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Introduccion

La interaccion molecular entre células
hematopoyéticas y el microambiente de su
entorno es un prerrequisito indispensable
para una hematopoyesis efectiva,(1,2). El
microambiente hematopoyético es hetero-
géneo, comprendiendo una red local de
células de estrona, células accesorias y
sus productos (3).

Varias moléculas de adhesion y anida-
cion participan en los procesos de contac-
to entre los progenitores hematopoyéticos
y el microambiente del entorno.

Por otro lado, estas moléculas propor-
cionan una importante ayuda a las células
hematopoyéticas para que (recalen) en
regiones especificas y mas tarde respon-
dan desarrollandose frente a estimulos
locales (4,5).

A partir de la caracterizacién serolégi-
ca de estructuras de la superficie celular,
en un principio se descubrié que anticuer-
pos anti moléculas PECAM-1/CD31, reac-
cionaban con neutréfilos y monocitos (6,7).
Amplios estudios fenotipico y bioquimicos
han demostrado que el mAb CD31 reco-
noce una glicoproteina de membrana (8-
10) de 130 KDa, expresada por plaquetas
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(9-11) células endoteliales (12-13) subcla-
ses de linfocitos T (14-15) y precursores
granulocito/macréfago (16-17).

La expresion de estas moléculas de
adhesién en progenitores de médula ésea
(18) CD34+ y en la mayoria de células del
microambiente nos sugirié la posibilidad
de que la molécula CD31 juegue un papel
en la regulacién de la hematopoyesis a
través de su actuacion en el “trafico” leu-
cocitario.

En este estudio presentamos un nuevo
anticuerpo monoclonal anti CD31 denomi-
nado IP28A obtenido frente a linfocitos de
sangre periférica. Mostramos la reactivi-
dad del IP28A con células mononucleares
derivadas de sangre humana de corddn
umbilical. Debemos remarcar que hemos
hallado que el |Ip28A marca todas las
células Cd34 positivas y potencia las GM-
CFU y BFU-E cuando es adicionado a
cultivos hematopoyéticos.

Materiales y métodos

Células

Las células mononucleares de sangre
humana de corddn, fueron separadas por
centrifugacion en gradiente de Ficoll-Pa-
que (Pharmacia Fine Chemicals, Piseata-
way N.J) segun el método ya descrito (19).
( Se seleccionaron positivamente células
pluripotenciales CD34+ de sangre de cor-
doén) utilizando un procedimiento de im-
munoafinidad biotina-avidina (Cellpro Inc
USA).

Brevemente, las células mononuclea-
res (MNC) se mezclaron con CD34 biotini-
lado y tras incubacién, se centrifugaron y
una vez resuspendidas en BSA al 5% se
depositaron en una columna de avidina.
Las células absorbidas fueron drenadas
separadamente en tubos de centrifugacion
conteniendo BSA al 5%. En todos los
casos la viabilidad celular fue > 90% con
Trypanblue.

La pureza de las células separadas se
determiné por citometria de flujo (FACS



Vantage, Becton Dickinson, Mountain
View, CA) y fue > 80%. La viabilidad celu-
lar se determiné usando el test de exclu-
sion de Trypan-blue. Una linea celular
KGla se conserva en medio Iscove (GIB-
KO UK) suplementado con un 30% de
suero bovino fetal (FCS). las células L
transfectadas con CD31 humano fueron
gratuitamente cedidas (gentilmente dona-
das) por el Dr. S. Shaw (Exptl Immunol Br,
NIH, Bethesda, MD).

Anticuerpos monoclonales

El anticuerpo monoclonal (mAb) IP28A
fue obtenido inmunizando ratones BALB/c
con linfocitos de sangre periférica (PBL)
como ya describimos previamente (20). De
forma resumida, células esplénicas de
ratones inmunizados, fueron fusionadas
con una linea celular NS1 cuatro dias
después de la ultima inyeccion.

