ARTICULO ORIGINAL

Gac Méd Caracas 2024;132(1):114-123
DOI: 10.47307/GMC.2024.132.1.11

Estandarizacion de la técnica de PCR anidada para la
deteccion de las translocaciones TCF3/PBX1 y KMT2A/
AFF1 en pacientes con leucemia linfoide aguda remitidos a

la Unidad de Diagndstico Molecular

de la Fundacion Jacinto Convit

Standardization of the nested PCR technique for the detection of TCF3/PBX1

and KMT2A/AFF 1 translocations in patients with acute lymphoid leukemia

referred to Unidad de Diagndstico Molecular of Fundacién Jacinto Convit

Thais Rivodé'®, Juan M. Nufiez*, Betania V. Rodriguez®?, Maria A. Duarte*’, Antonietta Porco*,
Daniela A. Escobar®, Ana F. Convit’*""

RESUMEN

La presencia de translocaciones cromosomicas en la
leucemia linfoide aguda (LLA) incide en la biologia
de la enfermedad y predice la respuesta clinica de
los pacientes. Mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion reversa (RT-PCR, por
sus siglas en inglés) anidada —una de las variantes
mds especificas y sensibles de la PCR— es posible
detectar hasta una célula mutada en una poblacion de
10°células sanas de las translocaciones cromosomicas
mds frecuentes: t(1;19) y t(4;11). La sensibilidad y
eficacia de esta técnica depende fundamentalmente
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del diserio de los cebadores utilizados en la reaccion.
Por ello, la Unidad de Diagnostico Molecular de la
Fundacion Jacinto Convit (UDM-FJC) llevo a cabo
la estandarizacion de la PCR anidada y evaluacion
de cebadores descritos previamente en la literatura
para la deteccion de las mutaciones mds comunes en
pacientes con LLA, con el fin de validar y confirmar
la especificidad de los cebadores empleados en
el diagnostico realizado en esta Unidad. Los
productos evaluados para cada variante estudiada
Jfueron secuenciados mediante el método de Sanger 'y
analizados utilizando herramientas bioinformdticas
(PCRvirtual, MegaXy BLASTN). Nuestros resultados
evidencian altos porcentajes de identidad y cobertura
paralas mutaciones TCF3/PBX1y KMT2A/AFF1. Las
secuencias obtenidas fueron publicadas en GenBank.
Los resultados confirman la especificidady eficiencia
delos cebadores, siendo adecuados para el diagnostico
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molecular en pacientes con LLA en la UDM-FJC, y
una posible referencia para otros laboratorios de
diagndstico.

Palabras clave: Leucemias, transcritos de fusion,
leucemia linfobldstica aguda, RT-PCR anidada,
secuenciacion Sanger, TCF3/PBX1 y KMT2A/AFF1.

SUMMARY

The presence of chromosomal translocations in acute
lymphoid leukemia (ALL) contributes to the disease’s
biology and predicts patients’ clinical response.
Through the nested reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (RT-PCR) technique, one of the most
sensitive variants of PCR, it is possible to detectup to a
single mutated cell in a population of 10° healthy cells
of the most frequent chromosomal translocations in
patients with ALL: t(1;19) and t(4;11). 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 Diagnostico 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 ALL 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 sequencedusing the Sanger method and analyzed
with bioinformatic tools (virtual PCR, MegaX, and
BLASTN). Our results showed high percentages
of identity and coverage for the TCF3/PBXI and
KMT2A/AFF1 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 ALL at UDM-FJC and a possible reference to
other diagnostic laboratories.

Keywords: Leukemia, fusion transcripts, acute
lymphoblastic leukemia, nested RT-PCR, Sanger
sequencing, TCF3/PBX1, and KMT2A/AFF1.

INTRODUCCION

La leucemia linfoide aguda (LLA) es una
patologia que resulta de la transformacién y
proliferacion maligna de células progenitoras
linfoides en la médula 6sea, sangre y sitios
extramedulares. El riesgo de desarrollar LLLA es
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mayor en la poblacién pediatrica y corresponde
a aproximadamente el 80 % de los casos (1,2).

