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ABREVIATURAS.

1GF-1R Receptor del factor de crecimiento insulinico
ADN Acido desoxirribonucleico
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FGFR1 Receptor del factor 1 de crecimiento de fibroblastos
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FLK-2 Fetal liver kinase-2
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kDa Kilodaltones
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LCG Leucemia granulocitica cronica
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LLA Leucemia linfoblastica aguda

LLC Leucemia linfocitica cronica

LMA Leucemia mieloide aguda

LMC Leucemia mieloide cronica

LMMJ Leucemia mielomonocitica juvenil
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MAPK Proteina cinasa activada por mitogenos
MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
MPD Trastornos mieloproliferativos

MPO Mieloperoxidasa

NK Natural killer

OMS Organizacion mundial de la salud

O] Supervivencia global
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PGM Progenitor granulocitico/monocitico
PI3K Fosfo-inositol-3-cinasa
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PMC Progenitor mieloide comun



PMP Progenitor multipotencial
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RP Remision parcial

RR Recaida mayor

SD Desviacion estandar

SFD Supervivencia libre de enfermedad
SFR Supervivencia libre de recaida
SMD Sindrome mielodisplasico

SNC Sistema nervioso central

STK-1 Human stem cell kinase-1

TK Tirosina cinasa

TKD Dominio tirosina cinasa

TKI Inhibidores de tirosina cinasa

TKR Receptores tirosina cinasa

TMD Dominio transmembranal

TPH Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

WT Tipo nativo



1. INTRODUCCION

La Tirosina cinasa (TK), es una enzima que cataliza la transferencia de fosfato
desde el ATP a residuos de tirosina en polipéptidos. EI genoma humano contiene
diversos genes que en conjunto regulan la proliferacion celular, la supervivencia, la
diferenciacion, la funcién y la motilidad en base al control de la produccién de esta

enzima.’

Los receptores de tirosina cinasa (RTK) son un grupo heterogéneo de proteinas
transmembranales, que se expresan en muchas células en crecimiento, en
procesos de diferenciacion y angiogénesis, por lo que la sobreexpresion y la
alteracion de estos receptores se relaciona con el cancer. Los RTK se encuentran
conformados estructuralmente por un dominio extracelular, una porcion
transmembranal y un dominio intracelular de la TK.2 Un ejemplo de este tipo de
receptores es el FLT3 (receptor de tipo fms-tirosina quinasa 3), que es una proteina
glicosilada de 158 kDa expresada en la superficie celular. FLT3 tiene 5 dominios,
asi como subdominios que abarcan a los 531 aminoacidos de la parte amino-
terminal de la molécula. El dominio transmembrana se constituye de 21
aminoacidos, seguido por el dominio intracelular, que posee secuencias que
comienzan con un dominio yuxtamembranal, que participa en la leucemogénesis.

El lado carboxilo-terminal de la yuxtamembrana es el dominio de la cinasa, que se
divide en dos subdominios, TK1y TK2.?

En presencia del ligando y al unirse este al dominio extracelular del receptor,
provoca que FLT3 se dimerice, llevando a cabo la autofosforilacidon de la tirosina y
la posterior activacion de la TK, provocando a su vez: la activacion de las vias de
sefalizacion, la activacion de la membrana y la exposicion de los sitios de union
para las proteinas de sefializacién involucradas.” El ligando para FLT3(FL), se
encuentra expresado en la médula ésea, el bazo, el timo y fibroblastos. El receptor
FLT3 se expresa en la superficie de las células toti potenciales, asi como en células
pro-T y células pro-B, lo que sugiere un papel en la hematopoyesis temprana
relacionando su presencia con neoplasias hematoldégicas como la Leucemia
Mieloide Aguda (LMA), la Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), Sindrome

Mielodisplasico y Leucemia Mieloide Crénica en crisis Blastica.>*



Existen en general dos tipos de mutaciones de FLT3 que han sido identificadas en
pacientes con LMA: la duplicacion interna en tandem dentro el dominio
yuxtamembranal (ITD) y mutaciones puntuales en el sitio de activacion del dominio
tirosina cinasa (TKD), ambos tipos de mutacion provocan que FLT3 se encuentre
constitutivamente activado, lo que resulta en una descontrolada activacién de las

vias descendentes.

La deteccién de las mutaciones de FLT3 en el transcurso de la enfermedad es un
factor prondstico importanteen la LMA.° Estas mutaciones de FLT3 se pueden
evaluar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ya que esta
técnica molecular tiene una sensibilidad analitica impresionante y se ha convertido
en la base del diagnostico molecular. Desde su llegada, la PCR ha permitido la
identificacion de las mutaciones que no se detectan en citogenética tradicional lo
que permite conocer los tipos de mutaciones y establecer el panorama prondstico
del paciente.’La deteccion precoz de la recidiva en pacientes con leucemia
mediante PCR se ha utilizado para iniciar el tratamiento preventivo, por lo tanto, la
deteccion de mutaciones de FLT3 mediante PCR podria ser un marcador util para
la deteccion de recidiva si se mantiene estable entre el diagnostico y la recaida en

el mismo paciente.®

La deteccion temprana de mutaciones en FLT3 se convirti6 desde hace algunos
afios en un procedimiento estandar para el diagndstico de pacientes con LMA en
varios centros clinicos.* Clinicamente, la presencia de mutaciones en FLT3
confiere un mal prondstico en la LMA debido principalmente a un mayor riesgo de
recaida de la enfermedad que resulta en una menor supervivencia.’ Igualmente
debe considerarse que estas mutaciones son frecuentes a diferente grado dandose
ademas en ciertos subtipos de LMA, variacién que se da en menos proporcion en
la edad pediatrica.® Sin embargo la implicacién mas importante de los prondsticos
radica en la decision de enviar a los pacientes para el trasplante alogénico para asi

poder obtener una remisién completa.’

Las caracteristicas del receptor FLT3 lo convierten en un candidato muy atractivo
para nuevas estrategias de tratamiento, ' porque la intervencién terapéutica comun

esta conformada por farmacos antagonistas como anticuerpos monoclonales o



moléculas pequeias como el malato de sinitinib, que es una molécula pequefa
capaz de bloquear el dominio extracelular del RTK teniendo actividad directa contra

el cancer.

2. OBJETIVOS

Objetivo General
Establecer el estado del arte del receptor FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) a
través de una revision de la literatura para obtener informacién de su asociacion

con leucemias agudas, asi como su utilidad diagndstica y su valor prondstico.

Objetivos especificos

- Realizar una investigacién tanto exploratoria como descriptiva, que permita la
profundizacién y comprensién del tema en cuestion.

- Revisar la importancia del receptor FLT3 como marcador bioquimico especifico
para el apoyo en el diagndstico y tratamiento en pacientes con leucemias agudas.

- Senalarla frecuencia de mutaciones en elreceptor FLT3en pacientes con
leucemias agudas.

- Describir la asociacion del receptor FLT3 con el prondstico de leucemias agudas.
- Analizar la prevalencia de mutaciones de FLT3 en leucemia mieloide aguda
(LMA).

3. JUSTIFICACION

Esta recopilacion de informacion sobre FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) pretende
que se implemente la deteccion de FLT3 de forma rutinaria para el diagndstico,
seguimiento y pronostico de los pacientes con leucemias agudas, ya que se
presenta en aproximadamente el 25% de esta poblacion, y dependiendo el tipo de
mutacion que presente este receptor originara un mejor pronostico de

supervivencia y un 6ptimo tratamiento para el paciente.



4. LEUCEMIAS

La leucemia es el cancer infantil mas comun. En los nifios,el subtipo mas comun,
es la leucemia aguda linfoblastica (también denominada linfocitica) LLA y
representa el 75-80% de todos los casos de leucemia infantil, mientras que la
Leucemia mieloide aguda (mielocitica, mieloide o no linfoblastica) LMA compone

aproximadamente el 20%.""

La leucemia linfoide aguda es una proliferacion maligna y con la acumulacién de
células hematopoyéticas (linfocitos inmaduros). La leucemia mieloide aguda (LMA)
es una proliferacion neoplasica de células inmaduras de estirpe mieloide que se
produce por una alteracion en la regulacién del crecimiento y la diferenciacion de
las células hematopoyéticas. Esta alteracibn provoca la acumulacion de
precursores inmaduros con capacidad de replicacion, pero que han perdido su
capacidad de diferenciacion hacia células hematopoyéticas maduras. Por
consiguiente, la médula 6sea es ocupada por células tumorales que impiden una

hematopoyesis normal y da lugar a la aparicion de una insuficiencia medular.

Aunque las células leucémicas generalmente no proliferan tan activamente como
sus homologos normales hematopoyéticos, se acumulan inexorablemente y
compiten con éxito con las células normales. Su incapacidad para diferenciarse y
su relativa resistencia a la apoptosis puede explicar este fendomeno. Al momento
del diagndstico, las células leucémicas por lo general han sustituido a las células
normales de la médula 6sea y diseminadas a diversos sitios extra medulares. Por lo
tanto, las caracteristicas de presentacion de la leucemia tipicamente reflejan el

grado de sustitucion de la médula 6sea y el grado de propagacion extra medular.'

Hasta los afos 70 el diagndstico de esta enfermedad se basaba Uunica y
exclusivamente en el examen histolégico y citoléogico de médula ésea y sangre
periférica. La probabilidad de supervivencia a los 5 afios en este periodo era menor
al 15%. Durante las décadas de los 80 y 90 se produjo un avance muy importante
en el diagndstico de la leucemia aguda con la introduccion de las técnicas

inmunofenotipicas, citogenéticas y moleculares.



Este mayor refinamiento diagnéstico permitid un mejor conocimiento de la
fisiopatologia de la LMA que derivdé en una clasificacion de las LMA que valora
tanto los aspectos morfologicos, como los fenotipicos, citogenéticos vy

moleculares.™

Tanto la LLA como la LMA son enfermedades heterogéneas que abarcan
diferentes subtipos biologicos,Tienen como principal caracteristica de
diferenciacion, la morfologia y divisiones inmunofenotipicas basadas en asociacion
de linaje y el grado de maduracion, se subclasifican por la identificacion de

11,14

anormalidades cromosomicas y moleculares, asi como sus patrones de

expresion génica. >0

Esta nueva clasificacion que integra los aspectos biolégicos mas significativos junto
con la definicibn de nuevos factores prondsticos ha permitido el desarrollo de
protocolos terapéuticos personalizados. Aproximadamente el 60-80% de los
adultos con LMA consigue remisiéon completa (RC), pero sélo el 30-40% de estos
pacientes esta vivo y libre de enfermedad a los 5 afios. Estos datos indican que, a
pesar del avance conseguido en los ultimos afios en el diagndstico y tratamiento de
la LMA, es necesario continuar estudiando la fisiopatologia de esta enfermedad tan
heterogénea e investigando factores prondsticos que permitan individualizar los

tratamientos y desarrollar nuevos farmacos.

4.1 Etiologia

Entre los diferentes tipos de cancer, la leucemia es la neoplasia que con mas
frecuencia se asocia a las radiaciones ionizantes y a algunos agentes quimicos
como el benceno.!” Asimismo, se ha observado un incremento del riesgo de
desarrollar una leucemia secundaria en pacientes tratados con quimioterapia por
diferentes tipos de cancer, hematopoyéticos o no, debido a un aumento de la

supervivencia de estos pacientes.

Entre los farmacos administrados a los pacientes con neoplasias destacan, por su
asociacion con un mayor riesgo de leucemia secundaria, los agentes alquilantes

(ciclofosfamida, melfalan, clorambucilo o tiotepa), procarbazina, nitrosureas,



antibidticos antitumorales (antraciclinas) y epidofilotoxinas. Las leucemias que
aparecen en asociacion con estos farmacos suelen ir precedidas de un periodo de

pancitopenia o displasia y se asocian con un mal pronodstico. 81

4.2 Incidencia

La leucemia es el cancer infantii mas comun, aunque, la incidencia de LMA se
incrementa de forma progresiva con la edad, siendo mas evidente a partir de la
quinta o sexta década de vida. La LMA causa el 1.2% de la mortalidad por cancer.
La asociacion de la LMA con una serie de enfermedades que presentan anomalias
cromosomicas o de conocido origen hereditario, sugiere la implicacion genética en

la leucemogénesis.?°

La leucemia granulocitica cronica (LGC), sindrome mielodisplasico (SMD), y los
trastornos mieloproliferativos (MPD) se producen con menos frecuencia en tanto

que laleucemia linfocitica crénica (LLC) es extremadamente rara.?’

4.3 Epidemiologia

La LMA tiene en los paises occidentales una incidencia de 2,2 nuevos casos por
100.000 habitantes al afio, los hombres son generalmente afectados por la
leucemia ligeramente mas a menudo que las mujeres en todos los grupos de edad,
excepto en los nifios y cabe mencionar queen los paises desarrollados la incidencia

de LLA es la mas alta entre 2 y 5 anos.

La incidencia de la LMA es relativamente constante durante la infancia, con picos
leves en los 2 primeros afios de vida y en la adolescencia tardia, aumentando de
forma progresiva con la edaden cambio el SMD se produce normalmente después
de 5 anos de edad, y la leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ) ocurre casi
siempre antes de los 5 afios de edad.?*?



4.4 Hallazgos clinicos

Entre los hallazgos clinicos mas frecuentes encontramos:

* Los signos y sintomas de la trombocitopenia y la anemia son comunes.

* La neutropenia puede predisponera una infeccion grave.

*El dolor 6seo y artralgia causada por la infiltracién leucémica es mas comun en la
LLA que en la LMA.

* Los sitios mas comunes de afectacién extramedular en la LLA incluyen el higado,
el bazo, el timo y los ganglios linfaticos.

 La piel, las encias, la cabeza y el cuello son los sitios tipicos de la enfermedad
extramedular en la LMA.

* La infiltracion del sistema nervioso central se puede encontrar tanto en la LLA

como en la LMA.

4.5 Datos de laboratorio

La presencia de anemia, neutropenia y trombocitopenia son hallazgos comunes, y
su gravedad refleja el grado de reemplazo de la médula 6sea por células
leucémicas. Los rangos el recuento de leucocitos van de 0.1 a 1500 x 10° células /
L (mediana, de 10 a 12 x 10° / L); la hiperleucocitosis se presenta con mas de 100
x 10° células / L) se produce en el 15%-18% de los casos de LLA y LMA."

El 80% de los pacientes presenta anemia y el 60% leucocitosis.En
aproximadamente un 10% de los pacientes no se observan blastos en sangre
periférica (leucemias aleucémicas). La cifra de plaquetas es normal en la quinta
parte de los enfermos e inferior a 10x10%L en el 20%. En los casos con
coagulacion intravascular diseminada (CID) se aprecia un descenso de la
concentracion de protrombina, una disminucién de fibrinbgeno sérico y los

productos de degradacion del fibrinégeno (dimeros D) aumentados.?*

Las alteraciones bioquimicas son poco especificas siendo frecuente la elevacién de
la deshidrogenasa lactica (DHL) como consecuencia del incremento del recambio

celular.