El “screning” inicial por inmunofluores-
cencia indirecta y citrometria de flujo
usando un FACS Vantage (Becton Dickin-
son) mostré todos los sobrenadantes del
cultivo de sangre periférica (PBL). Los
cultivos conteniendo los anticuerpos se-
leccionados fueron clonados dos veces por
dilucion limite.

Los hidridomas clonados fueron inmor-
talizados en ratones BALD/c por pasajes
sucesivos mediante inyeccion intraperito-
neal potenciada con “pristame”. El fluido
ascitico fue recolectado, ultracentrifugado
y purificado cuando fue necesario, en
columnas de afinidad de Sepharosa-pro-
teina G (Pharmacia Biotech, Uppsala
Suecia). El Ip28A es una IgGL.

Otros anticuerpos como CD3, Cd4, Cd8,
CD16, Cd19 conjugados con FITC y Cd34
conjugado con PE fueron adquiridos de
Immunotech (Marseilla, Francia) y Becton
Dickinson respectivamente. Se realizaron
marcajes indirectos utilizando un anticuer-
po de cabra anti IgG de ratén, marcado
con PE también de Immunotech. Cuando
fue preciso también se utilizé IgG de ratén
de Immunotech en exceso para saturar la
reactividad GAM.
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Tincion Inmunofluorescente

Se realiz6 doble inmunofluorescencia
incubando las células con IP28A no mar-
cado y a continuacién con un anti-anticuer-
pomarcado con PE. Tras una incubacion
de 30’ las células fueron lavadas e incu-
badas en exceso de IgG de ratén previa-
mente a la adicién del mAb de ratén direc-
tamente conjugado, para evitar una fija-
cion inespecifica.

Tras los ultimos lavados las células se
resuspendieron en 0.3 ml de PBS frio con
0,1% de formalina. El analisis de citome-
tria de flujo fue realizado con ayuda de un
FACS Vantage (Becton Dickinson) como
ya hemos descrito (19).

Estudios bioquimicos

Las células fueron marcadas en super-
ficie con 125l, lactoperoxidasa y H202
como ya hemos descrito (20).

Las células iodadas fueron lisadas a
continuacion en un tampén de lisis estan-
dar (10mM tris-HCI pH=7 . 4, 1% Nomidet
P-40, 150mM NaCl, 1mg/ml BSA, 2 mM
PMSF, 20 mM iodocetamida y 1 U/ml de
aprotinina como inhibidor de proeasas).

Se realizaron segun técnica ya descrita
(20) reacciones de inmunoprecipitacion y
analisis en SDS-PAGE (geles de acrilami-
da al 105) en condiciones reductoras y no
reductoras. tras autorradiografia de los
geles, los pesos moleculares fueron cal-
culados por comparacién con la movilidad
de proteinas estandard (Amersham, Bauc-
kimghashire, UK).

Unidades formadoras de Colonias

Se testaron en colageno (Imedex, Lyon,
Francia), tanto unidades formadoras de
colonias granulocito-Macrofago (CFU-GM)
como unidades creadoras de la serie eri-
troide (BFU-E) utilizando una técnica ya
descrita (21). Brevemente, células mono-
nucleares de sangre de cordén fueron cul-
tivadas en medio Iscove (GIBCO) conte-
niendo 30% de coldgeno acuoso y 20% de
FCS. Los cultivos de CFU-GM fueron



suplementados con factor humano recom-
binante estimulador de células pluripoten-
ciales hCSF (100ng/ml) (Amgen, Cambrid-
ge, UK) y GM-CSF (4ng/ml) (Boehringer
Mannheim Germany). Del mismo modo en
los ensayos con BFU-E se utilizaron 2U/
ml de eritropoyetina (Boehringer Mann-
heim).

