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RESUMEN

Se realiz6 un estudio no experimental, descriptivo-exploratorio, de campo y corte transversal,
en 45 pacientes con sospecha o diagnostico de NMP sin expresion leucémica (PV, TE, MFP).
Para detectar la mutacion JAK2V617F, se disefiaron primers especificos y se aplicaron
técnicas moleculares como extraccion de ADN por método salino, PCR punto final,
electroforesis en gel de agarosa, purificacion por perlas magnéticas y secuenciacion capilar
sanger. Se detectd la mutacion JAK2V617F en el 60% de los pacientes, con mayor frecuencia
en PV (84.6%), seguido de TE (33.3%) y MFP (20%). El analisis estadistico con la prueba de
Chi cuadrado de Pearson mostro una asociacion significativa (X2: 15.89, p<0.001) entre las
variables estudiadas, resaltando la importancia en la deteccion molecular de la mutacion
JAK2V617F en pacientes venezolanos con sospecha de NMP. Se concluyé que el analisis
cualitativo de mutacion puntual JAK2V617F se considerd valido y eficiente, especialmente
para identificarla por primera vez en una poblacion o en las etapas iniciales de las neoplasias
mieloproliferativas.

Palabras clave: Neoplasias mieloproliferativas, policitemia vera, trombocitemia esencial,
mielofibrosis primaria, exon 14, mutacion JAK2V617F, Disefio de primer.
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ABSTRACT

A non-experimental, descriptive-exploratory, field, and cross-sectional study was conducted
on 45 patients with suspected or diagnosed MPN without leukemic expression (PV, ET, and
PMF). To detect the JAK2V617F mutation, specific primers were designed, and molecular
techniques such as DNA extraction by saline method, endpoint PCR, agarose gel
electrophoresis, magnetic bead purification, and Sanger capillary sequencing were applied.
The JAK2V617F mutation was detected in 60% of the patients, with the highest frequency in
PV (84.6%), followed by ET (33.3%) and PMF (20%). Statistical analysis using Pearson’s
Chi-square test showed a significant association (X?: 15.89, p<0.001) between the studied
variables, highlighting the importance of molecular detection of the JAK2V617F mutation in
Venezuelan patients with suspected MPN. It was concluded that the qualitative analysis of
the JAK2V617F point mutation was considered valid and efficient, especially for identifying
it for the first time in a population or in the early stages of myeloproliferative neoplasms.

Keywords: Myeloproliferative neoplasms, polycythemia vera, essential thrombocythemia,
primary myelofibrosis, exon 14, JAK2V617F mutation, Primer design.

Xiv



INTRODUCCION

Las Neoplasias Mieloproliferativas (NMP), se definen como un conjunto de
padecimientos neoplasicos con proliferacion de un clon hematopoyético produciendo
alteraciones en la maduracion del linaje celular afectado, dentro de las cuales se
describen: la Policitemia Vera (PV), Trombocitemia Esencial (TE) y Mielofibrosis

Primaria (MFP) V.

El origen clonal y la gran diversidad fenotipica relacionada con este grupo de
enfermedades le confiere una variedad de eventos oncogénicos como mutaciones y
genes de fusion que al ser expresados inducen al desarrollo de las mismas. Para el
2005 se introdujo la primera mutacién conocida como “JAK2V617F” seguida de
otras mutaciones que se han ido afiadiendo a lo largo de las ultimas dos décadas,
como “Exo6n 12 JAK2”, “Exén 10 MPL” y “Ex6n 9 CARL”, las cuales han permitido
una mejor compresion de la etiopatogenia de la enfermedad y la creacion de nuevos
algoritmos diagnosticos que facilitan la estandarizacion de los criterios

histopatolégicos para discernir entre las diferentes neoplasias mieloproliferativas 2.

La mutacién V617F en el gen JAK2 es considerada la mutacion mas frecuente
entre las NMP, presentando segun la patologia un porcentaje de variacion del 95% en
pacientes con PV, 55% con TE y 65% con MFP, por lo que la organizacién mundial
de la salud (OMS) establece la deteccion de la mutacion JAK2V617F, como criterio

molecular principal para el diagnostico de NMP ).

Debido a la variabilidad epidemioldgica que presentan las NMP, existe una
escasez en la recoleccion de datos, sin embargo, estudios han evidenciado que afectan
con mayor frecuencia a individuos con edades comprendidas de 30 a 70 afios, con una

mediana de incidencia entre los 50 y 55 afios .



Para el afio 2020, el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
(CIIC), de la OMS, estim6 un incremento de 19,3 millones de casos nuevos de
cancer, con un aumento en la tasa de poblacion adulta (>60 afos), entre los cuales las
NMP present6 una incidencia con una tasa de 0,5-2,5 por cada 100.000 habitantes al

afio. %

En América Latina, la falta de registros dificulta conocer con mayor exactitud
la incidencia de estas enfermedades. Sin embargo, se han desarrollado diversos
estudios enfocados en identificar la existencia de la mutacion JAK2V617F en
pacientes con neoplasias mieloproliferativas, evidenciando que la presencia de dicha
mutacion tiene una mayor prevalencia en PV, en comparacion con otras NMP,

resultados que son comparados y reproducibles en otras partes del mundo .

En relacion al comportamiento de la mutacion, para el afio 2020, Aguilar y col,
realizaron un estudio en Argentina, donde relacionaron las manifestaciones clinicas y
evolucion de los pacientes con neoplasias mieloproliferativas cronicas, BCR-ABL
negativas, haciendo uso de la deteccion molecular de la mutacion V617F en el gen
JAK2. La poblacion fue de 264 pacientes con diagnostico de NMP por biopsia de
medula dsea y resultados de BCR-ABL negativo, incluyeron a 264 pacientes, de los
cuales un 25.4% (n= 67) presentd PV, un 42,8% (n= 113) present6 TE y el restante
31,8% (n= 84) con MFP, de los cuales solo le realizaron el estudio mutacional
JAK”V617F al 73.5% de los pacientes (194 personas), donde la mutacion
JAK2V617F fue detectada en 68% de los casos analizados .

Obtuvieron en los resultados, que la mutacion JAK2V617F tuvo una mayor
frecuencia en pacientes con Policitemia Vera, ésta se detecté en un 88% de los casos,
mientras que en Trombocitemia Esencial y Mielofibrosis Primaria se detectd en un
60%, quedando demostrado que el estudio molecular para el diagnostico de las NMP
es especifico y esta presente en casi todos los pacientes con PV, resultados que fueron

similares en comparacion con estudios que arrojaron resultados positivos para la



mutacion JAK2V617F en pacientes con PV en un intervalo de 80 a 90%, sin
embargo, resaltaron que los factores propios de cada poblacion, pudiesen influir en

las diferencia entre ambos estudios ®.

Por su parte, Samia y col, para el afio 2021 publicaron los hallazgos obtenidos
en una investigacion cuyo objetivo era determinar la mutacion JAK2V617F en
pacientes con datos clinicos orientados a un diagnostico de neoplasias
mieloproliferativas (PV, TE, MFP), en una poblacién de 974 pacientes, obtuvieron
como resultados positivos un 37% (PV), 44% (TE), 29% (MFP). Finalmente, los
autores sefialaron que existe una relacién significativa entre la presencia de la
mutacion y el cuadro hematologico de los pacientes, y como el detectar dicha
mutacion podria contribuir al diagnostico preciso y seguimiento de los pacientes con

neoplasias mieloproliferativas ©.

Mas reciente, en Colombia para el afio 2023, Giraldo y col, realizaron un
estudio con el fin de establecer la frecuencia en las mutaciones en los genes “JAK2,
MPL y CALR” en pacientes con NMP, para ello contaron con una poblacién de 52
pacientes, obtuvieron como resultado que el 51.9% de los pacientes portaban la
mutacion JAK2V617F, un 23.0% mutacién en el gen CARL, 3.8% la mutacion MPL,
y un 23.0% restante eran triple negativos para las mutaciones que analizaron, esto
demostr6 la importancia de la caracterizacion molecular de las mutaciones, para
lograr un diagnostico certero y aumento en la supervivencia global del paciente @,

En Venezuela, existe un déficit de investigaciones que aborden esta tematica,
lo que dificulta el poder diagnosticar y clasificar molecularmente el origen de una
neoplasia mieloproliferativa en el pais, en este sentido el objetivo de esta
investigacion fue determinar a través de técnicas de biologia molecular la mutacion
V617F (oncogén JAK?2) para el diagnostico de Neoplasias Mieloproliferativas (NMP)

en Venezuela en el afio 2024.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Determinar la mutacion V617F (oncogén JAK2) para el diagnostico de
Neoplasias Mieloproliferativas (NMP) a través de técnicas de biologia molecular en

Venezuela en el afio 2024.

Objetivos especificos

e Disefiar, a través del software bioinformatico (Primer3Plus), los
Oligonucleotidos especificos del exon 14 del gen JAK?2 para la deteccion de la

mutacion JAK2V617F.

e (ategorizar la poblacion de estudio segin el tipo de neoplasia

mieloproliferativa que padecen.

e Detectar la mutacion JAK2V617F en las muestras bioldgicas de los pacientes

en estudio, aplicando técnicas de biologia molecular.

e Determinar la frecuencia de la mutacion JAK2V617F por patologia

mieloproliferativa.



MATERIALES Y METODOS

Diseiio y tipo de investigacion

La investigacion fue de tipo descriptivo exploratorio, con un disefio no
experimental de campo y de corte transversal, centrado en la recopilacion de los datos
de cada uno de los pacientes sin manipular las variables, y en un momento Unico se
determind la presencia o ausencia de la mutacion JAK2V617F, en pacientes referidos

por su médico especialista de diferentes estados del territorio nacional venezolano
(10,11)

Poblacion y muestra

La poblacién y muestra estuvo conformada por 45 pacientes diagnosticados o
con sospecha de una Neoplasia Mieloproliferativa en cualquiera de sus variantes (PV,
TE, MFP), los cuales asistieron a interconsulta en el area de Hematologia de los
siguientes centros médicos: Hospital Oncologico Miguel Pérez Carreno, Ciudad
Hospitalaria Enrique Tejera (CHET), Hospital Central de Maracay y Hospital
Victorino Santaella, en Venezuela en el aino 2024. La seleccion de la muestra fue no
probabilistica intencional: se incluyeron aquellos pacientes diagnosticados o con
sospecha de una NMP sin discriminacion de edades, atendidos en las consultas

hematolégicas de los centros médicos antes mencionados.

Se considerd como criterio de exclusion, aquellos pacientes con alguna NMP
que hayan presentado un resultado “Positivo” para el gen BCR-ABL, asi como

aquellos que no aceptaron participar en el estudio por motivos personales y privados.



Consideraciones Bioéticas

El presente estudio cumpli6 con los requisitos establecidos en los Art. 6, Art.
9 y Art. 47 del reglamento de la comisidon permanente, las comisiones operativas y
las sub-comisiones operativas de bioética y bioseguridad de la Universidad de
Carabobo, regido por el Codigo de Etica para la Vida, y por las leyes Nacionales,
como el Art. 46 de la Constitucion de la Republica Bolivariana de Venezuela y el
Art. 15 del Coédigo de Deontologia Médica Venezolano y los principios
establecidos en las declaraciones Universales para las investigaciones genéticas en
humanos, por ende, la presente investigacion se apegd a los valores y principios
bioéticos de Responsabilidad, No Maleficencia, Justicia, Beneficencia, Autonomia,
Precaucion, Solidaridad, Equidad, Transparencia, Honestidad e Integridad, con el
objetivo de haber salvaguardado la integridad humana, los derechos humanos de la

< . . 12-16
poblacion en estudio y el respeto a los seres vivos (219,

Los objetivos de la investigacion fueron comunicados a los médicos que
laboran en los centros hospitalarios mencionados anteriormente, lugares donde se
llevé a cabo la captaciéon de los pacientes; del mismo modo se informaron los
procedimientos del estudio: aplicacion de encuesta tipo historia médica y extraccion
de muestra sanguinea o aspirado medular (segun el criterio del médico especialista

tratante).

