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Resumen:

Los objetivos de este trabajo fueron: poner a punto la técnica citogenética para determinar el
pronostico de los pacientes con LLC, comparar la eficacia del nuevo mitégeno con el TPA

tradicional utilizando el indice mitético.

Se incluyeron 21 pacientes de la policlinica de leucemia linfoide cronica. Se obtuvieron

muestras de sangre periférica que se cultivaron de manera simultdnea con ambos mitégenos.

Hubo una diferencia estadisticamente significativa en la cantidad y la calidad de las metafases
obtenidas bajo estimulacion con CpG. Esto nos permite mejorar la eficacia del diagnostico
citogenético en la Leucemia Linfoide Crdnica y establecer la nueva técnica como protocolo en

el laboratorio de genética.

Palabras claves: Leucemia Linfoide Cronica, pronostico, cultivo con CpG.

Introduccion:

La leucemia linfoide cronica es una enfermedad producida por acumulacién de linfocitos B
maduros en médula 6sea y ganglios linfaticos, secundaria a defectos en la apoptosis y en menor
medida aumento de la proliferacién linfocitaria. Es la leucemia méas frecuente en adultos siendo

la edad media de diagndstico 65 afios con ligero predominio en hombres. (1)

Es una enfermedad de comportamiento clinico heterogéneo. Un tercio no tiene manifestaciones
clinicas ni progresién, un segundo tercio luego del diagnostico progresa y un tercer grupo que

debuta o progresa rdpidamente como una enfermedad grave poli sintomatica.(1)

En este contexto es importante definir factores que permitan prever el comportamiento y la
necesidad de tratamiento. Se han establecido entonces clasificaciones clinicas con valor
prondstico como las de Rai y Binet, marcadores paraclinicos como el CD38 por citometria de
flujo, ZAP-70, y marcadores de alteraciones genéticas por citogenética convencional,

hibridacion in situ o biologia molecular.(2)

Desde el punto de vista citogenético ha sido muy dificultoso la obtencion de division celular y
metafases dado que corresponden a poblaciones celulares con defectos de la apoptosis y baja
tasa proliferativa. Aun con la utilizacion de mitégenos de tipo 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA) se logran solo un 40% de division celular del total de muestras. La introduccion,
segun trabajos internacionales, del mitégenos CpG-IL2 aumenta la tasa de resultados a un 80%

y ha permitido ademas establecer el mal prondstico del cariotipo complejo. (3)
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En nuestro medio se utiliza TPA que tiene una baja capacidad de inducir mitosis en
comparacion con CpG-1L2.

En trabajos realizados previamente se demuestran la mayor eficacia del CpG- IL2 en la
obtencion de metafases en comparacion con el mitdgeno utilizado en nuestro medio (TPA). (3)

Este trabajo plantea poner a punto esta técnica en nuestro medio para optimizar el diagndstico
citogenético en LLC.

Antecedentes
Antecedentes bibliogréaficos

La LLC es una enfermedad neoplasica hematoldgica de estirpe linfoide que se caracteriza por
una proliferacion y acumulacién descontrolada de linfocitos de tipo B que tiene la peculiaridad

de ser inmunoincompetentes.

La clinica de esta enfermedad se debe a la infiltracion de médula, ganglios y otros tejidos por
dichas células. Estas tienen una alteracion de la apoptosis mas que un defecto en la

proliferacion.
Es la leucemia mas frecuente en adultos y su incidencia aumenta con la edad.
La bibliografia informa que la edad promedio de incidencia es a partir de los 65 afios.

Es una enfermedad cuya etiologia se desconoce sin embargo el riesgo de padecerla es 2 -7 veces
superior en familiares de primer grado. Aungue en la mayoria de los casos es una enfermedad

incurable, en estos Ultimos afios se han logrado importantes progresos en el tratamiento.

Esta enfermedad presenta un clinica heterogénea. En mas de la mitad de los casos el diagnostico
se realiza por azar, en individuos completamente asintomaticos, que se realizan un hemograma

por otras razones

En los casos sintomaticos el cuadro clinico se caracteriza por adenopatias bilaterales y
simétricas, con o sin hepato-esplenomegalia, astenia, adinamia, mal estado general. A diferencia
de otros trastornos linfoproliferativos, la fiebre, sudoracion y pérdida de peso no son frecuentes.
Se puede sospechar en un paciente que presente infecciones a repeticion ya sea de etiologia viral
0 bacteriana.(1) (4)

El hemograma pone de manifiesto una Leucocitosis con linfocitosis superior a 5000
linfocitos/mL, con un perfil inmunofenotipico caracteristico: CD5+, CD 19 +, CD20 débil,
CD23 +.
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Dada la heterogeneidad en el comportamiento de la LLC se hizo necesario establecer criterios
para protocolizar inicio de tratamiento y establecer prondstico. Los indicadores de tratamiento,
son mayormente clinicos (enfermedad sintomatica), y dentro de los marcadores prondsticos en

la actualidad tiene un rol destacado el estudio citogenético (convencional y FISH).
Los factores prondsticos en esta patologia pueden dividirse en(5):
1) Derivados del paciente: edad, comorbilidades

