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RESUMEN

Antecedentes: en pacientes con leucemia mieloide aguda la 
mutación en el gen FLT3 tiene una frecuencia de 15 a 30%, con 
implicaciones pronósticas. En Colombia se desconocen la frecuen-
cia y tipo de mutaciones en este gen.  
Objetivo: determinar la frecuencia de las mutaciones del gen FLT3 
en población colombiana con leucemia mieloide aguda.
Material y método: estudio descriptivo, de corte transversal, 
efectuado con base en la evaluación de pacientes con diagnóstico 
reciente de leucemia mieloide aguda remitidos de diferentes centros 
de salud del país a la Unidad de Genética Médica, Facultad de 
Medicina, Universidad de Antioquia, Medellín, Colombia. Mediante 
el QIAamp DNA Blood Mini Kit y PCR se extrajo ADN a partir de 
muestras de sangre periférica o médula ósea; se amplificaron los 
dominios yuxtamembrana y tirosina cinasa del gen FLT3. Para 
determinar las mutaciones todos los productos se secuenciaron. 
Resultados: se analizaron las muestras de 31 pacientes con 
leucemia mieloide aguda y se encontraron 3/31 pacientes con la 
mutación FLT3-ITD. En el dominio tirosina cinasa de FLT3 no se 
encontró la mutación. 
Conclusiones: este es el primer estudio efectuado en Colombia 
que determina la frecuencia de las mutaciones en el gen FLT3. En 
nuestra población la mutación FLT3-ITD es más baja (9.7%) que 
la informada en la bibliografía. Esta mutación se relaciona con 
recuentos altos de leucocitos en sangre periférica (p=0.023). Para 
determinar el significado clínico de estas mutaciones en la población 
colombiana se plantea la necesidad de efectuar en nuestro país 
estudios metacéntricos.

Palabras clave: leucemia mieloide aguda, Fms Like tyrosine 
Kinase (FLT3), PCR

ABSTRACT

Background: In the past years, several studies detected high 
frequencies (15-30%) of mutations in the FLT3 gene in AML cases, 
which has prognosis implications. In Colombia, the frequency and 
type of mutations in FLT3 in AML cases is still unknown. 
Objective: The aim of this study was to determine the frequency 
and type of mutations in the FLT3 gene that might be involved in the 
leukomogenesis in a cohort of Colombian AML patients.
Methodology: Descriptive and cohort study made in Colombia ge-
nomic DNA was isolated from mononucleated cells of AML patients 
peripheral blood or bone marrow using QIAamp DNA Blood Mini 
Kit. Mutations in juxtamembrane and tyrosine kinase domains of 
FLT3 gene were sequenced. 
Results: Thirty-one AML patients were included in the present 
study. We found 3/31 with FLT3 ITD mutation. The patients with the 
mutation FLT3 ITD showed higher white blood counts.
Conclusions: This is the first study in Colombia that has been 
undertaken to determine mutations in FLT3 gene in our population. 
The frequencies of mutations in FLT3 ITD gene were lower (9.7%) 
than those informed in the literature. Besides, the presence of FLT3 
ITD was associated with higher leukocyte counts in peripheral blood 
(p=0.023). The results of the present study entail the necessity of 
multicenter studies in our country to determine the clinical signifi-
cance of these mutations in the Colombian population. 
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proliferación y mantenimiento de las células progenitoras 
CD34+/CD38-.4

El gen FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) contiene 
24 exones, se localiza en el cromosoma 13q12 y en hu-
manos codifica una proteína de 993 aminoácidos que se 
expresa en las células progenitoras hematopoyéticas e 
interviene en su proliferación y diferenciación. La pro-
teína FLT3 está compuesta por una región extracelular 
con cinco dominios, semejantes a las inmunoglobulinas, 
una secuencia transmembrana y una porción intracelu-
lar conformada por un segmento yuxtamembrana (JM) 
seguido de un dominio tirosina cinasa (TKD). También 
se ha encontrado en la placenta, las gónadas, el cerebro 
y otros órganos linfo-hematopoyéticos, como el hígado, 
el bazo y el timo.5 

