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Artículo original

Resumen

OBJETIVO: Implementar en el laboratorio la detección de FLT3-ITD en pacientes 
pediátricos con leucemia mieloide aguda.

MATERIALES Y MÉTODOS: Estudio retrospectivo efectuado de 2016 a 2020, en el que 
detallamos la técnica de PCR seguida de electroforesis capilar, mostrando la estrategia 
de validación del ensayo y nuestra experiencia en el uso de esta técnica en 14 muestras 
de médula ósea de pacientes pediátricos. 

RESULTADOS: La técnica de PCR seguida de electroforesis capilar es un método 
confiable, robusto y preciso, que alcanza sensibilidad de un radio alélico (AR) de 0.01 
± 0.001. Observamos incidencia de la mutación FLT3-ITD del 14.3% que además 
presentaron la t(15;17)(q22;q12).

CONCLUSIONES: Esta técnica puede ser reproducible en otros centros de diagnóstico 
molecular ayudando al médico en la estratificación del riesgo, seguimiento, tratamiento 
y pronóstico del paciente con leucemia mieloide aguda.

PALABRAS CLAVE: Leucemia mieloblástica aguda; pronóstico; recaída; pediatría; 
Latinoamérica.

Abstract

OBJECTIVE: To implement the detection of FLT3-ITD in pediatric patients with acute 
myeloid leukemia.

MATERIALS AND METHODS: A retrospective study performed from 2016 to 2020 
in which we detail the PCR technique followed by capillary electrophoresis; showing 
the validation strategy of the trial and our experience in the use of this technique in 14 
bone marrow samples of pediatric patients.

RESULTS: We showed that it is an accuracy, robust and precise method, detecting a 
sensitivity of the test of an allelic radius (AR) of 0.01 ± 0.001. We observed an inci-
dence of the mutation FLT3-ITD of 14.3% with acute myeloid leukemia that also had 
t(15;17)(q22; q12).

CONCLUSIONS: This technique can be reproduced in other molecular diagnostic 
centers, helping the doctor in the risk stratification, monitoring, treatment and prognosis 
of the patient with acute myeloid leukemia.

KEYWORDS: Acute myeloid leukemia; Prognosis; Relapse; Pediatrics; Latin America.
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ANTECEDENTES

La mutación de FLT3-ITD (por sus siglas en inglés 
de FMS-like tyrosine kinase 3-internal tandem du-
plication) es una de las alteraciones más comunes 
en leucemia mieloide aguda, ocurre aproxima-
damente en el 20 al 30% de los pacientes con 
este tipo de leucemia1,2,3 (el 35% de adultos4 y 
12% de niños5,6). Se ha demostrado que la mu-
tación FLT3-ITD (FLT3-ITD+) se asocia con mal 
pronóstico,2,3 ya que existe aumento en el riesgo 
de recaída,1,2,4,7 una recuperación clínica menor, 
menores tasas de curación2 y disminución de la 
supervivencia libre de enfermedad,1 superviven-
cia libre de evento1,8 y supervivencia global,1,4,5 
por lo que la última actualización de la WHO 
Classification of Tumours of Haematopoietic and 
Lymphoid Tissues (2017) reconoce a FLT3-ITD 
como una de las mutaciones que son de signifi-
cación pronóstica en leucemia mieloide aguda.9 
En específico se sabe que la población pediátrica 
tiene disminución de la supervivencia libre de 
enfermedad y supervivencia global.10

La investigación acerca de la importancia de 
la FLT3-ITD+ en el pronóstico ha avanzado 
considerablemente, demostrando que no 
solo es importante determinar la presencia de 
FLT3-ITD+, sino que además es fundamental 
determinar la relación entre el alelo mutado y 
el alelo normal (radio alélico, AR) reflejando 
la pérdida completa o parcial del alelo normal 
(FLT3/wt).5,8,10,11

Además, conocer la existencia de la mutación 
FLT3-ITD puede beneficiar al paciente en el 
seguimiento postratamiento como marcador de 
enfermedad mínima residual (EMR) o para la 
administración de medicamentos donde uno de 
los blancos sea FLT3 (por ejemplo, quizartinib, 
midostaurin, lestaurtinib, sorafenib, ponatinib, 
sunitinib, crenolanib y gilteritinib2).

