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1. Resumen

Introduccion: El diagnostico de Mieloma Mdltiple (MM) se basa en elementos clinicos,

humorales, inmunofenotipicos y citogenéticos.

La caracterizacion por citogenética convencional y citogenética molecular (FISH) establece el
prondstico permitiendo la inclusién de pacientes para el tratamiento con bortezomib,

medicacion financiada por el Fondo Nacional de Recursos.!

Las técnicas citogenéticas convencionales detectan alteraciones cromosdmicas de solo un tercio
de los mielomas. Las técnicas de FISH. mejoran hasta un 90% el hallazgo de dichas
alteraciones. Sin embargo, al detectar Unicamente alteraciones especificas, no permite la
evaluacion de todo el genoma tumoral. La aplicacion del FISH interfasico presenta alta tasa de
falsos negativos dada la baja infiltracion medular por células mielomatosas (10-40% de
celularidad medular). 2

Esta tasa de falsos negativos mejora, pero no desaparece realizando FISH sobre pellets

citogenéticos obtenidos por estimulacion del cultivo con mitégenos de linfocitos B.

Esta investigacion plantea la puesta a punto de una técnica de seleccién negativa de células
mielomatosas y su validacion, inmunotipificando el tipo celular por citometria de flujo.
Ademas, compara resultados obtenidos por FISH sobre pellets citogenéticos y sobre producto

enriquecido.

Materiales y métodos: Se incluyeron 14 pacientes con probable diagnéstico de MM entre julio y

setiembre de 2017. Dicho diagndstico se realiz6 en el Departamento de Genética de Facultad de
Medicina. Ningun paciente se sometié a maniobras invasivas adicionales a las necesarias para el

diagndstico solicitandose en todos el consentimiento informado.

Se validd la técnica de enriquecimiento celular por citometria de flujo comparandose los

resultados obtenidos para cada paciente entre el FISH sobre pellet y producto enriquecido.

Resultados: los porcentajes de células patoldgicas fueron mayores en las muestras enriquecidas
que en médula entera. Se encontr6 una tendencia al aumento de alteraciones citogenéticas en

muestras sometidas a FISH sobre producto enriquecido en comparacion con pellet citogenético.

Palabras claves: mieloma mdaltiple, enriquecimiento, FISH, falsos negativos, citometria de

flujo, citogenética convencional

1|Pagina



2. Introduccién

Los avances en técnicas de citogenética, citometria de flujo y biologia molecular han cambiado
la préactica habitual de la hematooncologia. Esto sumado a la clinica y citomorfologia, permiten
un diagnostico cada vez mas certero, dandole asi la oportunidad al paciente de recibir un
tratamiento precoz y adecuado a su patologia.

2.1.Citogenética

La citogenética estudia las caracteristicas de los cromosomas y su comportamiento a lo largo del
ciclo celular. Estos estan constituidos por dos cromatidas hermanas que contienen al ADN,
unidas por un centrémero que divide al cromosoma en un bazo largo (g) y un brazo corto (p).
Cada cromosoma tiene caracteristicas especificas dadas por tamafio, posicion del centromero y

el patron de bandas.

El cariotipo humano estd formado por 23 pares de cromosomas, 22 autosomas y un par sexual.

Se ordenan en siete grupos de la A — G segin morfologia y tamafio. 3

Mediante estudios citogenéticos, se han podido identificar cambios cromosémicos especificos

en ciertas patologias hematooncolégicas con clinica y hallazgos de laboratorio caracteristicos.

Estos estudios tomaran como muestra el tipo celular donde asienta la enfermedad sospechada.

En el mieloma multiple, se evaluaran linfocitos B con diferenciacion plasmocitaria.

En los resultados citogenéticos se pueden encontrar alteraciones numeéricas, relacionadas con la
ploidia, ganancia (hiperdiploidia) o pérdida (hipodiplidia) de cromosomas; y cambios
estructurales como adicion (ganancia de material genético de origen desconocido), deleccion
(pérdida de material genético), insercion (interposicion de material entre dos bandas desde el
mismo u otro cromosoma) o traslocacion (intercambio de material genético entre dos

cromosomas, 0 ambos brazos de un mismo cromosoma).

La citogenética puede ser convencional o molecular. La primera consiste en la organizacion del
cariotipo segun el patrén de bandas cromosomicas analizadas mediante microscopia Optica. Para
esto es necesario que el estudio se realice en metafase (fase de mayor compactacion de la
cromatina). Esto se presenta como una dificultad en ciertas circunstancias como son la mala
calidad de los extendidos cromosdmicos o bajo indice mitotico en patologias con baja tasa
proliferativa. La segunda, citogenética molecular (hibridacion in situ fluorescente: FISH),

permite detectar anomalias cromosomicas tanto en metafase como en interfase, a través de
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sondas (secuencias de ADN complementarias) marcadas con fluorocromos que se unen a

alteraciones especificas ya conocidas, propias de la patologia en estudio.

2.2. Citometria de flujo

El estudio inmunofenotipico por citometria de flujo es un método que analiza las células y sus
componentes segin su composicion y marcadores. Consta de evaluacién estructural segln
complejidad nuclear y citoplasmatica y determina las caracteristicas cualitativas y cuantitativas
de las diferentes poblaciones celulares, mediante la utilizacion de Anticuerpos especificos que
se unen a proteinas de membrana o citoplasmaticas. Estos anticuerpos se denominan
monoclonales (AcMo) por su forma de produccion en cultivos linfocitarios (cluster

differentation, CD) y estan marcados por fluorocromos.

