




1

Editorial

Recientemente el Rector de la Universidad emitió públicamente conceptos que parecían 
proponer más aparatos y menos bioquímicos. La evolución del conocimiento es inevitable. 
Ahora bien, la salud humana hoy ¿cuántos cambios merece y necesita? ¿Cuál es el perfil del 
bioquímico que la sociedad actual necesita?
Esta evolución debe hacernos tomar conciencia de todas las oportunidades que se nos 
presentan a partir de nuestras actividades reservadas y a entender que mantener el posicio-
namiento social es tarea de todos.
Más que una época de cambios, estamos viviendo un cambio de época. Pronto habrá 
vehículos en la calle que no necesiten de un conductor humano, ¿pasará esto en los 
Laboratorios Clínicos? 
La velocidad del cambio nos supera en la capacidad de adaptación. Necesitamos actualizar 
nuestros conocimientos y habilidades en el uso de técnicas superadoras en sensibilidad, 
precisión, inmediatez de resultados y costos, sin dejar de lado la relación humana con 
nuestros pacientes.
¿Dónde quedará nuestro criterio clínico que, en el equipo de salud, le aporta al profesional 
médico información valiosa sobre diagnóstico, evolución, pronóstico de distintas patologías 
de sus pacientes? ¿Quiénes les informaran sobre el uso apropiado de las nuevas técnicas, por 
ejemplo, en relación con la cantidad de determinaciones diferentes, cada vez mayor y en 
muchos casos de interpretación más compleja?
De todas maneras, no existe en nuestro medio tecnología instalada cuyos beneficios no 
conozcamos los bioquímicos. Sabemos de su funcionamiento, de sus aplicaciones, de sus 
limitaciones, aunque no siempre son adecuadamente conocidas por el equipo de salud, por 
lo cual su utilización no genera los resultados esperados y en ocasiones subestiman nuestra 
formación específica.
¿En qué aspecto no podrá ser reemplazada ni superada nuestra presencia como bioquímicos 
de perfil asistencial cuya formación se orienta a desempeñarnos cada día en ámbitos de 
mayor complejidad?
En el equipo de salud, muchos no entienden que nuestros conocimientos se despliegan 
desde la etapa preanalítica, pasando por la analítica “de mesada” y en la etapa post analítica.  
Desconocen que detrás de un resultado aportado por una máquina, está el bioquímico 
validando el resultado obtenido.
La tecnología disponible, tanto cualitativa como cuantitativamente, habrá de redundar en 
mejores servicios para nuestros pacientes. 
Se hace imprescindible redefinir el perfil del bioquímico en la era de la tecnología y en esta 
tarea debemos comprometernos todas las entidades profesionales bioquímicas juntamente 
con las Facultades que nos forman. 

Dra. Videla Isabel

TECNOLOGÍA
VS. BIOQUÍMICOS…
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Resumen
Introducción: La activación constitutiva del receptor FLT3 
ocurre frecuentemente en leucemia mieloblástica aguda 
(LMA) debido a duplicaciones internas en tándem (ITD) en 
la región yuxtamembrana, o mutaciones puntuales en el 
dominio tirosin cinasa (TKD). Para ésta última los resulta-
dos no son concluyentes, pero la primera se asocia con 
pronóstico desfavorable, por lo que es fundamental 
contar con un buen método para detectarla.
Objetivos: comparar dos métodos para detectar FLT3-ITD, 
PCR+electroforesis en gel de agarosa (GA) y PCR+análisis 
de fragmentos (AF).
Materiales y Métodos: se estudiaron 66 pacientes con LMA 
para búsqueda de la mutación FLT3-ITD por ambos 
métodos.
Resultados: los datos obtenidos fueron correlacionados 
entre sí y con características clínicas. Hubo buena 
concordancia entre técnicas (k=0,85). Se detectaron dos 
falsos negativos por PCR+GA, y un resultado indetermina-
do. Por PCR+AF el radio alélico encontrado fue de 0,05-7,7 
(m=0,81), y el tamaño ITD varió entre 16-174 (m=34). La 
frecuencia de aparición de la mutación fue 20,6%, 

predominando en pacientes con subtipo FAB M2. No 
hubo diferencias significativas en el recuento de leucoci-
tos, neutrófilos, plaquetas, hemoglobina y blastos en 
sangre periférica entre pacientes portadores y no 
portadores de la mutación. La sobrevida global de los 
pacientes FLT3-ITD+ fue significativamente menor, con un 
riesgo relativo de muerte a los 6 meses de 1,45.  
Conclusión: la información brindada por el ensayo 
PCR+AF, sencillez, tiempo acotado de procesamiento y 
posibilidad de testear otros genes de interés simultánea-
mente, dan como resultado una valiosa técnica para 
redefinir pronóstico y riesgo de la enfermedad, factible-
mente implementable en el laboratorio.

PALABRAS CLAVE: FLT3-ITD, leucemia mieloblástica 
aguda, análisis de fragmentos.

