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RESUMEN

Introduccioén: Las mutaciones del gen que codifica para el factor de la tirosina quinasa
3 (FLT3) son de especial importancia en la leucemia mieloide aguda debido a que
sirven de guia para la confirmacion del diagnostico, la estimacion del prondstico y la
toma de decisiones terapéuticas. Entre las alteraciones mas importantes esta la
duplicacion interna en tandem (FLT3-ITD). Objetivo: Exponer los aspectos mas
relevantes respecto al biomarcador FLT3-ITD en el contexto de la leucemia mieloide
aguda.

Métodos: Se realiz6 una bUsqueda de articulos cientificos actualizados en los idiomas
inglés y espanol, en PubMed, EMBASE, Google Scholar y SciELO. Se seleccionaron
articulos publicados en los ultimos cinco afos. Se revisaron los aspectos mas relevantes
sobre el biomarcador en el contexto de la leucemia mieloide aguda, su base biologica,
el impacto del tamano de los fragmentos y la carga alélica en la estimacion del
pronostico de los pacientes, las nuevas estrategias terapéuticas y los retos en cuanto
a los métodos de laboratorio para su diagnostico.

Andlisis y sintesis de la informacion: Mas alla de la positividad o no de dicho
biomarcador, el tamano de la duplicacién interna en tandem, asi como la carga alélica
-determinada por la razén alelo mutado/alelo salvaje-, podrian tener un gran impacto
en el prondstico. Sin embargo, persisten diferencias en los criterios para establecer
los algoritmos de prediccion del riesgo, el punto de corte a utilizar como referencia 'y

el protocolo de laboratorio especifico para un estudio mas detallado del biomarcador.
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Conclusiones: La comunidad cientifica necesita seguir trabajando en el
esclarecimiento de la utilidad practica de estos parametros, validandolos en series
amplias y diversas epidemiologicamente. Se debe determinar el punto de corte exacto
para comparar la razon y estandarizar los métodos de laboratorio mas adecuados y
factibles para su estudio.

Palabras clave: FLT3-ITD; factor de la tirosina quinasa 3; leucemia mieloide aguda;

carga alélica; biomarcadores.

ABSTRACT

Introduction: Mutations in the tyrosine kinase 3 gene (FLT3) are of special importance
in acute myeloid leukemia because they serve as a guide to confirm the diagnosis,
estimate the prognosis, and make therapeutic decisions in the patient. Internal
tandem duplication (FLT3-ITD) is the most important alteration of this gene.
Objective: To present the most relevant aspects regarding the FLT3-ITD biomarker in
the context of acute myeloid leukemia.

Methods: a search was carried out for updated scientific articles, in English and
Spanish, in PubMed, EMBASE, Google Scholar and SciELO. Articles published in the last
five years were selected. The most relevant aspects of the biomarker in the context
of acute myeloid leukemia, its biological basis, the impact of the size of the fragments
and the allelic load in the estimation of the prognosis of the patients, the new
therapeutic strategies and the challenges in regarding the laboratory methods for its
diagnosis.

Information analysis and synthesis: Beyond the biomarker positivity or not, the size
of the ITD, as well as the allelic ratio determined by the mutated allele / wild-type
allele, could have a great impact on the prognosis of patients. However, differences
persist in the criteria for establishing risk prediction algorithms, the cut-off point to
be used as a reference, and the specific laboratory protocol for a more detailed study
of the biomarker.

Conclusions: The scientific community needs to continue working to clarify the
practical utility of these parameters, validating them in broad and epidemiologically
diverse series. The exact cut-off point should be determined as a reference to
compare the relationship and standardize the most suitable and feasible laboratory

methods for its study.
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Introduccion

La diferenciacion y desarrollo de las células hematopoyéticas es el resultado de la
interaccion de diversos factores de crecimiento y sus respectivos receptores. Entre
ellos se encuentra el receptor tirosina quinasa 3 (FLT3 del inglés FMS- like tyrosine
kinase 3). La expresion de este receptor es indispensable para el desarrollo,

diferenciacion, proliferacion y supervivencia de las células hematopoyéticas.('-2)

El gen FLT3 que codifica para este receptor se encuentra localizado en el cromosoma
13 (13q12) y esta constituido por 24 exones. Normalmente, el FLT3 se expresa en los
tejidos que forman células precursoras, como la médula dsea, drganos linfoides,
higado, el timo y la placenta. Se expresa en todas las células hematopoyéticas CD34+,
en los progenitores de linfocitos B, en los progenitores de la estirpe mieloide y en los

monocitos. (1:2,3:4)

También se puede encontrar expresado y en altos niveles en un gran niumero de
enfermedades hematologicas, como la mayoria de los subtipos de leucemia mieloide
aguda (LMA), en la leucemia linfoblastica aguda (LLA) de células B, en determinadas
LLA de células T, asi como en la crisis blastica de la leucemia mieloide crénica y los

sindromes mielodisplasticos. ®:6:7:89)

