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Validacion de cebadores especificos para la deteccion de

las variantes p190 y p210 del transcrito de fusion BCR/

ABLI mediante reaccion en cadena de la polimerasa con

transcriptasa reversa en pacientes pediatricos con leucemia

mieloide cronica y su confirmacion por secuenciacion

Drs. Scarlet N.Valladares's, Migdelys A. Alejos?*, Maria A. Duarte*, Alberto A. Frango®,
Mariana C. Eleizalde®®, Hector R. Rangel®, Ana F. Convit’"

RESUMEN

La leucemia mieloide cronica (LMC) representa el
2 %-3 % de las leucemias pedidtricas, estd asociada
a una enfermedad mds agresiva y tiene como
caracteristica la presencia del transcrito de fusion
BCR/ABLI. A través de la RT-PCR, una técnica de
biologia molecular altamente sensibley especifica, se
detectalatranslocacion cromosomicamds frecuente en
pacientes pedidtricos con LMC: 1(9;22)(q34;q11). La
especificidady eficaciade la RT-PCR depende en gran
medida de los cebadores utilizados en la reaccion y
paraellolavalidacionde estos es necesaria. Lamisma
permite verificar ladeteccionde la secuenciadiana, ast
como la eficienciay posible uso de los cebadores para
el diagnostico. La Unidad de Diagndstico Molecular
dela Fundacion Jacinto Convit(UDM-FJC) se propuso
validar cebadores especificos para la deteccion de la
translocacion mds comin en pacientes pedidtricos
con LMC mediante RT-PCR. Los productos obtenidos
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de las variantes en estudio fueron secuenciados
mediante el método de Sanger y analizados a través
de las herramientas bioinformdticas PCR virtual,
MultiAliny BLASTN. Como resultado se obtuvo altos
porcentajes de similaridady coberturade las variantes
ela2yb3a2 para BCR/ABLIp190y BCR/ABLIp210,
respectivamente. Adicionalmente las secuencias
obtenidas fueron publicadas en GenBank. Esta
validacion demuestra que los cebadores empleados
en la UDM-FJC son adecuados para el diagnostico
molecular en pacientes pedidtricos con LMC, debido
a que presentan una buena especificidad y eficiencia
en la deteccion del transcrito de fusion mds frecuente
en este tipo de leucemia.

Palabras clave: Leucemias, transcritos de fusion,
leucemia mieloide cronica, cebadores, validacion,
método de Sanger.

SUMMARY

Chronic myeloid leukemia (CML) represents
2 %-3 % of pediatric leukemia, is associated with
a more aggressive disease and characterized by the
presence of the BCR/ABL fusion transcript. Through
RT-PCR, a highly sensitive and specific molecular
biology technique, the most frequent chromosomal
translocation is detected in pediatric patients with
CML: 1(9;22)(q34; ql1). The specificity and efficacy
of RT-PCR depends to a large extent on the primers
used in the reaction, therefore a validation of these
is necessary. It allows to verify the detection of the
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target sequence, as well as the efficiency and possible
use of the primers for diagnostics. The “Unidad
de Diagndstico Molecular de la Fundacion Jacinto
Convit” (UDM-FJC) setout to validate specific primers
for the detection of the most common translocation
in pediatric patients with CML using RT-PCR. The
products obtained from the variants under study were
sequenced using the Sanger method and analyzed
using the virtual PCR, MultiAlin, and BLASTN
bioinformatics tools. As a result, high percentages
of similarity and coverage of the variants ela2 and
b3a2 were obtained for BCR/ABLI variant p190 and
BCR/ABLI variant p210, respectively. Additionally,
the sequences obtained were published in GenBank.
This validation shows that the primers used in the
UDM-FJC are suitable for molecular diagnosis in
pediatric patients with CML, due to their adequate
specificity and efficiencyindetecting the most frequent
fusion transcript in this type of leukemia.

Key words: Leukemia, fusion transcripts, chronic
myeloid leukemia, primers, validation, Sanger method.