La nefropatia urémica es frecuente si no se adoptan las medidas preventivas
adecuadas. En las LMA con componente monocitico se puede observar lesion

tubular causada por la eliminacion renal de grandes cantidades de lisozima.

El aspirado medular es hipercelular en el 80% de los casos. En ocasiones no se
obtiene grumo medular debido a que la médula estd empaquetada o a que existe
fibrosis (habitual en la panmielosis aguda con mielofibrosis o en la leucemia aguda

megacarioblastica).

4.6 Diagnostico diferencial

El inicio agudo con la presentacion de petequias, equimosis y sangrado puede

sugerir purpura trombocitopénica idiopatica.

Tanto la leucemia aguda y anemia aplasica pueden presentarse con pancitopenia y
complicaciones asociadas a la insuficiencia de la médula 6sea, se debe tener en
cuenta que la mononucleosis infecciosa y otras infecciones virales pueden ser
confundidas con LLA, se pueden presentardolores Oseos, artralgias, vy, en
ocasiones artritis que pueden confundirse con la artritis reumatoide juvenil, la fiebre

reumatica, otras enfermedades del colageno u osteomielitis.®

A continuacion se describen los diferentes tipos de leucemia, detallando a la LMA,

que es en la que existen los problemas con el receptor FLT3.

4.7 Clasificacion de leucemias

El diagnéstico de la LMA se basa en los criterios de la nueva clasificaciéon de la
OMS que tiene en cuenta datos citologicos, citoquimicos, inmunofenotipicos y

genéticos (Tabla 1).

Los criterios citolégicos y citoquimicos que se utilizan para distinguir los distintos

tipos de LMA los enunci6 el grupo cooperativo FAB en el aino 1985 26 y, después de



varias revisiones, han sido incorporados en las recientes clasificaciones de la
OMS 27,28

El porcentaje de blastos requerido para el diagndstico de LMA ha de ser igual o
superior al 20% de la celularidad de la médula ésea, excepto en el caso de las
leucemias con translocaciones especificas, en las que se acepta una proporcién
inferior, y en la leucemia eritroide aguda que se define por la presencia de mas de
un 50% de precursores eritroides en la médula ésea asociada a mas de un 20% de

mieloblastos entre las células no eritroides.

Los estudios moleculares mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
con transcriptasa reversa o el método de Southern Blot permiten detectar también
alteraciones con significado prondstico, como son los reordenamientos de genes,

como, por ejemplo, el del gen MLL o la FLT3-DTI.

4.8 Analisis morfologico y citoquimico

El analisis morfolégico de las células leucémicas en frotis tefiidos con la tincion de
Romanowsky o con Wright-Giemsa o May-Grunwald-Giemsa son las ideales para
realizar la diferenciacion de los tres subtipos de LLA (L1, L2 y L3) y ocho subtipos
de leucemia mieloide aguda (M0-M7) segun la clasificacion Britanico Americana
Francesa (FAB) (Fig. 1)*

El término "leucemia mieloide aguda" se utiliza para designar incluso leucemias en
las que algunas o todas las células tienen la morfologia de los monocitos (M4, M5),

eritroblastos (M6), o megacarioblastos (M7).

Debido a la rareza y la naturaleza heterogénea del SMD infantil, su clasificacién ha

sido inconsistente, aunquese logré el consenso internacional. 23

El analisis de un frotis tefido con Romanowsky no puede distinguir exactamente
entre LLA y LMA ya que no se tiie adecuadamente y limita la diferenciacion entre

ambas.



Hay tinciones que pueden ayudar a esta distincidon, como la Mieloperoxidasa,
Sudan negro, y esterasas no especificas, incluyendo alfa naftil butirato y acetato
esterasa, reaccionan con las células blasticas mieloides, mientras que el reactivo
acido peryddico de Schiff reacciona de manera positiva en mas del 70% de todos

los casos.

Sin embargo, a pesar del uso tradicional de morfologia y citoquimica, la
clasificacion contemporanea de las leucemias agudas se basan en subtipos que
pueden ser identificadas Gnicamente por inmunologia y analisis moleculares.

El European Group for Immunophenotyping of Leukemia (EGIL) formul6 las

directrices para una correcta evaluacién inmunofenotipica de las leucemias agudas.

El estudio inmunofenotipico permite clasificar el tipo de leucemia aguda segun la
estirpe celular en mieloides y linfoides. Existen una serie de marcadores utiles para
la asignacién de linea entre los que destacan los de citoplasma CD79a, CD3 y
MPO que son altamente especificos de linea linfoide B, linfoide T y mieloide,
respectivamente. Estos marcadores intracitoplasmaticos junto con otros de
superficie permiten la aplicacién de un panel util para la subclasificacion de las
leucemias agudas y para la deteccion de aberraciones fenotipicas que seran utiles

en el seguimiento de la enfermedad residual minima (ERM). *°
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Tabla 1. Clasificacion de la OMS de las leucemias mieloides agudas y neoplasias
mieloides (2008)

LMA con alteraciones citogenéticas recurrentes

LMA con 8,21)(q22,922); RUNX1-RUNX1Ta

LMA con inv{16)(p13.1g22) o t(16;16)(p13.1;022), CBFB-MYH11
LPA con t{15;17)(q22;q12); PML-RARA

LMA con 1(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL

LMA con 6;5)(p23,034); DEK-NUP214

LMA con inv{3)(q21q26.2)/t(3;3)(021,q26.2); RPN1-EVI1

LMA (megacarioblastica) con t{1;22)(p13:q13); RBM15-MKL1
Entidad provisional: LMA con NPM mutado

Entidad provisional: LMA con CEBPA mutado

LMA con mielodisplasia
Neoplasias mieloides relacionadas con tratamiento quimioterdpico previo

LMA sin otras especificaciones

LMA minimamente diferenciada
LMA sin maduracion
LMA con maduracion
LMA mielomonocitica
LMA monocitica
LMA eritroide
Leucemia eritroide pura
Eritroleucemia (mieloide/ertroide)
LMA megacarioditica
LMA basofilica
Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

Profiferaciones mieloides refacionadas con el sindrome de Down
Mielopoyesis anormal transitoria
Leucemnia mieloide asoclada con sindrome de Down

Neoplasia de células dendriticas plasmocitoide bldstico




ALL AML

s

Figura 1. Morfologia de las células leucémicas. Frotis de médula ésea obtenidos en el diagndstico de los nifios
con LLA o LMA fueron tefiidas con Wright-Giemsa. Se muestra la clasificacion morfoldgica de acuerdo con los
criterios franco-americano-britanica. (Las fotografias fueron proporcionadas por el Dr. FG Behm, Hospital de
Investigacion St. Jude Children.) Tomada y modificada de Pui CH, Campana D, Evans WE: Childhood acute
lymphoblastic leukemia current status and future perspectives. Lancet Oncology 2001;2:597— 607.

4.9 Prondéstico

Los principales factores prondsticos pueden dividirse entre los relacionados con
caracteristicas del paciente y los relacionados con caracteristicas bioldgicas de la

leucemia (Tabla 2).

Cinco afios libre de eventos estimaciones de supervivencia de los nifios con LLA

recién diagnosticada son ahora mas del 80%.

Cromosoma Filadelfia es un indicador de prondstico desfavorable, mientras que la
hiperdiploidia con mas de 50 cromosomas y la fusién del gen TEL-AML1 estan

asociados con un resultado favorable.®’
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Supervivencia libre de eventos para la LLA infantil con reordenamiento 11q23/MLL

sigue siendo solo el 20% al 35% y no ha sido mejorado por el trasplante alogénico.

En la LMA, los pacientes con leucemia aguda megacarioblastica que presentan
sindrome de Down (trisomia 21) tienen un prondstico favorable con el tratamiento
optimo, mientras que aquellos con leucemia aguda megacarioblastica que no

presentan la trisomia 21 tienen resultados significativamente desfavorables.*

La recaida de menos de 18 meses después del final de la terapia y la LMA
relacionada con el tratamiento, tienen un prondstico sombrio, los pacientes con
sindrome mielodisplasico, que posteriormente evolucionan a LMA con monosomia
7 o LMA con duplicacion interna en tandem del gen FLT3 tienen a menudo

enfermedad resistente.

Respuesta lenta a la terapia de induccién para remisién y persistente enfermedad
minima residual se asocian con un mayor riesgo de recaida en LLA y LMA.

FLT3-DTI se han asociado con un mal pronéstico en nifios y adultos con LMA. 3%3*

4.10 Terapia

Los pacientes con LLA deben someterse a una relativamente breve fase de
remision-induccién seguida por la intensificacidn (consolidacion) y la terapia de

continuacion del tratamiento, posteriormente prolongada.

Todos los pacientes requieren tratamiento subclinico para el sistema nervioso

central (SNC), que debe iniciarse temprano en la forma de quimioterapia intratecal.

La mayoria de los protocolos de tratamiento para la LMA incluyen la induccién de
la remision y la terapia de consolidacion; otra terapia recomendada posterior a la
remision difiere ampliamente.

El trasplante autélogo de células madre hematopoyéticas no se recomienda

habitualmente.
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En la actualidad, LA con el cromosoma Filadelfia o la recaida hematoldgica

temprana, y las células T-LLA con mala respuesta temprana o la recaida

hematoldgica, son indicaciones claras para el trasplante alogénico.

El trasplante alogénico parece mejorar la supervivencia global en la LMA, aunque

las indicaciones de este procedimiento durante la primera remisién, se debaten.*®

Tabla 2. Factores prondsticos en la leucemia mieloide aguda

Nifios y adultos jovenes
Cifra de leucocitos normal

Clasificacion FAB
LMA promieloditica,
LMA con eosinofilia

Citogenética

t(8;21), t(15;17), inv(16)/t(16;16)
(incluso con alteraciones adicionales)

Molecular
Mutaciones NPM1
Mutaciones CEBPA

Respuesta al tratamiento
RC tras un ciclo de QT
<20% blastos en MO tras 1 diclo de QT

RC inmunofenotipica tras QT

Favorable Desfavorable
Factores dlinicos Factores clinicos
LMA de novo LMA secundaria

Adultos de edad avanzada (>60 anos)
Leucocitosis intensa (>50-100x10%/L)

Clasifficacion FAB
LMA indiferenciada, monocitica, eritroide,
megacarioblastica

Citogenética
Alt 3q, -5 0 5g-, -7, alt 11923%, alt
multiples”

Molecuiar
Mutaciones FLT3 (FLT3-ITD)
Reordenamientos MLL

Respuesta al tratamiento
RC con =2 ciclos de QT
>20% blastos en MO tras 1 ciclo de QT

Persistencia de ERM por inmunofenotipo
tras la inducdon y/o consolidacion

Abreviaturas: alt, alteraciones; ERM, enfermedad residual minima; MO, médula dsea; QT,
guiminterapia; RC, remisién completa; “la t{9:11) que afecta al 1123 tiene prondstico intermedio;
>4 alteraciones (segln la Ultima actualizacion del grupo MRC (Grimwade D, Blood 2010)



4.11 Tratamiento

El tratamiento de Ila leucemia mieloide aguda (LMA) y los sindromes
mielodisplasicos (SMD) esta sufriendo cambios dramaticos en su comprension
debido al crecimiento exponencial del conocimiento de los mecanismos de

leucemogeénesis.

Tras casi tres décadas de tratamiento estandar de induccion en la leucemia aguda
mieloblastica, es decir, una antraciclina (daunorrubicina, la primera disponible)
durante 3 dias y arabinésido de citosina (Ara-C) (100-200 mg/m2) durante 7 dias>®,
se sabe que la tasa esperable de remision completa (RC) en adultos se situa entre
60- 70%%, siendo mas pobre en casos de LMA secundaria a sindrome
mielodisplasico®®, aunque se han obtenido avances con otros regimenes °. Si esta
terapia es acompafada de una terapia post-remisién efectiva estas respuestas no
son sostenidas en el tiempo (mediana 4-5 meses)*

Llegar a alcanzar una RC se ha convertido en una condicidén necesaria para una
supervivencia libre de enfermedad prolongada. En las ultimas dos décadas se ha
intentado, a través de multiples ensayos clinicos, introducir regimenes terapeuticos

mas agresivos que mejoran las tasas de RC.

La mejor estrategia anti leucémica, una vez alcanzada la RC, es el trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos (TPH) particularmente en aquellos
pacientes con resultados citogeneticos que confieren mal pronostico*’. Sin
embargo ni la introduccion de nuevos farmacos, ni cambios en dosis y frecuencia
de los esquemas quimioterapéuticos, ni la adopcion de estrategias de
intensificacion seguidas de trasplante de progenitores hematopoyéticos ha
permitido alcanzar los limites de la ansiada curacion de estas entidades y los
pacientes terminan falleciendo debido a su neoplasia mieloide en un numero aun
importante. Esta situacion es especialmente dramatica en los pacientes de edad

avanzada, los cuales son los mas incidentes*?.
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Los estudios deben ser encaminados a mejorar esos resultados. El camino se

llama “terapia adaptada al riesgo™® y “tratamiento contra dianas moleculares™*.

Estos dos conceptos nacen en las dos ultimas décadas y hacen referencia, en el
primer caso, a la definicion de estrategias terapéuticas individualizadas en base a
conocidos marcadores clinico-biologicos pronodsticos, y en el segundo caso, y muy
intrincado con el anterior, al desarrollo de farmacos especificos frente a
alteraciones moleculares caracterizadas e identificadas en el desarrollo de la
enfermedad. La aplicacion de estos conceptos en la clinica ya ha dado exitosos
ejemplos como el desarrollo del indice Pronéstico Internacional (IPSS) para el
manejo de los SMD* o el tratamiento diferenciador con acido holo-trans-retinoico
(ATRA) de la LMA promielocitica (LPA) o FAB-M3. “°.

Tratamiento post-remision

En los pacientes menores de 60 anos que alcanzan RC existen diferentes
estrategias terapéuticas post-remision que incluyen: Citarabina a altas dosis: el
estudio realizado por el CALGB, demostrd que 4 ciclos de citarabina a dosis altas
(3g/m?/12 horas) eran superiores a las dosis intermedias (400 mg/m?) o a las dosis
estandares (100 mg/m?).*’Los pacientes que se benefician de este tratamiento
padecen una LMA con t(8;21)/inv(16) o pacientes con citogenética normal sin
mutaciones de FLT3 y con mutacién de NPM1 o CEBPA.*

5. MIELOPOYESIS NORMAL: DIFERENCIACION ANTIGENICA Y
MADURACION MIELOIDE

Los precursores hematopoyéticos mas inmaduros o células totipotenciales tienen la
capacidad de auto-regeneracion, proliferacion y diferenciacion en las distintas
lineas celulares. Son células con capacidad de division simétrica (generacion de
dos células idénticas al progenitor) y asimétrica (generacion de una célula idéntica
al progenitor y una célula progenitora con menor capacidad de replicacion pero con
habilidad de expansion clonal y diferenciacion para mantener la circulacion de

células maduras en sangre periférica).*°.
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Estas células se caracterizan por la ausencia de marcadores de linea (Lin-) y por
expresar CD34+/CD38- /+débil.Ademas, pueden expresar otros marcadores de
inmadurez como CD90 o CD117 (KIT). Por el contrario, a diferencia de la stem cell

leucémica, no expresa CD123.