Seguidamente, la informacion fue extendida a los pacientes estudiados, quienes
autorizaron su participacion voluntaria en esta investigacion, a través de la firma de

un consentimiento informado 7

, en el cual se detallaron los procedimientos a
desarrollar con cada participante (Anexo A). Adicionalmente, a cada participante se
le entregd una copia firmada del consentimiento informado, como soporte de

participacion en la investigacion.



Procedimiento

Ficha Médica del Paciente.

Para conocer los datos de interés clinico de cada paciente, se utiliz6 un
cuestionario tipo ficha médica siguiendo el Art. 171 del Codigo de Deontologia
Médica 9, el cual se aplico a los participantes en el estudio, el instrumento consistio
en una encuesta directa y personalizada adaptadas a las necesidades que se evaluaron
en el estudio, éstas incluyen: Datos de pacientes (género, edad), datos de la muestra
bioldgica, antecedentes de enfermedades infecciosas y consideraciones generales del
paciente (Anexo B). Con el fin de tener un acercamiento a la realidad en que viven o
vivian estas personas y conocer su estado clinico, se tenia justo la informacion

relevante para llevar a cabo la investigacion '*'”).

Diseiio de Oligonucleotidos.
Con el fin de iniciar el disefio de los oligonucledtidos para el estudio, se extrajo la

secuencia nucleotidica del gen JAK2, de la base de datos del GenBank del NCBI

( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ ), se siguieron los pasos explicados a

continuacion:

1. Obtencion de la secuencia del gen JAK2:

Al ingresar a la web del GenBank, en la parte superior izquierda de su interfaz se
encontraron los diferentes tipos de busqueda, se selecciond la exclusiva para genes.
Se introdujo el nombre del gen (JAK2) en la barra de biisqueda, e inmediatamente la
base de datos arroj6 un listado de varias secuencias nucleotidicas especificas del gen
de interés, de las cuales la inicamente relevante fue la especificada para el organismo

Homo sapiens.



2. Localizacion del codon del aminoacido 617 en el Transcrito:
Gracias a una busqueda bibliografica previamente realizada, donde se describio
que el cambio mutagénico JAK2V617F, ocurre en el aminoacido ubicado en la

(1,.2)

posicion 617 de la proteina JAK2 *“; se extrajo la secuencia de ARNm (transcrito)

correspondiente al gen, siendo esta secuencia la que se traduce en la proteina.

Se tuvo en consideracion, que cada aminoacido es codificado por un triplete de
nucleotidos (codon), por lo tanto, se procedio a multiplicar el nimero de la posicion
del aminoécido por tres, obteniendo la posicion del ultimo nucledtido del codén (617
x 3 =1.851) y de esta forma se dedujo que el aminoacido 617 esta codificado por los

nucleotidos en las posiciones 1.849 a 1.851 del ARNm.

Con el fin de confirmar que la regién antes sefialada es la zona especifica de
interés, se determind en cual exon se encuentra la posicion 1.849 del ARNm, en la
secuencia de referencia del gen JAK2, evidenciando que el codon que traduce el
aminodcido 617 se encuentra en el exon 14 del gen en estudio, identificando el sitio

de interés para el disefo de los primers.

3. Diseiio de los primers en el software bioinformatico:

Una vez identificada la zona de interés para la amplificacion, se procedid al
disefio de los primers mediante el software bioinformdtico de cddigo abierto
“Primer3Plus”. Con el fin de haber obtenido variedad en los primers disefiados y
definido el mas adecuado para la amplificacion de la secuencia de interés del gen
JAK?2, se investigaron los parametros que influyen en el disefio de los primers “”, de
los cuales se seleccionaron aquellos que cumplieron con todos los parametros

establecidos.



Una vez en la interfaz que presenta Primer3Plus en su ventana principal, se
insertd la secuencia nucleotidica de interés del gen JAK2 en formato “.fasta”, se
marcaron a su vez las casillas para obtener el primer forward (FwW) y primer reverse
(Rv). En el segundo apartado de configuracion general, se establecid el tamano del
primer que oscild entre 18 a 30 pb, con un 6ptimo de 20 pb, de igual forma se ajusto
la temperatura de melting (Tm) a un rango entre 55 y 65°C con un 6ptimo de 62 °C y
con una diferencia maxima de 5 °C entre pares de primers. El %GC se orden6 entre

40 y 60% y un amplicon de entre 150 a 350pb.

4. Analisis de especificidad y validez de los primers:

Para determinar la especificidad de los primers se utilizé la herramienta
bioinformatica BLAST (Busqueda de alineacion de secuencia local) del GenBank del
NCBI, en la cual se verificaron que los primers disefiados, solo alinearan en la region

de interés (gen JAK2), confirmando la especificidad de los mismos.

Una vez en la interfaz de la pagina, se selecciond la opcion “Nucleotide BLAST”
y posteriormente se introdujo la secuencia del primer en la casilla de la parte superior
izquierda, y se seleccion6 como conjunto de busqueda “RefSeq Gene (Secuencias
RefSeq Humanas)”. Tras haberse configurado los parametros, se realizo el
alineamiento y se obtuvo un listado de secuencias de genes de diferentes organismos,
los cuales tuvieron especificidad de uniéon con dicho primer, quedando determinado
finalmente la identidad del primer referente al gen JAK2 del organismo seleccionado,

Homo sapiens.

Como parte final, se llevd a cabo una prueba in silico de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) con ayuda del programa Ugene, en el cual se compararon las
secuencias de los primers con la secuencia de nucledtidos del gen de interés, lo cual
permitié aceptar o rechazar el par de imprimaciones disefiadas *". Una vez instalado

y ejecutado el programa en la computadora, se cargé el archivo de la secuencia del



gen JAK2 en formato .fasta, y se visualizd toda la secuencia nucleotidica en la

pantalla principal.

Con el fin de iniciar la PCR in silico, se seleccioné la opcion “In Silico PCR” que
se localiza en la barra de tarea ubicada en la zona superior derecha del programa,
seguidamente se desplegd una ventana y se ingresd la secuencia de los primers
Forwards y Reverses. Una vez cargados los primers, el programa inmediatamente
calculd y presentd las dificultades que podrian tener los primers en la PCR, ademas
indicé la region amplificada, la longitud del amplicon y la temperatura de
alineamiento, quedando demostrado in silico, la eficacia de los primers y reveld el

resultado que se obtendria al realizar una PCR in vitro con los primers verificados.
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Técnicas de Biologia Molecular

1- Extraccion de ADN: Para la extraccion de ADN se emplearon muestras de
Sangre total o aspirado medular conservadas con el anticoagulante EDTA, se
realiz6 a través del método salino propuesto por Lahiri y Numberger en el afio
1991 y utilizado en la actualidad ®**¥. Los procesos por los cuales se realizo

la extraccion de ADN por método salino, fueron descritos en las Figuras 1A'y

1B.

Tabla 1. Preparacion de soluciones buffer.

Buffer TKM1 (1L) | Buffer TKM2 (500 mL)
Reactivo | Cantidad | Reactivo | Cantidad
TrisHCl | 12,11 ¢ NaCl 11,70 g

KCl1 744 ¢ TKM1 500 mL

MgCl12 20,22 g

EDTA 744 ¢

H20 1L

Fuente: Lahiri y Numberger. 1991 @2,
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1- Se tomaron 3 mL de muestra de sangre completa,
previamente  mezclada y  homogenizada, se
transfirieron a un tubo de centrifuga Falcon de 20 mL,
el cual fue rotulado previamente con la identificacion
numérica para cada paciente asignada por los
investigadores.

2- Al tubo de centrifuga, se le anadié 1 mL de buffer
TKMI1, previamente preparado (Tabla 1), por cada
mililitro de muestra de sangre, posteriormente se
mezclo por inmersion suavemente y se dejo en reposo
por 20 minutos a temperatura ambiente.

3- Transcurrido el tiempo, se agregd a la mezcla 30
uL de reactivo Igepal, por cada mililitro de muestra
de sangre. Como es un detergente viscoso, se agito el
tubo con vortex fuerte.

A

2.500 rpm

Se descarto el

|Il| sobrenadante

4- Se centrifugoé a 2.500 rpm durante 15 minutos. Una
vez centrifugado, se observo la formacion de un pellet
o precipitado en el fondo del tubo, el cual contenia el
ADN, y se descartd todo el sobrenadante sin descartar
el pellet precipitado.

\m

.

=

‘_'.

TKMI1

ortey

D
™.
&

2.5061‘pnl

5- Al pellet precipitado, se le afiadio 1| mL de buffer
TKMI, por cada mililitro de muestra de sangre, se
aplico vortex fuerte y se centrifugé la muestra a 2.500
rpm durante 15 minutos, trascurrido el tiempo de
centrifugacion se descarté el sobrenadante y se
conservo el pellet precipitado. Este paso de lavado, se
realizO 2 veces o hasta que el pellet se haya
encontrado libre de hemoglobina.

m
=

-

TKM2

| vor, exs
&

@

-

2.500 rpm

6- Se le agregaron 160 pl de buffer TKM2,
previamente preparado (Tabla 1), por cada mililitro
de muestra de sangre, se aplicd vortex fuerte y se
centrifugd la muestra a 2.500 rpm durante 15
minutos, trascurrido el tiempo de centrifugacion se
descartd el sobrenadante y se conservo el pellet
precipitado.

Figura 1A: Protocolo de Extraccion de ADN por Método Salino. Extraido de
Lahiri y Numberger 1991 #® y Modificado por Marquines, Paredes. 2024.
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7- En un tubo Eppendorf de 1.5 mL fueron
afadidos 11 pL de detergente SDS 10% por
cada mililitro de muestra de sangre de partida,
se transfirid el pellet precipitado luego del
lavado con el buffer TKM2, y se rotuld el
tubo  Eppendorf con la numeracion
correspondiente para cada muestra, posterior
a ello se agitd con vortex suave y se llevo a
incubar a 60 °C por 10 minutos en baio de
bloque seco.

60 uL
NaCl 5M
o |

vortex =
— 5

8- Pasados los 10 minutos en bloque seco, se
retiraron los tubos y se enfriaron a
temperatura ambiente por unos minutos,
luego se agregaron 60 puL de NaCl 5M por
cada mililitro de muestra de sangre de
partida, y se agité suavemente con vortex. En
esta etapa precipitaron todas las proteinas
presentes en la solucion y quedd en el
sobrenadante un material turbio que
constituye el ADN.

I mL

Etanol
absoluto
| [_]

P s
1 Transfirio 1
sobrenadante

9- Se tomo todo el material turbio que quedo
en el sobrenadante y se transfirio a un tubo
Eppendorf nuevo previamente rotulado, el
cual contenia 1 mL de etanol absoluto.
Posteriormente  de  haber agregado el
sobrenadante en etanol, se inicio la formacion
de una pequeia malla, que correspondia a la
molécula de ADN.

|

- - =

Transfirio 1 L]
malla de ADN o
minutos

10- Con una micropipeta se tomd la malla de
ADN formada en el etanol cuidadosamente y
se depositdo en un tubo nuevo y seco
previamente rotulado con el identificador
correspondiente a la muestra, y se llevod a secar
la muestra de ADN, en bafio de bloque seco a
65 °C por 15 minutos, quedando asegurada la
evaporacion total del contenido de etanol.