Se anadié IP28A purificado al medio
de cultivo a distintas concentraciones.
También se efectuaron cultivos control en
presencia de factores de crecimiento con
y sin un mAb irrelevante del mismo isotipo
(CD106, V-CAM) (23) a una concentracioén
de 1mg/ml. Los cultivos se realizaron por
duplicado en placas de cultivo de 35mm
(Nunclon, Dinamarca) y fueron incubados
a 37°C en atmésfera de CO2 al 5% humi-
ficada. TRas 12 dias de incubacién, los
cultivos de CFU-GM fueron transferidos de
las placas de cultivo a un porta objetos de
cristal, la matriz de colageno se deshidra-
ta desecandola con monofilamento de
nylon (ZBF, Ruschlikon, Suiza) y papel
secante apretado durante 30 segundos con
una placa de cristal. Las finas peliculas de
colageno obtenidas fueron secadas al aire
y tefidas en May-Grunwald-Giemsa (Phar-
macia). Se contabilizaron las colonias y
los “cluster” (racimos) de acuerdo al si-
guiente criterio colonias: agregados con-
teniendo 50 o mas células. “Clusters”:
agregado de 5 a 50 células. las unidades
de precursores de la serie eritroide conte-
niendo hemoglobina, fueron contabilizadas
el dia 14.

Estudios estadisticos

Se realizaron analisis estadisticos
dosis/efecto. E} modelo matematico de
regresion ccensidera la misma sangre de
cordén para distintas dosis, utilizando el
software SAS...

Resultados
Estudios bioquimicos del IP28A/CD31

En orden a definir la molécula identifi-
cada por el mAb Ip28A, la linea celular
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Jurkat fue marcada con 125| por el méto-
do de la lactoperoxidasa. a los lisados en
detergente fueron inmunoprecipitados con
el mAb IP28A y un mAb CD5 al1 utilizado
como control positivo y analizados por
SDPAGE.

La figura 1 muestra que el mAb IP28A
precipitaba dos bandas especificas de 130
y 135KDa en condiciones reductoras con
una pequefa variacién a la baja en condi-
ciones no reductoras. Por otra parte y tal
como era de suponer el mAb 4L1 precipi-
taba la caracteristica banda de 67KDa
correspondiente a la estructura CD5. Las
dos bandas observadas en el precipitado_
de IP28A corresponden probablemente a
dos estados distintos de glicosilaciéon de
las misma molécula, también expresados
por la linea celular jurkat.

Estos resultados bioquimicos junto a la
demostracién de que el IP28A reacciona
especificamente solo con células L trans-
fectadas con CD31 y no con células L
transfectadas con Cd6 (resultados no
expuestos) nos lleva a la conclusion de
que la estructura reconocida por el mAb
IP28A es CD31.

Subclases de células
mononucleares de sangre de
cordén definidas por el mAb Ip28A.

En orden a determinar subclases de
linfocitos CD31+ de sangre de corddn, se
realizaron series de analisis a doble color
(dos colores)por citometria de flujo.

Como se demuestra en la tabla | se ha
comprobado que el mAb reacciona con
subpoblaciones linfocitarias T, incluyendo
linfocitos CD3+ CD4+ y Cd*, uniéndose
preferentemente a la subpoblaciéon T hel-
per. Ademas una subclase de linfocitos B,
CD19+ y células NK CD16+ expresan la
estructura celular de superficie identifica-
da por el mAb IP28A (Fig.2). Vale la pena
mencionar que la frecuencia de unién del
mAb Ip28A a las subpoblaciones linfoides,
fue similar en ias tres clases de las mues-
tras de sangre testadas (datos no presen-



tados). Posteriormente, testamos las célu-
las Cd34+ de sangre de corddn obtenidas
en columnas de separacién por inmunoa-
finidad, de biotina-avidina. En dos experi-
mentos por separado, mas del 90% de las
células cd34+, fueron seleccionadas posi-
tivamente, como indicaron los resultados
de citometria de flujo presentados en la
figura 3. Ademas el analisis por doble
tincion realizado con estas células inmu-
nopurificadas, mostré que el 100% de las
Cd34+ eran también Ip28A positivas.