DETERMINATION OF FLT3-ITD MUTATION IN PATIENTS 
WITH ACUTE MYEOLID LEUKEMIA BY TWO METHODS: 
COMPARISION AND IMPLEMENTATION OF A NEW 
METHOD
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Abstract
Background: The constitutive activation of FLT3 receptor 
occur with high frecuency in acute myeloid leukemia 
(AML) patients by two mutations: internal tandem 
duplications (ITD) in or near the juxtamembrane domain 
of the receptor, and point mutations occurring in the 
tirosin kinase domain (TKD). Studies about FLT3-TKD 
mutations are not conclusive, but FLT3-ITD mutations 
portends poor prognosis, that is why it is needed a proper 
method for it detection.
Objectives: Compare two methods to detect FLT3-ITD, PCR 
+ agarose gel electrophoresis (GA) and PCR + fragments 
analysis (AF).
Materials and Methods: We studied 66 patients with AML 
to search for FLT3-ITD mutation by both methods.
Results: the data obtained were correlated with each other 
and with clinical characteristics. There was good agree-
ment between techniques (k = 0.85). Two false negatives 
were detected by PCR + GA, and an indeterminate result. 
By PCR + AF, the allelic ratio found was 0.05-7.7 (m = 0.81), 
and the ITD size ranged from 16-174 (m = 34). The 
frequency of occurrence of the mutation was 20.6%, 
predominating in patients with FAB M2 subtype. There 
were no significant differences in the count of leukocytes, 
neutrophils, platelets, hemoglobin and blasts in peripheral 
blood between patients carrying and not carrying the 
mutation. The overall survival of FLT3-ITD+ patients was 
significantly lower, with a relative risk of death at 6 months 
of 1.45.
Conclusion: the information provided by the PCR + AF 
assay, simplicity, limited processing time and the possibili-
ty of testing other genes of interest simultaneously, results 
in a valuable technique to redefine the prognosis and risk 
of the disease, which can be feasibly implemented in the 
laboratory.

KEY WORDS: FLT3-ITD, acute myeloblastic leukemia, 
fragment analysis.

Introducción
La leucemia mieblástica aguda (LMA) es una proliferación 
neoplásica de células inmaduras de estirpe mieloide, 
desencadenada por una variedad de mutaciones y 
eventos epigenéticos que conducen a una proliferación 
descontrolada, con disrupción en la diferenciación, 
pérdida de la apoptosis y supresión de la hematopoyesis 
normal.  El desenlace es típicamente fatal, caracterizado 
por la falta de células sanguíneas maduras y consecuentes 
infecciones y/o hemorragias.  Es una enfermedad clínica y 
genéticamente heterogénea.  El diagnóstico se basa en los 
criterios de la clasificación de la Organización Mundial de 
la Salud (OMS) revisada en 2016, que tiene en cuenta 
datos morfológicos, citogenéticos, inmunofenotípicos y 
moleculares (1). El estudio citogenético permite además 
definir el pronóstico de los pacientes, agrupándolos en 
categorías de riesgo favorable, intermedio o adverso.  Sin 
embargo el 40-50% de las LMA presentan cariotipo 
normal al diagnóstico, lo que hace difícil asociar y descifrar 
su evolución, ya que presentan cursos clínicos consider-