2) Derivados de la enfermedad: estadio, alteraciones citogenéticas (del(13q), del(11q), del17p),
trisomia 12), estado mutacional de IgVH (mutado/no mutado), alteraciones mutacionales
(NOTCH1, SF3Bly

BIRC3), CD38, ZAP-70, protein-lipasa, tiempo de duplicacion linfocitario corto <12 meses,
cifra de linfocitos, patron de infiltracion difuso en MO, proporcion de prolinfocitos, B2MG.

Dentro de la valoracidn clinica, la estratificacién pronostica mas importante es la de Rai y Binet,
aun en la actualidad sigue manteniéndose vigente por su facil aplicacion (examen fisico y datos

obtenidos del hemograma) y sigue manteniendo impacto prondstico.

La clasificacion de Rai establece 5 estadios para LLC. Aquellos que poseen un riesgo bajo son

un estadio 0 y se caracterizan por tener una linfocitosis aislada.
La mediana de supervivencia es 16 afios y a los 10 afios es de 65%.

Los estadios 1 y 2 se consideran de riesgo intermedio. El estadio 1 esta caracterizados por
presentar linfocitosis y adenopatias mientras que el estadio 2 linfocitosis mas hepato y/o
esplenomegalia. La mediana de supervivencia en estos dos grupos es de 8 afios y a los 10 afios
es del 45%.

Los estadios 3 y 4 se consideran de alto riesgo. El estadio 3 se caracteriza por tener linfocitosis
y anemia (Hb <11g/dL). Mientras que el estadio 4 se caracteriza por linfocitosis mas
plaquetopenia (<100x1079/L). La mediana de supervivencia de esta poblacién es de 2,5 afios y a

los 10 afios es del 15%.

Por otro lado, los estadios de Binet consisten en clasificar a los pacientes con diagnostico de
LLC en 3 estadios A, By C.

El estadio A se considera de bajo riesgo y se caracteriza por linfocitosis y menos de 3 areas
linfoides afectadas. En estos pacientes la mediana de supervivencia es de 15 afios y a los 10
afios del 65%.
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El estadio B o Riesgo intermedio esta caracterizado por linfocitosis y 3 0 mas areas linfoides
afectadas. La mediana de supervivencia es de 5 afios y de 25% a los 10 afios.

El estadio C o de alto riesgo esta caracterizado por pacientes con diagnéstico de LLC que a su
vez presentan anemia (Hb <10 g/dL) y/o plaquetopenia (<100x1079/L).

Los pacientes en estadio 3 0 mas o C deberan recibir tratamiento, mientras que aquellos con

menor grado en la clasificacion deberan evaluarse de manera individual. (1)

En aquellos pacientes que van a recibir tratamiento se deberd establecer la presencia de factores

pronosticos y factores de resistencia para decidir protocolo terapéutico.

Para la eleccion del tratamiento la Unica alteracion de importancia actual es la del 17p (influye

en la eleccion del tratamiento, pero no en el momento de inicio del mismo).

Los criterios para indicacion de terapia onco-especifica son la presencia de enfermedad
sintomatica: fatiga severa, sintomas B, amenaza de funcion de drgano, enfermedad voluminosa
(esplenomegalia > 6 cm del reborde costal, ganglios linfaticos >10 cm), anemia o trombopenia
progresiva o refractarias a tratamiento corticoideo, linfocitosis > 200.000- 300.000 o sintomas

de leucostasis.

Este trabajo se centra en optimizar la técnica para obtener diagnostico por citogenética

convencional.

Tanto el valor prondstico como la orientacion terapéutica implican hallazgos citogenéticos por
citogenética convencional (CGC) y por FISH. La CGC se basa en la obtencion de metafases y
preparacién cromosdmica, a partir de una muestra de sangre periférica en un medio de cultivo
adecuado y con mitdgenos especificos que inducen la division celular. Posteriormente se realiza
el procesamiento de la muestra, para esto se detiene el cultivo con el uso de colchicina, un
inhibidor del huso mitético que permite obtener metafases para el posterior analisis. A
continuacion se realiza el tratamiento con solucion hipotonica y la fijacién de la muestra con
una solucion metanol/ &cido acético. Por dltimo se realiza el extendido y el bandeo
cromosémico. (ANEXO 4)

Dentro de los pardmetros pronosticos mas importantes en la LLC se encuentran las alteraciones
citogenéticas. Estas pueden ser detectadas tanto por CGC como por citogenética molecular
(FISH), sin embargo cada una de estas técnicas presentan ventajas y dificultades. Las
alteraciones citogenéticas con demostrado impacto prondstico son la del (13) (ql4), del
(11)(922-923), +12 (trisomia 12) y del(17)(p13).(6)
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El FISH ha sido la herramienta de diagnostico citogenético para los cuatro marcadores clasicos,

sin embargo so6lo define alteraciones buscadas, no puede definir otras alteraciones que hoy
sabemos tienen impacto pronostico de valor como la del (6g21), o el cariotipo complejo. Por
otro lado la CGC puede definir el cariotipo complejo y la presencia de evolucion clonal sin
embargo ha tenido un desarrollo dificultoso a causa del bajo indice mitético de las células de
LLC. Deben aplicarse ambas técnicas.