Durante el proceso de diferenciacién, los progenitores hematopoyéticos se
comprometen en ciertas lineas celulares, con la aparicibn de marcadores
especificos (Lin+), y pérdida de la capacidad de auto-regeneracion. Cuando la
célulapasa a un progenitor comprometido (progenitor multipotencial, PMP) pierde la
capacidad de autorreplicaciéon pero mantiene la capacidad de diferenciacion en

todas las lineas celulares hematopoyéticas.

Este progenitor se ira comprometiendo en una linea celular especifica: progenitor
linfoide comun (PLC) 6 progenitor mieloide comun (PMC). EI PMC dara lugar a
progenitores mas especificos como son los progenitores granulociticos/monociticos

(PGM) y los progenitores eritroides/megacariociticos (PEM).

Todos estos procesos estan regulados por factores de transcripcién y citocinas.>
Hay un equilibrio entre la autorreplicacion y la diferenciacion. Si este equilibrio se
pierde por una alteracion en la regulacion de autorreplicacion se bloquea la

diferenciacion.

La aparicién de una leucemia puede ser consecuencia de una alteracion en alguno

de estos procesos (Fig. 2).

La linea granulopoyética representa aproximadamente el 60% de la celularidad
global de la médula 6sea y se caracteriza por la presencia de mieloperoxidasa

(MPO) desde los estadios mas iniciales de la diferenciacion.

Desde el punto de vista fenotipico los primeros precursores mieloides (estadio I) se
caracterizan por coexpresar los antigenos CD34, CD38, HLA-DR y CD33. Los
precursores mieloides y los monociticos son indistinguibles antigénicamente en
este estadio. En su progresion al estadio Il las células mieloides pierden CD34 y
HLA-DR, ganan CD15 sin presentar todavia CD11b.
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Este estadio corresponde al promielocito. Posteriormente, la célula mieloide
adquiere una expresion moderada de CD11b, disminuye su expresion de CD33,
pierde el antigeno CD13 (estadio Ill). En su proceso de diferenciacion la célula
mieloide vuelve a ganar CD13 mientras que disminuye CD33 y aparece el antigeno
CD16 (estadio IV).

El estadio mas maduro en la diferenciacion granulocitica corresponde al del
neutréfilo maduro que se encuentra en sangre periférica (estadio V). Estas células
expresan CD16, CD13, CD10 y CD45 (Fig. 3).°".
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Figura 2. Transformacién de progenitores hematopoyéticos normales en stem cells leucémicas.En la izquierda
de la imagen se muestra la ontogenia mieloide normal con los factores de transcripcién criticos en el control del
programa transcripcional. En la derecha de la imagen se muestran los eventos transformadores que pueden
tener lugar a nivel de la stem cell totipotencial o de un progenitor ya comprometido y generar una célula
progenitora leucémica que evolucionara a LMA. HSC: stem cell hematopoyética normal; PMP: progenitor
multipotencial; PMC: progenitor mieloide comun; PGM: progenitores granulociticos, PEM: progenitores
eritroides/megacariociticos; CSL: stem cell leucémica. Tomada y modificada de Gudgin E. in Hematology
Education, the education program for the annual congress of the European Hematology Association 2009.
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Figura 3. Expresion antigénica de las células mieloides y monociticas en los diferentes estadios madurativos.
HSC: stem cell hematopoyética; PMC: progenitor mieloide comun; PGM: progenitores
granulociticos/monociticos. Tomada y modificada de Terstappen LW, Safford M, Loken MR. Flow cytometric
analysis of human bone marrow. Ill. Neutrophil maturation. Leukemia 1990.

En cuanto a la linea monocitica, desde un punto de vista fenotipico/antigénico, el
precursor es indistinguible del precursor mieloide o mieloblasto (CD34+HLA-
DR+CD38+CD33+). A diferencia de lo que ocurre en otras lineas hematopoyéticas,
los conocimientos fenotipicos sobre la diferenciacion monocitica siguen siendo
todavia relativamente escasos. Se ha sugerido que la adquisicion de positividad
intensa para CD33 en las células CD34+ indicaria diferenciacion hacia la linea
monocitica. Asimismo, durante su diferenciacion inicial la célula monocitica ganaria
intensidad de CD33 antes de empezar a perder CD34, al contrario que ocurriria en

la célula mieloide.®?

La célula monocitica, a diferencia de la mieloide, expresa HLA-DR durante toda su
diferenciaciéon. En el estadio Il la célula monocitica se caracteriza por un aumento
importante en la expresion de CD11b, CD13 y CD33. En el estadio Ill la célula
monocitica gana el antigeno CD14, que va aumentando de intensidad a medida
que el monocito madura, al igual que el CD45. Los antigenos CD15 y CD16
también se expresan en el monocito maduro, pero mas débilmente que en la linea

mieloide (Fig. 3).
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La intensidad de expresion de CD33 y CD13 se mantiene fuerte durante toda la
diferenciacion monocitica. Comparado con los neutrdfilos, en los monocitos
maduros las expresion de CD13 es mas heterogénea y la de CD33, mas

homogénea.®"

5.1 Regulacion de la transcripcion

Del mismo modo que en la diferenciacion y maduracién celular, existe una jerarquia
en el orden de actuacion de los factores de transcripcibn que controlan la
mielopoyesis. La hematopoyesis se inicia con la generacion de células
pluripotenciales hematopoyéticas a partir del mesodermo. RUNX1 (AML1) y SCL
(TAL1) son los factores de transcripcion criticos en este proceso.”® Los genes
Homeobox (Hox), MYC, la via de sefalizacion WNT/Beta catenina, NOTCH y Bmi-1
tienen un importante papel en la autorreplicaciéon de las células pluripotenciales y

en el inicio de la diferenciacion mieloide.>**°

Las fases iniciales de la diferenciacion mieloide estan reguladas por dos genes
principales PU.1 y GATA-1. PU.1 dirige las células pluripotenciales
hematopoyéticas hacia el progenitor linfoide-mieloide e interacciona con GATA-1
para inhibir el compromiso de la células pluripotenciales hacia el progenitor

eritroide/megacariocitico.>®

PU.1 se expresa en diferentes niveles de la diferenciacion hematopoyética,se
detecta en las células pluripotenciales, en los progenitores mieloides y linfoides

comunes y en las células mieloides y linfoides B maduras.

PU.1 tiene un papel crucial para determinar el destino celular tanto en los
progenitores mieloides como en los linfoides. En la linea mieloide, los niveles altos
de PU.1 se asocian con la produccion de macrofagos y los niveles bajos, con la

produccion de granulocitos.

En un siguiente paso, la produccién de progenitores granulociticos/monociticos
(PGM), el factor de transcripcion mas importante es CEBPA. CEBPA se expresa en

las células pluripotenciales hematopoyéticas, en los progenitores mieloides y en los
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granulocitos, pero no en los macréfagos. CEBPA también regula las propiedades
de autorreplicacion de la stem cell hematopoyetica. Y por dultimo en la
diferenciacion hacia granulocito o hacia monocito/macrofago intervienen PU.1 e
IRF8.%’

En la linea mieloide, IRF8 (ICSBP) se expresa en progenitores y en macrofagos,
pero no en granulocitos. IRF8 tiene un papel fundamental en los estadios finales de
la diferenciacion monocitica. C-Jun también coopera con PU.1 en la diferenciacion
monocitica.”® La fase terminal de diferenciacién neutrofilica esta regulada
especialmente por CEBPE y GFI1 (Fig. 4).
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Figura 4. Factores de transcripcion criticos en la diferenciacion mieloide normal.

PU.1 dirige la stem cell hematopoyética (HSC) hacia el progenitor mieloide comun (PMC) e interacciona con
GATA-1 para inhibir el compromiso de la stem cell hacia el progenitor eritroide/megacariocitico (PEM).

CEBPA tiene un papel indispensable en la transicién del PMC a progenitores granulociticos/monociticos
(PGM). De forma similar, CEBPE y GFI1 son cruciales en los estadios finales de la maduracién neutrofilica. La
produccién de macréfagos depende de PU.1 e IRF8. PU.1 es esencial en los estadios intermedios mientras que
IRF8 desempefia su papel en los estadios finales de la diferenciacion monocitica. Imagen tomada y modificada
de Rosmarin AG, Yang Z, Resendes KK. Transcriptional regulation in myelopoiesis: Hematopoietic fate choice,
myeloid differentiation, and leukemogenesis. Experimental Hematology 2005.
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La accion de los factores de transcripcion sobre los progenitores hematopoyéticos
estd modulada por citocinas.*®* Las citocinas, muchas de ellas factores de
crecimiento, actuan en general mediante la union a sus receptores celulares. Esta
unién provocara una serie de eventos intracelulares que finalmente afectaran a la
sintesis de ADN produciendo una activacion o inhibicion de la proliferacion y
diferenciacion celular, o bien regulando la viabilidad celular a través de la induccion

o bloqueo de la apoptosis.®*®

Existe una larga lista de citocinas que modulan la hematopoyesis. Unas tienen
accion en estadios mas iniciales como SCF o FLT3, otras estimulan colonias
formadoras de lineas celulares especificas como la eritropoyetina o trombopoyetina
y otras estimulan el crecimiento de varias lineas celulares como GM-CSF, o las

interleucinas (IL-3, IL-4, IL.6, etc). °**°

La activacion de proteinas tirosin-cinasas intracelulares y de sus receptores
estimula la fosforilacion de proteinas y provoca diferentes eventos a nivel
intracelular que daran lugar a la actividad transcripcional en el nucleo y a la

estimulacion del ciclo celular.

En las células normales la proliferacién celular esta regulada por factores de
crecimiento y sefales de adhesion, pero estos mecanismos pueden estar activados
de manera auténoma en las células leucémicas. Esta proliferacion anormal a
menudo es el resultado de mutaciones que afectan a las vias de sefalizacion de la
proliferacion. Al igual que ocurre con la tirosin-cinasa BCR-ABL en la leucemia
mieloide cronica (LMC), se ha observado la implicacion de cinasas activadas en la

patogénesis de la LMA.

Las mutaciones en los receptores tirosin-cinasa (RTK) se han documentado en
aproximadamente el 50% de los pacientes con LMA. FLT3 es una tirosin-cinasa
que se expresa en casi todos los pacientes con LMA y que se encuentra activada
de forma constitutiva por una duplicacién interna en tandem del dominio
yuxtamembrana (FLT3- ITD) o por mutaciones dentro del bucle de activacion de la

cinasa en aproximadamente el 30% de las LMA).**
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Se ha observado que estas mutaciones tienen un importante valor prondstico.%*®’

Las células leucémicas pierden la capacidad limitada de replicacion. A diferencia de
las células progenitoras normales que estan comprometidas a una linea
hematopoyética, las células leucémicas mantienen la capacidad de replicacion a
pesar de estar comprometidas a una linea celular especifica. Algunas mutaciones
recurrentes en la LMA confieren la propiedad de autorreplicaciéon a las células

CD34+, como es el caso de la FLT3-ITD o las mutaciones de NPM1.52

6. FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3)

6.1 Historiade FLT3

En 1996, Nakao et al.®> encontraron por primera vez una mutacion tGnica de FLT3 en
células de LMA.

FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3)°*°°, también denominado FLK-2 (fetal liver kinase-
2)°® o STK-1 (human stem cell kinase-1)*" es un receptor de transmembrana
perteneciente a la familia de receptores tirosina-cinasa Clase lll; también pertenecen a
esta familia el Receptor del Factor Estimulante de Colonias de Macrofagos (FMS), el
Receptor del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGFR-alfa/beta) y c-KIT
(CD117, o Receptor-Kit).

Estos receptores se caracterizan por poseer un extremo N-terminal extracelular
compuesto por cinco dominios inmunoglobulina-iike que se unen al ligando, un dominio
de transmembrana, un dominio intracelular de yuxtamembrana (JM), una region
intracelular con dos dominios tirosina-cinasa (TKD) interrumpidos por un inserto cinasa

y, una cola intracelular en el extremo C- terminal.®®®°(Fig. 5)

El gen que codifica para FLT3 se localiza en el cromosoma 13912 en humanos, abarca
24 exones, con un tamano de aproximadamente 100 Kb, y codifica para una proteina
de 993 aminoacidos.®*®>""" Existen dos isoformas del receptor: una asociada a
membrana (158- 160 KDa) y otra forma citoplasmatica (130-143 KDa).”*"3
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FLT3 es expresado principalmente en células madres hematopoyéticas CD34(+) & Y,
su ligando fisiologico (FL) se expresa en células del estroma medular.” La interaccion
FL-FLT3 involucra diferentes vias de senalizacion (MAPK, STAT, PI3K/AKT) que
intervienen en la regulacién de la diferenciacion, proliferacion, apoptosis y sobrevida

celular.”®

Existen evidencias clinicas y experimentales que indican que FLT3 es un proto-

oncogén con capacidad de prolongar la sobrevida y aumentar la capacidad proliferativa

de blastos leucémicos. 778

FLT3 es expresado por las células hematopoyéticas inmaduras y es importante para el

desarrollo normal de las células madre y el sistema inmunolégico. ElI gen FLT3 codifica

una proteina 1000 y 993 aminodcidos en el ratdén y el humano, respectivamente, "*% y

se expresa en las células hematopoyéticas inmaduras, la placenta, las génadas y el

cerebro.?':82

estudios de inmunoprecipitacion de FLT3 expresado en células COS-7, y
en otros tipos celulares, demuestran una banda principal con alrededor de 140 kDa, y

una menos abundante, la banda mas difusa de aproximadamente 160 kDa.

>_ Extracellular ligand
binding domain

/ }_ Juxtamembrane
Internal tandem duplication (ITD) = (JM) domain
| I 1 Tyrosine kinase domain

(TKD)

D835mutation /I I j

Figura 5.Representacion esquematica del receptor FLT3.Tomada y modificada de Downstream molecular pathways
of FLT3 in the pathogenesis of acute myeloid leukemia: biology and therapeutic implications;Takahashi Journal of
Hematology & Oncology 2011 4:13 doi:10.1186/1756-8722-4-13 NCBI4.
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Experimentos de marcaje y seguimiento demuestran que la banda mas grande se
deriva de la banda mas pequena por N-glicosilacion postraduccional y se localiza en la

membrana 828

Los pacientes con mutaciones FLT3 tienden a tener un mal prondstico. Las mutaciones
mas a menudo implican pequenas duplicaciones en tandem de aminoacidos dentro del
dominio yuxtamembranal del receptor y resulta en la actividad constitutiva de la tirosina
cinasa. El FLT3 mutante es detectable en la LLA y en la LMA.Las mutaciones de FLT3
se han detectado en aproximadamente el 30% de los pacientes con leucemia mieloide
aguda y un pequefio numero de pacientes con leucemia linfocitica aguda o sindrome

mielodisplasico. &

6.2 Funcioén y estructura

Tras la interaccion del receptor con el ligando FLT (FL), el receptor experimenta un
cambio conformacional, que resulta en el desarrollo del receptor y la exposicion del
dominio de dimerizacion, lo que permite al receptor tomar lugar con el receptor de
dimerizacion. Esta dimerizacion del receptor es el preludio de la activacion de la enzima
tirosina cinasa, que conduce a la fosforilacion de diferentes sitios en el dominio

intracelular.