En Venezuela,de acuerdo con el dltimo reporte
publicado por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) en el aiio 2020, se estimaron 1 317
nuevos casos de leucemiaen lapoblacién general,
con mas de 996 fallecidos (3). No obstante, la
estadistica no discrimina por tipos de leucemia,
por lo que se desconoce la incidencia de LLLA en
la poblacion venezolana.

Las translocaciones cromosémicas asociadas
a LLA inciden en la génesis de la enfermedad,
las cuales adicionalmente, pueden ser empleadas
como marcadores moleculares que brindan
informacion prondstica que permite estratificar
porriesgo alos pacientes y orientar su tratamiento
inicial (4).

La OMS clasific6 la leucemia linfoide aguda
precursora de células B (LLA-B) como: LLA-B
con anomalias genéticas recurrentes y LLA-B
sin otra especificacién. Las anomalias genéticas
recurrentes incluyent(1;19) TCF3-PBX1,t(4;11)
KMT2A/AFF1y t(9;22) BCR-ABLI.

Lat(1;19) TCF3/PBX] tiene una prevalencia
que variaentre el 3 % y 5 % en pacientes pedia-
tricos y 3 % en adultos con LL A pre-B,y permite
predecir una posible recaida de tipo aislada
que afecte al sistema nervioso central (SNC).
Dentro de las conductas clinicas mas frecuentes
en pacientes positivos para esta mutacién, se
encuentralaafectacion delos denominados ““sitios
santuarios”, siendo los mas reportados, testiculo
y SNC. En los casos de recaida aislada ocurre
la afectacion particular y especifica del SNC; es
decir,inicamente se evidencian blastos en liquido
cefalorraquideo (demostrado por un citospin) sin
presencia de blastos en médula 6sea, testiculos o
sangre; en cuyo caso se hablade recaidacompleta
o general. Sin embargo, debido a los nuevos
protocolos terapéuticos, la t(1;19) TCF3/PBX1
esta asociada con un buen prondstico (5-8). La
t(4;11) KMT2A/AFF1 es una causa comun de
LLAmasagresiva,conunaprevalenciaque varia
entre 10 %-20 % en bebés, 2 % en nifios 'y 7 %
en adultos, y se considera una translocacién de
mal pronéstico, ya que los pacientes presentan
altas probabilidades de recaidas (9-11). Con
respecto a la t(9;22) BCR/ABLI o cromosoma
Filadelfia (Ph), se ha detectado hasta en un 5 %
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de los pacientes pediatricos con leucemia y en
el 15 %-20 % de LLLA-B en adultos. La t(9;22)
BCR/ABLI esta asociada a una enfermedad
mads agresiva, aunque con la introduccién de
inhibidores especificos de la tirosina quinasa
BCR/ABLI ,como STI-571 (mesilato de imatinib),
ha mejorado drasticamente el prondstico de los
pacientes con LLA Ph-positivo (1,12).

El uso de una combinacién de técnicas
moleculares sensibles y especificas como la
RT-PCR, permite detectar de manera eficaz y
rapida las mutaciones mds comunes en pacientes
con LLA, particularmente cuando es RT-PCR
anidada (de dos rondas), cuya sensibilidad
detecta una célula positiva dentro de un rango
de 10°-107 células normales (12). Esta técnica
es una variacion de la PCR estandar que mejora
la especificidad y el rendimiento de la reaccion,
en la que el producto de la primera ronda de
amplificacién es utilizado como molde para
realizar una segunda ronda con cebadores
que se ubican dentro de la primera secuencia
amplificada. EIl par de cebadores internos solo
hibridaralatranslocaciéon cromosémicade interés,
aportando informacién esencial de valor clinico
diagndstico, prondstico, prediccion de respuesta
al tratamiento y progresion de la enfermedad en
pacientes con LLA (9,13-17).

El éxito de la RT-PCR anidada se logra con el
apropiado disefio de los dos pares de cebadores
sobre la secuencia de los genes involucrados en
cada translocacion.

