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Resumen

La activaciéon constitutiva en ausencia de ligando
del receptor FLT3 (FMS-like tyrosine kinasa 3) se
presenta con alta frecuencia en leucemia mieloide
aguda (LMA) debido a dos tipos de mutaciones en
su gen: duplicaciones internas en tandem (ITD) que
afectan la region yuxtamembrana, o mutaciones
puntuales que afectan el dominio tirosina quinasa
(TKD). La primera se asocia con pronostico desfa-
vorable, mientras que para la segunda los resultados
no son concluyentes.

En este trabajo se comparan dos métodos para la de-
teccion de FLT3-ITD: reaccion en cadena de la po-
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limerasa seguida de electroforesis en gel de agarosa
(PCR+EGA) y reaccién en cadena de la polimerasa
seguida de andlisis de fragmentos (PCR+AF), se
evalua la informacion adicional brindada por esta
ultima metodologia y se correlaciona el estado mu-
tacional del gen FLT3 con multiples variables.

Se estudiaron 63 pacientes con LMA para la bus-
queda de la mutacion FLT3-ITD por ambos méto-
dos. Hubo buena concordancia entre las técnicas
(k=0,85). Se detectaron dos falsos negativos por
PCR+EGA, asi como un resultado indeterminado.
En base al ensayo cuantitativo, PCR+AF, las re-
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laciones alélicas encontradas fueron de 0,05 a 7,7
(mediana 0,81) y los tamafos ITD variaron entre 16
a 174 (mediana 34) pb. La frecuencia de aparicion
de la mutacion fue de 20,6%, con predominio en pa-
cientes con subtipo FAB M2. No se hallaron diferen-
cias significativas en el recuento de leucocitos, neu-
trofilos, plaquetas, hemoglobina y blastos en sangre
periférica entre pacientes portadores y no portadores
de la mutacion. La sobrevida global de los pacientes
FLT3-ITD+ fue significativamente menor, con un
riesgo relativo de muerte a los 6 meses de 1.45.

Por la relevante informacion extra que brinda el en-
sayo PCR+AF respecto de la PCR+EGA, la senci-
llez y el tiempo acotado de su procedimiento, resulta
una técnica sélida para definir pronostico de la en-
fermedad y redefinir riesgo, y factible de implemen-
tar en el laboratorio clinico.

Abstract

Constitutive activation in the absence of FLT3 re-
ceptor ligand (FMS-like tyrosine kinase 3) occurs
with high frequency in acute myeloid leukemia
(AML) due to two types of mutations in its gene: in-
ternal tandem duplications (ITD) that affect the jux-
tamembrane region, or point mutations that affect
the tyrosine kinase domain (TKD). The first one is
associated with an unfavorable prognosis, whereas
the second type gives inconclusive results.

In this work, two methods are compared for the de-
tection of FLT3-ITD: polymerase chain reaction fol-
lowed by agarose gel electrophoresis (PCR+AGE)
and polymerase chain reaction followed by fragment
analysis (PCR+FA), the additional information pro-
vided by the latter methodology is evaluated and the
mutational state of the FLT3 gene is correlated with
multiple variables.

We studied 63 patients with AML in search of the
FLT3-ITD mutation by both methods. There was
good agreement between the techniques (k = 0.85).
Two false negatives were detected by PCR+AGE,
as well as an indeterminate result. Based on the
quantitative assay, PCR+FA, the allelic ratios found
were from 0.05 to 7.7 (median 0.81) and ITD length
ranged from 16 to 174 (median 34). The frequen-
cy of appearance of the mutation was 20.6%, with
predominance in patients with subtype FAB M2.
No significant differences were found in the count
of leukocytes, neutrophils, platelets, hemoglobin
and blasts in peripheral blood between carriers and
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non-carriers of the mutation. The overall survival
of the FLT3-ITD+ patients was significantly lower,
with a relative risk of death at 6 months of 1.45.
The relevant extra information provided by the
PCR+FA compared with PCR+AGE, the simplicity
and limited time of its procedure show it as a strong
technique for forecasting the disease and redefining
risk, and feasible to implement in the clinical labo-
ratory.

