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Actualmente el trasplante alogénico de médula ósea (TMO) forma parte 
del tratamiento de elección de diversas hemopatías malignas (1): la leucemia 
aguda no linfoblástica en la remisión completa (RC), la leucemia linfoblástica 
aguda en 2a o sucesivas RC(2), la leucemia mieloide en fase crónica (3), en 
otras enfermedades hematológicas como la aplasia medular severa (4) y en di­
versas enfermedades genéticas (5,6), incrementándose contínuamente el espec­
tro de indicaciones. 

Con el tratamiento habitual de acondicionamiento con altas dosis de cic1o­
fosfamida (CY) e irradiación corporal total (ICT), seguido del TMO alogénico, 
se consigue una desaparición de todo el tejido linfohematopoyético del recep­
tor, el cual es reemplazado por células linfohematopoyéticas del donante, obte­
niéndose así una quimera "pura" (7). 

Desde un punto de vista etimológico, Quimera era, en la mitología griega, 
la descendiente de Equidna y Tifón. De acuerdo con una descripción, tenía la 
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frente de un león, el cuerpo de una cabra y la espalda de una serpiente. Hesído­
ro la describe con tres cabezas y vomitando fuego; una cabeza era la de un ce­
ñudo león, otra la de una cabra y la tercera la de una serpiente. 

Científicamente, el término quimera se utiliza para designar un organismo 
cuyo cuerpo contiene poblaciones celulares derivadas de individuos de la mis­
ma o diferente especie, lo cual puede ocurrir de manera espontánea o bien pue­
de ser producido artificialmente. El término "quimera de irradiación" fue intro­
ducido por Ford et al (8), para designar a un animal que tiene un sistema hema­
topoyético extraño, como resultado de ICT, seguido de trasplante de células he­
matopoyéticas derivadas de otro animal. Posteriormente, el término irradiación 
fue retirado, puesto que las quimeras pueden producirse por muchas vías. La 
estabilidad y el conseguir un estado plenamente quimérico parece estar relacio­
llado directamente a la dosis de ICT empleada. Aunque la mayoría de animales 
sometidos a TMO, despues de dosis supraletales de irradiación, son quimeras 
linfohematopoyéticas completas, unos pueden perder su estado quimérico y 
otros tener recuperación parcial y coexistir como quimeras mixtas (QM) (9). En 
los últimos años se han publicado trabajos que demuestran que en el hombre 
pueden existir células linfohematopoyéticas del receptor, en una minoría de ca­
sos durante largo tiempo (10,11). 

Entre los marcadores tradicionales utilizados para distinguir células entre 
donante y receptor, cabe destacar el estudio de los antígenos eritrocitarios (12), 
isoenzimas leucocitarios (12), isotipos de las inmunoglobulinas (13), análisis de 
la cromatina de Barr y del cuerpo Y (14), análisis citogenético (15,16), y estu­
dio HLA (17). 

La utilización de las secuencias polimórficas del ADN, es un método infor­
mativo y versátil para poder distinguir células del donante y del receptor (17-23). 
Dicha técnica tiene la ventaja sobre los otros métodos tradicionales de que es in­
dependiente de la identidad o no de sexo, de las transfusiones realizadas en el pe­
ríodo inicial post-TMO y de que son susceptibles de análisis todas las células nu­
cleadas. De hecho, pueden ser estudiados todos los pacientes que sean sometidos 
a TMO alogénico, salvo aquellos que disponen de un donante gemelo univitelino. 

Otra de las ventajas del estudio de los fragmentos de restriccción de longi­
tud polimórfica (FRLP) es su alto grado de sensibilidad, pudiendo detectar con el 
método de Southem y mediante la combinación enzima-sonda adecuada, la pre­
sencia de hasta un 1 % de células residuales del receptor o del donante (22) y con 
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la técnica de la PCR, del inglés polymerase chain reaction, hasta 0.01 % de célu­
las residuales. Este hecho hace que sea muy útil para poner de manifiesto la pre­
sencia de quimeras mixtas, en aquellos casos en que el porcentaje de células resi­
duales sea muy bajo y no puedan ser detectados por los otros métodos de estudio. 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (24) es un método extraordi­
nariamente útil e ingenioso que ha tenido, en el ámbito de la biología molecular, 
un impacto similar al descubrimiento de los enzimas de restricción y la técnica 
del Southern blotting. La técnica de la PCR es un método diseñado, para produ­
cir una amplificación selectiva, de una magnitud de 1Q6, de una determinada se­
cuencia de ADN, lo que facilita de modo espectacular las manipulaciones poste­
riores. Esta técnica, que requiere el uso de dos cebadores ologonucleotídicos 
(primers) complementarios a las secuencias situadas en los extremos del frag­
mento de ADN que se desea amplificar, se basa en el desarrollo de ciclos repeti­
tivos de desnaturalización de la doble hebra de ADN por calor, la hibridación de 
los dos cebadores a sus secuencias complementarias y la síntesis de ADN gra­
cias a la acción de una ADN polimerasa. 

