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RESUMEN

La leucemia mieloblastica aguda (LMA) se produce por acumulacion de mutaciones
en ceélulas pluripotentes hematopoyéticas, provocando un bloqueo en la diferenciacion,
apoptosis y un aumento en la proliferacion. Entre sus alteraciones moleculares se
registran mutaciones puntuales en el gen CEBPa doble mutacion, estas ultimas se
asocia con un pronostico favorable de sobrevida global y sobrevida libre de eventos
teniendo una mejor respuesta al tratamiento, en comparacion con pacientes sin
mutaciones en CEBPa.

El estudio molecular del gen CEBPa en adultos se menciona en la guia clinica del
paciente leucémico del ministerio de salud, sin embargo, no se estudia en este grupo
etario, ni tampoco en pacientes pediatricos debido a que no se encuentra disponible en
ningun laboratorio clinico publico de biologia molecular. La técnica de reaccion en
cadena de la polimeraza (PCR) para amplificar el gen CEBPa no se ha estandarizado en
los laboratorios antes sefialados, debido a que la region codificante del gen presenta un
alto contenido de guanina (G) citocina (C) (>65%), y una secuencia de repeticion de
trinucledtidos, lo que dificulta su amplificacion. Para obtener la secuencia amplificada del
gen CEBPa se requiere comparar y elegir una técnica de extraccion de ADN (Columna,
Columna mas Perlas y Sales) y estandarizar la PCR por las caracteristicas del gen,
sugiriendo el uso de PCR gradiente con DMSO. EIl desarrollo de un protocolo de
amplificacion y secuenciacion permite caracterizar el gen CEBPa en pacientes con LMA.
Desarrollar de un protocolo de amplificacién y secuenciacion del gen CEBPa para el
estudio molecular de pacientes con Leucemia Mieloide Aguda. Se realizé un estudio
observacional de cohorte transversal, con muestreo no probabilistico por conveniencia
para una muestra de 3 personas voluntarias sin LMA durante el | semestre de 2021.
Luego se realiza la extraccion de ADN de 10 pacientes con LMA desde muestras de
matriz sangre periférica y médula 6sea. Se evaluan las técnicas de extraccion en cuanto
a concentracion y pureza del ADN, costos y tiempo. Luego se realizé PCR para amplificar

el gen CEBPa desde el ADN de los pacientes sanos y con LMA considerando partidores



publicados, y otros de elaboracion propia, se evaluo el protocolo de amplificacion,
ajustando temperaturas de alineamiento y adyuvantes, como DMSO en distintas
concentraciones. Se realizo electroforesis en gel de agarosa para evaluar integridad del
ADN extraido y también del ADN amplificado. Luego se secuencian las regiones
amplificadas por método de sanger, llegando a establecer el protocolo completo del
estudio del gen CEBPa. La técnica de extraccion por sales en muestras de concentrado
de leucocitos fue la mas optima en cuanto a rendimiento, al observarse diferencias
estadisticamente significativas (p<0,005) en cuanto a concentracion de ADN con
respecto a la técnica de columna. La estandarizacion de la PCR y la amplificacion de la
region codificante del gen CEBPa completa con un solo juego de partidores, y por
fragmentos con dos juegos de partidores, se logré con todos los pares de partidores
estudiados a una temperatura de alineamiento de 62 y 64°C, siendo posible mediante el
uso de DMSO a un 3 y 8% obteniendo bandas unicas en gel de agarosa.

La secuenciacion utilizada fue tipo sanger, la que mostré que, en el caso de la region
amino terminal, hubo un producto secuenciado optimo con la elaboracién de una
secuencia consenso. La estandarizacion de la técnica de extraccion de ADN, PCR y
secuenciacion para el estudio del gen CEBPa permitira obtener informacion util en el
diagnodstico de pacientes con LMA otorgandole al clinico mejores herramientas para

decidir una adecuada terapia en este contexto.

Palabras claves: LMA, Gen CEBPa, Secuenciacioén, bZIP.

LMA: Leucemia Mieloide Aguda. CEBPa: Proteina Alfa de Unién a Potenciador CCAAT.
ADN: Acido Desoxirribonucleico. PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa. DMSO:

Dimetilsulféxido. EMR: Enfermedad Minima Residual.

ABSTRACT
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Acute myeloblastic leukemia (AML) arises from the accumulation of mutations in
hematopoietic stem cells, resulting in a disruption of cell differentiation, apoptosis, and
increased proliferation. One of the notable molecular alterations involves point mutations
in the CEBPa gene, which have been associated with a favorable prognosis in terms of
overall survival and event-free survival. Patients with CEBPa mutations tend to exhibit
better treatment responses compared to those without these mutations.

Although the clinical guide for leukemic patients issued by the Ministry of Health
acknowledges the molecular study of the CEBPa gene in adults, it is currently unavailable
for this age group as well as pediatric patients in any public clinical laboratory specializing
in molecular biology. This limitation primarily stems from the absence of standardized
polymerase chain reaction (PCR) techniques for amplifying the CEBPa gene. The gene's
coding region presents a high guanine (G) and cytosine (C) base content (> 65%) and
includes a trinucleotide repeat sequence, posing challenges in the amplification process.
Successful amplification of the CEBPa gene necessitates a comparison and selection of
DNA extraction techniques and the standardization of PCR conditions based on the
gene's characteristics. Developing a comprehensive protocol encompassing amplification
and sequencing will enable the characterization of the CEBPa gene in AML patients.

An observational cross-sectional cohort study was conducted during the first
semester of 2021. A non-probability convenience sampling method was employed, and
an initial sample of three AML-free volunteers was included. Subsequently, DNA
extraction was performed on peripheral blood and bone marrow samples from ten AML
patients. The extraction techniques were evaluated based on DNA concentration, purity,
cost, and time. PCR was then conducted to amplify the CEBPa gene in both healthy
individuals and AML patients, using both published and newly designed primers. The
amplification protocol underwent evaluation by adjusting annealing temperatures and
incorporating adjuvants such as DMSO at varying concentrations. Agarose gel
electrophoresis was utilized to assess the integrity and amplified DNA. Finally, the

11



amplified regions were sequenced using the Sanger method, establishing a

comprehensive protocol for studying the CEBPa gene.

Among the evaluated extraction techniques, the salt extraction method employed on
concentrated leukocyte samples demonstrated the most optimal performance. Significant
statistical differences (p<0.005) in DNA concentration were observed compared to the
column technique. PCR standardization successfully accomplished the amplification of
the complete coding region of the CEBPa gene using a single set of primers, as well as
fragment amplification using two sets of primers. The optimal annealing temperatures for
all primer pairs were determined to be 62 and 64 °C, and the use of 3% and 8% DMSO
facilitated the generation of single bands in agarose gel electrophoresis. The sequencing
method employed was the Sanger method, which yielded optimally sequenced products

for the amino terminal region, enabling the elaboration of a consensus sequence.

Standardizing the DNA extraction, PCR, and sequencing techniques for studying the
CEBPa gene will provide valuable diagnostic information for AML patients, equipping
clinicians with improved tools to make informed decisions regarding appropriate therapy

in this context.
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1. INTRODUCCION

Las leucemias representan las neoplasias hematologicas mas frecuentes. Se trata
de enfermedades neoplasicas de causas no bien conocidas, que se caracterizan por la
transformacion de células hematopoyéticas en la médula 6sea en células cancerosas.
Segun su evolucion, estas se pueden separar en agudas (células inmaduras, hiato
leucémico) y crénicas (células de aspecto mas maduro); y segun la linea celular afectada,
se clasifican en leucemias mieloides y leucemias linfoides (Sans-Sabrafen., Besses &
Vives., 2006). En el caso de las Leucemias Mieloides Agudas (LMA), estas células
infiltran la médula désea, sangre periférica y otros tejidos, por lo que su acumulacion
desplaza a los elementos hematopoyéticos sanos, provocando insuficiencia medular e
infiltracion extramedular en bazo, higado, piel, encias y sistema nervioso central,
causando muerte por sindrome anémico (palidez de piel y mucosas, fatigabilidad, disnea
de esfuerzo, cefalea, irritabilidad o somnolencia, taquicardia, soplos y, ocasionalmente,
insuficiencia cardiaca), sindrome hemorragico (petequias, equimosis) o sindrome
infeccioso por la neutropenia que favorece infecciones bacterianas o fungicas. Los
principales sintomas y signos son: fiebre, dolor 6seo no asociado a traumatismos,
hematomas, sangrado espontaneo (gingivorragia y epistaxis) infecciones recurrentes,

linfadenopatias y esplenomegalia (Leyto-Cruz, 2018; Valdéz et al., 2018).

La etiopatogenia de las LMA radica en la transformacion de precursores
hematopoyéticos a través de la adquisicion de re-arreglos cromosémicos y multiples

mutaciones genéticas que bloquean la diferenciacion celular y confieren ventajas
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proliferativas y de supervivencia (Nichol, Assouline & Miller, 2013). Los eventos
oncogénicos claves se producen por mutaciones de clase |, que activan vias que
confieren ventajas proliferativas, y las mutaciones de clase Il, que afectan los procesos
de diferenciacion celular y apoptosis (Rubnitz, Gibson & Smith, 2010). Las LAM
representan el 40% de las leucemias en el mundo occidental segun la Sociedad
Argentina de Hematologia, y constituyen del 15 al 20% de las leucemias agudas en
nifos, siendo la segunda en frecuencia en edad pediatrica con un pico de incidencia en
la etapa neonatal y la adolescencia. En pacientes adultos representan el 80% de las
leucemias agudas (Agriello et al., 2017; Valdéz et al., 2018). En EE.UU y Europa la
incidencia es de 3 a 5 casos por 100.000 habitantes y la edad de presentacion promedio
es de 65 anos (Smith, Howell, Patmore & Roman, 2011). En Chile el total de casos
estimados de leucemias cronicas y agudas debutantes a tratar por ano seria
aproximadamente entre 450 y 500 casos (MINSAL, 2013). Sin embargo, no hay datos
claros al respecto, y hay escasa informacion publicada sobre LMA en poblacion adulta,
existiendo datos del Hospital del Salvador del afio 2000, en la que se describen 117
enfermos con respuesta completa a la induccion (Puga et al., 2000). Asi también existen
investigaciones relacionadas con LMA, pero estas abordan otros temas como perfiles de
metilacion de genes supresores de tumores como factor prondstico en LMA y estudios
retrospectivos en relacion al tratamiento para pacientes con LMA (Reyes et al., 2011).
Una de las ultimas publicaciones a nivel nacional realizada en el hospital Clinico de la
Pontificia Universidad Catdlica de Chile muestra como resultados una descripcidn

demografica de 114 pacientes atendidos entre el 2010 y 2018, no se evidencia un
14



abordaje de estudios moleculares, lo que limita el esquema de tratamiento, lo que se
traduce en una tasa de sobrevida global mas baja de los esperado, sobre todo en el

grupo de riesgo intermedio segun la European Leukemia Net (Triantafilo et al., 2022).

En cambio, la clasificacion del grupo Franco — Américo — Britanico (FAB), se basa
exclusivamente en la morfologia determinada por el grado de diferenciacion y
maduracion de las células en subtipos desde MO a M7 (Arber et al., 2006). La
clasificacion moderna de las leucemias segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) incorpora e interrelaciona la morfologia, citogenética, genética molecular y
marcadores inmunolégicos, en un intento por construir una clasificacion aplicable
universalmente. La informacion citogenética en la clasificacion de la LMA ha ayudado a
mejorar la estratificacion del riesgo, sefialando que entre el 40 y el 50% de las LMA son
citogenéticamente normales (LMA-CN). Los analisis moleculares revelan cuales son los

marcadores geneéticos recurrentes (Dufour et al., 2012).

Estos subtipos genéticamente se asocian con diversas caracteristicas biologicas y
perfiles clinicos distintos, aunque generalmente en un paciente con LMA se pueden tener
hasta cinco mutaciones genéticas (Pabst & Mueller, 2014; Avellino & Delwel, 2017). Asi
un 96% de pacientes con LMA debutante posee una mutacién predominante, mientras
que en el 86% de los pacientes con LMA presentan dos o mas mutaciones
predominantes (Short, Rytting & Cortes, 2018). Entre los principales genes mutados que
se pueden encontrar en LMA estan: NPM1 cuya funcion es la sintesis de ribosomas,

control de la duplicacion del centrosoma, reparacion del ADN y regulacion de la

15



estabilidad del genoma mediante la interaccidon con varias proteinas en diferentes
compartimentos celulares, por lo que mutaciones en este gen provocarian la pérdida de
sus funciones (Bonetti et al., 2008; Handschuh et al., 2018); FLT3-ITD que desempefia
un papel clave en la proliferacién, supervivencia y diferenciacion de los progenitores
hemopoyéticos inmaduros y cuya mutacién se encontraria asociada a un prondstico
desfavorable debido a su relacion con hiperleucocitosis y una mayor cantidad de blastos
en meédula ésea y sangre periférica, agravando la sintomatologia de los pacientes con
un incremento en el riesgo de recaida y disminucion de la supervivencia; y CEBPa, que
tiene un papel critico en la regulacion de la expresion del gen mieloide en una etapa
hematopoyética temprana (Lin et al., 2014; Pabst & Mueller, 2015). En conjunto tienen
un rol prondstico de sobrevida importante, catalogando las mutaciones en CEBPa dentro
del grupo con mejor pronodstico (Perea, 2011). Estas mutaciones estan mas
frecuentemente asociadas con los subtipos, segun clasificacion FAB M1, M2 o M4 y son
predominantemente de caracter puntual por deleciones o inserciones que afectan el
marco de lectura (Martelli et al., 2013). Las mutaciones en el gen CEBPa se detectan en
pacientes adultos con LMA en alrededor del 10% y la frecuencia de mutaciones

reportadas en pacientes pediatricos en alrededor del 6 al 8 % (Konstandin et al., 2018).
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2, MARCO TEORICO
2.1. CARACTERISTICAS DEL GEN CEBPa

El gen CEBPa se localiza en humanos en el cromosoma 19q13.1, forma parte de la
familia de factores de transcripcion pertenecientes a la region basica de la cremallera de
leucina (bZIP). Entre los que pertenecen a esta familia estan CEBPa, CEBP, CEBPY,
CEBP¢g, CEBPy y CEBPC(, cuyo nombre es debido a su orden de descubrimiento y todos
presentan una region N-terminal con dominios de transactivacion llamados TAD1Y TAD2
para el control de la transcripcion, como una region C-terminal esta constituida de un
dominio bZIP, el cual es responsable de la interaccion con el surco mayor del ADN (Lin
et al., 2011; Koschmieder, Halmos, Levantini & Tenen, 2009; Pabst & Mueller, 2014). El
gen CEBPa presenta una extension de 1077pb y un solo exdn que codifica un factor de
transcripcion implicado en la diferenciacion de los progenitores hematopoyéticos hacia
la linea mieloide madura, al presentar la capacidad de unirse en forma de homodimero
a ciertos promotores (Fasan et al., 2013; Hollink et al., 2011). Se han realizado estudios
para determinar la importancia del gen CEBPa, donde se ha observado que la
desactivacion de este gen en modelos murinos y en leucemia humana, sugieren que
CEBPa tiene un papel critico en la regulacion de la expresién mieloide en una etapa
hematopoyética temprana (Avellino & Delwel, 2017). Asi también, este gen se ha visto
involucrado en monopoyesis y granulopoyesis, por ende, las mutaciones que CEBPa
presenta, afectan directamente a la hematopoyesis, donde se ha encontrado en
personas con LMA sea o no debutante, aunque otros estudios han pesquisado su estado

mutacional en otras leucemias como en Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA),
17



observandose también sobreexpresidon o bloqueo de su mutacion en Neoplasias
Mieloproliferativas (NMP) como la Leucemia Mieloide Cronica (LMC) (Lagunas-Rangel,

2016; Koschmieder, Halmos, Levantini & Tenen, 2009).