Es importante mencionar que la CGC tuvo un desarrollo e implementacion dificultosa a lo largo

del tiempo debido al bajo rendimiento de los primeros mitégenos utilizados en esta técnica.
La técnica utilizada en consecuencia para establecer prondstico fue el FISH.

Dohner propone un modelo jerarquico predictivo que depende de anomalias identificadas por
esta técnica.

Gracias a los criterios de Déhner se pudieron identificar las 4 anomalias clasicas mas comunes,
la delecion 13q (si esta aislada) de mejor prondstico, la delecion 17p de peor pronéstico y el

compromiso 11q y +12, de prondstico intermedio.(7)(8)

Ademas debemos destacar que los factores biolégicos son independientes de los factores

clinicos de Rai y Binet.

Alteraciones citogenéticas.

Las principales alteraciones citogenéticas son:

13g.14.3

Se encuentra presente en aproximadamente en el 50% de los casos de LLC.

Es la alteracion mas comln y estd asociada a un mejor prondstico. En el cromosoma 13 se
encuentra una region de delecion minima de 29Kb que contiene el denominado gen supresor
tumoral DLEU2.

Esta se presenta mas frecuentemente de forma heterocigota. Puede también presentarse de
forma homocigota y en algunos casos las células tiene mezcla de alteraciones heterocigotas y
homocigotas.(7)

119.22.23

Se encuentra entre el 6 y el 20% de los pacientes, esta clinicamente asociado con
linfoadenopatias significativas que pueden ser primarias o secundarias aunque mas a menudo es
subclonal.
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La region critica de 11g-22-23 contiene el gen ATM (Ataxia-Telangectasia mutada) esta
codifica una proteina que actua dentro de la cascada de la proteina p53.

Predomina en pacientes jovenes de sexo masculino, sobre todo en la forma tumoral de la

enfermedad. Se asocia a un mal prondstico.(7)
+12

Se encuentra 11 a 25% de los casos y es considerado un marcador de riesgo intermedio. Esta
asociado a mas anomalias cromosémicas como +18 y +19, dell4q y translocaciones t(14;18),
t(14;19), t(8;14).

Algunos investigadores consideran que la trisomia 12 es una anomalia clonal temprana, la LLC
puede evolucionar secundariamente con la aparicion de aberraciones cromosomicas secundarias
0 mutaciones que afectan particularmente a los genes NOTCH1, TP53, SF3B1 y FBXW?7. (7)

17p13.

Se identifican en menos del 10% de los pacientes en el momento del diagnostico. Sin embrago
se encuentra en el 30 a 50% de los pacientes con resistencia al tratamiento lo que lo convierte en

la anomalia mas frecuente adquirida después del tratamiento.

En condiciones normales, las células al ser sometidas a estrés celular producido por la

quimioterapia activan la ruta del p53 para lograr la apoptosis.

Proceso que no ocurre en la delecion 17p por lo que las células anormales no son eliminadas

acumulando anomalias cromosémicas adicionales.

En el momento de detectada esta anomalia tiene una sobrevida de 5 afos, si se detecta al

seguimiento y agrega otras anomalias la sobrevida disminuye de 12 a 18 meses.

En este caso destacamos que si bien el estudio Citogenética es utilizado para determinar el

prondstico de la LLC, en esta delecion puntualmente el estudio permite definir el tratamiento.

(7)

La evolucidn clonal es la adquisicion de nuevas alteraciones citogenéticas que incluyen en el
desarrollo y la evolucién de la LLC. Las primeras en aparecer son las delecciones clonales
(delecion heterocigotos 13q, trisomia 12, MYD88, mutacion NOTCH 1), mientras otras
aparecen secundariamente como delecciones subclonales (mutaciones TP53, ATM, SF3B1,

delecciones homocigotas 13¢, ganancia 2p). (7) (9)
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El cariotipo complejo comprende tres 0 mas anomalias cromosdmicas. Se detecta en el 16% de
los pacientes. La complejidad se asocia con la disminucién de la supervivencia, existiendo

asociacion entre el cariotipo complejo y delecciones 17p y 11q. (7)
Mitogenos

El CpG DSP30 es un oligonucledtido corto de seis nucledtidos de citosina y guanina que actia a
través del receptor de membrana Toll like receptors 9 (TLR9). Los TLR9 son una familia de

proteinas de membrana que se expresan en linfocitos B y otras células del sistema inmunitario.

