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RESUMEN

La deteccion de alteraciones genéticas en pacientes
con leucemiamieloide aguda (LMA) permite un mejor
pronostico de la enfermedad y de la respuesta clinica
de los pacientes. A través de la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa
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(RT-PCR, por sus siglas en inglés) anidada, es posible
detectar hasta 1 célula mutada/l10° células sanas, de
las translocaciones cromosomicas mds frecuentes
en pacientes con LMA: t(15;17), ¢(8;21) y 1(9,;22).
La sensibilidad y eficacia de esta técnica depende
fundamentalmente del diseio de los cebadores
utilizados en la reaccion. Por ello, en la Unidad de
Diagnostico Molecular de la Fundacion Jacinto Convit
(UDM-FJC) se llevo a cabo la estandarizacion de la
PCR anidada 'y evaluacion de cebadores previamente
notificados en la literatura para la deteccion de las
mutaciones mds comunes en pacientes con LMA, con
el fin de validar y confirmar la especificidad de los
cebadores empleados en el diagndstico realizado en
esta Unidad. Los productos evaluados para cada
variante en estudio fueron secuenciados mediante el
método de Sangery analizados utilizando herramientas
bioinformdticas (PCR virtual, MegaX y BLASTN).
Nuestros resultados evidencian altos porcentajes de
identidady coberturaparalas mutaciones PML/RAR«.,
RUNXI1/RUNXITI y BCR/ABL. Adicionalmente, las
secuencias obtenidas fueron publicadas en GenBank.
Losresultados, confirman la especificidady eficiencia
delos cebadores siendo adecuados para el diagnostico
molecular en pacientes con LMA en la UDM-FJC,y
pudiendo ser referencia para otros laboratorios en la
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deteccion de las mutaciones genéticas mds frecuentes
en este tipo de leucemia.

Palabras clave: Leucemia mieloide aguda, RT-PCR
anidada, BCR/ABL, PML/RARAa, RUNXI/RUNXITI,
secuenciacion de Sanger.

SUMMARY

The detection of genetic alterations in patients
with acute myeloid leukemia (AML) allows a better
prognosis of the disease and clinical response of
patients. Through the nested reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) technique, it is
possible to detect up to 1 mutated cell /10°° healthy
cells of the most frequent chromosomal translocations
in patients with AML: t(15;17), t(8;21) and t (9;22).
The sensitivity and efficacy of this technique depend
fundamentally on the design of the primers used in the
reaction. For this reason, the Unidad de Diagndstico
Molecular of Fundacion Jacinto Convit (UDM-
FJC) carried out the nested PCR standardization
and evaluation of primers previously described in
the literature for the detection of the most common
mutations in patients with AML, to validate and confirm
the specificity of the primers used in the diagnosis
provided by this unit. The products evaluated for
each of the studied variants were sequenced using
the Sanger method and analyzed using bioinformatics
tools (virtual PCR,MegaX,and BLASTN). Our results
showed high percentages of identity and coverage of the
variants found forthe PML/RARa, RUNXI/RUNXITI,
and BCR/ABL mutations. Additionally, the achieved
sequences were published in GenBank. The results
confirm the specificity and efficiency of the primers,
being suitable for the molecular diagnosis of patients
with AML at UDM-FJC and may be a reference to
other laboratories in the detection of the most frequent
genetic mutations for this type of leukemia.
Keywords: Acute myeloid leukemia, nested RT-PCR,
BCR/ABL, PML/RARAa, RUNXI/RUNXITI, Sanger
sequencing.

INTRODUCCION

La leucemia mieloide aguda (LMA)
comprende un grupo de trastornos hematolégicos
malignos heterogéneos de progresion rapida,
caracterizados por la proliferacion desregulada
de células inmaduras de la linea mieloide (1).
La LMA representa un 23,1 % del total de los
casos de leucemia a nivel mundial (2) y, a pesar
de que es el tipo mas comun de leucemia aguda
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en adultos, también estd presente en ninos,
representando hasta el 20 % del total de casos
globales de leucemia pediatrica (3).

En Venezuela, para el afio 2020, se estimaron
1 317 nuevos casos de leucemia en la poblacion
general,con aproximadamente 996 fallecidos (4).
No obstante, las cifras estadisticas actuales de
incidencia de LMA en la poblaciéon general en
el pais se desconocen.

Las caracteristicas morfolégicas y citogené-
ticas de las células malignas de los pacientes
con LMA son los factores prondsticos mas
importantes que se utilizan en el diagndstico
y tratamiento de los pacientes, asi como en la
comprension de su fisiopatologia.