El receptor activado recluta a un numero de proteinas en el citoplasma para formar un

complejo de interacciones proteina-proteina en el dominio intracelular.

Las proteinas Shc, GRB2, GRB2 asociada a aglutinante 2 (Gab2), SHIP, CBL, y CBLB
(proteina relacionada CBLB) son algunas de las muchas proteinas adaptadoras que

interaccionan con el receptor FLT3 activado. 3%

Como cada proteina se une al complejo, que se activa a su vez, resulta en una
cascada de reacciones de fosforilacion que culmina en la activacion de una serie de
mediadores secundarios, incluyendo la MAP cinasa y vias de transduccién de sefial de
cinasa STAT y AKT/PI3.
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Activados, estos mediadores son chaperones a la interfase nuclear por HSP90, donde
el mensaje se transloca al nucleo. En el nucleo, estos mediadores transcripcionales

desencadenan una serie de eventos que culminan en la regulacién de la diferenciacion

celular, la proliferacion de la apoptosis y la supervivencia celular (Fig.6).

Cell Survival
Proliferation @ Apoptosis  Cell growth
Differentiation Cell cycle arrest

DNA repair, Apoptosis

Figura 6.- FLT3 via de transduccion de sefal. El receptor mondmero FLT3 se compone de un dominio extracelular (ECD),
un dominio transmemberanal (TMD), un dominio yuxtamembrana (JMD) y un dominio de tirosina cinasa (TKD) interrumpido
por una insercién de cinasa corto. La unién a ligando FLT3 (FL) conduce a la dimerizacién del receptor y la activacién de la
cinasa intracelular. La activacion de la tirosina cinasa conduce a la fosforilaciéon de multiples sitios en la fraccion de la
cinasa intracelular. El receptor activado recluta a un nimero de proteinas en el citoplasma incluyendo SHC y GRB2 para
formar un complejo de interacciones proteina-proteina, conduciendo a la activacion de un numero de mediadores
intracelulares incluyendo AKT, MAPK y STAT. Mediadores activados que interactian con HSP90 que los protege de la
inactivacion y los chaperones mediadores activos a la interfase nuclear, donde son liberados en el nucleo y actian para
mediar las funciones celulares vitales, incluyendo el crecimiento celular, la diferenciacién, la apoptosis, la reparaciéon del
ADN vy la proliferacion. Figura tomada y modificada de Structural and functional Alterations of FLT3 in Acute Myeloid
Leukemia; Soheil Meshinchi andFrederick R. Appelbaum Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, WA; Clin
Cancer Res. 2009 July 1; 15(13): 4263-4269. doi:10.1158/1078-0432.CCR-08-1123.
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6.3 Funcion de FLT3 en la hematopoyesis

La activacion de FLT3 regula una serie de procesos celulares (por ejemplo, el
metabolismo de fosfolipidos, la transcripcion, la proliferacion y la apoptosis), y a través
de estos procesos, la activacion de FLT3 desempefia un papel critico en el gobierno de

la hematopoyesis normal y el crecimiento celular. 88

La funcion optima de FLT3 requiere el esfuerzo coordinado de otros factores de
crecimiento tales como SCF, e IL3. ®% En la hematopoyesis humana normal, la
expresion de FLT3 esta restringida a la inmadurez de progenitores hematopoyeticos,
incluyendo células madre CD34* hematopoyéticas (HSCs).® La estimulacion de FL de
progenitores hematopoyéticos sin otros factores de crecimiento solicitara diferenciacion
monocitica, mientras que las combinaciones de factor de células madre, interleucina 3,
y FL induciran la proliferacion y el mantenimiento de células progenitoras CD34" /
CD3g . 9

Se han encontrado combinaciones de FL y otros factores de crecimiento para promover
la proliferacion de células progenitoras hematopoyéticas primitivas, asi como mas

87,88,93,94 la

comprometidas con los primeros precursores mieloides y linfoides.
estimulacion de FL parece mediar en la diferenciacion de los progenitores tempranos,
cuando los progenitores hematopoyéticos se exponen a FL, conducen a la
diferenciacién monocitica, sin proliferacién significativa.®® Aunque los ratones knock-out
de FLT3 tienen un fenotipo sutil, *° los ratones trasplantados con células FLT3 knock
out muestran una interrupcion mas global de la hematopoyesis. *> Ademas, si ambos
KIT y FLT3 fueron eliminados, los ratones desarrollaron severas deficiencias, que

limitan la vida hematopoyética.

Por lo tanto, los datos in vitro y los modelos de animales knock-out confirman un papel
importante de FLT3 en la hematopoyesis normal, sobre todo en momentos de estrés
hematopoyético. La expresion de FLT3 se ha evaluado en tumores malignos

hematoldgicos.
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La mayoria de las células B en LLA y blastocitos de la LMA (> 90%) expresan FLT3 en
diferentes niveles. * Aunque con menos frecuencia y con mas niveles de expresion
variables, los receptores de FLT3 se expresan también en otras neoplasias malignas
hematopoyéticas, incluyendo mielodisplasia (MDS), leucemia mieloide crénica (LMC),

células T de LLA y leucemia crénica linfocitica (LLC). %

Los datos recientes sugieren que los niveles muy altos de receptores FLT3-WT pueden
promover la activacion constitutiva del receptor nativo en células malignas, o7 y otros
estudios han encontrado que el aumento de la expresion de FLT3-WT en los blastos
leucémicos puede estar asociada con un peor prondstico® En las neoplasias
hematoldgicas, los altos niveles de expresion de FLT3 se han detectado en blastos de
LMA (70% -100%) y leucemia linfoblastica aguda.*'%

6.4 Expresion de FLT3 en las células hematopoyéticas

FLT3 se expresa en una variedad de lineas celulares humanas y murinas tanto de
linaje mieloide como de Beta-linfoide.’®"'%? En la médula ésea normal, la expresion
parece estar restringida a los primeros progenitores, incluyendo células CD34" con

altos niveles de expresién de CD117 (c-KIT) .10

FLT3 también se expresa en altos niveles en un espectro de enfermedades
hematoldgicas malignas, incluyendo el 70% a 100% de la leucemia mielogena aguda
(LMA) de todos los subtipos de la clasificacion (FAB), células precursoras B de
leucemia aguda linfoblastica (LAL), una fraccion de células T LLA , y en la leucemia

mieloide crénica (LMC) en crisis linfoide blastica.'®'%®

La interrupcién del blanco del gen FLT3 da como resultado ratones adultos sanos con
niveles normales de las poblaciones hematopoyéticas maduras.'® Sin embargo,
existen deficiencias en progenitores linfoides B primitivos, y trasplantes de médula
0sea (BTM), los experimentos muestran una disminucién de la capacidad de las células

madre que carecen de FLT3 para reconstituir las células T y células mieloides. "’

Estos datos demuestran un papel importante para FLT3 en el desarrollo de las células

troncales hematopoyeticas y células B.
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6.5 Vias descendentes de FLT3

La activacién de FLT3 medida por su ligando induce la autofosforilacion en residuos de
tirosina, creando de este modo sitios de acoplamiento para moléculas de transduccion

de sefales efectoras y la activacion de diversas vias de sefalizacion.

La cascada de sefalizacién corriente abajo implica la fosforilacion de tirosina y la
activacién de multiples moléculas citoplasmaticas. (Fig.7) El dominio citoplasmatico de
FLT3 se asocia fisicamente con la subunidad p85 de la fosfo-inositol-3-cinasa (PI3K),
Ras GTPasa, fosfolipasa C- vy, Shc, el crecimiento de la proteina unida a el receptor del
factor de crecimiento b2 (Grb2) y de la familia Src de tirosina cinasa, resulta en la

fosforilacién de estas proteinas.'®

Estas acciones afectan a la activacién de las vias de sefalizacion descendentes de
PI3K/protein cinasa B (Akt) y la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK).'%%110
El FL exdgeno aumenta la proliferacion de blastos no sélo para los pacientes con el tipo
salvaje de FLT3, sino también para los pacientes con FLT3-DTI, asi como en pacientes

con mutaciones FLT3-TKD.

Por lo tanto, la activacion de FLT3 mediada por parece ser importante para ambos tipos

de sefalizacion tanto para FLT3 nativo asi como para el de tipo mutado FLT3.""
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Figura 7. Cascada de sefializacion de FLT3. Aunque la cascada de sefalizacion de FLT3 no ha sido caracterizada
definitivamente, aqui se muestran algunas asociaciones y efectos intracelulares que probablemente suceden
después de la activaciéon de FLT3. La union de FL a FLT3 desencadena las rutas de PI3K y RAS, lo que lleva a la
proliferacién celular incrementada y a la inhibiciéon de la apoptosis. La actividad de PIK3 probablemente es regulada
a través de varias interacciones entre FLT3, intermediarios SHC y una o algunas otras proteinas, tal como SHIP,
SHP2, CBL y GAB2. La PI3K activada, estimula a otras proteinas como PDK1, PKB/AKT vy al receptor mTOR, que
inducen la transcripcion y traduccién de genes reguladores cruciales, mediante la activacion de la cinasa p70 s6
(SK6) y la inhibicion de 4E-BP1 (factor de iniciacion de unién-4E). Ademas, la activacion de PI3K, bloquea la
apoptosis a través de la fosforilacion de la proteina BAD. El FLT3 activado también se asocia con GRB2 mediante
SHC, activando a RAS. La activacion de RAS estimula efectores como RAF, MPK, ERK y la proteina cinasa S6
ribosomal de 90 kDa. Estos efectores activan a CREB, ELK y a STAT, que llevan a la transcripcion de genes
involucrados en la proliferacion. Ambas rutas probablemente interactuan con muchas otras proteinas antiapoptoticas

y del ciclo celular, como WAF1,KIP1 y BRCA1 (imagen tomada y modificada de SABbiosciences.com)
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6.6 Leucemia mieloide aguda con anomalias genéticas de FLT3

La tirosina cinasa 3 (FLT3) es un receptor tirosina quinasa, que regula el crecimiento de

2 |as

las células hematopoyéticas mediante la interaccion con su ligando.
duplicaciones internas en tandem (DTIl) del gen FLT3 se han reportado en
aproximadamente el 20% de los adultos con LMA y 10% a 12% de los casos de LMA

infantil, 113114

La DTI de FLT3 resulta en un ligando-independiente del crecimiento de células

hematopoyéticas e induce un sindrome mieloproliferativo en modelos murinos'” y se

asocia con una mala respuesta a la quimioterapia y un triste pronostico .4

La incorporacién de inhibidores de la cinasa FLT3 en los protocolos de tratamiento
actuales podrian ofrecer oportunidades para mejorar los resultados. ''®"" Un
anticuerpo monoclonal contra FLT3 con actividad anti leucémica también ha sido

recientemente desarrollado.’®

A diferencia de la LMC, hay abundantes evidencias de que son necesarias mutaciones
en 2 6 mas genes para causar una LMA.""*'?L.a mayoria de los oncogenes de fusién
resultantes de una translocacion balanceada, como es PML-RARA o AML1-ETO, no
son suficientes por si mismos de inducir una LMA en modelos murinos. Los oncogenes
de fusién mas comunes afectan a genes que codifican factores de transcripcion.?®
Estas proteinas de fusion inhiben la diferenciacién de las células mieloides, a menudo
interfiriendo con la funcion del factor de transcripcion, como es el caso del complejo
CBF (AML1-ETO, CBFB-MYH11), PML-RARA vy las anomalias de MLL.

Por otro lado, existen otros oncogenes que tienen menos habilidad de inhibir la
diferenciacion, pero que provocan una alteracion en la regulacion del ciclo celular, en la
proliferacion y/o inhibicién de la apoptosis. Las mutaciones en tirosin-cinasas como
FLT3 o KIT o mutaciones de N-RAS o K-RAS son ejemplos de este tipo de oncogenes.
Estos dos tipos de oncogenes, denominados de clase Il (cuando bloquean la
diferenciacion) y de clase | (cuando inducen proliferacion) (Fig.8), cooperan dando

lugar al desarrollo de una LMA en modelos animales.'"®
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Este modelo sugiere que para el desarrollo de la LMA se requiere un oncogén de cada
clase. Por tanto, para comprender la base genética de las LMA y el impacto prondstico
de las diferentes alteraciones moleculares, es necesario analizar las diferentes

anomalias genéticas de forma conjunta.70

Figura 8. Modelo de cooperatividad de la activacion de mutaciones en el gen FLT3 y reordenamientos que implican
factores de transcripcion hematopoyéticos. EI modelo de cooperatividad se basa en la observacion de que las
mutaciones DTl de FLT3 se han asociado con todos los subtipos FAB de la LMA, y con la mayoria de los
desplazamientos cromosdmicos conocidos asociados con LMA, incluyendo la t (8; 21),inv(16), t(15; 17), y el
reordenamiento del gen MLL. Hay 2 amplias clases de mutaciones que contribuyen a la LMA: mutaciones de clase |
y de clase Il. FLT3-ITD seria un ejemplo de una de mutaciones de clase | que, solo, confiere una ventaja proliferativa
y la supervivencia de progenitores hematopoyéticos, pero no afecta a la diferenciaciéon. Otro ejemplo de las
mutaciones de clase | seria la activacion de mutaciones en el N-RAS o K-RAS en la LMA. En contraste, las
mutaciones de clase Il se ejemplifican por AML1/ETO, CBF 3/ SMMHC, PML / RAR «, y los genes de fusion MLL-
relacionadas parecen dafiar la diferenciaciéon hematopoyética, pero no son suficientes para causar leucemia cuando
se expresan solos. Se postula que la expresion de ambas clases de mutaciones resulta en el fenotipo LMA
caracterizada por un aumento de la proliferaciéon y la capacidad de supervivencia de las células progenitoras, y por
alteracion de la diferenciacién. La hipétesis tiene implicaciones importantes en el enfoque a nuevas terapias de LMA,
en que la orientaciéon molecular de ambas proteinas DTI de FLT3 y la fusién que implican factores de transcripcion
pueden mejorar el resultado en la LMA. Imagen tomada y modificada de Gilliand.

Se ha descrito que el 62% de las mutaciones presentes en la LMA estan solapadas con

otras mutaciones (Fig 9)."!
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Las mutaciones de AML1, FLT3-TKD, FLT3-ITD, N- RAS y NPM1 son las que con
mayor frecuencia se solapan con otras mutaciones. Por el contrario, PML-RARA y
AML1-ETO se asocian con otras mutaciones de forma menos habitual. La asociacion
observada con mayor frecuencia es la de las mutaciones de FLT3/NPM1, seguida por
FLT3/MLL-PTD, FLT3/CEBPA, FLT3/PML-RARA, KIT/AML1-ETO y mutacion de
p53/MLL-PTD.