2.2. CEBPa EN LA HEMATOPOYESIS

El gen CEBPa en la hematopoyesis se expresa mayormente en células de linaje
mieloide como las células mielomonociticas, y es especificamente sobre regulado
durante la diferenciacion granulocitica, teniendo por lo tanto un papel critico en el
equilibrio de la expresion del gen mieloide en una etapa de diferenciacion
hematopoyética temprana, por lo que mutaciones en CEBPa pueden afectar
directamente la hematopoyesis. El gen CEBPa tiene un rol importante debido a que es
responsable de generar dos isoformas de proteinas, una de 42 KDa y otra de 30 KDa,
donde la isoforma P30 es la mas corta debido a que carece de 117 aminoacidos N-
terminales. La p42, en el contexto hematoldgico, es responsable de la diferenciacion
celular, la que se comienza a traducir desde el primer coddn de inicio (ATG), y cuenta
con los 3 dominios de transactivacion, mientras que la segunda proteina (p30), se
traduce desde el codon 120 (segundo coddon ATG) y carece de las secuencias N-
terminales y esto hace que no presente dos dominios de transactivacion, los que son
relevantes puesto que esta region puede interactuar con componentes de la maquinaria
transcripcional como es E2F, capaz de actuar como activador o represor de la

transcripcion.
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La p30 esta encargada de la proliferacion celular, pero carece de la capacidad para
promover la diferenciacion terminal y la detencion de la proliferacion (Koschmieder,
Halmos, Levantini & Tenen, 2009; Pabst & Mueller, 2014). En un contexto normal existe
un balance de produccién entre p42/p30, debido a que normalmente esta relacién se
regula por sefalizacion celular donde actuan proteinas como la cinasa R que en
condiciones O6ptimas provoca un aumento de la actividad de c-MYC el cual es un
protooncogén que se encuentra expresado en células con una alta tasa proliferativa. c-
MYC esta encargado de la regulacidn de la expresion de los factores de transcripcion
elF2a y elF4E que incrementan la transcripcion de p30. En condiciones desfavorables
en el medio, se fomenta la disminucion de la actividad de c-MYC, produciéndose una
disminucién de la actividad de los factores de transcripcion elF2a y elF4E, lo que lleva a
que se transcriba p42, la cual es responsable de la diferenciacién celular. Este balance
permite regular el funcionamiento normal de las células hematopoyéticas, ya que

funciona como un interruptor para dar paso a la proliferacién y maduracion celular.

Alteraciones en el balance p42/p30, se ha visto que puede estar relacionado con una
o varias mutaciones que afecten CEBPa, generando proteinas de forma truncada y
causando un proceso leucomogénico (Koschmieder, Halmos, Levantini & Tenen, 2009;

Pabst & Mueller, 2014; Leroy et al., 2005).

2.3. CEBPa EN OTROS TEJIDOS
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En la hematopoyesis se conoce bien la implicancia del gen CEBPa, pero también se
ha visto que tiene participacion en células del tejido adiposo, algunos érganos como
higado y pulmon (Li et al., 2018). Este gen se expresa a niveles relativamente altos en
los tejidos que tienen la capacidad de sintetizar y metabolizar los lipidos. En tejido
adiposo actua en conjunto con PPAR para regular la biologia del adipocito, ya que
trabajan sinérgicamente en la conversion adipogénica, diferenciacién de pre-adipocitos
en adipocitos maduros (Martinez del Pino et al., 2017). Algunos autores refieren el papel
de CEBPa en el higado, Tao et at (2015) encontraron que este factor de transcripcion se
expresa principalmente en hepatocitos en higado normal pero no se expresa en células
estrelladas hepaticas responsables de la fibrosis hepatica, lo cual se relaciona con la
autofagia y sugieren que CEBPa podria desempenar un papel en la fibrosis hepatica. En
pulmén, CEBPa se expresa altamente en células alveolares de tipo Il y macréfagos
alveolares, en donde participa en la regulacion de la diferenciacién y la maduracion
pulmonar, aunque el mecanismo molecular es poco conocido, sin embargo, se relaciona
con la activacion de CEBPa esta relacionada con la transcripcidon de varios genes
involucrados con la diferenciacion especifica en pulmon. Estudios recientes indican que
la expresion de CEBPa tiene implicancia en la maduracién pulmonar y surfactante
pulmonar. Se ha establecido la relacion de este gen con el adenocarcinoma de pulmon,
en el cual se presenta una expresion disminuida, un serie de ensayos han sefialado que
la sobreexpresion de CEBPa suprime la invasidn y migracion de células de

adenocarcinoma de pulmon (Lu et al., 2017).
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2.4. MUTACIONES EN EL GEN CEBPa

Se conoce que existen tres sitios de mutaciones en el gen CEBPa. Estas mutaciones
pueden ocurrir en regiones N-terminal, media y C-terminal, y son del tipo puntuales
(figura 1) (Satoshi et al., 2022). La mayoria de los pacientes poseen dos mutaciones en
CEBPq, una mutacion que bloquea la transcripcion de p42 y otra en la region bZIP, las
que se asocia a un pronostico favorable (mayor sobrevida) (Matsuo et al., 2015).
También se han identificado casos de Leucemia donde se silencia la expresién de
CEBPa a través de hipermetilacion del promotor como también por inhibicion de la
traduccion del ARNm donde se encuentra relacionado BCR-ABL (Perea, 2011). Las
mutaciones de CEBPa se encuentran con mayor frecuencia en la LMA subtipo M1 o M2
y en aquellos con citogenética de riesgo intermedio como M4. Estas mutaciones son muy
variables y pueden ocurrir en toda la region de codificacién del gen; la mayoria de los
casos de CEPBa con doble mutacion, albergan una mutacion truncante en la region N-
terminal de la proteina combinada con una mutacion de cambio de marco de lectura en
la region C-terminal. Las mutaciones unicas se distribuyen en toda la region de
codificacion, con una mayor porcion en la region media del gen. Las mutaciones N-
terminales son predominantemente inserciones o deleciones (89%) o mutaciones sin
sentido (10%), las cuales predicen el truncamiento de la proteina p42, las mutaciones de
la regidbn media son en su mayoria pequenas inserciones o eliminaciones que producen
desplazamiento de marco de lectura (86%) o mutaciones sin sentido (14%) que predicen

una proteinas p42 y p30 truncada y las mutaciones de la region C-terminal son
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predominantemente inserciones o deleciones (67%) o mutaciones sin sentido (21%) que

afectan la union a ADN (Behdad et al., 2015).
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Figura 1. Distribucion de las mutaciones y variantes de CEBPa identificadas. Las
ubicaciones de las mutaciones se muestran con respecto a la proteina CEBPa y las
regiones funcionales. Se conoce que existen tres sitios de mutaciones en el gen CEBPq,
estas pueden ocurrir en regiones codificantes N-terminal (aa 1 a 120), media (aa 121 a
277) y C-terminal (aa 278 a 358) y son del tipo puntuales. Tomada de Satoshi et al.,
2022.

2.5. EXPRESION INMUNOFENOTIPICA DEL GEN CEBPa MUTADO
La mayoria de las LMA con mutaciones en CEBPa, se asocian a un inmunofenotipo
HLA-DR + (93%), CD7+ (73%), CD13+, CD14-, CD15+ (100%), CD33+ y CD34+ (93%)
donde los blastos tienen caracteristicas de una LAM M1, M2 o M4 (Akin, Oner, Kurekci

& Akar, 2018). La Citometria de Flujo es crucial para la deteccién de estos blastos
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leucémicos con el fin de asignarles un linaje e identificar las caracteristicas
inmunofenotipicas aberrantes que permitan la distincidn de poblaciones de blastos
anormales de progenitores normales (Chen & Cherian, 2021). La estrecha relacion de
las mutaciones de CEBPa con el estado leucémico de los pacientes y la concordancia
de mutacion en la presentacién y las muestras de recaida implican que la mutacion
CEBPa es un marcador potencial para el monitoreo de la Enfermedad Minima Residual
(EMR)y por ende en el caso de pacientes en tratamiento (Liang et al., 2015) es necesario
emplear técnicas ultrasensibles que permitan predecir la respuesta a la terapia que ha
recibido el paciente, establecer una estratificacion de riesgo y con esto establecer si
existira remision a largo plazo. En estos pacientes, puede reducirse el riesgo de recaida
utilizando diferentes estrategias post-remision que incluyen dosis altas o intermedias de

citarabina, pero la respuesta no es igual en todos los pacientes (Perea, 2017).

2.6. ESTUDIOS SOBRE MUTACIONES EN EL GEN CEBPa
Los estudios existentes sobre mutaciones del gen CEBPa en LMA son variados, se
destaca principalmente su deteccion en pacientes con M1 y M2 como en M4 y M5, asi
como también en pacientes con mielodisplasia en los cuales existe transformacion a LMA
y viceversa, ademas de su investigacion en otro tipo de Leucemias como en Leucemias
Mieloides Cronicas (Koschmieder, Halmos, Levantini & Tenen, 2009; Avellino & Delwel,

2017; Au et al., 2016).
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También existen estudios realizados en pacientes que han sido clasificados como de
riesgo bajo e intermedio, que a su vez presentan un cariotipo normal o anormal, ya que
las mutaciones del gen CEBPa son consideradas como un factor pronostico, como

también mutaciones para NPM1y FLT3.

Se ha relacionado la mutacion en CEBPa con la mutaciéon en FLT3 con una
asociacion de impacto desfavorable respecto al prondstico de LMA (Wang, Li & Yu, 2015;
Rose et al.,, 2017). También se ha estudiado el impacto de heredar universalmente
mutaciones de los genes de NPM1, FLT3 y CEBPa en lineas germinales lo que conduce
a problemas hereditarios, siendo estos encontrados en un 5 al 7% de los pacientes

estudiado (Tawana, Drazer & Churpek, 2018).

Es importante conocer esta informacion con el fin de conocer un nuevo sitio
terapéutico, la identificacion de estas mutaciones puede ayudar a optimizar los enfoques
terapéuticos en estos pacientes (Zhang, Bai & Vance, 2013; Tawana, Drazer & Churpek,

2018).

Las presencia en pacientes con LMA del gen CEBPa mutado se atribuye a un
prondstico favorable, especificamente las mutaciones dobles en este gen confieren esta
condicion, ya que estos pacientes tienen un menor riesgo de recaida, ademas presentan
una mayor sobrevida de casi el 80% luego de 5 afios de ser diagnosticada la enfermedad
(Pastore et al., 2014; Dufour et al., 2012; Arber et al., 2016). Existen estudios donde se
compara el pronostico de pacientes con CEBPa doblemente mutado versus CEBPa con

mutacion unica, uno de ellos es efectuado en Italia por Mannelli et at (2016) donde segun
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la supervivencia global del primer grupo, a los 80 meses es de 80% mientras que del
segundo grupo es menor al 60 %, aunque con esto no se puede dimensionar si CEBPa
con mutacién unica es de impacto, debido a que se deben comparar con los otros genes
mutados que se han establecido como factor prondstico en LMA. En otras situaciones se
ha indagado no solo el impacto de CEBPa mutado, sino que la metilacion aberrante del
promotor de CEBPaq, esto porque en condiciones normales la metilacién reprime la
transcripcion génica, lo que en una condicion de mutacion genera que no se cumpla esta
funcion, se ha investigado su asociacion con CEBPa mutado, donde se ha determinado
que estas mutaciones no ocurren juntas y se ha estudiado la supervivencia en los
pacientes que presentan metilacion distal aberrante en CEBPa donde su pronéstico fue
favorable para los pacientes con LMA, sin embargo se necesitan mayores estudios con
un numero muestral mayor, para ser considerado representativo (Fasan et al., 2013). El
estudio de Pastore et al (2014), sefiala que pacientes con dos mutaciones en CEBPa
sobrevivieron significativamente mas tiempo en comparacion con aquellos con mutacion
unica, donde la supervivencia global fue de 9,6 afios frente a 1,7 afios respectivamente,
también que pacientes con doble mutacion con una edad < 60 aflos mostraron un
prondstico favorable con una tasa de supervivencia global a 10 afios del 81%. Otro hecho
que marco la diferencia fue que pacientes con doble mutacion mostraron una mayor
supervivencia libre de recaida 9,4 anos versus 1,5 afios en pacientes con mutacion unica
(De Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016). Asi también un estudio de Behdad et al (2015) en
EE.UU con pruebas de 2.393 casos de sospecha de LMA con un ensayo basado en la

secuenciacion Sanger, proporciona una plataforma de prueba de mutacion CEBPa
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eficiente y confiable, que permite la deteccion de todas las mutaciones con una distincion
inmediata de casos de mutacion unica y doble, permitiendo establecer protocolos de
tratamiento. En Chile, la guia PANDA (MINSAL, 2013), que es la “guia clinica AUGE de
Leucemia en pacientes mayores a 15 afos” establece para confirmacion diagndstica el
estudio molecular de mutaciones en los genes CEBPa, NMP1 y FLT3, para asi definir el
riesgo de esta enfermedad, sin embargo en la guia PINDA en pacientes menores de 15
anos, este tipo de estudio diagndstico no es considerado, a pesar de que en esta
poblacién se ha dado a conocer un aumento en su incidencia en los ultimos afos
estimandose 7.7 casos por millon de nifios de 0 a 14 afios en EE.UU (Puumala, Ross,

Aplenc & Spector, 2013).

En un analisis retrospectivo de 4708 casos de leucemia mieloide aguda (LMA),
Taube et al, evaluaron el impacto de las mutaciones en CEBPa y mostraron que son
especialmente las mutaciones en marco de lectura, las que afectan la regién basica de
la cremallera de leucina (bZIP) de C/EBPa confiriéndoles un resultado favorable,
independientemente de su aparicion como bialélica (CEBPa bi) o mutacién unica
(CEBPa sm). En comparacion con las mutaciones del dominio de transactivacion (TAD),
este estudio respalda firmemente un papel previamente no definido de CEBPa bZIP, que
se refleja en una biologia distinta de la enfermedad, que incluye una edad mas joven,
recuentos de glébulos blancos mas altos, la presencia de mutaciones GATAZ2 y altas

tasas de remision completa y una mediana larga de supervivencia libre de eventos.

2.7. APORTE CLINICO DEL ESTUDIO DEL GEN CEBPa
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En Chile no existen estudios que identifican mutaciones en pacientes diagnosticados
con LMA debutante o en tratamiento, asi mucho menos se presentan estudios de
prevalencia que doten de una estratificacion pronostica de sobrevida actual, tanto en
adultos como en pediatricos. Es sabido que alteraciones genéticas se acompanan de
mayor o menor sensibilidad a tratamiento quimioterapéutico como también el riesgo de
presentar recidivas, mejorando la calidad de vida al evitar que sufran ansiedad y
depresion, toxicidad excesiva durante el tratamiento, agravando la anemia, neutropenia
y trombopenia, con menores expectativas de recuperar las cifras normales en caso de
responder a la induccidn y alcanzar la remision completa (Baccarani, 2014. La
identificacion de un genotipo CEBPa proporciona informacidén pronostica crucial, sin
embargo, este impacto prondstico favorable parece limitarse a los casos con dobles
mutaciones de CEBPa y que no se asocian a otras alteraciones genéticas (FLT3-ITD,

NPM1) (Liang et al., 2015).

El desarrollo de ensayos de extraccion de ADN y PCR para las pruebas de mutacion
de CEBPa tampoco se han estandarizado debido a que se han visto obstaculizados por
la hipercelularidad de las muestras de médula 6sea y la presencia de un alto contenido
de guanina-citosina (GC), 75%, y de una region de repeticion de trinucledétidos en el gen

(Behdad et al., 2015).

Debido a que existe un programa de salud publica que aborda la problematica, es
que nos planteamos el fijar una técnica de extraccion de ADN y comparar su rendimiento

con la extraccion por columna y por micrométodo, asi como también estandarizar la

27



metodologia de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en base a la secuencia
nucleotidica del gen y empleando diferentes temperaturas de alineamiento (PCR
gradiente) como también evaluar el uso de Dimetilsulfoxido (DMSO). Posteriormente se
propone realizar electroforesis del producto amplificado para evaluar integridad y
secuenciar el gen para analisis de mutaciones mas prevalentes en pacientes con LMA
debutante o con tratamiento en la region del Biobio y relacionarlo con su perfil clinico e
inmunofenotipo, todo para dejarlo a disponibilidad y llevarlo de manera protocolizada en

los laboratorios del pais.