En aproximadamente el 50 %-60 % de los
pacientes diagnosticados con LMA se detectan
anormalidades citogenéticas o rearreglos
cromosOmicos no aleatorios, mientras que en
otro subgrupo de pacientes con LMA (alrededor
de 40 %-50 % de adultos y 35 % de ninos) se
presenta una citogenética normal, pero cuenta
con mutaciones que desregulan la expresion
genética (5). Todas estas alteraciones no solo
son responsables del desarrollo de la leucemia,
sino que ademads constituyen marcadores que
brindan informacién prondstica que permite
estratificar por riesgo a los pacientes y orientar
su tratamiento (1).

La identificacion de genes de fusion
relevantes es imprescindible para llevar a cabo
el proceso de diagndéstico de rutina segin los mas
avanzados protocolos clinicos para pacientes con
leucemia, ya sea parala estratificacion de riesgo,
tratamientos especificos y/o como marcadores
para monitorear la enfermedad minima residual
(EMR) durante el tratamiento. Los transcritos
de fusién generados a partir de translocaciones
cromosOmicas pueden ser detectados por
la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion reversa (RT-PCR, por sus siglas
en inglés). Sin embargo, el crecimiento
celular desregulado y la heterogeneidad clinica
estan presentes en las enfermedades hemato-
oncoldgicas,incluso en subgrupos genéticamente
homogéneos caracterizados por el mismo
transcrito de fusién (5). Las alteraciones
cromosOmicas mds comunes en laLMA incluyen
t(15;17)(g22;921), t(8;21)(q22;922) y t(9;22)
(a34:q11) (6).
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La t(15;17)(q22;921), que resulta en el gen
de fusion PML/RARc, es una alteracion de buen
prondstico y se encuentra en el 90 % de los
pacientes con leucemia promielocitica aguda
(LPA). Esta alteracion representa un subtipo de
leucemia que constituye entre el 5 % y el 10 %
de los casos de LMA, para la cual se emplea el
acido transretinoico (ATRA, por sus siglas en
inglés) como terapia dirigida (7,8).

Porsuparte,lat(8;21)(q22;922),que generael
gende fusion RUNXI/RUNXITI ,estapresente en
el 10 % deloscasosde LMA. Dichatranslocacion
es una de las mutaciones mdas prevalentes en
LMA pediatrica que muestra una respuesta
positiva a la quimioterapia convencional con
arabindsido de citosina (9) y esta asociada a un
prondstico favorable cuando no estdn presentes
otras anomalias genéticas (10-12).

Finalmente,lat(9;22)(q34;q11),que generael
gende fusion BCR/ABLI ocromosoma Filadelfia,
a pesar de estar mas frecuentemente asociada
a una enfermedad mas agresiva en pacientes
con leucemia linfoide aguda (LLA) y leucemia
mieloide crénica (LMC) (13,14), también ha
estado relacionada con el desarrollo de LMA
con rangos de incidencia de 0,5 % a 3 % (15).
Esta dltima translocacion se encuentra asociada
a una enfermedad mas agresiva, aunque la
supervivencia de estos pacientes ha aumentado
poreluso de inhibidores de tirosina quinasa (TKI,
por sus siglas en inglés) (16,17).

El uso de una combinacién de técnicas
moleculares sensibles y especificas como RT-
PCR, permite detectar de manera eficaz y rapida
las mutaciones mas comunes en pacientes con
LMA, particularmente cuando es RT-PCR
anidada (de dosrondas),cuyasensibilidad detecta
una célula positiva dentro de un contexto de 10°-
107 células normales (18). En estametodologia se
realizan dos rondas de amplificacién secuenciales,
cadaunacon surespectivo par de cebadores (18),
constituyendo unade las variantes mas especificas
y sensibles de PCR ,ideal para amplificar copias de
ADN complementario (ADNCc) apartirdeun ARN
mensajero (ARNm) que se encuentre en poca
cantidad en una muestra clinica y que contenga
una poblacién heterogénea integrada por varios
tipos celulares (19). Por tal razén, es fundamental
el correcto disefio y uso de los cebadores, ya
que se pueden generar productos inespecificos
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y formar estructuras secundarias o dimeros que
disminuyen la eficiencia de la reaccion (17), lo
que puede afectar significativamente el resultado
del diagnéstico de un paciente.

