que afectan a esta línea celular (ej. 

leucemia mieloide crónica). 

 

 

3. El régimen de acondicionamiento “no mieloablativo” con fludarabina e 

irradiación corporal total 2 Gy permite alcanzar un implante hemopoyético 

completo y mantenido, pero con un retraso significativo del injerto en el 

compartimiento linfoide T, por lo que puede ser útil en pacientes con 

enfermedades malignas con índice proliferativo bajo o en remisión, pero 

ineficaz para el control de enfermedades hematológicas malignas en 

progresión. 
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