En leucemia mieloide aguda se han identificado dos 
clases mayores de mutaciones activadoras de FLT3: dupli-
caciones en tándem interno (ITDs) y mutaciones puntuales 
del dominio tirosina cinasa (TKD). Las ITDs en el dominio 
JM de FLT3 se detectan en el 15%-35%6 de pacientes con 
leucemia mieloide aguda y resulta de la duplicación de un 
fragmento dentro de la región del dominio JM codificado 
por los exones 14 y 15 de FLT3, que puede variar entre 
3-400 pb y siempre ocurre en múltiplos de tres por lo que 
se mantiene dentro del marco de lectura.6 

Las mutaciones en duplicaciones en tándem interno 
activan en forma constitutiva a FLT3, lo que promueve 
diferentes vías de transducción y señalización, como: 
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)/AKT, MAPK/ERK y 
(JAK2)STAT5. Además, entre 5 y10% de pacientes con 
leucemia mieloide aguda exhiben mutaciones puntuales 
dentro del dominio tirosina cinasa. En la mayoría de los 
casos estas mutaciones resultan de la sustitución de tirosina 
por ácido aspártico en el codón 835 (D835Y).7 

Aunque existen algunas discrepancias, la mayoría de 
los estudios publicados hasta la fecha coincide en otorgar 
un papel pronóstico adverso para las mutaciones en FLT3-
ITD. La peor evolución de los pacientes con mutaciones 
de FLT3 estaría determinada por mayor riesgo de recaída 
(RR) y menor supervivencia libre de enfermedad. La in-
terpretación de los resultados de los distintos trabajos en 
este sentido es compleja. En general, casi todos orientan 
hacia menor supervivencia libre de enfermedad, libre de 
evento (SLEV) y un riesgo relativo mayor.8 

La leucemia mieloide aguda es una causa importante de 
mortalidad en el panorama general del cáncer en el mundo 

La leucemia mieloide aguda es una neoplasia 
agresiva, clonal, mieloide, con detención de la 
maduración de la mielopoyesis y acumulación de 

mieloblastos en la médula ósea o en la sangre periférica, 
o en ambos. La tasa de supervivencia a largo plazo es de 
25-70% en pacientes menores de 60 años y sólo 10-15% 
en los de edad más avanzada.1 En la actualidad, los cam-
bios citogenéticos y moleculares se han establecido como 
marcadores pronóstico y de respuesta a la quimioterapia de 
inducción y para predecir la tasa de recaída, supervivencia 
libre de enfermedad y general.2 

En las actuales guías de práctica clínica en oncología 
para pacientes con leucemia mieloide aguda se reconocen 
tres grupos de riesgo citogenético: favorable, intermedio 
y de alto riesgo. El grupo de riesgo favorable incluye: 
t(8;21), t(15;17), inv(16) y t(16;16) con tasas de remisión 
completa mayores de 90%, y supervivencia general de 
60%. Para consolidar la remisión completa, en este grupo 
de pacientes se aconseja la administración de dosis altas 
de citarabina. El grupo de alto riesgo comprende la coexis-
tencia de: inv(3), t(3;3), t(6;9), t(6;11), t(11;19), del(5q), 
-5, -7 o cariotipos complejos. Estos tienen un alto índice 
de resistencia al tratamiento de inducción de remisión, 
con elevada probabilidad de recaída y, en consecuencia, 
baja supervivencia libre de enfermedad y supervivencia 
general de apenas 5-15%; por esto, para intentar mejorar 
su pronóstico se sugiere la consolidación con trasplante 
alogénico de células madre hematopoyéticas. El 45% de 
los pacientes adultos con leucemia mieloide aguda tiene 
cariotipo normal y se consideran de riesgo intermedio. 
Puesto que en estos pacientes los desenlaces y resultados 
del tratamiento son muy heterogéneos se sugiere incluir 
marcadores moleculares que complementen la información 
citogenética.3