Para garantizar unresultado fiable es necesario
validar los cebadores que se utilizan en la prueba.
La validacién de los cebadores se puede realizar
a través de herramientas bioinformaticas y la
evaluacién experimental en el laboratorio, a partir
de la verificaciéon de los productos obtenidos por
RT-PCR anidada (19-22). Esto ultimo se logra
mediante la determinacién del tamano de los
fragmentos, a través de electroforesis en geles
de agarosa y secuenciacién de los mismos. Las
secuencias obtenidas son comparadas con labase
de datos para evaluar el porcentaje de identidad
y cobertura, lo cual permite la identificacién de
genes y variantes (23).

Debido a lo expuesto, la UDM-FJC —que
brinda un servicio de diagndstico molecular
gratuito alapoblaciéon oncolégicamas vulnerable
que acude a hospitales publicos de Venezuela—
se propuso llevar a cabo la estandarizacion de
la técnica de PCR anidada, como método de
diagnostico molecular de las translocaciones
mas frecuentes reportadas en pacientes con LMA
y la validacion de los cebadores previamente
descritos en la literatura (17), para ser empleados
en la deteccion de las mutaciones PML/RARa.,
RUNXI/RUNXITI1y BCR/ABLmediante RT-PCR
anidada en pacientes con LMA.

MATERIALES Y METODOS

1. Muestras

1.1. Muestras biolégicas

Se utiliz6 ADNc obtenido previamente
mediante transcripcién reversa (RT, por sus
siglas en inglés) a partir del ARN aislado de
muestras de sangre periférica o médula 6sea de
los pacientes (2 muestras de sangre periférica y
2 muestras de aspirado de médula 6sea), y en
los que previamente se detectd la presencia de
las translocaciones a evaluar. Estas muestras se
procesaron en la UDM-FIC, procedentes de los
servicios de hemato-oncologia de los centros
con los cuales la FJC ha suscrito convenios,
como: el Hospital Universitario de Caracas,
el Hospital de Nifios “J. M. de los Rios”, la
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Ciudad Hospitalaria Dr. Enrique Tejera y el
Instituto Auténomo del Hospital Universitario
de Los Andes. Las muestras fueron obtenidas
previo consentimiento informado firmado por
los representantes de los pacientes, autorizando
la realizacién del diagnéstico del panel LMA
(PML/RARa, RUNXI/RUNXITI y BCR/ABL)
y estudios de investigaciéon a partir de dichas
muestras. Dicho consentimiento informado
cuenta con el aval del respectivo Comité de
Bioética o de la autoridad competente de cada
institucién hospitalaria indicada: del Hospital de
Nifos “J.M. de los Rios”, obtenido en fecha 1
de marzo de 2016; de la Ciudad Hospitalaria Dr.
Enrique Tejera,el 25 de septiembre de 2018; y del
Instituto Auténomo del Hospital Universitario de
Los Andes, el 22 de marzo de 2019. El presente
estudio guarda relacion directa con la condicién
clinica que motivé la extraccion original de la
muestra.

1.2. Lineas celulares

Se realiz6 extraccion de ARN y sintesis de
ADNCc proveniente de las lineas celulares NB4,
Kasumi-1, OP-1 y K562, las cuales poseen las
translocaciones PML/RARa variante bcrl/2,
RUNXI/RUNXITI, BCR/ABL variante p190 y
BCR/ABL variante p210,respectivamente. Estas
lineas celulares fueron donadas por el St. Jude
Children’s Research Hospital de Estados Unidos
de América (EUA).

2. PCR virtual

En el Cuadro 1, se muestran las secuencias
de los cebadores empleados en la UDM-FIC,
previamente notificados en la literatura (17).
El sitio de hibridacion de estos cebadores fue
evaluado in silico mediante una PCR virtual
con el software Sequence Extractor (24),
usando secuencias de referencia reportadas en
GenBank del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) de los EUA (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) como molde (Cuadro
2).

Cuadro 1. Secuencias de los cebadores empleados para la amplificacién por RT-PCR anidadadel gen GAPDH y las mutaciones
PML/RARa berl, RUNX1/RUNXITI y BCR/ABL p190 'y BCR/ABL p210

Geny Ronda Secuencia
mutaciones de PCR 5'=>3
GAPDH CATCAAGAAGGTGGTGAA
GGGTCTTACTCCTTGGAG
lera CAGTGTACGCCTTCTCCATCA
PML/RARa Ronda GCTTGTAGATGCGGGGTAGA
berl/2(32)
2da TCAAGATGGAGTCTGAGGAGG
Ronda CTGCTGCTCTGGGTCTCAAT
lera CTACCGCAGCCATGAAGAACC
Ronda AGAGGAAGGCCCATTGCTGAA
RUNXI/RUNX
1T1(32) 2da ATGACCTCAGGTTTGTCGGTCG
Ronda TGAACTGGTTCTTGGAGCTCCT
lera GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC
Ronda GTTTGGGCTTCACACCATTCC
BCR/ABL
p210(32) 2da CAGATGCTGACCAACTCGTGT
Ronda TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA

