
  

P
ub

lic
ac

ió
n 

de
 L

a 
A

P
M

C
. E

di
to

ria
l I

nf
or

m
ed

ic
 In

tl.
 P

ar
a 

us
o 

in
di

vi
du

al
. P

ro
hi

bi
da

 d
is

tr
ib

uc
ió

n.
 D

er
ec

ho
s 

re
se

rv
ad

os
.

R M P
2019: Volumen 39(1):

8

Órgano oficial de la Academia Panameña de Medicina y Cirugía y del Instituto Commemorativo Gorgas 
para Estudios de la Salud (ICGES). Indexado en LILACS Y EBSCO.

Artículo Original

Evaluación  De Quimerismo  En  Pacientes Con Injerto De Células Progenitoras 
Hematopoyéticas En Panamá Del 2000­2018
Evaluation of Chimerism in Patients with Graft Hematopoietic Progenitor Cells in 
Panama from 2000­2018

Vernaza Alejandro APMC*, Gutiérrez Yira*, Ortiz Luis*, Moscoso Juan*,  Cuero César APMC**.
*Laboratorio Nacional de Trasplantes. Caja de Seguro Social, Panamá. Organización Panameña de Trasplantes.**Coordinación 
Nacional de la Organización Panameña de Transplantes.

Resumen
Introducción:  El  Injerto  de  células  progenitoras  hematopoyéticas  (ICPH)  es  actualmente  un  trata­
miento para diferentes desórdenes hematológicos malignos y no malignos. El análisis  del quimeris­
mo post ICPH,  y la cuantificación de cada población celular,  deben ser monitoreados.  El presente 
trabajo tiene como objetivo:   el evaluar los resultados de quimerismo completo y mixto en  sangre 
periférica del receptor pos trasplante obtenidos por método cualitativo y cuantitativo del año 2000 al 
2018. 

Material y método: El presente es un estudio descriptivo, observacional, transversal  de dos mé­
todos de quimerismo efectuados a receptores y donantes de ICPH alogénico.

Resultados: De los 79 pacientes estudiados por el método cualitativo: 65 (82.2%) resultaron con qui­
merismo completo y 14 (17.7%) con quimerismo mixto. No fue posible cuantificar por este método  el 
% de células del donante y del receptor.Conclusión: El método cuantitativo es un método exacto, que 
determina el % de células del receptor  y del donante  presentes en la muestra. Con este  método se 
evalúan un mayor número de marcadores genéticos  que con el método cualitativo, y se obtienen un 
mayor número de loci informativos del quimerismo al compararlo con el método cualitativo.

Abstract
Introduction: Hematopoietic progenitor cell grafting (ICPH) is currently a treatment for different ma­
lignant and non­malignant hematological disorders. The analysis of post­ICPH chimerism, and  the 
quantification of each cell population, should be monitored. The present work has as objective:  to 
evaluate the results of complete and mixed chimerism in peripheral blood of the post­transplant reci­
pient obtained by qualitative and quantitative method from the year 2000 to 2018. 

Material and method: The present is a descriptive, observational, cross­sectional study of two met­
hods of chimerism performed on allogeneic ICPH recipients and donors.

Results: Of the 79 patients studied by the qualitative method: 65 (82.2%) resulted with complete chi­
merism and 14 (17.7%) with mixed chimerism. It was not possible to quantify by this method the% 
of donor and recipient cells.Conclusion: The quantitative method is an exact method, which determi­
nes the% of recipient and donor cells present in the sample. With this method, a greater number of 
genetic markers are evaluated than in the qualitative method, and a greater number of  information 
loci of chimerism are obtained than with the qualitative method.

Palabras claves: 
Injerto de células pro­
genitoras hematopoyé­
ticas Quimerismo 
Completo, Quimeris­
mo, unidades de repe­
tición en tándem y 
reacción de la cadena 
polimerasa. 
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peat units, and polyme­
rase chain reaction.
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Tabla  1.  Marcadores  genéticos  de  unidades  de  repeti­
ción en  tándem utilizados en el método de quimerismo 
cualitativo y cuantitativoIntroducción

El  término quimera según La Mitología Griega se refiere 
a  una  criatura  con  cabeza  de  león,  cuerpo  de  cabra  y 
cola de serpiente. En medicina, el término es usado para 
designar  el  fenómeno  de  coexistencia  de  diferentes  po­
blaciones celulares derivadas de dos diferentes organis­
mos en el cuerpo de  un individuo,   y que pueden ocurrir 
espontáneamente o producirse artificialmente [1].