3. SOLUCION PROPUESTA Y APLICABILIDAD DEL ESTUDIO DEL GEN CEBPa

Obtener la secuencia amplificada del gen CEBPa es un desafio a llevar a cabo, ya
que la implementacién generalizada de las pruebas se ve obstaculizada por desafios
técnicos, esto conlleva a que se requiere fijar una técnica de extraccion de ADN vy

estandarizar la metodologia de PCR, que analizaremos en los puntos siguientes.

3.1. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS DESDE SANGRE PERIFERICA
Y MEDULA OSEA
Uno de los elementos criticos para realizar estudios moleculares es la extraccién de

acidos nucleicos (Inglis, Pappas, Resende & Grattapaglia, 2018). Debido a que la LMA
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debutante se presenta con leucocitosis en sangre periférica y con hipercelularidad en
meédula dsea, es necesario realizar diferentes diluciones para optimizar la muestra y
lograr obtener una gran cantidad de ADN (Fuentes, 2015). Para lograr este punto
estudiaremos las siguientes técnicas: la extraccion de ADN por columna y el
micrométodo. La primera se basa en la union del ADN a una matriz inorganica,
generalmente silice y se estudiara la técnica convencional por lisis con enzima como
también con un paso adicional que requiere del uso de perlas magnéticas cargadas
positivamente para facilitar la ruptura de la membrana celular y posterior union al ADN
(Baena, Ramos, Goémez & Gomez, 2013; Alejos, Aragon & Cornejo, 2010). La segunda,
consiste en tratar previamente la muestra con una sustancia que produce lisis celular,
donde la fase superior presenta el ADN, y en la inferior se depositan los restos organicos
de las células, conseguido mediante la precipitacion con alcoholes y que ademas

permiten concentrar el material genético obtenido (Rios, 2016).

Se utilizaran estas técnicas para evaluar el rendimiento y reproducibilidad en cuanto
a cantidad de ADN recuperado, concentracion de ADN, pureza, costo, tiempo, con el fin
de realizar la PCR y electroforesis y evaluar la integridad mediante la resolucion de

bandas.

3.2. PCR CONVENCIONAL PARA AMPLIFICAR EL GEN CEBPA
La PCR es una metodologia que permite la amplificacion de la secuencia de un
fragmento de ADN, donde es necesario conocer, al menos parcialmente, la secuencia a

amplificar del gen que se estudiara para obtener un gran numero de copias a partir de

29



una pequefia muestra de ADN (Garibyan & Avashia, 2013). Comparada con los métodos
tradicionales de amplificacion y clonacion por técnicas de ADN recombinante, los cuales
a menudo toman dias, la PCR requiere solo unas pocas horas (Neidler, 2017). Es
necesario estandarizar la PCR convencional debido a un alto contenido de GC del gen
CEBPa (75%) y la presencia de una region de repeticion de trinucledtidos, ya que pueden
interferir en el proceso de hibridacion (Behdad et al., 2015). Las secuencias ricas en GC
son mas estables que aquellas con menor contenido y tienden a formar estructuras
secundarias denominadas bucles, como consecuencia, son dificiles de separar durante
la desnaturalizacién del proceso, requiriendo de un aumento en la temperatura para
lograrlo. En base a ello, es sugerido el uso de DMSO para contribuir a la interrupcion de
bucles, facilitando de esta forma la separacién de la doble hebra de ADN, asi como
también el uso de diferentes temperaturas de alineamiento en la PCR por gradiente
(Neidler, 2017). Por otra parte, debido a la presencia de una region de repeticién de
trinucledtidos antes mencionada, se propone como solucion, el uso de un solo partidor,
en lugar de dos o tres que recomiendan algunos autores como Behdad et al (2015),
utilizando dos diferentes mezclas y cantidades de partidores para hacer comparaciones
y validar la técnica. Asi se obtendran resultados mas especificos una vez realizada la
electroforesis en matriz solida de agarosa, preferida para separar los acidos nucleicos,
pues da una capacidad de separacion adecuada que puede ser flexibilizada con la
concentracion utilizada. Esta técnica es accesible debido a su bajo costo, a la diversidad

de disefios de camaras y a que es facil de preparar (Pefia, Ramirez & Barrera, 2013).
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La PCR convencional es una técnica simple de entender, usar y es altamente
sensible (Garibyan & Avashia, 2013). Es una metodologia de bajo costo y asequible en
laboratorios, en comparacién a otras metodologias similares como la qPCR, definida
como el estandar de oro al cuantificar fragmentos y también poseer una alta sensibilidad,
que podria considerarse como una opcion al usar muestras de ADN, pero actualmente
los altos costos de los equipos y estuches comerciales de gPCR pueden ser el principal
inconveniente para su implementacion en paises en desarrollo (Hickman, 2018). Asi
como el trabajo con RT-PCR que requiere el uso de ARN y por ello de una
retrotranscriptasa, enzima cuya funcion es convertir ARN monocatenario en ADN y que
es importante al ser usado en la deteccion de translocaciones y mutaciones, en un tiempo
corto y de bajo presupuesto, pero que tiene la desventaja de trabajar con ARN, que
representa una mayor complejidad al ser una molécula poco estable y de facil
degradacion por ARNasas, es debido a esto que es necesaria una técnica
complementaria que prefiera trabajar con ADN gendmico (Kotwal, Manoj & Kapoor,
2017). La metodologia de PCR no es suficiente para la deteccion de una mutacion en un

gen, siendo necesaria la secuenciacion.

3.3. SECUENCIACION SANGER PARA ESTUDIO DE MUTACIONES DEL

GEN CEBPa
La secuenciacion permite identificar con exactitud en qué nucledtido es producido
algun tipo de alteracion (Van Dijk, Jaszczyszyn, Naquin & Thermes, 2018).

Especificamente, la secuenciacion de Sanger ha sido ocupada ampliamente desde hace
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décadas, ya que permite descifrar secuencias completas de ADN sin la necesidad del

ensamblaje de transcritos secuenciados (Pefia, Ramirez & Barrera, 2013).

3.4. ANALISIS DE MUTACIONES EN GEN CEBPa

La identificacidon del inmunofenotipo de los blastos leucémicos a través de la
Citometria de flujo es una herramienta muy util y juega un papel importante a la hora de
establecer el diagnostico de leucemia, con este método se puede distinguir eficazmente
entre poblaciones de células neoplasicas y poblaciones de células normales/reactivas,
asignar el linaje y, caracterizar el genotipo y fenotipo asociados a la leucemia (Li, 2022).
Por lo mismo, y dado que no existe un unico marcador caracteristico para los distintos
tipos de leucemia, es que se han creado sistemas de puntuacion a partir de un panel
inmunofenotipico compuesto que incluye diferentes marcadores, como es en el caso de
la Leucemia linfatica crénica (LLC) con la puntuacion de Matutes, la cual permite
diferenciarla de otras neoplasias linfoides de células B maduras y que ha demostrado
tener una alta especificidad y sensibilidad a la hora del diagndstico diferencial (D’Arena

etal., 2018).

Ademas, el sistema de puntuacion inmunofenotipica puede ser utilizado para
identificar y predecir algunos reordenamientos comunes de la Leucemia linfoblastica
aguda tipo B (LLA-B) como ETV6/RUNX1, BCR/ABL1, reordenamientos del gen KMT2A
y TCF3/PBX1, producidos por, respectivamente, t(12;21)(p13;922), 1(9;22)(q34;911),
translocaciones que involucran la region 11923 y t(1;19)(923;p13), donde se ha visto que
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la utilizacibn de paneles especificos permite correlacionar caracteristicas
inmunofenotipicas especificas de la enfermedad con la categoria citogenética, que
involucra los reordenamientos cromosomicos mencionados anteriormente. Asi mismo,
los valores de especificidad y sensibilidad para cada puntuacion predictiva fueron 89,29
% y 96,15 % para t(12;21); 75,00 % y 88,19 % para t(9;22); 84,21 % y 99,04 % para
t(11923),y 85,71% y 92,71% para t(1;19), demostrando que los puntajes propuestos son
altamente especificos y significativamente sensibles, lo que ayuda finalmente a una
investigacion citogenética mejor dirigida y, por lo tanto, a una practica de laboratorio mas
rentable, ya que este método requiere de menos trabajo y entrega resultados en menor
tiempo en comparacion a otras técnicas como la secuenciacion, sobre todo en un
contexto de rutina. De esta forma permite disminuir el tiempo de diagndstico y por

consiguiente, el costo de este (Tsagarakis et al., 2019).

En el caso de Leucemia mieloide aguda (LMA), de igual forma se ha demostrado la
correlacion entre la expresion combinada de antigenos de superficie y la presencia de
algunas anomalias cromosémicas o moleculares recurrentes, como la de CEBPa-dm
que, a pesar de existir métodos de cribado molecular para su deteccion, estos presentan
una serie de dificultades ya sea por caracteristicas intrinsecas del gen o por problemas
técnicos. Las dificultades mencionadas anteriormente pueden ser superadas utilizando
meétodos de deteccion temprana basados en un perfil inmunofenotipico de la LMA con
mutacion CEBPa-dm, puesto que posee una menor complejidad, alta disponibilidad y

rapidez en la obtencién de resultados utiles para el médico tratante, mejorando asi las
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condiciones del paciente (Mannelli et al., 2017), lo cual es relevante a la hora de la
caracterizacion de la leucemia, ya que, proporciona informacion prondstica crucial en

cuanto al riesgo de recaida del paciente.

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, es que se ha creado un sistema
de puntuacion inmunofenotipica para identificar pacientes con LMA con mutacion
CEBPa-dm, la cual se basa en una combinacién de 7 marcadores de superficie, a los
que se le asigna un punto para cada expresion de HLA DR, CD7, CD13, CD15, CD33,
CD34 y un punto para falta de expresion de CD14, en donde se ha demostrado que los
pacientes con una puntacion superior a 5 poseen un valor predictivo positivo (VPP) del
50%, mientras que los pacientes con una puntuacion inferior a 6 poseen un valor
predictivo negativo (VPN) del 100%, en donde la probabilidad de poseer CEBPa-dm
aumentaba si, dentro de la expresion, se incluia CD7 (Marcolin et al., 2019). Estos
resultados son relevantes a la hora de diagnosticar a pacientes con CEBPa-dm, pero
resulta ser mas util para identificar pacientes con LMA sin probabilidad de tener esta
mutacion dado su VPN muy alto, por lo que una estrategia de deteccion basada en la
puntuacion de C CEBPa-dm puede asegurar un menor riesgo en omitir a pacientes con
LMA con esta mutacion y permite tener una visidn mas dirigida para seleccionar a
aquellos pacientes que necesiten secuenciar el gen CEBPa, lo que proporciona
informacion prondstica de respuesta al tratamiento y su relacion con el riesgo de recaida
gue puede estar disponible rapidamente. Esto es debido a que, al comparar el analisis

inmunofenotipico a través de la citometria de flujo con otros métodos moleculares y
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estudios citogenéticos como reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion
de siguiente generacion (NGS), éste posee varias ventajas sobre ellos. A modo de
ejemplo, la citometria de flujo suele tener un tiempo mas acotado de entrega de
resultados, teniendo el potencial de proporcionarlos a las pocas horas de recoleccion de
muestra, en comparacién a los métodos basados en PCR, que a pesar de tener una alta
sensibilidad, estos necesitan del acceso a una muestra de diagndstico para poder
identificar a un marcador clonal y su tiempo de entrega de resultados tarda desde dias a
semanas (Cherian & Soma, 2021), lo que se traduce en un retraso posiblemente evitable
de la identificacion de pacientes con LMA con mutacion CEBPa-dm, cuya importancia
radica en realizar la secuenciacion completa de CEBPa acotandola unicamente a casos

seleccionados para que se puedan elegir estrategias de tratamiento proporcionales.
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4. HIPOTESIS
El desarrollo de un protocolo de amplificacion y secuenciacion, permite caracterizar el

gen CEBPa en pacientes con leucemia mieloide aguda.

5. OBJETIVO GENERAL
Desarrollar un protocolo de amplificacion y secuenciacion del gen CEBPa para el estudio

molecular de pacientes con leucemia mieloide aguda.

5.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS
1. Estandarizar la extraccion de ADN desde muestras de sangre periférica y médula

0sea, de pacientes normales y pacientes con leucemia mieloide aguda.

2. Amplificar y secuenciar la region codificante del gen CEBPa desde ADN obtenido de

sangre periférica y médula 6sea, de pacientes normales y con leucemia mieloide aguda.

3. Desarrollar un protocolo de identificacion molecular del gen CEBPa en pacientes con

leucemia mieloide aguda.
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6. MATERIALES Y METODO
6.1 DISENO DEL ESTUDIO:

En términos de causalidad, se realizé un estudio de tipo observacional analitico, ya
que solo se estudiaron técnicas de extraccion de ADN para obtener un mejor producto y
lograr la secuenciacion del gen CEBPa para incorporarlo en estudios moleculares y de
asociacion a perfil clinico e inmunofenotipo futuros. En relacion a la clasificacion del
estudio, se realizdé un estudio de cohorte transversal retrospectivo, donde durante el |
semestre del 2021 se analizaron 3 muestras de voluntarios sin la patologia por medio de
un metodo de muestreo no probabilistico por conveniencia. Luego en el 2022 se

estudiaron 10 pacientes con leucemia mieloide aguda.

6.2 POBLACION DE ESTUDIO:

Seleccion y tamano de la muestra:

Para este estudio, se realizé la seleccion de 3 voluntarios sin LMA de la Universidad de
Concepcidn, esto con el propdsito de emular una matriz de celularidad normal y otra
aumentada, siendo mas tipico del debut de un paciente con leucemia, para estudios
comparativos de técnicas de extraccion de ADN vy lograr la estandarizacién de la PCR.
Luego se recolectaron las muestras de 10 pacientes con LAM, donde se obtubo 4
muestras de médula 6sea y 6 de sangre periférica. De los 10 pacientes, 8 eran LAM de

novo y 2 tenian estudio de EMR.
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Criterios de inclusion:

Toda persona que dese¢ ser parte del estudio pudo hacerlo siempre y cuando
cumpliese con los siguientes criterios:
o Pacientes con LMA, que sean pacientes debutantes o estén en tratamiento de la
patologia que incluyan Sindrome Mielodisplasico.
o Voluntarios sin LMA, no fumadores ni bebedores de alcohol, sin enfermedades
concomitantes que firmaron el consentimiento informado.
. Pacientes meyores de edad para la legislacion chilena, tanto hombres como

mujeres.

Criterios de exclusion:

Toda persona que dese¢ ser parte del estudio pudo hacerlo siempre y cuando no
cumpliese con ninguno de estos criterios:
. Pacientes con Leucemia que no presenten LMA (ejemplo LPA).
. Pacientes con LMA que presenten remision de la enfermedad y que hayan
terminado el tratamiento.
. Voluntarios con LMA, con enfermedades concomitantes y/o que no firmaran el

consentimiento informado.
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6.3 TOMA DE MUESTRA:

Se solicitaron 14 mL de sangre periférica de cada voluntario sano. La toma de
muestra de sangre periférica fue realizada en el Laboratorio Docencia de Tecnologia
Médica de la Universidad de Concepcion y almacenada en tubos con anticoagulante
EDTA Ks. Posteriormente las muestras fueron transportadas al Laboratorio del edificio
de Biologia Celular y Molecular de la Universidad de Concepcion para el procesamiento
y extraccion de ADN para finalmente almacenarlo a 4°C, en alicuotas en tubos eppendorf
para posterior uso molecular. La muestra sobrante se eliminé bajo los requerimientos de
bioseguridad (MATPEL) una vez terminado el presente proyecto.

De los 14 mL de sangre periférica de cada voluntario, se destinaron 1,8 mL para las
técnicas de extraccion de ADN por Columna y Sales, donde se emplearon alicuotas de
300 pL de Sangre Completa. 200 uL se usaron para técnica de extraccién de ADN por
Columna mas perlas para estudios de rendimiento con respecto a la técnica de Columna.
Los 12 mL restantes de cada voluntario fueron centrifugados en tubos EDTA de 2 mL
cada uno a 2.000 rpm por 2 minutos, donde se obtuvo un Concentrado de Leucocitos en
cada uno de los 6 tubos, de los cuales se extrajeron alicuotas de 500 pL, donde se llevo
a cabo la extraccion de ADN por Columna y Sales, esto con el propdsito de simular un
paciente con LMA.