Introduccion

FLT3 es un gen que codifica para un receptor miem-
bro de la familia tirosina quinasa clase III. Se en-
cuentra en el cromosoma 13q12.2. Normalmente es
expresado por las células progenitoras hematopo-
yéticas y dicha expresion se pierde conforme éstas
se diferencian. FLT3 tiene un rol importante en la
supervivencia, diferenciacion y proliferacion celu-
lar™V. Su ligando, FLT3-ligando, produce expansion
sinérgica de las células progenitoras hematopoyéti-
cas cuando se combina con otros factores de creci-
miento in vitro, como trombopoyetina, interleuqui-
na-3 y ligando KIT.

Las mutaciones en el gen FLT3 son una de las alte-
raciones somadticas genéticas mas frecuentes en leu-
cemia mieloide aguda (LMA)®. Se han identificado
dos tipos de mutaciones: la duplicacion interna en
tandem (FLT3-1TD) de 3-400 pares de bases (pb) en
la region yuxtamembrana, identificada en aproxima-
damente el 25% de las LMA, y mutaciones puntua-
les que generalmente involucran el acido aspartico
835 del dominio quinasa (FLT3-TKD), identificadas
en el 10% de las LMA®4. Ambos tipos de mutacio-
nes activan constitutivamente el receptor en ausen-
cia de ligando, con la consecuente induccion de cre-
cimiento celular e inhibicion de la apoptosis a través
de la activacion de una cascada de sefializacion de
diversas proteinas®®.

Muchos estudios han demostrado que la presencia
de la mutacion FLT3-ITD tendria un rol patogénico
y que conferiria peor prondstico en pacientes con
LMA®®, Contrariamente, los pacientes con muta-
ciones puntuales en FLT3-TKD no parecen tener el
mismo pronostico adverso, aunque los estudios no
son concluyentes®!).

Estos hallazgos sobre FLT3 hacen que sea un blan-
co molecular atractivo para el desarrollo de nuevas
terapias destinadas a inhibir su actividad descontro-
lada de tirosina quinasa.
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La variable respuesta a la terapia que presentan las
LMA vy la diferencia sustancial existente en el des-
enlace clinico de la enfermedad en los pacientes que
portan o no la mutaciéon FLT3-ITD, ha motivado la
busqueda de distintos factores prondsticos ademas
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del citogenético. De esta forma, la European Leuke-
mia Network (ELN) desarroll6 un sistema prondsti-
co que tiene en cuenta la identificacion de determi-
nadas alteraciones moleculares (Tabla 1),

Tabla 1. Clasificacion de la European Leukemia Network (ELN) de los pacientes
con LMA en grupos prondstico, seglin citogenético y perfil molecular

Riesgo®

Anormalidades genéticas

Favorable

Mutacion bialélica CEBPA

t(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNXITI
inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYHI11
Mutado NPM1 sin FLT3-ITD o con FLT3-ITDbv&e®

Intermedio

Mutado NPM1 y FLT3-ITD#«®

NPMI de tipo salvaje sin FLT3-ITD o con FLT3-ITDb%°®
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Anormalidades citogenéticas no clasificadas como favorables o adversas

Adverso -5 0 del(5q); 7; -17/abn(17p)

RUNX1 mutado®
ASXL1 mutado®
TP53 mutado®

t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); rearreglo KMT2A

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(q21.3q26.2) 0 t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2,MECOM(EVI1)

Cariotipo complejo®, cariotipo monosomal®
NPMI de tipo salvaje y FLT3-ITD#e®

“ El impacto prondstico de un marcador depende del tratamiento y puede cambiar con nuevas terapias.

b Relacion alélica baja (<0.5), relacion alélica alta (>0.5).

¢ 3 0 mas anomalias cromosomicas no relacionadas en ausencia de 1 de las translocaciones o inversiones recu-
rrentes designadas por la OMS, es decir, t(8,;21), inv(16) o t(16;16), t(9;11), t(v,11)(v;q23.3), t(6,9), inv(3) o

1(3,3); LMA con BCR-ABLI.

% Definido por la presencia de 1 monosomia unica (excluida la pérdida de X o Y) en asociacion con al menos 1

monosomia adicional o anormalidad estructural.

e Estos marcadores no deben usarse como marcador de pronostico adverso si coocurren con subtipos de LMA de

riesgo favorable.

I Las mutaciones TP53 estdn significativamente asociadas con LMA con cariotipo complejo y monosomal.