2.3. Mieloma maltiple

El Mieloma Multiple (MM) es una gamapatia monoclonal maligna resultado de la proliferacion
de una clona de células plasmocitarias productora de una inmunoglobulina monoclonal
detectada en sangre y orina. Esto da lugar a dafio 6seo, falla renal, hipercalcemia y anemia
(C.R.A.B. por su sigla en inglés).

Constituye el 1% de todas las neoplasias y un 10% de las hemopatias malignas. Se presentan en
una edad promedio de 65 afios, con mayor incidencia en afro-descendientes sin claro

predominio sexual.

Su incidencia anual a nivel mundial es de 40 casos por mill6n de habitantes. En Uruguay se

estiman 120 casos nuevos al afio.
Su diagnostico se basa en la clinica, test humorales, inmunofenotipo y citogenético. #*©

2.3.1. Clinica
Dentro del pilar clinico el 70% de los pacientes presentan dolor éseo de caracteristicas organicas
principalmente en el esqueleto axial y craneo. Es caracteristico observar lesiones osteoliticas,
osteoporosis y fracturas patoldgicas al momento del diagndstico. La resorcién 6sea se debe a la
proliferacion tumoral plasmocelular y citoquinas producidas por las células plasmaticas
generando una hipercalcemia. Aproximadamente un 30% presentan anemia normocitica
normocrémica de causa multifactorial (infiltracion mielomatosa medular, insuficiencia renal,

anemia de estado inflamatorio crénico, entre otros). A su vez se pueden presentar infecciones
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recurrentes a predominio respiratorio y urinario por diversos gérmenes, principalmente
StreptococcusPneumoniae debidas a la disminucion de inmunoglobulinas policlonales. El 25%
de los pacientes presentan al momento del diagnostico insuficiencia renal por depdsitos de
cadenas ligeras en los tlbulos renales y en el 50% de los casos de causa multifactorial por la

hipercalcemia sostenida, hiperuricemia e infeccion. # 58

2.3.2. Humoral

El diagndstico humoral, consta del proteinograma electroforético con inmunofijacion de
cadenas (PEF con IEF) el cual muestra una banda homogénea en el 85% de los casos. Este
estudio identifica la inmunoglobulina producida en exceso conocida como proteina M,
confirmando su caracter monoclonal (pico mayor a 5gr), siendo imprescindible para el

diagnostico del Mieloma Multiple.

La distribucion del MM segun el tipo de inmunoglobulina secretada es: 1gG (50% - 60%), IgA
(20 — 30%), cadenas ligeras (15%), IgD (2%) y no secretor (1% - 2%).

Otros estudios necesarios para completar la valoracién son el hemograma (serie roja y serie

plaguetaria), funcion renal (creatininemia) y calcemia. 45

2.3.3. Citomorfologia en el MM

Debe realizarse un mielograma como estudio citolégico, donde suele encontrarse una
infiltracion de células plasmaticas mayor al 20%. Las mismas presentan una zona clara
perinuclear debido al aparato de Golgi prominente y ndcleo excéntrico. Pueden coexistir
plasmobasltos con cromatina nuclear vesicular, nucleolo U(nico evidente y células
multinucleadas de aspecto extrafio. Otras variantes citoldgicas son las células flambeadas, que
contienen acimulos de proteinas enteras o degradadas a nivel intracelular, células de Mott con

multiples goticulas citoplasmaticas en racimo de uvas.’

2.3.4. Citometria de flujo en MM

En relacién al inmunofenotipo la caracterizacion de células plasméticas permitiré diferenciar las
sanas de las mielomatosas. Para identificar las células plasmaticas, los AcMo mas utilizados son
CD 38y CD 138.

El CD 138 es un receptor de factores de crecimiento. Se expresan tardiamente a partir del

estadio plasmoblastos. Esta expresion puede aumentar en las células plasmaticas patoldgicas.
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El CD 38 es un receptor comun de varias células hematopoyéticas siendo mayor su expresion en

las células plasmaticas. En el MM su expresion suele estar disminuida.

En relacion al MM, el CD 56 es el que mejor marca a las células plasmaticas mielomatosas
expresandose en el 78% de los casos, mientras que en las células plasmaticas sanas
habitualmente es negativo. Junto a éste, se utiliza el CD 19 con el mismo fin, no expresandose

en el 97,5% de los pacientes con MM a diferencia de las sanas donde si lo hacen. &:°

Por lo tanto, el fenotipo clasico de las células plasmaticas se caracteriza por presentar CD38*,
CD 138*, CD 19 *, CD 56 - diferenciandose de las mielomatosas por poseer CD38**, CD 138,
CD 19, CD 56 *(Tabla 1)

Célula plasmética Célula mielomatosa
CD 38 ++ ++
CD 138 + +
CD 19 + -
CD 56 - +

Tabla 1

Se pueden utilizar también otros marcadores con valor prondstico como el CD 28 *y CD 45 -
desfavorable para la enfermedad, o el CD 27 que a concentraciones normales es de buen

pronostico disminuyendo su expresion al avanzar la enfermedad.