ablemente diferentes (2-3).  Adicionalmente al estudio del 
cariotipo convencional, es necesario realizar diagnóstico 
molecular, estudiando lesiones submicroscópicas, cuya 
presencia se ha descrito que podría conferir distintos 
subgrupos pronósticos y proporcionar información en 
cuanto a las implicancias clínicas.  Esto incluye principal-
mente, mutaciones en el gen FMS like tyrosine kinase 3 
(FLT3) (4-7). 
FLT3 es un gen que codifica para un receptor miembro de 
la familia tirosin cinasa clase III.  Se encuentra en el 
cromosoma 13q12.2.  Normalmente es expresado por las 
células progenitoras hematopoyéticas y dicha expresión 
se pierde conforme éstas se diferencian.  FLT3 tiene un rol 
importante en la supervivencia, diferenciación y 
proliferación celular (8).  Su ligando, FLT3-ligando, produce 
expansión sinérgica de las células progenitoras hema-
topoyéticas cuando se combina con otros factores de 
crecimiento in vitro, como trombopoyetina, interleuqui-
na-3 y ligando KIT.
Las mutaciones en el gen FLT3 son una de las alteraciones 
somáticas genéticas más frecuentes en LMA (9). Se han 
identificado dos tipos de mutaciones: la duplicación 
interna en tándem (FLT3-ITD) de 3 – 400 pares de bases 
(pb) en la región juxtamembrana, identificada en aproxi-
madamente el 25% de las LMA y mutaciones puntuales 
que generalmente involucran el ácido aspártico 835 del 
dominio cinasa (FLT3-TKD), identificadas en el 10% de las 
LMA (10-11).  Ambos tipos de mutaciones activan 
constitutivamente el receptor en ausencia de ligando, con 
la consecuente inducción de crecimiento celular e 
inhibición de la apoptosis a través de la activación de una 
cascada de señalización de diversas proteínas (12-13). 
Muchos estudios han demostrado que la presencia de la 
mutación FLT3-ITD tendría un rol patogénico y que 
conferiría peor pronóstico en pacientes con LMA (13-15).  
Contrariamente, los pacientes con mutaciones puntuales 
FLT3-TKD no parecen tener el mismo pronóstico adverso, 
aunque los estudios no son concluyentes (16-18). 
Estos hallazgos sobre FLT3, hacen que sea un blanco 
molecular atractivo para el desarrollo de nuevas terapias 
destinadas a inhibir su actividad descontrolada de tirosina 
cinasa.
La variable respuesta a la terapia que presentan las LMA y 
la sustancial diferencia existente en el desenlace clínico de 
la enfermedad en los pacientes que portan o no la 
mutación FLT3-ITD, ha motivado la búsqueda de más 
factores pronósticos, además del citogenético.  De esta 
forma, la European Leukemia Network (ELN) desarrolló un 
sistema pronóstico que tiene en cuenta la identificación 
de determinadas alteraciones moleculares, entre ellas, 
FLT3-ITD, permitiendo una redefinición del riesgo.  En base 
a esto, la ELN subdividió al grupo intermedio en interme-
dio I y II (tabla I) (19).
El abordaje más comúnmente usado para realizar rastreo 
de FLT3-ITD, consiste en realizar una reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) seguida de electroforesis en gel de 
agarosa.  Si bien es un método ampliamente utilizado, 
relativamente económico y sencillo de llevar a cabo, 
presenta varias limitaciones dependiendo de la concen-
tración de agarosa utilizada en el gel y el número de pares 
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de bases insertados. 
Una alternativa metodológica de mayor sensibilidad, 
rapidez y practicidad se obtiene analizando los productos 
amplificados mediante análisis de fragmentos en secuen-
ciador por electroforesis capilar; técnica que permite 
separar diferentes moléculas presentes en una disolución 
según su relación masa/carga, donde los analitos de 
interés transitan por un polímero de alta resolución que 
permite separarlos.  Al pasar por un detector de fluores-
cencia, se identifican individualmente las moléculas 
separadas.  En este procedimiento se efectúa la reacción 
de PCR con uno de los primers marcados con un fluorocro-
mo (FAM).  Es una técnica más robusta en lo que respecta 
a parámetros analíticos, de la cual puede obtenerse 
valiosa información adicional, como el tamaño ITD y 
relaciones alélicas, entre otros datos (16,20-21).
Varios estudios han examinado el impacto del tamaño ITD 
(TI) en el gen mutado en lo que respecta al desenlace 
clínico.  El tamaño medio reportado en la mayoría de 
estudios va desde 39 a 54 pb, y se ha encontrado que a 
mayor número de pares de bases insertadas, es menor el 
porcentaje de remisión y peor la sobrevida general 
(6,16,22).  Un reciente estudio asocia longitud de fragmen-
to > 70pb como peor pronóstico (23).
En cuanto a las relaciones alélicas (RA) (alelos que portan 
la mutación / alelo normal o wild-type (WT)), estudios 
previos han sugerido un rol pronóstico también a este 
nivel; una asociación entre una alta carga alélica, consider-
ado RA > 0,50 y a veces pérdida del alelo WT, con un 
pronóstico desfavorable.  En contraste, el impacto 
pronóstico de un RA bajo o intermedio es controvertido, 
incluso parece no diferir de aquellos sin aberraciones en 
FLT3 (22,24-25).
En este estudio se comparan dos métodos de detección 
de la mutación FLT3-ITD: PCR seguida de electroforesis en 
gel de agarosa (PCR+GA) versus PCR seguida de análisis de 
fragmentos (PCR+AF); se evalúa la información adicional 
brindada por la nueva metodología y se correlaciona el 
estado mutacional del gen FLT3 con múltiples variables.  
También se discuten estrategias de diseño del ensayo, su 
puesta a punto y nuestra experiencia con la aplicación 
clínica del método.

Materiales y Métodos
Se realizó un estudio retrospectivo de 66 pacientes 
diagnosticados con LMA primarias (de novo) y secundar-
ias, en el servicio de Hematología de CEMIC, Buenos Aires, 
Argentina.  Para ello, se aisló el ADN de muestras de 
médula ósea (MO) y/o sangre periférica (SP) al momento 
de la presentación (n=57), y otras al momento de la 
recaída (n=9).  La extracción del material genético fue 
realizada mediante el método automatizado MagNAPure 
Compact Nucleic Acid Isolation Kit I® y MagNAPure 
Compact Instrument®, utilizando el principio de 
separación de lisis celular y la unión de los ácidos nuclei-
cos a partículas magnetizadas.  Los extractos fueron 
conservados en freezer a -20ºC hasta su procesamiento.
El ADN de cada muestra  fue amplificado por PCR en 
Termociclador Verita, Applied Biosystem®, utilizando los 
primers especificados en la tabla II, uno de ellos marcado 