La localizacion celular de los toll like receptors es a nivel de la membrana plasmatica y la
membrana de los endosomas, son componentes de la respuesta inmune innata y adaptativa y
reconocen patrones moleculares de microorganismos. EI TLR9 reconoce CpG no metilados de
ADN de bacterias y virus. Su estimulacion induce proliferacion, activacion de los linfocitos y

produccion de anticuerpos.

La interleucina 2 (IL2) es una proteina de 153 aminoacidos que actla a través del receptor
presente en la membrana de los linfocitos IL2R. Una vez unido a su receptor activa la

proliferacion de los linfocitos B.

Con el uso conjunto de CpG/IL2 aumenta la obtencion de metafases y el hallazgo de

alteraciones citogenéticas al 80% de los cultivos de pacientes con LLC.(2).

Objetivos

Objetivo General

Poner a punto la técnica citogenética para determinar el prondstico de pacientes con LLC.

Objetivos especificos

1. Introducir en nuestro medio el cultivo con CpG IL2 en pacientes con LLC.

2. Comparar la eficacia del nuevo mitdgeno con el TPA tradicional utilizando el indice mitético.

Metodologia

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio comparativo utilizando dos mitégenos que se utilizan en la técnica
citogenética convencional para determinar el pronéstico de LLC. Esto nos permitié poner a

punto el cultivo con CpG-IL2.
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Poblacion de estudio: pacientes con diagnéstico de LLC, que no recibieron tratamiento en los
altimos 12 meses. Muestra: pacientes de LLC de la policlinica de LLC del Hospital Maciel, que
tenian la patologia confirmada y se encontraban en seguimiento de su enfermedad, en el periodo
de julio-setiembre del 2018. ElI muestreo fue no probabilistico, Incluyendo los individuos que

cumplian los criterios.

Para este estudio trabajamos con un “n” de 21 individuos que cumplieron con los siguientes

criterios de Inclusion:
e pacientes con confirmacion diagnostica de LLC por inmunofenotipo.

e pacientes que no estuvieran o hubieran estado en tratamiento con quimioterapia y/o

inmunosupresores en el Gltimo afio o pacientes en etapa de Watch and wait.

Criterios de exclusion:

-Pacientes con diagnostico de LLC que al momento del estudio estuvieran recibiendo
tratamiento o que lo hubieran recibido en los Gltimos 12 meses. Ya que ésta produce un efecto

inhibitorio adicional de la divison celular.

- Pacientes con recaida precoz, definida como aquella que se produce en el primer afio después
del tratamiento. En estos casos la clona es mas proliferante y corresponde aquellas

guimioresistenes y con mayor alteraciones citogenéticas acumuladas.
Variables:
Las variables que aplicamos a este estudio son:

Numero de metafases: conteo de metafases por observacion microscopica directa con aumento

de 10x20. Escala cuantitativa continua.

indice mitdtico: cociente entre la cantidad de metafases y la cantidad de niicleos méas metafases.

Escala cuantitativa continla.

Recoleccion de datos:
El método de recoleccion fue a través de seleccion dirigida de pacientes de la policlinica de

referencia y observacién de historias clinicas.

Los pacientes acudieron a dicha policlinica para el control de su patologia de base. En dicha
instancia los encargados de la investigacién solicitaron el consentimiento informado (ANEXO

1) de forma verbal y escrita a los pacientes que cumplan con los criterios de inclusion.
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Una vez obtenido los consentimientos se procedid a realizar la extraccion de las muestras en la
misma instancia que se realizo la extraccion para el hemograma de control, por lo cual no se
realizaron maniobras invasivas adicionales para la obtencion de las muestras utilizadas en

nuestra investigacion.

Las muestras de sangre periférica recolectadas llegaron al Departamento de Genética de
Facultad de Medicina por medio de cadeteria en las condiciones adecuadas para su traslado, el
mismo fue realizado bajo estrictas condiciones de seguridad, en recipientes aislados y

refrigerados en gradillas adecuados, en un plazo no mayor de 6 horas.

Con las muestras se realizaron dos cultivos celulares, uno tratado con TPA utilizando el
protocolo habitual del Departamento de Genética (ANEXO 2) y el otro con CPG-IL2 para el
cual utilizamos el protocolo validado en el Hopital Pitié-Salpétriere, UPMC Paris (ANEXO 3)

que fueron analizados.

El investigador que realizé los cultivos era distinto al que cuantificaba las metafases obtenidas

en cada cultivo.

Las muestras utilizadas en el Departamento de Genética de la facultad de medicina fueron

reversiblemente anonimizadas, adjudicandole un nimero a cada una.

Luego que se realizé la técnica, las muestras fueron descartadas con los requisitos de seguridad

pertinentes.