INTRODUCCION

La leucemia mieloide cronica (LMC) es un
tipo de desorden clonal mieloproliferativo que
resulta de la transformacién neopldsica de las
células hematopoyéticas pluripotenciales, como
consecuenciadelatranslocacion t(9,22)(q34;q11)
conocidacomo cromosoma Filadelfia (1,2). Esto
ocurre debido a una yuxtaposicion del gen ABLI
del cromosoma 9 y del gen BCR del cromosoma
22,dando como resultado el transcrito de fusion
BCR/ABLI (Breakpoint Cluster Region-Abelson
Leukemia virus), que codifica proteinas con
actividad tirosina quinasa (1,3 ,4).

La LMC es mas frecuente en las edades
comprendidas entre los 65 y 74 afios, en las
cuales presenta una incidencia del 21,4 %. Esto
contrastaconlo observado enlapoblacién juvenil
(>20 anos) donde solo representa el 2,1 % (5).
Por otra parte la LMC representa el 2 %-3 % de
todas las leucemias en nifilos menores de 15 afios
y el 9 % de todas las leucemias en adolescentes
entre 15 y 19 afios, con una incidencia anual
de 1 y 2,2 casos por millén en estos dos grupos
etarios, respectivamente (6,7).

En Venezuela para el afio 2018, se estimaron
1 609 nuevos casos de leucemia en la poblacién
general, con mas de 1 074 fallecidos (8). No
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obstante las cifras estadisticas actuales de
incidencia en la LMC en pacientes pediatricos
en el pais se desconocen.

En la LMC las variantes mas comunes del
transcrito de fusion BCR/ABL son tres: las
variantes b2a2 y b3a2 que dan lugar a una proteina
de 210 kDa (BCR/ABLI p210), es la alteracién
mas comun en pacientes pediatricos con LMC
y se presenta en mas del 90 % de los casos; y
la variante ela2 (BCR/ABLI p190) que es poco
frecuente (0,26-3,31 %) (3,9). En pacientes
pediatricos la LMC presenta un desarrollo
lento y un comportamiento muy agresivo. Se
manifiesta por una fase crénica asintomatica
que se caracteriza por una sobreproduccién
de células mieloides inmaduras y granulocitos
maduros, y que posteriormente avanza a una
fase acelerada. Sin embargo, la mayoria de los
pacientes pediatricos con LMC pasan de una
fase crénica asintomatica a una fase blastica; esta
dltima tiene un curso fatal y presenta mas de un
30 % de células blasticas en médula 6sea (7,10).
Esimportante resaltar que la supervivenciade los
pacientes con LMC ha aumentado debido al uso
de inhibidores tirosina quinasa (TKI) (11-13).

El uso de una técnica molecular sensible y
especifica como la reacciéon en cadena de la
polimerasa con transcripcion reversa (RT-PCR)
es capaz de detectar de manera eficaz y rapida
las variantes mas comunes del transcrito de
fusiéon BCR/ABLI en pacientes pedidtricos con
LMC. La presencia de este transcrito de fusion
aporta informacién esencial de valor clinico
diagnodstico, prondstico, prediccion de respuesta
al tratamiento y progresion de la enfermedad en
estos pacientes (14-16).

La especificidad y eficacia de la RT-PCR
depende en gran medida de los cebadores
utilizados. Estos pueden generar productos
inespecificos y formar estructuras secundarias
o dimeros que disminuyen la eficiencia de la
reaccion (17), lo que puede afectar el resultado
del diagndstico de un paciente.

Para garantizar unresultado fiable es necesario
validar los cebadores que se utilizan en la prueba.
La validacién de los cebadores se puede realizar
a través de herramientas bioinformaticas y la
evaluacién experimental en el laboratorio a partir
de la verificacion de los productos obtenidos
mediante la RT-PCR (18,19).
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La secuencia de nucleétidos del producto
obtenido mediante la RT-PCR se puede
determinar en el laboratorio por el método de
Sanger, que es la prueba de oro para secuencia-
ciénde acidos nucleicos (20). Suresultado puede
compararse con otras secuencias publicadas
mediante herramientas bioinformaticas (18),
con el fin de evaluar el porcentaje de identidad,
cobertura, entre otros parametros, que permiten
la identificacion de genes y variantes (21).

Debido a lo expuesto, la Unidad de Diagnds-
tico Molecular de la Fundacion Jacinto Convit
(UDM-FJC) —que brinda un servicio de
diagnoéstico molecular gratuito a la poblaciéon
oncoldégica pediatrica mas vulnerable que acude
a hospitales publicos del territorio nacional —
se propuso validar los cebadores especificos
previamente reportados en la literatura y que
utiliza en la deteccion de las alteraciones
cromosOmicas mas comunes del transcrito
de fusiébn BCR/ABLI variantes p190 y p210,
mediante RT-PCR en pacientes pediatricos con
LMC.