con fluorocromo FAM, que permiten amplificar directa-
mente los exones 14 y 15 del gen FLT3.  Las condiciones 
de PCR fueron las siguientes: Buffer con MgCl2 5x (Cf 1x), 
1.0 µM de dNTP mix (Cf 0.4 mM), 2.0 µL de cada primer 5 
µM (Cf 0.4 µM), 0.25 µL Taq polimerasa (5 U), 2.0 µL de 
ADN (Cf 50-100 nG) y 12.75 µL de agua libre de nucleasas, 
dando un volumen final de reacción de 25 µL.  Cada 
ensayo incluyó control positivo, control negativo y blanco 
de reacción.
Las condiciones de ciclados fueron: desnaturalización a 
94ºC por 2 minutos (min), 30 ciclos de 94ºC por 1 min, 
60ºC por 1 min, 68ºC por 1 min, con una extensión final a 
68ºC por 5 min.
Los productos de PCR fueron detectados por ambas 
metodologías: electroforesis en gel de agarosa al 4% 
teñido con Bromuro de Etidio y visualización en transilu-
minador UV, empleando un marcador de peso molecular 
de ADN de 50 pb (CincuentaMarker, Biodynamics®), y 
paralelamente por análisis de fragmentos y detección por 
fluorescencia en analizador genético ABI 310®, en un 
ensayo basado en electroforesis capilar.  Para este caso, las 
muestras fueron analizadas con el software ABI GeneS-
cane y empleando un marcador de peso molecular, ROX 
(35-500 pb), se calcularon los tamaños de los fragmentos.

Análisis estadísticos
Se utilizó el estadístico t para comparar medias poblacio-
nales entre variables cuantitativas.  Para variables 
cualitativas se utilizó el test exacto de Fischer, e índice 
kappa de Cohen para evaluar concordancia.  Los análisis 
estadísticos fueron realizados con el software InfoStat, 
versión 2012e, e InStat, respectivamente.  La significancia 
estadística se definió como p < 0,05.

Ensayo de sensibilidad
Se realizaron ensayos de sensibilidad para cada metod-
ología a fin de evaluar este parámetro analítico.  Se diseñó 
tomando como referencia el estudio de Qing Zhang et al. 
(20). Partiendo de dos muestras con igual concentración 
de ADN (40ng/ul), un control negativo y un control 
positivo para FLT3-ITD (100% clon mutado), se prepararon 
diluciones seriadas que luego fueron amplificadas y 
analizadas por ambas metodologías y por duplicado.  Las 
diluciones ensayadas se detallan en la tabla III.
Se muestran los resultados obtenidos de los ensayos de 
sensibilidad por PCR+GA (figura 1) y PCR+AF (figura 2).  
Ambos ensayos fueron semejantes en cuanto a sensibili-
dad, ya que en ambos se detectaron todos los puntos 
realizados.  Con esto podemos asegurar que se puede 
detectar con certeza hasta un 10% del clon mutante, ya 
sea por electroforesis en gel de agarosa o análisis de 
fragmentos, respetando estrictamente las condiciones de 
reacción descriptas para cada metodología.  Proponemos 
para futuros estudios realizar un ensayo de sensibilidad 
evaluando diluciones más grandes y también con 
concentraciones menores de ADN, de manera tal que se 
determine el límite de detección de cada metodología.

