DISCUSION. QUIMERISMO Y EMR

4.1 QUIMERISMO

4.1.1 QUIMERISMO MIXTO E INTERVALOS DE CONFIANZA

Para establecer a partir de qué valores se considera presencia de un QM aplicando
la técnica de FISH, se ha realizado un estudio control donde los intervalos de confianza
observados oscilaron entre un 0,64+0,025% para células XX y un 0,79+0,025% para
células XY. En la literatura los valores varian mucho de unos estudios a otros, mientras
Huss et al (1996) en un estudio realizado sobre pacientes afectos de LMC y de anemia
aplasica severa consideraban presencia de un QM cuando se detectaban mas de un 5% de
células del paciente, Bernasconi et al (1997) fijan unos intervalos de confianza de
0,791+0,013% para células XX y de 0,477+0,013% para células XY a partir de los cuales
consideraban presencia de uno u otro tipo celular. En un estudio realizado por Diez-
Martin et al (1998) consideran presencia de células XY cuando detectan mas de un 2,6%
y presencia de células XX cuando detectaban mas de un 1,5%.

La variacion en los porcentajes citados se deben, principalmente a la variabilidad
metodoldgica, y a la utilizacién de muestras diferentes, asi en los trabajos realizados por
Huss et al (1996) y por Diez-Martin et al (1998) en los que utilizan muestras de MO y SP,
los porcentajes umbral a partir de los cuales consideran presencia de un QM son
superiores, mientras que en nuestra serie y en la serie de Bernasconi et al (1997)
trabajando sobre muestras de MO los porcentajes son inferiores.

En el presente trabajo segun el estudio control realizado y teniendo en cuenta que
las muestras eran cultivos de 24h de MO donde la contaminacion por células del estroma
es inferior al 1% , se considerd presencia de un QM cuando se detectaba mas de un 1% de

células del paciente.
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412 VALORACION DE LAS TECNICAS UTILIZADAS EN EL
SEGUIMIENTO DEL QUIMERISMO

Tanto la técnica de FISH dual como el estudio citogenético han permitido valorar
de forma cuantitativa la evolucion de la poblacién residual de células del paciente.

En la presente serie con la técnica de FISH se ha obtenido resultado en todos los
controles realizados, alcanzando un 100% de eficacia. Es una técnica facil de aplicar y
rapida. Se han requerido tres dias para obtener un resultado, incluyendo las 24 horas del
cultivo celular. Sin embargo, en los ultimos afios se han desarrollado técnicas que
permiten realizar la hibridacién sobre muestras directas (sin cultivo celular) con las que se
consigue resultado el mismo dia de recibir la muestra (Smith et al, 1999). La realizacion
de la FISH sobre muestras directas de pacientes trasplantados fue descrita por Wessman
et al en 1993, sefialando que existia un riesgo al utilizar este tipo de muestras ya que
observaron que la contaminacion por células del estroma medular era mayor en éstas que
en las muestras obtenidas tras el cultivo celular (3% vs <1%).

La aplicacion del estudio citogenético en el seguimiento del quimerismo ha sido
menos eficaz que la técnica de FISH, ya que no se han obtenido metafases suficientes
para el estudio en el 12% de las muestras analizadas.

La aplicacion del estudio citogenético al estudio del quimerismo y de la EMR se
ve limitado por el numero de metafases analizables, aumentando la sensibilidad de la
técnica al aumentar el numero de metafases estudiadas. En este trabajo se intentd contar
como minimo 50 metafases por muestra. Para aumentar el indice mitético (numero de
divisiones celulares), siempre que se disponia de suficiente material se realizaron dos
cultivos de 24h uno de ellos incubado toda la noche con colcemid.

Asi, si comparamos nuestros resultados con un estudio similar realizado por Palka
et al en 1996, en nuestra serie al analizar un nidmero mas elevado de metafases (50
metafases por muestra vs 20 metafases) la sensibilidad de la técnica ha sido mayor. Palka
et al (1996) encontraron por citogenética células del paciente cuando por FISH
observaban mas de un 10% de células residuales. En nuestra serie, por citogeneética se han
detectado células del paciente cuando por FISH se habian observado un 2,7% de células
residuales.

Aln asi, y como era de esperar, la técnica de FISH ha sido mas sensible. Se ha

detectado un QM en el 42% de los casos analizados, mientras que por citogenética solo
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se han detectado células del paciente en el 16% de los casos estudiados, sin tener en
cuenta los casos en los que la deteccidn coincidié con la recaida clinica del paciente. En
las series publicadas, el porcentaje de pacientes con QM oscila entre el 33% en la serie
publicada por Bader et al (1998) utilizando la técnica de PCR cuantitativa y el 51% en
una serie publicada por Huss et al (L996) utilizando la técnica de FISH dual con las
sondas X/Y. Diez-Martin et al (1998) y Choi et al (2000) utilizando técnicas de FISH y
PCR, respectivamente, encuentran un QM en el 47% de los casos estudiados.

Otro aspecto a considerar es la capacidad de la técnica en predecir la recaida del
paciente. En nuestra serie sélo se ha indicado la posibilidad de recaida en uno de los tres
pacientes que han recaido (caso 1 afecto de AF y un SMD) detectandose una evolucion
de progresivo incremento de células del paciente, mientras que en los otros dos pacientes
(casos 37 y 43 afectos de LMA y LLA respectivamente) se paso de detectar un QC a un
QM coincidiendo con la recaida clinica del paciente. Se podria considerar que la técnica
no fue lo suficientemente sensible en estos casos para detectar las células residuales. Sin
embargo, Bader et al (1997) utilizando la técnica de PCR cuantitativa, mucho mas
sensible que la FISH (detecta 1célula/108 vs 1célula/103), estudian 46 nifios de los cuales
11 recaen, en ocho encuentra un incremento de células del paciente antes del momento
de la recaida, mientras que en tres se pasa directamente de un QC a un QM, sin detectar
células del paciente en controles intermedios. Los mismos autores indican que desde que
detectan un QC hasta la recaida del paciente pasan mas de seis meses, tiempo suficiente,
sobre todo en las leucemias agudas, para que la hematopoyesis del paciente rebrote y de
lugar a las nuevas células neoplasicas responsables de la recaida. En los casos citados de
nuestra serie, también han pasado mas de seis meses desde el ultimo control hasta que se
detecta la recaida. Estos autores al igual que nosotros, consideran que en pacientes de
alto riesgo el seguimiento deberia ser mas estrecho, acortando el tiempo transcurrido entre
cada estudio.

4.1.3 EVOLUCION DEL QUIMERISMO POST-TPH

Tal y como se describe en la literatura, durante el estudio del quimerismo pueden
encontrarse células del paciente a lo largo de todo el seguimiento.

En nuestra serie la media del porcentaje de células residuales (Tabla 3.8, pag.
111), ha oscilado entre un 3% y un 6% durante los primeros seis meses, alrededor del

14% al afio y sobre el 3% a los dos afios de seguimiento, resultados que son ligeramente
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superiores a los descritos por Wessman et al 1993, Palka et al 1996 y Bernasconi et al
1997 (series en las que consideran presencia de QM a partir del 1%) que encuentran entre
un 1% y un 7% de células del paciente durante los primeros meses y mas de un 1% a los
dos afios de seguimiento. En nuestra serie la media del porcentaje de celulas del paciente
observadas ha aumentado al afio (14%) y después de los dos afios de seguimiento (46%)
porque en estos periodos se ha producido la mayoria de las recaidas.

Otro factor que se debe tener en cuenta es que no existe una unificacion de
criterios sobre en el protocolo de seguimiento, que determine a qué intervalos de tiempo
post-trasplante se han de recoger las muestras para el estudio del quimerismo. En los
pocos estudios realizados los intervalos y la duracién del seguimiento difieren
considerablemente de unos a otros: desde realizar controles cada mes post-TPH o
realizarlos coincidiendo con los controles clinicos y hematologicos del paciente.

Se estan estandarizando los protocolos de seguimiento, en los estudios
multicéntricos en curso, para el estudio de la EMR y centrados en el seguimiento de la
evolucidn del paciente desde el inicio de la enfermedad. Un ejemplo claro es el protocolo
de monitorizacion molecular de la leucemia promielocitica aguda dentro del grupo
PETHEMA, protocolo-LPA-96, en el cual se establece que las muestras se han de
analizar al diagnostico, al final del tratamiento de induccion, al finalizar la consolidacion,
y en el tratamiento de mantenimiento cada dos meses durante los ocho primeros, cada
tres meses en los 16 meses siguientes y cada cuatro o seis meses en el resto de
seguimiento.