El abordaje mas comunmente usado para el rastreo
de FLT3-ITD consiste en realizar una reaccion en
cadena de la polimerasa seguida de electroforesis en
gel de agarosa (PCR+EGA). Si bien es un método
ampliamente utilizado, relativamente econdmico
y sencillo de llevar a cabo, presenta varias limita-
ciones dependiendo de la concentracion de agarosa
utilizada en el gel y el nimero de pares de bases
duplicadas.

Una alternativa metodologica de mayor sensibilidad
y rapidez se obtiene analizando los productos ampli-
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ficados mediante analisis de fragmentos (PCR+AF)
en secuenciador por electroforesis capilar, técnica
que permite separar con un polimero de alta reso-
lucion diferentes moléculas segun su relacion masa/
carga y detectarlas por fluorescencia. En este pro-
cedimiento se efectua la PCR con uno de los ceba-
dores marcados con el fluorocromo. Es una técnica
mas solida en lo que respecta a parametros analiti-
cos y de la cual puede obtenerse valiosa informacion
adicional, como tamafios ITD (TI) y relaciones alé-
licas (RA)®1319,
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Varios estudios han examinado el impacto del TI en
el gen mutado en lo que respecta al desenlace clini-
co. El TI medio reportado en la mayoria de estudios
va desde 39 a 54 pb y se ha encontrado que, a mayor
TI, menor es el porcentaje de remision y peor la so-
brevida general®'>, Un estudio reciente asocia TT >
70 pb como peor pronostico!®.

En cuanto a las RA (alelos que portan la mutacion/
alelo normal o wild-type (WT)), estudios previos
han sugerido un rol pronostico también a este ni-
vel, con una asociacion entre una carga alélica alta,
considerando RA > 0,50 y a veces pérdida del alelo
WT, con un pronoéstico desfavorable. En contraste,
el impacto prondstico de un RA bajo o intermedio es
controvertido!>!17:18),

PCR-AF es en la actualidad la técnica propuesta
internacionalmente para el analisis de la mutacion
FLT-ITD, ya que es la tnica metodologia capaz de
brindar la informacion T1 y RA necesaria para la es-
tratificacion actual de LMA(?,

En este trabajo se comparan dos métodos de detec-
cion de la mutacion FLT3-ITD: PCR+EGA versus
PCR+AF, se evalta la informacion adicional brin-
dada por la nueva metodologia y se correlaciona el

estado mutacional con multiples variables.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo de 63 pacientes
diagnosticados con LMA primarias (de novo) y se-
cundarias, en el servicio de Hematologia de CEMIC,
C.A.B.A., Argentina. Para ello, se aisl6 el ADN de
muestras de médula 6sea (MO) y/o sangre periférica
(SP) al momento de la presentacion (n=54), y otras
al momento de la recaida (n=9). La extraccion del
material genético fue realizada mediante el método
automatizado MagNAPure Compact Nucleic Acid
Isolation Kit I® y MagNAPure Compact Instru-
ment®, utilizando el principio de separacion de lisis
celular y la unién de los acidos nucleicos a particu-
las magnetizadas.

El ADN de cada muestra fue amplificado por PCR
en Termociclador Veriti, Applied Biosystem®, uti-
lizando los cebadores especificados en la Tabla 2,
uno de ellos marcado con fluorocromo FAM, que
permiten amplificar directamente los exones 14y 15
del gen FLT3. Cada ensayo incluyo control positivo,
control negativo y blanco de reaccion.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacién de FLT3-1TD

Foward FLT3-1TD Fluo

5’- FAM-GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC -3’

Reverse FLT3-1TD

5-CTTTCAGCATTT TGA CGG CAACC -3’

Los productos de PCR fueron detectados por ambas
metodologias: PCR+EGA al 4% tefiido con bromu-
ro de etidio y visualizacion en transiluminador UV,
empleando un marcador de peso molecular de ADN
de 50 pb (CincuentaMarker, Biodynamics®) y para-
lelamente por PCR+AF en analizador genético ABI
310®, en un ensayo basado en electroforesis capi-
lar. Para este caso, las muestras fueron analizadas
con el programa ABI GeneScane y empleando un
marcador de peso molecular, ROX (35-500 pb), se
calcularon los tamafios de los fragmentos.