Obtención de las muestras 

En la fase pre-TMO se procede a extracción de sangre periférica y/o médu­
la ósea del donante y del receptor para análisis del ADN y estudio de los antíge­
nos eritrocitarios. 

En el post-TMO se procede a extracción de sangre periférica y/o médula 
ósea del receptor a intervalos secuenciales y en el momento de la recaída medu­
lar. Asímismo, en el momento de la recaída medular y si hace más de 3 meses de 
la última transfusión, se realiza estudio de los antígenos eritrocitarios y en el caso 
de que donante y receptor sean de diferente sexo se practica estudio citogenético. 

Métodos 

a.- Método de Southern 

El ADN se obtiene a partir de las células nucleadas de sangre periférica o 
de médula ósea por precipitación con cloruro sódico (25). Se digieren 5 f.lg de 
ADN de cada una de las muestras con los enzimas de restriccion TaqI, HincIl, 
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Hinfl y EcoR1 de acuerdo con las instrucciones de las casas comerciales sumi­
nistradoras. El ADN, así digerido, se somete a electroforesis en gel de agarosa 
al 0,8%, a 30-40 mA, durante 16 horas, en presencia de un marcador de pesos 
moleculares (fago A digerido con Hind III y Pseudo X174 digerido con Hae 
ITI) .. Una vez separados los distintos fragmentos de ADN, en razón a su tamaño, 
se transfieren a un filtro de nylon según el método de Southern (26), uniéndose 
covalentemente al filtro mediante calor (80° C durante 2 horas). Los filtros se 
prehibridan y, posteriormente, hibridan con las distintas sondas marcadas con 
32p mediante el método de "oligolabelling" (27). En todos los casos la activi­
dad específica de la sonda es del orden de 2-5x109 cpmlng de ADN. La hibrida­
ción se realiza durante 16 horas a 65°C. Transcurrido este tiempo, los filtros se 
lavan y exponen a película Rx-Omat en presencia de placas intensificadoras, 
durante 1 a 7 días a-80° C. Al revelar las autorradiografías se ponen de mani­
fiesto los fragmentos de ADN hibridados con la sonda radioactiva. 

Los polimorfismos estudiados mediante técnica de Southern se detectan 
empleando las combinaciones enzima-sonda que se detallan en la tabla I. Las 
características de las sondas se muestran en la tabla TI. 

TABLA 1. Características de los Polimorfismo estudiados mediante método de 
Southern 

SONDA ENZIMA N° DE ALELO S 

MetH TaqI 2 

St-14 TaqI 10 

PseudoB** Hinc 11 2 

Epsilon Hinc 11 2 

XJ 2.3 TaqI 2 

pERT87.l5 TaqI 2 

XV2C TaqI 2 

MSl HinfI elevado 

MS31 HinfI elevado 

paw101 EcoRl elevado 

* Infonnatividad. HUMAN GENE MAPPING, 10 (1989). 