A pesar de que en México se ha reportado una 
prevalencia del 12 al 22% de FLT3-ITD+ en 

pacientes con leucemia mieloide aguda (pe-
diátricos y adultos),4,5 la detección aún no se 
realiza rutinariamente en México.5 El objetivo 
del estudio fue implementar la detección de la 
mutación FLT3-ITD como prueba diagnóstica 
mediante la validación cualitativa y cuantitativa 
para diagnóstico y seguimiento clínico a partir 
de los patrones de referencia del College of 
American Pathologists para enfermedad mole-
cular. En este artículo detallamos la estrategia 
de validación del ensayo y nuestra experiencia 
en el uso de esta técnica.

MATERIALES Y MÉTODOS

Proceso

Muestras: Para la validación se utilizaron mues-
tras de sangre periférica de personas sanas y 
ADN del control de calidad externo del CAP, 
mientras que para determinar la sensibilidad 
se utilizó ADN de una muestra de médula ósea 
(MO) FLT3-ITD+. Después de la validación se 
utilizaron muestras de médula ósea de 14 pa-
cientes pediátricos (menores de 18 años) con 
leucemia mieloide aguda. Todas las muestras se 
obtuvieron después de firmar el consentimiento 
informado de acuerdo con la declaración de 
Helsinki.

Extracción de ADN: El ADN se extrajo de las 
muestras de sangre periférica y médula ósea 
con el estuche QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, 
Alemania) de acuerdo con las instrucciones de 
uso del proveedor.

Reacción en cadena de la polimerasa: Se 
seleccionaron los iniciadores para ITD publi-
cados por Murphy y colaboradores en 20061 
amplificando el exón 11 forward 5’-6-FAMG-
CAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’ y el exón 
12 reverse 5’-HEX-CTTTCAGCATTTTGACGG-
CAACC-3’ (Integrated DNA Technologies, 
Estados Unidos) a una concentración de 1 mM 
por reacción. Se utilizó el kit de PCR AmpliTaq 
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Gold™ DNA Polymerase with Buffer I (Applied 
Biosystems, Estados Unidos). El volumen final de 
cada reacción fue de 50 μL, que corresponden 
a 10 mL de ADN al 0.1 ng/mL más 40 mL de 
una mezcla de: 0.5 mL de polimerasa 125 U 
(Ampli-Taq Gold DNA Polymerase, ThermoFis-
her, Estados Unidos), 5 μL de PCR Gold Buffer 
sin MgCl2 1x, 2 μL de MgCl 50 mM, 4 μL dNTP’s 
(dNTP Mix, ThermoFisher, Estados Unidos) 
10 mM, 1 μL de cada primer y 26.5 μL de agua 
libre de DNAsas y RNAsas. Las temperaturas de 
ciclado fueron: 95ºC por 9 minutos, seguidos de 
35 ciclos de 93ºC por 30s, 56ºC por un minuto 
y 72ºC por 2 minutos con una extensión final a 
72ºC por 7 minutos.

Análisis de fragmentos: Se inyectaron 8.5 μL de 
Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems, Estados 
Unidos) más 0.5 μL de GeneScan™ 500 LIZ™ 
dye Size Standard (Applied Biosystems, Estados 
Unidos) y 1 μL de amplificado de cada muestra 
por pozo. Las muestras se examinaron en el 
analizador genético (Genetic Analyzer 3500 de 
Applied Biosystems/HITACHI, Estados Unidos) 
usando el programa STR-TIME inyección.

Los resultados se analizaron en el programa 
Gene Mapper 5 con el método de análisis HID 
Method GM 4.1.

Radio alélico de FLT3-ITD (AR): Se calculó en 
las muestras positivas dividiendo la altura bajo 
la curva del alelo mutado entre el alelo normal 
(FLT3-ITD/FLT3-wt).3,11 

Diseño y síntesis de controles positivos: El di-
seño de los controles positivos de ADN de la 
mutación ITD del gen de FLT3 en los exones 
12 y 13 y del gen normal (FLT3-WT) se realizó 
in silico con plataformas de análisis bioinfor-
mático (GeneBank/Blast) para formar gBlocks® 
Gene Fragments (FLT3 de 329 nucleótidos 
ID.19314873/138693488 y FLT de 366 nu-
cleótidos ID.19314872/138693487) usando los 
iniciadores como base para elegir los nucleótidos 

intermedios en la secuencia base para poste-
riormente ser sintetizados por IDT (Integrated 
DNA Technologies, Estados Unidos) a 500 ng y 
reconstituidos para obtener una concentración 
de 0.1 ng/mL para la PCR. La secuencia de los 
controles se muestra en el Cuadro 1.