200 uL
Agua Ultra
Pura

11- Trascurridos los 15 minutos del secado de
la muestra, se le anadié al tubo Eppendorf
200 pL de H20 ultra pura, quedando
suspendida e hidratada la molécula de ADN.
El tubo se tapd, se forré con papel parafilm y
se almacen6 en congelador a 4 °C hasta su
uso.

Figura 1B: Protocolo de Extracciéon de ADN por Método Salino. Extraido
de Lahiri y Numberger 1991 “* y Modificado por Marquines, Paredes. 2024.

13



2- Electroforesis en Gel de Agarosa 1.5x: La electroforesis en gel de agarosa a
una concentracion de 1.5x, se utilizd para cuantificar cualitativamente la
concentracion de ADN extraido de las muestras analizadas y se determiné la
longitud y pureza de los fragmentos amplificados “*. El proceso por el cual se
realiz6 la electroforesis de las muestras de ADN y de los productos

amplificados en gel de agarosa, fueron descritos en las Figuras 2A, 2B y 2C.

Tabla 2. Preparacion de solucion buffer TBE.

Buffer TBE 10 x (500 mL) | Buffer TBE 1x (1 L)

Reactivo Cantidad Reactivo | Cantidad
Tris Base 540¢g TBE 10x | 100 mL
Acido Bérico 275¢g H20 dest | 900 mL

EDTA | 4,65g020mL

H20 dest 500 mL

Fuente: Hernandez A K. 2018 @2,
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1- En el inicio se prepar6 la solucion buffer de electroforesis
TBE a una concentracion de 10x y 1x (Tabla 2).

‘:c p‘,nrnn
I — W Akon .-.;;,/f 2- En un recipiente de pléstico, se pesaron 1,5 g de Agarosa, el
— ’ } cual se sirvid en una fiola de 500 mL, y se anadieron 100 mL
— N del buffer TBE Ix previamente preparado.

=l 100 mL
TBE Ix

3- Se mezcld con movimientos circulares la fiola, se disolvid
todo el contenido de agarosa en la solucion buffer, y se llevé al
microondas por 1 min para fundir la solucion. La solucion
Callnto po hirvié, pero no por mucho tiempo, para evitar su evaporacion.
/ Culminado el tiempo, se agitd vigorosamente la fiola con la

solucion de agarosa para homogenizar. La misma, se observo
] transliicida, sin grumos ni agarosa en suspension. Y se dejo en
reposo unos segundos para su enfriamiento.

Mezclo

Mezclo y dejo en reposo

vigorosamente para homogenizar el colorante de contraste

% 4- A esta solucion se le afiadieron 8 pL SYBR Safe, y se agito
anadido. Se dejo en reposo hasta que las burbujas hayan

- <« . e . .
_ 1 RS desaparecido, se evitd que transcurriera mucho tiempo para
\ )“’*'“ que no se gelificara la solucion.

“ - 5- Mientras se dejo en reposo la solucion, se coloco la base
1"/ para el gel dentro de la camara de electroforesis, se aseguro de

- que las gomas de la base estuviesen en contacto con la pared
\ ' superior e inferior de la camara, y se verifico que la base
_ estuviese alineada horizontal y verticalmente, usando un nivel
Nivelador—s (I de burbuja.

A/‘ e . 6- Luego de haber nivelado la base, se sirvieron 50 mL
@ 3 aproximadamente de la solucion de agarosa preparada.
Haciendo uso de los peines, se peind de manera delicada la
solucion, quedando homogenizado el SYBR Safe y eliminadas
las burbujas que pudieron formarse al anadirse la solucion a la
base del gel. Se verificé que no quedaron rastros de burbujas,
se limpiod el peine y se coloco en el soporte para los peines,
quedando sumergido en la solucidn, esto con la finalidad de
que quedaran formados los pozos para las muestras.

7- Se dejo enfriar el gel por 20 minutos aproximadamente,
hasta visualizar que se encontré totalmente gelificado, el cual
tomo una apariencia visual opaca.

Figura 2A: Protocolo de Electroforesis en Gel de Agarosa. Extraido de
Hernandez A.K 2018 ¥ y Modificado por Marquines, Paredes. 2024.
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8- Una vez gelificado, se retiraron los peines cuidadosamente
y se retiro la base, la cual se colocod de lado dentro de la
camara, con las gomas en direccion a las paredes derecha e
izquierda de la camara. Los pozos se posicionaron hacia el
anodo (carga negativa), de esta forma se asegurd que la
corrida se haya realizado hacia el polo positivo (catodo).

N

Se sirvieron
las muestras

9- Una vez que los geles se han posicionado, fueron afiadidos
en el interior de la camara 500 mL de buffer de electroforesis
(TBE 1x) aproximadamente, se sumergio completamente el
gel y se procedio a servir las muestras en cada pozo del gel.

Iyl L
bufer de —a Wl 1,5-4uL |
; ADN

corrida
r 34uldela ]
solucion

. 10- Para la cuantificacion cualitativa de ADN, se sirvieron

aproximadamente 1,5 - 4 pL de ADN suspendidos en un
buffer de corrida, para ello se tomd un papel parafilm y se
colocaron 3 pL de buffer de corrida, luego se tomo la
alicuota de muestra de ADN y se homogeniz6 con el buffer
de corrida. Se tomo todo el volumen con la pipeta, y se sirvid
en uno de los pozos del gel. (Este paso se repitid en cada
muestra analizada).

11- Una vez servidas todas las muestras, se cerrd la camara,
se coloco la tapa y se encendio la fuente de poder de la
camara, presionando el boton “RUN” y se visualizd que

‘. llegase a un voltaje de 99v, y se dejo la corrida
¥ aproximadamente por 30 minutos.

12- Se retird la tapa de la camara y se sacé el gel dejandolo
escurrir por unos segundos. Se coloco el gel dentro de la
camara de luz UV, se cerré la puerta y se procedid a
encender la luz en el interruptor, de esta forma, se visualizo
el gel. SE EVITO EXPONERSE DIRECTAMENTE A LA
LUZ UV.

13- El gel, se visualizo a través de la pantalla del
fotodocumentador de la camara de luz UV, almacenando
una fotografia de la corrida del gel.

14- Luego de haber visualizado el gel, se apago la luz UV, y
se retiro el gel del interior de la camara.

Figura 2B: Protocolo de Electroforesis en Gel de Agarosa. Extraido de Hernandez
A.K 2018 * y Modificado por Marquines, Paredes. 2024.
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15- En caso de no haberse logrado apreciar una corrida
electroforética completa, se volvido a sumergir el gel en el
interior de la camara de electroforesis, se renaudo la
corrida. En caso de haber obtenido una corrida finalizada,
se detuvo la fuente de poder en el boton “STOP” y se apago
con el suiche.

VS - 16- El gel se rompi6 en pedazos y se coloco en una fiola, la
—_— L cual se llevd al microondas quedando fundido el gel. Una
vez fundido se procedio a servir dentro de un guante vigjo al

— !. cual se le hizo un nudo y se descarté en una papelera para
A — desechos.

'\ 17- El buffer TBE 1x de la camara, se descarto en bidones
SGE) i ® que se trataron con carbon activado. Y posteriormente, se
\/ utilizé una solucion de acido acético, con el cual se lavo el
\'\‘ interior de la camara de electroforesis, el soporte del gel, los

peines, el interior de la camara de luz UV, el microondas y la
superficie del meson donde se trabajo.

Figura 2C: Protocolo de Electroforesis en Gel de Agarosa. Extraido de
Hernandez A.K 2018 ® y Modificado por Marquines, Paredes. 2024.

3- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Mediante la técnica de PCR,
se amplifico la region de interés en el ADN extraido de las muestras, para ello
se utiliz6 una solucion para PCR “GoTaq G2 - GreenMasterMix” de la casa
comercial PROMEGA, solucion que contenia todos los componentes
necesarios a concentraciones adecuadas para su uso, y se empled un equipo
termociclador GeneAmp PCR System 9700 de la casa comercial APPLIED
BIOSYSTEMS, con el cual se llevo a cabo el proceso de amplificacion por
PCR ?Y. Los procesos realizados para la amplificacion del gen de interés

fueron descritos en las Figuras 3A y 3B.
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1- Antes de haber comenzado a preparar las muestras para la

— PCR, se encendio la luz UV de la campana de flujo laminar

para que quede esterilizado el interior de la misma por

josa— W aprm‘{imadamentel 10 minutos. Dgrante este tiempo, los

l reactivos de trabajos como la solucion G2-MasterMix y los

o > & primers, que se encontraban almacenados y conservados a 4

”- &, °C aproximadamente, fueron sacados y colocados en una
gradilla de trabajo.

2- Transcurrido el tiempo, se apagd la luz UV y se dejod
reposar la campana por unos minutos, posterior a ello, se
colocaron en el interior de la campana los reactivos y las
muestras.

; S Lul 3- Se siguio la técnica del inserto proporcionado por la casa
| FW__ N mf.l comercial PROMEGA, para el uso del reactivo G2-
W oo MasterMix, se afiadié en un tubo Eppendorf de 0,2 mL un
h] h' . 5 volumen de 12,5 uL de reactivo G2-MasterMix, seguido de 5
— uL de H2O extra pura, 1 pL de Primer Fw, 1 pL de Primer
p’; °T_d“G"“""““ﬁ“"""' | Rv y de 2 - 4 uL de ADN, y se aplico vortex fuerte quedando
MasterMin. 9 homogenizados cada uno los componentes; se obtuvo un
$ uL H20 = volumen total aproximado de 21,5 - 23,5 pL. El volumen de
evrapua == Spedown AN utilizado fue variable, esto dependio de la
P concentracion de ADN cuantificada cualitativamente
“ADN ! mediante la electroforesis en gel de agarosa.

e s} 4- Una vez que ha sido preparada cada muestra, ¢stas se

- llevaron al termociclador, el «cual se encendio,

@ inmediatamente el equipo solicitoé la configuracion de tres

: intervalos de tiempo, que se ajustaron a las condiciones

: adecuadas de la amplificacion y siguieron las indicaciones del

: inserto de la casa comercial del reactivo utilizado (G2-
MasterMix).

5- El primer intervalo de tiempo se ajusté a 95 °C por 3
minutos, tiempo en el cual se produjo la descontaminacion y
desnaturalizacion de la hélice de doble cadena de ADN.

Figura 3A: Protocolo de PCR con solucion GoTaq G2-Promega. Elaborado por
Marquines, Paredes. 2024 **.
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6- El segundo intervalo, fue divido en tres variaciones de
temperaturas por intervalo de tiempo, la primera
temperatura se ajustd a 95° C por 15 segundos, de esta forma
se asegurd la desnaturalizacion de la muestra, el segundo
tiempo se ajustd a una temperatura éptima para el alineado
de los primers, el cual fue indicado por el Tm del primer
disefiado, éste oscild entre 55 — 65 °C por 15 segundos, por
ultimo, la tercera temperatura se ajusté a 72 °C por 15
segundos, siendo la temperatura 6ptima para que la enzima
TaqgPolimerasa realice el proceso de extension. Este segundo
intervalo se repitié 40 veces, para ello se le indico al equipo
al momento de configurar el nimero de ciclos necesarios.

a8 Hig :l'l._-:plni & Halds
e 2:

7- El tercer intervalo estuvo constituido de dos variaciones

de temperatura por intervalos de tiempo, donde se ajusto la

primera temperatura a 72 °C por 3 minutos, asegurando que

——————— la TaqPolimerasa termine el proceso de Extension, y la

: : segunda temperatura se llevo a 4 °C por tiempo indefinido.