** Esta combinación detecta 2 polimorfismos distintos. 
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c.I.P.* 

0.36 

0.76 

0.24 

0.16 

0.42 

0.44 

0.37 

1.0 

1.0 

0.85 



TABLA n. Características de las sondas empleadas mediante técnica de Southern 

LOCALIZACION SIMBOLOS SONDA TAMAÑO LUGAR DE VECTOR 

CROMOSOMICA (KB) INSERCION 

IIp 5.5 pseudo B 4.0 BamHl pBR322 

IIp 5.5 Epsilon 0.7 BamHl pBR322 

Xq28 DXS52 St 14 3.0 EcoRl pBR322 

7q 31 MET pmetH 1.6 EcoRl pBR322 

7q 31 D7S23 XV2C 2.3 Hind III pUC 13 

Xp 21.2 DXS.206 XJ2.3 1.1 BamHl pUC 13 

EcoRl 

Xp 21.2 DX5164 pERT87.15 1.5 Hind III pUC 18 

lp 33 DlS7 MSl 5.6 BamHI L47.1 

7p22 D7S21 MS31 5.7 BamHI L47.1 

14q 32 Dl4S1 paWI01 5.0 Hind III pBR322 

b.- Método de la PCR 

Para el análisis de un patrón dialélico del gen CKMM, localizado en el cro­
mosoma 1, se amplifica un segmento de dicho gen, de 1170 pb (28). El producto 
amplificado se somete a digestión con los enzimas de restricción TaqI y NcoI 
que evidencian el polimorfismo. La separación electroforética posterior seguida 
de tinción con bromuro de etidio, bajo un transiluminador Uv, permite visualizar 
la presencia de los diferentes alelos existentes. Para el análisis de la región hiper­
variable DIS80, localizada en el cromosoma 1, se trata unicamente de amplificar 
dicha región utilizando los cebadores adecuados y visualizar los VNTR genera­
dos mediante separación electroforética y tinción con bromuro de etidio (29). 

Definición de Polimorfismo informativo 

Cuando los análisis, con una sonda determinada, detectan dos patrones dis­
tintos, pudiéndose distinguir claramente uno de otro, se clasifica como polimor­
fismo informativo. Cuando los patrones son idénticos se clasifica como no in­
formativo (Fig 1, muestras receptor-R- y donante-D, n° 2). Si un polimorfismo 
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Taq I / St-14 

4 5 
D R D 

• .. 
Figura 1. 
Autorradiografía que 
muestra el patrón 
obtenido al estudiar 5 
parejas donante-receptor 
mediante digestión con 
el enzima Taq 1 y 
posterior hibridación con 
la sonda St-14, mediante 
técnica de Southem. 

informativo resulta de la presencia de una banda en el ADN del paciente, la 
cual está ausente en el ADN del donante, esta sonda será óptima para detectar 
niveles muy bajos de células residuales del receptor en el post-TMO y se clasi­
fica como "máxima informativa-paciente". De forma análoga, una sonda poli­
mórfica que detecte una única banda en el donante, no presente en el paciente, 
se clasifica como "máxima informativa-donante" (Fig 1, muestras R y D, n° 5). 
A veces, una sonda polimórfica puede detectar una banda única del paciente y 
una del donante y, entonces, se clasifica como "máxima informativa-paciente y 
donante" (Fig 1 muestras R y D, n° 1, 3 y 4). Para poder demostrar la presencia 
de células residuales del receptor en el post-TMO, los polimorfismos obtenidos 
en el estudio pre-TMO deben ser o bien máximos informativos receptor o má­
ximos informativos donante-receptor (30). 

Resultados 

En todos los casos estudiados se ha podido demostrar inicialmente que la 
recuperación hematológica provenía de células hematopoyéticas del donante. A 
modo de ejemplo presentamos los resultados de la autorradiografía de la pa­
ciente UPN 53 diagnosticada de LANL y sometida a TMO alogénico a partir de 
un hermano histocompatible. En el estudio pre-TMO mediante la combinacion 
enzima de restricción TaqI y sonda St.l4 se obtuvo un polimorfismo informati­
vo receptor y donante. El patrón obtenido desde el día +21 hasta la actualidad 
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con un seguimiento de +900 días demuestra que la hemopoyesis pertenece ex­
clusivamente al donante (Fig 2). 

En 6 de 46 pacientes estudiados hemos detectado la presencia de una qui-

POST-TMO 

~ ~ ~ ~ 
<:) <:) <:) <:) <:) <:) <:) 

,...¡ <:) <:) <:) <:) <:) co 1,,0 1,,0 ..:r N N <:) 

N M M 1,,0 1,,0 0'1 ,...¡ M M lI'l r-- r-- 0'1 
¡xj Q + + + + + + + + + + + + + .. - -

Figura 2.- Autorradiografía que muestra, con técnica de Southem, el estudio secuencial 
del post TMO en una paciente (UPN 53) con un seguimiento de 1 año en el que puede 
observarse que toda la hemopoyesis es del donante. 