Los parametros del hemograma completo de los voluntarios sin LMA, para
Concentrado de Leucocitos y Sangre Completa, fueron recolectados a través del

software del contador hematolégico Sysmex XS 1000i, lo que permiti6 conocer el
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recuento de leucocitos y establecer un limite inferior y superior y determinar asi la
posterior dilucidbn en muestras que se realizarian a futuro en pacientes con LMA.
La recoleccion de muestras de pacientes con LMA se recolectaran desde el Servicio

de Laboratorio Clinico de la seccion de Hematologia del HGGB.

6.4 EXTRACCION DE ADN POR TECNICA DE COLUMNA Y PERLAS

En la extraccion por Columna se uso el equipo de extraccion NucleoSpin Blood con
solucién de lisis celular con proteinasa K. Se afnadié tampén B3 a las muestras para
luego mezclar vigorosamente, paso critico para obtener un alto rendimiento y pureza de
ADN, ya que se produce la ruptura celular con la estabilizacidén de los acidos nucleicos,
permitiendo una adsorcion selectiva del ADN a la membrana de silice (Baena, Ramos,
Gomez & Gémez, 2013). Para ajustar las condiciones de union del ADN a la matriz, se
anadio etanol 96% a cada muestra. Los inhibidores de la PCR se removieron a través
del lavado de la membrana de silice, mediante dos pasos: un primer lavado con tampodn
BW y un segundo lavado con tampon B5. Para el posterior secado de la membrana, las
columnas fueron centrifugadas en sus respectivos tubos de recoleccion, lo que permitio
que el ADN se adhiriera a la membrana, mientras que los contaminantes pasaron por
ella. Finalmente, para la elucion del ADN obtenido, se utilizé tampodn precalentado a 70°C
BE.

Para la alternativa de Columna mas perlas, éste se realiz6 segun protocolo de

técnica de Columna convencional ya descrito, pero empleando un tubo con perlas, con
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el objetivo de facilitar la ruptura de la membrana celular y su posterior unién al ADN. Se

utilizé el equipo Precellys Lysing Kit (bertin technologies).

6.5 EXTRACCION DE ADN POR TECNICA DE SALES O MICROMETODO
Para el procedimiento experimental de extraccion de ADN por la técnica de
micrométodo RBAC, se utilizé yoduro de sodio como agente caotrépico para realizar la
lisis celular, por lo que mezcla vigorosa en vortex fue un paso critico de la técnica.
Posteriormente se afiadio cloroformo/alcohol isoamilico en la proporcién 24:1 para la
separacion de proteinas y detritus celular, causando formacién de fases. La precipitacion

final y lavado de material genético se consiguio a través del uso de alcoholes (Rios 2016).

6.6 CUANTIFICACION DEL ADN:
Se llevdo a cabo por medio del equipo NanoQuant Plate™ infinite M200PRO
(TECAN), donde se evaluo la concentracion y pureza de ADN en base a densidad 6ptica

260/280.

6.7 REPETITIVIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DE LA TECNICA:

La repetitividad de las técnicas se llevd a cabo mediante analisis estadistico de
variabilidad. La reproducibilidad de las técnicas se llevo a cabo en triplicados, realizando
duplicados el dia de la toma de muestra con su medicion en equipo y la siguiente
medicion al paso de una semana.

6.8 ESTANDARIZACION DE METODOLOGIA DE PCR CONVENCIONAL:
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Para muestras de ADN gendmico, se utilizé el inserto GoTaq Green Master Mix
modificado de 25 pL por mezcla. Se emplearon 6 juegos de partidores (ver tabla 1), tanto
partidor sentido como partidores antisentido para una concentracién final de 10 uM (ver

anexo 6).

Tabla 1. Partidores sentido y antisentido con su composicion nucleotidica para PCR
gradiente.

Partidor Oligonucleétidos

Sentido CEBPa P3F1 5-TCGCCATGCCGGGAGAACTC-3¥

Sentido CEBPa PP1F 5-TCGCCATGCCGGGAGAACTCTAAC-3'

Sentido CEBPa PP2F 5-CCGCTGGTGATCAAGCAGGA-3
Antisentido CEBPa PR1 5-CCGCCTGGCCCCCTCATCT-3
Antisentido CEBPa P4 R2 5-AGATCCGGCGACCCCAAACC-3
Antisentido CEBPa PP2R 5-CACGGTCTGGGCAAGCCTCGAGAT-3
Antisentido CEBPa PP1R 5'-CTGGTAAGGGAAGAGGCCGGCCAG-3

Se realiz6 la mezcla de los componentes de la PCR en 72 tubos (ver anexo 7), con
triplicados de mezclas de partidores para 3 condiciones diferentes: sin DMSO, DMSO
3% y DMSO 8%, y cada uno para tres temperaturas de alineamiento diferentes,

incluyendo su respectivo control negativo.
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Figura 2. Tamaiho de amplicones en pares de bases (pb) con sus respectivos
partidores sentido y antisentido. Se realizan pruebas de partidores sentido y
antisentido publicados y otros creados, aumentando la posibilidad de amplificar la region
codificante del gen CEBPA.

Las 6 mezclas de partidores fueron seleccionadas dependiendo de su temperatura
de hibridacién a la hebra de ADN como: PP1F y PP1R, PP2F y PP2R, P3F1 y P4R2,
P3F1y PR1, PP1F y P4R2, PP1F y PR2R (Figura 2).

Inicialmente se anadié la enzima Taq polimerasa, agua molecular y luego a cada
tubo PCR se les afadio templado a una concentracion final de 100 ng/pL. Posteriormente

se realiz6 la PCR gradiente a partir del protocolo inicial (modificado) (ver tabla 2 y 3).
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Tabla 2. PCR gradiente
ciclos de reaccion.

modificada. Se muestran las etapas, temperaturas, tiempo y

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Denaturacion inicial 95°C 3 minutos 1
Denaturacion 95°C 35 segundos
Alineamiento 60, 62, 64°C 30 segundos 30
Extension 72°C 35 segundos
Extension final 72°C 7 minutos 1
Tabla 3. Par de Partidores usados con el tamafio de amplicon generado.
Par de Tamaiio del Par de Tamaiio del
partidores amplicon partidores amplicon
PP1F + PP1R 579 pb P3F1 + PR1 1312 pb
PP2F + PP2R 703 pb PP1F + P4R2 1081 pb
P3F1 + P4R2 1081 pb PP1F + PP2R 1201 pb

6.9 INTEGRIDAD DEL ADN Y ESPECIFICIDAD/TAMANO DEL AMPLICON
La integridad del ADN genomico y la especificidad/tamafio del amplicon se
visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, donde se sometieron a un

campo eléctrico de 60 voltios por 40 minutos y 2 horas, respectivamente.

6.10 PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PRC EN GELES DE AGAROSA
Se tomaron 100 ul de producto de PCR para cada muestra y las bandas fueron
visualizadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X, utilizando

bromuro de etidio (BrEt) como revelador. Se utilizé un marcador de pares de base
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AccuRuler 1kpb DNA RTU Ladder (Maestrogen) para observar las bandas a la altura
esperada. En corrida de electroforesis se realizé por 3 horas, a 60 Volts y 250 mA.
6.11 PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PCR

Se cortd el gel que contenia el fragmento de ADN con un bisturi estéril. Cada
fragmento de ADN se deposité en un eppendorf de 2 mL estéril (previamente pesado y
rotulado). Luego se peso el gel para estimar el volumen de buffer de unién a agregar. Se
adicioné un volumen de buffer de union a la porcion 1:1 con gel (volumen:peso). Se
incubo la solucion a 55°C (Thermo Block Dlab), mezclando el tubo por inversion cada 2
minutos para facilitar el proceso de fusion. Una vez que el gel estuvo completamente
disuelto se hizo vortex breve a la mezcla antes de cargar en la columna. Los 800 pl de
la solucion del gel solubilizado fueron transferidos a la columna de purificacion GeneJET
y centrifugado (Centrifuga Minispin de Eppendorf) durante 60s, a 13400 rpm. Luego se
colocé la columna de nuevo en el mismo tubo de recoleccidon. Se agregaron 100 pl de
buffer de unién a la columna de purificacion. Luego se centrifugdé durante 60s, a 13400
rpmy se coloco un nuevo tubo de recoleccion. Se agregaron 700 ul de tampdn de lavado
(diluido en etanol al 100%), se centrifugd durante 60s, a 13400 rpm. Finalmente, se
centrifugd la columna vacia durante 60s, a 13400 rpm para eliminar completamente el
tampdn de lavado residual.

Se transfirié la columna a un tubo microcentrifuga de 1,5 mL estéril. Se agregaron
20 yl de agua libre de ARN y ADNasas, se incub6 durante 1 minuto a temperatura
ambiente y luego se centrifugé durante 60s a 13400 rpm. Por ultimo, se volvio a

centrifugar por 60s a 13400 rpm y se almacend el ADN purificado a - 20°C.
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6.12 SECUENCIACION

Para el envio de las muestras se prepararon tubos con 100 pyL de producto de PCR
purificado. Ademas de los partidores en un volumen final de 50 pyL a una concentracion
de 10 pmol/ul. El servicio de secuenciacion de electroforesis capilar (Sanger) fue
solicitado a la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Las muestras fueron procesadas
en un ABI PRISM 3500 xI Applied Biosystems. Equipo fue adquirido a través de un

proyecto: CONICYT — FONDEQUIP EQM150077
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7 PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé estadistica descriptiva cuantitativa para determinar las medias y
desviaciones estandar de los resultados obtenidos en la extraccion de ADN en base a
las variables dependientes: concentracion de ADN y pureza y variables independientes:
numero de voluntarios, tipo de método extraccion ADN y tipo de muestra. Se utilizd
estadistica descriptiva para la integridad del ADN como la comparacién de costos y
tiempos. Posteriormente se empled estadistica inferencial para comparar analiticamente
los resultados entre las tres técnicas de extraccion por medio de la prueba t-student a
través del programa GraphPad Prism para su analisis, y asi establecer si hubo
diferencias estadisticamente significativas. Para determinar si existieron diferencias en
la metodologia de la PCR, se analizé mediante el proceso electroforético la resolucion
de bandas integras, consideradas como optimas, mientras que aquellas que mostraron

cierto grado de desintegracién, fueron catalogadas como no éptimas.
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8 RESULTADOS:
8.1 ESTANDARIZACION DE LA EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE
SANGRE COMPLETA Y CONCENTRADO DE LEUCOCITOS

Debido a las complicaciones que presenta la extraccion de ADN de pacientes con
leucemia, teniendo en cuenta que los recuentos son extremadamente variables, con
tendencia a la hiperleucocitosis (recuento de leucocitos >100x103%/uL), principalmente en
pacientes debutantes, como también leucopenias graves (recuento de leucocitos
<1x10%uL), luego del tratamiento de induccidon y/o consolidacion, se requiere
estandarizar la técnica que permita obtener una suficiente concentracion de material
genético, integro y puro, para poder realizar las técnicas moleculares y amplificar los
distintos genes de interés clinicos. Se utilizé sangre periférica con recuentos normales
de leucocitos ya que una de las matrices usadas para el estudio del paciente con
leucemia es la sangre venosa total. También se realiz6 una centrifugacion de muestras
normales, para generar una concentracion de leucocitos y extraer el buffy-coat emulando
una muestra con mayor celularidad equivalente a la matriz de una médula ésea, como
un segundo tipo de muestra utilizada para estudios moleculares bajo el contexto

leucémico.

Se reclutaron a 3 pacientes sanos, de los cuales se obtuvo sangre completa
anticoagulada con EDTA Kz, cuyas muestras fueron procesadas en el contador Sysmex
xs10001, para obtener el recuento de leucocitos de cada uno de ellos. Luego se realizo

una centrifugacion a 3000rpm durante 5 minutos, para generar una concentracién de
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leucocitos en la fase media de la muestra, la que fue aspirada obteniendo una muestra
de 300 pL concentrada, siendo procesada en el contador antes mencionado, obteniendo

un considerable aumento del recuento de eritrocitos, plaquetas y leucocitos (Tabla 4).

Tabla 4. Recuento de Leucocitos desde Sangre Completa y desde Concentrado
mediante centrifugacion.

Voluntario Recuento de Leucocitos Recuento de Leucocitos
Sangre Completa Concentrado de Sangre Completa
1 9,13 x10e3/ yL 23,69 x10e3/uL
2 6,79 x10e3/ yL 22,85 x10e3/ yL
3 4,70 x10e3/ pL 11,64 x10e3/ L

Para generar la lisis de leucocitos y liberar el material genético, se aplicé la técnica de
Precellys Lysing Kit que, a través de la accién mecanica, permite romper las membranas de estas
células (revisar Anexo 4). Esta técnica se aplicO a una muestra concentrada y se evaluod la

cantidad, la pureza y la integridad del ADN (Tabla 5).

Tabla 5. Extraccion de ADN de Concentrado de Leucocitos por técnica de Columna mas
Perlas.

Tipo de muestra Concentrado de Leucocitos
Técnica Columna mas Perlas
Voluntario 1 2 3
[ADN] (ng/ pL) 5,3 2,8 18,7
Pureza 2,3 2,0 1,99
Integridad + - -
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Se aplican dos técnicas para la extraccion de ADN. Una de ellas es por Micrométodo
(RBAC) o también llamado método de sales (revisar Anexo 5), y el otro método es por
columna (NucleoSpin Blood) (revisar Anexo 3). Se utilizé como matriz, muestras de
concentrado de leucocitos y sangre completa, para comparar cada método de extraccion
de ADN y evaluar cual presenta mayor rendimiento considerando concentracién de ADN
obtenido, pureza e integridad del material genético (Tabla 6y 7).

Utilizando concentrado de leucocitos como matriz, se registra la concentracion de ADN
en ng/uL, pureza e integridad del material genético a través de la visualizacion de una
banda en gel agarosa 1% (+: 6ptimo, -: no 6ptimo) (ver anexo 9), obtenidos luego de la
extraccion. Las variables aplicadas son las técnicas de extraccion por sales y columna.
Se genera un numero correlativo de 1 a 3 para indentificar a cada individuo, donde se le
asigno una letra correspondiente al duplicado indentificadas como a y b. Luego de una
semana, se aplico la extraccion a la misma muestra previamente alicuotada, utilizando
las mismas técnicas antes mencionadas, para obtener datos de reproducibilidad, cuyo
resultado esta representado con la letra r (Tabla 6). Utilizando sangre completa como
matriz, se registra la concentracion de ADN en ng/uL, pureza e integridad del material
genético a través de la visualizacion de una banda en gel agarosa 1% (+: 6ptimo, -: no
optimo) (ver anexo 9), obtenidos luego de la extraccion. Las variables aplicadas son las
técnicas de extraccion por sales y columna. Se genera un numero correlativo de 1 a 3
para indentificar a cada individuo, donde se le asign6é una letra correspondiente al
duplicado indentificadas como a y b. Luego de una semana, se aplico la extraccion a la

misma muestra previamente alicuotada, utilizando las mismas técnicas antes
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mencionadas, para obtener datos de reproducibilidad, cuyo resultado esta representado

con la letra r (Tabla 7).
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Tabla 6. Extraccion de ADN de concentrado de leucocitos por las técnicas de extraccion de sales y columna.

;ilf:sf; Concentrado de Leucocitos

Técnica Sales Columna
Voluntario 1 2 3 1 2 3
N°muestra | 1a 1b 1r 2a 2b 2r 3a 3b 3r 1a 1b 1r 2a 2b 2r 3a 3b 3r
[AD;‘I]_)(“'-"’ 276,4 | 3795 | 269,1 | 2782 | 338,4 | 107,0 | 1945 | 1475 | 2892 | 47,1 | 30,1 | 67,4 | 255 | 90,9 | 59,1 | 67,6 | 1254 | 97,3

Pureza 1,78 | 1,75 | 1,75 | 1,85 | 1,77 | 1,92 | 1,91 | 184 | 178 | 1,92 | 1,92 | 1,9 | 1,11 | 1,77 | 187 | 1,90 | 1,84 | 1,86
Integridad + + + + + + + + + + + + - + + + + +




Tabla 7. Extraccion de ADN de sangre completa por las técnicas de extraccion sales y columna.