Las mutaciones dentro del gen FMS-like tyrosine kinase 
3 (FLT3)  representan una de las alteraciones genéticas más 
frecuentes en pacientes con leucemia mieloide aguda. El  
FLT3 pertenece a la familia de receptores tirosina cinasa 
(RTK) clase III, que incluye FMS, c-KIT, y PDGFR α y 
β.4  La unión de su ligando FLT3-ligand (FL) induce un 
cambio conformacional, homodimerización y activación 
subsecuente de vías de señalización intracelular. La esti-
mulación de los progenitores hematopoyéticos por el FL, 
sin ningún otro factor de crecimiento, induce la diferen-
ciación monocítica, mientras que en presencia del factor 
de células madre y la interleucina 3 (IL-3), el FL produce 
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y en nuestro país.9,10 Debido a esto, la investigación se 
ha centrado en la detección de las alteraciones genéticas 
que repercuten en su pronóstico y tratamiento. A la fecha 
no existen publicaciones nacionales que den cuenta de la 
situación con respecto a las mutaciones del gen FLT3; por 
eso el objetivo de este trabajo fue: determinar la frecuencia 
de estas mutaciones en población colombiana con leucemia 
mieloide aguda.

MATERIAL Y MÉTODOS

Estudio descriptivo, de corte transversal, en el que se 
evaluaron pacientes con diagnóstico reciente de leucemia 
mieloide aguda remitidos de diferentes centros de salud del 
país a la Unidad de Genética Médica, Facultad de Medici-
na, Universidad de Antioquia, Medellín, Colombia entre 
junio 2007 y noviembre 2009. Las características clínicas y 
de laboratorio (edad, sexo, subtipo, Hgb, RGBs y recuento 
de plaquetas) se consignaron en el momento de la toma 
de la muestra y, con base en los hallazgos citogenéticos 
se clasificó el riesgo en favorable, intermedio y alto. To-
dos los pacientes firmaron el consentimiento informado, 
aprobado previamente por los comités de bioética de cada 
institución.

El ADN se aisló a partir de médula ósea o sangre 
periférica mediante QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qia-
gen®). Se amplificaron los exones 14 y 15 del gen FLT3 
de acuerdo con el protocolo de Kiyoi y Naoe.11 La reac-
ción se efectuó en un volumen final de 25 µL, con 2µL 
de ADN genómico (1µg), 1 µM de los cebadores 14F 
5´-CAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3´ y 15R 5´- 
CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3´, 12.5 µL para 
la de Ampli Taq Gold® PCR Master Mix 2X (Applied 
Biosystem) y el volumen de reacción se completó con 
agua desionizada. La amplificación se realizó con un paso 
inicial de desnaturalización a 95°C durante nueve minutos, 
seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C por 1 
minuto y 72°C durante dos minutos, terminando con un 
ciclo final de extensión de 72°C por  espacio de 10 minutos.

Posteriormente se amplificó el exón 20 del gen FLT3 
con cebadores 20F 5´- CCGCCAGGAACGTGCCTTG-3´ 
y 20R5-GCAGCCTCACATTGCCCC-3´ con una concen-
tración final de cada cebador de 1 µM y en las mismas 
condiciones de amplificación anteriores, excepto que la 
temperatura de alineamiento de los cebadores se efectuó 
a 60oC durante 30 segundos. Los productos de la ampli-

ficación se corrieron en gel de agarosa al 2% a 80 Voltios 
durante 70 minutos, teñidos con SYBR Safe (Invitrogen®) 
y visualizados en un fotodocumentador Chemidoc (Bio-
Rad) y uso del programa Quantity One®. Los productos 
de la amplificación del exón 14 y 15 del gen FLT3 debían 
generar una banda de 329 pb para el alelo normal y una 
banda de mayor tamaño correspondiente a la duplicación 
interna en tándem (ITD). Para el exón 20 del gen FLT3 
que codifica para el dominio tirosina cinasa se espera una 
banda de 114 pb. 