Resultados
El producto de PCR obtenido es un fragmento de 329 pb y 
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corresponde al alelo normal.  Cuando se está en presencia 
de la mutación FLT3-ITD, se observa otro producto de 
mayor tamaño que se visualiza en el gel de agarosa como 
una banda adicional, además de la que corresponde al 
alelo normal, mientras que por análisis de fragmentos las 
señales se manifiestan como picos.
Se procesaron las muestras de ADN de los 66 pacientes en 
estudio; 3 de ellas no amplificaron, situación atribuible a 
ADN degradado, por lo que no pudieron ser evaluadas.  
Las 63 muestras restantes, fueron analizadas por PCR+GA 
y por PCR+AF para la búsqueda de la mutación FLT3-ITD. 
Comparando ambas metodologías, se halló que hubo 
buena concordancia entre ellas  (k=0,85); de los 63 
pacientes, 49 pacientes fueron negativos para la mutación 
por ambos métodos, mientras que en 11 se detectó la 
mutación.  Sin embargo, se obtuvieron 3 resultados 
discordantes entre las metodologías; en 2 casos no se 
detectó la mutación mediante revelado en gel de agarosa, 
mientras que otro caso fue considerado dudoso para la 
presencia de la mutación por este método, siendo que al 
procesar la muestra por PCR+AF, se vio que no portaba la 
mutación.  Es decir, que se encontraron 2 falsos negativos 
por el método de PCR+GA, como así también, 1 resultado 
dudoso/indeterminado por dicha metodología (tabla IV).  
Se cotejaron los pacientes que fueron discordantes para 
inferir sobre las causas de la detección de la mutación por 
un método, y no por el otro, y se obtuvo la información 
expresada en la tabla V.
En el primer caso, el paciente #247 presentó por PCR+AF, 
además de su alelo WT, un alelo mutado, cuyo clon es muy 
pequeño, según la información brindada por esta 
metodología (figura 3).  Deducimos que ésta es la causa 
probable por la cual no se vio la banda correspondiente al 
alelo mutante al analizarla por PCR+GA, ya que es una 
técnica menos sensible (figura 4).  El paciente #128 al ser 
evaluado por PCR+AF, reveló la presencia de dos 
mutaciones FLT3-ITD diferentes además de su alelo WT 
(figura 4).  Ninguna de ellas fueron detectadas por 
PCR+GA (figura 6).  Para el paciente #135, cuando se lo 
evaluó por PCR+GA se lo consideró dudoso o indetermi-
nado ya que presentó una banda de mayor peso con 
mucha suciedad (ruido) de fondo que se creyó podría 
tratarse de un alelo mutado (figura 7).  Sin embargo, 
PCR+AF manifestó solo la existencia del fragmento 
correspondiente al alelo WT (figura 5).
En lo que concierne a los pacientes que coincidentemente 
fueron detectados por ambas metodologías como 
portadores de la mutación FLT3-ITD, se obtuvo mucha más 
información con la evaluación realizada mediante análisis 
de fragmentos.  Ejemplos de esto, son detalles como los 
tamaños ITD (TI) que ocurren en la mutación, ya que 
mediante esta metodología podrían detectarse 
inserciones de 1 pb.  La presencia de multiclonalidad, 
como fue un caso en que la muestra fue positiva para la 
mutación,  que si bien fue detectada por ambos métodos, 
por PCR+AF se halló la presencia de tres señales, una 
correspondiente al alelo WT y las restantes a dos 
mutaciones FLT3-ITD diferentes; en el gel de agarosa solo 
se vio la presencia de dos bandas, no detectándose este 
tercer clon.  Información muy relevante también puede 

extraerse del área y altura de los picos que se obtienen 
como señal.  La altura da indicios de la intensidad de la 
señal, mientras que con respecto al área de los picos, la 
literatura propone que se realice la relación del área del 
alelo mutado respecto de la del WT.  Los radios alélicos 
obtenidos darían información sobre el tamaño del clon 
mutante presente en el paciente.
En nuestra población estudiada, la frecuencia de aparición 
de la mutación FLT3-ITD fue de 20,6%, correlacionándose 
con lo mencionado en la literatura.  La misma tendencia 
de aparición de la mutación fue encontrada en los 
pacientes con LMA primarias y LMA secundarias (20 y 25% 
respectivamente).  La mediana para los RA calculados en 
estos pacientes fue de 0,81 (0,05-7,7), y para los TI fue de 
34 pb (16-174).
La sobrevida global de los pacientes FLT3-ITD+ fue 
marcadamente menor, con un riesgo relativo de muerte 
(RR) antes de los 6 meses de 1.45 (Figura 8).  Al correlacio-
nar la sobrevida global de los pacientes FLT3-ITD+ con el 
RA y TI, se vio heterogeneidad en los resultados sin 
ninguna tendencia ni valor de corte asociado, esto podría 
explicarse por el bajo n total, bajo n en los subgrupos 
evaluados (RA> 0.50 y TI> 70) y la presencia de cariotipos 
alterados y/o complejos, asociados a la mutación (Figura 9 
y 10).
En cuanto a las características hematológicas que 
presentaban los pacientes, se compararon los recuentos 
en SP de leucocitos, plaquetas, hemoglobina, porcentaje 
de neutrófilos y de blastos en la población que presentó la 
mutación FLT3-ITD, versus la que fue negativa para la 
mutación; el recuento medio de leucocitos y blastos en SP 
fue mayor en el grupo portador de la mutación respecto 
del WT y menor para los parámetros hemoglobina, 
plaquetas y porcentaje de neutrófilos.  A pesar de estas 
diferencias a priori, no se obtuvieron diferencias estadísti-
camente significativas en ninguno de estos parámetros 
(tabla VI).  Se muestran también los subtipos FAB encon-
trados, siendo mayoritario el subtipo M2, tanto en el total 
general de pacientes estudiados como en los portadores 
de la mutación.  No obstante, la bibliografía refiere que la 
presencia de la mutación FLT3-ITD se asocia principal-
mente a linaje monocítico (M4 y M5) (18,24). 
Como ya fue mencionado, la mutación FLT3-ITD ha sido 
sugerida como un “hit” en el proceso de leucemogénesis, 
ya que ha sido vista en pacientes con síndrome mielodis-
plásico (SMD) al evolucionar éstos a leucemia aguda 
(10-11,13,17).  Ha sido reportado también que el estado 
mutacional del gen FLT3 puede cambiar al momento de la 
recaída de la LMA, positivizarse o negativizarse, o bien, 
que el RA que presente un paciente al momento de la 
recaída difiera del encontrado al diagnóstico en un 
paciente portador de la mutación (15).  Es por ello que se 
decidió evaluar en nuestra población el estado mutacional 
de FLT3 en pacientes al momento del diagnóstico y 
recaída, en 6 pacientes en que se contaba con dicha 
información.  De este grupo de pacientes, 1 presentaba 
mutación tanto al diagnóstico como a la recaída, 
presentando el mismo clon mutante y al comparar los RA 
a los distintos momentos, se vio que en la etapa de la 
recaída fue menor; de todas maneras, tanto al diagnóstico 
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como a la recaída el RA superaba 0,5, que como fue 
mencionado antes, sería un factor de mal pronóstico.  En 2 
pacientes se halló que adquirieron la mutación al momen-
to de la recaída. En los restantes 3 pacientes, no se detectó 
mutación del gen ni al diagnóstico y tampoco en la 
recaída.  La sobrevida de los pacientes FLT3-ITD+ tanto al 
diagnóstico como a la recaída, fue significativamente 
menor que los FLT3-ITD- (Tabla VII).