;ilf:sf; Sangre Completa
Técnica Sales Columna
Voluntario 1 2 3 1 2 3
N° muestra 1a 1b 1r 2a 2b 2r 3a 3b 3r 1a 1b 1r 2a 2b 2r 3a 3b 3r
(L’:;]?:'L]) 186,0 | 157,5 | 852 | 192,1 | 233,8 | 1666 | 3175 | 2948 | 1198 38,2 42,9 30,8 94,9 36,7 36,3 59,4 11,1 29,8
Pureza 2,05 1,95 1,79 1,93 1,94 1,93 1,81 1,94 1,72 1,74 1,30 0,97 0,91 1,31 1,69 1,59 1,74 1,44
Integridad + + + + + + + + + - - - - - - - - -
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Para obtener resultados concluyentes, y saber que método de extraccién de ADN es
mejor en cada tipo de matriz utilizada (sangre total o concentrado de leucocitos), se

aplicé un analisis estadistico comparativo para evaluar significancias estadisticas.

Primero se realiz6 la comparacion entre las técnicas de extracciéon de ADN aplicando
el método de columna directo y el de columna con lisis previa de membranas a través de
perlas, donde los resultados muestran una significancia estadistica en la concentracion

de ADN, pero no en la determinacion de la pureza (Figura 3 y 4).

80 % 2,5 *
70
60 - 21
o S0 m Columna més Perlas 015 m Columna més Perlas
o T
E a0 - m Columna -E m Columna
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a 30 - a 1
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0,5
10 4
0 - 0
[ADN] ng/uL 1 Pureza 2
Parimetro Parimetro

Figura 3. Comparacion de extraccién de ADN entre las técnicas por Columna mas
Perlas versus Columna. Para la primera comparacién entre las técnicas, se utiliza la
concentracion de ADN, donde se obtiene un *p: 0,0130, representando una diferencia
estadisticamente significativa. Para la segunda comparacion entre las técnicas, se utiliza
la pureza del ADN, donde se obtiene un *p: 0,0871, representando una diferencia que
no es considerada estadisticamente significativa.



Luego se realizé la comparacion entre las matrices sangre total y concentrado de

leucocitos, aplicando el método de extraccion de ADN por sales, donde los resultados

no muestran una significancia estadistica en la concentracion de ADN ni tampoco en la

determinacion de la pureza (Grafico 3 y 4).
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Figura 4. Comparacion de extraccion de ADN a través del método de sales entre
las matrices sangre total y concentrado de leucocitos. Para la primera comparacion
entre las matrices, se utiliza la concentraciéon de ADN, donde se obtiene un *p: 0,1507,
representando una diferencia que no es estadisticamente significativa. Para la segunda
comparacion entre las matrices, se utiliza la pureza del ADN, donde se obtiene un *p:
0,0683, representando una diferencia que no es considerada estadisticamente

significativa.
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A continuacién, se realizé la comparacion entre las matrices de sangre total y

concentrado de leucocitos, aplicando el método de extraccion de ADN por columna,

donde los resultados muestran una diferencia estadistica significativa en

concentracion de ADN, pero no en la determinacion de la pureza (Figura 5).
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Figura 5. Comparacion de extraccion de ADN a través del método de columna entre
las matrices sangre total y concentrado de leucocitos. Para la primera comparacion
entre las matrices, se utiliza la concentracion de ADN, donde se obtiene un *p: 0,0134
representando una diferencia que es estadisticamente significativa. Para la segunda
comparacién entre las matrices, se utiliza la pureza del ADN, donde se obtiene un *p:
0,0734, representando una diferencia que no es considerada estadisticamente

significativa.
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Posteriormente, se realizé la comparacion entre las técnicas de extraccion de ADN
aplicando el método de sales y el de columna, donde los resultados muestran una
significancia estadistica en la concentracion de ADN, pero no en la determinacion de la

pureza (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de extraccion de ADN entre las técnicas por sales y
Columna. Para la primera comparacion entre las técnicas, se utiliza la concentracion de
ADN, donde se obtiene un *p: 0,0015, representando una diferencia estadisticamente
significativa. Para la segunda comparacién entre las técnicas, se utiliza la pureza del
ADN, donde se obtiene un *p: 0,7595, representando una diferencia que no es
considerada estadisticamente significativa.
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8.2 APLICACION DE PCR GRADIENTE PARA LA AMPLIFICACION DEL

GEN CEBPa DESDE MUESTRAS DE INDIVIDUOS SANOS:

Con el objetivo de determinar la programacion adecuada para amplificar el gen CEBPaq,
considerando ciclos, tiempos y temperaturas, se realiz6 una PCR gradiente, utilizando
variaciones en la temperatura de alineamiento de acuerdo a lo recomendado en las
fichas de los partidores recibidos, y teniendo en cuenta una alta cantidad de unidades
GC, aplicando los ciclos y tiempos publicados por Shih et al (2005), de donde se
obtuvieron los juegos de partidores PP1 y PP2. También se aplicé el adyuvante DMSO,
de acuerdo al protocolo aplicado en la amplificacién del gen CEBPa en el articulo de

Marcolin et al., 2019.

Una vez aplicada la PCR gradiente, se obtuvieron bandas de amplificacion en todas las
combinaciones realizadas de acuerdo a la tabla 3, siempre que se usé DMSO en la

mezcla, cuyos resultados se muestran el la Figura 7, 8, 9, 10, 11y 12.
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Tabla 8. Elaboracién de 72 mezclas de partidores bajo diferentes condiciones de temperatura de alineamiento y de
concentracion de DMSO, para realizar PCR gradiente utilizando ADN de pacientes sanos.

DMSO 4x sin DMSO 4X DMSO 3% 4X DMSO 8%

Temperatura | 60°C | 62°C | 64°C | 60°C 60°C | 62°C | 64°C 62°C 60°C 62°C 64°C 64°C

13 | 1a2 | 1al | 1a() | 163 | 1b2 | 1b1 1) | 1c3 1c2 1c1 1¢ ()

2a3 | 2a2 | 2a1 | 2a() | 203 | 262 | 261 | 2b() | 2c3 2c2 2c1 2c (-)

Mezclas de | S22 | 382 | 3al | 3a() | 3b3 | 3b2 | 3bi 3b() | 3c3 3c2 3ct 3c (-)

Partidores

4a3 | 4a2 | 4al | da(-) | 4b3 | 4b2 | 4b1 | 4b(-) | 4c3 4c2 4c1 4¢ ()

5a3 | 5a2 | 5a1 | 5a(-) || 5b3 | 502 | 5b1 | 5b() | 5¢c3 5¢2 5¢1 5¢ (-)

6a3 | 6a2 | 6al | 6a(-) || 6b3 | 6b2 | 6b1 | 6b() | 6c3 6c2 6c1 5¢ (-)

Se dan a conocer diferentes mezclas sin DMSO, DMSO al 3% y 8%, bajo 3 diferentes temperaturas de alineamiento para
la PCR en base a una mezcla al 5x. Las diferentes mezclas de partidores se rotularon con respecto a la siguiente
nomenclatura: el primer numero corresponde a la mezcla de partidores (1: PP1F y PP1R; 2: PP2F y PP24; 3: P3F1 y P4R2;
4: P3F1y PR1; 5: PP1F y P4R2; 6: PP1F y PP2R), la letra es la concentracion de DMSO (a: sin DMSO; b: DMSO al 3%;

c: DMSO al 8%), y el siguiente digito es la temperatura usada (1: 64°C; 2: 62°C; 3: 60°C). (-): control negativo (Tabla 8).



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PM 1a3 1b3 1c3 1c(-)2a3 2b3 2¢3 2¢(-) 3a3 3b3 3c3 3c(-) PM

Figura 7. Especificidad y tamaino del amplicon de mezclas 1, 2 y 3 a una
temperatura de 60°C. Carril 1, 5y 9 sin DMSO; carril 2, 6 y 10 con DMSO al 3%, bandas
observadas entre los 500-750 pb, 750-1000 pb y 1000-1500 pb, respectivamente ; carril
3, 7y 11 con DMSO al 8%, bandas observadas entre los 500-750 pb, 750-1000 pb y
1000-1500 pb, respectivamente. (-): control negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PM 1a2 1b2 1c2 1b(-)2a2 2b2 2c2 2b(-) 3a2 3b2 3c2 3b(-) PM

Figura 8. Especificidad y tamaino del amplicon de mezclas 1, 2 y 3 a una
temperatura de 62°C. Carril 1, 5y 9 sin DMSO; carril 2, 6 y 10 con DMSO al 3%, bandas
observadas entre los 500-750 pb, 750 pb y 1000- 1500 pb, respectivamente; carril 3, 7 y
11 con DMSO al 8%, bandas observadas entre los 500- 750 pb, 750-1000 pb y 1000-
1500pb, respectivamente. (-): control negativo



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PM 1a1 1b1 1¢1 1a(-) 2a1 2b12c1 2a(-) 3al 3b1 3¢c1 3a(-) PM

Pb
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Figura 9. Especificidad y tamaino del amplicon de mezclas 1, 2 y 3 a una
temperatura de 64°C. Carril 1, 5y 9 sin DMSO; carril 2, 6 y 10 con DMSO al 3%, bandas
observadas entre los 500-750 pb, 750 pb y 1000- 1500 pb, respectivamente; carril 3, 7 y
11 con DMSO al 8%, bandas observadas entre los 500- 750 pb, 750-1000 pb y 1000-
1500pb, respectivamente. (-): control negativo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PM 4a3 4b3 4c3 4c(-)5a3 5b3 5c3 5c(-) 6a3 6b3 6c3 6¢(-) PM

Figura 10. Especificidad y tamafno del amplicon de mezclas 4, 5Y 6 a una
temperatura de 60°C. Carril 1, 5y 9 sin DMSO; carril 2, 6 y 10 con DMSO al 3%,
bandas observadas entre los 500-750 pb, 750-1000 pb y 750-1000 pb,
respectivamente; carril 3, 7y 11 con DMSO al 8%, bandas observadas entre los 500-
750 pb, 750-1000 pb y 750-1000 pb, respectivamente . (-): control negativo.

61



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PM 4a2 4b2 4c2 4b(-) 5a2 5b2 5¢2 5b(-) 6a2 6b2 6¢c2 6b(-) PM
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10.000

3.000

1.500
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Figura 11. Especificidad y tamafo del amplicon de mezclas 4, 5y 6 a una
temperatura de 62°C. Carril 1, 5y 9 sin DMSO; carril 2, 6 y 10 con DMSO al 3%, todas
las bandas observadas entre los 1000-1500 pb; carril 3, 7y 11 con DMSO al 8%, todas
las bandas observadas entre los 1000-1500 pb. (-): control negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PM 4al 4b1 4c1 4a(-)5a1 5b1 5c1 5a(-) 6al 6b1 6¢1 6a(-) PM

Figura 12. Especificidad y tamaino del amplicon de mezclas 4, 5 y 6 a una
temperatura de 64°C. Carril 1, 5y 9 sin DMSO; carril 2, 6 y 10 con DMSO al 3%, todas
las bandas observadas entre los 1000-1500 pb; carril 3, 7 y 11 con DMSO al 8%, todas
las bandas observadas entre los 1000-1500 pb. (-): control negativo.

62



Luego de obtener la amplificacion del gen CEBPa en uno o dos tramos, de acuerdo a los
partidores utilizados, en muestras de individuos sanos, se pasé a replicar lo obtenido,
aplicandolo a muestras de pacientes con leucemia mieloide aguda, considerando

matrices de sangre total y de aspirado de médula ésea.

Para la extraccion de ADN se utilizé el kit Promega Wizard®, siguiendo el protocolo
indicado en el Anexo 12. También se aplico la extraccion de ADN a un individuo sano
como control y también a una muestra de cultivo celular THP correspondiente a células
blasticas de una leucemia Monoblastica aguda con el fin de emular un vitro a un paciente

leucémico.

Luego de obtener el ADN de cada una de las muestras, se cuantificé su concentracion
utilizando el equipo Qubit. Posteriormente, se realizé una electroforesis para determinar

la integridad de las muestras procesadas.

De las muestras analizadas, se obtiene que todas aquellas que no fueron
inmediatamente procesadas (> 24 horas desde la recoleccion), presentaban degradacion

del ADN.

A pesar de la baja celularidad de las muestras de pacientes con enfermedad minima
residual, se obtiene suficiente ADN para ser utilizado en la amplificacion del gen CEBPa

(Tabla 9)
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Tabla 9. Muestras de pacientes con leucemia mieloblastica aguda (LAM), cultivo (THP) y control normal (N).

Tipo de

Debut o

ADN (ng/ul)

ADN (ng/ul)

Tiempo entre toma

Numero de

Alicuotas . (Primera Obs 1 (Segunda Obs 2 de muestray
Matriz EMR L, ., . muestra
extraccion) extraccion) procesamiento
1 LAM 1 MO Debut 16 Degradado 16 Degradado 2 dias -
2 LAM 2 MO EMR 0.31 Insuficiente 20 OK Antes de 24 horas 1
3 LAM 3 SP Debut 16 Degradado 46 Degradado 3 dias -
4 LAM 3 SP Debut 18 Ok Antes de 24 horas 2
5 LAM 4 SP Debut 17 Ok Antes de 24 horas 3
6 LAM 1 SP Debut 0.92 Insuficiente - - Muestra consumida -
7 LAM 1 SP Debut 19 Degradado - 2 dias -
8 LAM 1 SP Debut 22 Ok Antes de 24 horas 4
9 LAM 1 MO Debut 40 Ok Antes de 24 horas 5
10 LAM 3 MO EMR 7 Ok Antes de 24 horas 6
11 THP 0 Cultivo 17 Degradado - - 2 dias -
12| Normal 0 21 OK Antes de 24 horas 7




Se realiza PCR gradiente a la muestra identificada con el N°4 utilizando como referencia,

la ecuacion de Wallace, la cual establece que:
Tm = (4°C x (Numero de G+C)) + (2°C x (Numero de A+T))

Al aplicar la formula se obtienen una T de 63°C para el partidor PP1 y una T de 64°C

para el partidor PP2.

Las temperaturas escogidas son 60, 61, 63, 64 y 65°C, donde ademas de utilizar ADN
de paciente con LAM en duplicado para cada temperatura, se realiza un control negativo

también en duplicado (Tabla 10, Figura 13).

Tabla 10. PCR gradiente utilizando ADN de paciente leucémico

Temp de;‘atura Positivo Negativo

alineamiento (muestra ADN) (Agua)
60°C 10A 10B 10C 10D ]
61°C 11A 11B 11C 11D N°4 Tamario
63°C 13A 13B 13C 13D PP1F am‘;ﬁgén
64°C 14A 14B 14C 14D PP1R 579 pb
65°C 15A 15B 15C 15D
60°C 20A 20B 20C 20D ]
61°C 21A 21B 21C 21D N°4 Tamario
63°C 23A 23B 23C 23D PP2F am‘;ﬁgén
64°C 24A 24B 24C 24D PP2R 703 pb
65°C 25A 25B 25C 25D
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Figura 13. PCR gradiente para amplificacion del gen CEBPa de paciente con LAM.

En la imagen A se muestra el resultado de la electroforesis para la amplificacion del primer tramo del gen CEBPA (579pb)
utilizando distintas temperaturas y DMSO al 3% junto al control negativo. En la imagen B se muestra el resultado de la
electroforesis para la amplificacion segundo tramo del gen CEBPA (703pb) utilizando distintas temperaturas y DMSO al 3%
junto al control negativo



Tabla 11. Protocolo de mezcla para la amplificacion del gen CEBPa de paciente N°4 con leucemia

Paciente N°4
Tubo 1 2 3 4 5 6 7 (1x extra) TOTAL
Taq 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 87,5
PP1 R 1 1 1 1 1 1 1 7
DMSO 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 5,25
Agua 4 5
e 4 6 4 6 4 6 4 6 4 6 4 6 5
Alicuotar MM 20 20 20 20 20 20 142,4
Volumen total (100ng) 25 25 25 25 25 25
Paciente N°4
Tubo 1 2 3 4 5 6 7 (1x extra) TOTAL
Taq 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 87,5
PP2
PP2 R 1 1 1 1 1 1 1 7
DMSO 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 5,25
Ag 4 5
e 4 6 4 6 4 6 4 6 4 6 4 6 5
Alicuotar MM 20 20 20 20 20 20 142,4
Volumen total (100ng) 25 25 25 25 25 25
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Tabla 12. Protocolo de mezcla para la amplificacion del gen CEBPa de paciente N°6 con leucemia

Paciente N°6
Tubo 1 2 3 4 5 6 7 (1x extra) TOTAL
Taq 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 87,5
PP1 R 1 1 1 1 1 1 1 7
DMSO 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 5,25
A gua /] 48
A - 5
Alicuotar MM 22 22 22 22 22 22 155
Volumen total (100ng) 25 25 25 25 25 25
Paciente N°6
Tubo 1 2 3 4 5 6 7 (1x extra) TOTAL
Taq 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 87,5
PP2
PP2 R 1 1 1 1 1 1 1 7
DMSO 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 5,25
Ag / 48
A - 5
Alicuotar MM 22 22 22 22 22 22 155
Volumen total (100ng) 25 25 25 25 25 25




Una vez obtenida la temperatura de alineamiento adecuada para la amplificacion del gen
CEBPa en dos tramos, se realizé una PCR convencional a los pacientes con el numero
2,3,4,5y 6. Los pacientes 4 y 6 se ejemplifican en la figura 10. Los pacientes con
numero 1 y 7 no pudieron ser procesados desde este paso en adelante debido al

agotamiento de la muestra de ADN. (Tabla 9, Figura 14).