No se han identificado mutaciones de FLT3 y KIT en un mismo paciente. Tampoco se
ha detectado asociacion de PML-RARA, AML1-ETO, CBFB- MYH11 y anomalias de
MLL con mutaciones de CEBPA ni de AML1. Habitualmente suele existir la
combinacién de una mutacion de clase | con una mutacién de clase Il. Se ha descrito la
asociacion entre mutaciones de una misma clase (generalmente suelen ser N- RAS,
p53, MLL-PTD y NPM1). En estos casos se suelen identificar mas de 2 mutaciones y

generalmente suele coexistir una mutacion de clase | y una de clase I1."*’

Clase I =

FLT3 ¢ R p53

| ] \\ .
PML-RAR . \ NPM1
Clase II ;J - \
AMLl'ETD II|II m‘q.x e ._— ___IT- HLL'Pm
1 XV [

CBFB-MYHLL | N\

4 CEBPA
—

Figura 9. Modelo cooperativo de leucemogénesis. Patron de asociacién de las diferentes mutaciones. Las lineas
verdes indican asociacion entre mutaciones de una misma clase. El grosor de las lineas representa la prevalencia de
la combinacion de mutaciones.Tomada y modificada de Ishikawa Y, Kiyoi H, Tsujimura A, Miyawaki S, Miyazaki Y,
Kuriyama K, Tomonaga M, Naoe T. Comprehensive analysis of cooperative gene mutations between class | and
class Il in de novo acute myeloid leukemia. Eur J Haematology 2009; 83: 90-98.
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7. FLT3 EN LEUCEMIAS HUMANAS

7.1 La expresion de FLT3 en leucemias humanas

FLT3 se expresa a niveles elevados en 70% a 100% de los casos de LMA y en un alto
porcentaje de los casos de LLA."®'% Se ha reportado que la expresion del gen FLT3
en blastos de leucemia en 18 de 22 casos de LMA y 3 de cada 5 casos de LLA. '®Se
ha encontrado ARN expresado en niveles mas altos que en la médula 6sea normal en
33 de 33 del linaje B en LLA, 11 de 12 de LMA, y 3 de 11 células T en casos de LLA.
Por medio de Western Blot no se detectd la expresion de FLT3 en la médula 6sea
normal, pero identificd la expresion de la proteina FLT3 en 14 de 14 pacientes con LLA
de células B en 36 de 41 de pacientes con LMA, y 1 de 4 pacientes con LLA de células

T 124

Estos datos indican que la expresion de FLT3 puede jugar un papel en la supervivencia
o la proliferacion de blastos leucémicos. FL indujo la proliferacion de blastos
leucémicos dependientes de la dosis en 36 de 45 pacientes con LMA y es sinérgico

cuando se utiliza en combinacién con G-CSF, GM-CSF, IL-3.'%

FLT3 se expresa también en niveles elevados en la leucemia y lineas celulares de

linfoma, 120127

incluyendo pre-B, mieloide, y lineas celulares monociticas, y la expresion
de FL puede ser detectada en la mayoria de lineas celulares. En una serie, 40 de 110
lineas de células examinadas expresaron ambas FL y FLT3, lo que sugiere que la
estimulacion autocrina puede también jugar un papel en la proliferacion de los blastos

de leucemia. '’

7.2 Importancia clinica de mutaciones FLT3

La identificacion de mutaciones FLT3 en la LMA ha dado nuevos enfoques para el
manejo de esta enfermedad. Ya sea a través de su utilidad como factores prondsticos o
de su uso como un objetivo para las terapias dirigidas, las mutaciones de FLT3 han
proporcionado a los médicos nuevas opciones terapéuticas para un subconjunto de

pacientes con LMA.'%
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8. INTRODUCCION A MUTACIONES DE FLT3

Las alteraciones gendmicas del gen FLT3 conducen a la activacion del receptor
autonomo, desregulacion de las vias de sefales transduccion de FLT3, contribuye a la
patogénesis mieloide, y se han relacionado con la respuesta al tratamiento y el
resultado clinico. La exploracion de los mecanismos por los cuales estas alteraciones
de FLT3 conducen a la proliferacion desregulada proporcionaria una mejor
comprensiéon de la patogénesis molecular de la LMA y puede proporcionar

conocimientos sobre las posibles intervenciones terapéuticas.'?

Las mutaciones de FLT3 se han detectado en aproximadamente el 30% de los
pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) y en un pequefio numero de pacientes

con leucemia linfocitica aguda o sindrome mielodisplasico.'*

Desde el descubrimiento de las mutaciones de FLT3 en 1996, ha habido un interés
significativo en el examen de la biologia molecular y la importancia clinica de estas
mutaciones. Los datos actuales sugieren que las mutaciones de FLT3 no son
suficientes para la transformacion leucémica y requieren la cooperacion de otras
alteraciones gendmicas para la evolucién del fenotipo leucémico.?® Ademas, la biologia
de estas mutaciones es bastante compleja, con una heterogeneidad significativa del
tipo de mutacion (DTI vs ALM), nivel de expresién, tamafio y relacion alélica, lo que

afecta su biologia y la respuesta clinica.

Con la evolucién de los datos de adquisicion de LOH en pacientes con FLT3/DTI %2,
parece que la evolucién clonal de células con FLT3/DTI puede llevar al estado
homocigético (aUPD), impactar la biologia de la enfermedad y el resultado clinico. De
hecho, hay datos de que aUPD puede ser un evento mas comun de lo que se reconoce
en la evolucion de la LMA. EI conocimiento en la variabilidad genética de FLT3 ha
hecho hincapié en la magnitud de la complejidad en la LMA. Una mayor comprension
de cémo impactan las complejidades gendmicas en las sefiales de transduccion
permitirian la orientacién mas adecuada de la via de transduccién de sefiales.'?

Las mutaciones de FMS-like tirosina cinasa 3 (FLT3) estan entre las aberraciones

moleculares frecuentemente reportadas en pacientes con LMA.2"®
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Han sido identificados dos tipos principales: las mutaciones de duplicacion interna en
tandem (DTI) detectados en el 20-25% de los pacientes con LMA, y mutaciones

puntuales en el dominio de la tirosina cinasa (TKD) que ocurren en 5-10% ."3"1%2

A pesar de que las inserciones DTl varian en longitud, siempre mantienen una
orientacién de cabeza a cola y preserva el marco de lectura. Se ha sugerido que un
cambio conformacional en el dominio JM es responsable de la dimerizacion y

activacion del receptor.'%*2%

El segundo tipo mas comun de las mutaciones de FLT3 en la LMA son las mutaciones
en el bucle de activacién del dominio de tirosina cinasa (TKD). Casi la totalidad de
estas mutaciones implican una sustitucion de aspartato-a-tirosina en el codon 835,
aunque otras sustituciones también se han identificado.’**"*® Estas mutaciones causan
un cambio conformacional de la molécula y perturban su funcion autoinhibitoria,

haciendo asi el receptor constitutivamente activo. 3137138

Estudios recientes han sugerido que la alta carga alélica de FLT3-DTI se asocia con
una mayor tasa de recaida precoz y una supervivencia global inferior (OS) en pacientes
con cariotipo normal.™®'! Sin embargo, el impacto prondstico de la mutacion FLT3-

TKD sigue siendo controversial.™’

Ambos tipos de mutaciones causan la activacidén constitutiva de la actividad cinasa de
FLT3, lo que convierte a las proteinas de senalizacion corriente abajo, dando lugar a la

proliferacién incontrolada de células.'"*.

Las mutaciones FLT3 son las mutaciones somaticas mas comunmente observadas en
la leucemia mieloide aguda (LMA) y su presencia puede ser un factor prondstico de
mala evolucion. En estudios con adultos han mostrado una prevalencia del 20% a mas
del 35% para la duplicacion de FLT3 / interna en tandem (DTI) y un 7% adicional de

FLT3 / de mutacién puntual en el dominio de activacion de FLT3"*414°

La prevalencia de FLT3/DTI en LMA pediatrica es aproximadamente un 15%, menor

146,147

que en adultos, y la prevalencia de FLT3/ALM es del 7%, similar a la de

adultos.™®
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Los primeros estudios mostraron un peor prondstico en los pacientes portadores de
FLT3/DTI™ Sin embargo, estudios mas grandes que utilizan, quimioterapias intensivas

mas contemporaneas han mostrado un efecto mas modesto en el pronostico. %%

Ademas, diversas proporciones alélicas de FLT3/ITD han demostrado tener un
significado prondstico, aunque no ha sido establecido un umbral clinicamente util para
la relacion alélica de FLT3-DTlI (DTI-AR). Por otra parte, la importancia clinica de
FLT3/ALM no ha sido bien establecida, aunque los primeros estudios para adultos

sugieren que tales mutaciones pueden llevar a la significacion clinica.'®?1%3

No se han realizado estudios pediatricos a gran escala disefiados para evaluar la
importancia prondstica de las mutaciones FLT3 en la LMA infantil, y dada la baja
prevalencia de mutaciones FLT3 en nifios, la subclasificacion para definir los grupos de
riesgo clinicamente significativos en los pacientes con mutaciones FLT3 no ha sido

posible.

8.1 Vias descendentes de FLT3 oncogénico

Las mutaciones DTl de FLT3, asi como las mutaciones de TKD, resultan en la
activacion constitutiva de la cinasa de FLT3. Las mutaciones en el dominio JM de FLT3
y bucle de activacion pueden resultar en la pérdida de la funcién autoinhibitoria, con la
posterior activacion constitutiva de la cinasa de FLT3 y sus vias de senalizacion
proliferativas corriente abajo, incluyendo la Ras/MAPK cinasa (MEK)/senal extracelular-

via cinasa regulada (ERK) y la via PI3K/Akt '*°.

Ademas, y en contraste con la sefalizacion de FLT3 nativo, FLT3-DTI activa
potentemente la via STAT5."**1%° STAT5 induce sus genes diana, tales como la ciclina
D1, c-myc y el gen p21 anti-apoptotico, los cuales son importantes para el crecimiento
celular.’™®'" Estos efectos pueden indicar un papel de FLT3-DTI en el crecimiento
celular aberrante de las células leucemicas.'"%®

Otro grupo informd que otra cinasa serina treonina, Pim-1, se regula por FLT3-DTl y es
importante para el crecimiento de ceélulas mediada por FLT3-DTI y efectos anti-

apoptoticos.'®
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En conjunto, FLT3-DTI induce constitutivamente STAT5 y Pim serina treonina cinasas y

sus mecanismos pueden acelerar el crecimiento de células de LMA.

Es de destacar que mas de dos tercios de los pacientes con LMA muestran
fosforilacién de FLT3, incluso en ausencia de la activacién de mutaciones. '®*'®" E|
aumento de los niveles de transcripcion de FLT3 se observan en un gran numero de
muestras de LMA, y este aumento de la expresién también puede contribuir a la

fosforilacion de FLT3 y a la activacion de sus vias.®’

Dado que varios receptores de tirosina cinasas son dimerizados y se activan incluso sin
la unién del ligando al receptor '®?, la regulacién al alza de FLT3 puede facilitar su
dimerizacién y de ese modo mejorar la fosforilacion. Mientras tanto, se ha demostrado
que hay un aumento en la autofosforilaciéon de FLT3 cuando se incubaron blastos
leucémicos en el medio durante un tiempo después de ser descongelado, en
comparacién con las células blasticas recién descongeladas y lavadas, estos
resultados indican que la forma soluble secretada de FL juega un papel en las células

con la activacion constitutiva de FLT3 de tipo salvaje.’®

9. FLT3 DUPLICACION INTERNA EN TANDEM (FLT3/DTI)

Estas mutaciones son el resultado de una duplicacién segmental de un fragmento
dentro de la regidon de codificacion de dominio yuxtamembrana (codificado por los
exones 14 y 15) de FLT3, y son el tipo mas comun de mutacion en neoplasias malignas
hematoldgicas, que se producen en pacientes con LMC (% 5-10), MDS (5-10%), y LMA
(15 _ 35%) 163,164,165

La prevalencia de FLT3/DTI es altamente dependiente de la edad, donde es rara en
lactantes con LMA, y la prevalencia aumenta a un paso de manera prudente a 5-10%
en edad de 5-10 anos, 20% en adultos jovenes y> 35% en los pacientes con LMA
mayores de 55 afios ',

También existe una considerable variabilidad en el tamafio, y la region de la

participacién de DTI (que van de 3 a 400 pares de bases). 167168
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Nakao y sus colegas reportaron por primera vez la presencia de duplicaciones internas
en tandem (DTIs) en el dominio yuxtamembranal (JM) de FLT3 en la LMA en 1996 169
sefalaron que el 17% (5 de 30) de los pacientes con LMA tuvieron polimorfismos de
longitud en el dominio yuxtamembranal. El analisis de secuencias de ADN demostro
que cada uno de los 5 pacientes albergaba dentro del marco DTI, mutaciones en el
dominio de JM. Cada paciente tenia un alelo normal FLT3 residual, y cada una de las
duplicaciones mutantes se prevé produzca proteina mutante FLT3 (Fig.10). Nakao et al
sugiere que estas mutaciones podrian desempefiar un papel importante en la
patogénesis de la LMA.

Estas observaciones han sido posteriormente confirmadas por muchos grupos 7%
Con combinacion de datos de todos los estudios reportados hasta la fecha, la
frecuencia global de FLT3-DTI en adultos con LMA es de 385 de los 1595 (24%) de los
pacientes (Tabla 3). También se han detectado FLT3-DTI con una frecuencia menor en

17217374 vero rara vez se detecta en LLA.'®*

el sindrome mielodisplasico (MDS82)
172173175 ) 5 frecuencia de FLT3-ITD en LMA pediatrica parece ser algo mas baja que
en los adultos con LMA, se presenta en aproximadamente 10% a 15% de los pacientes
pediatricos. *176177178 Ademas, la frecuencia de FLT3-DTI parece ser mayor en
pacientes ancianos con LMA."® FLT3-DTI se ha detectado en todos los subtipos FAB
de la LMA, con una mayor frecuencia en el subtipo M3, y con menor frecuencia en el

SUbtipO M2.169,172,177,180,181,182,183.

La Duplicacion Interna en Tandem (DTI) de FLT3 también se ha reportado con una
frecuencia de 15% en LMA secundaria '"° y puede estar asociada con la progresién de
la enfermedad o recaida de LMA. "% ¥ FLT3-DTI, se ha detectado en un nimero
limitado de pacientes con LMC,'"?de crisis blastica LMC, ¥ LMMJ "linfoma no

Hodgkin, de células T en LLA, leucemia linfocitica crénica o mieloma. '™

Datos recientes presentados en forma de resumen indican que las mutaciones FLT3-
DTI no estan presentes en la enfermedad sistémica de los mastocitos '®® ni en tumores

sélidos. 187
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Internal Tandem Duplications or Activating Loop Mutations in FLL'T3:
May Result in Activation due to Loss of Autoinhibition

Juxtamembrane R3S

Dvamain Activation ||:||.|-|'|
SGESDNEYFYVDFRE-YEYDLE-YEYDLKE-WEFPREN...