Estandarización del proceso

Veracidad: Se analizaron 9 muestras de sangre 
periférica negativas y 2 muestras positivas FLT3-
ITD del control de calidad externo del CAP, una 
muestra de ADN del control positivo sintético 
mutado y una muestra de ADN del control po-
sitivo sintético normal analizándose el resultado 
cualitativo.

Precisión: Se procesaron por duplicado 10 
muestras de pacientes sanos (sangre periférica), 
5 muestras de ADN del control positivo sintético 
mutado y 5 muestras de ADN del control posi-
tivo sintético normal analizándose el resultado 
cualitativo y el tamaño de la repetición ITD. El 
proceso se realizó por duplicado en la misma 
corrida analítica. 

Reproducibilidad: Se evaluaron 2 muestras de 
pacientes sanos (sangre periférica), una muestra 
de ADN sintético normal y una muestra de ADN 
sintético mutado durante 5 ensayos en diferentes 
días de proceso.

Sensibilidad analítica: Se realizaron diluciones a 
10%, 5%, 1%, 0.8%, 0.6% 0.4% y 0% entre una 
muestra de médula ósea negativa a la mutación 
con una muestra de médula ósea positiva a la 
mutación (heterocigota con radio alélico de 1.0). 
Este proceso se realizó por triplicado.

Análisis de muestras de pacientes

A partir de la implementación de la prueba 
se analizaron 14 muestras de médula ósea de 
pacientes pediátricos (menores de 18 años) 
con leucemia mieloide aguda confirmada por 
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Cuadro 1. Secuencia de los controles sintéticos para FLT3. Se muestra la secuencia de nucleótidos correspondiente al control 
sintético mutado (362 nt) y al control sintético normal (325 nt)

Secuencia Tamaño (nt)

CP sintético mutado

TTTTTGCAATTTAGGTATGAAAGCCAGCTACAGATGGTACAGGTGACCGGCTCCTCA-
GATAACGACTACTGCTACGTAGATTTGAGAGGATATGAGTATGAGTACGTCAACCTT-

GATGTCAGAGTATGTGCATATGATCTCAAATGGGAGTTTCCAAGAGAAAATTTA-
GAGTTTGGTAAGAATGGAATGTGCCAAATGTTTCTGCAGCATTTCTTTTCCATTG-

GAAAATCTTTAAAATGCACGTACTCACCATTTGTCTTTGCAGGGAAGGTACTAGGAT-
CAGGTGCTTTTGGAAAAGTGATGAACGCAACAGCTTATGGAATTAGCAAAACAG-

GAGTCTCAATCCAGGTTGCCGTCAAAATGCTGAAAGTTTTT

362

CP sintético normal

TTTTTGCAATTTAGGTATGAAAGCCAGCTACAGATGGTACAGGTGACCGGCTCCT-
CAGATAATGAGTACTTCTACGTTGATTTCAGAGAATATGAATATGATCTCAAATGG-

GAGTTTCCAAGAGAAAATTTAGAGTTTGGTAAGAATGGAATGTGCCAAATGTTTCT-
GCAGCATTTCTTTTCCATTGGAAAATCTTTAAAATGCACGTACTCACCATTTGTCTTTG-
CAGGGAAGGTACTAGGATCAGGTGCTTTTGGAAAAGTGATGAACGCAACAGCTTAT-
GGAATTAGCAAAACAGGAGTCTCAATCCAGGTTGCCGTCAAAATGCTGAAAGTTTTT

325

inmunofenotipo en el Hospital Infantil Teletón 
de Oncología en Querétaro, México, de 2016 a 
2020. Describimos la incidencia de la mutación 
y las características genéticas de los pacientes.

RESULTADOS

Estandarización del proceso

Para confirmar la concordancia entre el valor 
obtenido de una serie de resultados y el valor 
de referencia aceptado (veracidad) se realizaron 
análisis a muestras del CAP, encontrándose un 
100% de asertividad en los resultados. Al estu-
diar la precisión de los resultados se observó 
que las muestras examinadas durante la misma 
corrida analítica mostraron el mismo resultado 
cualitativo y en cuanto al tamaño del amplifi-
cado se observó una desviación estándar (SD) 
promedio de 0.03 nucleótidos (nt) en pacientes 
sanos, 0.05 nt en el control sintético normal y 
0.03 nt en el control sintético mutado.