Portal razon,es fundamental el correcto disefio
y uso de los cebadores, ya que se pueden generar
productos inespecificos y formar estructuras
secundarias o dimeros que disminuyen la
eficienciade lareaccion (9), 1o que puede afectar
significativamente el resultado del diagndstico
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 verificacién de los productos obtenidos por
RT-PCR anidada (18-21). 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 el
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Genbank,labase de datos de secuencias genéticas
del National Institutes of Health (NIH) de Estados
Unidos de América (EUA), una coleccién de
disponibilidad publica de secuencias de ADN
que permitird evaluar el porcentaje de identidad
y cobertura, asi como la identificacion de genes
y variantes (22).

Por lo anteriormente expuesto, la UDM-FJC
—quebrindaun serviciode diagnéstico molecular
gratuito alapoblacion oncolégicamas vulnerable
que acude a hospitales publicos del territorio
nacional en convenio con la Fundacién— se
propuso llevar a cabo la estandarizacién de
la técnica de PCR anidada, como método de
diagndstico molecular de las translocaciones
mas frecuentes descritas en pacientes con LLA
y la validacién de los cebadores previamente
descritos en la literatura (9), para ser empleados
en la deteccién de las mutaciones TCF3/PBX1
y KMT2A/AFF1 en pacientes con LLA. Cabe
destacar, que la estandarizacién de la técnica de
PCR anidadaparaladetecciénde latranslocaciéon
BCR/ABLI fue realizada previamente en la
UDM-FIC (23).

MATERIALES Y METODOS

1. Muestras

Muestras biolégicas

Se utiliz6 ADNc obtenido previamente
mediante transcripcién reversa (RT, por sus
siglas en inglés) a partir del ARN aislado de
muestras de médula 6sea de dos pacientes, uno
adulto y uno pediatrico,y en los que previamente
se detecto la presencia de las translocaciones a
evaluar mediante citometria de flujo, la cual fue
realizada en un laboratorio externo por cada uno
de los pacientes seleccionados para este estudio.
Estas muestras se procesaron en la UDM-FIJC,
procedentes de dos centros con los cuales la FJIC
ha suscrito convenio,como el Instituto Auténomo
Hospital Universitario de Los Andes y el Hospital
de Nifios “J.M.delos Rios”. Las muestras fueron
obtenidas previo consentimiento informado,cada
uno firmado respectivamente, por el paciente y el
representante (en el caso del menor de edad),con
laautorizacion paralarealizacion del diagndstico
del panel LLA (TCF3/PBX1, KMT2A/AFF1 'y
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BCR/ABLI) y estudios de investigacion a partir
de tales muestras. Dicho consentimiento infor-
mado cuenta con el aval del comité de bioéticade
cadahospital. El presente estudio guardarelacién
directa con la condicion clinica que motivé la
extraccion original de la muestra.

Lineas celulares

Se realiz6é extraccion de ARN y sintesis
de ADNc proveniente de las lineas celulares
RS4 y 697, las cuales son positivas para las
translocaciones KMT2A/AFF1 y TCF3/PBXI,
respectivamente. Estas lineas celulares fueron
donadas por el St. Jude Children’s Research
Hospital de 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 (9).
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
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) como
molde (Cuadro 2).

3. Extraccion del ARN

La extracciéon del material genético se realizé
mediante el uso del reactivo TRIZOL®. Cada

Cuadro 1. Secuencias de los cebadores empleados para la amplificaciéon por RT-PCR anidada del gen GAPDH y de las

translocaciones KMT2A/AFF1y TCF3/PBX1

Gen y translocacion™® Ronda de PCR

Secuencia
53

GAPDH®>
KMT2A/AFFI® lera ronda
2da ronda
TCF3/PBX1®

lera ronda

2da ronda

CATCAAGAAGGTGGTGAA
GGGTCTTACTCCTTGGAG

CCGCCTCAGCCACCTAC
TGTCACTGAGCTGAAGGTCG
AGGACCGCCAAGAAAAGA
CGTTCCTTGCTGAGAATTTG
CACCAGCCTCATGCACAAC
TCGCAGGAGATTCATCACG
CACCCTCCCTGACCTGTCT
GGCCTGCTCGTATTTCTCC

Cuadro 2. Secuencias empleadas como molde para la PCR virtual

Alteracién cromosémica Gen Numero de acceso Fecha de publicacién
GenBank*
t(1;9) TCF3 NM_003200.5 22 oct 2022
PBX1 NM_002585 .4 27 nov 2022
t(4;11) KMT2A NM_001197104.2 09 dic 2022
AFF1 NM_001166693.2 11 oct 2020