El mAb IP28A actua sinérgicamente con
factores de crecimiento en la expansion
de las células progenitoras de sangre de
cordon.

Para determinar si las moléculas P28/
ACD31 de la superficie celular eran fun-
cionales en las células progenitoras, estu-
diamos el efecto del mAb IP28A en la
diferenciacién de células pluripotenciales
hematopoyéticas. Los resultados presen-
tados en la tabla 2, revelaron que la adi-
cion de mAb CD31 al cultivo, incrementé
significativamente el nimero de colonias
derivadas de CFU-GMcontabilizadas a
partir del doceavo dia de co-cultivo (p-
0.0004). A pesar de que también pudimos
observar un incremento de los “clusters”
derivados de CFU-GM, no resulté signifi-
cativamente distinto al nimero de “clus-
ters” observados en ausencia del mAb
CD31 (p=0.31). Tomados en conjunto,
estos datos indican que el crecimiento
global (“clusters” mas colonias derivadas
de CFU-GM) sufrié un importante incre-
mento en presencia del mAb CD31
(p=0.0005) Ademas, pudo observarse
aumento del tamano de las colonias de
los cultivos que contenian IP28A como
puede verse en el experimento represen-
tado en la Fig.4. De igual manera el
numero de colonias derivadas de BFU-E
se incrementé significativamente en pre-
sencia del mAb CD31 (p=0.0001) (tabla
3). Cabe destacar que el analisis estadis-
tico reveld la inexistencia de relacion dosis/
efecto del mAb CD31 en los ensayos
realizados con cultivos de CFU-GM y BFU-
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E no pudiéndose potenciar en general su
accién utilizando dosis de mAb Cd31
superiores a 0.1 ug/ml de medio de culti-
vo. No obstante la adiciéon al medio de
cantidades de IP28A purificado, inferiores
a 0.1 ug/ml redujo el efecto coestimulante
(datos no presentados).

Por otro lado, no existieron diferencias
significativas en los cultivos control reali-
zados con o sin la adicion del mAb irrele-
vante.

Discusion

En un intento de definir subtipos espe-
cificos de glicoproteinas de la superficie
celular, produjimos mAb anti clones hu-
manos de células T funcionales, IL-2
dependientes (23) o bien anti lineas de
células leucémicas funcionales(24) por
inmunizaciones repetidas. En el presente
trabajo empleamos un mAb CD31 denomi-
nado IP28A que fue obtenido inmunizando
ratones con PBL.Las pruebas iniciales,
fueron realizadas con vistas a seleccio-
nar anticuerpos que reaccionaran con
subclases de células mononucleares de
sangre de corddén. Los primeros ensayos
con tincion por inmunofluorescencia sim-
ple indirecta, realizados con el mAb IP28A
demostraron que distintas lineas celulares
T, leucémicas, incluyendo células Jurkat,
eran también reactivas.

Mostramos que el IP28A reconoce una
estructura de la superficie celular de 130-
135 KDa y como ademas hallamos que
dicho anticuerpo reacciona especificamen-
te con células L transfectadas con CD31,
pudimos demostrar que el IP28A es un
mAb CD31 Analisis de las células mono-
nucleares de sangre de corddn de distin-
tas muestras, evidenciaron que en la
mayoria de donantes entre 20-30% de los
linfocitos discriminados por citometria de
flujo, reaccionaron con |IP28A.