En el presente trabajo, se planted recoger las muestras cada tres meses durante el
primer afio y cada seis durante el segundo afo, finalizando el seguimiento a los dos afios
que es cuando se completa la recuperacién hematoinmunolégica del paciente. Cabe
indicar que en pocos pacientes se han realizado todos los controles, bien por que el
momento de inclusion del paciente en el estudio no ha permitido completar el
seguimiento, bien porque el paciente ha fallecido o bien porque en funcién del estado
clinico del paciente no se ha estimado necesario la practica del mismo. Mas tarde se creyd
conveniente iniciar el estudio cuando el paciente empezaba a recuperarse
hematologicamente, sobre el dia 21 post-trasplante, aspecto que como se verd mas
adelante, es importante porque permite detectar de forma rapida los fallos de implante
precoces.

Por otro lado, aunque en el protocolo disefiado, el estudio debia finalizar a los dos

afios se ha observado que en la serie en la que se ha realizado el estudio del quimerismo,
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dos de los tres pacientes que han recaido lo han hecho después de los dos afios del
trasplante, indicando que, sobre todo en pacientes de alto riesgo, el seguimiento debe

continuar.

414 FACTORES ASOCIADOS A LA PERSISTENCIA DE UN QUIMERISMO
MIXTO O COMPLETO

Uno de los objetivos que se plantearon fue determinar si habia factores que
podian favorecer el desarrollo de un QM o un QC. Asi, se relaciono el tipo de quimerismo
con la edad, con el sexo del paciente, con el tipo de enfermedad, con el estadio de las
enfermedades neoplasicas en el momento del trasplante, con el tipo de donante, con el
tipo de régimen de acondicionamiento utilizado y con la profilaxis contra la EICH
administrada.

En el presente trabajo, al igual que Choi et al, (2000), no se han encontrado
diferencias significativas entre la presencia de un QM o un QC y la edad del paciente, el
tipo de enfermedad, el estadio de éstas al trasplante, ni con el tipo de donante utilizado.
Sin embargo, van Leeuwen et al (1994) encuentran diferencias en relacion a la edad del
paciente, observan que el QM se da con mayor frecuencia en pacientes jévenes, aunque
consideran que es una variable dependiente del tipo de régimen de acondicionamiento
utilizado ya que en nifios menores de dos afios no se utiliza la ICT. Como se vera a
continuacion, el tipo de régimen de acondicionamiento utilizado estd estrechamente
relacionado con el tipo de quimerismo desarrollado.

En nuestro estudio se han encontrado diferencias significativas (p=0,011) segln
el sexo del paciente: 18 de 20 pacientes de sexo masculino han presentado un QC,
mientras que de 16 pacientes de sexo femenino, la mitad ha presentado un QM vy la otra
mitad un QC (Tabla 3.10, pag. 117). En la mayoria de trabajos no se observan diferencias
significativas para esta variable. En nuestro caso pensamos que estas diferencias podrian
deberse a que no se trata de una variable independiente, ya que el grupo de pacientes de
sexo femenino recibieron, casualmente, en su mayoria (10/16), un régimen de
acondicionamiento sin ICT, bien con BU o con irradiacion nodal, factores que favorecen
el desarrollo de un QM.

En el presente trabajo no se han observado diferencias al comparar el tipo de

quimerismo desarrollado entre el grupo de pacientes con enfermedades neoplasicas y el
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grupo de pacientes con enfermedades no neoplasicas, aunque los Unicos dos pacientes
que han presentando un fallo de implante precoz con recuperacién aut6loga presentaron
una enfermedad no neoplasica tras someterse a un TPH de un donante HLA no idéntico
con manipulacion del producto y con un régimen de acondicionamiento sin ICT. Existen
pocos trabajos que estudien un numero considerable de pacientes de los dos tipos de
enfermedades que permitan valorar si la evolucion del quimerismo es diferente en ambas.
Huss et al, (1996) estudian dos grupos de pacientes, uno afecto de AAA (n=63) y otro de
LMC (n=100) y no encuentran diferencias en la incidencia de QM o QC entre ambos
grupos. En los pacientes con enfermedades neoplasicas, tampoco hemos encontrado
diferencias en la incidencia de uno u otro tipo de quimerismo considerando los pacientes
trasplantados en primera o en segunda RC. Los mismos resultados fueron observados por
van Leeuwen et al, (1994).

En la mayoria de estudios, los andlisis se refieren a pacientes que han sido
trasplantados con un donante HLA idéntico ( Bertheas et al, 1991, Huss et al, 1996, Choi
et al, 2000). En nuestra serie no se han observado diferencias en el desarrollo de un QM o
un QC segun el donante fuera o no HLA idéntico, sin embargo, la comparacion no tiene
valor estadistico ya que de los 37 pacientes que recibieron un trasplante alogénico de un
donante de diferente sexo, 30 fueron donantes HLA idéntico y sélo siete HLA no
idéntico. van Leeuwen et al, (1994), encuentran una mayor incidencia de QM en
pacientes que fueron trasplantados con un donante HLA no idéntico, pero relacionan esta
mayor incidencia con otros factores ya que son pacientes jovenes que reciben dosis bajas
de ICT y la médula trasplantada en la mayoria de los casos esta deplecionada de linfocitos
T. Estos autores comparan pacientes que recibian MO depleccionada de linfocitos T y
pacientes que la recibian sin depleccionar, encontrando que la incidencia de QM era
mayor y de forma significativa en aquellos que recibian MO depleccionada.

El Unico factor que parece influir de forma clara (p=0,039) sobre el desarrollo
futuro de un QM es el tipo de régimen de acondicionamiento administrado (Tabla 3.10,
pag 117). La utilizacion de radioterapia combinada con quimioterapia favorece el
establecimiento de QC, mientras que la utilizacion Unicamente de quimioterapia favorece
el desarrollo de QM. Estos resultados coinciden con los descritos en la literatura, en los
que no solo encuentran una relacion significativa entre el tipo de régimen de
acondicionamiento utilizado y el tipo de quimerismo desarrollado, sino que ademas
encuentran relacion con la dosis de ICT administrada. Asi, van Leeuwen et al (1994)

estudiando 115 pacientes con diferentes enfermedades hematoldgicas encuentran una
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relacion significativa con la dosis de ICT utilizada; estos autores, para comprobar
realmente la influencia de la dosis de ICT usada, realizan el anélisis estadistico eliminando
del estudio aquellos pacientes que habian sido acondicionados con BU en lugar de ICT, y
la relacion les sigue resultando significativa.  Posteriormente Huss et al, (1996)
encuentran que en pacientes con LMC la dosis de ICT utilizada estaba inversamente
correlacionada con el desarrollo de un QM. Y el mismo afio, Ramirez et al, estudian 15
nifios afectos de LLA, y también obtienen una relacion significativa entre el tipo de
régimen de acondicionamiento utilizado y el tipo de quimerismo desarrollado.

En cuanto al tipo de profilaxis contra la EICH utilizada, en la mayoria de estudios
no encuentran, al igual que nosotros, diferencias significativas entre ella y el tipo de
quimerismo desarrollado. Sin embargo, van Leeuwen et al, (1994) observaron cue la
utilizacion de Cs se asociaba de forma significativa con una alta incidencia de QM,
aunque los mismos autores indicaban que en esta correlacion no se podian eliminar otros
factores ya que la mayoria de pacientes que habian recibido Cs también habian recibido
dosis bajas de ICT. Por otro lado, como los estudios de van Leeuwen et al, (1994) y
Ramirez et al, (1996), en la presente serie no se ha encontrado ninguna relacion
significativa entre el tipo de EICH vy el tipo de quimerismo aunque la mayoria de
pacientes que desarrollaron una EICH de grado superior a Il presentaron un QC (12/15).
Existen trabajos en los que sugieren que la presencia de un QM esté asociado a una baja
incidencia de EICH aguda. Bertheas et al (1991) ya indicaban que en aquellos casos que
presentaban mas de un 10% de células del paciente la incidencia de la EICH aguda de
grado superior a Il era significativamente menor, al igual que nosotros estos autores no
encontraron diferencias significativas en el desarrollo de una EICH crdnica, sin embargo
es importante sefialar que en la presente serie de los 8 pacientes que desarrollaron una
EICH cronica sélo uno habia presentado un QM. Mas recientemente, Huss et al (1996)
encuentran que en pacientes con anemia aplasica que habian recibido una unica droga (Cs
0 MTX) como profilaxis contra la EICH, la incidencia de EICH de grado superior a Il era

significativamente menor en pacientes con QM que en pacientes con QC.

4.1.5 VALOR PRONOSTICO DEL QUIMERISMO EN LA EVOLUCION POST-
TRASPLANTE DEL PACIENTE
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Se debe distinguir entre el significado de la presencia de un QM en un periodo
inicial post-trasplante, alrededor de los 100 dias después del trasplante y su prondéstico
una vez superado este periodo inicial.