Analisis estadisticos

Se utiliz6 el estadistico t para comparar medias po-
blacionales entre variables cuantitativas. Para varia-
bles cualitativas se utiliz6 el test exacto de Fischer,
e indice kappa de Cohen para evaluar concordancia.
La significancia estadistica se defini6 como p <0,05.
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Resultados

El producto de PCR obtenido es un fragmento de
329 pb y corresponde al alelo normal. Cuando se
esta en presencia de la mutacion FLT3-ITD se ob-
serva otro producto de mayor tamafio que se visuali-
za en el gel de agarosa, mientras que por analisis de
fragmentos las sefiales se manifiestan como picos.
Al comparar ambas metodologias, se hallo que hubo
buena concordancia. De las 63 muestras procesadas,
49 fueron negativos para la mutacion por ambos mé-
todos y 11 positivas. Sin embargo se obtuvieron 3
resultados discordantes entre las metodologias (Ta-
bla 3). Se cotejaron los pacientes que fueron discor-
dantes para inferir sobre las causas de la deteccion
de la mutacion por un método y no por el otro, y se
obtuvo la informacion expresada en la Tabla 4.

En el primer caso, el paciente #247 presentd por
PCR+AF, ademas de su alelo WT, un alelo muta-
do cuyo clon es muy pequeno, segin la informacion
brindada por esta metodologia (Figura 1).
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Tabla 3. Tabla de contingencia

PCR-AF PCR-AF
FLT3-ITD+ FLT3-ITD- TOTAL

PCR+EGA
FLT3-ITD+ 1 ! 12
PCR+EGA
FLT3-ITD- 2 49 >

TOTAL 13 50 63

Tabla 4. Pacientes discordantes entre metodologias
Paciente | Metodologia Observaciones
#247 PCR + AF 2 sefales, alelo WT y alelo mutado TI=17 pb; RA=0,05

PCR + EGA | Banda unica correspondiente al alelo WT
#128 PCR + AF 3 sefiales, alelo WT y 2 clones mutados TI=20y 28 pb; RA=0,63
PCR + EGA | Banda tinica correspondiente al alelo WT

#135 PCR + AF Sefial Ginica correspondiente al alelo WT

PCR + EGA | Banda correspondiente al alelo WT y mucha suciedad, se consider6 dudoso o
indeterminado (corrida realizada por duplicado)

Normal
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

4900-
4200.
3500
2800
2100
1400

700 JL
o A A4
328.76 346.68

38780 2106
4987 270

Figura 1. Paciente #247 analizado por PCR + AF.

ELTE FLT3 Mutado In NPM
30 90 150 210 270 330 390 450 510 570

1400
1200
1000-
800
600
400

200
o A ld A

332.32 360.60
16428 10282
1436 871

Figura 2. Paciente #128 analizado por PCR + AF
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Figura 3. Paciente #135 analizado por PCR + AF

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y hematolégicas de la poblacién estudiada

Parametros Totales (N=63) FLT3-ITD+ (N=13) FLT3-ITD-(N=50)
Edad (mediana y rango) 61 (25-92) 55 (40-92) 63 (25-89)
Sexo (M-F) 37,26 10;3 27,23
Tipo de leucemia
De novo (%) 87 20 80
Secundaria (%) 13 25 75
FAB
MO 2 0 2
M1 10 3 7
M2 17 5 12
M3 5 1 4
M4 6 2 4
M5 7 0 7
M6 5 0 5
Bifenotipicas 2 0 2
No evaluable 9 2 7

Recuento en SP

Leucocitos x 10°/L 8,12 10,29 8,12
(mediana y rango) (0,64-358,37) (1,19-177,62) (0,64-358,37)

% Ne (mediana y rango) 11 (0-59) 10,5 (0,4-53) 11 (0-59)

% BI (mediana y rango) 40 (0-96) 67 (10-96) 40 (0-95)

Hb g/dL (mediana y rango) 8,4 (5,3-13,2) 7,6 (6,1-12,1) 8,65 (5,3-13,2)
PLT x 109/L (mediana y rango) | 34,50 (1,40-675,00) 20,50 (3,00-212,00) 35,50 (1,40-675,00)
Parametros AF

TI (mediana y rango) 34 (16-174)

RA (mediana y rango) 0,81 (0,05-7,7)