Para realizar la PCR convencional, se aplica el protocolo detallado en la tabla 11 y 12.
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Figura 14. Amplificacién en 2 tramos del gen CEBPa de pacientes con LAM.

En la imagen A se observa una electroforesis de ADN correspondiente al tramo corto de
579pb del gen CEBPA amplificado la muestra N°4. La imagen B muestra una
electroforesis de ADN correspondiente al tramo largo de 703pb del gen CEBPA
amplificado de la muestra N°4. En la imagen C se observa una electroforesis de ADN
correspondiente al tramo corto de 579pb del gen CEBPA amplificado la muestra N°6. La
imagen D muestra una electroforesis de ADN correspondiente al tramo largo de 703pb
del gen CEBPA amplificado de la muestra N°6.
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Luego de comprobar a través de la electroforesis, que el protocolo de PCR desarrollado
para la amplificacién del gen CEBPa en dos tramos (partidores PP1 y PP2), utilizando
DMSO al 3%, realizando un triplicado para la corrida del material genético y un triplicado
para el control negativo, se realiza nuevamente una PCR convencional para las muestras
2,3,4,5y6. Los amplicones obtenidos de cada muestra y de cada tramo en triplicado,
se juntan en tubos de 1.5mL alcanzando la concentracion de 45 ng/uL, cumpliendo con

el rango de concentracidn requerido para purificar y secuenciar cada amplicon.
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Tabla 13. Amplificacion del gen CEBPa de muestras con leucemia para envio a secuenciacion.

Muestra ADN Agua

Muestra de ADN insuficiente,
no se realiza el PCR

PP1 2A1 2A1 2A1 2A2 2A2 2A2
MUESTRA 2

PP2 2B1 2B1 2B1 2B2 2B2 2B2
MUESTRA 3 PP1 3A1 3A1 3A1 3A2 3A2 3A2

PP2 3B1 3B1 3B1 3B2 3B2 3B2

PP1 4A1 4A1 4A1 4A2 4A2 4A2
MUESTRA 4

PP2 4B1 4B1 4B1 4B2 4B2 4B2
MUESTRA 5 PP1 5A1 5A1 5A1 5A2 5A2 5A2

PP2 5B1 5B1 5B1 5B2 5B2 5B2
MUESTRA 6 PP1 6A1 6A1 6A1 6A2 6A2 6A2

PP2 6B1 6B1 6B1 6B2 6B2 6B2

Muestra de ADN insuficiente, ‘ | R e S = N | R oo B L < B s < B
no se realiza el PCR



8.3 ANALISIS DE LA SECUENCIACION DEL GEN CEBPa EN 2 TRAMOS
DE PACIENTES CON LAM.

Luego de recibir los resultados de secuenciacion sanger del departamento de
especialidad de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, se realizé el analisis de las
secuencias, realizando alineamientos con la region codificante del gen CEBPa wit,

publicada en la “National Library of Medicine” (NLM) (figura 15).

Para realizar el analisis de las secuencias obtenidas a través de la secuenciacion sanger,
se utilizé el programa BioEdit, con el que se pudo visualizar los electroferogramas de

cada una de las muestras y tramos amplificados (Figura 16).

Una vez obtenidas las secuencias del tramo largo del gen CEBPa de los 5 pacientes con
LAM analizados, utilizando el partidor PP2F, se realiza el alineamiento de la region bZIP
con la secuencia obtenida. Los resultados se observan en la figura 17 y 18, muestran
que todas secuencias analizadas de la amplificacion del tramo largo del gen CEBPa

utilizando el partidor PP2F, alinearon con la secuencia completa wt de la region bZIP.

A partir de este trabajo, fue posible generar un protocolo para secuenciacion del gen
CEBPa a partir de sangre periférica o médula osea que pueda ser utilizado para el

diagnostico de paciente con LMA (ve anexo 12).



m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide [Nucleotide |  Search |
Advanced Help
FASTA~ Send to: 5
Change region shown -~
(] Showing 1.08kb region from base 5111 to 6187 © Whole sequence
= o . @® Selected region
Homo sapiens CCAAT enhancer binding protein alpha (CEBPA), RefSeqGene from: 5111 to: 6187
(LRG_456) on chromosome 19 [ Update View |

NCBI Reference Sequence: NG_012022.1
GenBank  Graphics

e Customize view -
>NG_012022.1:5111-6187 Homo sapiens CCAAT enhancer binding protein alpha (CEBPA),

RefSeqGene (LRG_456) on chromosome 19 Display options

ATGGAGTCGGCCGACTTCTACGAGGCGGAGCCGCGGCCCCCGATGAGCAGCCACCTGCAGAGLLLCCCGC O Show reverse complement
ACGCGCCCAGCAGCGCCGLLTTCGGCTTTCCCCGEEECGLGGGCCCCGCGCAGCCTCCCGCCCCACCTGC O Show gap features
CGCCCCGGAGCCGCTGGGCGGCATCTGCGAGCACGAGACGTCCATCGACATCAGCGCCTACATCGACCCG ‘mi

GCCGCCTTCAACGACGAGTTCCTGGCCGACCTGTTCCAGCACAGCCGGCAGCAGGAGAAGGCCAAGGLGG
CCGTGGGCCCCACGGGLGELEGLGGLGGLGGCRACTTTGACTACCCGGGCGCGCCCGLGEGCCCCGGLGa
CGCCGTCATGCCCGGGGGAGCGCACGGGLCCCCGLCCGGCTACGGLTGCGCGGCCGCCGGCTACCTGGAC

GGCAGGCTGGAGCCCCTGTACGAGCGCGTCGEGGCGCCGGCGCTGCGRCCGCTGGTGATCAAGCAGGAGC Estadisticas:

CCCGCGAGGAGGATGAAGCCAAGCAGCTGGCGCTGECCGGCCTCTTCCCTTACCAGCCGCCGCCGCCGLC

GCCGCCCTCGCACCCGCACCCGCACCCECCGCCCGCGCACCTRGCCGCCCCGCACCTGCAGTTCCAGATC Paginas 1

GCGCACTGCGGCCAGACCACCATGCACCTGCAGCCCGGTCACCCCACGLCGLLGLCCACGLCCGTGLCCA

GCCCGCACCCCGCGCCCGCGCTCRGTGCCGCCGGCCTGCCGGECCCTGGCAGCGCGCTCAAGGGGCTGEG Palabras 16

CGCCGCGCACCCCGACCTCCGCGCGAGTGGCGGCAGCGGCGCGGGCAAGGCCAAGAAGTCGGTGGACAAG Caracteres (sin espacios) 1.077

AACAGCAACGAGTACCGGGTGCGECGCEAGCGCAACAACATCGCGGTGCGCAAGAGCCGCGACAAGGCCA

AGCAGCGCAACGTGGAGACGCAGCAGAAGGTGCTGGAGCTGACCAGTGACAATGACCGCCTGCGCAAGCG Caracteres (con espacios) 1.077

GGTGGAACAGCTGAGCCGCGAACTGGACACGCTGCGGGGCATCTTCCGCCAGCTGCCAGAGAGCTCCTTG -

GTCAAGGCCATGGGCAACTGCGCGTGA Parrafos 16
Lineas 16

Figura 15. Secuencia codificante del gen CEBPa. La secuencia codificante del gen
CEBPA presenta una extension de 1077pb cuyo detalle se encuentra publicado en la
NLM a través del nombre Homo sapiens CCAAT enhancer binding protein Alpha
(CEBPA) refseqgene (LRG_456) on chromosoma 19.
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PP1F: TCGCCATGCCGGGAGAACTC
PP1R: CTGGCCGGCCTCTTCCCTTACCA
Rc : CTGGCCGGCCTCTTCCCTTACCA!

PP2F: CCGCTGGTGATCAAGCAGGA
PP2R: CACGGTCTGGGCAAGCCTCGAGAT
RC : ATCTCGAGGCTTGCCCAGACCGT

bZIP 951 a 1035

ACCAGTGAC AATGACCGCC TGCGCAAGCG GGTGGAACAG CTGAGCCGCG AACTGGACAQ
TGCGGGGC ATCTTCCGCC AGCT)

N | TAD1 | | TAp2 | peD | | BZIP | Cc
210 291 381 60

0 834 918 951 1035 1077 nt

Figura 16. Secuencia completa del gen CEBPa marcada con partidores y regiones
TAD 1, TAD2, DBD y bZIP. A. muestra la secuencia codificante del gen CEBPa marcada
de color negro. B. se identifica la secuencia de las distintas regiones que componen el
gen CEBPa. También se marcan lo partidores PP1 y PP2 utilizados para amplificar en
dos tramos al gen CEBPa con un solapamiento en la zona central. C. Esquema de las
regiones del gen CEBPa marcando la posicién exacta de cada una de ellas, TAD1 (210
—291), TAD 2 (381 — 600), DBD (834 — 918) y BZIP (951 — 1035).
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Figura 17. Electroferogramas obtenidos del tramo corto del gen CEBPa de un
paciente con LAM analizado con BioEdit Sequence Alignment Editor. A
Electroferograma del tramo corto del gen CEBPa utilizando el partidor PP1F. B
Electroferograma del tramo corto del gen CEBPa utilizando el partidor PP1R.
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Figura 18. Alineamiento entre las secuencias del tramo largo del gen CEBPa de los
pacientes con LAM y la region bZIP wt

A Alineamiento de la secuencia forward del tramo largo del gen CEBPa de la muestra
N°2, con la secuencia wt de la region bZIP. B Alineamiento de la secuencia forward del
tramo largo del gen CEBPa de la muestra N°3, con la secuencia wt de la region bZIP. C
Alineamiento de la secuencia forward del tramo largo del gen CEBPa de la muestra N°4,
con la secuencia wt de la region bZIP. D Alineamiento de la secuencia forward del tramo
largo del gen CEBPa de la muestra N°5, con la secuencia wt de la regiéon bZIP. E
Alineamiento de la secuencia forward del tramo largo del gen CEBPa de la muestra N°6,
con la secuencia wt de la region bZIP.
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9 DISCUSION Y CONCLUSIONES:

Las muestras de sangre periférica y médula 6sea se caracterizan por su gran
amplitud de variacion en el numero de células en pacientes con LMA, los que debutan
habitualmente con hiperleucocitosis pero, luego de un tratamiento, su recuento puede
bajar a niveles criticos, por lo que el procesamiento de extraccion de ADN podria verse
limitado tanto por una baja cantidad de material genético en leucopenias graves o
sobrepasando la estequiometria saturando el método de extraccion en
hipercelularidades (Moreno et al., 2013). El recuento celular para una médula 6sea es
dificil dado el gran tamario de algunos elementos celulares, los que podrian obstruir el
equipo, por lo que se decidio trabajar con muestras de sangre periférica de voluntarios
sanos, muestra que también es solicitada en un paciente con LMA, para estandarizar un
recuento celular determinado en base a una dilucidn de trabajo y posterior extraccion de

ADN (ver tabla 4).

La calidad del ADN es un punto clave en la aplicacion de diversas técnicas
moleculares (Rios-Sanchez et al., 2016). Para su estudio, se analizaron los parametros
de pureza y concentracion (ng/uL) (ver tablas 5, 6 y 7). La pureza fue considerada éptima
entre los rangos 1.8 y 2.0, un valor superior se considera poco confiable por la existencia
de proteinas y/o solventes organicos que intervendrian en el proceso de extraccion

(Green & Sambrook, 2012).

En este trabajo se realiz6 la extraccion de ADN bajo los métodos de Sales y Columna

con y sin perlas como método de lisis celular. El método de Columna con Perlas se eligio
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para optimizar la liberacion del material genético, sin embargo, no produjo un gran
rendimiento con respecto a la concentracién de ADN obtenido por Columna convencional
(p<0,05), puesto que, en una muestra hipercelular, el uso de perlas se ve sobrepasado
y disminuye su rendimiento (Cadavid, Ramirez, Lopez & Mambuscay, 2009). Por el bajo
rendimiento de la técnica para llevar a cabo la PCR, que segun Mas et al (2001) requiere
una concentracion minima, en el caso de zonas repetidas de 10-50 ng/uL, esta técnica

se descartd a pesar de tener una buena pureza (ver figuras 3 y 4).

El estudio de la repetitividad de las técnicas de Columna y Sales (ver figura 5),
evidencio que el método de extraccion de ADN por Sales desde Sangre Completa, a
pesar de obtener menores concentraciones de ADN, es una técnica optima para realizar
una PCR debido a la alta pureza obtenida en cada muestra, reflejado en los menores
valores de dispersion. Respecto a la reproducibilidad de muestras de Sangre Completa
y Concentracion de Leucocitos en la técnica de Sales (ver figura 4 y 5), es posible concluir
que a partir de una muestra de Concentrado Leucocitario es viable obtener una mayor
concentracion de ADN, sin embargo, aspectos entre ambos tipos de muestras, de pureza
y concentracion de ADN no alteraron el rendimiento de la técnica (p>0,05). La
reproducibilidad de la técnica de Columna para estas mismas condiciones celulares (ver
figura 5 y 6), también evidencié que la muestra mas optima es la de Concentrado
Leucocitario, pero esta vez se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,005) en cuanto a concentracion de ADN. Teniendo en cuenta lo anterior, se

comparo el rendimiento de la muestra de Concentracion de Leucocitos entre las técnicas
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de Sales y Columna (ver grafico 7 y 8), para lo cual, considerando el analisis estadistico
de los parametros estudiados, tipo de muestra y posterior a la evaluacion de la integridad
del ADN (ver anexo 9), se indicd que la técnica de extraccidon por Sales fue la mejor para
lograr una muestra de ADN con gran rendimiento y llevar a cabo una posterior PCR (ver

anexo 2).

Una técnica de extraccion ideal posee un numero limitado de pasos, minima
utilizaciéon de disolventes peligrosos, uso limitado de equipos y es relativamente
econdmica (Cadavid, Ramirez, Lopez & Mambuscay, 2009). La técnica de extraccion por
Sales se ve favorecida gracias a su facil implementacién y bajo costo, sin embargo,
presenta la desventaja de requerir un mayor tiempo para realizar la extraccion, ser
operador dependiente, necesitar una preparacion correcta de reactivos antes de iniciar
el proceso de extraccion y el uso de reactivos tdxicos y cancerigenos como el cloroformo.
La técnica de Sales es la técnica mas optima para trabajar en investigacion, pero la
técnica de Columna debe ser utilizada en el trabajo del laboratorio clinico por alto nivel

de estandarizacion.

En cuanto a la amplificacion del gen CEBPa, el proceso inicial se realizé de acuerdo
al protocolo recomendado para la PCR “GoTaqg Green Master Mix”, sin embargo, los
resultados obtenidos fueron negativos. Los partidores usados en primer lugar como
control positivo fueron los publicados por Shih et al (2005), sin un previo analisis

informatico para ahorrar tiempo y realizar la posterior estandarizacién. Primeramente, se
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logro la amplificacidn de la porcion inicial del gen, sin embargo, ésta fue inespecifica. La

segunda porcién, por su parte, no fue amplificada satisfactoriamente.