El  Injerto  de  células  progenitoras  hematopoyéticas 
(ICPH)  es  actualmente  un  tratamiento  para  diferentes 
desórdenes hematológicos malignos y no malignos, que 
ha sido efectivo en la reconstitución de la hematopoyesis 
normal. Un tratamiento exitoso resulta en injerto comple­
to  de  las  células  del  donante,  en  ausencia  del  sistema 
hematopoyético propio del  receptor, denominado quime­
rismo completo [2].

El  análisis  del  quimerismo  posterior  al  ICPH  en  sangre 
periférica del receptor, y la cuantificación  de cada pobla­
ción celular, es uno de  los efectos más  importantes que 
deben ser monitoreados. 

Esta herramienta de diagnóstico de rutina en los centros 
de  trasplante es una  importante señal del estado del  in­
jerto, ya que una disminución de células del donante y la 
reaparición  de  la  hematopoyesis  del  receptor  afectan  el 
éxito del  tratamiento, y son indicadores de recaída de la 
enfermedad,  rechazo  del  injerto,  presencia  de  la  enfer­
medad  injerto  vs  huésped  o  presencia  de  enfermedad 
mínima residual [3, 4].

La recaída es la mayor causa de mortalidad en estos pa­
cientes;  de  allí  la  importancia  de  diagnosticar  en  forma 
temprana y con exactitud el patrón celular del quimeris­
mo en la sangre periférica del receptor, para predecir fa­
lla del injerto , persistencia de la enfermedad, decidir ter­
minar la inmunosupresión o suministrar  infusión de linfo­
citos del donante, y además, promover ayuda para la in­
tervención  médica,  aún  en  ausencia  de  evidencia 
morfológica, citogenética o clínica [5, 6, 7].

Hay diferentes grados de quimerismo: el completo (QC), 
cuando el paciente no muestra evidencia de células del 
receptor en ningún tiempo después del trasplante; el qui­
merismo mixto  (QM), donde el paciente muestra células 
del  receptor  y  del  donante  en  sangre  periférica  en  dife­
rentes proporciones y el microquimerismo, en el cual se 
detectan 1% o menos de células del receptor.

En Panamá hemos utilizado dos métodos para la evalua­
ción del quimerismo, uno cualitativo de nueve marcado­
res del 2000 al 2016 y otro cuantitativo de 24 marcadores 
del 2016 al presente, ambos basados en la utilización de 
las diferencias entre receptor y donante de alelos de mar­
cadores genéticos polimórficos de unidades de repetición 
en  tándem,  tanto  en  ICPH  con  donante  idéntico  y  ha­
ploidéntico [8, 9,10]. (Ver tabla No. 1)

INTRODUCCIÓN

La  medición  cuantitativa  del  quimerismo  introducida  en 
2016, es de gran ayuda en el injerto de células tronco sin 
mieloablación  y  permite  un  análisis  rápido  y  exacto  del 
perfil genético y porcentaje de células presentes,  lo cual 
ha  sido  efectuado  por  el  Laboratorio  Nacional  de Tras­

8­13

Enviado: 2019-04-29; Publicado: 2019-04-30 DOI: http://dx.doi.org/10.37980/im.journal.rmdp.2019811



  

P
ub

lic
ac

ió
n 

de
 L

a 
A

P
M

C
. E

di
to

ria
l I

nf
or

m
ed

ic
 In

tl.
 P

ar
a 

us
o 

in
di

vi
du

al
. P

ro
hi

bi
da

 d
is

tr
ib

uc
ió

n.
 D

er
ec

ho
s 

re
se

rv
ad

os
.

10 Revista Médica de Panamá

La definición de alelos se logra construyendo la escalera 
alélica. (Ver tabla No. 2)

En el método  cuantitativo,  los  alelos  de  los marcadores 
de identificación humana, definidos por las STR, se iden­
tifican mediante  fluorescencia  del  producto  alélico  de  la 
reacción  PCR  y  electroforesis  capilar.  Se  utilizaron  los 
reactivos  comerciales  “Global  Filer”  de Applied  Biosys­
tems  “Thermo  Ficher  Scientific”  ,  que  contienen  los  loci 
recomendados por el CODIS Core Loci Working Group” 
que comprende un total de 24  loci altamente discrimina­
torios:   (Ver tabla No.2). Los productos amplificados por 
PCR  se  determinan  en  el  equipo  Applied  Biosystems 
3500 Genetic Analizer.