Los productos amplificados se purificaron del gel con 
el equipo PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen®) 
y se secuenciaron en Macrogen, Corea. En dos casos en 
los que se observaron los dos productos amplificados para 
los exones 14 y 15, se purificó una banda a partir del gel y 
se clonó en un vector empleando el sistema TA Cloning®. 
Se secuenciaron varias clonas de cada amplificado. Los 
resultados de las secuencias se editaron en el programa 
Chromas Lite® y se hizo análisis de homología con Blast. 
Las variaciones en las secuencias se determinaron por 
alineamiento múltiple utilizando el programa ClustalW2.

Análisis	estadístico		

Para los análisis estadísticos se empleó el programa 
Statistical Package for the Social Sciences for Windows 
software (SPSS) versión 17.0. Para evaluar las variables y 
sus asociaciones se utilizó la prueba de normalidad Shapiro 
Wilk, la prueba de la t de Student, de Mann-Whitney y 
ζ2.  En  los análisis estadísticos se consideró un nivel de 
significación con p ≤  0.05. 

RESULTADOS

De los 31 pacientes con leucemia mieloide aguda estu-
diados 19 (61.3%) eran mujeres y 12 (38.7%) hombres; 
cinco (16.13%) eran menores de 15 años. La edad pro-
medio fue de 44 años (límites: 4-96 años). Al realizar la 
comparación de los promedios de leucocitos en sangre 
periférica, se encontró que los pacientes con la mutación 
FLT3-ITD tenían un recuento más alto que quienes no 
tenían la mutación (p=0.023). Las características clínicas, 
grupos de riesgo citogenético y la mutación FLT3-ITD 
de los pacientes estudiados se indican en el Cuadro 1. 
La distribución de los pacientes con leucemia mieloide 
aguda y las alteraciones cromosómicas recurrentes se 
ilustran en la Figura 1.
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De la cohorte de estudio conformada por 31 pacien-
tes, sólo 3 (9.7%) tuvieron mutaciones en el dominio 
yuxtamembrana FLT3 con los subtipos FAB M1, M2 y 
M5, respectivamente.  En el análisis de los productos de 
amplificación obtenidos por PCR  (Figura 2)  se observó 
que en los tres casos FLT3/ITD(+) tenían dos bandas: 
una de 366pb correspondiente al alelo wild-type  y otra 
adicional de mayor peso molecular, correspondiente a las 
duplicaciones en tanden (ITD); similar a la encontrada 
por Gaich P.13

Con respecto a otras variables estudiadas, la edad media 
de estos pacientes fue de 46 años, el recuento medio de 
leucocitos de 105.700/mm3, de blastos 43.7% y  de pla-
quetas de 58.700/mm3. En los 31 pacientes analizados no 
se encontró ninguna de las mutaciones puntuales descritas 
en otros estudios para este dominio. Además, todos los 

pacientes tuvieron alelos normales para el  exón 20 del 
gen FLT3. En el análisis de una de las colonias clonadas 
y secuenciadas por ambas cadenas, correspondientes al 
paciente 31, se halló un cambio de nucleótidos de una 
timina por una citosina (Figura 3).

Cuadro 1. Características demográficas y de laboratorio de pa-
cientes con leucemia mieloide aguda; presencia o ausencia de 
mutación FLT3-ITD 

Característica No.

Sexo  

Masculino 12

Femenino 19

Edad  

60 años o menos 21

Mayor a 60 años 10

Media, en años 45,2

Rango, en años (4-96)

Recuento de glóbulos blancos  

10 X 109/L o más 18

Menos de 10 X 109/L 13

Media 47508

Rango (1300-130400)

Plaquetas  

Menos de 100 X 109/L 23

Al menos 100 X 10/L pero menos de 450 X 109/L 7

450 X 109/L o más 1

Media 78258,06

Rango (6000-482000)