Al evaluar la medida de precisión de un método 
analítico en diferentes ensayos (reproducibi-
lidad) observamos una dispersión mínima del 
amplificado entre las 5 repeticiones realizadas 
en: pacientes sanos (325.41 nt, SD 0.39), ADN 

sintético normal (325.50 nt, SD:0.20) y ADN 
sintético mutado (362.03 nt, SD 0.32).

Para determinar la menor concentración o canti-
dad de FLT-ITD detectable con razonable certeza 
(sensibilidad) observamos que una dilución de 
0.8% de muestra de MO con FLT3-ITD mutado 
nos permite tener una sensibilidad de AR de 0.01 
± 0.001. Cuadro 2

Análisis de muestras de pacientes. A partir de 
la implementación de la prueba se han rea-
lizado 14 ensayos de detección de FLT3-ITD 
en MO de pacientes con leucemia mieloide 
aguda, de los cuales 2 resultaron positivos para 

Cuadro 2. Sensibilidad de la prueba de detección de FLT3-
ITD por electroforesis capilar

ADN normal 
(%)

ADN 
mutado (%)

Radio alélico 
(AR)

SD

90 10 0.082 0.024

95 5 0.035 0.005

99 1 0.019 0.002

99.2 0.8 0.010 0.001

99.4 0.6 0 0

99.6 0.4 0 0

100 0 0 0
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la duplicación FLT3-ITD (14.3%) presentando 
diferentes tamaños de la duplicación y del AR 
para cada paciente (Cuadro 3). Los pacientes que 
fueron positivos también mostraron la t(15;17) 
(q24;q21). Los datos clínicos y genéticos al diag-
nóstico se presentan en el Cuadro 4.

DISCUSIÓN

Debido a la importancia de la mutación de 
FLT3-ITD en pacientes con leucemia mieloi-
de aguda y a que su detección no se realiza 
rutinariamente en México,5 establecimos la 
estandarización de la técnica para diagnóstico 
clínico. Utilizamos el método de electroforesis 
capilar debido a que tiene mayor sensibilidad 
que los ensayos de electroforesis en gel de aga-
rosa,3 permitiendo un dimensionamiento más 
preciso de las mutaciones ITD y la capacidad 
para resolver múltiples bandas de tamaños si-
milares que no podrían ser resueltas por geles 
de agarosa. En nuestros resultados observamos 
una veracidad, precisión y reproducibilidad 
del 100%. La sensibilidad de la técnica a una 
dilución del 0.8% alcanzó un AR de 0.01 con 
error de medida de 0.001, similar a lo reportado 
por el grupo de Sakaguchi y colaboradores, que 
describieron sensibilidad de la prueba con un 
AR de 0.017 al combinar dos líneas celulares 
(MV4-11 y NKM-1, 0.2% de ADN mutado),3 por 
lo que nuestros resultados tienen concordancia 
en la sensibilidad del método a pesar de ser 
diferente matriz biológica.

Asimismo, nuestro límite de sensibilidad alcanzó 
una dilución del 0.08% que es comparable al 

4% que se obtuvo por secuenciación de nueva 
generación (NGS).5

Después, analizamos muestras de médula 
ósea de pacientes pediátricos con leucemia 
mieloide aguda y observamos una tasa de 
FLT3-ITD+ del 14.3% que es similar a lo 
publicado mundialmente (12-25%)2 y para 
la población pediátrica mexicana del 12.5% 
que fue analizada por NGS.5 Si bien se ha 
reportado que la mutación FLT3-ITD es más 
frecuente en pacientes con cariotipo normal12 
y con la t(15;17)(q22; q12),9 nuestros pacien-
tes con la mutación en FLT3-ITD mostraron 
la t(15;17)(q22; q12), el 85.7% restante 
(FLT3-wt) mostró translocaciones, como la 
t(9;11)(p22;q23), t(10;11)(p12;q23), inv(16) 
(p13q22), t(15;17)(q22; q12) y alteraciones 
en el cariotipo (Cuadro  4); es posible que 
nuestro reducido número de casos no permita 
observar la incidencia de FLT3-ITD asociadas 
con otros tipos de alteraciones genéticas que 
han descrito otros grupos.