Debido a la complejidad del gen, se realizé un protocolo luego de estudiar a algunos
autores que lograron la amplificacion de CEBPa por fragmentos (Shih et al., 2005;
Bedhad et al., 2005; Hegewisch, 2012). Se requirio variar el tiempo de desnaturalizacion
inicial de 1 a 3 minutos para permitir la 6ptima separacion del ADN, temperatura de
alineamiento desde los 55°C a una variacidn entre 60 y 64°C, en relacion a la
Temperatura de Fusidn (Tm) de los partidores, y el uso de DMSO a una concentracion
de 3% y 8% como adyuvante por su contribucion a un aumento de la especificidad y
separacion de la doble hebra de ADN (Serrato, Flores, Cortez & Palacios, 2014) (ver
tabla 8). Existen publicaciones que afirman que, en caso de querer realizar futuras
secuenciaciones, seria necesario un mejor reactivo para lograr este objetivo, a pesar de
ello, ambos reactivos poseen propiedades isoestabilizadoras que contribuyen al
desarrollo de esta metodologia (Jensen, Fukushima & Davis, 2010). Esto ultimo fue
demostrado en los resultados positivos obtenidos para la PCR, logrando amplificar el gen
CEBPa, tanto por fragmentos como la regidn codificante completa, con resultados
especificos a temperaturas de 62 y 64°C, donde fue posible visualizar una banda unica
representada en la electroforesis solo con la ayuda de DMSO (ver figuras 3,4, 5,6, 7y
8). Para la temperatura de 60°C los resultados fueron negativos o inespecificos (ver

figuras 3y 6).
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La importancia de haber logrado la amplificacion completa de CEBPa con un solo
par de partidores radica en presentar alternativas para su secuenciacion (ver tabla 3),
siendo mas eficiente al detectar gran parte de las mutaciones, sin omitir casos que
alberguen mutaciones de sustitucion de bases (Ahn et al., 2009; Bedhad et al., 2015). La
generar un factor pronostico de sobrevida de los pacientes, de tal manera que cuando
se presenta una sola mutacion, se considera de mal prondstico (sobrevida de 1,7 afios
con 1,5 anos libre de recaida), mientras que doblemente mutado se considera de buen
prondstico (sobrevida 9,6 afios con 9,4 afos libre de recaida), la accidén del factor de
transcripcion pierde funcionalidad, por lo tanto no va a favorecer ni la proliferacion ni la
diferenciacion, frenando de alguna manera el proceso de leucemogénesis (Pastore et

al., 2014; De Kouchkovsky, 2016).

Asi también, cuando un paciente con Leucemia es tratado con quimioterapéuticos,
posteriormente se estudia la EMR a partir de leucocitos provenientes de médula ésea o
sangre periférica, para saber si se encuentran o no mutados para determinar el
pronostico y conocer si va a tener o no mayor resistencia a un nuevo tratamiento (Liang
et al., 2015). En este sentido, la importancia de conocer el inmunofenotipo con CEBPa
mutado permitiria lograr el diagnostico, como se ha detectado en otras variantes de la
LMA, corroborando la idea de que las mutaciones que tiene CEBPa arrojan un

inmunofenotipo y perfil clinico caracteristico (Walter et al., 2013).

La secuenciacion del gen CEBPA a tomado cambios importantes en su interpretacion
en los ultimos afnos.
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Hoy en dia se sabe que las mutaciones que afectan al gen pueden ser monoalélicas
(sm) o bien, bialélicas (dm), considerando esta ultima como buen prondstico, pero
nuevos estudios publicados como el de Satoshi et al., 2022, evidencian que el factor de
buen prondstico de sobrevida y enfermedad libre de eventos, esta dada por la presencia

de mutaciones en la region bZIP (figura 19).

A B Monoallelic Biallelic
f A i N-terminal N-terminal/
L ¥ | (TAD) N-terminal
)N DBD C-terminal/
‘;‘ “x 7 x domain C-terminal

v J W U Good
C-terminal N-terminal/ prognostic
Monoallelic | Biallelic (bZip) C-terminal <]

*

Figura 19. Ubicacion de las mutaciones de acuerdo a la posicion en el gen CEBPA.
A Esquema del cromosoma 19, con el gen CEBPa mutado de forma monoalélica. B
Esquema del cromosoma 19, con el gen CEBPa mutado de forma bialélica. Se pueden
dar 6 posibles resultados considerando mutaciones monoalélicas y bialélicas en
combinacion con los extremos N-terminal y C-terminal. La mayoria de las mutaciones del
gen CEBPa ya sea de forma monoalélica o bialélica, se encuentran en la regién bZIP,
considerandose de buen prondstico.

La secuenciacién lograda en las 5 muestras analizadas de pacientes con LAM para la
region bZIP, permiten construir un protocolo de analisis que entrega los lineamientos
técnicos, de analisis e interpretacidn suficientes como para implementar la técnica en el

ambito cinico.
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Los datos expuestos en esta revision sugieren que la mutacion CEBPa posee una buena
supervivencia global y una buena supervivencia libre de eventos, dando principal
relevancia en aquellas que estén dentro del marco bZip, en donde las ultimas revisiones
de la ELN (2022) nos indica que unicamente CEBPa mutado en el marco bZip es
necesario para ser considerado como un estratificador importante en el abordaje
terapéutico, pudiendo inclusive, utilizar altas dosis farmacologicas con intenciones

curativas para aquellos pacientes con LMA (Déhner et al., 2022)
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10 PROYECCIONES

Estudios realizados en poblacion pediatrica, demostraron la asociacién entre la
presencia de mutaciones CEBPao con resultados clinicos favorables en pacientes con
LMA, independientes de la presencia de mutaciones con FLT3/ITD (Liao X, et al., 2021).
Esto abre una nueva posibilidad de seguir reinterpretando las mutaciones que se
encuentran en el gen CEBPa especificamente en la region bZIP, ya que al parecer,
puede ocasionalmente, ser un factor de mayor peso prondstico de sobrevida global y
enfermedad libre de eventos, en comparacion con otras mutaciones, bajo el contexto
etario, volviendo significativamente importante estudiar el gen CEBPa a nivel nacional
en la poblacion pediatrica, considerando ademas, que de acuerdo al ultimo informe de
vigilancia de cancer infantil (RENCI, 2012 — 2016), muestran que la LAM es la segunda
causa de neoplasia en 4 de los 6 subgrupos divididos por edad y sexo en esta poblacion.
Con el advenimiento de la secuenciacion de segunda generacion (Next Generation
Sequecing NGS), numerosos estudios estan siendo publicados ultimamente en el ambito
de los pacientes con LAM. Por ejemplo, un estudio de Wang T et al., demostré que
pacientes con LAM que presentaban mutaciones en WT1 y CEBPa, tenian una
supervivencia sin recaidas, supervivencia libre de eventos, y una supervivencia global,
todas mas bajas en comparacién con un paciente con LAM CEBPa doble mutado, dando
cuenta de la importancia de correlacionar y agrupar algunos genes mutados, con el
perfilamiento clinico de algunos pacientes, para enfocar la terapia en cada uno de ellos

(Wang T et al., 2022) .
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ANEXO 1: Protocolo dilucion muestras ADN.
- Muestra Sangre Completa 2b: [233,8 ng/uL]; pureza 1,94; integridad: +.
233,8 ng/uL x ? =50 ng/uL x 200 uL
?=427 uL
- Tomar 42,7 uL de muestra y diluir a 200 uL. Para ello agregar 157,2 uL de agua

molecular para una concentracion final de 50 ng/uL. Por la concentracién obtenida,

tomar 2 uL de templado para obtener 100 ng/uL (segun inserto GoTaq Green Master
Mix).



ANEXO 2: Protocolo extraccion ADN genémico por columna (NucleoSpin Blood).

- Anfadir 200 uL de muestra.

- Adadir 25 pL de proteinasa K.

- Agregar 200 pL de tampon B3 (detergente que permite la permeabilidad de la
membrana).

- Agitar en vortex vigorosamente 30 segundos.

- Incubar 10 a 15 minutos a 70°C junto con tampdn BE.

- Adadir 210 pL de etanol absoluto.

- Agitar en vortex vigorosamente.

- Traspasar toda la muestra a la columna y afadir tubo colector.

- Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto en centrifuga U-320R Boeco Germany (Lab- Tec).

- Eliminar y colocar otro tubo colector para afiadir en columna 500 pL de tampon W.

- Centrifugar nuevamente a 13.000 rpm por 1 minuto en centrifuga U-320R Boeco
Germany (Lab-Tec).

- Eliminar y colocar otro tubo colector para afiadir en la columna 600 uL de tampén B5.

- Centrifugar nuevamente a 13.000 rpm por 1 minuto en centrifuga U-320R Boeco
Germany (Lab-Tec).

- Eliminar y colocar otro tubo colector y afiadir a la columna (tocando la membrana por
todos los bordes) 50 uL de tampon BE.

- Centrifugar nuevamente a 13.000 rpm por 1 minuto en centrifuga U-320R Boeco
Germany (Lab-Tec).

- Guardar concentrado de ADN del tubo colector y alicuotar 5 uL en tubos eppendorf para
PCR.
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ANEXO 3: Protocolo extraccion ADN gendmico por perlas (Precellys Lysing Kit).

- Utilizar un tubo con perlas Precellys Lysing Kit (bertin technologies) y afiadir 300 uL de
muestra

- Adadir 25 pL de proteinasa K.

- Agregar 200 uL de tampon B3 (detergente que permite la permeabilidad de la
membrana).

- Homogeneizar en centrifuga Precellys Evolution (bertin technologies) a 6.500 rpm por
15 segundos cada 3 ciclos con pausas de 15 segundos.

- Envolver tubos con perlas en papel aluminio e incubar 15 minutos a 70°C junto a tampon
BE.

- Adadir 210 pL de etanol absoluto.

- Agitar en vortex vigorosamente.

- Traspasar toda la muestra a la columna y afadir tubo colector.

- Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto.

- Eliminar y colocar otro tubo colector para afiadir en columna 500 pL de tampon W.

- Centrifugar nuevamente a 13.000 rpm por 1 minuto.

- Eliminar y colocar otro tubo colector para afiadir en la columna 600 uL de tampon B5.

- Centrifugar nuevamente a 13.000 rpm por 1 minuto.

- Eliminar y colocar otro tubo colector y afiadir a la columna (tocando la membrana por
todos los bordes) 50 uL de tampon BE.

- Centrifugar nuevamente a 13.000 rpm por 1 minuto.

- Guardar concentrado de ADN del tubo colector y alicuotar 5 uL en tubos eppendorf para
PCR.
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ANEXO 4: Protocolo extraccion ADN genémico por Sales o Micrométodo (RBAC).

- Anfadir 300 uL de muestra.

- Agregar 300 pL de Yoduro de Sodio.

- Mezclar en vortex vigorosamente por 20 segundos.

- Adadir 28,8 mL de Cloroformo y 1,2 mL de Alcohol Isoamilico (24:1), luego agregar de
esta alicuotar 600 puL.

- Mezclar en vortex por 20 segundos.

- Centrifugar a 12000 rpm por 8 minutos.

- Remover la fase superior (ADN) y pasar a segundo tubo estéril rotulado 400 pL.

- Agregar 400 pL de Isopropanol 70% y e incubar a temperatura ambiente por 3 minutos.
A cada minuto mezclar un par de veces.

- Centrifugar 12000 rpm por 5 minutos.

- Eliminar el sobrenadante mediante aspiracion.

- Lavar el sedimento con 500 uL de Isopropanol y mezclar por inversion de inmediato.

- Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos.

- Remover el sobrenadante por aspiracién y dejar secar al aire por 8 minutos de manera
invertida sobre material absorbente.

- Agregar tampon TE 50 pL y agitar en vortex.

- Incubar 10 minutos con papel absorbente en la tapa cerrado a 56°C.

- Alicuotar 5 uL en un tubo eppendorf para PCR.
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ANEXO 5: Protocolo diluciéon de partidores.

Para su dilucidn es necesario saber las concentraciones de cada partidor. Para tener
una concentracion de 100 uM de cada partidor, se deben tomar alicuotas diferentes (ver
tabla 9).

Tabla 14. Partidores nuevos y diluciones requeridas.

Partidor Cantidad requerida para 100 uM
P3F1 376 uL
PR1 413 uL
P4R2 303 uL

Una vez tomadas dichas alicuotas en tubos eppendorf para PCR, diluir 10 veces la
solucion madre de 100 uM para cada partidor a una concentracién 10 uM (volumen final
100 pL). Para ello agregar 10 uL de cada partidor y agregar 90 uL de agua molecular.
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ANEXO 6: Protocolo mix PCR (GoTaq Green Master Mix)

1. Mezcla partidores PP1F y PP1R:

Realizar mezclas de partidores sin DMSO, DMSO 3% y DMSO 8%. Para cada una de estas
ultimas 3 condiciones, probar temperaturas de alineamiento de 60, 62 y 64°C.

1a. Se realiza mezcla de partidores al 4x: Sin DMSO.

1b.

1c.

- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
- 2 ulL e partidor PP1F.
2 ulL de partidor PP1R.

- 38 uL de Agua molecular para volumen final de 92 uL.
v Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Afadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 3%.

- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.

- 2 uL e partidor PP1F.
2 pL de partidor PP1R.
3 pL de DMSO.

- 35 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 pL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v" Afnadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.

v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 8%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 plL de partidor PP1F.
2 pL de partidor PP1R.
8 uL de DMSO.
- 30 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Afnadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
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v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).

2. Mezcla partidores PP2F y PP2R:

2a. Se realiza mezcla de partidores al 4x: Sin DMSO.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.

2 plL de partidor PP2F.

2 plL de partidor PP2R.

- 38 uL de Agua molecular para volumen final de 92 uL.
v Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Afadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
2b. Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 3%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 plL de partidor PP2R.
2 plL de partidor PP2F.
3 pL de DMSO.

- 35 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v" Afnadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
2c. Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 8%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 plL de partidor PP2R.
2 plL de partidor PP2F.
8 uL de DMSO.

- 30 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 pL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v" Afnadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.

v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
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3. Mezcla partidores P3F1 y P4R2:

3a. Se realiza mezcla de partidores al 4x: Sin DMSO.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.

2 ulL de partidor P3F1.

2 ulL de partidor P4R2.

- 38 uL de Agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 L a cada uno de los 4 tubos PCR.
v" Afnadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
v" Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
3b. Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 3%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 ulL de partidor P3F1.
2 plL de partidor P4R2.
3 pL de DMSO.

- 35 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 pL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v" Afnadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
v" Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
3c. Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 8%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 uL de partidor P3F1.
2 plL de partidor P4R2.
8 uL de DMSO.

- 30 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 pL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Afnadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.

v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
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4. Mezcla partidores P3F1 y PR1:
4a. Se realiza mezcla de partidores al 4x: Sin DMSO.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 uL de partidor P3F1.
2 uL de partidor PR1.
- 38 uL de Agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Aihadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
4b. Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 3%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 uL de partidor P3F1.
2 uL de partidor PR1.
3 uL de DMSO.
- 35 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Anadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.

v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).

4c. Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 8%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.

2 uL de partidor P3F1.
2 uL de partidor PR1.
8 uL de DMSO.

- 30 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Anadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.

v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
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5. Mezcla PP1F y P4R2:
5a. Se realiza mezcla de partidores al 4x: Sin DMSO.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 uL de partidor PP1F.
2 uL de partidor P4R2.
- 38 uL de Agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Anadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
v" Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
5b. Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 3%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 uL de partidor PP1F.
2 uL de partidor P4R2.
3 uL de DMSO.
- 35 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Anadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.

v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).

5c. Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 8%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 uL de partidor PP1F.
2 uL de partidor P4R2.
8 uL de DMSO.
- 30 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Anadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
v" Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
6. Mezcla partidores PP1F y PP2R:
6a. Se realiza mezcla de partidores al 4x: Sin DMSO.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
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- 2 uL de partidor PP1F.
- 2 uL de partidor PP2R.
- 38 uL de Agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Anadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
6b. Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 3%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.
2 uL de partidor PP1F.
2 uL de partidor PP2R.
3 uL de DMSO.
- 35 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Adhadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.

v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).

6¢. Se realiza mezcla de partidores al 4x: DMSO 8%.
- 50 uL de GoTaq Green Master Mix.

2 uL de partidor PP1F.
2 uL de partidor PP2R.
8 uL de DMSO.