MATERIALES Y METODOS

1. Muestras

1.1 Muestras biolégicas

Se utiliz6 ADNc de muestras de pacientes
anénimos consideradas positivas por RT-PCR y
usadas como controles positivos en el presente
estudio. Estas fueron donadas a la UDM- FIC
por el Banco Municipal de Sangre del Distrito
Capital y Hospital Miguel Pérez Carrenio. El
presente estudio guarda relaciéon directa con
la condicién clinica que motivé la extraccion
original de la muestra.

2. PCR virtual

Las secuencias de los cebadores empleados
en la UDM-FJC se describen en el Cuadro 1
y estan reportados en la literatura. El sitio de
hibridacion de estos cebadores fue evaluado in
silico mediante una PCR virtual con el software
Sequence Extractor (22), usando secuencias de
referencia como molde (Cuadro 2).
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3. Reacciéon en cadena de la polimerasa y
visualizacion de productos

La PCR se realiz6 por separado para cada
variante del transcrito de fusién analizado en este
estudio, con los cebadores descritos en el Cuadro
1. Lacalidad del ADNCc se confirmé amplificando
por PCR el gen constitutivo GAPDH con los
cebadores GAPDH Up/Down (23) (Cuadro 1). La
reaccion se realizé en un termociclador (BIOER)
programado conunadesnaturalizacioninicial a94
°C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 30
segundos a 94 °C, 50 segundos a 64 °C, 1 minuto
a 72 °C y una extension final durante 5 minutos
a 72 °C. Se incorporaron en la PCR, controles
positivos (pacientes con la translocacién en
estudio), sanos (pacientes sin la translocacién)
y negativos (sin templado). Los productos fueron
evaluados a través de electroforesis en geles de
agarosa al 1,5 % tefiidos con bromuro de etidio
(BrEt), visualizados con el equipo Axygen® Gel
Documentation System y fotodocumentados con
Axygen Imaging.

4. Purificacion de los productos y secuenciacion
automatizada

Los productos de RT-PCR obtenidos por
separado para cada variante del transcrito de
fusién analizado, con el empleo de los cebadores
previamente mencionados en el Cuadro 1,fueron
purificados utilizando el Kit comercial FavorPrep
GEL/PCR Purification Mini Kit (Favorgen
Biotech Corp). Los productos purificados
fueron visualizados con electroforesis en geles
de agarosa y posteriormente secuenciados en el
Laboratorio de Genética Molecular Genmolab,
C.A (Miranda-Venezuela) con el empleo de
cebadores sentido y antisentido listados en el
Cuadro 1.

5. Analisis irn silico de secuencias

Las secuencias obtenidas del laboratorio
externo de secuenciacién (Genmolab) fueron
visualizadas empleando el software FinchTV
Chromatogram Viewer. Posteriormente se
realizé la secuencia consenso a partir de la
obtenida con cada cebador para los transcritos
de fusioén en estudio, empleando la herramienta
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Cuadro 1

Secuencia de los cebadores empleados para la amplificacion por RT-PCR del gen GAPDH Yy las translocaciones
BCR/ABLI variante p190 y BCR/ABLI variante p210

Geny
translocacion* Cebador Secuencia 5’3"
GAPDH-HUM-Up CATCAAGAAGGTGGTGAA
GAPDH GAPDH-HUM-
Down GGGTCTTACTCCTTGGAG

BCR/ABL1 BCR
BCR/ABLIp190 ¥
BCR/ABL1 CA3

BCR/ABL1 B2B
BCR/ABLI1p210
BCR/ABL1 CA3

ACCGCATGTTCCGGGACAAAAGC

TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTG
CTTGG

ACAGCATTCCGCTGACCATCAAT
AAG
TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTG
CTTGG

* En superindice la referencia bibliografica de cada transcrito de fusién

Multiple Sequence Alignment (MultAlin) (26).
Seguidamente las secuencias consenso fueron
comparadas con secuencias reportadas por otros
autores y almacenadas en el banco de secuencias
GenBank del National Center for Biotechnology
Information de Estados Unidos, por medio del
programa Basic Local Alignment Search Tool —
BLAST (27); con el fin de evaluar el porcentaje
de identidad, cobertura, entre otros parametros.
Adicionalmente, para identificar los puntos de
corte serealizo el alineamiento de las secuencias
consenso para cada gen de fusién, con las
secuencias de referencia reportadas, utilizando
el software MultAlin.