Discusión y conclusión
La LMA, a pesar del desarrollo creciente de fármacos 
dirigidos a blancos moleculares específicos, sigue 
teniendo alta tasa de morbilidad y mortalidad relacionada 
a la toxicidad farmacológica y a las tempranas recaídas.  
Los diferentes índices pronósticos, ayudan a identificar 
pacientes con alto riesgo de recaída y enfermedad 
resistente.  Las mutaciones de tipo ITD en el gen FLT3 han 
sido asociadas con mal pronóstico y han adquirido un 
importante rol en la toma de decisiones sobre tratamien-
to.  Es por ello que la detección temprana de la misma, así 
como su correcta determinación por una técnica adecua-
da, beneficiaría al paciente. 
En este trabajo demostramos fortalezas y debilidades de 
dos métodos que actualmente se utilizan para la detec-
ción de FLT3-ITD, los comparamos tomando como 
información verdadera la aportada por análisis de 
fragmentos2 y justificamos que la PCR+AF para 
mutaciones en FLT3 ha mostrado ser un método rápido y 
sensible, que emplea cantidades mínimas de muestra y a 
diferencia de PCR+GA, es un procedimiento menos 
laborioso y no requiere la manipulación de reactivos 
tóxicos.  

A pesar de los costos la técnica análisis de fragmentos, a 
través de la automatización, permite estandarizar los 
ensayos, por lo que sería de gran utilidad su imple-
mentación masiva.  Cabe destacar que esta técnica 
permite una fácil interpretación de los datos, así como el 
manejo de los mismos, situación contrapuesta con 
respecto a la PCR+GA, ya que la interpretación de los 
datos depende de muchos factores tales como la concen-
tración de agarosa utilizada en el gel y la ejecución de la 
corrida electroforética para una correcta resolución de la 
misma, la visualización de las bandas, hecho controvertido 
porque depende de los pares de bases insertados en el 
fragmento amplificado, el tamaño del clon, así como de la 
agudeza visual del operador.
Consideramos que la implementación de la técnica de 
PCR+AF es un ensayo que, basado en la capacidad de 
discriminar fragmentos de 1 pb de diferencia marcados 
con fluorocromo, aportando datos tan valiosos como son 
los RA y permitiendo la detección de sutiles mutaciones 
indetectables a través de la convencional electroforesis en 
gel de agarosa, es un ensayo sensible, rápido, altamente 
reproducible y sujeto a automatización, que es capaz de 
sustituir la PCR+GA; de esta manera es posible realizar un 
aporte inequívoco desde el laboratorio a la categorización 
del paciente, para la futura evaluación e implementación 
de la terapéutica adecuada.
No es menor destacar que, contando con una técnica 
como análisis de fragmentos es posible testear otros 
genes de interés en los pacientes con LMA y evaluarlos 
simultáneamente (20-21,26), tornándola una técnica 
mucho más atractiva, acortando tiempos, algo tan crítico 
ante un paciente con este tipo de patología.