* https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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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 proporcién
1:1. Luego la dilucion fue colocada en medio de
gradiente de densidad, permitiendo el aislamiento
de células mononucleares por acciéon de la
centrifugacion a 1 800 rpm (290 g) durante 30
minutos. El anillo de glébulos blancos obtenido
fue inmediatamente aislado y centrifugado en frio
(4 °C) a9 000 rpm (7 245 g) durante 5 minutos;
luego de lo cual se afiadi6 el reactivo TRIZOL®
(en una proporcion de 1 mL para una poblacién
de 107 células), se homogeniz6 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
organicadonde queda solubilizadoel ADN,yuna
fase acuosadonde se encuentra contenido el ARN
de interés. Posteriormente se agregé cloroformo
a la mezcla (proporcion 1:2). Dicha mezcla fue
centrifugada en frio (4 °C) a 12 000 rpm (12 879
g) durante 5 minutos, tras lo cual se recuper6 la
fase acuosa y se combiné con isopropanol en
una proporcién 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 la
centrifugacién 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 solubilizado en 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 uL 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
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completar un volumen final de 20 uL: buffer
de reaccién (250 nM Tris-HCI1 [pH 8,3], 375
mM KCl, 15 uL. MgCl, [SO mM DTT], RNAsin
[1U/uL], enzima M-MLV RT [10U] y dNTPs [2
mM]) (Promega). Las muestras fueron llevadas
al termociclador y la RT fue programada bajo el
siguiente esquema: 25 °C de hibridacién durante
5 minutos, seguido de unafase de polimerizaciéon
a 42 °C por 60 minutos y una extension final a
70 °C durante 5 minutos.

5. Reaccion de PCR anidada y visualizacion 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 uM), cebadores de GAPDH
“Up/Down’ (0,25 pM),enzima Taq Pol G2 Flexi
(1U) (Promega) y 200 ngde ADNc. Las muestras
fueron incubadas en el termociclador durante 5
minutos a 95 °C. Posteriormente, se realizaron
35 ciclos de amplificacion programados a 95 °C
durante 30 segundos, 50 °C durante 30 segundos
y 72 °C durante 30 segundos; y se realizé una
rondade extensién 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
electroforesisen gelesde agarosaal 2,5 % teiiidos
con SYBR™ Safe DNA Gel stain, 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 continuacion: 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 KMT2A/AFF1 'y TCF3/
PBX1, se encuentran descritos en el Cuadro 1.
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La primera y segunda ronda de amplificacién
fueron llevadas a cabo bajo las mismas
condiciones de reaccién 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
agarosa al 2,5 % teiidos 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 mutacion analizada en
este estudio, con los cebadores previamente
mencionados en el Cuadro 1, fueron purificados
empleando el Kit comercial FavorPrep GEL/
PCR Purification Mini Kit (Favorgen Biotech
Corp); siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante.

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 obtenidas
fueron analizadas y comparadas con secuencias
reportadas en GenBank, por medio del programa
Basic Local Alignment Search Tool - BLASTN;
estoconel finde evaluarel porcentaje de identidad
y cobertura de cada una de ellas.

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 LLLA coincidieron con
los obtenidos en la PCR virtual (Cuadro 3).

Cuadro 3. Cuadro comparativo de los tamafios del producto amplificado por PCR anidada para cada transcrito de fusién,

en comparacion con los tamafios obtenidos por PCR virtual.

Translocaciéon Tamano en Tamano % N° de acceso
PCR obtenido por cobertura e GenBank
virtual RT-PCR identidad
KMT2A/AFF1 502 pb 500 pb 100 OK063986
TCF3/PBX1 289 pb 280 pb 100 OK063985

La amplificaciéon por RT-PCR anidada
para la deteccién de las variantes p/90 'y p210
del transcrito de fusion BCR/ABLI, fueron
previamente descritas por la UDM-FJC (23).