Durante los primeros dias del trasplante el paciente permanece inmunosuprimido,
y se produce la recuperacion hematol6dgica de forma lenta. En este periodo los principales
problemas a los que se enfrenta son el fallo de implante y el desarrollo de la EICH aguda.
Para el tratamiento de ambas complicaciones es importante detectar y cuantificar la
presencia de QM. En nuestra serie dos pacientes presentaron fallo de implante y una
recuperacion autéloga a expensas de células del enfermo (casos 12 y 53), detectandose un
porcentaje elevado de células del paciente al mes y a los tres meses del trasplante.
Aungue en el caso 53 se realizd una segunda infusién de células del donante al mes y
medio de la primera, mbos pacientes fallecieron detectandose por FISH una hemopoyesis
total del paciente.

La deteccion de un porcentaje elevado de células del paciente en este periodo
indica la presencia de una RA precoz. La deteccion de QC del donante sin que se
produzca una recuperacion hematoldgica completa puede indicar la necesidad de
administrar una segunda infusion o la utilizacion de factores de crecimiento para
favorecer la recuperacién hematoldgica. Recientemente, Gyger et al, (1998) publicaron un
interesante trabajo en el que aplicaban la FISH dual de los cromosomas X e Y, sobre
neutréfilos y linfocitos de pacientes tasplantados, recogidos entre el dia 1 y el 100.
Relacionaron la evolucion del quimerismo en este periodo crucial con el desarrollo de un
fallo de implante y con la aparicion de la EICH. Llegaron a la conclusion que de los
pacientes que sufrian un fallo de implante, los que presentaban neutréfilos, células natural
Killer, y un predominio de linfocitos T del donante, respondian bien al factor de
crecimiento G-CSF; y que la eliminacion de las células natural killer del paciente durante
los primeros 10 dias post-trasplante, era significativamente mas rapida en aquellos
pacientes que posteriormente desarrollaban una EICH aguda o crénica que en los que no
desarrollaban ningun tipo de EICH. Indicando que la presencia de un QC o un QM,
alrededor del dia 10 post-trasplante puede ser util en la identificacion de pacientes con
retraso del implante, de aquellos con rechazo total irreversible, ademas de ayudar a
predecir el futuro desarrollo de una EICH.

Superado este periodo inicial se puede detectar presencia de QM a lo largo de
todo el seguimiento, aunque su deteccion no implique la recaida del paciente. En nuestro

estudio la media del porcentaje de células del paciente ha oscilado entre un 3% y un 46%
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en el intervalo estudiado (de un mes a mas de dos afos), y sélo han recaido aquellos que
han presentado un aumento progresivo de células del paciente. Ninguno de los pacientes
que ha presentado un QMt, bien por disminucion de células del paciente o por
desaparicion total de éstas, ha recaido; los mismos resultados se han obtenido en otras
series utilizando técnicas de amplificacion de VNTR por PCR cuantitativa o cualitativa
(Ramirez et al, 1996, Bader et al, 1998, Choi et al, 2000).

El origen de las células del paciente responsables de que el paciente presente un
QMt es motivo de debate. El por qué aparecen células del paciente después de seis meses
0 un afio de seguimiento que luego van disminuyendo, incluso hasta desaparecer por
completo o el por qué hay casos en los que un porcentaje pequefio se mantiene a lo largo
de todo el seguimiento, son preguntas que surgen al observar la evolucién del
quimerismo. En nuestra serie hay pacientes que en el primer control (al mes o a los tres
meses) presentan un porcentaje de células del paciente que después va disminuyendo a lo
largo del seguimiento (casos 2, 20, 24, 49, y el 56), evolucion que se debe,
probablemente, a que son células originadas por una hematopoyesis residual del paciente
que ha sobrevivido al régimen de acondicionamiento y que es sustituida poco a poco por
la nueva hematopoyesis del donante. En cambio en los casos 18 y 48 se ha observado un
aumento de células del paciente para después desaparecer y alcanzar un QC. El caso 18
mostré un 4.2% de células residuales a los ocho meses post-TPH, un 22,2 % a los once
meses y un QC a los 15y 24 meses post-TPH; el caso 48 mostré un QC al mes y a los
tres meses, un 4,3% de células residuales a los seis meses, un 10,4% a los doce meses y
de nuevo un QC a los 18 y 24 meses post-TPH. Explicar estos hechos es dificil si
tenemos en cuenta que en el caso 48 durante los primeros tres meses del seguimiento se
habia observado una hematopoyesis total del donante, y que en el caso 18 las células del
paciente detectadas presentaban, ademas, un cariotipo alterado con una inv(3) clonal. Por
otro lado los porcentajes son elevados (10,4% o un 22,2%) como para considerarlos
contaminacion por células del estroma. Este tipo de evolucion se puede considerar como
un resurgir de la hematopoiesis del paciente pero otros factores, quizas inmunoldgicos
(ambos pacientes han presentado una EICH aguda de grado I1) deben intervenir
impidiendo que ésta progrese, ya que los pacientes al final del estudio permanecian vivos
sin sintomas de recaida. En este sentido, van Leeuwen et al, (1994), realizando un
estudio similar sobre muestras de SP y de MO, y utilizando la técnica de amplificacion de
VNTR por PCR, observaron que cuando en SP detectaban presencia de un QMt, en MO

s6lo observaban células del donante, mientras, que cuando encontraban un QM en SP, en
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MO detectaban tanto células del donante como del paciente. Esto les llevo a sugerir que
la presencia de un QM podia ser el resultado de la supervivencia de las células
progenitoras hematopoyéticas del paciente gtem cells) y el QMt seria el resultado de la
persistencia en SP de células comprometidas de linaje T del paciente que persistirian
después del TPH.

La presencia de QMt en MO quizés deba relacionarse con el efecto
inmunoterapico antitumural del aloinjerto o efecto del injerto contra leucemia, el cual
tiene particular actividad contra la hematopoyesis residual a la que puede llegar a
erradicar por completo (Barta et al, 2000).

Por otro lado, Bourhis et al, (1991) consideraban que aquellos pacientes que
presentaban mas de un 5% de células del paciente, tenian una mayor probabilidad de
recaida. En nuestra serie, cuatro pacientes han presentado mas de un 5% de células
residuales (entre un 5,3% y un 22%), y hasta el momento ninguno ha recaido. Realmente
se ha considerado riesgo de recaida cuando se observaba un aumento progresivo de
células del paciente, como ha ocurrido en el caso 1. En nuestra serie la presencia de un
QM no ha significado un mayor riesgo de recaida.

En cambio, en estudios con pacientes afectos de AAS y LMC se ha encontrado
una asociacién estadisticamente significativa entre el riesgo de recaida y la presencia de
un QM (Hill et al, 1986 y Huss et al, 1996). Huss et al, (1996) encontraron que en
pacientes con LMC la incidencia de recaida era significativamente mayor cuando se
detectaba un QM después del dia 100 post-trasplante. Bader et al, (1997) estudian una
serie de 48 nifios afectos de enfermedades neoplasicas (incluyendo LA y LMC) y de
enfermedades no neoplasicas y encuentran una asociacién significativa entre la presencia
de un QM vy el riesgo de recaida; Bernasconi et al (1997) estudian una serie de 29
pacientes afectos de LA y también observan una relacion significativa entre la presencia
de células del paciente y la incidencia de recaida, pero sélo consideran predictivo de
recaida el aumento progresivo de células del paciente. Recientemente, Roman et al (2000)
estudian una serie de 49 pacientes afectos de LMC y observan una asociacion
significativa entre presencia de células Ph positivas y QM con la probabilidad de recaida,
observando que de los nueve pacientes que presentan un QM, éste se manifiesta en seis
casos en células CD15+ Ph+ y en tres se restringe a células T Ph -; los seis casos que
recaen mostraban un aumento de las células del paciente antes de la recaida.

Una vez se produce la recaida las posibilidades terapéuticas se reducen

considerablemente. Se puede realizar un segundo trasplante (como en los casos 1y 37 de
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esta serie) con las complicaciones inherentes al mismo, o bien, como se esta utilizando
cada vez mas en pacientes con LMC en recaida, aplicar distintas formas de inmunoterapia
celular con la infusién de linfocitos del donante; ya que se ha comprobado que la
inmunoterapia permite incrementar el efecto injerto contra leucemia y reducir la
poblacién neoplésica hasta alcanzar la remision completa (Kolb et al, 1990, 1993). Se ha
observado que en pacientes que recaen tras someterse a un TPH alogénico, el
establecimiento de un QM confiere un cierto grado de tolerancia inmunolégica lo que
permite infundir linfocitos del donante sin tener que administrar una inmunosupresion
adicional (quimioterapia o radioterapia). En nuestra serie de los tres pacientes que
recayeron, dos afectos de LA (casos 37 y 43), lo hicieron de forma agresiva observandose
un 97% y un 68% de células del paciente, respectivamente, y uno afecto de una AF con
un SMD de forma menos agresiva, detectandose un 37,8% (caso 1); el caso 43 fallecid
sin poder realizar ningun tipo de tratamiento. En los casos 1y 37, se realiz6 un segundo
trasplante tras alcanzar la RC; en ambos el tratamiento fue eficaz y actualmente
permanecen en remision después de mas de dos afios de recibirlo.