2.3.5. Citogenética en el MM

El estudio citogenético identifica en el MM alteraciones por ganancia de cromosomas 3, 5, 7, 9,
11, 15 y 19 entre otros, que suelen asociarse a cariotipos hiperdiploides y de buen prondéstico.
La pérdida cromosémica e hipodiploidia se asocian a un prondéstico sombrio. La delecion del
13q es detectada en el 50% de los MM (monosomia parcial). A nivel estructural la afeccion de
la cadena pesada de las inmunoglobulinas situados en 14932 se detecta en el 75% de los casos.
Esta puede traslocarse a diferentes cromosomas, principalmente a 11913, 4p16 y 16g23. Otras

mutaciones como las del gen ras y p53, pueden encontrarse con menor frecuencia. # 101115

5|Pagina



La caracterizacion por citogenética convencional y citogenética molecular (F.1.S.H) establece el
prondstico y permite la inclusion de pacientes para tratamiento con bortezomib, medicacion
financiada por el Fondo Nacional de Recursos, que aumenta la sobrevida global y tiempo libre

de enfermedad de estos pacientes. *2

2.4. Presentacion del problema

Una de las mayores dificultades en la utilizacion de la citogenética como técnica diagnostica es
el bajo indice mitdtico de éste tipo de neoplasias lo cual resulta en la obtencion de solo un 60%

de metafases.

La segunda dificultad reside en que muchos de los cambios cromosomicos frecuentes son
extremadamente complejos de identificar por técnicas citogenéticas de uso habitual, dado que
son rearreglos cripticos por debajo del nivel de resolucion de las técnicas convencionales de
bandeo. Unicamente un tercio de los mielomas presentan alteraciones cromosomicas que
puedan ser demostradas por las mismas. El desarrollo de las técnicas de F.I.S.H. ha ayudado a
resolver este tipo de problemas ya que mejora hasta un 90% el hallazgo de alteraciones
citogenéticas. Esta es una técnica sensible que puede detectar numerosas alteraciones
cromosémicas inclusive deleciones submicroscopicas. Por otro lado, esta técnica no permite la

evaluacion de todo el genoma tumoral ya que s6lo busca alteraciones especificas.

En trabajos sobre el tema, se identificaron alteraciones en un 30 % de los pacientes por
citogenética convencional, y 97% por FISH y CGH, por lo que se concluye que la citogenética
convencional es un andlisis limitado para el diagndstico de mieloma multiple 3. Por esto es

imprescindible el diagnéstico mediante la técnica de FISH.

En tercer lugar, la aplicacién de la técnica de FISH interfasico presenta alta tasa de falsos
negativos dada la baja infiltracion medular por células mielomatosas (10 - 40% de celularidad
medular total). Esta tasa de falsos negativos mejora, pero no desaparece realizando FISH sobre
pellets citogenéticos (se denomina pellet citogenético al conjunto de células fijadas de un
cultivo obtenidas por centrifugacion) que han sido obtenidos por estimulacion del cultivo con

mitdgenos de linfocitos B.

Es asi que han surgido maltiples técnicas para realizar seleccion de células mielomatosas a

partir de muestras de médula Gsea entera.
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El gold estandar para el estudio de alteraciones citogenéticas es la seleccion positiva por
citometria de flujo realizada en citometros con capacidad de seleccionar las células previamente
marcadas con AcMo especificos. Estos equipamientos son de alto costo, escasos en nuestro pais
y de dificil acceso, solo contamos en la practica diaria con citometros que clasifican, pero no

seleccionan.

En el departamento de genética de la Facultad de Medicina (UDELAR) en coordinacién con el
el Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable se realiz6 en el afio 2015, un estudio
preliminar, utilizando seleccidn positiva por citometria y cultivo celular con mitégenos B,
donde se incluyeron muestras de 10 pacientes que se sometieron a ambas técnicas. Los
resultados obtenidos demostraron que el grupo sometido a la técnica de FISH sobre células
seleccionadas por sorting (seleccion positiva), detectaba alteraciones presentes en las células
mielomatosas que no eran detectadas en el grupo de FISH sobre pellet de cultivo de médula
Osea. Por lo tanto, de no realizarse el FISH sobre células seleccionadas, varios pacientes
quedarian sin diagnéstico y sin el tratamiento proporcionado por el Fondo Nacional de
Recursos. (Tabla 2).

Paciente Cariotipo FISH sobre pellet FISH sobre células
de cultivo de seleccionadas por sorting
Médula 6sea
1- No se obtuvieron Sin alteraciones en =~ Compromiso IGH.
metafases los loci estudiados
2- No se obtuvieron Deleccion p53 Deleccion p 53
metafases
3- 46XX Sin alteraciones en ~ Compromiso IGH, ganancia
los loci estudiados  13q, ganancia p53,
amplificacion 1q
4 Del 9 (1.3-2.1), Sin alteraciones en = Sin alteraciones en los locis
monosomiaclonal del los loci estudiados  estudiados
cromosoma 17, 19y 20
5- 46 XY Amplificacion Amplificacién p53
locus p53
6- 46XX Sin alteraciones en =~ Compromiso IGH
los loci estudiados
7- Sin alteracionesen  Compromiso IGH
los loci estudiados
8- No se obtuvieron Sin alteraciones en = Sin alteraciones
metafases los loci estudiados
9- 46XX Sin alteraciones en  Amplificacién 1q
los loci estudiados
10- 46 XY del 13 (q14-921) Deleccion 13 Deleccion 13 (q14.3)
(914.3)
Tabla 2.
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Este proyecto plantea la utilizacién de una técnica de seleccion negativa, que no se realiza en el
pais, mediante la utilizacién de un producto producido por STEM CELL™ Technologies, que se

denomina Rosette Sep™Human Multiple Myeloma Cell Enrichment Cocktail 4.