Clasificación	del	riesgo  

Favorable 3

Intermedio 15

Alto 5

Sin resultado 8

Mutación FLT3-ITD  

Positivo 3

Negativo 28

Cariotipo Normal
48,4%

Cariotipo complejo
16,1%

Sin resultado
25,8%

t(15;17)
9,7%

Figura.1 Distribución de pacientes con leucemia mieloide aguda 
según la alteración cromosómica recurrente

Figura 2.  Gel de agarosa de productos de RT-PCR para mutaciones 
FLT3. Se observan los productos de amplificación para la mutación 
FLT3 en tres pacientes (carriles 1,4 y 8).
Las bandas inferiores de 366pb corresponden al alelo normal wt, y 
las superiores a las ITD. Los carriles 2, 3, 5, 6, 7, 9 y 10 correspon-
den a los productos de PCR de individuos con leucemia mieloide 
aguda sin la inserción de nucleótidos. Las muestras se corrieron 
en gel de agarosa al 2% y se colorearon con Sybr safe. En el Carril 
1: Marcador de peso molecular (PM)
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rencias en las metodologías utilizadas para detectar esta 
mutación.18 En este trabajo, y en el mexicano y argentino, 
se empleó electroforesis de gel de agarosa, mientras que 
en otros se utilizó electroforesis capilar y HRM (High Re-
solution Melting) que pueden ofrecer mayor sensibilidad. 
Por último, otros factores, que en la actualidad aún están 
en discusión plantean posibles diferencias con respecto a 
la raza y etnicidad.19

En el presente estudio se encontró asociación entre el 
hallazgo de la mutación FLT3-ITD y el recuento elevado 
de leucocitos, en comparación con los pacientes libres de 
mutación (p=0.023), lo que concuerda con lo informado 
en la bibliografía.20 Con respecto a la caracterización 
citogenética, dos de los tres pacientes con mutaciones 
FLT3-ITD tenían cariotipo normal (subtipos FAB M1, 
M2) y otro cariotipo complejo (subtipo FAB M5). Otro 
hallazgo importante en este trabajo fue la mutación 
puntual adicional en uno de los pacientes con FLT3-ITD 
en el que se observó un cambio de timina por citosina, 
30712T>C p.V615A. Esta mutación sólo se ha informado 
en la base de datos COSMIC en pacientes con cáncer de 
ovario y se desconocen sus implicaciones en pacientes 
con leucemia mieloide aguda. Estudios previos han in-
formado mutaciones puntuales en ITD y en el dominio 
tirosina cinasa TKD, que pueden afectar el marco de 
lectura o ser mutaciones sin sentido. Al respecto, Mills 
y su grupo,21 en un estudio de 235 casos de leucemia 
mieloide aguda identificaron mutaciones puntuales ITD 
en los codones 835/836/839 en 13.6% (35 muestras). 
Gianfelici y su grupo publicaron, en 2011, una revisión 
en la que informaron varias  mutaciones puntuales en do-
mino yuxtamembrana del FLT3: Y591C, F594L, F590G, 
Y591D, V579A, V592A, S574G, E598G, K567I, V579Q, 
F594I.22  Estudios recientes se han enfocado en identificar 
mutaciones puntuales en el dominio JM en pacientes con 
leucemia mieloide aguda y establecer su valor pronóstico. 
En este estudio no se hizo seguimiento de los pacientes, 
por lo que no se pudo corroborar el pronóstico adverso 
que confiere esta mutación en lo que respecta al mayor 
riesgo relativo, menor supervivencia libre de enfermedad  
y menor supervivencia general.  En nuestra población 
estudiada no se detectaron  mutaciones  puntuales del 
gen FLT3 en el dominio TKD. 