Respecto a la influencia del porcentaje de células del paciente detectado en el
momento de la recaida, probablemente en el caso 1 con un 37,8% de células del paciente
la capacidad para alcanzar la RC en un plazo de tiempo corto deberia ser mayor. En este
sentido, existen estudios en pacientes con LMC tratados tras la recaida con una ILD que
demuestran que el tipo de quimerismo observado antes de la ILD tiene valor prondstico
para predecir la respuesta al tratamiento o el desarrollo de una aplasia severa, principal
complicacion en este tipo de tratamiento (van Rhee et al, 1994, Rapanotti et al, 1997);
Rapanotti et al, (1997), concluyen que el tiempo en alcanzar la RC estaba inversamente
relacionado con el porcentaje de células del donante que se encontraba antes de la ILD, y
a su vez que el riesgo de aplasia era menor en pacientes que mostraban un QM, es decir
en aquellos que en la recaida seguian manteniendo células del donante.

En este sentido se estan desarrollando nuevas estrategias terapéuticas con las que
se intenta disminuir la mortalidad relacionada con el TPH reduciendo la toxicidad del
TPH disminuyendo la dosis de quimio y radioterapia, con las que se consigue una
hemopoyesis estable del donante tras un breve periodo de QM. Como se ha descrito
anteriormente la presencia de un QM se favorece si se utiliza un régimen de
acondicionamiento atenuado, con dosis bajas de quimio y radioterapia, a la vez que se ha
demostrado que la presencia de un breve periodo con QM puede favorecer el desarrollo

del elCL. EI protocolo utilizado en estos TPH atenuados o minialotrasplantes, incluye
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tres etapas, una primera de obtencion del QM, una segunda de manipulacién del propio
quimerismo, en funcidn de la respuesta de la enfermedad y de las posibles complicaciones
surgidas tras el TPH y una tercera de utilizacion de inmunoterapia adoptiva con ILD en
caso de no haberse logrado la respuesta adecuada. Asi en la primera etapa del proceso se
administraria un régimen de acondicionamiento poco agresivo (las dosis dependerian del
tipo de patologia), seguido de la infusion de abundantes progenitores hemopoyéticos,
sobre todo de SP y la profilaxis contra la EICH. A continuacion se produce el
prendimiento y se establece un QM o QC que va a ser modificado en funcion de la
necesidad de potenciar el efecto ICL. Asi en una segunda etapa, en caso de pacientes sin
manifestacion de la EICH con QM y/o persistencia de enfermedad neoplasica se procede
a la retirada de la inmunosupresion o profilaxis de la EICH. Y en una tercera etapa, si no
aparece la EICH y persiste la presencia de un QM, la mayoria de autores administran
linfocitos T del donante, con el fin de convertir el QM en QC, y que a través de su efecto
ICH e ICL, erradique la hematopoyesis residual del receptor y con ella la enfermedad
neoplasica (Childs et al, 1999, Sykes et al, 1999 y Spitzer et al, 2000). Al igual que en los
TPHSs convencionales, las complicaciones mas importantes de éste tipo de trasplantes,
ademas del rechazo siguen siendo el desarrollo de la EICH vy la recaida. Debido a que el
QM juega un papel central en todo el proceso se hace necesario el analisis genético del
mismo y el estudio de la dindmica de su instauracion.

En relacion al valor prondstico de la presencia de un QM o un QC con respecto a
la SG y SLE, en nuestra serie el grupo de pacientes con QM presentaron una mediana de
supervivencia mayor, pero no se han encontrado diferencias significativas en cuanto a la
SG y a la SLE para ambos grupos, aunque la SLE fue superior para el grupo de pacientes
con QC (75% vs 51%) (Tabla 3.10, pag. 117). Existen pocos trabajos en los que se hayan
estudiado suficiente nimero de pacientes para poder realizar una estimacion estadistica
del valor prondstico de la presencia de un QM y al mismo tiempo los resultados son muy
dispares. Mientras que Bertheas et al, (1991), van Leeuwen, et al (1994), y Ramirez et al,
(1996), no encuentran diferencias significativas para SG y la SLE segun el tipo de
quimerismo desarrollado, Huss et al, (1996) observaron en un grupo de pacientes afectos
de LMC, que la SG y la SLE eran superiores de forma significativa en los que
desarrollaban un QM. Los mismos autores sugieren que esta ventaja en la supervivencia
en pacientes con QM, se podria deber a que en estos pacientes la incidencia de la EICH
es baja.
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Segln nuestros resultados, los pacientes que desarrollaron un QM presentaron una
baja incidencia de EICH, tanto aguda como cronica, una mediana de dupervivencia
superior a los que desarrollaron un QC y una probabilidad de supervivencia libre de
enfermedad a los dos afios menor que los que presentan un QC. Indicando que la
presencia de un QM puede favorecer la recaida del paciente y la ausencia de una EICH de

alta intensidad, disminuyendo las complicaciones que se derivan de ésta.

4.2 ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

4.2.1 VALORACION DE LA EFICACIA DE LAS TECNICAS UTILIZADAS EN
EL SEGUIMIENTO DE LA ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

En el presente trabajo, el seguimiento de la EMR se ha realizado analizando la
presencia de las alteraciones cromosdmicas detectadas al diagnéstico de la enfermedad.
Para ello se han utilizado las técnicas citogenéticas, el analisis de pintado cromosémico y
para la deteccidn de la reorganizacion resultante de la t(9;22)(g34;q11) la hibridacion in
situ con la sonda BCR-ABL.

Mientras que las técnicas de hibridacion in situ han mostrado una eficacia del 95%
(18/19), en el estudio citogenético ha sido del 83% (86/104). Por otro lado, por medio
de las técnicas de hibridacion in situ se ha podido realizar el seguimiento en todos los
pacientes estudiados, mientras que en el 10% de los mismos no se pudo realizar el
seguimiento citogenético. Estos resultados indican, como ya se ha descrito en la
literatura, la limitacion de la citogenética en el estudio de la EMR que requiere metafases
de buena calidad para su estudio y la ventaja de la FISH que permite realizar el estudio en
metafases de mala calidad o analizando nucleos interfasicos (Cuneo et al, 1997).

En cuanto a los controles realizados para determinar los intervalos de confianza
para la deteccion de la EMR, se ha de indicar la ventaja de la citogenética frente a la

FISH ya que la localizacién de una metafase con la alteracion descrita al diagndstico ha
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sido suficiente para indicar la presencia de una célula residual, mientras que se ha
requerido de la presencia de mas de un 6% de células BCR-ABL positivas para la
deteccion del reordenamiento BCR-ABL, debido a la presencia de falsos positivos. En la
literatura el porcentaje de falsos positivos de esta sonda oscila entre el 5% vy el 7%
(Negrin, 1998).

La sensibilidad de la citogenética esta directamente relacionada con el nimero de
metafases estudiadas (como se ha indicado en el apartado 4.1.2), en este sentido se
planted estudiar como minimo 50 metafases por muestra. Sin embargo, sélo en el 41% de
las muestras se ha podido analizar 50 o mas metafase (Tabla 3.15, pag 121). Es de
destacar que en el Unico caso en el que se ha detectado la EMR antes de la recaida clinica
se pudieron analizar 70 metafases. También es importante tener en cuenta la dificultad de
obtener metafases suficientes para el estudio, durante los primeros tres meses del
trasplante, periodo en el que el paciente puede padecer una aplasia medular causada por
el tratamiento mieloablativo al que ha sido sometido. En el presente trabajo, en 18
muestras no se obtuvieron metafases, 11 de ellas pertenecian a los controles realizados
en los tres primeros meses del trasplante. En este periodo ha resultado ser mas eficaz la
utilizacion de las técnicas de FISH aplicadas sobre ndcleos interfasicos para la deteccion
del quimerismo y del reordenamiento BCR-ABL. Asi, se han podido estudiar pacientes
como los casos 3y 54 en los que so6lo se ha realizado un control al mes del estudio sin
obtener metafases para el estudio citogenético pero en los que se ha comprobado la
presencia de un QC del donante mediante la FISH utilizando la sonda X e Y; y al igual
que en los casos 14 y 77 en los que no se obtuvieron metafases suficientes en los
controles realizados a los 38 meses y al mes del trasplante respectivamente, la aplicacion
de la técnica de FISH utilizando la sonda BCR-ABL permitio detectar la presencia del
reordenamiento en un 15% yen un 8,9% de los nucleos, respectivamente (Tabla 3.19,
pag 132).