El método consiste en aumentar el porcentaje de células mielomatosas en muestras de médula
entera. Se basa en la formacidon de rosetas de globulos rojos con las células no deseadas unidas a
anticuerpos tetraméricos para proteinas de membrana de estas células y glicoforina A.
Utilizando un medio gradiente de densidad se separan por centrifugacién estos macrocomplejos,
guedando en el sobrenadante las células no unidas, que corresponden a las células mielomatosas
(seleccion negativa). Como esta técnica no se ha realizado antes, es necesario evaluar que las
células del sobrenadante correspondan verdaderamente a plasmocitos patolégicos. Para esto
utilizamos citémetros de clasificacion disponibles. Si el porcentaje de células mielomatosas
aumenta en el producto enriquecido en relacién al porcentaje inicial en médula entera,
incorporaremos este paso a los protocolos de rutina, para minimizar los falsos negativos por

FISH, dependientes de la baja infiltracién.

3. Obijetivos

3.1. Objetivos Generales

Optimizar el diagnostico por FISH de pacientes portadores de MM

3.2. Objetivos especificos

1. Poner a punto la técnica de seleccion negativa de células mielomatosas a partir de
muestras de médula 6sea entera.

2. Validar esta seleccién tipificando las células obtenidas y su porcentaje por citometria de
flujo

3. Comparar resultados de FISH sobre pellets citogenéticos y sobre extendidos del

producto enriquecido.

4. Metodologia Cientifica

4.1. Materiales y métodos

Este estudio consiste en la puesta a punto de una técnica de diagndstico citogenético en

pacientes con Mieloma Mdltiple (MM).
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Se incluiran muestras de los pacientes con diagndstico probable de MM que recibe el
Departamento de Genética para andlisis citogenético en el periodo de julio — setiembre del 2017.

Provienen de Circulo Catolico, Casmu y Hospital Maciel.

Se presentd el protocolo de investigacion en cada institucion y en Facultad de Medicina
logrando la aprobacion de los respectivos Comités de Etica y de la Direccion Técnica en el caso
del Circulo Catolico que acepté los criterios de aprobaciones de los otros comités

institucionales, ya que no cuenta con uno propio.

Se incluyeron pacientes internados o que concurren a las policlinicas de extraccién de médula
6sea derivados por su médico tratante con sospecha de mieloma multiple. En estos pacientes
debio confirmarse el diagndstico mediante obtencion de médula 6sea por puncion aspirativa. No
se realizaron maniobras invasivas adicionales para la obtencién de las muestras utilizadas en

nuestra investigacion.

Se obtuvieron los consentimientos informados en forma verbal y escrita, de los pacientes
incluidos. (ANEXO A)

Las muestras de médula 6sea recolectadas se recibieron en el Laboratorio del Departamento de
Genética de Facultad de Medicina por medio de cadeteria, en condiciones de preservacion y
bioseguridad adecuadas para su traslado, en recipientes aislados y refrigerados en gradillas, en

un plazo no mayor de 6 horas.

La muestra se dividio en dos partes. La primera se procesé de manera convencional

realizandose cultivos con mitégenos B y FISH sobre el pellet citogenético. (ANEXO B)

En la segunda parte se aplicé la técnica de seleccion negativa mediante la utilizacién de Rosette
Sep™Human Multiple Myeloma Cell Enrichment Cocktail **. (ANEXO C)

Las muestras utilizadas en el laboratorio de genética de la facultad de medicina fueron

reversiblemente anonimizadas, adjudicandole un nimero a cada una.

Luego de ser realizada la técnica, las muestras se descartaron con los requisitos de seguridad

pertinentes.

El procedimiento gener6 finalmente un informe que se manejé con la misma confidencialidad

que la historia clinica.

9|Pagina



Una parte del producto enriquecido se envié al Laboratorio de citometria para fenotipar
utilizando AcMo especificos, CD19, CD38, CD138 y CD56.

Esto nos permitio confirmar que las células seleccionadas corresponden verdaderamente a las
celulas mielomatosas. (Tabla 1). EI Laboratorio envi6 los resultados por escrito especificando si
el fenotipo celular corresponde a células plasmocitarias y su porcentaje en la muestra actual y en

la inicial de medula entera (necesaria para el diagnéstico inicial).

Con la certeza de la celularidad obtenida se realizaron extendidos para FISH con la segunda

porcion de la muestra enriquecida que mantuvimos en nuestro Laboratorio.

Se compararon los resultados obtenidos para cada paciente entre el FISH sobre pellet y sobre

producto enriquecido.

Nuestras variables de estudio son entonces los resultados de FISH sobre pellet y sobre producto

enriquecido.