= Juxtamermbrane domain inhibits kinase, with relief of ¥ Activation loop normally folds ot of active site |
|
inhibation froon autophosphorylation of specific tyrosine || with tyrosine phosphorylation, allows access of |
residues, ATP and subsirates 1o active sile. |

=Internal tandem duplicatons in I8 domain m AML ® DHASX, or other actuivation loop mutstions may
are highly variable, but always in frame, and may nesob adopt “folded owm™ configuration and result in |
| in loss of function of the aatoinhibitory domain kKmmase activalion I

Figura 10. Dos tipos de activacion de mutaciones en FLT3 se asociaron con LMA. El primer tipo consiste en DIT de
aminodacidos en el dominio JM. Estos son de longitud variable de paciente a paciente, pero siempre estan dentro del
marco. Estas secuencias de repeticion pueden servir para interrumpir la actividad autoinhibitoria del dominio JM que
resulta en la activaciéon constitutiva de la tirosina cinasa. El segundo tipo de mutaciénes son mutaciones puntuales
en el denominado bucle de activacion del segundo dominio de la tirosina cinasa. La mutaciéon en un residuo
especifico de acido aspartico, Asp835, que esta altamente conservado entre las tirosina cinasas, también resulta en
la activacion constitutiva de FLT3. En el contexto de otras tirosina cinasas, se cree que los bucles de activacion
también pueden ejercer una funciéon autoinhibitoria por el acceso limitado de ATP y sustrato para el dominio
catalitico. Las mutaciones en este sitio se cree que alteran la configuracion del bucle de activacion de una manera
similar a la de los cambios conformacionales inducidos por el ligando, lo que resulta en un mayor acceso de ATP y
sustrato. ECD indica dominio extracelular; TM, dominio transmembrana, JM, dominio yuxtamembrana, TK, el dominio
tirosina cinasa; y Kil, insercién de la cinasa. Figura tomada y modificada de The roles of FLT3 in hematopoiesis and
leukemia; D. Gary Gillland and James D. Giriffin; 2002 100: 1532-1542; Prepublished online May 24, 2002;
doi:10.1182/blood-2002-02-0492.

FLT3-DTls no se han detectado en las células hematopoyéticas normales, incluyendo
la sangre del cordon umbilical y células de médula 6sea en donde hay altos niveles de
expresion del gen FLT3. '®® Ademas de las mutaciones de longitud en un alelo del gen
FLT3, varios estudios han demostrado mutaciones bialelicas en el gen FLT3,' asi

como pacientes en los que el alelo de tipo salvaje no se encuentra. 1819

Los estudios in vitro han demostrado que FLT3/DTIs promueven la dimerizacion del
receptor independiente de ligando, lo que lleva a la fosforilacion auténoma y activacion
constitutiva del receptor, culminando en la proliferacion celular independiente de

citocinas.164191:192
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Adult AML Phenotype Cases Mutations (%) Pragnosis (P) Reference

1 AML B1 16/81 (22) ITD Lower CR (.03) Rombouts et al 2000

Higher relapse (.01)
Lower EFS = 60 (.003)
Lower EFS = 60 (.03)

2 Elderly AML 140 471140 (34) ITD Mot worse prognosis in = 60 Stirewalt et al 2001%
3 AML, de novo 160 14103 (13.2} ITD Lower OS (.0002) Abu-Duhier et al 2000%
4 AML 854 231/854 (27) Lower Rl (.08) Kottaridis et al 2001

Lower DFS (= .001)
Lower EFS (= .001)

Lower OS5 (= .001)
5 AML lower than 60 g2 23/82 (28) ITD Lower DFS (.0017) Whitrnan et al 2001
De novo Lower 05 (.0014)
Normal eytogenetics 8/23 (35) Lower OS cw no loss (0.008)
LOH of ather FLT3 allele
6 AML 168 49/188 (26) ITD Mo difference in DFS or 08 Frohling et al 20017
(Used double induction and
intensive consolidation)
7 AML 713 202713 (25.3) ITD or Lower DFS Thiede et al 2001'#
activation loop Lower OS

Tabla 3. El pronéstico de las mutaciones de FLT3 en adultos con LMA. CR indica la remisién completa, RI, la
induccion de la remision; LOH, pérdida de heterocigocidad, y c/w, en comparacién con. Tabla tomada y modificada
de tabla tomada y modificada de The roles of FLT3 in hematopoiesis and leukemia; D. Gary Gilliland and James D.
Griffin; 2002 100: 1532-1542; Prepublished online May 24, 2002; doi:10.1182/blood-2002-02-0492.

El mecanismo especifico mediante el cual FLT3/DTls conduce a la auto-dimerizacion
aun no es ampliamente conocida, sin embargo, se cree que el dominio JM actua como
un dominio regulador negativo mediante la prevencidén de la activacion de bucle para
adoptar una conformacion activa, manteniendo asi el receptor en un auto-estado
inhibido.

Tres analisis de la estructura tridimensional del receptor FLT3 sugieren que la
duplicacion segmental del dominio JM puede interferir con el impedimento estérico que
normalmente evita la auto-dimerizacion, lo que permite al receptor interactuar con su
ligando. "Similares" fuerzas repulsivas se han descrito en dominios JM de otros
receptores (por ejemplo KIT), y la interrupcién del dominio JM en otros receptores

también promueven la activacion constitutiva.'®%4

lo mas probable es que provoca la
dimerizacion de los receptores FLT3/DTI otros cambios estructurales adicionales en el
receptor para una confirmacion mas relajada, dejando al descubierto los sitios
aceptores fosforilo dentro de los TKDs y la promocion de la autofosforilacion.La longitud

de los DTl varia desde 15 hasta 174 pares de bases (pb) con una mediana de 52 pb.'%
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9.1 Ubicacion estructural de Y597

La localizacion gendmica de la duplicacion puede variar de paciente en paciente y en
general abarca toda la longitud del exon 14. La duplicacidon de al menos 1 de 7 residuos
de aminoacidos del codon 591 al 597 ocurrio en todos los pacientes, y el codon 597 se
duplico en 86% de los pacientes. En 5 casos, la duplicacion abarco el intrén 14 e
implico el exdn 15 y los codones 613 al 631. Se han informado resultados similares en
una cohorte de pacientes adultos y han demostrado que la R595 es critica en la funcion
de DTI. "%

La estructura cristalina de FLT3 autoinhibido ha revelado regiones distintas dentro del
dominio JM, el motivo de union JM (JM-B, Y572-M578), el motivo interruptor JM (JM-S,
V579-V592), y el“zipper” JM (JM-Z, D593-W603, PDB clave 1RJB)."’

Los residuos de aminoacidos que se observaron en las DTI en todos los pacientes en
este estudio (Y591-Y597) caen dentro de las regiones JM-S y JM-Z. La tirosina-597
esta expuesta en la superficie de la proteina y no parece ser critica para el
mantenimiento de la conformacion autoinhibida de FLT3. El residuo frecuentemente
observado dentro de un DTI es Y597, sin embargo, otros residuos de la region del

“zipper” del dominio JM (JM-Z) también se duplican con frecuencia.

Estas duplicaciones estan fuertemente transformando y dan como resultado la
activacién constitutiva de FLT3. Los mecanismos estructurales de la activacion de FLT3
por estas duplicaciones aun no han sido esclarecidos, sin embargo, la estructura
cristalina de FLT3 autoinhibido arrojan algo de luz sobre los posibles mecanismos de

activacion.

En la estructura cristalina la regién JM-Z parece jugar un papel importante en la
direccion de una orientacion 6ptima de los residuos de autofosforilacion "switch" Y589 y
Y591 y el mantenimiento de la conformacion autoinhibida. Se espera que las
inserciones JM-Z DTl interrumpan la conformacién autoinhibida del interruptor JM en la

region JM-S, por lo que se debe prevenir la inhibicion por la region JM-B. 196197198
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Se espera que la orientacion éptima de Y589 y Y591 sea interrumpida para permitir su
fosforilacion constitutiva. La razon de la prevalencia de mutaciones DTI en la region
JM-Z del dominio JM, en comparacion con las regiones de JM-B y JM-S , todavia no se
ha dilucidado. (Fig. 11)
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Figura 11. Region de la duplicaciéon en FLT3/DTI. (A) Proporcién de pacientes con afectacion de los residuos de aa
especificos en la region duplicada. Los codones 591 a 597 se muestran en barras mas oscuras, y los residuos de aa
especificos en esta region se muestran en el centro de insercion. (B) La region de la duplicacion en los 77 pacientes
estan ordenadas segun la longitud de ITD (de la mas larga a la mas corta) de arriba a abajo. El area de la
duplicacion del pico principal DTl se muestra en la zona resaltada mas oscura. En pacientes con DTI adicionales, la
region duplicada se muestra en rojo con el area de superposicion en azul. Los codones 591 a 597 se muestran en la
caja sombreada. (C) la estructura de FLT3 muestra la localizacién del dominio JM y Y597. La representacién de la
estructura cristalina de FLT3 fue previamente resuelta por Griffith et al."* El dominio de la cinasa N-lébulo esta de
color verde y el C-lébulo, azul. El bucle de activacion es de color naranja y el dominio JM, amarillo. Las tirosinas 597,
591, y 589 se muestran en formato de palo. La vista en partes muestra la superficie molecular del dominio cinasa y
el dominio JM con residuos de la cadena lateral Y591 a Y597. La tirosina 597 se representa con las esferas de
compilacion. Esta figura se realiz6 utilizando el programa Pymol (www.pymol.org). Figura tomada y modificada de
Structural and numerical variation of FLT3/ITD in pediatric AML; Soheil Meshinchi, Derek L. Stirewalt, Todd A.
Alonzo, Titus J. Boggon, Robert B. Gerbing, Jennifer L. Rocnik, Beverly J. Lange, D. Gary Gilliland and Jerald P.
Radich; 2008 111: 4930-4933; Prepublished online February 27, 2008; doi:10.1182/blood-2008-01-117770.
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Lo que se ha hecho es observar si la longitud del DTI puede afectar el resultado clinico.
Se evaluaron todos los umbrales de longitud de DTI para diferenciar el resultado
clinico entre los que tienen longitud mas corta 0 mas larga que la longitud particular de
DTI. (Fig.12)
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Figura 12. El resultado clinico de los pacientes con FLT3/DTI-positivo con longitud alta versus baja de DTl basado en
el umbral de longitud de 48 pb de DTI. (A) Supervivencia global desde el ingreso al estudio. (B) Supervivencia libre
de recaida a la remisién completa.Figura tomada y modificada de Structural and numerical variation of FLT3/ITD in
pediatric AML; Soheil Meshinchi, Derek L. Stirewalt, Todd A. Alonzo, Titus J. Boggon, Robert B. Gerbing, Jennifer L.
Rocnik, Beverly J. Lange, D. Gary Gillland and Jerald P. Radich; 2008 111: 4930-4933; Prepublished online
February 27, 2008; doi:10.1182/blood-2008-01-117770.

9.2 Implicacion pronostica de la longitud FLT3/ITD

En un estudio, mediante analisis de regresion cox, se comparo la supervivencia de los
pacientes con la longitud de DTl y se observé que una longitud de 48 pb tenia un riesgo

de 2.3 comparada con las otras longitudes. '%°

La SO actual a los 4 anos de entrar en el estudio para las personas con menor DTI
(48< pb) fue del 51% (£19%) en comparacién con el 17% (£15%) para aquellos con
longitud-DTIl de mas de 48 pb (P = 0.011). La SO actual a los 4 afios desde la RC para
aquellos con una DTl mas corta fue de 67% (£ 21%) versus 21% (x 19%) que para

aquellos con DTl largos (P = 0.006).
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La supervivencia libre de recaida a los 4 afios desde la RC para aquellos con DTI
cortos y largos fue de 51% (+ 23%) y 19% (+16%), respectivamente (P =0.035). 2%

La supervivencia global (SO) y la supervivencia libre de recaida (SFR) correspondiente
para los pacientes sin FLT3/DTI era de 54% y 57%, respectivamente, similares a
aquellos con los DTI mas cortos. Asi, en pacientes positivos FLT3/DTI, aquellos con
DTI cortos tienen una menor tasa de recaidas y el desenlace mas favorable que
aquellos con DTl mas largos. Aunque se ha demostrado la importancia que tiene la
longitud de DTI en adultos y en la LMA pediatrica, otros estudios no han demostrado
tales diferencias en los resultados sobre la base de la longitud DTI,?*° lo que sugiere
que los factores adicionales (por ejemplo, la naturaleza de restos de duplicados)

pueden modificar el significado de la longitud del DTI.%°"

Se cree que FLT3/DTI promueve la proliferacion a través de la activacion de multiples
vias de sefalizacién incluyendo RAS / MAPK, STAT vy las vias de la cinasa AKT/PI3.
Se ha demostrado que la proliferacion celular independiente de citocinas de células
transducidas FLT3/DTI fue mediada por RAS y las vias de STAT5 2% (Fig.13).

La demostracion de la activaciéon de STATS en FLT3/DTI resalto que algunos de los
efectos de FLT3/DTls son unicos para el receptor mutado, en contraste con FLT3/DTI
inducida por la activacion de ligando FLT3-WT no conduce a la activacion de STAT5 y
ningun ADN vinculante STAT5.2® estudios posteriores han determinado que los
codones T589 y T591 en el JM del receptor mutante de FLT3 puede dar cuenta de

alguna activacion de STAT5 en células que albergan FLT3/DTls.?%

Otros estudios han demostrado que, ademas de las vias RAS y STAT, FLT3/DTls
constitutivamente fosforila y activa AKT, y que el crecimiento independiente del ligando
requiere esta activacion aberrante de AKT por FLT3/DTls, de tal manera que el

crecimiento independiente del ligando se invierte si AKT esta bloqueado o inactivado.?*®
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Figura 13. Mecanismos de leucemogenesis inducidos por FLT3. Esquema que representa las vias descendentes de
FLT3-ITD. Figura tomada y modificada de Takahashi Journal of Hematology & Oncology 2011
4:13 doi:10.1186/1756-8722-4-13.

La leucemia mieloide aguda con mutacion de FLT3 duplicacion interna en tandem
(FLT3/ITD) es una neoplasia hematoldgica agresiva con un mal prondstico. Se puede
tratar con éxito en remision con quimioterapia intensiva, pero recae de forma rutinaria.
En la recaida, los blastos tienden a tener mayores proporciones alélicas mutadas e, in
vitro, son mas adictos a la sefalizacion aberrante desde la oncoproteina FLT3/DTI.2%

Se mantienen muy sensibles a FLT3 ligando, los niveles de que se elevan varias veces

durante el curso de la quimioterapia.