- 30 uL de agua molecular para volumen final de 92 uL.
v" Afadir 23 uL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Anadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.

v Afadir 2 uL de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).
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ANEXO 7: Protocolo electroforesis en gel de agarosa.

1. Integridad del ADN genémico:

- Anadir 130 mL de tampon TAE en matraz Erlenmeyer de 200 mL.

- Afadir a la solucion anterior 1,3 gramos de agarosa.

- Agitar para diluir grumos y calentar la solucion en microondas hasta conseguir una
solucién clara y sin particulas.

- Enfriar hasta 55°C y afiadir 5 uL tinciéon de acidos nucleicos segun Fermelo Biotec.

- Ahadir a molde y colocar peine para formar los pocillos.

- Una vez solidificada la solucion, retirar el peine y llenar la camara electroforética con
tampon TAE. Colocar el gel cuidando la orientacion de los pocillos hacia el polo negativo.
- Cargar 5 uL de muestra junto a 1 uL de tampén de carga y 5 uL de marcador de peso
molecular (utilizar un marcador de peso molecular de maestrogen de 250 pb a 10 kb con
13 bandas).

- Colocar la cubierta del aparato de electroforesis en los terminales de los electrodos e
insertar las clavijas de los cables cada una con su respectivo color.

- Someter a un campo eléctrico de 60 voltios por 40 minutos.

- Luego de terminada la electroforesis, apagar la fuente de corriente, desconectar los
cables, sacar la cubierta y revelar el gel.

2. Integridad del templado obtenido de PCR:

- Afiadir 130 mL de tampon TAE en matraz Erlenmeyer de 200 mL.

- Afiadir a la solucion anterior 1,3 gramos de agarosa.

- Agitar para diluir grumos y calentar la solucién en microondas hasta conseguir una
solucién clara y sin particulas.

- Enfriar hasta 55°C y afiadir 5 uL tincion de acidos nucleicos segun Fermelo Biotec.

- Ahadir a molde y colocar el peine para formar los pocillos.

- una vez solidificada la solucion, retirar el peine y llenar la camara electroforética con
tampon TAE. Colocar el gel cuidando la orientacion de los pocillos hacia el polo negativo.
- Cargar 25 uL de muestra junto a 5 uL de tampon de carga y 5 uL de marcador de peso
molecular (utilizar un marcador de peso molecular de maestrogen de 250 pb a 10 kb con
13 bandas).

- Colocar la cubierta del aparato de electroforesis en los terminales de los electrodos e
insertar las clavijas de los cables cada una con su respectivo color.

- Someter a un campo eléctrico de 60 voltios por 2 horas

- Luego de terminada la electroforesis, apagar la fuente de corriente, desconectar los
cables, sacar la cubierta y revelar el gel.
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ANEXO 8: Geles de integridad ADN genémico.

Figura 20. Gel integridad Sangre Completa por técnica de Columna.
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Figura 21. Gel integridad Concentrado de Leucocitos por técnica de Sales.

Figura 22. Gel integridad Concentrado de Leucocitos por técnica de Columna.
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ANEXO 9: Perfil clinico general de los pacientes con LMA.

Tabla 16. Tabulacién de perfil clinico general de pacientes con LMA con prondstico adverso y
favorable.

> Paciente con LMA con prondéstico Paciente con LMA con
Parametros

adverso prondstico favorable

Blastos en médula

. .. >20% (OMS) <5% en tratamiento
O6sea y/o biopsia
Recuentoserie [ hocitopenia <20.000/uL >100.000/ul_
plaquetaria
Recuento serie Leucocitosis >30.000/uL
Ak Hiperleucocitosis >100.000/ul RAN >1.000/uL
Hemoglobina <7,59g/dL >10 g/dL
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ANEXO 10. protocolo preparacion de muestras para secuencia

Los requerimientos para secuenciar producto de PCR son minimo 15 ul de producto
purificado y en agua, a una concentracién minima de 15 ng/ul.

Si es producto sin purificar se solicitan 30-50 ul de producto de PCR unico en un tubo
de 1.5 ml*, con el costo de purificacién de 1000 pesos por muestra (*si las muestras
para purificar vienen en formato distinto al tubo de 1.5 ml se agregara un cargo de 1.000
pesos).

El volumen depende de la intensidad que se observe en el gel de agarosa, a menor
intensidad mayor volumen de muestra para purificar.

El servicio no purifica desde gel.

Los partidores deben venir a 5 uM** y un volumen minimo de 5 ul que alcanza para 3
reacciones (**el partidor se utiliza a la misma concentracion que viene , el servicio no
diluye si éste se viene a una concentracion distinta, y no se hace responsable si por
este motivo la sefal tiene algun problema).

Con respecto a la concentracion, el servicio cuantifica las muestras antes de
procesarlas.

El rango promedio de lectura es entre 600 — 700 pb y depende de la calidad de la
muestra.

Los resultados se entregan en formato .ab1, .seq.y phd.

Si el usuario lo solicita se puede enviar en formato pdf.

El tiempo de entrega de resultados es maximo 4 dias habiles hasta 30 muestras aprox.,
mayor cantidad de muestras puede aumentar el tiempo de entrega.

Por la situacién sanitaria las muestras y los partidores deben venir dentro de una bolsa
plastica y el formulario enviado por correo electronico. No se recibiran formulario en
papel.

Para entrega presencial de muestras la recepcion es los lunes, martes y jueves de
11:30 a 12:30 horas. La entrega es en Facultad ciencias Bioldgicas , edificio 210 piso-1.
Para envio por correo la direccion es Pontificia Universidad Catdlica de Chile,
Av.L.B.O’Higgins 340, 223549243 , Servicio de Secuenciacion.
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- No es necesario enviar las muestras en frio, se puede enviar en un sobre bien
acolchado. Recomiendo correos de Chile servicio 24 AM. Si tiene otro sistema de envio
no hay problema.

- El costo por reaccion, esto es una muestra purificada y un partidor es de 4.000 pesos
(valor total exento de IVA). Existiendo un descuento del 20% si al mes se envian sobre

96 reacciones.
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ANEXO 11. Protocolo de extraccion de ADN utilizando el kit Promega Wizard®

- Se alicuota 300uL de sangre completa o bien de aspirado de médula 6sea.

- Se agregan 900uL de solucion lisante de membrana citoplasmatica para romper los
glébulos rojos.

- Se mezcla por inversion y se incuba a temperatura ambiente por 10 minutos.

- Luego se centrifuga la muestra a 13000g por 20 segundos.

- Se descarta el sobrenadante y se realiza un vortex al pellet.

- Se afiaden 300uL de solucion lisante de membrana nuclear y luego mezclar por
inversion.

- Anadir 100uL de solucién precipitante de proteinas y realizar un vortex de 20 segundos.

- Centrifugar a 13000g por 3 minutos.

- Transferir el sobrenadante a un nuevo tuvo con 300uL de isopropanol y mezclar.

- Centrifugar a 13000g por 1 minuto.

- Descartar el sobrenadante y agregar 300uL de etanol al 70%.

- Centrifugar a 13000g por 1 minuto.

- Aspirar el etanol y dejar secar al aire por 10-15 minutos.

- Rehidratar el ADN con 100uL de solucion rehidratante durante 1 hora a 65°C o dejar

toda la noche a 4°C.
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ANEXO 12: Protocolo para la identificacién del gen CEBPa

Logo Caédigo:

institucional PROCEDIMIENTO Fecha:

Procedimiento para el estudio de la regién bZIP | Versién:

del gen CEBPA en pacientes con LAM Pagina:

1 ALCANCE

Se documenta el siguiente procedimiento para la realizaciéon de la técnica de amplificacion de la
region bZIP del gen CEBPA, a partir de muestras de médula 6sea o sangre periférica, mediante
PCR convencional en el laboratorio de , hospital de .

2. FUNDAMENTO

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real es una técnica de biologia molecular para
la clonacién y cuantificacién acelular de material génetico, ADN de cualquier especie.

La técnica utilizada en el laboratorio de Diagnéstico Molecular, consta de amplificacién de la region
bZIP del gen CEBPa., utilizando partidores para identificar la regién mencionada especificamente.

3. PROCEDIMIENTO

1. El profesional encargado de llevar a cabo la técnica debera vestir todos los elementos de
proteccion personal propios del area

2. Aplicar la técnica de extraccion de ADN (kit Promega Wizard®)
a) Se alicuota 300 puL de sangre completa o bien de aspirado de médula dsea.

b) Se agregan 900 uL de solucién lisante de membrana citoplasmatica para romper los
glébulos rojos.

c) Se mezcla por inversion y se incuba a temperatura ambiente por 10 minutos.

d) Luego se centrifuga la muestra a 13000g por 20 segundos.

e) Se descarta el sobrenadante y se realiza un vortex al pellet.

f) Se anaden 300 pL de solucién lisante de membrana nuclear y luego mezclar por
inversion.

g) Anadir 100 pL de solucién precipitante de proteinas y realizar un vortex de 20
segundos.

h) Centrifugar a 13000g por 3 minutos.

i) Transferir el sobrenadante a un nuevo tuvo con 300 pL de isopropanol y mezclar.

j) Centrifugar a 13000g por 1 minuto.

k) Descartar el sobrenadante y agregar 300 pL de etanol al 70%.

1) Centrifugar a 13000g por 1 minuto.

m) Aspirar el etanol y dejar secar al aire por 10-15 minutos.

n) Rehidratar el ADN con 100 pL de solucién rehidratante durante 1 hora a 65°C o dejar
toda la noche a 4°C.



Logo
institucional

Cadigo:

PROCEDIMIENTO

Fecha:
Procedimiento PCR convencional para la Version:
amplificacion de la region bZIP Pégina:

3. El profesional encargado de llevar a cabo la técnica debera vestir todos los elementos de
proteccién personal propios del area

4. Antes de iniciar el trabajo:

a.
b.
C.

d.

e.
f.

Aplicar luz UV la sala de carga durante 10 minutos antes de ingresar

Desinfectar gabinete de bioseguridad con etanol al 70%.

Limpiar toda la superficie del gabinete con DNAsaZap para evitar degradacion del
ADN por accion de DNAsas.

Incorporar todo el material a utilizar (puntas, guantes, lapices, tubos de reaccion,
gradilla) previa limpieza con etanol al 70%.

Cerrar camara de bioseguridad y aplicar luz UV por 20 minutos.

Pasado los 20 minutos y una vez apagada automaticamente la luz UV, prender
flujo de aire, abrir gabinete y esperar que recircule el ozono generado por luz UV.

5. Incorporar a la camara los reactivos sin perder la cadena de frio que va a utilizar para
montar la reaccion:

a.
b.
c.

GoTaq Green Master Mix.
DMSO
Agua grado biologia molecular.

6. Rotular los tubos de reaccion a utilizar, considerando:

a.
b.

Control negativo agua (NTC)
Muestras

7. Agregar a cada tubo de reaccidon los volumenes de los reactivos enumerados
anteriormente, segun el siguiente protocolo:

Se realiza mezcla de cebadores al 4x: DMSO 3%.

- 50 pL de GoTaq Green Master Mix.
2 pL de cebador PP2R.

2 pL de cebador PP2F.

3 uL de DMSO.

- 35 pL de agua molecular para volumen final de 92 L.

v Anadir 23 pL a cada uno de los 4 tubos PCR.
v Anadir 2 uL de templado a 3 tubos PCR.
v Anadir 2 uL. de agua molecular a quinto tubo PCR (control negativo).

8. Completado el proceso, retirarse del area de carga (eliminar EPP antes de salir de |a sala)
y proceder a la programacion del termociclador en sala de amplificacion.
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Logo

institucional Fecha:

Cadigo:
PROCEDIMIENTO

Procedimiento para el estudio de la region bZIP | Version:

del gen CEBPA en pacientes con LAM Pégina:

9. Encender el termociclador y ajustar el programa de acuerdo a la siguiente tabla:

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Denaturacién inicial 95°C 3 minutos 1
Denaturaciéon 95°C 35 segundos
Alineamiento 60, 62, 64°C 30 segundos 30
Extension 72°C 35 segundos
Extension final 72°C 7 minutos 1

10. Los productos de amplificacion se visualizan en una electroforesis siguiendo los siguientes
pasos

g)

h)

i)
)

k)

Anadir 130 mL de tampén TAE en matraz Erlenmeyer de 200 mL.

Anadir a la solucién anterior 1,3 gramos de agarosa.

Agitar para diluir grumos y calentar la solucién en microondas hasta conseguir una
solucién clara y sin particulas.

Enfriar hasta 55°C y afiadir 5 pL tincién de acidos nucleicos segtin Fermelo Biotec.
Anadir a molde y colocar el peine para formar los pocillos.

una vez solidificada la solucion, retirar el peine y llenar la camara electroforética con
tampoén TAE. Colocar el gel cuidando la orientacion de los pocillos hacia el polo
negativo.

Cargar 5 plL de muestra junto a 5 uL de tampén de carga y 5 uL de marcador de peso
molecular (utilizar un marcador de peso molecular de maestrogen de 250 pb a 10 kb
con 13 bandas).

Colocar la cubierta del aparato de electroforesis en los terminales de los electrodos e
insertar las clavijas de los cables cada una con su respectivo color.

Someter a un campo eléctrico de 60 voltios por 2 horas

Luego de terminada la electroforesis, apagar la fuente de corriente, desconectar los
cables, sacar la cubierta y revelar el gel.

El gel sera revelado en un camara de lectura con luz UV, desde donde se podran
adquirir imagenes de la camara fotografica del equipo con la proteccion adecuada.

11. El envio de las muestras a secuenciar, se realiza siguiendo los siguientes pasos:

a)

b)

Los requerimientos para secuenciar producto de PCR son minimo 15 pl de producto
purificado y en agua, a una concentracion minima de 15 ng/pl.
Si es producto sin purificar se solicitan 30-50 ul de producto de PCR unico en un tubo

de 1.5 ml*, con el costo de purificacion de 1000 pesos por muestra (*si las muestras

119



Logo Caodigo:
institucional PROCEDIMIENTO Fecha:
Procedimiento PCR convencional para la Version:
amplificacién de la region bZIP Pagina:
para purificar vienen en formato distinto al tubo de 1.5 ml se agregara un cargo de
1.000 pesos).

c) Elvolumen depende de la intensidad que se observe en el gel de agarosa, a menor
intensidad mayor volumen de muestra para purificar.

d) El servicio no purifica desde gel.

e) Los partidores deben venir a5 uM** y un volumen minimo de 5 pl que alcanza para 3
reacciones (**el partidor se utiliza a la misma concentracién que viene , el servicio no
diluye si éste se viene a una concentracion distinta, y no se hace responsable si por
este motivo la sefal tiene algin problema).

f) Con respecto a la concentracion, el servicio cuantifica las muestras antes de
procesarlas.

g) Elrango promedio de lectura es entre 600 — 700 pb y depende de la calidad de la
muestra.

h) Los resultados se entregan en formato .ab1, .seq.y phd.

i) Si el usuario lo solicita se puede enviar en formato pdf.

j) Eltiempo de entrega de resultados es maximo 4 dias habiles hasta 30 muestras
aprox., mayor cantidad de muestras puede aumentar el tiempo de entrega.

k) Por la situacion sanitaria las muestras y los partidores deben venir dentro de una

bolsa plastica y el formulario enviado por correo electronico. No se recibiran
formulario en papel.

Para entrega presencial de muestras la recepcion es los lunes, martes y jueves de
11:30 a 12:30 horas. La entrega es en Facultad ciencias Biolégicas , edificio 210
piso-1.

m) Para envio por correo la direccion es Pontificia Universidad Catdlica de Chile,

12. Al recibir los resultados de secuenciacion por correo electrénico, se cargan en el
programa Bioedit, para revisar visualmente los electroferogramas y seleccionar la

Av.L.B.O'Higgins 340, 223549243 , Servicio de Secuenciacion

secuencia omitiendo los extremos de secuenciacion.

13. Para analizar la secuencia obtenida de cada muestra se utiliza el programa Clustal

Omega, realizando un match con la secuencia wt de la region bZIP del gen CEBPA.

14. Se registran los resultados, ya sea sin mutacién o mutado indicando la posicién del

nucleétido.
15. Se emite un informe siguiendo la estructura de formato del laboratorio
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