566

Vol. 131, N° 3, septiembre 2023



RIVODO E, ET AL

Cuadro 2. Secuencias empleadas como molde para la PCR virtual

Alteracion cromosomica Gen Numero de acceso Fecha de
Gen Bank* publicacién

t(15;17) PML NM_033238.3 22 Ago 2021

RARA NM_000964 .4 08 Nov 2021

t(8;21) RUNXI NM_001754.5 30 Nov 2021
RUNXITI NM_004349 4 17 Oct 2021

t(9;22) variante p190 BCR NM_021574.3 03 Oct 2021
ABL NM_007313.2 22 Nov 2021

t(9;22) variante p210 BCR NM_004327 .4 03 Oct 2021
ABL NM_007313.2 22 Nov 2021

* https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

3. Extraccion del ARN

La extraccion del material genético se realizé
mediante el uso del reactivo TRIZOL®. Cada
una de las muestras en estudio (1 mL de volumen
inicial) fue diluida en buffer fosfato salino (PBS,
por sus siglas en inglés) 1X en una proporciéon
1:1. Luego la dilucion fue colocada en medio de
gradiente de densidad, permitiendo el aislamiento
de células mononucleares por accién de la
centrifugacion a 1 800 rpm (290 g) durante 30
minutos. El anillo de glébulos blancos obtenido,
fue inmediatamente aisladoy centrifugado en frio
(4 °C)a9000 rpm (7 245 g) durante 5 minutos;
luego de lo cual se afiadi6 el reactivo TRIZOL®
(en una proporcién de 1 mL para una poblacién
de 107 células), se homogenizé levemente por
pipeteo y se incubd en frio (-80 °C) durante un
minimo de 2 horas, con la finalidad de inactivar
las proteinas e inhibir las nucleasas, permitiendo
la separacion de las muestras en dos fases, una
fase organica donde queda solubilizado el ADN,
y una fase acuosa donde se encuentra contenido
el ARN de interés. Posteriormente se agrego
cloroformo a la mezcla (en una proporcién de
0.5 mL para un volumen de 1 mL de muestra
homogenizada en TRIZOL®). Dicha mezcla fue
centrifugada en frio (4 °C) a 12 000 rpm (12 879
g) durante 5 minutos, luego de lo cual se recuperé
la fase acuosa y se combind con isopropanol en
una proporcioén 1:1. Esta mezcla fue incubada
a 25 °C durante 10 minutos e inmediatamente
centrifugada a 12 000 rpm (12 879 g) durante
15 minutos. El sedimento recuperado, luego de
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la centrifugacion, fue lavado con solucién de
etanol al 70 % y centrifugado a 12 000 rpm (12
879 g) durante 5 minutos. El sedimento obtenido
fue incubado a temperatura ambiente durante 30
minutos; posteriormente fue solubilizadoen agua
libre de ARNasas e incubado a 56 °C durante 15
minutos. Todas las muestras de ARN aisladas
en el presente estudio fueron criopreservadas a
-80 °C hasta su uso.

4. Sintesis de ADNc

A partir de las muestras de ARN aisladas,
se realiz6 la sintesis de ADNc de cada una de
ellas. Durante la primera etapa de este protocolo,
se llevé a cabo la reaccion de pre-sintesis de
ADNc, mezclando 200 ng de ARNm con 20 ug/
mL Random Primer (Promega) en 3 ¢L. de agua
libre de ARNasas (IBI). Las muestras preparadas
fueron incubadas a 65 °C durante 5 minutos;
posteriormente, fueron colocadas en bloque
de enfriamiento, realizandose a continuacion
la adicién de los siguientes reactivos, hasta
completar un volumen final de 20 pL: buffer de
reaccion (250 nM Tris-HCI [pH 8.,3], 375 mM
KCI, 15 mL MgCl, [S0 mM DTT], RNAsin
[1U/uL],enzima M-MLV RT [10U] y dNTPs [2
mM]) (Promega). Las muestras fueron llevadas
al termociclador y la RT programada bajo el
siguiente esquema: 25 °C de hibridacién durante
5 minutos, seguido de una fase de polimerizacién
a 42 °C por 60 minutos y una extension final a
70 °C durante 5 minutos.
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5. Reaccion de PCR anidada y visualizacién de
productos