En base a los resultados obtenidos de ambos cultivos celulares procedimos a la comparacion de
los mismos mediante el indice Mit6tico para comprobar la eficacia del nuevo mitdégeno

utilizado.

Se realizd la comparacion de los indices mitéticos promedios de DSP30-IL2 y TPA.

Trabajamos con un error de tipo 1 de 0,05.

Para determinar si los datos distribuian normalmente utilizamos el test Shapiro Wilk, al
constatarse que la variable no distribuye normalmente utilizamos para su analisis la Prueba de

suma de rangos de Wilcoxon con signo.

Normas Eticas
El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Maciel, institucion donde se lleva a

cabo el proyecto y por el comité de ética de la Facultad de Medicina. Se adapta a las hormas de
Helsinki.
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Resultados:

Cumplieron los criterios de inclusion 21 pacientes, las caracteristicas de los pacientes incluidos

se resumen en la siguiente tabla: Tabla 1.

En la tabla 2 se incluyen los resultados de los cultivos de los dos mitdégenos evaluando numero

de metafases e indice mitético.

Tabla 2: Datos obtenidos del estudio

PACIENT METAFASES NUCLEOS INDICE MITOTICO
ES
TPA CPG TPA CPG TPA CPG
1 56 8 14905 10343 0,0037 0,0007
2 32 80 27992 42983 0,0011 0,0019
3 51 110 25044 22910 0,002 0,0047
4 80 755 39498 38757 0,002 0,0191
5 0 0 0 0| COAGULAD [ COAGULAD
) @)
6 0 0 0 0| COAGULAD [ COAGULAD
) @)
7 37 360 7724 8645 0,046 0,4
8 195 158 11261 31988 0,0047 0,0049
9 19 7 48372 44967 0,0004 0,0002
10 0 177 12842 20986 0 0,0084
11 0 0 0 0 COAGULAD | COAGULAD
@) @)
12 18 185 10839 24142 0,0017 0,0076
13 2 29 19960 19296 0,0001 0,0045
14 18 22 7557 8354 0,0024 0,0026
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15 94 311 13355 12733 0,007 0,0238
16 37 387 20188 25233 0,0018 0,0151
17 147 71 8125 6884 0,0177 0,0102
18 127 162 18079 19812 0,007 0,0081
19 236 352 17289 20150 0,0135 0,0171
20 69 183 6420 6843 0,0107 0,026
21 179 306 21714 30099 0.0081 0,01

Para el analisis de los resultados obtenidos durante el trabajo experimental lo primero que
debimos determinar fue si los datos distribuian normalmente. Para esto utilizamos el test

Shapiro Wilk de normalidad para los datos extraidos de las metafases y el indice mitético.

La hipétesis nula fue que la variable distribuia normalmente y la hipétesis alternativa que no
distribuia normalmente. El resultado del test fue estadisticamente significativo con un alfa del
0,05 por lo tanto rechazamos la hipétesis nula, consiguientemente tenemos evidencia estadistica
suficiente para decir que los datos no poseen una distribucion normal. Los p valores en este caso
fueron de 0,03118 y 0,01113 para las metafases de los cultivos con TPA y CpG respectivamente
yde 1,511 x 10°y 3,243 x 10°® para el indice mitético de TPA y CpG respectivamente. Debido
a que las muestras no distribuyen normalmente analizamos los resultados con una rama de la

estadistica denominada Estadistica no Paramétrica.

De los 21 pacientes ingresados, 3 fueron descartados debido a que las muestras no se recibieron
en condiciones adecuadas (coaguladas), 2 fueron descartados por presentar valores extremos,
uno con muy alto indice mitético y otro con muy alto nimero de metafases vinculado a

caracteristicas bioldgicas del paciente.
Los 16 pacientes restantes se analizaron como se describid.

El siguiente paso fue determinar si la cantidad de metafases obtenidas en los cultivos con CpG
fue mayor que las obtenidas con TPA vy si esa diferencia es estadisticamente significativa, por lo

cual planteamos el siguiente contraste de hip6tesis:

® . La mediana de las diferencias entre las metafases con CpG y TPA son iguales a 0.