RESULTADOS

Transcrito de fusiéon BCR/ABLI1 variante p190

La amplificacién de la RT-PCR para la
deteccién de la variante p190 del transcrito de
fusién BCR/ABLI, reveld la presencia de una
banda de 500 pb aproximadamente (Carril 4,
Figura 1) que coincidié con el tamaifo de 483 pb
del amplicén, obtenido mediante PCR virtual.
Para este andlisis se emple6 la secuencia de
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referencia de la variante ela2 (Cuadro 2). La
secuencia consenso obtenido con MultAlin se
denominé FJC-BCR-ABL-p190 y publicé en
GenBankbajoelnimerode acceso MH743144.1.
Posteriormente con BLASTN se obtuvo una
cobertura e identidad del 100 % al comparar
FIC-BCR-ABL-p190 con otras secuencias
del transcrito de fusion BCR/ABLI reportadas
(AF113911). Asimismo se identificé el punto
de corte de la secuencia consenso en el ex6n 1
de BCR (NG_009244.1) yexones 1 y2de ABLI
(NG_009244.1), respectivamente y se confirmo
la variante ela2 de BCR/ABLI (Figura 2).

Transcrito de fusion BCR/ABLI variante p210

La amplificacién de la RT-PCR para la
deteccién de la variante p210 del transcrito de
fusion BCR/ABL1, evidencié una banda de 380
pb aproximadamente (Figura 3) que coincidié
con el tamafio de 379 pb que se obtuvo con la
PCR virtual al emplear la secuencia de referencia
de la variante b3a2 (Cuadro 2). La secuencia
consenso obtenida con MultAlin se denominé
FIC-BCR/ABLI-p210 y public6 en GenBank
con el nimero de acceso MH401089.1. La
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Carril

1500 pby —

S00ph —p
400 pb —»
300 pb —*
200 pb
100 pb —»

Figura 1. Amplificacion del transcrito de fusion
BCR/ABLI variante p190 mediante RT- PCR Carriles: 1.
Marcador de peso molecular (MPM) 100 pb (Invitrogen).
2. Control positivo (C+). 3. Paciente sano. 4. Paciente
BCR/ABLI variante p190 positivo. 5. Control sin templado
(NTC).
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Exoni_BCR_NG_000244 GRCGTCEOGEA
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Carril

Figura 3. Amplificacion del transcrito de fusion
BCR/ABLI variante p210 mediante RT- PCR. Carriles: 1.
Marcador de Peso Molecular (MPM) 100 pb (Invitrogen).
2. Paciente BCR/ABLI variante p210 positivo 3. Paciente
sano. 4. Control positivo (C+). 5. Control sin templado
(NTO).

250

OGCOTCOGCA AGACCOOGUA GATCTGGOCC
AGAGCCGGGHCA

MCOATGGCG AGGGCOCCTT
GATCTGGCOO AMCOATGGCD AGGGLGECTT

{ iy o y ) 4 e (T
galehpgtcx axgalgocy  AggoopicH

300

Consonss CCgagac PCagasgoce Lo e o opC bt GoCmgags
o 350
Seq FJC_BCR _ABLY  CTDAGGGTOT DAGTCRAGCC GCTCOTTORA RETOCSAGER NRACCTTCNC

Exoni_BCR_NG_009244

Exan2_ABLE_Ht!_(073120TENGGOYCT GRGTOAMGTD GOTCOTTHGA ACTCTANGEA AAACCTTCTT

Exon3_ABL1_NIL_D07313
Congonsaus

deagpotct  gagigaagec

oticgtigga acicCaaGagh  BBBCCHCIc

Figura 2. Alineamiento de la secuencia FIC-BCR/ABLI (MH401088.1) con las secuencias del exén 1 del gen BCR
(NG_009244.1), 1os exones 2 y 3 del gen ABLI (NM_007313.2) y con la secuencia de referencia para la variante ela2 del
transcrito de fusiéon BCR/ABLI (AF113911.1), empleando el software MultAlin. Las flechas rojas indican el punto de corte
entre ambos genes. La secuencia de nucleétidos resaltados en color azul corresponden al exén 1 del gen BCR y la secuencia
de nucleétidos subrayados en color verde pertenecen al exén 2 del gen ABL.