Tabla I: 
Clasificación de la European Leukemia Network de los pacientes con LMA en grupos pronóstico, 
según citogenético y perfil molecular.

   t(8;21)(q22;q22); RUNXI-RUNXITI
  inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYHII
 Riesgo Favorable Cariotipo normal y mutación de NPMI sin DIT-FLT3
  Cariotipo normal y mutación de CEBPA

 Riesgo Intermedio-I Cariotipo normal y mutación de NPMI con DIT-FLT3
  Cariotipo normal sin mutación de NPMI con DIT-FLT3
  Cariotipo normal sin mutación de NPMI ni DIT-FLT3

 Riesgo Intermedio-II t(9;11)(p22;q23); MLLT3.MLL
  Otras alteraciones citogenéticas no catalogadas en el grupo de riesgo
  favorable o desfavorable

  inv(3)(q21q26.2) o t(3;3)(q21;q26.2); RPNI-EVII
 Riesgo Adverso t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
  t(v;11)(v;q23); reordenamiento MLL
  -5 o del(5q); -7; abnl(17p); cariotipo complejo
 

Adaptado de Döhner H, et al. Blood. 2010; 115:453-74

Tablas y figuras
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Tabla II: 
Primers utilizados para la amplificación de 
FLT3-ITD

FLT-ITD 

      Foward FLT3-ITD              5´- FAM-GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC – 3´
Fluo

      Reverse FLT3-ITD             5´- CTT TCA GCA TTT TGA CGG CAA CC - 3´

Tabla III: Diluciones realizadas para el ensayo 
de sensibilidad.

Dilución              Clon mutante (%)      Mezcla (CN:CP)
1  50 50:50
2  40 60:40
3  30 70:30
4  20 80:20
5  10 90:10
CN: control negativo; CP: control positivo.

Tabla IV: Tabla de contingencia.

 PCR + Análisis  
 de fragmentos 
PCR +  FLT3-ITD + FLT3-ITD - Total 
Electroforesis en
gel de agarosa
FLT3-ITD + 11 1 (dudoso) 12
FLT3-ITD - 2 49 51
Total 13 50 63

Tabla V: Pacientes discordantes entre 
metodologías.

Paciente       Metodología Observaciones    
#247 PCR + AF 2 señales, alelo 
  WT y alelo
  mutado TI=17 pb; RA=0,05

 PCR + GA Única banda correspondiente 
  al alelo WT   

#128 PCR + AF 3 señales, alelo     TI=20 y 28 pb;
  WT y 2 clones 
  mutados    RA=0,63

 PCR + GA Única banda correspondiente 
  al alelo WT   

#135 PCR + AF Señal única correspondiente 
  al alelo WT    

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

PCR + AF, PCR seguida de análisis de fragmentos; PCR + GA, PCR 
seguida de electroforesis en gel de agarosa; RA, radio alélico; TI, 
tamaño ITD; WT, wild-type.
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Tabla VI: Características clínicas y hematológicas de la población estudiada.

Parámetros Totales (N=63) FLT3-ITD+ (N=13) FLT3-ITD-(N=50)
Edad mediana (rango) 61 (25-92) 55 (40-92) 63 (25-89)
Sexo (M-F) 37;26 10;3 27;23
Tipo de leucemia  
De novo (%) 87 20 80
Secundaria (%) 13 25 75
FAB  
M0 2 0 2
M1 10 3 7
M2 17 5 12
M3 5 1 4
M4 6 2 4
M5 7 0 7
M6 5 0 5
Bifenotípicas 2 0 2
No evaluable 9 2 7
Recuento en SP  
WBC/mm3  mediana (rango) 8120 (640-358370) 10295 (1190-177620) 8120 (640-358370)
% Ne mediana (rango) 11 (0-59) 10,5 (0,4-53) 11 (0-59)
% Bl en SP mediana y (rango) 40 (0-96) 67 (10-96) 40 (0-95)
Hg g/dl mediana (rango) 8,4 (5,3-13,2) 7,6 (6,1-12,1) 8,65 (5,3-13,2)
PLT/mm3 mediana (rango) 34500 (1400-675000) 20500 (3000-212000) 35500 (1400-675000)
Parámetros AF  
TI mediana (rango)   34 (16-174)  
RA mediana (rango)  0,81 (0,05-7,7) 

AF, análisis de fragmentos; Bl, blastos; F, femenino; FAB, clasificación Franco-Americano-Británica; Hb, hemoglobina; L, leucocitos; M, masculino; 
Ne, neutrófilos; PLT, plaquetas; RA, radio alélico; SP, sangre periférica; TI, tamaño ITD.

Tabla VII: Estado mutacional de FLT3 al momento del diagnóstico y recaída.

Nº Paciente  Estado mutacional FLT3-ITD    Sobrevida (meses)
  D R TI (D y R) RA (D y R) 
 1 M M 60 - 60 1,65 - 1,53 4,90
 2 NM NM - - 22,77
 3 NM NM - - 12,77
 4 NM M 174 7,7 6,22
 5 NM M 33 0,86 0,93
 6 NM NM - - 23,53

D, diagnóstico; M, mutado; NM, no mutado; R, recaída; RA, radio alélico; TI, tamaño ITD.
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Figura 1: Ensayo de sensibilidad para PCR seguida de electroforesis en gel de agarosa.

Figura 2: Ensayo de sensibilidad para PCR seguida análisis de fragmentos.

12

Bco: blanco de reacción; Dil: dilución; Dup: duplicado.

D: dilución.
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Figura 3: paciente #247 analizado por PCR + AF.

Figura 4: paciente #128 analizado por PCR + AF.

