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QUIMERISMO

QUIMERA DE AREZZO



CONCEPTO

En hematologia, el término quimerismo se refiere a la presencia de
células linfohematopoyéticas no propias del receptor que aparecen
como resultado de un trasplante alogénico de células de la medula
Osea. Para que este fendmeno tenga lugar, es necesaria la
iInmunodeficiencia en el receptor y la presencia de células
hematopoyéticas del donante.

Células del donante
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Celulas del Quimerismo Quimerismo
receptor mixto completo




CLASIFICACION DEL QUIMERISMO

Atendiendo ala presencia de células del donante:

 Quimerismo total o completo (QC): todas las
células hematopoyéticas detectadas proceden del
donante.

* Quimerismo mixto (QM): coexisten células
hematopoyeticas del donante con células
hematopoyéticas del receptor.

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

 Microguimerismo: existe menos del 1% de células
del donante



TRANSPLANTE ALOGENICO DE
CELULAS HEMATOPEYETICAS

Tratamiento recomendado en pacientes con
hemopatias malignas y no malignas.

“» Leucemias

“ Linfoma no Hodgkin
< Anemia drepanocitica
< Aplasia medular

<+ Talasemia



IMPORTANCIA DEL ESTUDIO
DEL QUIMERISMO

** l|dentificar el origen de las células hematopoyéticas.
% Conocer el éxito o fracaso del trasplante.
< Predecir la posibilidad de una recaida.

<+ Aplicar una terapia oportuna.



DETECCION DEL QUIMERISMO

CELULAS DEL . CELULAS DEL
DONANTE 7- PACIENTE

Marcadores informativos

Técnicas sensibles




EVALUACION DEL QUIMERISMO

Méetodos de estudio del quimerismo:

v'Tipaje eritrocitario
v'Alotipos inmunoglobulinicos
v'Citogenética: cromosomas sexuales y autosémicos

v'Hibridacion fluorescente in situ (FISH, del inglés fluorescent in situ
hybridization)

v'Southern blott
v'PCR para STR/VNTR
v'PCR cuantitativo



EVALUACION DEL QUIMERISMO

* Fenotipificacion de eritrocitos
* Alotipificacion de inmunoglobulinas
» Citogenética

Actualmente han sido sustituidos por otros metodos debido a
limitantes que incluyen:

* Pobre sensibilidad
* Requerimiento de donante y receptor de sexos diferentes

» Deteccion de un bajo grado de polimorfismo



TECNICAS DE BIOLOGIA
MOLECULAR PARA LA
DETECCION DEL
QUIMERISMO



FISH (hibridacion fluorescente in situ)

El quimerismo se puede estudiar mediante esta técnica utilizando sondas
para los cromosomas X e Y, cuando existen diferencias de sexo entre el

donante y el paciente.

Permite el analisis del ADN de las células que estan en metafase o en
iInterfase. Su principio se basa en la unién de una cadena sencilla de
ADN (sonda) al ADN complementario de la célula a estudiar.

Principales ventajas sobre la citogenética convencional:
* Mayor sensibilidad (1%)

* Posibilidad de cuantificar las células sin necesidad de que estén en
division


https://content.nejm.org/content/vol351/issue3/images/large/10f1.jpeg

ANALISIS DE RFLP POR HIBRIDACION SOUTHERN
(SOUTHERN BLOTT)

Los RFLP (del inglés: restriction fragment length polymorphism) son
originados por alteraciones de los sitios de corte de enzimas de restriccion
en la secuencia del ADN, dando lugar a fragmentos de tamanos diferentes
cuando el ADN genomico se digiere con una determinada enzima de

restriccion.

Extraccidn de ADN a partir de Enzima de restriccion corta el ADN
celulas sanguineas

Fragmentos de ADN son separados
por electroforesis

John  Garripee Bl

comparados




SOUTHERN BLOTT

Ventajas:

Sensibilidad: del 1 al 10%

Desventajas:

»Requiere de grandes cantidades de celulas (1000 000).
»Metodo laborioso.
» Se trabaja con radioactividad.



TECNICA DE PCR

Reproduccion (amplificacion) en
ciclos consecutivos de un fragmento
del ADN cuya longitud esta definida
por la ubicacion de los cebadores
(primers) utilizados

\PSR




STR/VNTR

Una repeticion en tandem es una secuencia corta de ADN que se repite
consecutivamente cabeza con cola en un locus cromosomico especifico

8-80 pb

—
}—1 1>¢ 2> 3> 4> 5> 6>1 7%‘VI\.ITR
e | STR

tandem repeats
Short tandem

2-7 pb repeats

Repeticiones consecutivas

Blalo 1

Blelo 2

Alela 3

Blalo g




PATRON DE BANDAS REPRESENTATIVO

YNZ22 ApoB  PAH Apo C MCT118 YNL22

A Paciente y donante antes del transplante. Aparece
un solo marcador util, YNZ22.

B Estudio post-transplante. Se observa quimera total
0 completa.



VENTAJAS DEL ESTUDIO POR PCR DE LOS
STR/VNTR

»Rapida y sencilla

»Pequenas cantidades de ADN

» Especifica para la patologia

» Altamente informativa

»No usa radioisotopos ni enzimas de restriccion

»El donante y el paciente pueden ser del mismo sexo



PCR CUANTITATIVO

Analisis mediante secuenciador de ADN de los productos de PCR
gue emplea cebadores marcados con fluoroforos.

Par 1 Par 2 Par 3

Donante

Receptor pre-transplante

Receptor post-transplante

Quimerismo Quimerismo Quimerismo
completo mixto mixto



PCR EN TIEMPO REAL
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ANALISIS DEL QUIMERISMO POR PCR tr
ETAPA PRE-TRANSPLANTE
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ANALISIS DEL QUIMERISMO POR PCR tr
ETAPA POST- TRANSPLANTE
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VENTAJAS DEL PCR EN TIEMPO REAL

« Mayor especificidad, sensibilidad y reproducibilidad
gue los métodos tradicionales

e Elimina el procesamiento del producto Post-PCR

e Utiliza las mismas condiciones de amplificacion
para cualquier sistema geneéetico a evaluar,
permitiendo analizar mas de un marcador y por
tanto mas de un par donante-receptor en la misma
corrida

 Elimina los errores resultantes de la competencia
de alelos diferentes por un mismo par de
oligonucledtidos
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