Enrelacion conlaamplificacién del transcrito
de fusion KMT2A/AFF1, este reveld una banda
de 500 pb aproximadamente (Figura 1), cuyo
tamafio corresponde con el obtenido mediante
la PCR virtual (502 pb) empleando la secuencia
de referencia para los genes KMT2A y AFF1
(Cuadro 2). La secuencia obtenida se denomind
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proteina de fusion MLL/AF4 y fue publicada en
GenBank bajo el nimero de acceso OK063986.
Adicionalmente, se analizé la secuencia con
BLASTN y se obtuvo una cobertura e identidad
de un 100 % en ambos parametros, en relacion
con otras secuencias para el gen KMT2Ay AFF1
reportadas (AF87905 y AF31404.1). De igual
manera, se identificé el punto de corte para la
proteina de fusiéon KMT2A/AFF1 en el ex6n 11
de KMT2A (NM_001197104.2) yenelexon 4 de
AFFI1(NM_001166693.2),conloque seconfirmé
la variante el//e4 de KMT2A/AFF1.
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502 pb 502 pb
280 pb 289 ph W W G

Figura 1. Visualizacion de los productos de amplificacion
paralos transcritos de fusiéndel panel LLA. Se visualizan los
patrones de bandas obtenidos para cada transcrito de fusiéon
en conjunto con el control positivo de cada translocacion.
Los controles negativos y sanos para cada transcrito
fueron igualmente evaluados. Carril 1: linea celular 697,
empleada como control positivo para la translocacion
TCF3/PBXI. Carril 2: paciente (aspirado de médula dsea)
seleccionado como control positivo para la translocacion
TCF3/PBXI. Carril 3: linea celular RS4, empleada como
control positivo para la translocacion KMT2A/AFF1.
Carril 4: paciente (aspirado de médula dsea) seleccionado
como control positivo para la translocacion KMT2A/
AFFI. Carril 5: marcador de tamafio molecular (Promega,
1kb). Los resultados obtenidos para la amplificacién de
las variantes p210 y p190 de la translocacién BCR/ABL,
fueron previamente reportados (23).

La amplificacién por RT-PCR anidada para
el transcrito de fusion TCF3/PBX1 reveld6 una
banda de 280 pb aproximadamente (Figura 1).
Este tamafio es cercano al que se obtuvo de
289 pb mediante la PCR virtual empleando la
secuencia de referencia 7TCF3/PBXI (Cuadro
2). La secuencia obtenida con Mega X se
denominé proteina de fusiéon E2A/PBXI y se
publicé en GenBank bajo el nimero de acceso
OKO063985. Asimismo, se analizé la secuencia
con BLASTN y se obtuvo una cobertura e

120

identidad del 100 % al compararse con otras
secuencias (M31522.1) del transcrito de fusion
TCF3/PBX1. Adicionalmente, se identifico el
punto de corte de E2A/PBX1 en los exones 13
de TCF3 (NM_003200.5) y ex6n 2 de PBXI/
(NM_002585.4), con lo que se confirmé la
presencia de la variante e/3e2 de TCF3/PBX1 .

DISCUSION

La LLA es la neoplasia maligna mas comun
diagnosticada en nifios en todo el mundo, con
una tasa de supervivencia de aproximadamente
90 % enninosy del 75 % al 85 % en adolescentes
y adultos joévenes. Los resultados son menos
favorables en los adultos mayores, con una tasa
de supervivencia global del 35 %-55 % en las
personas de mediana edad y por debajo del 30 %
en las personas mayores de 60 afos (25,26).

Con base en el impacto que puede generar
el diagnéstico preciso de las translocaciones,
es necesario contar con una técnica sensible
y especifica como la RT-PCR anidada, para
la correcta deteccién molecular de estas
translocaciones y la adecuada estratificacién por
riesgo del paciente.

La sensibilidad y eficacia de la RT-PCR
anidada depende en gran parte de los cebadores
utilizados (27,28). Miuiltiples estudios a nivel
internacional han descrito la importancia de la
validacion de los cebadores para su uso en RT-
PCR anidada (25.,29). Paradicha validacion,una
de las técnicas de laboratorio mas empleadaes la
secuenciacion, la cual permite la identificacion
de genes y variantes (9). La secuenciacion por
el método de Sanger es la técnica estandar de
oro, que proporciona la informacién definitiva
para confirmar las variantes de pequeiio
tamano mediante el uso de herramientas
bioinformaticas (9,29).