4.2.3 ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL PRE-TRASPLANTE

Uno de los primeros objetivos que se plantearon fue el realizar el estudio de la
EMR sobre muestras recogidas antes de que el paciente se sometiera al régimen de
acondicionamiento. Se estudiaron sélo cuatro pacientes antes de recibir el trasplante: dos
afectos de LMC Ph+ (caso 14y 77), uno afecto de LAL-T con una t(1;14) (caso 9), y uno

afecto de una LMMoC con una monosomia 7 (caso 64). Los pacientes afectos de LMC,
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no habian hecho respuesta citogenética al tratamiento previo y seguian mostrando células
Ph positivas (54,5% y un 88,2%, respectivamente). El paciente con LLA se encontraba
en inicio de recidiva y presentd un 9% de células con la translocacion. Y el paciente con
la LMMoC seguia presentando en el 100% de las metafases analizadas la monosomia 7.
Todos recayeron entre los tres y los 36 meses post-trasplante.. Es importante destacar
que el paciente afecto de LAL-T presentd un 9% de células residuales se encontraba en
inicio de recidiva y recay0é a los tres meses de recibir el trasplante alogénico de un
donante emparentado HLA idéntico, mientras que el paciente afecto de LMC present6 un
54,5% y recay6 a los 36 meses de recibir un trasplante alogénico de sangre de cordon
umbilical, también de un donante HLA idéntico. Estos resultados reflejan las diferencias
en el proceso de leucemogénesis de ambas enfermedades.

Otro aspecto a considerar en éste grupo de pacientes que presentan una poblacion
neoplésica residual importante, es si antes de recibir el TPH se deberia ajustar los
regimenes de acondicionamiento (aumentando las dosis en la medida de las posibilidades)
0 si en caso de recibir un trasplante autélogo se deberia realizar un tratamiento ex vivo del
producto infundido. Existen bastantes estudios en los que se relaciona el tratamiento ex
vivo 0 no del producto y la probabilidad de recaida. En estos trabajos los resultados son
contradictorios y parece ser que la probabilidad de recaida no se ve modificada en funcion
de si trata 0 no el producto antes de infundirlo, ya que la probabilidad de recaida sigue
siendo mayor en los trasplantes autélogos que en los alogénicos tratando o no el producto
infundido (Roberts, 1994, Gale et al, 1994). Sin embargo, recientemente, en pacientes
con LMC que van a recibir un trasplante autélogo de SP, se han estudiado mediante
FISH, , la poblacion de células Ph positivas presentes en las células CD34+ de la MO al
final de la quimioterapia y en células CD34+ en aféresis de SP movilizadas después de la
quimioterapia, y la relacionan con la probabilidad de recaida. Estos estudios indican que
el nivel de células Ph negativas tras el trasplante aut6logo esta correlacionado con el
nimero de células CD34+ Ph negativas trasplantadas (Talpaz et al, 1995, Irving et al,
1999). Por otro lado, Meloni et al, en (1997) publican una serie de 15 pacientes afectos
de LMA tipo M3 con la t(15;17) estudiando mediante RT-PCR el transcrito PML/RARa
en muestras de MO antes de recibir un trasplante autélogo no manipulado. Todos los
pacientes en los que se detectd el transcrito recayeron con una media de cinco meses
después del trasplante (7/15), mientras que seis de los ocho que presentaron una PCR
negativa permanecian en remisién con una media de seguimiento de 28 meses. Otro

trabajo interesante es el realizado por Guglielmelli et al, (1999) en el que en dos
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pacientes con LMA M4 vy trisomia 8 en RC, valoran mediante FISH con la sonda
centromérica del cromosoma 8 la poblacién de células con trisomia 8 en MO y en aféresis
de SP recogidas tras la movilizacién al final de la quimioterapia. En ambos pacientes,
encuentran un porcentaje de células con trisomia 8 superior al 3% en MO y entre un 2%y
un 1,2% en las aféresis recogidas. Ambos recayeron durante los cuatro primeros meses
post-trasplante autélogo de SP. Sugieren que la presencia de células residuales en las
aféresis recogidas confiere mal pronostico y la necesidad de desarrollar nuevas estrategias

terapéuticas para este tipo de pacientes.

4.2.4 ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL POST-TRASPLANTE

Durante el seguimiento post-trasplante se han detectado las alteraciones
cromosomicas observadas en el diagnostico, en el 26% (10/38) de los pacientes. Excepto
dos que sélo siguieron mostrando el mismo cariotipo observado al diagndstico, el resto
presentd ademas nuevas alteraciones adicionales indicativas de la progresion de ésta
(Tabla 3.21, pag 137). En estas alteraciones adicionales se han visto implicados los
cromosomas X, 1, 2, 3, 4,5,7,811,13, 16, y 17. Los cromosomas 5, 7, 11, y 17 suelen
estar implicados en alteraciones secundarias y generalmente se asocian a una evolucion
agresiva de la enfermedad y a mal prondstico (Mitelman et al, 1995). De hecho, seis
pacientes han fallecido tras la recaida, en uno no se pudo realizar el estudio citogenético,
dos presentaron las alteraciones observadas al diagnostico una t(4;11) y una monosomia
7,y los otros tres han presentado como alteraciones adicionales t(2;8), del(7), t(11;13), y
der(17) en un paciente con LLA-T con t(1;14); una del(5g) en un paciente con una LMC
Ph +, y una add(17p) en un paciente con LMC Ph+. Los cuatro pacientes restantes que
han sobrevivido a la recaida tras someterse a un segundo trasplante, han presentado como
alteraciones adicionales una t(3;4), un der(16), un der(X), un der(1), una add(13q) y un
i(13q).

Es importante destacar que en la mayoria de los pacientes la deteccion coincidio
con el primer control post-trasplante y con la recaida hematoldgica, y que en cuatro
(casos 1, 9, 14y 37) se realizd un seguimiento (mas de un control) (Tabla 3.22, pag. 138).
De estos cuatro, en dos afectos de una AF/SMD con monosomia 7 y de una LMC Ph’+
(casos 1 y 14), tanto mediante FISH como por citogenética se detectaron células

leucémicas antes de la recaida clinica, mientras que en los casos 9 y 37 afectos de
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leucemias agudas, LLA-T con una t(1;14) y LAM-M5 con una t(11;17) respectivamente,
no se detectaron células residuales antes de la recaida clinica. Ademas, el paciente 43
afecto de LLA-B, incluido en el protocolo de seguimiento para quimerismo, también
recayo0 sin que se detectaran previamente células residuales. En el paciente 9 sin embargo,
después de dos meses, aplicando las técnicas citogenéticas y de pintado cromosémico se
pudieron analizar mas de 100 metafases, pero no permitieron detectar células residuales.
Algunos autores, aplicando técnicas de citometria de flujo han sugerido que los falsos
negativos podrian deberse a que las células leucémicas no se encuentran distribuidas de
forma homogénea en la MO (Farahat et al, 1998). En los casos 37 y 43 (como ya se ha
comentado en el apartado de 4.1.3), transcurrieron mas de seis meses entre el Ultimo
control y el momento de la recaida, dada la agresividad de la forma de las recaidas en las
LAs, en pacientes de alto riesgo, el estudio de la EMR deberia realizarse a intervalos de
tiempo maés cortos.

Si bien en el seguimiento post-quimioterapia se estdn estandarizando los
protocolos con los intervalos de cuando se deben analizar las muestras, en el seguimiento
de pacientes trasplantados no estd establecido. En este sentido, es importante para
determinar el valor prondstico de la EMR en pacientes sometidos a un trasplante, que en
futuros estudios se determinen los momentos exactos en los que se van a tomar las
muestras con el fin de estandarizar protocolos de seguimiento post-trasplante. En
resumen, la capacidad en la deteccidn y el valor pronéstico de la deteccion de la EMR,
depende de la sensibilidad de las técnicas que se utilizan, del tipo de enfermedad y
ademas de la frecuencia de controles.