secuencia consenso se analizé6 con BLASTN vy
se obtuvo una cobertura e identidad del 99 % y
98 % ,respectivamente, al comparar la secuencia
consenso con otras reportadas para la variante
b3a2 de BCR/ABLI (AJ131466.1, M25946.1,
EU216071.1). Asimismo se identificé el punto
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de corte de FIC-BCR/ABLI-p210 en el ex6n
14 de BCR (NG_009244.1) y ex6n 2 de ABLI
(NG_012034.1), respectivamente, con lo que
se confirmo la presencia de la variante b3a2 de
BCR/ABLI (Figura 4).
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Cuadro 2

Secuencias empleadas como molde para la PCR virtual

Secuencia de
referencia

Numero de
acceso
GenBank

BCR/ABLI
variante ela2
BCR/ABLI
variante b2a2
BCR/ABLI
variante b3a2

AF113911.1

KU375572.1

AJ131466.1

JCII
Exonid_BCR_NG_009244

150
TCTGAATGTC ATCGTCCACT
ATCOTCCACT

TCTCCOGOGE TCTATGOGTT
FJG_BCR_ABLp210 AGHM!W TETCOGROGE TCTATOOOTT ICTGAATGTG

Exon2 AEIJ HG 012034
Seq AJ131460.1

Consen s alpalobg 0 foloc

Exonid_BCR_NG n-w?m:mcmmou

Exon2 ABLI_NG 012004
Suq_.l'-\..Hf!-l-l-ﬁﬂ- 1
Consonsus

Exonid_BCR_NG_009244
FJC_| TBCR .ﬁ.ﬂlp?lﬂ

TTTAAGTAG
FJC_BCR_ASLp210  CAGCCACTES ATTTAAGCAS

l.'rl'l,'l.l' attasne

AGATOATGAS lﬂlm TCTATOGOTY mmrm Mm

Ictatoogs N e

ﬁ’,l--

Saq A..I1]1-1-$5 1

Figura 4. Alineamiento de la secuencia consenso FIC-BCR/ABLI-p210 (MH401089.1) con las secuencias de referencia
del ex6n 14 del gen BCR (NG_009244.1), ex6n 2 del gen ABLI (NG_012034.1) y con la secuencia de referencia para la
variante e14a2 del transcrito de fusién BCR/ABLI1 (AJ131466.1); empleando el software MultAlin. Las flechas rojas indican
el punto de corte entre ambos genes. La secuencia de nucleétidos resaltados en color azul corresponde al exén 14 del gen
BCR y la secuencia de nucledtidos subrayados en color verde pertenecen al exén 2 del gen ABL.

DISCUSION

La presencia del transcrito de fusién BCR/
ABLI enlal.MCescaracteristicodelaenfermedad
(1-4). Esto ha permitido tratar a los pacientes
con inhibidores tirosina quinasa, aumentando la
supervivencia de los mismos (7). Debido a la
diversidad de variantes que puede presentar el
transcrito de fusién BCR/ABLI (11,12,28), se
debe contar con una técnica de alta sensibilidad
y especificidad como la RT-PCR, capaz de
detectar de manera eficaz y rapida las variantes
mas frecuentes en pacientes pediatricos con LMC;
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tales como las variantes ela2 y b2a2/b3a2 que
son de gran importancia. En estudios recientes
se demuestra que la RT-PCR es la técnica de
biologia molecular que se continia empleando
para la deteccion de las variantes del transcrito
de fusién mdas comunes en LMC en pacientes
con la enfermedad (4,15,16). La eficiencia y
especificidad de laRT-PCR depende en gran parte
delavalidacion de los cebadores utilizados (17).
Miuiltiples estudios a nivel internacional han
reportado la importancia de la validacién de los
cebadores para su uso en RT-PCR (19,29).
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Para la validacion, una de las técnicas de
laboratorio empleada es la secuenciacion,
la cual permite la identificacion de genes y
variantes (21). La secuenciacién por el método
de Sanger es la técnica estandar de oro que
proporciona la informacién definitiva para
confirmar las variantes de pequefio tamaifio
mediante programas bioinformaticos (21,30).