Entre las limitaciones en la realización de este estudio 
pueden considerarse: el bajo número de pacientes reclutado 
que impidió analizar, apropiadamente, las variables estu-

DISCUSIÓN

En este estudio se analizaron 31 pacientes con leucemia 
mieloide aguda de novo y se encontró que la prevalencia 
para la mutación FLT3-ITD fue de 9.4%, menor a la in-
formada en la bibliografía: 15-35%.6 En Latinoamérica 
son pocas las publicaciones al respecto: en México Ruiz-
Arguelles y colaboradores12 encontraron una prevalencia 
de 13%,  Gaich y su grupo13 en Argentina, de 16.7% y 
Lucena y colaboradores,14  en  Brasil, de 23.6%. En Europa 
Gorin y su grupo15 informaron una prevalencia de 27.7% 
y Nazha y su grupo16 en Estados Unidos de 17.3%. Estas 
mutaciones se producen debido a diferencias en el número 
de duplicaciones (3-400 pb) que se originan en inestabili-
dad genética subyacente y cuya presencia parece incidir en 
el pronóstico adverso de FLT3-ITD en leucemia mieloide 
aguda,13 aunque en este estudio no se pudo determinar el 
tipo de repetición. Los pacientes con esta mutación falle-
cieron durante el transcurso de la investigación.

La baja prevalencia encontrada en nuestro estudio. 
comparada con las anteriores, podría explicarse por 
distintas razones: 1. Al alto rango de variación del alelo 
normal o al bajo porcentaje de mutaciones FLT3-ITD. 2. 
Diferencias en el tamaño de las poblaciones estudiadas. 
3. En este estudio se incluyeron pacientes con leucemia 
mieloide aguda independiente del resultado del cariotipo. 
En otras investigaciones17 sólo se seleccionaron pacientes 
con cariotipo normal, que se clasifica como un subgrupo 
con alta incidencia de mutaciones moleculares. 4. Dife-

Figura 3.  Cromatograma del exón 15 del gen FLT3.  En el croma-
tograma del panel izquierdo se observa la secuencia de un indivi-
duo normal, en el panel derecho se aprecia el cromatograma del 
paciente 31 un cambio de una timina por  citosina,  c. 66.608T>C 
p.V615A. Secuencia de referencia utilizada NG_007066.
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diadas y, por tanto, emitir conclusiones definitivas, sobre 
todo las relacionadas con la constitución del cariotipo y 
estratificación, grupo de riesgo y tipo de mutación.  

CONCLUSIONES

En este estudio se encontró que la frecuencia de la 
mutación FLT3 ITD (9.4%) en los pacientes con leu-
cemia mieloide aguda fue más baja que la reportada 
en la bibliografía (20-35%) y no se halló en ningún 
caso la mutación FLT3 TK. Además, se confirmó que 
la mutación FLT3 ITD se asocia con recuentos altos de 
leucocitos en pacientes con leucemia mieloide aguda 
y que no hay diferencia significativa en el número de 
plaquetas y porcentaje de blastos entre los individuos 
con la mutación y negativos para FLT3 ITD. Debido 
a la baja frecuencia de la mutación FLT3 ITD en este 
estudio, no se pudo determinar la relación de ésta con 
la clasificación FAB. Además, se plantea la necesidad 
de estudiar otros genes involucrados en la patología 
molecular de la leucemia mieloide aguda, como CEBPA, 
EVI1, BAALC, KIT, MLL  y valorar la importancia de 
estos  genes en nuestros pacientes.  Por último, es prio-
ritaria la realización de estudios multicéntricos con el 
fin de confirmar la frecuencia de mutaciones en FLT3 
y evaluar este gen en el algoritmo diagnóstico de los 
pacientes con leucemia mieloide aguda en nuestro país, 
con el propósito de brindarles un tratamiento adecuado, 
oportuno e incrementar la supervivencia.

Entre las recomendaciones para la elaboración de tra-
bajos futuros donde se evalúe la mutación FLT3 ITD se 
encuentran: utilizar métodos más sensibles de separación 
de productos amplificados, como gel de poliacrilamida, 
detección de mutaciones HRM (High Resolution Melting) 
y secuenciamiento de nueva generación, de tal manera que 
se puedan obtener resultados concluyentes acerca de la in-
serción de nucleótidos. Asimismo, realizar investigaciones 
para el estudio de estos genes en muestras poblacionales 
más grandes, que sea representativa para la extrapolación 
de resultados.
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