Esta tultima temperatura y final de la reaccion de PCR,

mantuvo refrigerada y almacenada la muestra, en

condiciones Optimas, por ende, se evitd que el producto
amplificado fuese degradado por exceso de calor.

Figura 3B: Protocolo de PCR con solucion GoTaq G2-Promega. Elaborado
por Marquines, Paredes. 2024 %,

4- Purificacion por Perlas Magnéticas: Es una técnica que se utilizd para la
purificacion del material genético, productos amplificados y productos
marcados ®*. La purificacion se 1levo a cabo empleando perlas magnéticas de
la casa comercial PROMEGA (MagneSil-Green). Los procesos por los cuales
se realiz6 la purificacion de las muestras por el método de MagneSil-Green,

fueron descritos en las Figuras 4A y 4B.
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1- Si el producto purificado habia sido amplificado
previamente, a cada tubo con muestras le fueron anadidos 90
pul de  MagneSil-Green previamente mezclado y
homogenizado. Cada muestra se encontroé en el interior de un
tubo Eppendorf de 0.2 mL, posteriormente de haber anadido
las perlas magnéticas, se homogenizé la solucién pipeteando
varias veces seguidas, y se transfirio a un tubo Eppendord
limpio de 1.5 mL. Luego de haber aiadido las perlas
magnéticas a cada muestra y de haberlas transferido a tubos
Eppendorf de 1.5 mL, se mezcld en vortex fuerte y se dejo en
reposo por 10 minutos.

Descarté
sobrenadante

1
g&' retiraron los
tubos de la gradilla

2- Transcurrido el tiempo de los 10 minutos, se colocaron los
tubos en la gradilla imantada, lo cual provoco que las perlas
quedasen adheridas a la pared del tubo que tenia contacto con
el iman de la gradilla, luego se descarté cuidadosamente el
sobrenadante con una micropipeta y se retiraron los tubos de
la gradilla imantada.

El |n|11 vortex

-~

413 =Y

Reposo
S min

3- Posteriormente se afadieron 100 uL de Etanol al 90% y se
le aplico vortex fuerte para quedaran resuspendidas las perlas
y se dejo en reposo por 5 minutos. Finalizado el tiempo, se
volvieron a colocar los tubos en la gradilla imantada y se
retir6 el sobrenadante. ESTE PASO SE REPITIO DOS
VECES, HASTA HABER COMPLETADO DOS
LAVADOS CON ETANOL.

Se dejo
en Bano

S
esaca 5min

4- Después del segundo lavado con etanol, se colocaron los
tubos Eppendorf en un baio de calor seco a 65 °C por 5
minutos, con la tapa del tubo abierta, para que quedasen
evaporados los restos de etanol y quedasen secas las perlas
con el contenido de ADN.

Afadieron
15uL H20

-

‘\ Dejo en
reposo
| p(l;r 10

min

5- Trascurrido el tiempo, se le aiadié a cada tubo 15 pL de
H2O0 extra pura, y se mezcld con el uso de la micropipeta para
que quedasen resuspendidas las perlas y se dejo en reposo por
10 min a temperatura ambiente. En este paso ocurrio la
elucion del ADN.

por 10

T ran 'L r1n min

14
\()hruuddnu

—

g ‘B) Dejo en
reposo

6- Concluido tiempo de la elucion del ADN, se colocaron las
muestras en la gradilla imantada y se transfirieron 14.5 puL del
sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo y
previamente rotulado como “PP” (Producto Purificado).
Posterior a ello, se verificd que no se hayan arrastrado perlas
en el proceso y se guardaron las muestras en el congelador
hasta su uso.

Figura 4A: Protocolo de Purificacion por Perlas Magnéticas con soluciéon
MagneSil-Green para producto amplificado. Tomado de Promega, Magnesil

Sequencying Reaction Clean-Up System 2010

Paredes. 2024.

@3 Elaborado por Marquines,
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Voot 1- Si el producto purificado habia sido marcado previamennte, a
agnesil- | I - . .
ren | cada tubo con muestras le fueron anadidos 90 uL de MagneSil-
Green previamente mezclado y homogenizado. Cada muestra se
~ 1 encontraba en el interior de un tubo Eppendorf de 0.2 mL,
l' posteriormente de haber anadido las perlas magnéticas, se
; homogeniz6 la solucién pipeteando varias veces seguidas, y se

~
5

,
&

| transfirio a un tubo Eppendord limpio de 1.5 mL. Luego de haber

anadido las perlas magnéticas a cada muestra y de haberlas

Dejo en transferido tubos Eppendorf de 1,5 mL, se procedié a mezclar en
1 ferido tubos Eppendorf de 1,5 mL, se procedid 1

ey vortex fuerte y se dejo en reposo por 7 minutos.
mmulm

) 2- Transcurridos los 7 minutos, se colocaron los tubos en la
sobrenadinte gradilla imantada, lo cual provocd que las perlas quedaran
‘ ] adheridas a la pared del tubo que tenia contacto con el iman de la
gradilla, luego se descartd cuidadosamente el sobrenadante con

éﬁ;} retiqronles,  UNA micropipeta y se retiraron los tubos de la gradilla imantada.

rd 5 3- Posteriormente se afladieron 100 uL de Etanol al 90% y se le
a ™~ & aplico vortex fuerte para que quedaran resuspendidas las perlas y
l,]] a ‘l se dejo en reposo por 3 minutos. Finalizado el tiempo, se volvieron
Adgdicton : , a colocar los tubos en la gradilla imantada y se retiré el
B! iy Reposo sobrenadante. ESTE PASO SE REPITIO DOS VECES, HASTA
ﬁ-‘ " HABER COMPLETADO DOS LAVADOS CON ETANOL

4- Después del segundo lavado con etanol, se colocaron los tubos

Sedeio Eppendorf en un bafio de calor seco a 65 °C por 2,5 minutos, con
550 por la tapa del tubo abierta, para que quedasen evaporados los restos

de etanol y quedasen secas las perlas con el contenido de ADN.
5- Trascurrido el tiempo, le fueron afiadidos a cada tubo 20 pL de
-, g Formamida de la marca Hi-Di Formamide de APPLIED
- \ l pjoen  BIOSYSTEMS, y se mezclo con el uso de la micropipeta para que
Afadigran20ul® W) 5570 quedasen resuspendidas las perlas y se dejo en reposo por 10 min a

Formamide mim

temperatura ambiente. En este paso, ocurrio la eluciéon del ADN.

6- Concluido el tiempo de la elucion del ADN, se colocaron las
muestras en la gradilla imantada y se transfirieron 17 pL del
sobrenadante a la placa de trabajo del secuenciador.

Figura 4B: Protocolo de Purificacion por Perlas Magnéticas con solucion
MagneSil-Green para producto marcado. Tomado de Promega, Magnesil
Sequencying Reaction Clean-Up System 2010 23 Elaborado por Marquines, Paredes.
2024,
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5- Secuenciacion por Electroforesis Capilar Sanger: Se aplicd una técnica de
separacion basada en la diferencia de la velocidad de migracién de moléculas
o biomoléculas cargadas bajo la acciéon de un campo eléctrico, por ende, se
determino la secuencia especifica de 4cidos nucleicos (orden de las bases) en
el producto amplificado. La secuenciacion electroforética de los productos de
la PCR purificados, se realiz6 en un Secuenciador ABI modelo 310, para ello,
las muestras fueron tratadas con un reactivo de marcaje como el BigDye —
Terminator v3.1 de la casa comercial APPLIED BIOSYSTEMS ©“°* Los
procesos por los cuales se realizo la secuenciacion por electroforesis capilar

Sanger, fueron descritos en las Figuras 5A y 5B.

1- Antes de haber preparado las muestras para el marcaje. se
encendioé la luz UV de la campana de flujo laminar para la
esterilizacion del interior de la misma por aproximadamente
10 minutos. Durante este tiempo, los reactivos de trabajo
como la solucion BigDye y los Primers que se encontraban
almacenados y conservados a 4 °C aproximadamente, fueron
sacados y colocados en una gradilla de trabajo.

2- Transcurrido el tiempo. se apagoé la luz UV y se dejo en
reposo la campana por unos minutos, posterior a ello, se
ingresaron los reactivos y las muestras en el interior de la
campana de flujo laminar, posteriormente se prepard la
solucion de amplificacion.

3- Se siguid la técnica del inserto proporcionado por la casa
comercial APPLIED BIOSYSTEMS, para el uso del reactivo
BigDye, se prepararon dos tubos Eppendorf de 0.2 mL por
WA vore o cada muestra marcada, donde fueron anadidos a cada tubo un
|I) h' ——«a volumen de 5 pL de reactivo BigDye, 2 - 5 uL. de ADN, y por

ultimo a un tubo se le agregdé | pL de Primer FW, y al otro

A cail tibe se aligiis: J. tubo 1 puL del Primer RV, (lqs lub_qs se rotularon con las siglas
s,.L- ,.) FW y RV para_la 1dent1ﬁcac10n_ f:orn?cla de‘ la cadena
BigDye | @ marc:ada): posteriormente se aphgo vortex fuerte y se

2 B o, cenlrnfug(_) brevemente (Spin-down), quedaron
ADN pin-down homogenizados los componentes; y se obtuvo un volumen

total aproximado de 10 pL.

4- Una vez que se prepararon cada una de las muestras se
llevaron al termociclador, éste se encendio y el equipo solicitod
la configuracion de tres intervalos de tiempo, que fueron
ajustados a las condiciones adecuadas del marcaje siguiendo
las indicaciones del inserto de la casa comercial del reactivo
utilizado (BigDye).

5- El primer intervalo se ajusté a 96 °C por tres minutos,
tiempo en el cual se produjo la descontaminaciéon y

1 Hidi 3 Tep 30 Cycles | 2 Holds

g

— . @ desnaturalizacion del producto purificado.

Figura 5A: Protocolo de Secuenciacion Capilar Sanger con solucion
BigDye Terminator v3.1. Elaborado por Marquines, Paredes. 2024.
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6- El segundo intervalo, fue divido en tres variaciones de
temperatura por intervalo de tiempo, la primera temperatura
se ajusto a 96 °C por 10 segundos, quedando asegurada la
desnaturalizacion de la muestra, el segundo tiempo se ajusto
a una temperatura optima para el alineado de los primers, el
LULAR Jep 8 fvciee | & SIS cual fue indicado por el Tm del primer disefiado, éste oscilo
m entre 55 — 65 °C por 5 segundos, por ultimo, la tercera
el (cperatura se ajustd a 60 °C por 2 minutos, ésta fue la
temperatura necesaria para que la enzima TaqPolimerasa
haya realizado el proceso de extension. Este segundo
intervalo se repitio 30 veces, para ello se le indico al equipo al
momento de configurar el nimero de ciclos necesarios.

7- El tercer intervalo de tiempo estaba contormado de dos
variaciones de temperatura, donde ambas variaciones se
ajustaron a la misma temperatura 4 °C, la primera por 7
e el minutos, la segunda por tiempo indefinido. Esta altima
; 4 e temperatura y final de la reaccion de marcaje, se utilizoé para
— que estuviese refrigerada la muestra, conservo de esta forma,
la misma en condiciones dptimas para evitar que el producto

marcado fuese degradado por exceso de calor.

8- Una vez obtenido el producto marcado, se procedié a
purificarlo a través del método de purificacion por perlas
magnéticas MagneSil-Green de PROMEGA (Protocolo
explicado en el item “Purificacion por Perlas Magnéticas™).

9- Posteriormente, se cargd la placa de trabajo del
secuenciador, se configurd el equipo utilizando el software
asociado a su PC “DATA COLLECTION GENE
ANALLYZER V3.0".

10- Se introdujo la placa en el secuenciador, una vez
reconocida la placa, se relaciond la ubicacion de la placa con
las indicaciones del plato de trabajo, se especifico el orden y
la ubicacion de las muestras a leer.