 El ADN del receptor y el donante fueron estudiados des­
pués del  trasplante utilizando para el  cálculo del quime­
rismo  los  alelos  informativos  que  presentan  diferencias 
alélicas entre el donante y el receptor por ser homo o he­
terocigóticos pero sin tener alelos comunes, por ser hete­
rocigóticos  ambos  y  compartir  un  solo  alelo,  o  por  ser 
ambos heterocigóticos y uno de  los alelos es  idéntico al 
patrón homocigótico del otro individuo.

Cuando todos los alelos son compartidos, entre el recep­
tor y el donante, el marcador genético es no informativo.

El  porcentaje  total  del  quimerismo  es  establecido  cal­
culando el valor promedio de todos los marcadores infor­
mativos  y  se  calcula  la  desviación  estándar  de  cada 
locus  informativo  respecto  a  la  media  para  controlar  la 
fuente  de  variación  que  puede  indicar  problemas meto­
dológicos.

Resultados

Se estudiaron un total de 124 pacientes con ICPH alogéni­
cas, de los cuales 79 (63.7%) fueron utilizando el método 
de  quimerismo  cualitativo  y  45  (36.3%)  por  el  método 
cuantitativo.  En  ninguno  de  los  pacientes  estudiados  se 
utilizaron ambos métodos de quimerismo. (Ver tabla No. 2)

De los 79 pacientes estudiados por el método cualitativo: 
65  (82.2%)  resultaron  con  quimerismo  completo  y  14 
(17.7%) con quimerismo mixto.  No fue posible cuantificar 
por este método el % de células del donante y del recep­
tor y  la expresión quimerismo mixto se refiere a presen­

RESULTADOS

plante para pacientes del Complejo Hospitalario Metropo­
litano,  el  Instituto  Oncológico,  el  Hospital  del  Niño,  el 
Hospital de Especialidades Pediátricas y el Hospital Ra­
fael Hernández [11, 12, 13].

El presente trabajo tiene como objetivos:

1. Evaluar  los resultados de quimerismo completo y 
mixto en sangre periférica del receptor posterior al 
ICPH obtenidos por método cualitativo y cuantita­
tivo del año 2000 al 2018 en Panamá.

2. Definir un Protocolo Nacional del período de tiem­
po  post  ­ICPH,  en  el  cual  deben  efectuarse  los 
análisis de quimerismo, para un mejor seguimien­
to del efecto del injerto medido por proporción de 
poblaciones celulares del receptor y el donante. 

3. Definir un nuevo modelo de análisis de quimeris­
mo basado en sub­poblaciones celulares para es­
tablecer  capacidad  de  respuesta  inmune  en  el 
receptor.

Material Y Métodos

El  presente  es  un  estudio  descriptivo,  observacional, 
transversal de dos métodos de quimerismo efectuados a 
receptores  y donantes de  ICPH alogénico desde el  año 
2000 al 2018 en el Laboratorio Nacional de Trasplante. 

Se  incluye un  total de 124 pacientes con  ICPH alogéni­
cas, efectuados del 2000 al 2018, de los cuales 79 fueron 
estudiados utilizando el método de quimerismo cualitativo 
y 45 por el método cuantitativo.

La sangre periférica del receptor y el donante fueron ex­
traídas  antes  del  ICPH  y  la  del  receptor  en  diferentes 
períodos  posterior  al  trasplante  por  solicitud  de  análisis 
de  quimerismo.  Se  utilizaron  células  mononucleares  y 
granulocitos  obtenidas  por  centrifugación  de  la  sangre 
periférica con EDTA.

En el método cualitativo  la extracción de ADN genómico 
fue efectuada utilizando el método “Promega Wizard Ge­
nomic DNA Purificatión kit” para aislar la banda de ADN  
y en el método cuantitativo se utilizó “QIAamp DNA Blood 
kit (Qiagen), siguiendo en ambos casos las instrucciones 
del fabricante. La cantidad y pureza fue obtenida ajustan­
do la concentración a 25 ng/ul. de ADN. 

En el método cualitativo  la amplificación para diferenciar 
los alelos específicos del polimorfismo de los nueve mar­
cadores  basado  en  las  unidades  de  repetición  en  tán­
dem,    se  efectuó  utilizando  amplificación  en  Termoci­ 
clador Perkin Elmer  9600,  siendo  los  pares  de  base  de 
longitud menor de 400 y separando los productos alélicos 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnatu­
ralizada y tinción con plata de las bandas alélicas presen­
tes ( Silver Stain Detection, Promega Corporation).