® Ua: La mediana de las diferencias entre las metafases con CpG y TPA son distinta de 0.
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Tabla 3: Conteo de Metafases Tabla 4: Comparacion de indice Mitético

Pacientes Metafases Pacientes INDICE
MITOTICO
TPA CPG TPA CPG
1 56 8 1 0,0037 0,0007
2 32 80 2 0,0011 0,0019
3 51 110 3 0,002 0,0047
4 195 158 4 0,0047 0,0049
5 19 7 5 0,0004 0,0002
6 0 177 6 0 0,0084
7 18 185 7 0,0017 0,0076
8 2 29 8 0,0001 0,0045
9 18 22 9 0,0024 0,0026
10 94 311 10 0,007 0,0238
11 37 387 11 0,0018 0,0151
12 147 71 12 0,0177 0,0102
13 127 162 13 0,007 0,0081
14 236 352 14 0,0135 0,0171
15 69 183 15 0,0107 0,026
16 179 306 16 0.0081 0,01

Para contestar a esta pregunta utilizamos la Prueba de suma de rangos de Wilcoxon con signo
gue permiti6 concluir que tenemos evidencia estadisticamente significativa a un nivel de
significacion del 5% para decir que los valores de las metafases en los cultivos realizados con

CpG son mayores que los valores de TPA, con un p-valor 0,009975.
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Por altimo hicimos la comparacion de los indices mitéticos para cada uno de los dos cultivos
aplicando también Test de Wilcoxon con signo. En este caso las hipotesis a plantear fueron las
siguientes:

e Llo: La mediana de las diferencias entre los indices mit6ticos con CpG y TPA son
iguales a 0.

e a: La mediana de las diferencias entre los indices mitdticos con CpG y TPA son
distinta de 0.

Con la aplicacion del test concluimos que tenemos evidencia estadisticamente significativa con
un nivel de significacion del 5% para decir que los valores del indice mitético en los cultivos

realizados con CpG son mayores que los valores con TPA, con un p-valor de 0,007751.

Se representa a continuacion los datos graficamente para cada caso, mediante un boxplot para
metafases e indice mitético. Figura 1y 2.

Metafases

300 400
l l

Conteo de metafases
200
|

100
1

TPA CpG

Figura 1: Representacién grafica del conteo de metafases con TPA 'y CpG
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Figura 2 Representacion grafica de los indices mitéticos con TPA y CpG.

Discusion

Para la eleccion de la muestra decidimos utilizar pacientes sin tratamiento médico o que el
mismo estuviera alejado por lo menos un afio para evitar alteraciones en los resultados. De los
21 participantes se descartaron 5. No se tomaron en cuenta las variables edad y sexo debido a
que no eran significativas para el andlisis, vinculando esto al n muy pequefio de nuestra muestra.

Todos los individuos participantes se encuentran en el estadio IA de LLC.

Cada muestra fue cultivada bajo las mismas condiciones, el mismo medio de cultivo siendo la
Unica variable el mitdgeno. El conteo de metafases y nucleos fue realizado por observadores

independientes quienes hicieron el analisis de los datos.

De la poblacion total se excluyeron 2 pacientes que su conteo de metafases e indices mit6ticos

arrojaron valores extremos muy alejados de la media.

No hubo diferencia en cuanto al éxito de los cultivos, 95% para TPA y 100% para CPG. Esto es

debido al n muy bajo de nuestra muestra.

No se constato diferencia significativa en el namero de nicleos (células que no entraron en
division) en los cultivos con ambos mitégenos. Esto confirma que en los dos cultivos se utiliz6

idéntica celularidad.

Nuestro trabajo nos permitié acercarnos a los resultados obtenidos a nivel internacional que
demuestran que el CpG-IL2 tiene mayor eficacia en la obtencién de metafases en nimero y

calidad. Figura 3 y 4.
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Figura 3: Fotografia de un preparado cultivado con el mitégeno CpG-IL2. Se observan varias
metafases (flechas negras) distribuidas por todo el campo.
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Figura 4: Fotografia de un preparado cultivado con el mitdgeno TPA. 'Se observan dos

metafases aisladas (flechas negras).
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Conclusiones y perspectivas

La utilizacion de CpG-IL2 como mitdgeno sistematicamente mejora la obtencion en cantidad y
calidad de las metafases permitiendo un diagnostico citogenético mas certero.

Este trabajo permitio la puesta a punto de un protocolo y demostrar su superioridad frente a la
técnica utilizada en nuestro medio. A partir de los resultados de este estudio se implementara el
uso de CpG como mitégeno de forma sistematica en el departamento de Citogenética.
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ANexos

Anexo 1

Hoja de Informacion para el paciente.

En facultad de medicina en 6to afio se lleva a cabo un proyecto de investigacion cientifica
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina, el cual busca poner en préctica los
diversos conocimientos aprendidos en la carrera.

En esta investigacion buscamos demostrar la mayor eficacia de un estimulante de la division
celular utilizado en técnicas citogenéticas para el pronostico de Leucemia Linfoide Croénica
(LLC), comparéndolo con el estimulante que se utiliza en nuestro medio. Por esta razon
buscamos la colaboracion de pacientes con diagnostico de LLC que no hayan recibido

tratamiento.

El procedimiento consta en extraer 10cm mas de sangre periférica aprovechando la extraccion
que habitualmente se utiliza para el control de su patologia de base (LLC). Por lo tanto no se
correran riesgos ni se realizaran maniobras invasivas adicionales a las necesarias para el

seguimiento de su enfermedad.