11- Finalizada la secuenciacion, el software, generé un
electroferograma, el cual indicaba el orden de las bases en
las cadenas leidas en cada muestra. Los electroferogramas
se guardaron automaticamente en una carpeta
preestablecida.

12- Una vez obtenidos los Electroferogramas, los mismos
e o fueron analizados a través del software “Sequencing
Analysis”, en la cual se evidencid si la secuencia de las bases
presentaba algin cambio o mutacion en la region de interés.

Figura 5B: Protocolo de Secuenciacion Capilar Sanger con soluciéon BigDye
Terminator v3.1. Elaborado por Marquines, Paredes. 2024.
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Analisis de los datos

Los resultados se expresaron y se analizaron en tablas descriptivas, para ello se
emplearon frecuencias absolutas y relativas (%) en las variables que lo ameritaron. Se
aplico la prueba Chi cuadrado de Pearson para comparar o asociar las variables
cualitativas estudiadas. Se utiliz6 para el andlisis el paquete estadistico SPSS
(Statistical Package for the Social Science) version 26.0 para Windows para el

analisis de los resultados de las variables con un nivel de significancia igual a 0,05

(p<0,05).
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RESULTADOS

e Diseiio de los oligonucledtidos.

El GenBank (NCBI) al ser una plataforma que realiza intercambio de datos
con el Archivo Europeo de Nucledtidos (ENA) y el Banco de Datos de Japon
(DDBJ), contiene secuencias de nucleotidos disponibles para 420.000 especies,
teniendo una cobertura mundial sobre las secuencias genéticas descritas hasta la

actualidad @7,

El resultado de la busqueda de la secuencia genética del gen JAK2
para la especie Homo Sapiens fue Unica, por ende, se obtuvo una secuencia de

referencia “Refseq-Gene” con el codigo de acceso NG_009904.1.

Con el software Primer3Plus, se obtuvieron primers con diferentes
caracteristicas, se mantuvieron los parametros estdndar del programa y se
modificaron algunos parametros a conveniencia con el fin de haber mejorado la
especificidad y sensibilidad de los primers, como por ejemplo, la concentracion de
iones divalentes, se ajustd a una concentracion estandar de 1.5 mM cloruro de
magnesio (MgCl). La concentracion de MgCl,, influy6é de forma proporcional en la
reaccion de PCR, aument6 la temperatura de hibridacion del ADN y por ende la
optimizacion de la reaccién, permitiendo haber obtenido una mayor especificidad @®.

Como resultado, se obtuvieron un total de tres pares de primers, cuyas caracteristicas

son mostradas en la tabla 3.
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Tabla 3. Primers obtenidos mediante Primer3Plus

1 par de Primer

Sentido  Longitud (pb) Tm (°C) % GC Self (kczﬁffnol) Secuencia
Fw 24 50.0 20.83 2 -1.5 5’- CAATTCTTTGTACTTTTTTTTTTC -3’
Rv 22 54.0 31.8 3 -2.0 5’- TCTTGTGAAAAAGGAAAGCAAT -3’
Amplicon: 302 pb
Diferencia de Tm: 4.0 °C
Tm en conjunto: 52.0 °C

Formacion de Dimeros:

Media probabilidad

2% par de Primer

Sentido  Longitud (pb) Tm (°C) % GC Self (kcflfl;nol) Secuencia
Fw 20 58.0 40 4 3.0 5’- TCTTTGAAGCAGCAAGTATG -3’
Rv 20 58.0 40 5 3.5 5’- CTTTCTAATGCCTTTCTCAG -3’
Amplicon: 121 pb
Diferencia de Tm: 0 °C
Tm en conjunto: 58 °C
Formacion de Dimeros: Alta probabilidad
3¢ par de Primer
Sentido  Longitud (pb) Tm (°C) % GC Self (kcfl/(l;nol) Secuencia
Fw 21 60.0 50.0 1 2.0 5’- GCTGAAAGTAGGAGAAAGTGC -3’
Rv 24 64.0 34.8 1 -3.0 5’- GGAGTTAAGTATTTTTGAAACTGA-3’
Amplicon: 332 pb
Diferencia de Tm: 4 °C
Tm en conjunto: 62 °C
Formacion de Dimeros: Baja probabilidad.

Para confirmar que los primers disefiados, fueran altamente especificos para la

amplificacion el gen JAK2, se realizd una busqueda con la herramienta Nucleotide
BLAST en la plataforma GenBank NCBI. Se verificé que los primers estuvieran

alineados un 100% con el gen de interés (Homo sapiens gene JAK?2).

De este modo, se confirmé que los 6 primer disefiados, eran altamente
especificos para la region del gen JAK?2, teniendo un alineamiento del 100% con el

gen de interés.
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Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ ciear
CAATTCTTTGTACTTITITITTITC !

Primer 1 Fw

)
Or, upload file | selec archivo | NingGn archivo seleccionadoc ©
(] selectall 1 sequences selecred GenBank  Graphics  Distance tree of resuits  MSA Viewer
Ducpton Mame  Score Soore Cover vae | fdemt oot  Acoasson
v il v o oo
() Homo sagisns insuin e § (NSL9) FeSecGensoncvomosome @ Homosa. 451 222 100% 205 10000% 200782 NG 04890801

| Homo saviens Janus inase 2 (JAK2), RafSeoCene (LRG B12lonchvo Homosasi 481 122 100% 2e05 100.00% 149%30 NG 009o041 |

(1) Homo sagiens methyierotonyi-Col carbonylase subunt 1 (MCCC1) Ref. Homosagi.. 401 343 95%  7e05 100.00% 107970 mma'
Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ ciear

TCTTGTGAAAAAGGAAAGCAAT

Primer 1 Rv

s

[ selectall 1 sequences sefected GenBank Graphics Distancetree of results  MSA Viewer

[ Scertfe  Max Toul Quay | E Per |

Name  Score Score Cover value Ident
vil v |

- -

Description

Asc. Len Accession

Pan troglodyies SAC clone RP43.17112 from chromosome 7. comg...Pantrogio... 441 441 100% 0082 100.00% 182077 AC1458702

L

() Hemo saciens insulin Bee 8 (INSLA) RefSecGeneonchromosome @ Homogan.. 441 441 100%  0.082 10000% 200782 NG 0480801
O

(7] Hemo sagians BCRUAKD bragkeoint unction Homosan. 441 441 100% 0082 100.00% 1040  JNO213821

J
]
"] Human DNA sequence from clons RP 1138624 o0 me §._ ... Homosap. 441 441 100% 0082 10000% 171140 AL161450.14
]
J

Homo sagiens Janus kinase 2 (JAKD) gene, exon 12 andpactal ods Homosag.. 441 441 100% 0.082 100.00% e F 5.3

|9 tiomo spems Jorus mne 2 A2 ButoacGene (RG 8i21en Homome. 441 441 T00% 00R2 10000% 14W30 NG 000041
\j PREDICTED. Marmota marmota marmota uncharaciedzed LOC12... Masmota 401 401 W% 13 10000% 22418 XR 007)‘2’&;1‘

Figura 6. Resultados del BLAST del Primer Fw/Rv 1.

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © ciear
TCTTTGAAGCAGCAAGTATG

Primer 2 Fw

P
=% o
) selectall 1 sequences selected GenBank Graphics Distancetree of resuits  MSA Viewer
Scentfc  Max Toul Query § Par —

MName  Scors Score Cover value ldent - Accession
- v - - v

401 244 100% 0002 100.00% 200782 NG 0480801
. 401 222 100% 0002 10000% 14930 NG 0096041

() Homo sacians oroten tyrosing choschatase recector fyoe D (PTPRD), . Homomani . 322 621 100% 053 100.00% 2305478 NG 0330831

cnter Wuery >equence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ cisar Query subrange @
CTTTCTAATGCCTTTCTCAG| .

Primer 2 Rv From [ 1]
[ selectall 1 sequences seiected GenBank Graphics Distancetree ofresyits  MSA Viewer
Scientfc  Max Total Query [ 4 Per.
- Name  Score Score Cover valwe  Ident "“J‘" Accesson

Homo gacns Janus Winase 2 (JAKD) RefSeaCens (LRG O121on o Homosao . 401 40.1 100% 0002 100.00% 146030 NG 009041
() Homo sagens ingyin ke § (INSLS) RefSenGensonchromosome @  Homogas . 401 401 100% 0.002 100.00% 200782 NG 0450601
(] Heme sagiens secne oaimiovinglerase ong chain Dass subunt 3 (.. Homoman:.. 342 153 99% 013 100.00% 107122 NG 0531553

Figura 7. Resultados del BLAST del Primer Fw/Rv 2.
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Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ ciear
GCTGAAAGTAGGAGAAAGTGC

Primer 3 Fw
- SORTITC | WEX | 0 Wuery B e
2 teguae ] ACC. Len A z
v Name | Score Score Cover value Ident e
- v w v v -

Homo sapiens insulin ke 8 (INSLS), soGene on chromosom... Homosap... 421 421 100% Te04 10000% 200762 NG 048080.1

a Homo sapiens Janys kinase 2 (JAKD), RefSeqGene (LRG 812)0.. Homosap.. 421 421 100% T7e04 10000% 140830 NG D0PS041
Homo saplens caloum dependent secrebon activator 2 (CADPSY). Homossp.. 42 140 80% 0.17 10000% 57533 NG 0182152

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ ciear
GCAGTTAAGTATTTTTGAAACTGA

Primer3 Rv

/4
= Scientfic  Max Total Query E Par
Description Acc.Len 4
. Name Score Score Cover value Ident i v EREY
v - v . v -
Homo sapwens ingulin e 8 (INSLY). RefSecCent onchromosome @ Homosap.. 461 481 100% 2e05 100.00% 200782 NG 0480001
Homo sagiens Janus kinase 2 (JAKZ) RefSeoGene (LRG @12jonchr. Homosaoi.. 461 481 100% 2e05 100.00% 146030 NG 0000041
Homo sapiens roun t puidance receptor 2 (ROBO?Z), RefSeqGen.. Homosapi... 382 582 5% 0088 100.00% 175027 42

Figura 8. Resultados del BLAST del Primer Fw/Rv 3.

Por tultimo, con el fin de que quedaran definidos los juegos de primers

disefiados, se realizd una PCR in silico, mediante la herramienta bioinformatica
Ugene, con la cual se recre6 de forma virtual el comportamiento de los primers segin
sus caracteristicas, se visualizo la region especifica de alineamiento y se valido que
no generasen complicaciones en la PCR in vitro “Y. Se ejecuto esta acciéon en cada

juego de primers disefiados en Primer3Plus, se visualizo6 la region de alineamiento, y

las caracteristicas de los juegos de primers:
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553_79-380_2 [s] NC_060933. 1:4989498-5135022 JAK2 [organism=Homo sapiens] [Genell]

C_060933. 1:4989498-5135022 JAK2 [organism=Homo sapiens] [GeneID= I » >>

Rwl
1 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 302
| 3 [302 bp) >
‘% Primers Details ? x
~

Criteria valid values Forward Reverse
% GC S0-60 20.83 31.82
Tm (°C) 55-80 45.43 47.38
GC Clamp >=1Gor C at 3 end 1 Zz
Runs <=4 base runs 10 S

)"(

Figura 9. Amplicon y Caracteristicas obtenidas para el juego de Primer 1,
mediante una PCR in silico en el software Ugene.