Utilizando técnicas como la citometria de flujo o técnicas mas sensibles como la
PCR cuantitativa, se ha observado que en leucemias agudas existe un elevado riesgo de
recaida cuando el tamafio de la poblacidn neoplasica es superior a 10-3. Cuando el valor es
inferior la relacién no es tan clara ya que se encuentran persistencia de células neoplasicas
asociadas a largos periodos de remision, independientemente del tipo de neoplasia y del
marcador utilizado en la deteccion (Seale et al, 1996, Jacquy, et al 1997, Ciudad et al,
1998, van Dongen et al, 1998, Ciudad et al, 1999). Actualmente, se est4 encontrando
correlacion entre la deteccion de la EMR vy la probabilidad de recaida en pacientes no
trasplantados en l fase inicial del tratamiento de la enfermedad. Asi, en pacientes con
LMA tipo M3 mediante la deteccion del transcrito PML/RARa por PCR se sabe que el
50% de los pacientes expresan el transcrito al final de la terapia de induccion, mientras
que el 95% no lo expresan tras la terapia de consolidacion. La deteccion del
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reordenamiento PML/RARa al final de la misma se asocia a riesgo elevado de recaida y a
una corta supervivencia (Diverio et al, 1998, Burnett et al, 1999). Los mismos resultados
se han encontrado para la deteccion de la presencia del reordenamiento AML1/ETO
[t(8;21)] en pacientes con LMA tipo M2 (Tobal et al, 2000). En LLA, Jacquy et al, (1997)
estudiaron 51 nifilos con LLA-B y detectaron los reordenamientos de las
inmunoglobulinas por PCR cuantitativa, concluyeron que aquellos pacientes que
presentaban presencia del reordenamiento al final del tratamiento de induccién y en
niveles por encima de 103 presentaban mal pronéstico. Asi mismo, Coustan-Smith et al
(1998) publicaron una serie de 158 nifios afectos de LLA en los que estudian la EMR
mediante citometria de flujo, recogiendo las muestras al final de la induccion, al final de
la consolidacién y al final del tratamiento de mantenimiento, concluyeron que la
deteccion de la EMR y su correlacion con la probabilidad de recaida estaba asociada al
momento en que eran examinadas las muestras. Observaron que la incidencia de la
recaida en pacientes en los que se habia detectado células residuales al final de la
induccion era del 32% frente al 7% en aquellos que no se detectaban células residuales, y
del 42% frente al 6% cuando la deteccion se realizaba en la semana 14 después de la
consolidacion. Estos autores observan pacientes que sin presentar células residuales
recaen, al igual que en otras series utilizando la misma técnica (Farahat et al, 1998) o
técnicas mas sensibles como el estudio por PCR de las reorganizaciones de los genes de
las inmunoglobulinas (Ito et al, 1993). Con todo ello Coustan-Smith et al (1998), sugieren
que la no deteccion de células residuales al final del tratamiento, independientemente de
la técnica que se utilice, no garantiza de modo absoluto remisiones duraderas.

El valor prondstico de la deteccion de la EMR en pacientes trasplantados, esta
aun por determinar y depende del tipo de enfermedad que se estudie. En el seguimiento
con técnicas muy sensibles, como la RT-PCR cuantitativa, aunque en la mayoria de
estudios asocian la deteccion de la EMR con un mayor riesgo de recaida, también se
observan casos con persistencia de EMR asociadas a remisiones duraderas (Jurlander et al
1996, Radich et al 1997, Cross, 1998). Jurlander et al (1996), estudiaron pacientes afectos
de LMA tipo M2 sometidos a un trasplante alogénico, y observaron que la presencia del
transcrito AML1/ETO no implicaba la recaida del paciente. En un estudio sobre el
seguimiento de la EMR en una serie de pacientes afectos de LMC sometidos a un
trasplante alogenico, mediante la deteccion del transcrito BCR-ABL por RT-PCR, Cross
(1998) indic6 que la mayoria de pacientes presentaban niveles de deteccion del transcrito

durante largos periodos sin que la deteccion del transcrito se asociara a un mayor riesgo
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de recaida; a su vez indica que la RT-PCR cuantitativa puede diferenciar entre aquellos
pacientes que presentan niveles bajos del transcrito de aquellos que presentan un
incremento seriado del mismo, indicando en éstos un riesgo mayor de recaida.

En pacientes sometidos a trasplante es importante no sélo la deteccién de la EMR
sino la cuantificacion de la misma. Por lo tanto se necesitan técnicas sensibles pero que a
la vez permitan realizar un seguimiento cuantitativo, siendo esto ultimo lo realmente
predictivo de recaida, asi en el estudio del quimerismo, s6lo la deteccién de un
incremento progresivo del nimero de células residuales es predictivo de recaida.

Aunque, actualmente en los protocolos de quimioterapia ya se estan estableciendo
diferentes pautas de actuacion en funcién de si se detecta o no la EMR al final de
tratamiento de consolidacion (por ejemplo en el protocolo PHETHEMA/LPA-96), en el
seguimiento de pacientes trasplantados, la consecuencia terapéutica de la deteccién de la
EMR es un reto para estudios futuros.

Los problemas futuros que se plantean en el seguimiento de la EMR en pacientes
trasplantados se podrian resumir en las siguientes cuestiones:
- ¢ Se detectan células residuales después del trasplante?.
La eficacia de la técnica en la deteccion y el valor prondstico de ésta parece estar en
funcién del tipo de enfermedad y del marcador que se estudia.
- ¢Cual es la técnica mas fiable y reproducible para la deteccion de la EMR?.
Por un lado, con técnicas como la citogenética convencional o la FISH los falsos
negativos, se deben a la baja sensibilidad de la técnica, y a que probablemente las
células neoplasicas no se distribuyen de forma homogénea a través de la médula, a la
variabilidad del inmunofenotipo de las células neoplasicas que también puede dar
lugar a falsos negativos si se utiliza la citometria de flujo. Con técnicas mas sensibles
como la PCR el problema son los falsos positivos, o persistencia de células residuales
cuyo valor prondstico se desconoce. Generalmente son debidos a problemas de
contaminacién, a detectar una célula neoplasica en estado de apoptosis en la que la
reorganizacion se amplifica hasta niveles detectables o a que realmente no basta s6lo
con la deteccion del marcador que se estudia para identificar la célula neoplésica para
que realmente esto implique la recaida del paciente sino que se precise de un evento
adicional para que se desencadene otra vez el proceso neoplasico (teoria de multiple
steps).
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- ¢Influye el tamafio de la poblacion neoplasica trasplantada en la probabilidad de
recaida? Si es asi ¢se debe cuantificar la poblacion neoplasica en los productos a
infundir e intentar erradicarla? ¢los sistemas de purgado son capaces de ello?

- ¢Tanto si se utilizan técnicas cualitativas como cuantitativas a partir de cuando se
puede considerar que el paciente va a recaer?

Un reto futuro es establecer cuando la deteccion de la EMR se puede considerar un

factor prondstico real, a partir de que cantidad de células residuales se puede

considerar que el paciente va a recaer en un periodo corto de tiempo.

- ¢ La deteccion de la EMR se puede producir con suficiente antelacién como para
poder actuar a nivel terapéutico?.

Para que el estudio sea realmente eficaz no se necesita que éste sea sélo predictivo de

recaida, sino que la deteccion tenga lugar con tiempo suficiente para actuar, de forma

que la recaida clinica no se produzca o al nenos que el tamafio de la poblacion
neoplasica sea lo mas reducido posible en el momento de la recaida.

- ¢ La deteccion de la EMR es lo suficientemente fiable como para actuar a nivel
terapéutico ?.

Para ello es de especial interés realizar futuros estudios en los que se estandaricen las

técnicas y los protocolos de seguimiento para determinar factores pronostico que

delimiten grupos de riesgo y permitan adoptar a tiempo nuevas opciones terapeuticas

de las que puedan beneficiarse los pacientes.

4.3 CARIOTIPO Y EVOLUCION POST- TRASPLANTE

4.3.1 ESTUDIO CITOGENETICO POST-TRASPLANTE

El analisis citogenético es indispensable en el estudio de las neoplasias

hematoldgicas porque proporciona informacion diagndstica valiosa y constituye el

marcador pronostico independiente mas importante, que ha permitido establecer grupos

de riesgo que pueden beneficiarse de tratamientos mas adecuados.

En el momento actual, entre un 60% y un 80% de los pacientes con LMA

primaria 0 de novo alcanzan la remisiébn completa (Lowenberg et al 1999).Una vez

alcanzada la RC las recaidas son muy frecuentes, por lo que la proporcion de pacientes en

RC que se curan es minoritaria. Generalmente las terapias que se utilizan para el
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mantenimiento de la remision son la quimioterapia adicional o el TPH. En este grupo de
pacientes es importante poder determinar grupos de riesgo que puedan beneficiarse del
tratamiento més efectivo reduciendo al minimo la toxicidad. En este sentido se ha
planteado si el valor prondstico de la citogenética al diagndstico también pude actuar
como factor pronostico independiente en los tratamientos post-remision. Actualmente en
las LLA infantiles la presencia de una t(9;22) o de la reordenacién del gen MLL
condiciona a un grupo de pacientes que necesitan de un tratamiento post-remision
adicional, un TPH, para alcanzar remisiones duraderas. Asi mismo en las LMA de buen
prondstico con t(8;21) o con alteraciones en 16922, se esta observando que presentan la
misma evolucién aquellos que reciben quimioterapia adicional que los que se someten a
un TMO alogénico, tanto en la LMA infantil como en la del adulto, indicAndose en estos
pacientes el TPH solo en segunda RC. Del mismo modo, en la LMA tipo M3 con la
t(15;17) y fusion PML/RAR con los tratamientos actuales con antraciclinas y &cido
trans-retinoico se obtienen resultados superiores a los obtenidos con el TPH (Wheatly et
al 1999).