Conbase alo anterior laUDM-FJC se propuso
validarlos cebadores queempleaenladeteccionde
las variantes p190 y p210 del transcrito de fusién
BCR/ABLI en pacientes pediatricos con LMC,
a través de la secuenciaciéon por Sanger de los
productos de RT-PCR de dichas translocaciones
y el empleo de programas bioinformaticos.

En el caso de BCR/ABLI variante p190, los
cebadores permitieron la deteccién de la variante
ela2 quees poco frecuente (1 %) en pacientes con
LMC (3,9,31); yparael transcrito de fusién BCR/
ABL] variante p210,los cebadores permitieron la
identificaciéon de la variante b3a2 que es la mas
frecuente (95 %) de los casos con LMC (3,9).

Un estudio realizado en 2008 en Venezuela
en pacientes con LMC, reporté mediante
RT-PCR la presencia del transcrito de fusién
BCR/ABLI variante p210 en el 96,1 % de los
pacientes. Asimismo se evidencié que de
estos un 45,6 % presentaba la variante b2a2,
mientras que la variante b3a2 y la co-expresion
b2a2/b3a2 se encontraban en un 41,7 % y un
8.8 %, respectivamente. Por otra parte el 3,9 %
presentaba la expresion de la variante ela2 de
BCR/ABLI p190 (32).

Es importante resaltar que existen estudios
a nivel mundial sobre BCR/ABLI donde
se secuencian los productos de la RT-PCR
obtenidos para confirmar la especificidad de la
reaccién (33,34). Sin embargo existen pocos
reportes de estas secuencias en Venezuela y
publicadas en GenBank. En este sentido las
secuencias obtenidas en el presente trabajo fueron
publicadas en dicha base de datos, aportando
informacién de relevancia para el avance de la
investigacion cientifica a nivel mundial.

En resumen, los cebadores previamente
reportados en la literatura y utilizados en la
UDM- FIC para la deteccién con RT-PCR de
las variantes del transcrito de fusion BCR/ABLI1,
presentan una buena especificidad y eficiencia,y

422

pueden ser utilizados para el diagnéstico de este
transcrito de fusién en pacientes pediatricos con
LMC. Asimismo se debe mencionar que con el
empleo de una PCR anidada se puede lograr una
mayor sensibilidad enladeteccién de las variantes
mas frecuentes en esta enfermedad (30). Porello
la UDM-FJC implementara esta metodologia
para optimizar el protocolo de diagndstico de
las principales variantes del transcrito de fusién
BCR/ABLI en los pacientes pedidtricos con
LMC que son atendidos en la unidad.

CONCLUSION

Mediante la secuenciacién por Sanger de los
productos de RT-PCR y el empleo de herramientas
bioinformaticas,la UDM-FJC confirmdé y validé
los cebadores empleados para la deteccion de
las variantes del transcrito de fusiéon BCR/ABLI1
variante p190 y BCR/ABL variante p210 en los
casos de pacientes pediatricos referidos anuestro
centro de diagndstico molecular.

Ladeterminacion de dicho transcrito de fusion
se emplea para el diagndstico y clasificaciéon
molecular de la LMC en la poblacién pediatrica,
lo que contribuye fundamentalmente a la
estratificacion del riesgo de la enfermedad; y
brinda al paciente una terapia personalizada que
incide de manera importante en sus niveles de
sobrevida.

Este estudio puede ser util para otros
laboratorios de diagnéstico molecular en el pafs,
debido a que se confirma que los cebadores
previamente reportados en la literatura y
validados por la UDM-FJC presentan una
buena especificidad y eficiencia en la deteccién
de la translocacion mas frecuente en pacientes
pediatricos con LMC.

Cabe destacar que las secuencias obtenidas
y publicadas en GenBank por la UDM-FJC
son una referencia de las translocaciones en
pacientes pediatricos con LMC en Venezuela.
Laproporciéon de los diferentes tipos de leucemia
crénica que prevalece en un pais permite hacer
comparaciones con otros paises del mundo, en
comportamiento y desenlace, lo que proporciona
informacion ttil de esta patologia.
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