Para el juego de primer nimero 1, se visualiz6é un amplicon de 302 pb, siendo
un tamano adecuado para una amplificaciéon por PCR, de igual forma se obtuvo una
probabilidad media en formacion de dimeros o heterodimeros que pudiesen haber
intervenido en la reaccion. Por otro lado, ambos primers presentaron un contenido de
GC bajo, lo que podria haber afectado la eficiencia de la amplificacion, al igual que
presentaron temperaturas de fusion menor a lo establecido en las bibliografias y a lo
reportado por el software de disefio Primer3Plus, ya que Ugene utiliz6 la regla de
Wallace para el calculo de temperatura de fusion, éste reportd temperaturas diferentes
en comparacion a las calculadas en el software Primer3Plus, el cual utilizé la formula

termodinamica %,
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Figura 10. Amplicon y Caracteristicas obtenidas para el juego de Primer 2,
mediante una PCR in silico en el software Ugene.

Para el juego de primer 2, el amplicon fue de menor tamafio, amplificé una
banda de 121 pb, en este caso, se presentd un valor de Tm igual en ambos primers,
por otro lado, el programa reportdé un contenido de GC disminuido para el primer
Forward y Reverse, debido a que Ugene trabajo con un rango que oscilo entre 50 a
60%, por su parte, en el momento en que se disefiaron los primers se tomd un rango
que oscilo entre 40 a 60%, los cuales se obtuvieron bibliograficamente, esto no

representd un problema en la PCR in-vitro *V

, sin embargo, presentd alta
probabilidad de formar estructuras complementarias entre si (Heterodimeros) por su

elevada autocomplementariedad, por ende, existid la probabilidad de que hubiesen
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errores en la PCR in vitro de forma moderada, y se hubiesen obtenido resultados

pocos satisfactorios no relevantes para el interés de diagnostico necesario.

IIC_060933. 1:4989498-5135022 JAK2 [organism=Homo sapiens] [GeneID= *}> » »

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 332

P

)

Rv3
LI 20 40 60 30 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 33%
[332 bp) rd
% Primers Details ? X
~
Criteria valid Values Forward Reverse o
% GC 50-60 45.45 29.17
Tm (°C) 55-80 63i75 60.27
GC Clamp »>=1Gor C at 3 end 3 3 v
Runs <=4base runs 3 3 T
v
I

Figura 11. Amplicéon y Caracteristicas obtenidas para el juego de Primer 3,
mediante una PCR in silico en el software Ugene.

El tercer juego de primer, present6 una banda de amplificado de 332 pb, con
una temperatura de alineamiento promedio de 62 °C, presentd baja
autocomplementariedad y baja capacidad en la formacion de heterodimeros, por otro
lado, es de importancia resaltar que el primer Reverse presentd bajo contenido de GC
lo cual podria haber generado una alineaciéon un poco mas débil a lo establecido

bibliograficamente pero se generaron resultados igual de satisfactorios.
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Figura 12. Visualizacién de la zona de alineamiento obtenida para los tres juegos de
Primers disefiados, mediante una PCR in silico en el software Ugene.

Lo expresado en la figura 12, permitid visualizar en conjunto las diferentes
ubicaciones de alineamiento de los tres juegos de primers diseiados, y la distancia de
ellos con la zona de interés. Se evaluaron las caracteristicas de cada primer por
separado y se visualizo la distancia entre la zona de alineamiento, por ende, se

concluyd lo siguiente:

e Eljuego 1 de primers, presentd un Tm bajo (Figura 9), esto indico la posibilidad
media en la formacion heterodimeros, y presenté muy baja concentracion de GC,
también se visualizé que el inicio de alineacion del primer forward (Fw1) ocurri6
a 76 pb antes de la posicion donde se genera el polimorfismo del nucledtido
(G>T), siendo una distancia bastante cercana lo que podria interferir en el
resultado de la secuenciacion de los fragmentos amplificados al encontrarse en la

zona de 1nicio.

e Al evaluar el juego 2, se observo el mismo inconveniente en la ubicacion de

alineamiento, observado en el juego 1 de primers, donde en este caso, el primer
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Forward (Fw2) y Reverse (Rv2) alinearon en una zona mds cercana al punto
donde se genera el polimorfismo, lo cual hubiese acarreado los mismos errores
presentados en el juego 1 de primers, ademas, como caracteristicas individuales
presentaron alta capacidad de formar estructuras secundarias por la interaccién

entre ellos, por ende, se descartd automaticamente como opcion.

e El juego de primer 3, se consideré el mas optimo para realizar in vitro la
amplificacion exitosa del gen JAK2, debido a que presentdé una zona de
alineamiento en el gen a una distancia considerable de 106 pb de la zona de
interés, y caracteristicas propias (Figura 11), esto indico que al trabajar bajo esas
condiciones establecidas, el uso de estos primers no generarian complicaciones en

los resultados de la amplificacion y secuenciacion.

Posterior a la seleccion del juego de primers a utilizar, se solicitd a un
proveedor fabricante de oligonucledtidos, los primers en forma liofilizada, para
ser utilizados en la deteccion de la mutacion JAK2V617F en el ADN de los

pacientes estudiados.

e Aplicacion de las Técnicas de Biologia Molecular.

Se estudiaron 45 pacientes con sospecha o diagnodstico anatomopatologico de
neoplasias Mieloproliferativas (NMP) sin expresion leucémica en cualquiera de sus
formas (PV: Policitemia Vera, TE: Trombocitemia Esencial, MFP: Mielofibrosis
Primaria) que acudieron a consulta hematologica por presentar un diagndstico de una
neoplasia mieloproliferativa, los mismos, fueron categorizados de acuerdo a la NMP,
se obtuvieron los siguientes resultados: 26 (57.8%) de los pacientes presentaban PV,
9 (20%) de los pacientes presentaban TE y 10 (22.2%) de los pacientes padecian de
MFP.
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Figura 13. Categorizacion de los pacientes de acuerdo al diagndstico clinico.

A cada paciente, se le tomo6 una muestra de Sangre total, por flebotomia y en
casos especiales se obtuvo la muestra por aspirado medular, procedimiento que fue
llevado a cabo por el médico hematdlogo. Las muestras sanguineas, fueron
trasladadas al Laboratorio de Genética Molecular GENMOLAB, donde se inicid la
preparacion de la mismas para la Extraccion de ADN, procedimiento que fue llevado
a cabo bajo el método salino propuesto por de Lahiri y Numberger *® vy,
posteriormente se cuantificd cualitativamente el material genético extraido (ADN) a
través, de una electroforesis horizontal en gel de agarosa a 1.5x revelado con

SyberSafe, se visualizo una extraccion exitosa y la calidad de la muestra de ADN fue

la adecuada.
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1: Marcador de peso molecular de 100 — 1000 pb.
2 — 11: Muestras de ADN extraido.

Figura 14. Corrida electroforética, de las muestras extraidas.

En el momento en que se visualizo la cantidad de ADN extraido, se
determino, la cantidad de muestra de ADN que se utilizaria posteriormente en el
proceso de PCR, en el cual se utilizaron volimenes que oscilaron entre los 2 a 4 pL.
La cantidad de muestra utilizada estuvo condicionada por la intensidad y grosor de la
banda observada tras la electroforesis. Las muestras en las que la banda de ADN
extraido presentaban una gran intensidad y grosor, fueron diluidas en una proporcion
1:2 con H,O ultra pura, se obtuvo de esta forma, un ADN mas diluido, ya que las
altas concentraciones de ADN, hubiesen inhibido la PCR, por exceso de

componentes.

La reaccion en cadena de la polimerasa punto final (PCR), fue llevada a cabo
en un termociclador GeneAmp PCR System 9700, bajo las condiciones establecidas
en el disefio de los oligonucleotidos sintetizados, se empled una MasterMix de PCR
GoTaq G2 de la casa comercial PROMEGA, se aplicaron 40 ciclos de variaciones de
temperaturas, cada ciclo consistio en: 15 segundos de desnaturalizacion a 95°C, 15
segundos de Temperatura de Alineamiento a 62°C, 15 segundos de Temperatura de

extension a 72°C, y un periodo de extension final de 3 minutos a 72°C, quedando
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asegurado de que todos los productos de amplificacion hayan sido completamente
terminados y tuviesen exactamente la misma longitud. Como paso previo al inicio del
ciclado se realizd un calentamiento a 95°C por 3 minutos para la activacion de la
DNA polimerasa. Cada muestra, fue amplificada por separado 3 veces (por
triplicado), con esto se asegurd la veracidad de los resultados obtenidos en cada

replica de las muestras.

Los resultados de la PCR, fueron llevados a una electroforesis en gel, en la
cual se revelaron los fragmentos amplificados y se evidencio la eficacia del primer al
haber amplificado la region de interés con un producto de 332 pb. Como control de
calidad de la PCR, se incluyeron ademds de las muestras de interés, un control
negativo, un blanco de reaccion que consistié en agua destilada y un control positivo,

con esto se evaluo la capacidad de los primers en amplificar la region de interés.

ik KR} H«'&'HT

PM: Marcador de peso molecular 150 — 600 pb 1-9: Muestras Amplificadas
C- : Control Negativo B: Blanco de reaccién
- C+: Control Positivo

Figura 15. Corrida electroforética, del fragmento JAK2 amplificado.

Posteriormente, se procedio a la purificacion de los fragmentos amplificados a
través del método de purificacion de ADN por perlas magnéticas, en el cual se utilizo

el estuche comercial MagneSil-Green de la casa comercial PROMEGA .

36



A los productos amplificados y purificados, se les aplicé la técnica de
Secuenciacién Sanger, basada en una electroforesis capilar, en la que se obtuvo la
secuencia especifica de nucleotidos que conforman el fragmento amplificado. Para
ello, las muestras fueron tratadas previamente con un reactivo de marcaje (BigDye —
Terminator v3.1 de la casa comercial APPLIED BIOSYSTEMS), se aplico la misma
técnica de PCR, pero se sustituyo el reactivo GoTaq G2, por el reactivo BigDye
Terminator, el cual estuvo constituido por didesoxinucleotidos (ddNTPs) marcados
con un fluoroforo cuya fluorescencia fue detectada por el secuenciador.
Posteriormente, se purifico el producto del marcaje, con esto se eliminaron los

residuos producidos en la reaccion. (Protocolo explicado en la Figura 5A y 5B).

Una vez obtenidos los productos marcados purificados, se inicio la
secuenciacion, que se llevdé a cabo en un Secuenciador ABI modelo 310, cuyos
resultados (Electroferogramas) fueron analizados en el programa Gene Analyzer
V.3.0, con el que se evidencid la secuencia nucleotidica de cada muestra y se

determino si presentaba la mutacion (G>T) en el coddon de interés.

A A ATT ATG G A GT AT 6 T|l6lt cjt 6 T 666 A G A C
170 - 190

Figura 16. Electroferograma del Control Negativo.
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Figura 17. Electroferograma del Control Positivo.

En la figura 16 se visualizan los resultados de la secuencia parcial del exon 14
del gen JAK2 del control negativo, en esta se evidencio la presencia de una Guanina
(G) en la posicion 1.849 del ex6on 14 del gen JAK2 lo que indicé un resultado
negativo (homocigoto normal), mientras que en la figura 17 se evidenci6 la presencia
de una Guanina (G) y una timina (T) una en la posicién 1.849 del exén 14 del gen
JAK?2, resultado que se traduce como Positivo (Heterocigoto Mutado), por ende, se
modificd el coddon de interés pasando de ser “GTC” a “TTC”, esto generd una

Fenilalanina en vez de una Valina en la posicion 617 de la proteina JAK?2.

De este modo, se analizaron todos los electroferogramas de los diferentes
pacientes y se obtuvieron 27 resultados positivos de pacientes para la mutacion
JAK2V617F. Es importante resaltar, que no se encontraron incongruencias en los
resultados obtenidos, ya que se mantuvo la misma tendencia del resultado de cada

muestra en las tres repeticiones realizadas.
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Tabla 4. Distribucion de frecuencia de los resultados obtenidos en la deteccion de la
mutacion JAK2V617F segun el tipo de NMP.