Entre las alteraciones mas importantes de este gen destacan, por su frecuencia e
implicacion en el pronostico de las enfermedades, las duplicaciones internas en
tandem (FLT3-ITD, por sus siglas en inglés), que resultan de la duplicacion de un
fragmento en la region codificante del dominio yuxtamembrana y, las mutaciones

puntuales en el dominio tirosina quinasa (FLT3-TKD por sus siglas en inglés). 210,11
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El diagnostico actual de la mayoria de las enfermedades oncohematologicas se basa
en un analisis integrado usando la citomorfologia, la citoquimica, el inmunofenotipo,
la citogenética y la biologia molecular. Aunque cada uno de estos estudios, aportan
informacion para el diagndstico, en los Ultimos afios ha quedado bien establecido que
la identificacion de biomarcadores con base molecular, proporciona una gran
definicion de la enfermedad, relevancia en el prondstico y mejor evaluacion de la

respuesta terapéutica.

El objetivo de esta revision fue exponer los aspectos mas relevantes respecto al
biomarcador FLT3-ITD en el contexto de la LMA.

Métodos

Se realizd una revision de articulos en los idiomas inglés y espanol en PubMed, EMBASE,
Google Scholar y SciELO. Se seleccionaron articulos publicados en los Ultimos cinco
anos fundamentalmente y se complemento la busqueda con bibliografia referenciada
en los textos identificados inicialmente. Se revisaron aspectos sobre la base bioldgica
del biomarcador, el impacto del tamano de los fragmentos y la carga alélica en la
estimacion del pronodstico de los pacientes, las nuevas estrategias terapéuticas y los

retos en cuanto a los métodos de laboratorio para su diagnostico.

Analisis y sintesis de la informacién

Base biolégica de las mutaciones del FLT3
Las mutaciones del gen FLT3 son de especial importancia en la LMA, debido a que
frecuentemente sirven de guia para la toma de decisiones terapéuticas, dado su claro
componente como marcadores de mal pronostico.® Nakao y otros,'? fueron los
primeros en describirlas en una alta proporcion de pacientes con LMA. En la LMA
pediatrica, estas alteraciones aparecen en menor cuantia, aunque van incrementando
su frecuencia del 5 % al 10 % en un periodo comprendido entre los 5 y los 10 afos,
seguido del 20 % en pacientes adultos jovenes y, supera el 35 % en pacientes mayores

de 55 afos. 513,14
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En condiciones normales, la duplicacion segmental del domino yuxtamembrana del
FLT3 promueve la autodimerizacion y la autofosforilacion del receptor que, en
consecuencia, pasa a estar constitutivamente fosforilado.(" La longitud del
fragmento duplicado puede variar entre tres y cientos de nucleétidos y aunque en

ocasiones se acompana de inserciones, no suele afectar a la pauta de lectura.

Las mutaciones FLT3-TKD suceden con una frecuencia alrededor del 5 - 10 % en los
pacientes con LMA y raramente coexisten con las FLT3-ITD.®'9) La mayoria de las
FLT3-TKD tienen lugar en el exén 835 con una sustitucion del acido aspartico por la
tirosina. Ademas de esta, se han descrito otras mutaciones puntuales, deleciones e
inserciones, en este mismo exon, como en los adyacentes.®'9) Las FLT3-TKD
promueven una proliferacion independiente del ligando a través de la
autofosforilacion y la activacion constitutiva del receptor similares a la FLT3-ITD,

aunque con ciertas diferencias bioldgicas significativas. 10

Impacto pronéstico de las mutaciones del FLT3
Varias organizaciones, incluida la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Red
Nacional Integral del Cancer y la Red Europea de Leucemia, han establecido
directrices para la clasificacion y estratificacion del riesgo de la LMA teniendo en
cuenta la FLT3-ITD.®:15.16) Desde el punto de vista pronostico, diversos estudios han
demostrado que los pacientes positivos a la FLT3-ITD tienen un prondstico
adverso.(17-18) Sin embargo, el impacto de la FLT3-TKD en el pronostico no esta bien

definido.(1-2,5)

Existe una relacion entre la presencia de mutaciones del FLT3 y determinadas
caracteristicas biologicas de la LMA al diagnostico. Los pacientes con FLT3-ITD suelen
debutar con una cifra mayor de leucocitos y con un porcentaje de blastos, tanto en
sangre periférica como en médula 6sea, mayor que el de los pacientes FLT3-ITD
negativos. Los pacientes positivos a la mutacion suelen tener un pronostico
particularmente desfavorable, con un mayor riesgo de recaida y una sobrevida global