MATERIALES Y MÉTODOS

Tabla  2.  Resultados  de  quimerismo  completo  y  mixto 
según  método

Vernaza y colaboradores. Evaluación  De Quimerismo.
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Discusión

El análisis del quimerismo molecular múltiple permite re­
sultados reproducibles. Con este análisis es posible estu­
diar varias muestras en  tiempos diferentes para obtener 
un estudio  longitudinal de seguimiento que produzca un 
informe comprensivo del análisis del estado del injerto. 

Queda  demostrado  que  el  quimerismo  no  es  un  estado 
estable, sino un proceso dinámico que aumenta o dismi­
nuye la proporción de células con el tiempo. La presencia 
de quimerismo mixto en el receptor en la etapa temprana 
del trasplante alogénico puede ser asociada con la evolu­
ción del  trasplante y esperar que en el  futuro desarrolle 
quimerismo completo.

El método cualitativo a diferencia del método cuantitativo 
ofrece medición del nivel de quimerismo basado en pre­
sencia o ausencia de bandas de ADN amplificado teñidas 
con nitrato de plata y que define los alelos del polimorfis­
mo comparando con la escalera alélica de referencia; pe­
ro  la  cuantificación  es  subjetiva  y  no  permite  definir  el 
porcentaje exacto de células del donante o del  receptor 
en quimerismo mixto.

Este método  excluye  la  posibilidad  de  cuantificar  el mi­
croquimerismo,  que  determina  hasta  un  5%  de  células 
del donante o del receptor en sangre periférica.

El método cuantitativo es un método exacto, que determi­
na el % de células del receptor y del donante presente en 
la muestra, utilizando la fluorescencia del producto alélico 
de la reacción de la cadena polimerasa y la electroforesis 
capilar, registrando el alto de los picos que aparecen con 
registro    del  electroferograma.  Con  este  método  se 
evalúan un mayor número de marcadores genéticos que 
en el método cualitativo, y se obtienen un mayor número 
de  loci  informativos  del  quimerismo  que  con  el  método 
cualitativo.

La  incorporación de este nuevo método cuantitativo nos 
permitirá en el futuro evaluar el porcentaje con exactitud 

cia o ausencia de alelos de marcadores del donante y del 
receptor en su sangre periférica.

De los 45 pacientes estudiados por el método cuantitati­
vo  37  (82.2%)  resultaron  con  quimerismo  completo  y  8 
(17.7%) con quimerismo mixto.

De estos últimos la media aritmética del resultado de por­
centaje  de  células  del  donante  en  sangre  periférica  del 
receptor  fue  de  6.6%,  36.2%,  39.7%,  71.7%,  75.3%, 
77.8%, 94.5% y 96.6%. En  los  receptores con quimeris­
mo completo el porcentaje de células del donante fue de 
100%.

De  los  124  pacientes  estudiados  por  quimerismo,  a    30 
pacientes (24.2%) se les efectuó quimerismo al mes pos­
terior al ICPH, 18 pacientes (14.5 %) al 2º. Mes; 25 al ter­
cer  Mes  (16.25%);  10  al  cuarto  mes  (0.8%);  8  al  quinto 
mes. (6.4%); once al 6to mes (8.8%); cuatro al octavo mes 
(3.2%);  uno    al  décimo  mes  (0.8%);  seis  al  mes  doce 
(4.8%); dos ( a los catorce meses (1.61%)y dos a los die­
ciséis meses (1.61%) , uno a los 22 meses (0.8%);  cuatro 
a los veintidós meses (3.2%); dos a los 24 meses (1.61%); 
y dos a los 144 meses (1.61%).  (Ver tabla No. 3)

En el método cualitativo que estudia 9 marcadores gené­
ticos, el número total de loci estudiados en los 14 pacien­
tes con quimerismo mixto  fue de 126, de  los  cuales  los 
loci  informativos  fueron   36  (28.57%) y  los no  informati­
vos fueron 90 (71.4%). 

En  el  método  cuantitativo  que  estudia  25  marcadores 
genéticos, el número total de loci genético estudiados en 
los 8 pacientes con quimerismo mixto es de 200 y los loci 
informativos fueron 93 (46.5%) y los no informativos fue­
ron 107 (53.5%).  (Ver tabla No. 4)

DISCUSIÓN

Tabla 3.   Periodo de  tiempo en el cual se efectuaron  los 
análisis de quimerismo post­Icph en ambos métodos 
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Tabla 4.   Marcadores genéticos  informativos y no  infor­
mativos en pacientes con Icph analizados por quimeris­
mo mixto según método. 