mera mixta. En la mayoría, ésta no ha sido seguida por la recaída del paciente y 
se ha mantenido estable a lo largo del tiempo. Este es el caso del paciente 267 
diagnosticado de LAL y sometido a TMO a partir de un donante HLA compati­
ble. En el pre-TMO mediante técnica de PCR, se amplificó la región hiperva­
riable localizada en D1Sl11 y se detectó un polimorfismo informativo 100% 
DIR. En el post-TMO (Fig 3) a partir del día +21 se evidenció implante medu­
lar del donante y a partir del día +30 se detectó en sangre medular (SM) la pre­
sencia de una QM de intensidad creciente. Actualmente, a los +6 meses del 
TMO se evidencia que la mayor parte de la hemopoyesis pertenece al receptor 
sin que se objetive recaída medular ni periférica. 

En otros casos la detección de una QM ha comportado a la larga la recaída 
leucémica. La paciente UPN 246, diagnosticada de LANL y sometida a TMO 
alogénico a partir de una donante HLA compatible; en el pre-TMO mediante 
técnica de PCR, se amplificó la región hipervariable localizada en D1S80 y se 
detectó un polimorfismo informativo 100% DIR. En el post-TMO (fig 4) se de­
tectó inicialmente una QT. A los +90 días se detectó una QM sin evidencia de 
recaída. A los +8 meses del TMO la paciente presentó recaída leucémica y el 
estudio molecular puso de manifiesto que la mayoría de células correspondían 
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Figura 3.- Bandas de ADN obtenidas tras amplificación mediante PCR de la re­
gión DI S 111. Puede observarse, implante medular en el día +21 Y a partir del día 
+30 post-TMO, además de demostrarse hemopoyesis del donante, se observa la 
presencia de una banda de ADN del receptor que aumenta de intensidad a lo largo 
del tiempo. 
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Figura 4.- Bandas de ADN obtenidas tras amplificación mediante PCR de la región 
D1S80. Puede observarse, como a partir de los +90 días del TMO se observa una la 
presencia de una banda de ADN del receptor que va aumentando de intensidad a lo 
largo del tiempo. 



al receptor, por lo que se pudo demostrar que la misma se originaba a partir de 
células leucémicas residuales del receptor. 

Discusión 

El TMO alogénico es una terapéutica cada vez más utilizada en el trata­
miento de diversas enfermedades hematológicas, viéndose limitada su expan­
sión por la alta morbilidad y mortalidad, debida a la EICH (1). Como ya hemos 
comentado, el objetivo del TMO es la obtención de una quimera pura. Es muy 
importante determinar el origen de las células linfohematopoyéticas en el post­
TMO, para poder interpretar la evolución del paciente. El estudio del implante, 
mediante los polimorfismos del ADN, ha demostrado ser un método más sensi­
ble, informativo y especifico que otros utilizados. En nuestros pacientes y me­
diante PCR hemos podido demostrar implante medular a los + 12 días del TMO. 