Tinciones a doble color indicaron que
las moléculas CD31 eran expresadas por
subpoblaciones celulares CD4+, CD8+, B



y NK derivadas de sangre de cordén. Estos
resultados estan en concordancia con los
presentados por otros equipos (7). Es
interesante recalcar que hemos podido
comprobar que la molécula CD31 se ex-
presa en grandes cantidades en células
hematopoyéticas humanas CD34+ aisla-
das a partir de sangre de cordén. La
expresion de PECAM-1 en células CD34+
sugiere que esta molécula puede actuar
como una molécula de adhesion heteroti-
pica y/0 homotipica y por tanto del reclu-
tamiento del linaje celular como del trafico
de las células progenitoras hematopoyéti-
cas primitivas. Del mismo modo se puede
proponer que las moléculas CD31 pueden
estar involucradas en la compartimenta-
cién intratimica y en la maduracién de los
linfocitos T inmaduros, ya que se encuen-
tran altamente expresadas en timocitos (7)
y en células endoteliales (12,13). Por lo
tanto estudiamos porqué el mAb IP28A
muestra propiedades agonistas que pue-
den medirse testando su accion en el
crecimiento de progenitores. Debemos
remarcar que es bien conocido que la
interaccion de un mAb con su epitope
puede mimificar la interaccién de la molé-
cula con uno de sus ligandos. Los resulta-
dos presentados en este trabajo muestran
como la molécula Cd31 esta implicada en
el proceso regulador de la hematopoyesis.

La adicién del mAb CD31 a cultivos “in
vitro” de células mononucleares derivadas
de sangre de cordon ha revelado que este
mAb fomenta significativamente el poten-
cial crecimiento de los progenitores hema-
topoyéticos productores de CFU-GM vy
BFU-E.

Es importante remarcar que no solo
aumenté el nimero de colonias y “clus-
ters” obtenidos sino que en algunos casos
también se observo una alta capacidad de
crecimiento de las colonias mieloies resul-
tantes. la expansién “in vitro” de los pro-
genitores hematopoyéticos, en cultivos
suplementados con el mAb Cd31 debe de
relacionarse con su accién directa sobre
estas células. Una sefial de transduccion
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estimuladora debe seguir a la unién del
mAb CD31 con su epitope y traducirse en
un probable aumento en la expresién de
receptores para factores de crecimiento,
permitiendo a su vez, tras la adicion de
estos, una O6ptima proliferacién celular.
Ademas es importante remarcar que célu-
las accesorias, incluidas células T(25),
monocitos (26) y células NK (27,30) ejer-
cen un importante influjo en la modulacién
de la eritropoyesis. El papel de las NK en
la hematopoyesis es contradictorio, ha-
biendo sido descritos ambos tipos de
efectos, estimuladores e inhibidores. En lo
que atane al mecanismo de la inhibicién
hematopoyética, se ha sugerido que inte-
racciones de linfocitos NK con células
accesorias contaminantes o incluso con las
propias células progenitoras, pueden in-
ducir la activacion de las células NK con
la subsiguiente secrecién de inhibidores
del crecimiento tales como el NK produ-
cen factores de crecimiento hematopoyé-
tico del tipo de la IL-3 y el GM-CSF (30-
32). Dado que en nuestro sistema de
cultivo empleamos células progenitoras no
purificadas, no podemos descartar la posi-
bilidad de un efecto indirecto del mAb
IP28A mediado por células accesorias.

En conclusion, hemos demostrado que
el mAb CD31 en presencia de factores de
crecimiento tales como GM-CSF, hSCF y
eritropoyetina puede inducir una expansion
significativa de los progenitores de sangre
de cordén.

La sangre de corddn se utiliza con éxito
en la reconstruccion hematoldgica en
pediatria, no obstante su aplicacion en
adultos se ver limitada por la cantidad de
sangre de cordén requerida. Por todo ello
resulta importante definir el papel de dis-
tintas citoquinas en combinacién con otras
sefnales estimuladoras a través de su
accion sobre estructuras de la superficie
celular involucradas en la interaccion cé-
lula-célula, para conseguir una considera-
ble amplificacién de los progenitores de
sangre de corddn, con vistas a posibilitar
la reconstitucion hematoldgica en adultos.