La calidad del ADNc obtenido se confirmé
amplificando por PCR el gen constitutivo
GAPDH, conlos cebadores GAPDH “Up/Down”
descritos en el Cuadro 1. Paraello, se prepararon
las mezclas de reaccion de PCR en un volumen
de 11,2 uL. de agua, para un volumen final de 20
pL:bufferdereaccion SX ([Cf]=1X),MgCl, (1,5
mM), dNTPs (150 yM), cebadores de GAPDH
“Up/Down” (0,25 uM),enzima Taq Pol G2 Flexi
(1U) (Promega) y 200ng de ADNc. Las muestras
fueron incubadas en el termociclador durante 5
minutos a 95 °C. Posteriormente, se realizaron
35 ciclos de amplificacién programados a 95 °C
durante 30 segundos, 50 °C durante 30 segundos
y 72 °C durante 30 segundos; y se realizé una
rondade extension final a 72 °C durante 5 minutos.

La reaccioén se realizé en un termociclador
de triple bloque (Applied Biosystems), y los
productos de amplificacion fueron revelados por
electroforesis en geles de agarosa preparados
al 2.5 %, teilidos con SYBR™ Safe DNA Gel
stain y visualizados con el equipo Axygen® Gel
Documentation System y fotodocumentados con
Axygen Imaging.

La PCR para la amplificacién de cada
transcrito de fusion se realiz6 por separado para
cada mutacion analizada en este estudio. Las
reacciones fueron llevadas a cabo siguiendo
las condiciones descritas a continuacién: 95 °C
durante 30 segundos, seguido de 35 ciclos de
amplificacién a 94 °C por 30 segundos, 65 °C por
60 segundosy 72 °C por 60 segundos, terminando
con una extension final a 72 °C por 5 minutos.

Loscebadores empleados paralaamplificacion
de los genes de fusion PML/RARa, RUNXI1/
RUNXITI BCR/ABL p190y BCR/ABL p210, se
encuentran descritos en el Cuadro 1. La primera
y segundarondade amplificacion fueron llevadas
a cabo bajo las mismas condiciones de reaccion
descritas previamente.

Se incorporaron en la PCR anidada, controles
positivos (pacientes con la mutacién en estudio),
controles sanos (individuos sin la patologia) y
controles negativos (sintemplado). Los productos
amplificados por RT-PCR anidada fueron
evaluados a través de electroforesis en geles de

568

agarosa al 2,5 % tefiidos con SYBR™ Safe DNA
Gel stain, visualizados con el equipo Axygen®
Gel Documentation System y fotodocumentados
con Axygen Imaging.

6. Purificacion de productos y secuenciacion
automatizada

Los productos de RT-PCR anidada obtenidos
por separado para cada mutacién analizada en
este estudio, con los cebadores previamente
mencionados en el Cuadro 1, fueron purificados
empleando el Kitcomercial FavorPrep GEL/PCR
Purification Mini Kit (Favorgen Biotech Corp).
Paraello se corté,con ayudadeun bisturi,labanda
de amplificacion visualizada en el gel de agarosa
y se transfirieron aproximadamente 300 mg de
gel a un tubo estéril de 1,5 mL. El fragmento
extraido fue solubilizado en 500 mL de buffer
de lisis FADF provisto en el kit y homogenizado
brevemente con ayuda de un vortex. La mezcla
homogenizada fue incubada durante 10 minutos
a 55 °C, agitandola cada 2 minutos durante la
incubacidn parafavorecer lacompletadisolucion
del gel en el buffer. La mezcla fue transferida
a una columna de filtraciéon FADF, la cual fue
colocadaenun tubo de microcentrifugade 1,5 mL
y centrifugada a 12 000 rpm (12 879 g) durante
30 segundos. Tras este proceso, el sobrenadante
fue descartado. La columna fue lavada con 750
unL de buffer de lavado complementado con
solucién de etanol, y centrifugada a 12 000 rpm
(12 879 g) durante 30 segundos. Para favorecer
el completo secado de la columna e incrementar
la pureza de las muestras purificadas, la columna
fue centrifugada por 3 minutos adicionales a una
velocidad de 18 000 rpm (18 879 g); luego de lo
cual fue transferida a un tubo de coleccién estéril
de 2 mL donde se le adicionaron 40 L. de agua
grado biologia molecular (IBI), directamente
al centro de la membrana de filtraciéon. La
columna fue dejada en reposo durante 1 minuto
para finalmente realizar la elucién del ADN por
centrifugacién a 18 000 rpm (1 8879 g), por 1
minuto adicional. Los productos purificados
fueron visualizados con electroforesis en geles
de agarosa y posteriormente secuenciados en
Molecular Cloning Laboratories MCLAB),C.A.
(San Francisco,EUA) conelempleo de cebadores
sentido y antisentido listados en el Cuadro 1.
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7. Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas de MCLAB fueron
visualizadas y analizadas empleando el software
Mega version X,y alineadas usando el algoritmo
ClustalW. Las secuencias consenso obtenidas
fueron analizadas y comparadas con secuencias
reportadas en GenBank, por medio del programa
Basic Local Alignment Search Tool - BLASTN;
estoconel findeevaluarel porcentaje de identidad

