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RESUMEN  

En el año 2005 se reportó por primera vez que en la leucemia mieloide aguda (LMA) 
se detectan frecuentemente mutaciones en el gen de la nucleofosmina (NPM1). 
Actualmente, estas mutaciones representan la alteración genética más frecuente en 
dicha entidad y han mostrado tener significado pronóstico. La mutación más común 
de las descritas es la NPM1-A, que aparece entre el 75 y el 80 % de los enfermos. 
Mediante un ensayo de RT-PCR alelo específico, se estudió la NPM1-A en 32 pacientes 
cubanos con LMA, cuyas muestras de ARN estaban conservadas a -20°C.  Once 
pacientes (34,4 %) fueron positivos a la mutación. Entre los pacientes positivos a 
NPM1-A, uno portaba dos alteraciones moleculares más, el gen de fusión AML1-ETO y 
la duplicación interna en tándem del gen FLT3 (FLT3-ITD, siglas en inglés). En dos 
pacientes concomitó la mutación NPM1-A con la FLT3-ITD y en otro, se encontró la 
mutación junto con el gen de fusión AML1-ETO. Un estudio más amplio permitirá 
correlacionar la NPM1-A con la evolución de la enfermedad, así como conocer su 
interacción con otros marcadores moleculares.  
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ABSTRACT  

In 2005 the frequent detection of nucleophosmin-1 (NPM1) gene mutation in acute 
myeloid leukemia (AML) was reported for the first time. At present, this represents 
the most frequent gene alteration in AML which has demonstrated prognostic 



Revista Cubana de Hematología, Inmunol y Hemoter. 2016;32(2):249-254 
 

  
http://scielo.sld.cu 

250

significance. The most common NPM1 mutation type appearing in 75 - 80 % of the 
patients, is the NPM1-A. Through an allele-specific RT-PCR assay the NPM1-A was 
studied in 32 AML Cuban patients at the onset of the disease. RNA samples conserved 
a -20°C were used. Eleven patients (34,4%) showed NPM1-A. Among the NPM1-A 
positives patients, one presented two additional molecular disorders: the AML1-ETO 
fusion gen and the FLT3 internal tandem duplication (FLT3-ITD). In other patient, 
NPM1-A was concomitant to FLT3-ITD and in a third one, the AML1-ETO fusion gen 
was found besides NPM1-A.  An extended study will allow to correlate NPM1-A 
mutation and outcome disease, and will let us know the interaction with other 
molecular markers.  

Keywords: NPM1-A mutation; acute myeloid leukemia; FLT3-ITD. 

 

 
 

   

INTRODUCCIÓN  

El desarrollo de los estudios genéticos y moleculares en la leucemia mieloide aguda 
(LMA) ha permitido asociar ciertas alteraciones genéticas con algunos subtipos de 
LMA. Esta clasificación estratifica a la LMA de manera más relacionada con el origen o 
causa de la leucemogénesis. Conocer las bases moleculares de esta entidad ha dado 
comienzo al desarrollo y aplicación de fármacos más específicos a los diferentes 
subtipos leucémicos.  

Desde la clasificación de la LMA propuesta por la Organización Mundial de la Salud 
(OMS) en el año 2001, ya se incluyeron como entidades particulares aquellas donde 
están presentes la t(8;21), la inv(16) y la t(15;17) junto con otras relacionadas con el 
gen RARα del cromosoma 17. En 2008 se emitieron nuevas recomendaciones para la 
clasificación de la LMA1. En ella se establecen nuevos subtipos caracterizados por 
otras alteraciones moleculares, como la presencia de la t(6;9) que da lugar al gen de 
fusión DEK-NUP214 y la t(1;22) que forma el RBM15-MKL1. También se propone que 
las LMA con mutaciones en el gen de la nucleofosmina (NPM1) se agrupen en una 
entidad provisional en espera de nuevos estudios para su definitiva clasificación.1,2  