Se ha documentado que las mutaciones 
FLT3-ITD+ ocurren en el 30 al 40% de las 
leucemias promielocíticas agudas (PML)11,13,14 
y se asocian con leucocitosis12,15 y morfología 
microgranular, en nuestro caso equivale al 
40% de pacientes con PML. Si bien la trans-
locación t(15;17) (q22;q12) con el transcrito 
de fusión PML-RARA está asociada con mayor 
tasa de remisión y mejor pronóstico,5,11,13,16 el 
papel de la mutación de FLT3-ITD y la t(15;17)
(q22;q12) ha sido controvertido debido a 
que algunos grupos han reportado un efecto 

Cuadro 3. Seguimiento de FLT3-ITD en leucemia mieloide aguda

ID paciente Tamaño del alelo mutado
Tamaño de las repeticiones 

cortas en tándem
Radio alélico

2 346.6 21.6 0.044

10 376.8 51.8 0.580
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negativo,13 mientras que otros no encuentran 
repercusión significativa en la supervivencia y 
pronóstico.4,11,16 En específico, un estudio reali-
zado con pacientes pediátricos observó que en 
presencia de ambas anormalidades genéticas 
(FLT3-ITD y PML-RARA) los pacientes tienen 
coagulación intravascular diseminada(DIC), 
hemorragia y un efecto negativo en la super-
vivencia global (OS a 2 años 44.6 vs 96%, p 
= 0.001) al compararlos con pacientes sin la 
mutación de FLT3-ITD.13

Recientemente en diversas investigaciones del 
papel de FLT3-ITD+ se remarcó la importancia 
predictiva del AR; se ha observado que un AR 
≥ 0.4 en niños y ≥ 0.5 adultos se asocian con 
un efecto adverso en la supervivencia libre de 
evento y con incremento de respuesta disminui-
da,11 además de ser relevante en el pronóstico 
del paciente durante el periodo de inducción 
en comparación con pacientes con AR < 0.4 
o FLT3/wt,5,8,10,11 además de que exvivo se ha 
asociado un AR > 0.5 con mejor respuesta de 
la inhibición de FLT3 por gilteritinib (inhibidor 
de FLT3).8 Si bien se ha documentado que los 
adultos muestran mayor probabilidad de tener la 
FLT3-ITD+4 y además de que el AR ≥ 0.5 ocurre 
más en adultos que en niños (87.5 vs 63.6%),13 
es importante determinar el AR en los pacien-
tes pediátricos, ya que, como observamos en 
nuestros pacientes, uno de ellos mostró un AR 
de 0.58 estratificando al paciente como de alto 
riesgo durante el periodo de inducción y en el 
pronóstico de recaída.

Diferentes publicaciones remarcaron que 
la presencia de la mutación FLT3-ITD está 
relacionada con un alto conteo de leucoci-
tos,12,15 bastos6,12,14,15 y hemoglobina (Hb) al 
diagnóstico;4,11 en específico, Cuevo-Sierra y 
colaboradores12 publicaron que la Hb > 9.6, 
WBC > 20 x 109 son los factores más relevan-
tes para predecir la ocurrencia de la mutación 
FLT3-ITD, mientras que Souza-Melo y su gru-
po16 notaron que el conteo de plaquetas fue 



143

Ramírez Martínez EC, et al. FLT3-ITD y leucemia mieloide aguda

menor en pacientes FLT3-ITD+ al compararlos 
con pacientes adultos FLT3/wt; sin embargo, 
nuestros pacientes FLT3-ITD+ no cumplieron 
en su totalidad con los criterios publicados por 
esos grupos, es posible que nuestro número 
reducido de pacientes no nos permita observar 
lo antes reportado.

Por último, consideramos que hubiera sido enri-
quecedor haber dado seguimiento a la presencia 
de FLT3-ITD+ como EMR durante el tratamiento 
para así evaluar la necesidad de un tratamiento 
específico contra FLT,3,7 modificarlo en caso de 
ya estar administrando un inhibidor de FLT3 o, 
bien, tomar otras decisiones clínicas con base en 
la persistencia o ausencia de FLT3-ITD+ durante 
el tratamiento.

CONCLUSIONES

El ensayo diagnóstico molecular de FLT3-ITD 
implementado provee un método confiable, ro-
busto y sensible. En esta publicación se plasman 
los datos para que esta técnica sea reproducible 
en otros centros oncológicos.

Éste es un proyecto innovador en México de-
bido a lo valioso de conocer la presencia de 
FLT3-ITD y el radio alélico de la mutación, ya 
que permite al médico determinar una estrati-
ficación del riesgo más precisa, así como a la 
decisión del tratamiento que puede cambiar el 
pronóstico del paciente con leucemia mieloide 
aguda y de esa forma ayudar en aumentar la 
supervivencia.
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