Celulas positivas (%)

IP28A CD3 CDg3/IP28A CD4 CD4/IP28A CD8 CD8/IP28A
21 41 13 32 11 18 8
28 31 16 20 16 15 8
13 35 & 31 7 24 3
25 40 18 15 13 16 3
33 27 21 23 12 9 2
48 47 32 36 21 17 7

28+10.97 36.8+6.6 17.8£7.7 26.2+4.3 13.4+4.3 16.514.4 5.21+2.5

Seis cordones diferentes fueron doblemente marcados con dos colores segtn la des-
cripcion de material y métodos. Cada muestra fue analizada en cytofluorometria de flujo.
@ porcentaje medio £ SD

TAbla 1: Reaccion del mAbIP28 con las células mononucleadas de sangre de corddn

mAb IP28A concentraciones

Tipo de crecimiento Control mAb? 0.1 ug/ml 0.5 pg/ml 1 ug/ml p Value
Cluster 18.3+13.2°  26.9+16.4 24.7+17.1 24.3124.9 0.31
Colony 129+66.9  154.7+81.7 171.1485.2  175.6+93.9 0.0004
Total 148.3+70.9 181.8+80.7 195.8487.2 199.9+103.0 0.0005

2 El cultivo control fue realizado con 0.5 pg/ml o 1 ug/ml de un anticuerpo del mismo
isotypo CD106. Ninguna diferencia fue observada entre los cultivos con y sin anticuerpo.

® Mediana + SD de 18 difernetes muestras de sangre de cordén. Cada cordén fue
testado en triplicado, y realizado en 2 ensayos separados.

Tabla 2: Actividad del mAb IP28A sobre el crecimiento de las CFU-GM en cultivos
realizados con células de sangre de cordon.

mAb IP28A concentraciones

Tipo de crecimiento Control mAb? 0.1 pg/ml 0.5 ug/ml 1 pg/ml p Value

Colony 101.7453:6° 132.5+75.2 123.9+70.5 121.3%£64.2 0.0001

@ El cultivo control fue realizado con 0.5 pg/ml o 1 ug/ml de un anticuerpo del mismo
isotypo CD106. Ninguna diferencia fue observada entre los cultivos con y sin anticuerpo.

b Mediana + SD de 12 difernetes muestras de sangre de cordén. Cada cordén fue
testado en triplicado, y realizado en 2 ensayos separados.

Tabla 3: Actividad del mAb IP28A sobre el crecimiento de las BFU-E en cultivos reali-
zados con células de sangre de cordon.
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Figura1: SDS-PAGE Analisis del inmunopre-

cipitadode las células Jurkat marcadas con
25| | as alicuotas de los lisados de Jurkaf
fueron incubados con el liquido de ascitis
que contenia el mAb CD5 (banda 1y 3) o el
mAb IP28 (banda 2 y 4). cada muestra fue
analizada en condiciones de reduccion y no
reduccion.
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Figura 2: Doble marcaje fluorescente de lin-
focitos derivados de sangre de cordon.

Las células fueron marcadas con IP28A-PE
(eje vertical) y CD19, CD 16-FICT (eje hori-

zontal)

Figura 3: Citrometria de flujo de

IP28A.PE

progenitoes de sangra de cor-
dén. La células purificadas fue-

ron indirectamente marcadas
con CD34-FITC y IP28A-PE
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Figura 4: Comparacion de la
formacion de unidades de
coldlnias de granulositos-
macrdfagos en cultivos que
contienen mAb IP28A (iz-
quierda) con los cultivos sin
IP28A (derecha)




Como hemos visto, de lo expuesto en
el trabajo de Gluckman E. y Carosella E.
se deduce que la expansion de las stem
cells tiene un peligro potencial cual es la
posibilidad de que las células se diferen-
cien hacia un linaje determinado perdien-
do la capacidad de autorrenovacién y
expansion adecuadamente. Con combina-
ciones de factores de crecimiento que
dirijan la diferenciaciéon y expansion
adecuadamente. Con combinaciones de
Stem Cell Factor (SCF), Interleuquina-3
(IL-3) y otros factores, se ha conseguido
expandir células CD34+ unas 50 veces.