La nucleofosmina (NPM1, conocida también como B23, No38 y numatrina) es una 
proteína multifuncional. Fue identificada primeramente en grandes cantidades como 
una fosfoproteína en la región granular del nucleolo, a lo que debe su nombre. Se 
conoce que viaja entre el núcleo y el citoplasma y que tiene una importante función 
en varios procesos celulares. Su actividad se asoció inicialmente a la estimulación de 
la expresión del ARN ribosomal, al ensamblaje y procesamiento del ARN pre-
ribosomal y a la exportación del ribosoma hacia el citoplasma3. Sin embargo, en los 
últimos años ha crecido exponencialmente el conocimiento acerca de los procesos 
celulares en los que participa dicha proteína. Las evidencias señalan que interviene 
también en la remodelación de la cromatina, en la duplicación del centrosoma, en la 
replicación, recombinación, transcripción y reparación del ADN, así como en el control 
de la progresión del ciclo celular y en la respuesta al daño celular.3  

En los pacientes con LMA aparecen frecuentemente mutaciones en el gen NPM1. 
Dichas mutaciones están con frecuencia localizadas en el exón 12 del gen y consisten 
en pequeñas deleciones o inserciones que producen modificaciones en el dominio C-
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terminal de la proteína. Esta modificación provoca la exportación aberrante de la 
proteína NPM1 desde el núcleo hacia el citoplasma donde se acumula. Aunque se han 
descrito más de 50 mutaciones diferentes, la más común es la denominada mutación 
A (NPM1-A) que aparece en el 75 al 80 % de los casos. Esta consiste en una 
duplicación del tetranucleótido TCTG en la posición 956 a 959 de la secuencia del gen 
NPM1.4  

Las mutaciones en NPM1 aparecen en el 35 % de casi todos los subtipos morfológicos 
de LMA y representan la mutación más frecuente en esta entidad. Las mutaciones 
están asociadas a un cariotipo normal en el 85 % de los casos de las LMA de novo. 
Los pacientes con LMA que tienen un cariotipo normal y que portan solamente el gen 
NPM1 mutado, transitan por una mejor respuesta al tratamiento y tienen mayor 
sobrevida libre de enfermedad. Sin embargo, es bien conocido que la presencia 
simultánea del gen NPM1 mutado y una alteración molecular de pronóstico 
desfavorable, como puede ser la duplicación interna en tándem del gen FLT3 (FLT3-
ITD, por sus siglas en inglés), se asocia a un curso de alto riesgo para el paciente.5  

Se han desarrollado varios protocolos y técnicas para detectar las mutaciones en el 
gen NPM1. Entre ellos, la secuenciación y la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR, por sus siglas en inglés) cuantitativa en tiempo real son los más 
recomendados.6 Ambos tienen alta especificidad y sensibilidad pero el elevado costo 
es su mayor desventaja y por esta razón son inaccesibles a muchos laboratorios. Con 
la intención de encontrar un método con mayor posibilidad de generalización, Ottone 
y col diseñaron un protocolo de PCR alelo específica  con previa reverso transcripción 
(ASO-RT-PCR, por sus siglas en inglés), que permite la amplificación específica de la 
mutación NPM1-A.7 Este ensayo realiza una detección rápida y sensible de la 
mutación más frecuente del gen NPM1.  

Con la introducción de dicho protocolo se reporta por primera vez la presencia de la 
NPM1-A en pacientes cubanos. Además, se muestra la coexistencia de otras 
alteraciones moleculares, los genes de fusión AML1-ETO y la FLT3-ITD, en los 
pacientes positivos a la NPM1-A que ya estaban estudiados con anterioridad.  

   

MÉTODOS  

Se estudiaron 32 muestras de ARN conservadas a -20°C, de pacientes con LMA en los 
que habían sido estudiadas con anterioridad otras alteraciones moleculares: los genes 
de fusión AML1-ETO y CBFβ-MYH11, así como la FLT3-ITD. La selección de las 
muestras dependió solo de la integridad del ARN y no de la positividad a alguno de los 
marcadores moleculares mencionados. La degradación del material fue descartada 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %.  

El estudio se realizó según el protocolo ASO-RT-PCR reportado por Ottone y col.7 
Después de obtener ADN complementario (ADNc) mediante reverso transcripción8 se 
realizó la amplificación del fragmento con el empleo de los siguientes cebadores:  

NPM1-A (5´ CCAAGAGGCTATTCAAGATCTCTCTC 3´)  

NPM1-Rev6 (5´ ACCATTTCCATGTCTGAGCACC 3´)  

Para la PCR se añadieron 2 mL de ADNc a un volumen total de 50 mL. La mezcla de 
reacción contenía: 10 pmoles de cada cebador, 2.5 mmol/L de MgCl2, 5 mmol/L de 
dntp y 0.7 U de Taq ADN polimerasa en tampón de PCR. La amplificación se realizó en 
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un termociclador con el programa propuesto por Ottone y col.7 Primeramente, un 
paso de desnaturalización a 95°C durante 7 min, seguido de 35 ciclos con : 
desnaturalización a 95°C por 30 s, hibridación a 67°C durante 45 s y polimerización a 
72°C durante 45 s; al final, una polimerización a 72°C durante 7 min.  