Figura 5: paciente #135 analizado por PCR + AF.
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Figura 6: pacientes  #247 y #128 
analizados por PCR + GA.

Figura 7: paciente #135 analizado por PCR + GA

Figura 8: Sobrevida global de pacientes 
FLT3-ITD+ y FLT3-ITD-.

Figura 9: Sobrevida global vs RA

Figura 10: Sobrevida global vs TI
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Cuento

Recordar lo sucedido aquella noche de verano aún hoy me provoca 
enorme tristeza. 
Soy médico, por esos años en formación, y aquel sábado era uno 
más. Calor, cansancio, sudor, enfermos. Y   más enfermos. ¡Y los 
parientes de los enfermos!
A media tarde se escuchó el alarido de la sirena de ambulancia que 
se desplazaba hacia nosotros. Siempre pensé que el ulular de las 
sirenas es un grito desesperado, un aviso que algo grave está 
pasando en sus entrañas; un pedido de ayuda. Y allí estábamos 
nosotros en la puerta del hospital para dar esa ayuda.
Al llegar, tres médicos y enfermeros, no se quién era cual, bajaron 
una camilla con rapidez y, sobre ella un joven malherido.
- Iba de acompañante en una moto cuando los atropelló una chata 
desde atrás, el otro quedó muerto en la autopista. Un desastre- 
resumió uno de ellos.
El caos inicial dentro de la guardia fue cortado por la voz de mi jefe:
-Hacete cargo, cualquier cosa estoy en el bar- dijo despidiéndose. 
Para él era rutina, para mi pura adrenalina. Mi primer accidentado 
grave.
Dejé de mirar y vi. Muchacho joven, hermoso físico, alto, fibroso. 
Múltiples heridas, escoriaciones, fracturas. Sangre, barro y pasto. Y 
un tubo por la boca. Estaba en coma. El jefe lo había dejado en mis 
manos y me temblaron las piernas.
Antes de dar la primera orden mis enfermeros ya le habían quitado 
la ropa, colocado sueros en los brazos, sondas y oxígeno. No abrí la 
boca. Todos los protocolos de atención para víctimas de accidentes 
habían huido de mi cerebro.
Al examinarlo comprendí que la sangre que formaba un diminuto 
arroyo desde su oído significaba lesión de base de cráneo y. por 
cómo extendía los brazos al estimularlo, estaba descerebrado.
“Hacete cargo”, de qué me voy a hacer cargo si el chico ya estaba casi 
muerto, protesté por lo bajo.
Al rato llegó el neurocirujano, en treinta segundos hizo su 
diagnóstico:
-No hay nada que hacer macho, no tiene chances, mándalo a la UTI.
-No hay una puta cama – le dije.
- Tenelo vos entonces, no creo que te dure mucho – dijo encogién-

dose de hombros, y se fue. Para él, uno más, para mí el primero.

Un poco más tarde me dicen que alguien preguntaba por mí. Parado 
en la puerta de la sala de guardia un hombre mayor, de vestimenta 
humilde, pero bien arreglado, me miraba desesperado. Tenía una 
gorra en la mano, de esas que se usaban antes, mi tío carpintero 
calzaba una igual.
-Doctor. ¿Usted atiende a mi hijo? -preguntó mirando el apellido 
bordado en mi chaqueta.
-Sí maestro – contesté sabiendo de quién me hablaba.
- ¿Está mal? – su voz quebrada me llego como un susurro.
_Me temo que sí. Está muy mal – le dije sin mirarlo, no quería ver sus 
ojos, inundados de lágrimas sin salir.
-Se va a morir – inquirió casi sin poner el signo de pregunta.
-No lo decido yo, el de allá arriba sabe – acoté en mi defensa.
-Me deja verlo, por favor. Es lo único que tengo; la mamá se nos 
murió en el parto y desde entonces estamos los dos solitos.
-No le va a gustar como está, se lo aseguro – intenté persuadirlo.
-Doctor, tiene 17 añitos y si se va a morir, no le haga esto, debe estar 
asustado. Déjeme verlo, -me suplicó de tal manera que no pude 
negarme.
Cuando abrí la puerta y lo vio desnudo, herido, sucio, lleno de cables 
y mangueras, las piernas se le aflojaros y lo sostuve. Hizo un par de 
pasos y le apoyó las yemas de los demos en el pecho, con delicadeza 
le quitó un poco de barro seco y pasto, se agachó sobre él. Con voz 
temblorosa y casi en susurro le dijo al oído:
-Hijo, si usted se muere, pida por su papa que se queda solo para 
siempre.
Me quedé parado, uno cree estar preparado para esas situaciones, 
pero no; algunas lágrimas se me sumaros en silencio.
Horas después aquél buen padre firmó el consentimiento para 
donar sus órganos y lo vi partir con la gorra en la mano sin mirar 
atrás.

 Del Libro “El recolector de almas y otros cuentos” 
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 Editorial InterDocta
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