Estas mutaciones, que desequilibran la funcién de auto inhibicién del receptor del
dominio yuxtamembranal, dan como resultado la autofosforilacién constitutiva de FLT3
dentro de los blastos que lo albergan.?”?®® Quince afios después de este
descubrimiento inicial, FLT3/DTI LMA ahora se erige como una clara entidad clinica, un
subtipo, a menudo letal de la LMA que ha sido un considerable desafio para aquellos
que dan un tratamiento.?% Algunos hallazgos clinicos recientes y de laboratorio acerca
de esta enfermedad pueden dar una idea de por qué estos pacientes recaen tan

rapidamente, y la forma en que podrian mejorar sus resultados.
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Las mutaciones de FLT3/DTI estan presentes en aproximadamente un cuarto de los
casos adultos de LMA.?"° En una minoria de los casos representan supuestamente una
mutacién tardia en LMA tardia, evolucionando a partir de un antecedente de sindrome
mielodisplasico. Sin embargo, la presentacion mas caracteristica es la enfermedad de

novo, presentando un recuento alto de leucocitos y citogenética normal. 211

Numerosos analisis retrospectivos de los resultados de los ensayos clinicos han
establecido que los pacientes con LMA FLT3/DTI logran una remision completa o cerca
de los pacientes con LMA que carecen de estas mutaciones. Sin embargo, igualmente

establecido ?'?

es el hecho de que los pacientes con FLT3/DTlI son mucho mas
propensos a la recaida y lo hacen mas rapidamente que sus homdlogos FLT3

nativos.?'

Se ha reportado que la supervivencia mediana de la LMA con mutacion de FLT3
después de la primera recaida es mayor a cinco meses.?"?" Coincidiendo con el
reconocimiento de FLT3/DTI en LMA como una enfermedad, esta entidad fue el
nacimiento de una nueva terapia importante contra el cancer: inhibidores de la tirosina
cinasa (TKIs). La actividad clinica notable del mesilato de imatinib para la leucemia
mieloide crénica con crisis blastica y leucemia linfocitica aguda con cromosoma
Filadelfia positivo (2 enfermedades con similitudes a FLT3/DTlI LMA) estimuld el
desarrollo de FLT3- TKis.?'®*"

Hay diferencias importantes entre el FLT3/DTI y las oncoproteinas BCR-ABL sin
embargo, podria parecer que causan enfermedades similares. A diferencia de BCR-
ABL, FLT3 es una proteina transmembranal localizada principalmente en la membrana
plasmatica, donde se une a su ligando afin, FL de citocinas. ¢Por qué el ligando no
tiene ningun efecto sobre el receptor tirosina cinasa que se supone debe estar
constitutivamente activado? La evidencia reciente sugiere que el receptor DTI mutado
es, de hecho, muy influenciado por FL. FL esta co expresado con FLT3 en las células
de la leucemia y es regulada en respuesta a la inhibicion de FLT3. Cuando el receptor
FLT3/DTI se expresa en las células que carecen por completo de FL, unicamente

muestra la autofosforilacion débil 28
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Este hallazgo arroja la oncoproteina FLT3/DTI bajo una luz totalmente diferente: no
como un receptor de forma autonoma activa, sino mas bien como uno que es
simplemente hipersensible a su ligando. Para complicar mas las cosas, FL interfiere
notablemente con la capacidad de TKIls para inhibir la sefalizacién de FLT3.%"® En
efecto, el aumento de FL después de la quimioterapia pudo haber sido responsable del
nivel deficiente de la inhibicion de FLT3 in vivo observado en un ensayo reciente de

lestaurtinib después de la quimioterapia.?'

La influencia de FL en la sefalizacion de FLT3/DTI probablemente es un problema para
los esfuerzos encaminados a la incorporacion de la inhibicibn de FLT3 en los
regimenes de quimioterapia convencionales contra LMA. La radiacibn o la
quimioterapia induce aplasia y ha sido bien establecido para inducir aumentos
significativos en los niveles de FL,'%2%!

inhibidores de FLT3.

que a su vez bloquean los efectos de los

La inhibicion del gen FLT3 no es suficiente para inducir la apoptosis en una fraccion
significativa de FLT3 / DTl en muestras de LMA primarias recogidas en el momento del
diagnéstico inicial.???> Sin embargo, las muestras recogidas en la recaida y pruebas in
vitro son mucho mas propensas a sufrir apoptosis en respuesta a la inhibicién de FLT3

en comparacion con las muestras de diagndstico.?*

El mejor predictor de una muestra de LMA para tener una respuesta citotoxica de la
inhibicion de FLT3 es una alta carga de FLT3/DTI alélica mutante. Quizas no por
casualidad, la proporcion alelica mutante del FLT3/DTI tiende a ser mayor en la recaida
en comparacién con el diagndstico (aunque en una minoria de los casos, la mutacion
puede ser perdida por completo). 225 LA recaida y una mayor proporcion de alelos
mutantes, asi como la adiccion a la sefalizacion FLT3/DTI aparecen siempre en LMA

con mutacion DTI.2%*

Para resumir, entonces, FLT3/DTlI LMA es una enfermedad que parece evolucionar
entre el diagnéstico y la recaida, con las células de la leucemia cada vez mas

apegadas a la sefializacién de FLT3 después de la quimioterapia.
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El tratamiento de un paciente con quimioterapia conduce a altos niveles de FL en el
plasma durante todo el periodo de recuperacién y durante la consolidacién FL es una
citocina que actua directamente sobre el receptor mutante de FLT3/DTI, maximizando
su actividad y promocién de la supervivencia de los blastos. A pesar de que estos
hallazgos tienen practicas implicaciones, estas propiedades se podrian utilizar para
predecir la respuesta clinica y el disefio de regimenes de tratamiento, que descubren

un problema potencialmente mayor.?%*

Los pacientes con LMA FLT3/DTI a menudo tienen una recaida durante la
consolidacion. Es concebible, dadas las conclusiones antes mencionadas, que se este
haciendo mas dafio que bien mediante la administracién de altas dosis de citarabina en
ciclos repetidos, o cualquiera que sea el régimen de consolidacion que se esta
utilizando. De hecho, en un ensayo aleatorizado reciente de quimioterapia inducida con
uso mas intensivo de antraciclinas, los pacientes con LMA FLT3/DTIl no parecen
beneficiarse de la intensificacion de la terapia, a diferencia de los pacientes con FLT3

nativo. 2%

Como alternativa, la poblacién de blastos en el diagndstico puede no ser uniforme, con
algunas células que carecen de la completa mutacion FLT3/DTI y otros portadores de
mutantes homocigotos o heterocigotos.Los pacientes que se presentan con baja
proporcion de alelos mutantes en el diagnoéstico presentan un interesante argumento al

concepto de que FL promueve o influye en las recaidas.’®

Los relativamente pocos pacientes con LMA FLT3/DTI que tienen bajas proporciones
alélicas en la presentacion a menudo (pero no siempre) pierden por completo la
mutacién en la recaida. >’ FL claramente no se selecciona para la expansion de estos

subclones aparentes.??®

Sin embargo, los pacientes con carga alélica baja parecen tener un prondstico que es
similar al de los pacientes con FLT3 de tipo salvaje en LMA.?"*Es posible que en estos
casos la mutacién DTI se produjo relativamente tarde en la leucemogénesis, quizas en

una célula madre de la leucemia con un menor potencial de renovacién a largo plazo.
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En los pacientes con nuevo diagnostico de LMA FLT3/DTI de induccién sometida y
consolidacion, existe variabilidad significativa en el grado en que FL se eleva desde el
inicio. Se puede predecir que sera mas probable que ocurran las recaidas, y ocurrira
primero, en pacientes con niveles altos FL en comparacion con niveles bajos de FL. La
hipotesis podria ser refutada no encontrando efectos de FL, en el riesgo de recaida o

encontrando que altos niveles predigan realmente mejores resultados.?'®

De hecho, los altos niveles de FL después de la quimioterapia podria ser un sustituto
de la intensidad de la aplasia, que desde una perspectiva tradicional se cree que es
beneficioso.Se esta examinando esta cuestibn de forma prospectiva mediante
mediciones seriadas de niveles FL durante la induccién y la consolidacion en los
pacientes con LMA FLT3/DTI. %

Muchos abogan por el uso del trasplante alogénico como la consolidacion mas efectiva
de FLT3/DTI LMA.?® Este es un tema que sigue siendo muy controvertido.
Ciertamente, hay numerosas variables que podrian haber influido en los resultados de
ensayos con trasplantes alogénicos (cualquiera de ellos podria enturbiar la
interpretacion de los resultados), incluyendo el tiempo para el trasplante, los regimenes
de preparacion, la mortalidad relacionada con el trasplante, y del injerto contra la

profilaxis.?®'

Si los niveles de FL contribuyen a la recaida, y si el "injerto contra leucemia" es real,
entonces el mejor enfoque para el paciente seria proceder lo mas rapidamente posible
a un trasplante alogénico una vez alcanzada la remisién.

El trasplante alogénico, por supuesto, también implica la quimioterapia, por lo general

mas intensiva que un solo curso de consolidacion.?*2

En sustitucidn de 4 ciclos de dosis altas de citarabina, que probablemente de como
resultado una elevacion global no tan prolongada de FL (aunque esto se debe
confirmar prospectivamente), y también introduce un tipo diferente de efecto

terapéutico, que la inmunoterapia.
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Curiosamente, en un reciente informe del Grupo de Estudio de la LMA en Ulm,
Alemania, donde realizan una estrategia similar a la usada desde el afio 2006, se
observé que los pacientes con FLT3/DTI que recibieron un trasplante lo mas pronto

posible después de alcanzar la remision tuvieron mejores resultados. 2%

Normalmente, en los analisis histéricos de la LMA en los estudios de trasplante, mas
tiempo para el trasplante se asocia con mejores resultados, probablemente porque los
pacientes que estan lo suficientemente bien como para el trasplante después de varios
meses representan un grupo de riesgo en general favorable. Sin embargo, mas tiempo
para el trasplante, lo que haria necesaria cursos adicionales de consolidaciéon, se
asocié con una peor supervivencia global en su analisis. Esto es exactamente lo que se
predijo si estos cursos recurrentes de la consolidacion eran en realidad la promocion de

la recaida.?®

Sobre la base de estos resultados, se puede proponer que el enfoque terapéutico
Optimo para un paciente con LMA FLT3/DTI seria un solo curso de la terapia de
induccidn seguida con la mayor rapidez como sea posible del trasplante alogénico,
incluyendo el uso de donantes alternativos (no emparentado compatible, haploidéntico,
o de la médula derivados de la sangre) en caso necesario. Los nuevos agentes

terapéuticos pueden ser introducidos en este paradigma.?*?

Los inhibidores de FLT3 se pueden utilizar al inicio del tratamiento (antes de la subida
de los niveles de FL, antes de que su eficacia sea limitada) para mejorar la tasa de
remision y, si los niveles de FL vuelven a su nivel, mantener al paciente en remision

hasta el trasplante.

9.3 Significado pronostico de FLT3/DTI

Se ha descrito que FLT3/DTIs en la LMA, se encuentra en aproximadamente el 25% de
los pacientes con LMA que albergan estas mutaciones. 228 En su estudio, los
FLT3/DTIs se asociaron con citogenética normal. Aunque no hubo una diferencia
significativa en la respuesta completa (CR) entre las tasas de pacientes con y sin
FLT3/DTI, aquellos pacientes con FLT3/DTI tenia una tasa de recaida

significativamente mayor (RR) y peor supervivencia global (OS). %%
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Especificamente, en pacientes adultos mas jévenes (<60 afios), FLT3/DTls fueron el

228 estudios posteriores han confirmado que la

mayor indice predictor de resultados.
presencia de FLT3/DTI es un factor prondstico independiente de recaida y un peor

prondstico en la LMA., 229:230.231

Han examinado la prevalencia y el significado prondstico de FLT3/DTI en una cohorte
de mas de 850 pacientes adultos #*'. Estos investigadores encontraron una prevalencia
de FLT3/DTI del 27%. Su estudio confirmd que FLT3/DTI se asocio con leucocitosis y
citogenética normal. En su estudio, los pacientes con LMA con FLT3/DTI tuvieron una
tasa de remisidbn mas baja, una mayor tasa de recaida y peor supervivencia. Un
analisis multivariante controlando otros factores prondsticos encontré que FLT3/DTI fue
el factor prondstico mas significativo con respecto a la RR y a la supervivencia libre de
enfermedad (SFD). 2*'

Otros estudios han confirmado la importancia prondstica de FLT3/DTIl en grandes

ensayos con adultos y pediatricos de LMA, 22923223

En estos estudios la supervivencia para los pacientes con FLT3/DTI fue de 20% a 30%
frente al 50% para los que no tienen FLT3/DTI. También hicieron una observacion que
la variacion alélica (mutante al de tipo salvaje) observada en pacientes con FLT3/DTI

parecia influir en el resultado. #*%%°

La evaluacién de diferentes umbrales de relacién alélica (DTI-AR) de FLT3/DTI
establecié que los pacientes con FLT3/DTI se encontraban en alto riesgo de recaida de
los que se espera tener un resultado mas favorable, lo que demuestra que no es mas
que la presencia de FLT3/DT]I, pero la variacion alélica es la que determina el resultado

clinico. 2%

Un trabajo similar en otros estudios han demostrado diferencias en el resultado clinico

para las personas con diferentes relaciones alélicas.?**?%

52



10. MECANISMOS GENERALES DE ACTIVACION DE RTK: LA
RELEVANCIA DE MUTACIONES FLT3 EN LA LEUCEMIA HUMANA

Los polimorfismos de FLT3, longitud de JM y sustituciones de activacion de bucle en
FLT3 son frecuentes en la LMA, superando la incidencia de las translocaciones
cromosomicas conocidas o mutaciones puntuales. ¢ Cuales son las consecuencias de
estas mutaciones sobre la funcion del gen FLT3 y la fisiopatologia de la LMA? Aunque
el mecanismo de la activacion del gen FLT3 no ha sido ampliamente estudiado, existen
algunas ideas sobre el papel de estas mutaciones que se extrajeron del analisis de

otros que no son receptores de TK y de receptores de TK incluyendo el Eph Ef,?%*%%

ERBB2, 2723 receptor del factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1R), #*°

receptor del
factor 1 de crecimiento de fibroblastos (FGFR1), 2**?*' y el receptor del factor de

crecimiento epidérmico (EGF). 242

Los RTKs tienen dominios de auto inhibicion que mantienen a la cinasa en una
conformacién inactiva. En la mayoria de las tirosina cinasas, una llamada activacion de
bucle en los pliegues del dominio de la cinasa en el sitio activo, bloquea el acceso de

ATP y sustratos.?*

La Fosforilacion o mutacion de sustitucion de residuos criticos en la activacion de bucle
permite que el bucle se doble hacia fuera del sitio activo, permitiendo el acceso. Por
ejemplo, la autofosforilacion intermolecular de 3 residuos especificados en el bucle de

activacion de IGF-1R estabiliza el bucle en una conformacién que facilita la catalisis.?*®

Ademas, las mutaciones de sustitucion en un residuo critico conservado de acido
aspartico en la activacion del receptor de insulina resulta de ayuda a la auto inhibicion
y aumenta la capacidad de la cinasa no fosforilada de enlazar el ATP.?* La estructura
FGFR1 indica que los residuos en el bucle de activacion parecen interferir con la unién
del sustrato peptidico pero no con el ATP, lo que sugiere un segundo mecanismo de

auto inhibicién y quizas mas general para RTKs. 24
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Otro dominio de auto inhibicién es el dominio JM de un subconjunto de RTKs, tal como
el receptor Eph.Este grupo de RTKs ha conservado dominios JM, e incluye a

miembros de FLT3 y otros miembros de la familia RTK de tipo I11.2*

Los datos bioquimicos han indicado que, ademas de la actividad auto inhibitoria de la
activaciéon de bucle de Eph, hubo un segundo dominio auto inhibitorio en el dominio de

JM de Eph que estaba regulado por la fosforilacién de tirosina. 244

El analisis estructural de una forma no fosforilada de auto inhibicion de EphB2,
compuesto por la JM y dominios cinasa ha proporcionado informacion sobre los

mecanismos de auto inhibicion. 2%°

El dominio JM adopta una conformacién helicoidal que distorsiona el I6bulo pequefio de
los dominios quinasa y bloquea el segmento de activacion para lograr una
conformacién activa. La fosforilacién de los residuos de tirosina conservados JM ayuda
esta represion alterando la asociacion del segmento de JM con el dominio quinasa y

libera sitios de fosfotirosina para unir dominios SH2 de las proteinas diana.?*®

La represion de dominios de auto inhibicion se consigue en parte por la union de RTKs
a sus ligandos afines, tales como FL. Muchos ligandos RTK, incluyendo FL, existen
como homodimeros, y se cree que activan a sus respectivos destinatarios RTKs través

de la induccién de la dimerizacion u oligomerizacion.*?