Resultados
Positivos Negativos
n % n %
Policitemia Vera (PV) 22 84.6 4 154
Tombocitosis Esencial (TE) 3 333 6 66.7
Mielofibrosis Primaria (MFP) 2 200 8 80.0
Total: 27 60.0 18 40.0

X% 15.89 p<0.001

X?: Resultado de la prueba de Chi*; p: Razon de verosimilitud

En la tabla 4, se puede observar la distribucion en la frecuencia de la mutacion
JAK2V617F, con respecto al tipo de neoplasia mieloproliferativa diagnosticada, se
aprecié una considerable prevalencia de la mutacién en los pacientes estudiados
(60%; n=27/45), con una mayor frecuencia en los pacientes con PV con un 84% (n =
22/26), seguido de TE y MFP con 33.3% (n = 3/9) y un 20% (n = 2/10)
respectivamente. Por otro lado, se evalud la relacion existente entre la mutacion
JAK2V617F con el resto de las variables, esto evidencid una correlacion significativa
con las diferentes entidades patoldgicas del grupo de Neoplasias Mieloproliferativas
sin expresion leucémica (p< 0.001). Por lo tanto, la mutacion JAK2V617F se asocid
significativamente con las manifestaciones patologicas estudiadas, principalmente en

pacientes con Policitemia Vera.
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DISCUSION

La identificacion de la mutacion JAK2V617F, juega un papel central en el
diagnostico de Neoplasias Mieloproliferativas, especificamente TE, PV y MFP. En
2008, la OMS mencion¢ la positividad de la mutacion somatica recurrente en el exdn
14 del gen JAK2, como un criterio principal para el diagndstico de estas patologias,
criterios que se mantienen vigentes actualmente y que fueron revisados por la OMS

en el afio 2016 %32

Por tal motivo, a través del uso de softwares bioinformaticos y técnicas
moleculares se disefiaron primers especificos del gen JAK2 en el exon 14, para la
deteccion de la mutacion JAK2V617F en los pacientes venezolanos diagnosticados

con alguna NMP y con el gen BCR-ABL negativo.

El éxito de los resultados finales en la deteccion de la mutacion radico en la
correcta amplificacion del fragmento de interés en la Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) que dependio6 en gran medida de la especificidad y eficiencia de los
primers utilizados, para ello, en este trabajo de investigacion fueron disefiados tres
diferentes juegos de primers mediante la utilizacion de programa bioinformatico
Primer3Plus, de los cuales se selecciond al tercer juego de Primers ya que cumplié en
su mayor parte con los criterios establecidos por Abd-Elsalam, para el correcto disefio
y uso de los mismos, exceptuando la concentracion GC en el primer Rv, cuya
concentracion levemente disminuida afectaria solamente la fuerza del apareamiento

pero no su capacidad de amplificar @7 .

Entre las caracteristicas propias que cada primer presentd, se mencionan, un
tamafio de 21 y 24 pb, para el primer forward (Fw) y reverse (Rv) respectivamente,
con temperatura de alineamiento (Tm) de 60 °C para el Fw y 64 °C para el Ry,
teniendo una diferencia de Tm de 4 °C, el %GC del primer Fw y Rv fue de 50 y

34,8% respectivamente, éstos presentaron una baja capacidad en la formacion de

40



dimeros y una energia libre de Gibas (AG) de -2 para el Fw y -3 Rv, quedando
minimizada la formacioén de estructuras secundarias que pudiesen haber interferido
con la PCR. En el momento en que evaluo su funcionalidad mediante la aplicacion
una PCR in silico, quedé demostrado que el fragmento amplificado obtenido cuando
se utilizaron estos primer fue de 332 pb, cuya zona de interés se ubico a una distancia

entre el inicio del primer Fw y el Rv de 100 pb aproximadamente.

Estos resultados coincidieron con los obtenidos por Guevara y col (2023),
quienes disefiaron un grupo de primers con el programa Primer3Plus, los cuales
presentaron una longitud que oscilé entre 20 y 19 pares de base, para el primer
forward (Fw) y reverse (Rv) respectivamente, con temperatura de alineamiento (Tm)
de 59,9 °C para el Fw y 62,1 °C para el Rv, teniendo una diferencia de Tm de 2,2 °C,
el %GC del primer Fw y Rv fue de 40 y 52,6% respectivamente, éstos presentaron
una baja capacidad en la formacion de dimeros y una energia libre de Gibbs (AG) de -
3.53 para el Fw y -5.47 Rv, esto dejé minimizada la formacién de estructuras
secundarias que pudiesen haber interferido con la PCR. Cuando evaluaron su
funcionalidad mediante la aplicacion una PCR in silico, quedo demostrado que el

fragmento amplificado obtenido cuando se utilizaron estos primer fue de 147 pb ).

Esto pone en manifiesto que la especificidad y eficiencia de los primers
disefiados cumpli6 con los criterios establecidos por Abd-Elsalam, para el correcto
uso y disefio de los primers ®°. Se logro que el disefio fuera altamente especifico,
sensible y efectivo para la aplicacion de la PCR in vitro, se obtuvieron resultados

satisfactorios comparados a los obtenidos in silico.

En esta investigacion, se estudié una poblacion de pacientes diagnosticados
con Neoplasias Mieloproliferativas, éstos se categorizaron segun el tipo de NMP que
presentaban, en cuyos resultados se observd que de un total de 45 pacientes con
diagnoéstico de NMP, el 57.8% (n= 26) de los pacientes fueron diagnosticados con

PV, 22.2% (n= 10) con MFP y el 20% (n= 9) restante de los pacientes con TE. Se
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compard la distribucion en la categorizacion de los pacientes segiin su manifestacion
patoldgica, con la poblacion de estudio de otros investigadores, en contraste con la
investigacion realizada por Aguilar y col en el afio 2020, quienes incluyeron a 264
pacientes, de los cuales un 25.4% (n= 67) presentd PV, un 42,8% (n= 113) presento
TE y el restante 31,8% (n= 84) con MFP. Esto evidencia que el tipo de NMP
expresada puede ser variable entre poblaciones, pudiendo verse influenciada por los
factores propios de cada poblacién, lo cual explicaria la diferencia entre los

porcentajes de los pacientes en cada patologia de ambos estudios .

Ahora bien, en un estudio realizado por Giraldo y col para el afio 2023, se
evalud el perfil mutacional para Neoplasias Mieloproliferativas en una poblacion
conformada por 52 pacientes con PV, TE y MFP, obtuvieron como resultado que la
mutacion JAK2V617F la portaban el 51.9% de los pacientes, la mutacion CALR el
23.0% y la mutacion MPL el 3.8% y teniendo un 23.0% de triple negativos para las
mutaciones analizadas ). Esto @ltimo coincide con los resultados obtenidos en el
presente estudio, en el cual de una poblacion de 45 pacientes diagnosticados con PV,
TE y MFP, la mutacion JAK2V617F, fue detectada en el 60% de los casos
estudiados, evidenciado que la mutacion en JAK2V617F se encuentra expresada en

mas del 50% de la poblacion afectada, tal como lo expresa la OMS .

Por otro lado, en contraste con los resultados obtenidos por Samia y col en
Tanez (2021), encontraron que de un total de 974 pacientes solo se detectd la
mutacion JAK2V617F en el 35,8% (n= 349) de los casos, de los cuales informaron
que la frecuencia de la mutacion fue del 37% en PV, 44% en TE y 25% en MFP, en
este contexto indicaron que hasta el 62% de los pacientes con PV dieron negativos

para la mutacion mencionada .

Esto pone en evidencia la discrepancia existente sus hallazgos y los datos
obtenido en la presente investigacion, en el cual se obtuvo una mayor frecuencia en

los pacientes con PV con un 84% de los casos, seguido de TE y MFP con un 33.3% y
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un 20% respectivamente, fenomeno que se pude explicar por los diferentes tamafios
de cohortes, variacion de los grupos étnicos, el polimorfismo de un solo nucledtido y

los factores ambientales de cada region 37

. Concluyeron que los pacientes
tunecinos presentan la tasa de mutacion JAK2V617F mas baja reportada hasta la
actualidad, en relacion a lo reportado en la literatura internacional donde se informé
que la deteccion de la mutacién se encontré negativa en menos del 3% de los

pacientes con PV ©¥39),

Cruz Aleman y col (2016) realizaron un estudio basado en la deteccion
cualitativa de la mutacion JAK2V617F a través de la amplificacion del alelo
especifico mediante la técnica de PCR y determinaron la presencia del fragmento

1 G9 obtuvieron resultados satisfactorios

mutado por medio de electroforesis en ge
que coincidieron con los obtenidos en el presente estudio, donde se detectd la
mutacion JAK2V617F mediante PCR alelo especifico y secuenciacion, esto demostro
que a pesar de la tendencia actual de realizar estudios moleculares cuantitativos
mediante PCR en tiempo real (qPCR), se sigue considerando valido y eficiente el

andlisis cualitativo de mutaciones puntuales, especialmente para la identificacion por

primera vez en una poblacion y/o en las etapas iniciales de las enfermedades.
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CONCLUSIONES

Del estudio realizado las conclusiones mas relevantes fueron:

Se identifico mediante la bibliografia la region en el cual se produce el
polimorfismo de nucledtido Gnico que ocasiona la mutacion JAK2V617F, se

obtuvo la secuencia de referencia del gen de interés JAK2/RefSeq: NG 009904.1.

Se disefio un juego de primers de alta especificidad de alineacidon con la zona de
interés, mediante el programa bioinformatico Primer3Plus, se modificaron las

caracteristicas requeridas a criterio del investigador.

Se seleccion6 el mejor juego de primers disefiados, gracias a la validacion a través
de la PCR in silico mediante el programa Ugene, se verificaron los factores que

puedan generar interferencia en la aplicacion in vitro.

La PCR con los primers disefiados y seleccionados para la deteccion de la
mutacion JAK2V617F se consider6 una técnica de alta especificidad y
reproducibilidad, debido que al aplicar el procedimiento estandarizado por
triplicado no se detectaron vulnerabilidades, y por ende, se mantuvo el mismo

resultado en cada repeticion.

Se detectd la mutacion JAK2V617F en un 60% de los casos estudiados, se obtuvo

una mayor frecuencia en PV con un 84% de positividad.

El uso de técnicas moleculares cuantitativas como la PCR punto final y la
secuenciacion, permitieron identificar de forma certera la presencia o ausencia de

mutaciones puntuales, considerandose una técnica confiable.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda abiertamente a la facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad de Carabobo, en promover las investigaciones cientificas dentro del
analisis molecular y el diagnostic6 hematologico desempeiiados en la escuela de

Bioanalisis

A los estudiantes de Bioandlisis y de otras especialidades en el 4rea de la
salud y las ciencias biomédicas, en realizar estudios complementarios sobre la
frecuencia de esta mutacion y/u otras dentro del perfil mutacional de las neoplasias
mieloproliferativas, con el fin de colaborar a la correcta clasificacion en el

diagnostico de las neoplasias mieloproliferativas en el pais.

Por ultimo, se incentiva a los profesionales y estudiantes de ciencias de la
salud a que contintien realizando trabajos de investigacion que reflejen la
epidemiologia de las neoplasias mieloproliferativas y/u otras enfermedades en
Venezuela, debido a que muchos de estos datos en la actualidad se desconocen. Por

tanto, cualquier actualizacion epidemiologica sera un gran aporte.
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ANEXO A @D%E

p UNIVERSIDAD DE CARABOBO R S
e FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD A

BIGANALISIS  ESCUELA DE BIOANALISIS-SEDE CARABOBO ENMOLAB

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Consentimiento Informado para participar en el proyecto de investigacion sobre:
“ONCOGEN JAK2, BIOMARCADOR DIAGNOSTICO EN PACIENTES CON
NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS (NMP). VENEZUELA. 2024.”