(SG) mas corta en comparacion con los pacientes negativos. >:817)
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Adicionalmente, se ha sugerido que el tamano de la region amplificada en la ITD podria
tener importancia en el pronostico y aunque es algo que no queda claro, en general
se plantea que existe un peor pronostico cuanto mayor sea el fragmento

duplicado. 214

Diversos estudios muestran que pacientes en los que la razon alelo mutado/alelo
salvaje (WT del inglés wild-type) es elevada, evolucionan mal en cuanto a sobrevida
libre de eventos y general. Este prondstico es particularmente desfavorable en los
pacientes en los que no se detecta el FLT3 WT, motivo por el que algunos protocolos
han incorporado la determinacion de esta razon en los pacientes con LMA, para poder
inferir su pronostico en base a esta y, en consecuencia, las pautas

terapéuticas. (1:2:3,10,14)

Sin embargo, no hay un valor claramente definido para establecer un punto de corte.
Por ello, algunos autores consideran como referencia la mediana de la razon que
presenta su correspondiente cohorte, otros toman valores previamente definidos
como 0,8 o 0,5 lo que puede influir en las variaciones encontradas en las diferentes

series de estudio. (1:2,:10,14,19)

Estrategias terapéuticas moleculares
En lo referente a los esquemas terapéuticos, los ensayos clinicos con inhibidores de la
proteina FLT3, dirigidos tanto a las mutaciones FLT3-ITD como a las FLT3-TKD han
abierto una puerta a la medicina de precision.®2% Varios inhibidores como el
lestaurtinib, el sunitinib, el sorafenib y el midostaurin, han sido investigados en
pacientes con LMA. Los ensayos clinicos que evaluaron estas drogas de primera
generacion como monoterapia, demostraron una actividad antileucémica limitada y al
combinarlos con la quimioterapia convencional se incremento la toxicidad en algunos
casos.?) Para superar estos obstaculos, surgieron los inhibidores de nueva generacion:
gilteritinib, crenolanib, y quizartinib, con menores efectos adversos, mayor
especificidad y potencia.® No obstante, los pacientes han desarrollado resistencia a
estos farmacos, ya sea por factores inherentes o adquiridos, lo que constituye un gran

reto para los investigadores y médicos tratantes.
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Nuevos métodos de diagnostico
El creciente desarrollo de los métodos de diagnostico en la ultima década, revela una
enorme variabilidad molecular en las neoplasias hematologicas y en particular en la
LMA, por lo que el estudio de marcadores especificos determina nuevas estrategias en

el manejo individualizado de los pacientes.

Aunque la OMS identifica la FLT3-ITD como una alteracion molecular que afecta
significativamente el resultado clinico en pacientes con LMA, no agrupa las mutaciones
del FLT3 en una sola categoria, sino que las divide en muchos subgrupos y sigue sin

contemplar la razon FLT3 en la clasificacion de dicha entidad.® ">

Esto hace evidente que, a pesar de que algunos grupos de investigadores defienden el
valor pronostico que confiere la razon FLT3,('>' en la actualidad hay grandes
diferencias en los criterios para establecer algoritmos de estratificacion del riesgo en

los pacientes.

Desde el punto de vista de diagnostico, el método clasico de deteccion de las variantes
FLT3-ITD se basa en la amplificacion del fragmento mediante la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y posteriormente la
visualizacion de la variante.('?) Tradicionalmente, la lectura se realizaba mediante la
electroforesis en gel de agarosa, un procedimiento sencillo y factible para cualquier
laboratorio de biologia molecular pero insuficiente para analisis superiores a la simple

interpretacion cualitativa.(

Es por ello que se impone utilizar las nuevas tecnologias para desarrollar un analisis
mas profundo de la variante amplificada. No obstante, los métodos mas actuales como
la PCR en tiempo real y la secuenciacion masiva no han sido exitosos, ya que el tamaino
de la FLT3-ITD es variable de un paciente a otro, lo que supone un reto desde el punto

de vista quimico, bioinformatico y de control de calidad.(?':22:23,24.25)

La propuesta mas factible para el analisis de este biomarcador es amplificarlo con la
tradicional PCR de punto final y realizar la lectura posterior, basado en el principio

de la electroforesis capilar, lo que permite conocer el tamano del fragmento y calcular

7
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el area bajo la curva de ambos picos (mutado y WT) para determinar la razon y por

tanto la carga alélica acompanante. %)

La comunidad cientifica necesita seguir trabajando en el esclarecimiento de la utilidad
practica que tienen estos parametros, validar dichos procedimientos en series amplias
y diversas epidemioldgicamente. Se debe determinar el punto de corte exacto como
referencia para comparar el ratio FLT3 y estandarizar los métodos de laboratorio mas

adecuados y factibles para su estudio.

La caracterizacion de esta mutacion, con el conocimiento de los detalles clinico
hematoldgicos, el tamano de los fragmentos duplicados y la carga alélica
acompanante, puede ayudar al entendimiento del papel de este biomarcador en el
proceso de leucemogénesis, mejorar los protocolos de diagnostico, predecir la
evolucidn de los pacientes y justificar el empleo de la medicina de precision futura

con el uso de terapias moleculares especificas.
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