RESULTADOS

Transcritos de fusion obtenidos con RT- PCR
anidada

Los resultados de la amplificaciéon mediante
RT-PCR anidada para la deteccién de los
transcritos de fusion para la LMA coincidieron
con los obtenidos en la PCR virtual (Cuadro 3).

y cobertura de cada una de ellas.

Tabla 3. Cuadro comparativo de los tamafios del producto amplificado por PCR anidada para cada transcrito de fusion, en
comparacién con los tamafios obtenido por PCR virtual

Translocacién Tamano en Tamaio obtenido % cobertura e NF° de acceso
PCR virtual por RT-PCR identidad GenBank
BCR/ABL variante p190 380 pb 381 pb 100 MH743144.1
BCR/ABL variante p210 360 pb 360 pb 99 MH401089.1
PML/RAR«. 178 pb 200 pb 100 OK063981
RUNXI/RUNXITI 260 pb 260 pb 100 OK063978

200 pb
[—

Figura 1. Visualizacion de los productos de amplificacion para los transcritos de fusion del panel LMA. Se visualizan los
patrones de bandas obtenidos para cada transcrito de fusién en conjunto con el control positivo de cada translocacién. Los
controles negativos y sanos para cada transcrito fueron igualmente evaluados. Carril 1 y 8: marcador de tamafio molecular
(Promega, 1kb). Carril 2: linea celular NB4, empleada como control positivo para la translocacion PML-RARa. Carril 3:
paciente seleccionado como control positivo para la translocacion PML-RARa (muestra de sangre periférica). Carril 4:
linea celular Kasumi-1, empleada como control positivo para la translocacion AML-ETO. Carril 5: paciente seleccionado
como control positivo para la translocacion AML-ETO (muestra de aspirado de médula 6sea). Carril 6: linea celular K562,
empleada como control positivo para la translocaciéon BCR-ABL variante p2]0. Carril 7: paciente seleccionado como control
positivo para la translocacion BCR-ABL, variante p210 (muestra de sangre periférica).

La amplificacién por RT-PCR anidada de
la variante bcrl del transcrito de fusion PML/

(Figura 1). Este tamafio es cercano al que se
obtuvo de 178 pb mediante la PCR virtual

RARa reveld la presencia de una banda cercana
a los 200 pares de bases (pb) aproximadamente
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empleando la secuencia de referencia bcrl de
PMI/RARa (Cuadro 2). La secuencia consenso
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obtenida se denominé proteina de fusién PML/
RARa y se publicé en GenBank bajo el nimero
de acceso OK063981. Asimismo, se analizé la
secuencia consenso con BLASTN y se obtuvo
una cobertura e identidad de un 100 % en ambos
casos, al comparar la secuencia consenso con
otras reportadas (NG_029036.1). Finalmente,
se identificé el punto de corte para PML-RAR«-
Berl en los exones 6 y 3 de las secuencias de
PMLyRARo (NM_033238.3y NM_000964 4),
respectivamente, y se confirmé la presencia de
la variante bcrl de PML/RARc.

Enrelacion conlaamplificacién del transcrito
de fusiéon RUNXI/RUNXITI, revel6 una banda
de 260 pb aproximadamente (Figura 1), cuyo
tamano se corresponde con el obtenido mediante
la PCR virtual (260 pb) empleando la secuencia
de referencia para los genes RUNXI y RUNXT1
(Cuadro 2). La secuencia consenso obtenida se
denomind proteina de fusion RUNXI/RUNXITI
y fue publicada en GenBank bajo el nimero de
acceso OK063978. Adicionalmente, se analizé
la secuencia consenso con BLASTN y se obtuvo
una cobertura e identidad de un 100 % en ambos
parametros, en relacién con otras secuencias
para el gen RUNXI y RUNXITI reportadas
(MG551956.1,MG551955.1,KJ189470.1). De
igual manera, se identific6 el punto de corte para
la proteina de fusion RUNXI/RUNXITI en el
ex6n 5 de RUNXIT (NM_001754.5) y en el exén
2 de RUNXITI (NM_004349 4).