AFE andlisis de fragmentos; Bl, blastos; F, femenino; FAB, clasificacion Franco-Americano-Britanica; Hb,
hemoglobina; M, masculino; Ne, neutrdfilos;, PLT, plaquetas, RA, radio alélico,; SP, sangre periférica; TI,
tamario ITD.
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Deducimos que ésta es la causa probable por la cual
no se vio la banda correspondiente al alelo mutante
al analizarla por PCR+EGA, ya que es una técni-
ca menos sensible (Figura 4). El paciente #128 al
ser evaluado por PCR+AF revel6 la presencia de
dos mutaciones FLT3-ITD diferentes, ademas de su
alelo WT (Figura 2). Ninguna de ellas fueron de-
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tectadas por PCR+EGA (Figura 4). Para el pacien-
te #135, cuando se lo evalu6é por PCR+EGA se lo
consideré dudoso o indeterminado ya que presentd
bandas de mayor peso con mucha suciedad (Figura
5). Sin embargo, PCR+AF manifest6 solo la exis-
tencia del fragmento correspondiente al alelo WT
(Figura 3).

Figura 4. Pacientes #247 y #128
analizados por PCR+EGA

Mediante PCR+AF se obtuvo informacion relevan-
te a través del area; la literatura propone que se rea-
lice la relacion del area del alelo mutado respecto
al WT. Las RA obtenidas darian informacion sobre
el tamano del clon mutante presente en el paciente.
En nuestra poblacion estudiada, la frecuencia de
aparicion de la mutacion FLT3-ITD fue de 20,6%,
correlacionandose con lo mencionado en la literatu-
ra. La misma tendencia de aparicion de la mutacion
fue encontrada en los pacientes con LMA primarias
y LMA secundarias (20 y 25% respectivamente). La
mediana para las RA calculadas en estos pacientes

Figura 5. Paciente #135 analizado por PCR+EGA

fue de 0,81 (0,05-7,7), y para los TI fue de 34 pb
(16-174).

La sobrevida global de los pacientes FLT3-ITD+
fue marcadamente menor, con un riesgo relativo de
muerte antes de los 6 meses de 1.45 (Figura 6). Al
correlacionar la sobrevida global de los pacientes
FLT3-ITD+ con el RA y TI, se vio heterogeneidad
en los resultados sin ninguna tendencia ni valor de
corte asociado. Esto podria explicarse por el bajo n
total, bajo n en los subgrupos evaluados (RA> 0.50
y TI> 70) y la presencia de cariotipos alterados y/o
complejos, asociados a la mutacion (Figuras 7'y 8).

0.

0.60
1

FLT3-ITD-

Survival Probability
0.40
1

0

FLT3-ITD+

0 10 20 20 40 50
analysis time

—— Obsenved FLT3=0
——— Predicted: FLT3=0

—+— Obsened FLT3=1
—+—— Predicted: FLT3=1

080  1.00
L L

0.60
L

Survival Probability
0.40
!

ITD4#RA<0,5

0.20
L

ITD+,RA>0,5

0.00
L

0 10 20 IR 40 50
analysis time

—#—— FLT3-ITD+ CONRA>0.50 ——#—— FLT3-ITD-
——#—— FLT3-ITD+ CONRA<0.50 ~——#—— Predicted: RAO5 =1
——#—— Predicted: RAO5 =3

Figura 6. Sobrevida global de pacientes FLT3-ITD+
y FLT3-ITD-
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Figura 7. Sobrevida global vs RA
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Figura 8. Sobrevida global vs TI

En cuanto a las caracteristicas hematologicas, se
compararon los recuentos en SP de leucocitos, pla-
quetas, hemoglobina, porcentaje de neutrofilos y de
blastos en la poblacion FLT3-ITD+ versus FLT3-
ITD-. El recuento medio de leucocitos y blastos en
SP fue mayor en el grupo portador de la mutacion
respecto del WT y menor para los parametros he-
moglobina, plaquetas y porcentaje de neutrofilos. A
pesar de estas diferencias a priori, no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas en nin-
guno de estos parametros (Tabla 5). Se muestran
también los subtipos FAB encontrados, siendo ma-
yoritario el subtipo M2, tanto en el total general de
pacientes estudiados como en los portadores de la
mutacion. No obstante, la bibliografia refiere que la

presencia de la mutacion FLT3-ITD se asocia prin-
cipalmente a linaje monocitico (M4 y M5)(117,