Se compararon ambas técnicas esperando encontrar que la seleccién negativa aumentara la
sensibilidad y el valor predictivo positivo del diagnéstico de alteraciones por FISH en relacion
al diagndstico por FISH sobre pellet. De esta forma aquellos pacientes que quedarian sin

diagnostico por la técnica de FISH sobre pellet, se verian beneficiados.
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5. Resultados

Se incluyeron 14 pacientes con diagndstico probable de MM.

Todas las muestras se sometieron a cultivo celular y enriquecimiento celular por seleccion
negativa.

En la tabla 3 puede observarse los resultados obtenidos en cada paciente para cada técnica que
se analizara a continuacién dentro de su seccion correspondiente.

Validacion Comparacidn de técnicas
Células plasmocitarias Alteraciones citogenéticas
Pacientes Médula Producto
entera enriquecido  FISH pellet FISH
(%) (%) enriquecido
P1 0,19 9,75 sin sin alteraciones
alteraciones
P2 0,17 2,47 sin sin alteraciones
alteraciones
P3 10,7 45 sin sin alteraciones
alteraciones
P4 1,7 29,7 sin sin alteraciones
alteraciones
P5 1 8,5 sin sin alteraciones
alteraciones
P6 no se conto 3,07 sin compromiso IgH
alteraciones
P7 no se conté  no se contd sin compromiso IgH
alteraciones
P8 39 87 sin deleccion p53
alteraciones
P9 54 43 sin sin alteraciones
alteraciones
P10 no se contd  no se contd sin compromiso IgH
alteraciones
P11 1,64 no sin no enriguecio
enriquecié alteraciones
P12 2,65 no sin no enriquecio
enriquecio alteraciones
P13 10 49 deleccion p53 muestra
insuficiente
P14 28,2 muestra sin sin alteraciones

insuficiente alteraciones
Tabla 3
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5.1.Validacion de la técnica

La técnica se validd demostrando un aumento del porcentaje de células mielomatosas en el

producto enriquecido en relacion a medula entera, cuantificado por citometria de flujo.

De las 14 muestras, se logré realizar el procedimiento completo (contabilizar por citometria de

flujo tanto la muestra de médula entera como la del producto enriquecido) en 10 de ellas.

De las 10 muestras, en 2 no se logré enriquecimiento. Esto se interpreté como secundario a
hemdlisis de la muestra (P11 y P12). En las otras 8 se encontr6 un aumento significativo del
porcentaje de células plasmocitarias en el producto enriquecido en comparacion con la médula

entera.

De las 4 muestras en las que no se logr6 realizar el procedmiento completo, 2 de ellas no
lograron contabilizarse ni la médula entera ni el producto enriquecido por citometria de flujo
(P7 y P10). Otra de ellas no logré contabilizarse en médula entera, pero si en el producto
enriquecido (P6). En estos tres casos, la ausencia de datos se debio a falta de disponibilidad del
citometro. La muestra restante se contabilizd por citometria en médula entera, pero en el

producto enriquecido no logré contarse por volumen de muestra insuficiente.

Los resultados se analizaron mediante un Test de Student para variables independientes donde

se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa (valor p < 0,05).

VALIDACION DE LA TECNICA

E Medula entera Producto enriquecido

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Celularidad plasmocitaria (%)

P4 P5 P6x  P7x 8 P9 P10x P11 P12 P13
Pacientes (N)

=
D
x

P1 P2

o
w
o

Gréfica 1
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El paciente P6x debido a que se contabilizd el producto enriquecido por citometria pero no en
médula entera, no se incluyé el resultado obtenido en la validacion, pero mostrd un porcentaje
de 3,09% en muestra enriquecida (esto permiti6 el hallazgo de una alteracion citogenética no

presente en el pellet, ver adelante).
El P7x y P10x no se contabilizaron por citometria como se describi6 anteriormente.

Del P14x se contd la celularidad plasmocitaria en médula entera pero debido a que la muestra
restante era insuficiente no fue posible contabilizar el producto enriquecido por lo que no se

incluyad el resultado en la validacion.

5.2.Comparacion por FISH de pellet vs producto enriquecido

Se incluyeron 12 de las 14 muestras para comparar por FISH, dado que dos de ellas no pudieron
ser enriquecidas, como se mencion¢ previamente (P11 y P12).

De las 12 muestras enriguecidas, en 4 de ellas se evidenciaron alteraciones citogenéticas en el
FISH sobre el producto enriquecido que no fueron detectadas en el FISH sobre el pellet. Tres de

ellas fueron con compromiso IgH (Figura 1) y una con deleccion p53 (Figura 2).

De los 8 restantes, 7 de ellos no mostraron alteraciones especificas en ninguna de las dos
técnicas mientras que en 1 se detect6 delecidn p53 en el FISH sobre pellet citogenético. En este
Gltimo no contamos con la posibilidad de realizar el FISH sobre el producto enriquecido dado

que la muestra era insuficiente por lo que no se incluye en el analisis.