Como ya hemos indicado, hasta la
fecha se han realizado 35 transplantes de
sangre de cordén de los que disponemos
de datos complejos en 26 de ellos. El
tiempo medio de recuperacién de neutré-
filos (600/mm3) fue de 23 dias y el de las
plaquetas (50.000/mm3) de 44 dias.

A pesar de que 11 de estos transplan-
tes fueron realizados con cordones par-
cialmente mismatched, sélo se observé
una GVH (reaccion injerto contra huésped)
grave.

El transplante entre hermanos HLA
idénticos es de momento la Unica indica-
cion establecida, sin embargo, en el futuro
y basados en la baja reactividad de los
linfocitos T del neonato, podra extenderse
su utilizacién a personas no relacionadas
HLA idénticas o con un mismatch leve.

Por otro lado, el hecho de que la san-
gre de cordén no esté contaminada por
virus como el CMV constituye un factor
mas a la hora de pensar en ella como
alternativa al uso de médula 6sea.

Existe en New York un Banco de San-
gre de Cordédn piloto. El nimero tedrico de
muestras de médula ésea precisas para
hallar un donante HLA idéntico no relacio-
nado es de 1 en 150.000. Con stem cells
de sangre de corddén esta cifra podria
reducirse sensiblemente.

Finalmente, cabe considerar la posibili-
dad de uso de estas stem cells en el futu-
ro por el propio donante y las ventajas
que ello le podria suponer, sin olvidar por
ultimo, los aspectos éticos derivados del
uso de este material.
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Aplicacion del estudio de
enfermedad minima residual
al trasplante de Stem Cells

Los analisis de EMR aplicados a trans-
plante de médula 6sea tienen diversas
aplicaciones clinicas, incluyendo la selec-
cién apropiada del candidato para el trans-
plante, monitorizar la efectividad del pur-
gado, predecir los pacientes de elevado
riesgo de recidiva, y comparar la eficacia
de los regimenes de acondicionamiento
pre-transplante.

Hay mucha controversia sobre qué
pacientes son los mejores candidatos para
el transplante de médula 6sea. En enfer-
medades como leucemia linfoide aguda y
leucemia mieloide aguda, la decisién
depende de los parametros clinicos de
dichos enfermos ( cantidad de leucocitos,
anomalias citogenéticas, respuestas a la
quimioterapia inicial) que indican que tie-
nen un elevado riesgo de recidiva siguien-
do el tratamiento con la quimioterapia
estandard. Normalmente, tales decisiones
no se basan en la medida directa del tumor,
por lo que una alternativa seria estimar la
carga tumoral mediante analisis de médu-
la 6sea y usar dicha valoracion para de-
terminar la terapia a seguir. Hay diversas
técnicas utilizadas para detectar las célu-
las tumorales residuales entre las que cabe
destacar el cultivo clonogénico, la citome-
tria de flujo,PCR.

El transplante autélogo de médula ésea
(TAMO) es un tratamiento opcional impor-
tante en enfermos con diversas enferme-
dades hematoldégicas y con tumores sdli-
dos. La hipétesis central de dicho trata-
miento es que la contaminacion del purga-
do con células tumorales contribuira a
incrementar la recidiva de los pacientes
transplantados. Hay bastantes evidencias
que confirman dicha hipétesis.

El mayor problema que aparece en los
analisis del purgado es la sensibilidad de
los mismos. Debido a que normalmente
durante el transplante autélogo de médula



6sea se infunden mas de 10.9 células, se
requieren analisis que puedan detectar un
pequeho numero de células tumorales en
sangre periférica o médula 6sea, por lo
que la aplicacion de técnicas cada vez mas
sensibles es importante en este campo.

La recidiva es un problema importante
en los pacientes tratados con terapia
mieloblativa seguida de transplante de
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