La muestra sera utilizada Unicamente para la realizacion de este estudio y el sobrante serad
descartado.

Una vez obtenida la muestra sera enviada al Laboratorio de genética del Hospital Maciel o del

Departamento de Genetica de la Facultad de Medicina de la

Universidad de la Republica para su procesamiento. EI mismo consiste en desarrollar a partir de
la muestra dos cultivos celulares cada uno con un tipo de estimulante celular y determinar cual

tiene mayor eficacia.

Su colaboracidn en dicha investigacion podria arrojar resultados que aumenten el conocimiento
cientifico sobre el prondstico y tratamiento de LLC en nuestro medio.

Es importante aclarar:
1. No recibira un beneficio directo de esta investigacion.
2. No alterara la conducta médica actual.

Es importante que tenga en cuenta que si decide ser parte de este proyecto tiene la libertad de

abandonarlo cuando usted lo desee sin ningln tipo de repercusiones.
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Destacamos que su informacion personal serd anénima y no recibird ningun tipo de retribucion

econémica por su participacion.

En el caso que desee saber acerca los resultados de la investigacion nos contactaremos con usted

para informarlo.

Esta investigacion esta supervisada por Dra. Faride Uturbey y la Dra. Maria Noel Spangenberg
y se llevara a cabo en el periodo de Julio a Octubre de 2018.

Usted se podra contactar a través de la siguiente via:
e Teléfono Departamento de Genética- Facultad de Medicina: 2924 34 14. Interno 3469
Consentimiento Informado:

El proyecto “Estudio comparativo entre CpG oligonucledtido y IL2/TPA, en la obtencion de
metafases para el analisis citogenético de pacientes con Leucemia Linfoide Crénica sin
tratamiento” tiene como objetivo poner a punto la técnica citogenética para determinar el
pronostico de pacientes con LLC. El proyecto se llevara a cabo en el Departamento de Genética

de la Facultad de Medicina.
Si esta de acuerdo el abajo firmante

Declara haber entendido la informacion proporcionada, que se le permiti6 realizar preguntas y

obtener las debidas respuestas.
Firmé por lo tanto, este documento como expresion de mi libre conformidad.
PACIENTE

Nombre

Firma

Cl

Fecha

TESTIGO

Nombre

Firma
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Cl

Fecha

INVESTIGADOR PRINCIPAL

Nombre Firma

Cl Fecha

Laboratorio de Citogenética. Dpto de Genética. Facultad de Medicina. UDELAR.
Gral. Flores 2125

29243414 Int. 3469/346
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Anexo 2

Protocolo TPA
Equipamiento y reactivos:

[] Solucién stock de TPA: 100 pg/ml disuelto en Etanol absoluto o DMSO, almacenar
congelado en la oscuridad. Hacer una solucion de trabajo de 2 a 5 pg/ml en RPMI antes de

utilizarlo.

[ Camara de flujo laminar.

L] PBS.

Meétodo:

1. Prepara 2 cultivos de medula ésea y 2 cultivos de sangre periférica.

2. Al principio del periodo de cultivo afiadir 0,2 ml de la solucion de trabajo a cada cultivo para

conseguir una concentracion final de 50 ng/ml.

3. Incubar un cultivo de sangre y uno de medula 6sea durante 3 dias y uno de cada uno durante
5 dias.

4. Afadir colcemid y reducir el tiempo de incubacion a 15 minutos debido a que las células
estimuladas con TPA son particularmente propensas a una contraccién cromosomica excesiva Si

son sobretratadas.

5. Prelavar los cultivos tratados con TPA en PBS antes del tratamiento con hipotonica para

obtener una preparacion mas limpia de los cromosomas.
6. Incubar los cultivos tratados con TPA en hipotdnica por 30 minutos.

7. Continuar con la cosecha y hacer laminas.
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Anexo 3

Protocolo CpG-1L2

Preparacion de IL2

Referencia de producto: IL-2 humana recombinante (E.Coli)
AmpliTech ref: 18NC09430504p

50000 U (25 pg) en 5 ml de PBS y 1 mg/ml BSA.
Almacenar a -200C.

250 pruebas.

Concentracion usada para el cultivo: 20 U/ml.
Procedimiento de reconstitucion (debajo de la campana de flujo laminar):

[ Solucién comercial posee la concentracion correcta para alicuotas en tubos de 20 pl (250x20

ul).

[] Almacenar a -200C.

[ Agregue 20 ml de esta solucion para un cultivo de 10 ml.

Preparacion de CpG Oligonucleétido

Referencia de producto: DSP30 TibMolBiol 8119468

500 nmol en forma liofilizada para ser almacenado a 4oC.

50 pruebas.

Concentracion usada por el cultivo: 1 pM.

Procedimiento de reconstitucion (debajo de la campana de flujo laminar):
[] Centrifugar el tubo a la maxima velocidad por unos segundos.