Figura 2. Compromiso p53

Figura 1. Compromiso IgH
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Grafico 2

6. Conclusién

Durante la investigacion, se encontraron varias dificultades al momento de manipular muestras
de distintos centros. La principal fue conseguir disponibilidad del citometro. Las instituciones
ppartecipantes colaboraron sistematicamente con el proyecto, pero no se pudo realizar el
inmunofenotipo en algunos casos especificos, detallados previamente, porque la demora en la
disponibilidad del citémetro (correspondié a fines de semana) perjudico el analisis de las
muestras que perdieron viabilidad para ser marcadas.

Los resultados de la validacion de la técnica de enriquecimiento celular (seleccidén negativa)
fueron analizados mediante Test de Student para variables independientes donde se obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa (valor p < 0,05) entre el porcentaje de células
plasmocitarias halladas por citometria en los preparados de médula entera y el hallado en el
producto enriquecido, habiendo mayor proporcion en el segundo grupo. Con esto podemos
concluir que la implementacion del enriquecimiento celular aumenta el porcentaje de
celularidad plasmocitaria, al eliminar otros tipos de células, incrementando asi la posibilidad
diagndstica de MM al momento de realizar el FISH sobre el producto enriquecido.

Con respecto a la comparacion de hallazgos de alteraciones, de las 12 muestras enriquecidas, 11

no mostraron alteraciones en el FISH sobre el pellet citogenético. En cuanto a la muestra
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restante, se evidencio una delecion p53, no siendo posible realizar la comparacion con el FISH

sobre el producto enriquecido dado que la muestra fue insuficiente.

Al analizar el FISH sobre el producto enriquecido se evidenciaron 4 alteraciones citogenéticas

gue no se observaban en el FISH sobre pellet citogenético.

Por lo tanto, se concluye que, de 11 pacientes sin alteraciones en la técnica habitual, 4 de ellos
presentaban alteraciones al realizar el FISH sobre el producto enriquecido. De esta forma, estos
4 pacientes no hubieran sido contemplados por el Fondo Nacional de Recursos para la
financiacion del bortezomib, que incluye la implementacion de tratamientos de alto costo con

indicaciones especificas como la delecion p53 o el compromiso de IgH.

No se realizaron tests estadisticos especificos para esta comparacion, dado que una de las clases
(alteraciones sobre pellet) no mostré alteraciones (valor 0). La Unica muestra que mostré una
alteracion en el pellet, no pudo ser comparada por no haber sido posible evaluar el porcentaje en

el enriquecimiento. De esta forma se realiza una descripcién de los hallazgos.

Frente a estos resultados se observa una tendencia que muestra que el enriquecimiento celular

(seleccidn negativa) optimizaria el diagnostico por FISH de pacientes portadores de MM.

Esta tendencia ya fue observada en el estudio previo realizado por sorting.

En relacion al N utilizado en la investigacién se puede encontrar como desventaja que es una
cantidad pequefa de pacientes para considerar una nueva técnica diagnéstica. Considerando que
estamos ante una patologia en la que se estima una incidencia en Uruguay de 120 casos anuales,
promedialmente 10 casos nuevos al mes, se obtuvieron 14 pacientes en un periodo de 3 meses
contando Unicamente con la colaboracion de 3 instituciones prestadoras de servicio de salud en
Montevideo, quedando por fuera de la investigacion el resto de los centros de salud de
Montevideo y el interior del pais. Por lo tanto, el N obtenido durante la investigacion es bueno

en relacion a las posibilidades que se presentaban.

De todas maneras, estamos frente a un resultado alentador en relacion a optimizar el valor
predictivo positivo del FISH en el MM, que nos permite incorporar esta técnica a la practica

cotidiana protocolizandola en nuestro laboratorio.

Ademas, este estudio podria tomarse como punto de partida para préximas investigaciones

donde se puedan incluir un mayor nimero de pacientes con el fin de emplear tests diagndsticos
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gue evalten numeéricamente la sensibilidad entre cada técnica. A su vez se podria realizar una

comparacion entre el gold estandar (seleccion positiva, sorting) y la seleccién negativa para

proporcionarle mayor validez.

10.
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9. ANEXO A: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El proyecto “Validar técnicas de enriquecimiento celular por seleccion negativa y comparar
resultados de FISH para caracterizacion de los pacientes con Mieloma Multiple” tiene como
objetivo poner a punto una técnica que mejora el diagnoéstico de Mieloma Multiple (MM). El

proyecto se llevara a cabo en el Departamento de Genética de la Facultad de Medicina.

Se incluirdn pacientes de instituciones publicas y privadas, con probable diagnostico de MM
entre junio y agosto de 2017.

No se realizaran maniobras invasivas adicionales a las necesarias para el diagnostico.
Si esta de acuerdo el abajo firmante
Declara:

e Haber recibido la informacion adecuada acerca del proyecto de investigacion al cual
presto mi colaboracion.

e Que fui seleccionado para ser incluido en este proyecto por tener sospecha
diagnostica de MM.

e Haber sido informado que la extraccion de una muestra de médula Gsea es parte
habitual del proceso diagnostico y de seguimiento de la enfermedad.

e Que mi participacién en dicha investigacion puede arrojar resultados que aumenten
el conocimiento cientifico sobre el diagndstico, evolucion y/o tratamiento de mi
enfermedad.

e Que la duracién de este proyecto es hasta octubre de 2017.

e Que he sido informado de las personas que intervienen en la investigacion, a las
cuales puedo contactar para aclarar preguntas durante o después de mi
participacion.