La mutacion FLT3-ITD ha sido sugerida como un
“hit” en el proceso de leucemogénesis, ya que ha
sido vista en pacientes con sindrome mielodispla-
sico (SMD) al evolucionar éstos a leucemia agu-
dat+619, Ha sido reportado también que el estado
mutacional del gen FLT3 puede cambiar al momen-
to de la recaida de la LMA, positivizarse o negativi-
zarse, o bien, que la RA al momento de la recaida di-
fiere de la encontrada al diagnostico en un paciente
con la mutacion®., Es por ello que se decidi6 evaluar
en nuestra poblacion el estado mutacional de FLT3
en pacientes al diagnéstico y recaida, en 6 pacientes
en que se contaba con dicha informacion. De este
grupo de pacientes, 1 presentaba mutacion tanto al
diagnostico como a la recaida, presentando el mis-
mo clon mutante, y al comparar las RA a los distin-
tos momentos se vio que en la etapa de la recaida
fue menor. De todas maneras, tanto al diagnostico
como a la recaida, la RA fue mayor de 0,5. En 2
pacientes se encontré que adquirieron la mutacién
al momento de la recaida.

En los restantes 3 pacientes, no se detecté mutacion
del gen ni al diagnostico ni en la recaida. La sobrevi-
da de los pacientes FLT3-ITD+ tanto al diagnostico
como a la recaida fue significativamente menor que
los FLT3-ITD- (Tabla 6).

Tabla 6. Estado mutacional de FLT3 al momento del diagnéstico y recaida

Paciente Estado mutacional FLT3-ITD Sobrevida
D R TI(Dy R) RA(DyR) (meses)
1 M M 60 — 60 1,65-1,53 4,90
2 NM NM - - 22,77
3 NM NM - - 12,77
4 NM M 174 7,7 6,22
5 NM M 33 0,86 0,93
6 NM NM - - 23,53

D, diagnostico; M, mutado; NM, no mutado; R, recaida; RA, relacion alélica; TI, tamario ITD.

Discusion y conclusion

La LMA, a pesar del desarrollo creciente de farma-
cos dirigidos a blancos moleculares especificos, si-
gue teniendo alta tasa de morbilidad y mortalidad
relacionada a la toxicidad farmacolégica y a las re-
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caidas tempranas. Los diferentes indices pronosti-
cos ayudan a identificar pacientes con alto riesgo de
recaida y enfermedad resistente. Las mutaciones de
tipo ITD en el gen FLT3 han sido asociadas con mal
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prondstico y han adquirido un rol importante en la
toma de decisiones sobre tratamiento. Es por ello
que la deteccion temprana de la misma, asi como
su correcta determinacion por una técnica adecuada,
beneficiaria al paciente.

En este trabajo demostramos fortalezas y debili-
dades de dos métodos que actualmente se utilizan
para la deteccion de FLT3-ITD, los comparamos
tomando como informacion verdadera la aportada
por analisis de fragmentos®” y justificamos que la
PCR+AF ha mostrado ser un método rapido y sen-
sible, que emplea cantidades minimas de muestra
y, a diferencia de PCR+EGA, es un procedimiento
menos laborioso y no requiere la manipulacion de
reactivos toxicos.

A pesar de los costos, la técnica PCR+AF, a través
de la automatizacion, permite estandarizar los ensa-
yos, por lo que seria de gran utilidad su implementa-
cion masiva. Cabe destacar que esta técnica permite
una facil interpretacion de los datos, asi como el
manejo de los mismos, situaciéon contrapuesta con
respecto a la PCR+EGA, ya que la interpretacion
de los datos depende de muchos factores, como ser:
la concentracion de agarosa utilizada en el gel, la
ejecucion de la corrida electroforética y la visuali-
zacion de las bandas, hecho controvertido porque
depende de los pares de bases insertados en el frag-
mento amplificado, el tamafo del clon, asi como de
la agudeza visual del operador.

Consideramos que la implementacion de la técnica
de PCR+AF es un ensayo que, basado en la capaci-
dad de discriminar fragmentos de 1 pb de diferen-
cia, aportando datos tan valiosos como RA y TI, es
un ensayo sensible, rapido, altamente reproducible
y sujeto a automatizacion, que es capaz de sustituir
la PCR+EGA vy, de esta manera, realizar un aporte
inequivoco desde el laboratorio a la categorizacion
del paciente, para la futura evaluacion e implemen-
tacion de la terapéutica adecuada.

No es menor destacar que, contando con una téc-
nica como PCR+AF, es posible testear otros genes
de interés en los pacientes con LMA y evaluarlos
simultdneamente*'%1
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