Uno de los problemas que suscita mayor especulación en el ámbito del 
TMO, es la incidencia de QM y su relación con la recaída leucémica. Las célu­
las que sobreviven al TMO pueden ser células residuales normales o bien tu­
morales. Cuando se identifican células neoplásicas del receptor en el post­
TMO, a menudo, aunque no siempre implican recaída leucémica (3). Cuando 
éstas son células hematopoyéticas normales del receptor, pueden rechazar la 
médula ósea del donante (31) o bien llegar a ser tolerantes con dicha médula y 
contribuyen al establecimiento de quimeras mixtas (16,32). En los inicios del 
TMO se habían publicado pocos casos de QM con tratamientos de acondicio­
namiento habituales (10,33), pero con la inclusión de métodos más sensibles 
para su detección, como es el estudio de los polimorfismos del ADN, se ha 
visto que la incidencia de las mismas es mucho mayor, oscilando entre un 11-
57% de los pacientes sometidos a TMO, sin tratamiento "¡;;X vivo" de la médula 
(15,17,18,23,34). Con las modificaciones de los tratamientos de acondiciona­
miento y/o los tratamientos de la médula ósea "ex vivo", esta incidencia se si­
túa por encima del 60% de los casos (11,35,36). Si bien algunos estudios indi­
can que el hecho de tener una QM implica un mayor riesgo de recaída leucémi­
ca (16,32,35), análisis más recientes sugieren que no existe mayor incidencia de 
recaída (11,34,36). 
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La persistencia de QM indica que el tratamiento con dosis supraletales de 
quimioradioterapia seguido de infusión de médula ósea del donante no es el 
único mecanismo por el que se consigue la remisión completa mantenida post­
TMO. El efecto injerto "versus" leucemia puede contribuir a mantener la remi­
sióndespués del TMO, pero este efecto por si sólo no es esencial puesto que 
también se logran remisiones estables y duraderas en pacientes sometidos a 
TMO singénico y en pacientes tratados s'olamente con quimioterapia, por lo que 
este hecho sugiere que el subtipo de células responsables del efecto injerto 
"versus" leucemia es distinto del de aquellas responsables de evitar la reapari­
ción de células hematopoyéticas normales del receptor (11). Przepiorka et al. 
(37), no encontraron mayor riesgo de recaída en los pacientes con quimera mix­
ta analizados citogenéticamente antes del día + 100, al igual que Walker et al. 
(32),. Probablemente uno de los factores a tener en cuenta, es el porcentaje de 
células residuales del receptor detectadas. En nuestro estudio no han presentado 
recaída aquellos pacientes en los que este porcentaje ha permanecido estable a 
lo largo del tiempo (Fig 3), mientras que en aquellos casos en que ha aumenta­
do a lo largo del tiempo, los pacientes han presentado recaída de su hemopatía 
(38). Estos datos concuerdan con los de Petz et al (34) y Bretagne et al (35), 
mientras que Roy et al (11) encuentran que aunque el porcentaje de células resi­
duales del receptor se incremente, este hecho no se correlaciona con un mayor 
indice de recaídas leucémicas. 

Uno de los problemas más serios que presentan los pacientes sometidos a 
TMO alogénico es la recaída leucémica. Esta se observa en un 20-60% de los 
pacientes, dependiendo del tipo de leucemia y del estado en que se realizó el 
TMO (2,39). La recaída leucémica suele aparecer entre 1 y 36 meses post TMO 
(14), no habiéndose descrito recaídas en pacientes que han sobrevivido más de 
6.3 años (40). La mayoría se originan a partir de células residuales del receptor, 
aunque se han descrito varios casos de recaídas leucémicas a partir de células 
del donante (14,19) valorándose que las recaídas que aparecen a partir de 2 
años post TMO, probablemente se traten de nuevas leucemias, es decir que se 
traten de segundas neoplasias (40). Presenta, por tanto, gran interés el poder 
distinguir el donante del receptor mediante el estudio molecular y a poder ser 
análisis cito genético, para poder demostrar el origen de la recaída leucémica, si 
ésta se presenta. Mediante los análisis de los FRLP, Witherspoon et al. (40), de­
mostraron que la recaída leucémica que presentó un paciente, 6 años después 
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del TMO, se originó a partir de las células del donante. En otro caso de recaída 
leucémica Minden et al (20) demostró, gracias al análisis del ADN, que además 
de originarse a partir de las células del receptor, coexistía con células hemopo­
yéticas normales del donante. 

El estudio de los pacientes que han recaído y que hemos analizado, en to­
dos los casos, mediante estudio molecular y en 2 casos, simultáneamente, con 
análisis citogenético, ha demostrado que la recaída se originaba en las células 
del receptor, excepto en un caso (41); con una total concordancia de resultados 
de ambos métodos de estudio, si bien el análisis de la literatura demuestra en 
ocasiones discordancias de resultados (42,43). Para filiar de una manera clara el 
origen de la recaída leucémica se requiere estudio molecular complementado, 
siempre que sea posible, con análisis cromosómico. En el caso de que se dis­
ponga de un cromosoma marcador para el seguimiento post-TMO o que se de­
tecten anomalías clonales, el estudio citogenético ofrece la ventaja de demostrar 
la clonalidad del proceso, mientras que el estudio con las sondas moleculares 
demuestra reaparición de hemopoyesis residual del receptor sin presuponer si 
ésta es o no clonal; a partir de la valoración clínica, es posible sacar conclusio­
nes. 

El estudio de los FRLP, fundamentalmente mediante peR, es el método de 
elección para demostrar implante medular en el post-TMO inmediato, para ca­
racterizar y documentar la presencia de QM y para estudiar el origen de las re­
caídas cuando éstas se presentan. 
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