e Teléfono Departamento de Genética- Facultad de Medicina: 29243414. Interno.
3469
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Encargadas de investigacion:

-Faride Uturbey: 099 734 636. Email: farideuturbey@gmail.com

-Ana Lia Sanguinetti: 099 295 425. Email: analia.sang@gmail.com

e Que he comprendido que mi participacion es voluntaria y que puedo abandonarla en
cualquier momento sin inconveniente ni explicacion de causa, ni perjuicio por mi
parte y no afectara la atencién médica que me corresponda recibir en el futuro.

e Que el investigador puede retirarme del estudio si es necesario.

e Que mi participacién es andnima, que los datos recabados son confidenciales y se
protegera mi intimidad.

e Que si es de mi interés podré acceder a los resultados posteriormente.

e Que no hay retribucidn econémica por participar.

e Que dicha investigacion ha sido aprobada por el comité de ética en la institucion
donde me asisto y en caso de no contar con él, por el comité de ética de la Facultad
de Medicina.

¢ Que he podido leer detenidamente el texto del consentimiento antes expuesto y que
lo firmo en forma consciente y libre en la fecha de hoy.

e Que he tenido el plazo prudencial para tomar una decisién y poder consultarlo con
terceros.

¢ Que he podido realizar todas las preguntas que estime convenientes.

Firmo por lo tanto, este documento como expresion de mi libre conformidad.

PACIENTE
Nombre Firma
Cl Fecha
TESTIGO
Nombre Firma
Cl Fecha
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INVESTIGADOR PRINCIPAL

Nombre Firma

Cl Fecha

Laboratorio de Citogenética. Dpto de Genética. Facultad de Medicina. UDELAR.
Gral. Flores 2125
29243414 Int. 3469/3468
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10. ANEXO B: Protocolo FISH y de cultivo y detencién

Protocolo de FISH

Preparacion de muestras para FISH

Registro.

Traspasar la muestra a tubo cénico.

Centrifugar a 2500 rpm durante 10 min.

Extraer capa de blancos y traspasarla a un nuevo tubo cénico previamente rotulado.

o~ e

Agregar 10 mL de solucion hipoténica a 37° C y resuspender bien haciendo espuma.
Dejar temperatura a 37° C durante 20°.

IS

Agregar 4 -5 gotas de fijador 3:1 y resuspender.

7. Centrifugar 10" y retirar el sobrenadante hasta 1 cm por encima del pellet.

8. Agregar 1 mL de 3:1 lentamente por las paredes del tubo y resuspender suavemente,
luego agregar 4 a 6 mL mas (segun el tamafio del pellet).

9. Dejar 15" a temperatura ambiente.

10. Centrifugar 5" y retirar el sobrenadante.

11. Agregar 4 cm de 3:1 y resuspender.

12. Centrifugar 5" y retirar el sobrenadante.

13. Hacer los extendidos tirando 2 gotas sobre el porta objetos. Los preparados se dejan en
estufaa 37° C.

14. Repetir este paso hasta que el sobrenadante quede claro.

15. Agregar 1 mL de 3:1 (dependiendo de la cantidad de pellet)

Preparacion de reactivos

Utilizamos un kit comercial (Dako) y sondas comerciales (Vysis) utilizando diluciones de las
mismas en aquellas que sea necesario.

Tampon de lavado

Diluir 1/20 en agua destilada. (solucion 1).

Formaldehido 37%

Diluir 5ml en 45 ml de solucion tampon de lavado

Alcoholes

Prepara tres soluciones de alcohol, 70%. 90% y 100%

Tampon astringente

Diluir 1/20 en agua destilada (solucion 2).
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DIA 1

no

S -

DIA 2

Sumergir las laminas en formaldehido 37% durante 2 min.

Traspasar las laminas a un koplin con solucién 1y dejarlas durante 5 min. Repetir este
paso en solucion 1 nueva 5min.

Deshidratar las ldminas en alcohol 70%, 90% y 100% 2 min en cada uno.

Dejar secar en posicién vertical.

Hibridizar con la sonda correspondiente. En oscuridad.

Cubrir las laminas con cubre objetos.

Programas el HyBrite: desnaturalizacion a 82° C durante 5 min, hibridacion a 45° C de
14-20 horas.

Colocar las laminas y correr el programa.

Todos los pasos deben realizarse en oscuridad

6
7
8.
9

Preparar 2 koplin con solucién 2.

Colocar uno de ellos en bafio a 65° C.

Retirar las ldminas de Hybrite y sumergirlas en koplin con solucidn 2 ( a temperatura
ambiente) el tiempo necesario para que se desprendan los cubre objetos.

Sumergir las l[d&minas en koplin a 65° C durante 10 min.

Traspasar las ldminas a koplin con solucion 1 durante 4 min a temperatura ambiente.
Repetir en solucion 1 nueva durante 4 min.

Deshidratar las laminas en alcohol 70%, 90% y 100% durante 2 min en cada uno.
Dejar secar en posicién vertical.

Aplicar 5 ul de DAPL.

Guardar laminas en freezer durante 24 hrs.