36
(28.5%)

93
(46.5%)

90
(71.4%)

107
(53.5%)
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Conclusión

El método cuantitativo es un método exacto, que determi­
na el % de células del receptor y del donante presente en 
la muestra. Con este método se evalúan un mayor núme­
ro de marcadores genéticos que con el método cualitati­
vo, y se obtienen un mayor número de  loci  informativos 
del quimerismo que con el método cualitativo.

La  incorporación de este nuevo método cuantitativo nos 
permitirá en el futuro evaluar el porcentaje con exactitud 
de  las  sub­poblaciones  celulares  que  se  encuentran  en 
pequeñas proporciones en la sangre periférica, lo que fa­
cilita  conocer  si  existe  reconstitución  inmune en  función 
de las principales poblaciones celulares que participan en 
la respuesta inmune.

El método cuantitativo permite probar la sensibilidad y li­
nealidad en el análisis, al efectuar ensayos repitiendo las 
muestras pre­injerto del  receptor  y  el  donante  con  cada 
nueva muestra de quimerismo posterior para registrar las 
áreas de  los picos. Nos permitirá evaluar en el  futuro  la 
concentración de sub­poblaciones celulares.

La determinación de quimerismo en  intervalo  de  tiempo 
de 15, 30, 60, 90, 180 y 360 días posterior al  ICPH es­
pecífico nos permite introducir un protocolo nacional, pa­
ra definir y conocer  los efectos progresivos del  ICPH en 
el receptor.
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de  las  sub­poblaciones  celulares  que  se  encuentran  en 
pequeñas proporciones en la sangre periférica, lo que fa­
cilita  conocer  si  existe  reconstitución  inmune en  función 
de las principales poblaciones celulares que participan en 
la respuesta inmune.

El efecto más importante del monitoreo posterior al  tras­
plante,  es  predecir  eventos  contrarios  al  éxito  del  ICPH 
como EMR, predecir la recaída inminente de la enferme­
dad original,  rechazo del  injerto y EIvsH, a  fin de  iniciar 
tratamiento relevante. 

En este contexto, el análisis del quimerismo es el método 
de  elección  para  conocer  el monitoreo  exitoso  posterior 
al trasplante. El análisis cuantitativo temprano de la ciné­
tica del quimerismo permite diferenciar las etapas progre­
sivas  del  injerto,  diferenciando  ausencia  o  retardo  del 
injerto.

La  presencia  de  Quimerismo  Completo  o  Mixto  es  un 
fenómeno que indica la evolución de la enfermedad pos­
terior al ICPH y es dependiente de una serie de factores 
como la enfermedad hematológica de base, la intensidad 
del  régimen  de  acondicionamiento,  el  uso  de  depleción 
de  células­T,  el  número  de  células  tronco  infundidas,  la 
sensibilidad de la técnica utilizada y el tiempo en el cual 
se  realiza  el  ensayo.  Hemos  seleccionado  la  técnica 
cuantitativa  de  determinación  de  quimerismo  con  extre­
mo cuidado, a fin de obtener exactitud del estado de qui­
merismo.

El método cuantitativo permite probar la sensibilidad y li­
nealidad en el análisis, al efectuar ensayos repitiendo las 
muestras pre­injerto del  receptor  y  el  donante  con  cada 
nueva muestra de quimerismo posterior para registrar las 
áreas de  los picos. Adicionalmente, el coeficiente de va­
riación entre muestras repetidas fue menor de 10%, utili­
zando la misma concentración de ADN.

Al utilizar regresión linear la variación es del 10% del va­
lor actual del pico, comparando la misma muestra en di­
ferentes corridas.  Al incorporar este método, lograremos 
determinar el estado de la respuesta inmune de las célu­
las del donante, al permitirnos evaluar en el futuro la con­
centración  de  sub­poblaciones  celulares  como  la  CD3 
(célula­T),  CD19  (célula­B),  CD33  (célula  mieloide), 
CD66b (Célula granulocítica), DC56 (células NK y CD34 
(célula progenitora del donante), presentes en  la sangre 
periférica del receptor.

El uso de un método altamente sensible excluye recaída 
con certeza y permite predecir tempranamente la recaída 
con exactitud y especificidad en un período de más de un 
mes antes del diagnóstico clínico.

La determinación de quimerismo en  intervalo  de  tiempo 
de 15, 30, 60, 90, 180 y 360 días posterior al  ICPH es­
pecífico permite introducir un protocolo nacional, para de­
finir  y  conocer  los  efectos  progresivos  del  ICPH  en  el 
receptor y nos permite predecir eventos.
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