[] Tomar el liofilizado en 500 pul de agua estéril, agitar el vortex, esperar unos minutos para una

buena disolucion.

[ Concentracion: 1 nmol/pl por lo tanto 0,001 pmol/pl.
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7 Alicuotas en tubos de 10ul.

[ Almacenar a -20 oC.

Agregue 10 pl de esta solucion para un cultivo de 10 ml

(10 pl de solucion para 0,001 pmol/ml = 0,01 umol diluido en 10 ml —
concentracion en el recipiente: 0,001 umol/ml por lo tanto 1 umol/1 por lo tanto
1uM).

Repetir este paso hasta que el sobrenadante quede claro.
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Anexo 4

PROTOCOLO DE CULTIVO Y DETENCION
CULTIVO:
1. Registro.

2. En la cadmara de flujo laminar previamente limpia con alcohol 70°, se traspasa la muestra a
tubo coénico.

3. Se toma aproximadamente 0,5 ml de la muestra y se realiza el conteo celular.

4. Se realiza el cultivo en 9 ml del medio adecuado (MarrowMax) en frascos de cultivo. De ser

necesario agregar estimulantes (por ej, TPA).

5. Dejar en estufa a 37°C el tiempo necesario segun patologia.
DETENCION:

1. Agregar a cada caj 10 ul dr Bret y 0,5 mL de colchicina. Se deja durante
1ha37°C.

2. Traspasar la muestra a tubo cdnico previamente rotulado.

3. Centrifugar durante 10"y sacar el sobrenadante.

4. Agregar 10 mL de solucion hipoténica a 370 C y resuspender haciendo espuma. Dejar

temperatura a 370 C durante 20,
5. 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 5y retirar el sobrenadante.

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

11. Centrifugar 5"y retirar el sobrenadante.
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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

Procurar almacenar el pellet en un tubo eppendorf rotulado a —20°C. de un secador (en

condiciones de alta humedad).

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: 25 mL de Suero fisioldgico (NaCl 0,9 g/mL).

25 mL de Solucidn Fosfato.

100 pL de Tripsina en solucion. (10X)

- B: 40 mL de Suero fisiologico.

- C: 45 mL de buffer Sorensen.

5 mL de Giemsa.

Se recomienda comenzar probando el tiempo de digestion con 1 preparado de
cada paciente y fijar el tiempo éptimo de bandeo.

Se recomienda cambiar la Solucién del Kopling C cada 3 tandas de bandeo.
2. Sumergir los preparados en el kopling A por 1 minuto.

3. Lavar los preparados en el kopling B.

4. Sumergir los preparados en el kopling C durante 2 0 mas (controlar la tincion en

microscopio).
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PROTOCOLO FISH

PREPARACION DE MUESTRAS PARA FISH:

1) Registro.

2) Traspasar la muestra a tubo cénico.

3) Centrifugar a 2500 rpm durante 10 min.

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

5) Agregar 10 mL de solucion hipoténica a 370 C y resuspender bien haciendo espuma. Dejar
temperatura a 370 C durante 20

6) 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 re suspender suavemente, luego

agregar 4 a 6 mL mas (segun el tamafio del pellet).

9) Dejar 15" a temperatura ambiente.

10) Centrifugar 5y retirar el sobrenadante.

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

12) Centrifugar 5y retirar el sobrenadante.

Repetir este paso hasta que el sobrenadante quede claro.

13) Hacer los extendidos tirando 2 gotas sobre el porta objetos. Los preparados se dejan en
estufa a 370 C.

14) 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. (solucién 1).

Formaldehido 37%
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Diluir 5ml en 45 ml de solucién tamp6n de lavado

Alcoholes

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

Tampodn astringente

Diluir 1/20 en agua destilada (solucién 2).

DIA 1

1. Sumergir las laminas en formaldehido 37% durante 2 min.

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

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

4. Dejar secar en posicion vertical.

5. Hibridizar con la sonda correspondiente. En oscuridad.

6. Cubrir las laminas con cubre objetos.

7. Programas el HyBrite: desnaturalizacion a 820 C durante 5 min,
hibridacion a 450 C de 14-20 horas.

8. Colocar las laminas y correr el programa.

DIA 2

Todos los pasos deben realizarse en oscuridad.

1. Preparar 2 koplin con solucién 2.

2. Colocar uno de ellos en bafio a 650 C.

3. Retirar las laminas de Hybrite y sumergirlas en koplin con solucion 2 ( a temperatura

ambiente) el tiempo necesario para que se desprendan los cubre objetos.

4. Sumergir las laminas en koplin a 650 C durante 10 min.
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5. Traspasar las laminas a koplin con solucién 1 durante 4 min a temperatura ambiente. Repetir

en solucién 1 nueva durante 4 min.

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

8. Aplicar 5 pl de DAPIL.

9. Guardar laminas en freezer durante 24 hrs.

10. Observar laminas al microscopio.
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