En el presente estudio, se ha observado que el valor pronostico de las alteraciones
cromosomicas detectadas al diagnostico de la enfermedad, se mantiene al considerarlo
después del TPH. Asi, los pacientes que han presentado un cariotipo de buen prondstico
(hiperdiploidia en LLA, t(8;21), inv(16), t(9;11), y +21 en LMA) se encontraban en
remision al final del estudio. Los pacientes que han presentado un cariotipo de prondstico
intermedio (t(11;16), der(1), 14q11, cariotipo normal, y der(19)t(1;19) en LLA, +8, +4,y
der(6)t(3;6) en LMA, del7g en SMD) han presentado una supervivencia mas baja y los
que han presentado un prondéstico desfavorable (cariotipos complejos, 11923, Ph+, y
monosomia 7) engloban a la mayoria de pacientes han recaido y/o fallecido. En este
sentido es interesante realizar estudios con un mayor numero de pacientes que permitan
definir mejor el valor pronéstico de alteraciones que actualmente se consideran de
prondstico intermedio.

Se ha observado que en el grupo de pacientes con alteraciones en 11923 la
evolucion ha sido diferente seguin fueran diagnosticados de LLA o LMA. Ocho pacientes
han presentado alteraciones en 11923, cuatro afectos de LLA con una t(4;11), y cuatro
afectos de LMA, dos con una t(1;11), uno con una t(9;11) y uno una t(11;17). Mientras
que de los cuatro pacientes con LLA y t(4;11), s6lo uno permanecia en remision
completa, recayendo dos y falleciendo dos, uno tras la recaida; de los cuatro pacientes

afectos de LMA sélo ha recaido el paciente con la t(11;17) y los tres restantes
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permanecieron en remision hasta el final del estudio. Los ocho pacientes, tenian edades
que oscilaban entre los tres meses y los siete afios dentro de los pacientes afectos de LLA,
y entre diez meses y cinco afios en el grupo de pacientes afectos de LMA,; todos ellos
fueron trasplantados en primera RC, seis recibieron un TPH alogénico, de los que han
recaido dos (uno afecto de LLA y otro de LMA) y dos un TPH aut6logo ambos afectos de
LLA de los que ha recaido uno. Aunque la serie es pequefia se evidencia la mala
evolucion de las alteraciones en 11923 en las LLA, y una evolucién no tan desfavorable
en las LMA. Sin embargo, si consideramos todos los pacientes afectos de LLA y de LMA,
se ha observado que han recaido tres afectos de LLA, dos con una t(4;11) y una con una
t(1;14), y dentro de los pacientes afectos de LMA han recaido dos, uno con una t(11;17) y
otro con t(3;6). Es decir en ambas enfermedades el grupo de pacientes que ha presentado
una mayor proporcion de recaidas ha sido aquel que al diagndstico han presentado
alteraciones en 1123, indicando el mal prondstico de ésta alteracion en ambas patologias
(Martinez-Climent et al, 1997, Raimondi et al, 1999, Pui et al, 2000).

Otro aspecto a considerar en la presente serie, es la mala evolucion que han
mostrado los pacientes con SMD. De los cinco pacientes diagnosticados de SMD, dos
ademas con una AF, tres presentaban una monosomia 7, uno una delecién en 7¢q y uno un
cariotipo complejo. Todos recibieron un TPH alogénico en primera RC a excepcion de
uno con una monosomia 7 que lo recibié en segunda RC. Algunos autores asocian la
presencia de la -7/del7g con un pronostico intermedio e incluso sin impacto en la
supervivencia (Luna-Fineman et al, 1999). En nuestro caso y aun siendo pacientes
trasplantados, de los cuatro pacientes que han presentado -7/del 7q recayeron dos, los
dos con una monosomia 7 y fallecieron dos, uno tras la recaida con una monosomia 7 y
otro con una del 7q.

Por otro lado, en el estudio citogenético de pacientes trasplantados, estd por
definir el significado de la aparicion de nuevas alteraciones clonales que se detectan sin la
presencia de las alteraciones presentes al diagndstico de la enfermedad. En nuestra serie
dos de los 65 pacientes estudiados, han presentado alteraciones cromosomicas post-TPH
sin que se haya observado recaida clinica. Uno afecto de LLA con un cariotipo
desconocido al diagnéstico ha presentado una inv(3)(p12g29) (Tabla 3.17, pag 126) y
otro afecto de una LMA M5 con una t(9;11) ha presentado una t(2;17)(g31;923) (Tabla
3.18, pag 129). Ambos permanecian vivos y sin sintomas de enfermedad al final del
estudio, después de dos afios de recibir el trasplante. En un estudio realizado por Imrie et

al (1998) encuentran nuevas alteraciones cromosémicas en siete de 62 pacientes afectos
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de LMA sometidos a un TPH autélogo; todos ellos se encontraban bien después de 70
meses de detectar el clon anémalo, y sugieren que la deteccion de nuevas alteraciones
cromosomicas post-TPH es frecuente, no parece asociarse al desarrollo de un SMD o una
LMA secundaria y que probablemente se relacionen con el uso de ICT y altas dosis de

quimioterapia.

4.3.2 VALOR PRONOSTICO POST-TRASPLANTE DEL CARIOTIPO

Se ha intentado establecer la relacion entre el cariotipo al diagndstico y la
evolucién post-trasplante. Existen pocos trabajos publicados, todos referidos a pacientes
con LMA trasplantados en primera remision completa (Ferrant et al 1995, Gale et al
1995, Ferrant et al 1997). En este trabajo, por un lado se ha determinado si la evolucion
era diferente entre los pacientes que presentaban un cariotipo alterado y aquellos que
presentaban un cariotipo normal o desconocido, independientemente del tipo de
enfermedad y por otro lado la influencia del valor prondstico de las alteraciones
cromosoOmicas en la evolucion post-TPH.

Teniendo en cuenta el tipo de cariotipo observado, al afio del trasplante se ha
observado una clara diferencia entre los que presentaban un cariotipo alterado (SG 64% y
SLE 68%) frente a los que tenian un cariotipo normal (SG y SLE del 100%) y los que
tenian un cariotipo desconocido (SG 81% y SLE 91%), estas diferencias aunque no son
significativas se mantienen a lo largo de todo el seguimiento (Tablas 3.23 y 3.24, pags
140 y 142). Sin embargo, si consideramos los pacientes que se han trasplantado en
primera RC se ha observado que la diferencia entre los que han presentado un cariotipo
normal y el resto de pacientes, ain y existiendo, disminuyen, la SG y la SLE ha sido del
100% para los pacientes con cariotipo normal, del 75% para los de cariotipo desconocido
y del 76% para el grupo de pacientes con cariotipo alterado (Tabla 3.25, pag. 143).

Si consideramos solo los pacientes que han recibido un TPH alogénico en primera
RC, se ha observado una clara diferencia entre los que presentaron un cariotipo alterado
con una SG del 72% y una SLE del 67% y el resto de pacientes, que han presentado una
SG y una SLE del 75% para los de cariotipo desconocido y del 100% para los de
cariotipo normal (Tabla 3.26 y 3.27, pags. 144 y 145). Al afio del TPH, estas diferencias
han aumentado y son significativas al considerar el conjunto de pacientes que han
recibido un TPH alogénico, la SG ha sido del 56% para los que han presentado un

cariotipo alterado, mientras que los que tenian un cariotipo normal han presentado una
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SG del 100% y los que tenian un cariotipo desconocido del 91% (Tabla 3.26, pag. 144).
La proporcion de recaidas de los pacientes trasplantados en primera RC ha sido del 31%
para los de cariotipo alterado y del 0% para el resto, diferencia que ha aumentado al
considerar los que reciben un TPH alogénico en primera RC, del 38% para los que tenian
un cariotipo alterado y del 0% para el resto.

En resumen, en la presente serie, dada la diferencia en la supervivencia y en la
proporcion de recaidas entre los que han presentado un cariotipo alterado y el resto, la
presencia de un cariotipo alterado constituye un factor de mal prondstico especialmente
en aquellos pacientes que han recibido un TPH alogénico en primera RC .

Si consideramos el valor prondstico de la alteracion cromosémica, se ha
observado que han presentado una mejor evolucién el grupo de pacientes que han
presentado un cariotipo de prondstico favorable o intermedio. Considerando los pacientes
trasplantados en primera RC, para el grupo de pacientes con cariotipo de prondstico
favorable o intermedio la SG y la SLE ha sido del 90% y la PR del 0%, mientras que para
los que han presentado un cariotipo de prondstico desfavorable la SG ha sido del 69%, la
SLE del 67% y la PR del 48,8%. Resultados similares se han observado en serie mas
amplias referidas s6lo a LMA (Ferrant, et al 1995, 1997). Diferenciando entre el grupo de
pacientes que se ha sometido a un TPH alogénico u autdlogo se ha observado que
mientras en los que han recibido un TPH alogénico no se han observado grandes
diferencias segln el prondstico del cariotipo, en los que se han sometido a un TPH
autdlogo las diferencias son notables. Asi en el grupo de pacientes que recibieron un TPH
alogénico la SG ha sido del 59,8%, la SLE del 65,6% y la PR del 11% en el grupo de
pacientes con cariotipo de prondstico favorable o intermedio, y del 51,8%, del 58,3% y
del 31% respectivamente, para los de cariotipo con prondstico desfavorable (Tabla 3.30 y
3.32, pags. 152 y 156). En los pacientes que se han sometido a un TPH aut6logo existen
mayores diferencias y si son significativas, la SG, ha sido del 100% y la PR del 0% para
los pacientes con cariotipo de prondstico favorable o intermedio, y del 33% y el 75%
respectivamente, para los de pronostico desfavorable (Tabla 3.31 y 3.32, pags. 152 y
156).