La amplificaciéon por RT-PCR anidada para
la deteccién de la variante p/90 del transcrito
de fusién BCR/ABL revel6 la presencia de una
banda de 380 pb aproximadamente (Figura 1),
cuyo tamafio es cercano al que se obtuvo de
381 pb mediante la PCR virtual con el empleo
de la secuencia de referencia de la variante
ela2 (Cuadro 2). La secuencia consenso
obtenida con Mega X se denominé proteina de
fusion BCR-ABL variante p/90 y se public6 en
GenBankbajoel nimerode acceso MH743144.1.
Posteriormente, con BLASTN se obtuvo una
cobertura e identidad del 100 % al comparar
FJC-BCR-ABL-p190 con otras secuencias
publicadas (AF113911). Asimismo, se identificd
el punto de corte de la secuencia consenso en
el exén 1 de BCR (NM_021574.3) y exones 1
y 2 de ABL (NM_007313.2), respectivamente,
confirmandose la variante e/a2 de BCR/ABLI.
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El analisis para la deteccion de la variante
p210deltranscritode fusiéon BCR/ABLevidencio
una banda de aproximadamente 360 pb (Figura
1), coincidiendo con el tamano de 360 pb que
se obtuvo por la PCR virtual al emplear la
secuencia de referencia de la variante b3a2
(Cuadro 2). La secuencia consenso obtenida
con Mega X se denominé BCR-ABL variante
p210Yy se publicé en GenBank con el nimero de
acceso MH401089.1. La secuencia consenso se
analizé con BLASTN y se obtuvo una cobertura
e identidad del 99 %, al comparar la secuencia
consenso con otras reportadas para la variante
b3a2 de BCR/ABL (AJ131466.1, M25946.1,
EU216071.1). Finalmente, se identificé el punto
de corte de FIC-BCR-ABL1-p210 en el ex6n
14 de BCR (NM_004327.4) y ex6n 2 de ABL
(NM_007313.2), respectivamente, con lo que
se confirmo la presencia de la variante b3a2 de
BCR/ABL.

DISCUSION

La identificacion de las mutaciones en LMA
ha facilitado la discriminacion a nivel biolégico
y clinico de la enfermedad en distintos subtipos,
y ha permitido mejorar la predicciéon de los
diagndsticos,asicomo las opciones de tratamiento
para los pacientes (1,25). La detecciéon de
mutaciones genéticas en LM A ha ocasionado que
la sobrevida de los pacientes con la enfermedad
haya incrementado hasta el 63 % en la ultima
década (26).

Contar con una combinacién de técnicas
altamente sensibles y especificas como RT-PCR
anidada, capaz de detectar de manera eficaz y
rapida algunas de las mutaciones mas comunes
en pacientes con LMA, tales como t(15;17),
t(8;21)y t(9;22),esde granimportancia. Estudios
similares demuestran que la RT-PCR anidada
es una combinacion de técnicas de biologia
molecular que se continda empleando para la
deteccién de dichas mutaciones en pacientes con
la enfermedad (27-30).

La sensibilidad y eficacia de la RT-PCR
anidada depende en gran parte de los cebadores
utilizados (31). Multiples estudios a nivel
internacional han descrito la importancia de la
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validacién de los cebadores para su uso en RT-
PCR anidada (32,33). Paradicha validacion,una
de las técnicas de laboratorio mas empleadaes la
secuenciacion, la cual permite la identificacién
de genes y variantes (17). La secuenciacion por
el método de Sanger es la técnica estandar de
oro, que proporciona la informacién definitiva
para confirmar las variantes de pequeio
tamafio mediante el uso de herramientas
bioinformaticas (17.,32).

En este trabajo se estandarizé la técnica de
PCR anidada, y se validaron y confirmaron los
cebadores que se emplean en la deteccion de
las mutaciones PML/RARa, RUNXI/RUNXITI
y BCR/ABL en pacientes con LMA, a través de
la secuenciacion por Sanger de los productos de
RT-PCR anidada de dichas translocaciones y el
empleo de programas bioinformaticos.