El producto de PCR fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % 
junto a un control positivo y un marcador de peso molecular. La positividad se 
confirmó con la presencia de una banda de 320 pb.  

  

RESULTADOS  

De los pacientes estudiados, 11 fueron positivos a la NPM1-A, lo que representó el 
34,4 %. Del total de pacientes, siete habían sido positivos al gen de fusión AML1-ETO 
(21,9 %), dos al gen de fusión CBFb-MYH11 (6,2 %), y siete a la FLT3-ITD (21,9 %).  

Entre los pacientes positivos a NPM1-A (tabla), cuatro presentaron otra de las 
alteraciones estudiadas con anterioridad. Así, tres fueron positivos a la FLT3-ITD 
(27,3 %) y dos al AML1-ETO (18,2 %).  A su vez, uno de los cuatro pacientes fue 
positivo simultáneamente a ambas alteraciones, la FLT3-ITD y el gen de fusión AML1-
ETO. En ningún paciente se encontró coexistencia de la NPM1-A con el gen de fusión 
CBFb-MYH11.  

 

 

 

DISCUSIÓN  

Desde que fueron identificadas las mutaciones en el gen NPM1, se han encontrado 
más de 50 variantes moleculares, siendo la NPM1-A la más frecuente (75 al 80 %).4 
Teniendo en cuenta lo anterior, Ottone y col propusieron un ensayo de PCR que 
amplifica de manera específica la mutación NPM1-A.7 El ensayo consiste en una PCR 
cualitativa con reverso transcripción previa, por lo que en un laboratorio con 
equipamiento básico para estudios de biología molecular a partir de ARN, solo se 
requerirá la adquisición del par de cebadores correspondientes. Su principal 
desventaja es que detecta solamente la NPM1-A, pero la escasa presencia del resto 
de mutaciones NPM1, hace meritoria su implementación.7  



Revista Cubana de Hematología, Inmunol y Hemoter. 2016;32(2):249-254 
 

  
http://scielo.sld.cu 

253

A pesar de que solo se estudió la NPM1-A de entre el resto de mutaciones posibles en 
NPM1, los resultados corroboran que esta fue la más frecuente entre otras 
alteraciones moleculares que habían sido estudiadas con antelación en estos 
pacientes: los genes de fusión AML1-ETO y CBFb-MYH11 y la FLT3-ITD. En cuanto a la 
prevalencia del gen NPM1 mutado, el resultado coincide con lo reportado por otros 
autores.9-1  

En el 85 % de los casos, las mutaciones en NPM1 están asociadas a un cariotipo 
normal2. Aunque algunos autores han sugerido que estas mutaciones y las 
anormalidades genéticas recurrentes son mutuamente excluyentes en los pacientes 
con LMA,11 se han encontrado ejemplos de la coexistencia de mutaciones en NPM1 
con otras anormalidades cromosómicas y moleculares.11,12 El gen de fusión AML1-ETO 
es consecuencia de una translocación entre los cromosomas 8 y 21. La coexistencia 
de la NPM1-A con dicho gen de fusión corresponde, por tanto, a dos pacientes con 
cariotipo anormal. Ambas alteraciones se reportan como de buen pronóstico. Sin 
embargo, en uno de estos pacientes fue hallada también la FLT3-ITD, alteración que 
confiere pronóstico desfavorable.  

La FLT3-ITD es la alteración más frecuente entre las LMA con NPM1 mutado13, y en el 
pequeño grupo de pacientes de este estudio se cumplió esta característica.  

No fue objetivo de este reporte analizar el significado pronóstico de la NPM1-A ni las 
interacciones y consecuencias de su coexistencia con otras alteraciones moleculares. 
Comenzar a estudiar la NPM1-A en nuestras condiciones, permitirá arribar a 
conclusiones cuando se cuente con un mayor número de pacientes.  
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