Estos resultados indican que en el grupo de pacientes con cariotipo de mal
pronostico la indicacion de un TPH autélogo no ha resultado en una mejora en la
supervivencia de estos pacientes, que quizas podrian beneficiarse de un TPH alogénico
no emparentado. Sin embargo en el grupo de pacientes con cariotipo de pronostico

favorable o intermedio se han obtenido mejores resultados en el grupo de pacientes que
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han recibido un TPH autélogo, ya que no ha recaido ninguno y la mortalidad relacionada
con el trasplante ha sido nula.

En la serie de Ferrrant et al, (1997) en la que se incluyen 999 pacientes afectos de
LMA trasplantados en primera RC, consideran grupo de buen prondstico aquellos que han
presentado un cariotipo con la t(8;21) o alteraciones en 16qg22, de prondstico
desfavorable los que han presentado alteraciones en 11g23, alteraciones 0 monosomias
de los cromosomas 5y 7 6 cariotipos hipodiploides, y de riesgo intermedio el resto de
anomalias cromosémicas incluyendo la t(15;17). Coincidiendo con nuestros resultados,
observan que en ambos grupos, el grupo de pacientes con cariotipo de mal prondstico ha
presentado una supervivencia menor y una tasa de recaidas mayor que el resto de
pacientes con cariotipo de pronostico favorable o intermedio. Encuentran que en TPH
alogénicos el grupo con cariotipo de mal pronostico ha presentado una SG del 32%, una
SLE del 29% y una tasa de recaidas del 61% y los de buen pronéstico una SG del 68%,
una SLE del 67% y una tasa de recaidas del 1%. En TPH autologos, observan que el
grupo de pacientes de mal prondstico ha presentado una SG del 33%, una SLE del 21%y
una del 77%, y los de riesgo intermedio (en TPH aut6logos en el grupo de riesgo
intermedio, al igual que nosotros han englobado, a los pacientes con cariotipo de
prondstico favorable e intermedio), una SG del 54%, una SLE del 48% y una tasa de
recaida del 46%. Por lo tanto en esta serie para el grupo de pacientes con cariotipo de mal
pronostico los resultados son muy parecidos tanto en TPH alogénicos como en TPH
autologos, aunque en estos Ultimos la tasa de recaida es mayor, mientras que en el grupo
de pacientes que reciben un TPH alogénico se obtienen mejores resultados.

En resumen los resultados obtenidos en la presente serie indican que el cariotipo
al diagndstico mantiene su valor pronostico en la evolucion post-trasplante. No obstante,
es necesario realizar estudios prospectivos, aleatorizados y estratificados por tipos de
enfermedad y de TPH, que incluyan un mayor nimero de pacientes, para poder

establecer grupos de riesgo que puedan beneficiarse de uno u otro tipo de trasplante.
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QUIMERISMO

1. En un estudio control, mediante la técnica de FISH con la sonda dual X/Y, se ha

establecido un valor umbral del 1%, para considerar deteccion de células del paciente.

2. Se ha obtenido resultado en el 100% de las muestras analizadas mediante la técnica de

FISH y en el 88% de las muestras analizadas mediante citogenética.

3. Se han detectado células del paciente en el 42% de los casos mediante la técnica de FISH
y en el 16% mediante citogenética. De ellos, 20 pacientes han presentado un QCy 18 un
QM. De los 18, dos presentaron una RA, seis un QMt que evoluciono hacia un QCy 10 un
QM estable, de los cuales seis mostraron un aumento de células del paciente que provoco
la recaida clinica en tres; en uno de ellos se detectd el aumento de las células residuales

antes de la recaida clinica.

4. Se ha observado una relacion estadisticamente significativa entre la presencia de QM y el
sexo del paciente (el 80% con QM eran nifias, y el 69% con QC eran nifios) y el régimen de
acondicionamiento (el 60% con QM habian recibido Gnicamente quimioterapia mientras
que el 80% con QC habian recibido quimioterapia e ICT). No se han observado diferencias
significativas en relacion a la edad del paciente, el tipo de enfermedad, la situacion de la
enfermedad al trasplante, el tipo de donante utilizado y la profilaxis contra la EICH

utilizada.

5. En relacién a la evolucion post-TPH de los pacientes, la presencia de un QM ha indicado
una mediana de supervivencia mas alta (44 meses vs 30 meses), un mayor riesgo de fallo de
implante (10% vs 4%), un mayor riesgo de recaida (30% vs 0%), una menor incidencia de la
EICH aguda de grado 11 (30% vs 46%), una menor incidencia de EICH cronica (12% vs
33%), un menor riesgo de muerte por causas relacionadas con el TPH (0% vs 19%), y
aunque la SG ha sido la misma para ambos grupos (65%) una menor SLE (51% vs 75%),

no siendo estas diferencias estadisticamente significativas.
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EMR

6. El estudio citogenético ha permitido realizar el seguimiento de la EMR en el 90% de los
casos. En el 77,5% de las muestras estudiadas se han analizado mas de 20 metafases y en
41% mas de 50.

7. En el estudio control de la reorganizacion BCR/ABL mediante FISH, para considerar
presencia de la reorganizacion, se ha establecido un valor umbral del 6% de nucleos con la

fusion.

8. Se ha detectado el cariotipo observado al diagnéstico en el 26% (10/38) de los pacientes.
De ellos, en el 70% ademas de las alteraciones cromosomicas detectadas al diagndstico se
han observado alteraciones adicionales, indicativas de la evolucidn de la enfermedad. Los

cromosomas implicados con més frecuencia han sido el 5, el 7, el 13y el 17.

9. De los 10 pacientes que han presentado la EMR, en ocho la deteccion coincidié con la

recaida clinicay en dos la deteccidn se realizé antes de la recaida.

CARIOTIPO Y EVOLUCION POST-TRASPLANTE

10. Las alteraciones cromosdmicas detectadas al diagnostico de la enfermedad, han
mantenido su valor prondstico después del TPH. Los pacientes con cariotipo de buen
prondstico permanecian en remision al final del estudio. Los pacientes con cariotipo de
prondstico intermedio han presentado una supervivencia inferior. Y los pacientes con

cariotipo de pronostico desfavorable la mayoria han recaido y/o fallecido.

11. Se ha observado la evidencia de una peor evolucion de las alteraciones en 11923 en las
LLA (han fallecido 2/4), y una evolucion no tan desfavorable en las LMA (no ha fallecido
ninguno de 4). Sin embargo, en ambas enfermedades el grupo de pacientes que ha
presentado una mayor proporcion de recaidas presentaban alteraciones en 11923,

indicando el mal prondstico de ésta alteracion en ambas patologias.
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12. En dos pacientes, se han detectado alteraciones cromosomicas post-TPH, en apariencia
no relacionadas con la enfermedad ya que los pacientes no han recaido; posiblemente se

podrian relacionar con la utilizacién de ICT y dosis altas de quimioterapia.

13. En la presente serie, la presencia de un cariotipo alterado ha constituido un factor de
mal prondstico, teniendo en cuenta que la SG, la SLE y la PR ha sido del 64%, 68% y 31%
respectivamente, en el grupo de pacientes con cariotipo alterado, del 100%, 100% y 0%
respectivamente, en el grupo de pacientes con cariotipo normal y del 81%, 91% y 0%,
respectivamente, en el grupo de pacientes con cariotipo desconocido. Las diferencias no

han sido estadisticamente significativas.

14. En la presente serie, el valor pronéstico del cariotipo se ha mantenido post-TPH,
teniendo en cuenta que la SG, la SLE y la PR ha sido del 69%, 67% y 48%
respectivamente, en el grupo de pacientes con cariotipo de pronostico desfavorable, y del
90%, 90% y 0% respectivamente, en el grupo de pacientes con cariotipo de prondstico

favorable o intermedio. Las diferencias no han sido estadisticamente significativas.

15. En la presente serie, la indicacion de un TPH auto6logo en le grupo de pacientes con
cariotipo de mal prondstico, no ha resultado en una mejora en la supervivencia de estos,
que quizas podrian beneficiarse de un TPH alogénico no emparentado; ya que la SG y la
PR hasido del 51,8% y del 31%, respectivamente para los pacientes que recibieron un TPH
alogenico y del 33% y del 75% respectivamente, para los pacientes que recibieron un TPH

aut6logo, siendo estas diferencias estadisticamente significativas.
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