En el caso de PML/RARa, los cebadores
permitieron detectar la variante bcrl, siendo
esta una de las variantes encontradas con
mayor frecuencia en pacientes con LPA en una
proporciéon de 55 % (34,35). Un diagndstico
temprano de PML/RARco es de sumaimportancia,
ya que gran parte de los pacientes con LPA de
novo entran en remision de la enfermedad al ser
tratados con ATRA (36). ParaRUNXI/RUNXIT]I,
se logré la deteccidn del transcrito de interés que
concuerda con lo descrito en la literatura (37).
Lafusiondel gen AML I (RUNX1),esencial para
una hematopoyesis normal con el gen correpresor
transcripcional ETO (RUNXITI1 o MTGS),deriva
en una proteina anormal con multiples efectos
en la proliferacion, diferenciacién y viabilidad
de las células leucémicas. La presencia de esta
alteracion molecular en los pacientes con LMA,
le confiere particularidades clinicas y biolégicas
que han permitido caracterizarlos como LMA
con anomalias genéticas recidivantes (9).
La detecciéon temprana de este transcrito de
fusién resulta vital en términos del porcentaje
de supervivencia y respuesta al tratamiento en
pacientes positivos para esta translocacién. Por
altimo, se detectaron las variantes p/90y p210
de BCR/ABL1, consideradas como las anomalias
genéticas mds comunes en los pacientes con
leucemia y que se encuentran asociadas a todos
los tipos de leucemia, incluyendo LMA (38, 39).

Es importante resaltar que existen varios
estudios a nivel mundial sobre PMIL/RARa,
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RUNXI/RUNXITI y BCR/ABL, en los cuales
se secuencian los productos de RT-PCR anidada
obtenidos para confirmar la especificidad de la
reaccion (40-43). En este sentido, las secuencias
obtenidas en este trabajo fueron publicadas en
GenBank, aportando informacién de relevancia
paraelavancede lainvestigacién cientificaanivel
mundial. Los trabajos de secuenciacion llevados
a cabo para la presente publicacion fueron
realizados con el tinico fin de comprobary validar
la especificidad de los cebadores empleados
en la Unidad y reportados previamente en la
literatura; con lo cual, no es necesario incluir la
secuenciacion de los productos de amplificacién
como parte del protocolo de rutina para pruebas de
diagnéstico y deteccion molecular de oncogenes
en laboratorios de biologia molecular.

En resumen, los cebadores previamente
descritos en la literatura y utilizados en la UDM-
FJC paraladeteccion de las mutaciones t(15;17),
t(8;21)yt(9;22),presentan una altaespecificidad
y eficiencia, y pueden ser utilizados para el
diagnostico de las mutaciones mas comunes en
pacientes con LMA.

Lametodologia estandarizada en esta Unidad
resultade muy bajo costo en comparacién con los
diversos estuches comerciales disponibles en el
mercado actualmente, lo que permite disminuir
y optimizar el uso de recursos en los laboratorios
diagnoésticos y alcanzar a un mayor nimero de
beneficiarios. De igual manera, mediante esta
metodologia es posible ajustar y adecuar las
condiciones de amplificaciéon con base en los
requerimientos de cadalaboratorioy los objetivos
planteados que se deseen alcanzar.

Finalmente, los resultados obtenidos durante
la estandarizacién de la técnica presentada,
permitiran llevar a cabo el desarrollo de
una metodologia de PCR Multiplex, para
la amplificaciéon simultanea de todas las
translocaciones evaluadas para el panel de
LMA, en muestras de pacientes que acuden a
la FJIC; permitiendo un mejor uso de recursos,
disminuyendo las horas hombre y acortando
significativamente el tiempo de respuesta y
entrega de resultados, sin comprometer la
efectividad y especificidad de la técnica, y
garantizando la confiabilidad y precisién de los
resultados.
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CONCLUSION

En la UDM-FIC se estandarizo la técnica de
PCR anidada, y se validé y confirmé que los
cebadores notificados por van Dongen y col. en
1999 (17), pueden usarse de manera confiable
parala deteccion de las mutaciones PML/RARa.,
RUNXI/RUNXITI, BCR/ABL variante p210 y
BCR/ABL variante p/90enlos casos de pacientes
referidos a la Unidad.

La determinacién de dichas mutaciones
se emplea para el diagnéstico y clasificacion
molecular de la LMA en la poblacién, lo que
contribuye fundamentalmente alaestratificacion
del riesgo de la enfermedad, y permite brindar al
paciente una terapia personalizada que incide de
manera importante en sus niveles de sobrevida.

Este estudio sirve como referencia para otros
laboratorios de diagnodstico molecular, debido a
que se confirma que los cebadores previamente
notificados en la literatura y validados por la
UDM-FIJC, presentan una alta especificidad y
eficiencia en la deteccion de las mutaciones mas
frecuentes en pacientes con LMA.

Cabe destacar que las secuencias obtenidas
y publicadas en GenBank por la UDM-FJC son
unareferenciade las translocaciones en pacientes
con LMA en Venezuela. La proporcién de los
diferentes tipos de leucemia aguda que prevalecen
en el pais permite hacer comparaciones con
otros paises del mundo, en comportamiento y
desenlace, lo que proporciona informacién util
de esta patologia.
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