Introduccion.

Nos dirigimos a usted para informarle acerca de un proyecto de investigacion,
desarrollado por estudiantes de pre-grado de la Escuela de Bioanalisis de la
Universidad de Carabobo, Sede-Carabobo, en el que se le invita cordialmente a
participar.

Su participacion es voluntaria. Por favor, tdmese el tiempo que necesite para leer la
siguiente informacion, consultar y preguntar a los investigadores de este estudio, si
hay algo que no le queda claro o si desea obtener mayor informacion al respecto.

Objetivo del estudio.

El objetivo del estudio es determinar la mutacion V617F (oncogén JAK?2) para el
diagnéstico de Neoplasias Mieloproliferativas (PV: Policitemia Vera, TE:
Trombocitemia Esencial, MFP: Mielofibrosis Primaria), a través de técnicas de
biologia molecular en Venezuela en el afio 2024, y asi poder distinguir la relacion
existente entre la mutacion antes mencionada y el estado clinico de los pacientes,
con el fin de que la investigacion pueda contribuir en el avance médico de la
enfermedad en Venezuela, para el beneficio de otros pacientes, en el futuro.

Este estudio de investigacion ha sido aprobado por el Comité de Etica de
GENMOLAB, C.A, Laboratorio de Genética Molecular, ubicado en el Km 21 de la
carretera Panamericana, Centro Comercial La Cascada, Centro Profesional, Piso 3,
Oficina 20, Carrizal, Edo-Miranda, lugar donde se llevara a cabo el desarrollo de la
investigacion gracias a la colaboracion de su departamento de Diagnéstico
Molecular, que cuenta con amplio grupo de profesionales expertos en el area de
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estudio, y por parte del Comité de Bioética de la Escuela de Bioanalisis,
Universidad de Carabobo Sede- Carabobo. Siendo ambas instituciones, las
encargadas de respaldar y validar la presente investigacion, asegurando que el
desarrollo del estudio se lleve a cabo bajo el reglamento del Cédigo de Etica para la
Vida, rigiéndose por las leyes Nacionales y por los principios establecidos en las
declaraciones Universales para las investigaciones genéticas en humanos.

Es importante enfatizar, que en el presente proyecto sélo se utilizardn muestras
sobrantes de la practica asistencial. Por tanto, el empleo de estas muestras no
supondra para usted, ninguna molestia o riesgo.

Procedimientos del estudio y posibles riesgos y molestias.

La participacion como voluntario en este estudio no produciria ninguna molestia y
no implica riesgo alguno para la salud. El desarrollo del estudio se realizara
mediante andlisis molecular asociado a un oncogén especifico (JAK2V617F), en
muestras sanguineas obtenidas por el método de Venopuncion, de una poblacion
susceptible; grupo de pacientes diagnosticados o con sospechas de una neoplasia
mieloproliferativa.

Su participacion en este estudio conlleva la obtencion y utilizacion de muestras
biologicas con fines de investigacion, es por ello que la Asociacion Médica
Mundial ha promulgado la Declaracion de Helsinki como una propuesta de
principios €ticos que sirvan para orientar a los profesionales del area de la salud que
realizan investigacion médica en seres humanos, debido a que en esta linea de
investigaciones se incluye la manipulacion del material humano o de
informacion identificables, por lo tanto, en el art. 9 del tratado antes mencionado se
expresa: “Los investigadores deben conocer los requisitos éticos, legales y juridicos
para la investigacion en seres humanos en sus propios paises, al igual que los
requisitos internacionales vigentes”, con la finalidad de proteger la vida, la salud, la
intimidad y la dignidad del paciente participe de la investigacion.

En tal sentido, se expone a continuacion articulos contemplados en la Constitucion
de la Republica Bolivariana de Venezuela, Articulo 46, Ordinal 3 “Ninguna
persona sera sometida sin su libre consentimiento a experimentos cientificos, o a
examenes médicos o de laboratorio, excepto cuando se encuentre en peligro su vida
o por otras circunstancias que determine la ley” y Articulo 15 del codigo de
Deontologia Médica Venezolano, que expone: “El médico no expondrd a su
paciente a riesgos injustificados. Pedira su consentimiento para aplicar los
procedimientos diagndsticos y terapéuticos que considere indispensables y que
puedan afectarlo fisica o psiquicamente”
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Al firmar este documento, usted acepta que se utilicen Los Sobrantes de las
Muestras, posterior al analisis del estudio solicitado por el médico tratante, para los
fines de este estudio de investigacion.

Es nuestro deber hacerle saber que sus muestras como sus datos se mantendran bajo
las condiciones de seguridad adecuadas y se garantiza que los sujetos no podran ser
identificados por personas distintas a las autorizadas. Las muestras sobrantes se
almacenaran en las instalaciones del Laboratorio de Genética Molecular
GENMOLAB.

Es importante resaltar que el paciente no percibird beneficio econémico por la
donacion de las muestras y la cesion de los datos proporcionados, ni tendra derechos
sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos que puedan
conseguirse como resultado de la investigacion desarrollada. En caso de que se
planteara el uso o cesion de sus muestras en una investigacion diferente, los
investigadores a cargo del estudio, se pondran en contacto con usted con el fin de
solicitar nuevamente su consentimiento.

Participacion y retirada voluntaria.

Usted puede decidir libremente si desea o no formar parte en este estudio; La
participacion es totalmente voluntaria. Si decide participar, sigue teniendo la
posibilidad de retirarse en cualquier momento sin tener que dar explicaciones y sin
penalizacion alguna, ni consecuencias negativas para Ud. Si cambiara de opinion en
relacion con sus muestras o sus datos, tiene derecho a solicitar su destruccién o
anonimizacion. No obstante, debe saber que los datos que se hayan obtenido en los
analisis realizados hasta ese momento, podran ser utilizados para los fines
solicitados y podrdn conservarse en cumplimiento de las obligaciones legales
correspondientes.

Proteccion de datos y confidencialidad.

Toda la informacion sobre sus resultados se tratard de manera estrictamente
confidencial. El equipo investigador se compromete a cumplir con la normativa de
proteccion de datos. Los datos recogidos para el estudio seran identificados a través
de una secuencia numérica (c6digo), de forma que no se incluya informacion
personal que pueda identificarle y sélo el equipo investigador podrd relacionar
dichos datos con usted. Si los resultados del estudio fueran susceptibles de
publicacion en revistas cientificas, en ninglin momento se proporcionaran datos
personales de los participantes en esta investigacion.
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Informacion sobre resultados.

En el caso de que usted lo solicite, al final del estudio, se facilitara informacion
sobre los resultados del proyecto de investigacion en el que se utilizd sus muestras.
En el caso de que en este estudio se obtuvieran datos que pudieran ser relevantes
para usted o su familia, puede solicitar que le sean comunicados, si asi lo indica en
la casilla que aparece a continuacion.

1. Deseo que el investigador me comunique la informacidon genética que pueda ser
relevante para mi salud o la de mis familiares.

oSI o NO

2. En caso de almacenamiento de muestras, consiento al almacenamiento y uso de
las muestras bioldgicas, para futura investigaciones en las condiciones explicadas
en esta hoja de informacion.

oSI o NO

3. Consiento en que en el futuro se acceda de nuevo a mi historia clinica para
recoger datos que se consideren importantes para realizar otras investigaciones
relacionadas con la especialidad médica o el area de investigacion del presente
estudio.

oSI o NO
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ANEXO A

(w’s
Laboratuno de Genética Molecular
. . SENMOLAB

J-400277752

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE BIOANALISIS-SEDE CARABOBO
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULARGENMOLAB.

Cmdad - Dia- . Mes: . Aiior

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titalo del estudio:

“ONCOGEN JAK2, BIOMARCARADOR DIAGNOSTICO EN PACIENTES CON NEOPLASIAS
MIELOPROLIFERATIVAS (NMP). VENEZUELA. 2024.”

Yo , htular del mimero de cédula V-

Consiento que:
1. He hablado con los Investigadores a cargo del estudio.
2. Helido la hoja de mformacion que se me ha entregado.
3. Herecibido suficiente informacion sobre el estudio.
4. He podido hacer preguntas sobre el estudio.

Comprendiendo que mi parficipacion es vohmtaria y que puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin
tener que dar explicaciones y sin que tenga ninguna repercusion negativa.
Por lo tanto, ACEPTO voluntaniamente participar en ¢l proyecto y autorizo €l uso de las muesiras

sobrantes de la prictica asistencial y toda la mforinacion obtemda, para llevar a cabo el desarrollo del
proyecto de mvestigacion exphcado con anteriondad.

Enticndo que recibiré una copa firmada de este consentinmento mformado.

Firma del participante Fima de (1) nvestipador

Firma del Testigo Firma de Testgo

Contacto Investigadores: Freddy Marquines, Lania Paredes, Lourdes Gomez
TLF: 0424-272-57-52 / (414-415-88-23 [ (414425-1948 [ (0424497-61-79.

EMEil: mutacion. v6l 7i@gmail.com

57



BI®ANALISIS

g%mmwﬂ de Genética Molecular @
ENMOLAB

GOMZALEZ DUQUE

J4002TTTSE

1. DATOS DEL PACIENTE

FECHA DENACIMIENTO: f /

CIUDADDONDERESIDE:
SEXO. M__ F

TLF (Flaby

TLF (Celx

EMAIL:

2. ENFERMEDADES
INFECCIOSAS.

CITOMBEGALOVIRUS.
TUBERCULOSIS.

HEPATITIS. o )
Vims FPariceln zoster (Hepes zoster)
HIV.

I o s |

OTROS:

3. DATOS DE MUESTRA

FECHA DERECEPCION- / !

TIPO DE MUESTRA-

PROCEDIMIENTO DE OETENCION DE
MUESTRA-

MEDICO TRATANTE:

4. ONCOGEN A ANALIZAR
NEOPLASIASMIELO PROLIFERATIVAS

0O JAK2

ANEXO B

HISTORKA
PMEPRICH.

“ONCOGEN JAK2, BIOMARCARADOR DIAGNOSTICO EN PACIENTES CON
NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS (NMP). VENEZUELA. 2024.”

N

5. CONSIDERACIONES PARA DIAGNOSTICO DE MUTACION

JAK2
Ha sido el pacente diagnosticado conalouma NMP: SI = NO

Tipo de NMP (En caso afirmatwo):

iTene usted realizado el estudio molecular BCR/ABL ? 5 | NO

Indique Resukado: POSITIVO: NEGATIVO:

;Hay o conoce alpiin caso de mutaciones en el JAK 2 en su famiha?:
SI_ NO__

Indique parentesco:

iEn su farmiba hay historia médicade cincer? SI_ == NO_

Tipo de cancer (En caso afymativo):
Edad en que fue diagnosticado {famihar):

6. HEMOGRAMA

WBC = cel/nm3 RBC = cel/mm3X10m6
HB  pridL HTO %

PLQ = cel/nm3X1003

FORMAN.A DIFERFNCIAL

Seg.Nearofiles % Seg.Fosimofiles = %

Limfocitos % Moaocitos %

7. CONSIDERACIONES GENERALES

* ;Hapreseniado alguna comphcaciym, asociada a la enfermedad base?:

S N0
* [ndique cuales:

e ;Reche alim tratamiento para la Neoplasia melbproliferativa?
SI NO

e Indique cuales:
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