En este trabajo se estandarizé la técnica de
PCR anidada, y se validaron y confirmaron los
cebadores que se emplean en la deteccién de
las mutaciones TCF3/PBX1 y KMT2A/AFF1 en
pacientes con LLLA, a través de la secuenciacién
por Sangerdelos productos de RT-PCR anidadade
dichas translocaciones y el empleo de programas
bioinformaticos.
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Para el caso del transcrito de fusién 7CF3/
PBX1, se detect6 la variante el3e2, la cual se
encuentra en la mayoria de los casos positivos
para la t(1;19) (5-8). En cuanto al transcrito
de fusion KMT2A/AFF1, se detect6 la variante
elle4, que es muy rara en nifios mayores de 12
meses con LLA (10,11).

Adicionalmente, las secuencias obtenidas
en este trabajo fueron publicadas en GenBank,
aportando informacién de relevancia para el
avance de la investigacion cientifica a nivel
mundial.

En resumen, los cebadores previamente
descritos en la literatura y utilizados en la UDM-
FJC para la deteccion de las mutaciones t(1;19)
y t(4;11), presentan una alta especificidad y
eficiencia, y pueden ser utilizados en pruebas
de RT-PCR anidada para el diagndstico de las
mutaciones mas comunes en pacientes con LLA.

Los trabajos de secuenciacién llevados a cabo
para la presente publicaciéon fueron realizados
con el uUnico fin de comprobar y validar la
especificidad de los cebadores empleados en
la Unidad; por lo que no es necesario incluir la
secuenciacion de los productos de amplificaciéon
como parte del protocolo de rutina para pruebas de
diagnéstico y deteccion molecular de oncogenes
en laboratorios de biologia molecular.

La metodologia estandarizada en esta
Unidad resulta de muy bajo costo econémico en
comparacién con los diversos estuches comer-
ciales disponibles en el mercado actualmente,
lo que permite disminuir y optimizar el uso
de recursos en los laboratorios de diagndstico
molecular. De igual manera, mediante esta
metodologia, es posible ajustar y adecuar las
condiciones de amplificacién con base en los
requerimientos de cadalaboratorio y los objetivos
planteados que se deseen alcanzar.

Finalmente, los resultados obtenidos durante
la estandarizacién de la técnica presentada,
permitiran a la UDM-FJC llevar a cabo el
desarrollo de una metodologia de PCR Multiplex,
para la amplificacion simultanea de todas las
translocaciones evaluadas para el panel de
LLA en muestras de pacientes que acuden a
la FJC, permitiendo un mejor uso de recursos,
disminuyendo las horas hombre y acortando
significativamente el tiempo de respuesta y

Gac Méd Caracas

entrega de resultados, sin comprometer la
efectividad y especificidad de la técnica, y
garantizando la confiabilidad y precisién de los
resultados.

CONCLUSION

En la UDM-FJC se estandariz6é la técnica
de PCR anidada, y se validé y confirmé que
los cebadores descritos por van Dongen y col.
(1999), pueden usarse de manera confiable para
la deteccion de las mutaciones TCF3/PBX1 y
KMT2A/AFF 1 ,enloscasosdepacientes referidos
a la Unidad.

La determinacion de dichas mutaciones
se emplea para el diagndstico y clasificaciéon
molecular de la LLA en la poblacién, lo que
contribuye fundamentalmente ala estratificacion
del riesgo de la enfermedad. Al realizar la
deteccién molecular del oncogén especifico que
desencadena la patologia en los pacientes; el
equipo médico puede brindar a cada uno de ellos
una terapia altamente personalizada y especifica
para cada una de las translocaciones evaluadas.
Existen translocaciones consideradas de mal
pronéstico, por lo cual, requieren tratamientos
intensivos y mas agresivos; mientras que hay
mutaciones de buen prondstico, que cursan con
protocolos clinicos de menor intensidad y agentes
terapéuticos menos agresivos. Portanto,conocer
la mutacion especifica de un paciente particular,
permite a los médicos orientar el tratamiento de
manera individual y personalizada, elevando la
calidad de vidadel paciente y aumentando ademas
sus niveles de sobrevida.

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

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