10. Observar laminas al microscopio.
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Protocolo de cultivo y detencién

Cultivo

1. Registro.

2. Enla camara de flujo laminar previamente limpia con alcohol 70°, se traspasa la
muestra a tubo coénico.
Se toma aproximadamente 0,5 ml de la muestra y se realiza el conteo celular.

4. Serealiza el cultivo en 9 ml del medio adecuado (MarrowMax) en frascos de cultivo.
De ser necesario agregar estimulantes (por ej, TPA).

5. Dejar en estufaa 37° C el tiempo necesario segln patologia.

Detencion
1. Agregar a cada caj 10 ul dr Bret y 0,5 mL de colchicina. Se deja durante 1 h a 37° C.
2. Traspasar la muestra a tubo cénico previamente rotulado.
3. Centrifugar durante 10" y sacar el sobrenadante.
4. Agregar 10 mL de solucion hipotonica a 37° C y resuspender haciendo espuma. Dejar

temperatura a 37° C durante 20".

o

Agregar 4 -5 gotas de fijador 3:1 y resuspender.

6. Centrifugar 10" y retirar el sobrenadante hasta 1 cm por encima del pellet.

7. Agregar 1 mL de 3:1 lentamente por las paredes del tubo y resuspender suavemente,
luego agregar 4 a 6 mL mas (segun el tamafio del pellet).

8. Dejar 15" a temperatura ambiente.

9. Centrifugar 5" y retirar el sobrenadante.

10. Agregar 4 cm de 3:1 y resuspender.

11. Centrifugar 5" y retirar el sobrenadante.

12. Agregar 1 mL de 3:1 (dependiendo de la cantidad de pellet).

Protocolos de extendido y bandeo

Extendidos

1. Limpiar y rotular los portaobjetos a utilizar. Tirar 2 gotas del preparado sobre el
portaobjetos a una distancia de 10 a 20 cm.
2. Dejar secar a temperatura ambiente durante unos minutos, o con ayuda de un secador

(en condiciones de alta humedad).
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3. Procurar almacenar el pellet en un tubo eppendorf rotulado a —20° C.

Bandeo G

Para esta técnica se utilizan preparados envejecidos durante 1 semana o en estufa a 80° C
durante 30".

1. Preparar 3 kopling:
a. A:25mL de Suero fisioldgico (NaCl 0,9 g/mL).
25 mL de Solucidn Fosfato.
100 pL de Tripsina en solucion. (10X)
b. B: 40 mL de Suero fisiologico.
c. C: 45 mL de buffer Sorensen.
5 mL de Giemsa.
2. Sumergir los preparados en el kopling A por 1 minuto.
Se recomienda comenzar probando el tiempo de digestion con 1 preparado de cada
paciente y fijar el tiempo 6ptimo de bandeo.
3. Lavar los preparados en el kopling B.
4. Sumergir los preparados en el kopling C durante 2° 0 méas (controlar la tincién en

microscopio)

Se recomienda cambiar la Solucion del Kopling C cada 3 tandas de bandeo.
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11.

Materia
Materia

ANEXO C: Protocolo de seleccion negativa

I necesario para la técnica
| por muestra

2 tubos conicos de tapén azul

5 etiquetas

Gradilla

1 Eppendorf

Hoja de registro para citometria de flujo

Pipetas de 1 ml y 100 pL

Puntas de 1000 puL y 100 puL

Contenedor de deshechos

Jeringa y aguja para el ficoll

Pipeta Pasteur para dispensar la muestra sobre el ficoll

Material eléctrico

Centrifuga
Reloj
Bafio de termostato a 36°

Reactivos

Técnica

1.

Reactivo de RosetteSep

Reactivo de PBS

Reactivo Ficoll (envuelto con papel de plata)
Fijador 3/1

KCI hipotoénico

PBS + SBF 2%

Afiadir 50 pL de reactivo RosetteSep por mL de muestra directamente de la muestra de
la médula y mezclar bien

Incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos

Si se trabaja un volumen de 1 mL de muestra de M.O agregar otro mL de PBS + SBF
2% (suero bovino fetal) directamente al mismo tubo que contiene la mezcla de la
muestra inicial. Volver a mezclar bien. Recordar que conviene cambiar la muestra a un
tubo de 10 mL con respecto al volumen a trabajar de muestra de M.O.

En un tubo cénico poner Ficoll en un tubo cénico

Dispensar cuidadosamente la muestra sobre el Ficoll procurando que la muestra no se
mezcle con el reactivo (aplicar la pipeta Pasteur apoyada sobre la pared y la dejar
deslizar la muestra poco a poco)

Centrifugar 20 minutos a 1500 rpm

Recuperar las células plasméticas de la interfase formada
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8. Las células conseguidas y separadas se colocaran en un tubo conico y lavaremos con 5
mL de PBS + SBF 2%

9. Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm

10. Decantar

11. Afadir 1 ml de PBS + SBF 2% y de este volumen pasar a marcadores 100 uL.

Fijacion para FISH

1. Agregar al volumen restante 5 mL de solucién hipoténica e incubar a 37°C por 20
minutos

Afiadir lentamente gota a gota solucién 3/1 y centrifugar a 800 rpm por 10 minutos
Descartar sobrenadante y resuspender en solucion 3/1

Realizar los preparados en porta objetos convencionalmente

Considerar que suele haber poco ndcleos y concentrar bien (1 mL)

S A
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