Ademas, la activacion de las mutaciones puntuales se han identificado en los dominios
extracelulares y dominios TM de RTKs que pueden servir para formar dimeros o inducir

cambios conformacionales.?*’

El ligando también puede servir para inducir cambios conformacionales que resultan de
ayuda de auto inhibicion, en el que la dimerizacidn es necesaria pero no suficiente para

activar los receptores RTK. 28

Hasta la fecha, no hay estudios publicados que expliquen como las mutaciones en los

dominios JM conducen a la activacion constitutiva del receptor.
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Sin embargo, basandose en el modelo de las estructuras cristalinas de rayos X de
EphR2, es muy posible que las mutaciones en el dominio JM en un RTK como FLT3
puede causar que el dominio de JM caiga lejos de el dominio cinasa, lo que facilita la

activacién de la quinasa, transfosforilacion, y el inicio de la sefalizacion.?*°

Este modelo es atractivo para explicar cdmo un conjunto tan diverso de mutaciones en
los dominios de JM de multiples RTKs conducen a la activacion de la cinasa.
Especificamente, las mutaciones que se prevé puedan interferir con la funcién normal
inhibidora del dominio JM hacia la cinasa, llevando a la activacion de la cinasa
independiente del ligado. Tomados estos datos en conjunto, indican que varias clases

de mutaciones podrian dar lugar a la activacién constitutiva de la cinasa FLT3.2%°

En particular, las mutaciones en el dominio JM de FLT3 la activacion de bucle podrian
predecir en resultado la pérdida de la funcidén auto inhibitoria y la posterior activacion

constitutiva de la cinasa FLT3 y sus sefiales de proliferacion corriente abajo.?3%2%

11. IMPORTANCIA DEL LIGANDO FLT3 EN LAS LEUCEMIAS

La hematopoyesis es altamente regulada a través de citoquinas inducida por la
estimulacion de multiples vias de transduccion de sefiales con el fin de mediar una
diferenciacion apropiada y la proliferacion de poblaciones progenitoras especificas. La
estimulacion inducida del ligando de FLT3,conduce a la activacion de multiples vias
efectoras aguas abajo resultantes en la diferenciacién y proliferacion de poblaciones

especificas de células progenitoras.?*

11.1 Ligando FLT3

El ligando para FLT3 se expresa en las células estromales de médula y otras células y
sinergiza con otros factores de crecimiento para estimular la proliferacion de las células
madre, células progenitoras, las células dendriticas y las células NK. Asi la activacion
de mutaciones en los receptores de tirosina cinasa para los factores de crecimiento

pueden conferir una ventaja de crecimiento a las células leucémicas.?*’
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El ligando para FLT3 (FLT3 ligando o FL) se clon6é en 1993, FL es una proteina de
transmembrana (TM) del tipo | que puede ser liberado como una proteina

248,249

homodimerica soluble, y se expresa en las células del microambiente

hematopoyético de la médula ésea, incluyendo fibroblastos de médula ésea, 250 asi
como en las lineas celulares hematopoyéticas, lineas mieloides, linajes de células T y

B. 251

Tanto la formas unida a la membrana como la soluble puede activar la actividad tirosina
quinasa del receptor y estimular el crecimiento de las células progenitoras de la médula
0sea y sangre. Sin embargo, FL no induce de manera eficiente la proliferacién de los
progenitores normales mieloides y linfoides por si solo, pero sinergiza con otros

factores de crecimiento hematopoyéticos e interleucinas.?**%%

FL es un factor de crecimiento para las células inmaduras mieloides y células madre y
puede expandir células CD34* in vitro e in vivo.®**° La capacidad de FL, en
combinacién con otros factores de crecimiento, para estimular la expansién de
progenitores hematopoyéticos de CD34" puede ser Util en la recuperacion de la médula
después de Ila quimioterapia citotdxica y en expansiones de progenitores

hematopoyéticos para diversas aplicaciones clinicas.?®

El ligando FLT3 también juega un papel importante en la respuesta inmuné. La
interrupcién del blanco del gen FL en ratones se asocia con un deterioro significativo
del sistema inmune, asi como una reduccion en las células progenitoras mieloides. El
numero de progenitores de células B, células dendriticas (DCs), y las células natural

killer (NK) se reduce significativamente in vivo. %

La base de la aparente disparidad en el fenotipo hematopoyético entre el FL y
FLT3knock-outs (bloqueo de genes) no se conoce, pero puede ser debido al método
experimental, las diferencias de tension, o un segundo ligando o receptores en este
sistema. DCs son las células mas eficientes presentadoras de antigeno para células T
y se han investigado como agentes celulares inmunoterapéuticos en el cancer.?’

La inyeccién diaria de FL en ratones resulta en un aumento dramatico en las células
que expresan los marcadores caracteristicos de DC como el de clase Il del complejo de
histocompatibilidad mayor (MHC), CD11¢c y CD86.%®

56



FL sinergiza con el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-
CSF) o interleucina 4 (IL-4) en la induccién de diferenciacién DC in vitro e in vivo.
También se ha demostrado que FL también promueve la expansion de un CD34"
progenitor de células NK que responde a la IL-15 mediante la induccion de la expresion

IL-2/15R beta, lo que indica FL en el desarrollo temprano de las células NK.259

La estimulacion del ligando FLT3 da la proliferacion de células dendriticas y NK,por lo
tanto se ha sugerido que FL podria ser potencialmente util como un agente antitumoral
de amplio espectro. 2°%%*" En apoyo a esta hipétesis, se ha reportado que FL induce la
regresion del tumor y la respuesta antitumoral in vivo en un modelo de fibrosarcoma

inducida en ratones.?®?

FL también inhibe el crecimiento tumoral en el melanoma murino (B16 y CL8-1) y
modelos linfoma (EL-4). Ademas, La actividad atileucemica de FL fue demostrada en
un modelo murino en el que se indujo leucemia con células FDCP1 transfectadas con
BCR/ABL. **

En la leucemia aguda, sin embargo, la administracién de FL puede ser desventajosa,
abundantes datos indican que la estimulacién deFL-FLT3 aumenta la proliferacion y la

supervivencia de los blastos en la leucemia. %%

FL estimula la proliferacion de FLT3 expresando células primarias de LMA vy lineas
celulares leucémicas mieloides y monocitoides, y sinérgiza con otros factores de

crecimiento para estimular la proliferacion de LMA primariay células LLA.2°%266.267

La mayoria de lineas celulares de leucemia mieloide muestran la expresion ya sea de
FL o FLT3, o en algunos casos ambos. Por otra parte, FL tiene importantes efectos
promotores anti-apoptéticos y de supervivencia en ambas células primarias de LMA y

en lineas de células mieloides.?®®

FL puede ejercer su sefial de proliferaciéon y antiapoptética en las células de la

leucemia, mediante la regulacion de BCL2 y BAX .2%°
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En conjunto, estos datos sugieren que la inhibicién o el aumento del sistema de ligando
FL-receptor FLT3 en la terapia de la leucemia tendra que llevarse a cabo con cautela y

circunspeccion.

La administracién de FL puede mejorar la inmunidad antitumoral, pero también puede
aumentar la proliferacion y la supervivencia de los blastos en la leucemia. Ademas, la
expresion cronica de FL en un modelo de transduccion retroviral murino indujo
leucocitosis, anemia severa, esplenomegalia marcada, y la fibrosis, ademas de la

expansion de los DCs v los linfocitos T activados. 2°

La inhibicion de FLT3 también puede ser un método terapéutico valido para la LMA,
pero la inhibicién del gen FLT3 también puede afectar a la inmunidad enddgena anti

leucémica.?”!

El ligando activado FLT3 se somete a la autofosforilacion y, a través de una serie de
cascadas de cinasa, transduce las sefiales promoviendo el crecimiento celular y la
inhibicion de la apoptosis a través de proteinas como la proteina activadora de Ras-
GTPasa, la fosfolipasa C beta, STAT5, y ERK1 / 2. 271272

FL, se expresa en practicamente todos los tipos de células hasta ahora examinados,
incluyendo células leucemicas.?”>?™* FL se expresa en la mayoria de los tejidos,
incluyendo 6rganos hematopoyéticos (bazo, el timo, la sangre periférica y la médula
Osea) y la préstata, ovario, rifidn, pulmén, colon, intestino delgado, testiculos, corazén y
la placenta, con el mayor nivel de expresion en las células mononucleares en sangre

periférica. 2"

El cerebro es uno de los pocos tejidos sin expresion demostrable de FL. En contraste,
el receptor, FLT3, tiene un margen bastante estrecho de expresion de células, siendo
localizada principalmente en tejidos hematopoyéticos y neuronales, lo que

presumiblemente limita sus funciones a estos tipos de células. 2"

FL actua en sinergia con otras citocinas para promover la expansion de precursores

hematopoyéticos; FLT3 o FL en ratones, conduce a una reduccion en precursores

hematopoyéticos aunque no embrionariamente letal. 2’7"
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11.2 Los niveles plasmaticos de ligando FLT3

Se ha demostrado que FL influye en los efectos in vitro de lestaurtinib. Ademas, se ha
demostrado previamente que los niveles plasmaticos de FL aumentan durante los

periodos de aplasia de la médula ésea inducida por quimioterapia o radiacion. 2°

Dado que en ambos ensayos se administré lestaurtinib después de la quimioterapia
intensiva, decidieron examinar los niveles de FL en las muestras de plasma a su
disposicion. Para obtener una estimacion de los niveles de FL en pacientes recién
diagnosticados con LMA, probaron el plasma de 7 pacientes consecutivos con LMA.
Los niveles de FL para estos 7 pacientes fue de 2 a 6 pg/ml, con una media de 3 pg/mL

y una SD de 2 pg/ml.2¥’

Para los pacientes con LMA en primera recaida, se probaron 72 muestras de plasma
de referencia del ensayo Cephalon 204. En estos pacientes, hubo una variacion
considerable en los niveles de FL, que van desde 2 pg/ml hasta 2953 pg/ml (media +-
SD, 57 +- 348 pg/ml).

Lo que se muestra en la Figura 14 A son los niveles individuales y la media de FL para
el dia 15 del curso 1 de la terapia de induccidn para los pacientes recién
diagnosticados AML15 en comparacion con el dia 15 de quimioterapia de recuperacion
para las recaidas en pacientes del ensayo Cephalon 204. Aunque existe una gran
variacion individual en los niveles de FL en ambos ensayos, como grupo, los pacientes

recidivantes o en recaida tienen niveles significativamente mas altos.

También se tenian muestras de plasma disponibles en los siguientes ciclos de
quimioterapia del estudio AML15 (todos del dia 15 de cada curso), y la media de los
niveles FL se elevaron con cada curso posterior (fig. 14 B). El nivel de FL en el dia 15
del segundo curso de la quimioterapia para los pacientes AML15 fue comparable en
magnitud con la observada en los pacientes que recaen sobre el dia 15 de su terapia

de rescate.

59



Estudios anteriores han demostrado que los niveles de FL se elevan y luego caen
después de la terapia de induccion de aplasia. Desde el ensayo Cephalon 204, también
se analizaron muestras de plasma recogidas en o alrededor del dia 42, con la que
hemos sido capaces de examinar los niveles de FL individuales de los pacientes
durante la recuperacion de un unico ciclo de quimioterapia. Los resultados de estas
muestras (Fig.14C) indican que en muchos casos los niveles de FL se mantienen

elevados durante varias semanas después del inicio de la terapia.

Figura 14. Las concentraciones plasmaticas de FL de pacientes incluidos en ensayos clinicos.(A) Las muestras de
plasma obtenidas en el dia 15 del tratamiento de induccion para los recién diagnosticados (izquierda) frente a una
recaida (derecha) pacientes con LMA con FLT3 mutante se analizaron para FL mediante ensayo inmunoenzimatico.
(B) Los niveles de FL de las muestras de plasma obtenidas de pacientes recién diagnosticados con LMA con FLT3
mutante. El curso 1 fue de induccion, y los cursos 2-4 fueron de consolidacion. Las muestras del curso 1
corresponden a las de la izquierda en el panel A. Para el curso 1, la concentracion media de FL fue de 488 pg / ml
(rango de 3-4099 pg/ml), para el curso 2, la media fue de 1196 pg / ml (rango de 34 a 8889 pg / ml), para el curso 3,
la media fue de 2298 pg/ml (rango, de 30 a 5451 pg/ml), para el curso 4, la media fue de 2145 pg / ml (rango de 76 a
7108 pg/ml). (C) los niveles plasmaticos de FL de pacientes individuales en el ensayo Cephalon 204 en 3 momentos
diferentes durante el tratamiento. Para las muestras de linea de base, hubo una sola muestra de medicion de 2953
pg/ml. Veintidds muestras de linea de base tenian niveles de FL por debajo del limite de deteccion para el ensayo
(por ejemplo, <2 pg/ml). Estas muestras fueron enlistadas como que tenian 2 pg/ml. Para las muestras de linea de
base, la mediana fue de 5 pg/ml, la media fue de 57 pg/ml, y el rango fue desde el indetectable hasta 2298 pg/ml.
Para las muestras del dia 15, la media fue de 1173 pg/ml, la mediana fue de 721 pg/ml, y el rango fue de 19 a 3818
pg/ml. Para las muestras del dia 42, la mediana fue de 187 pg/ml, la media fue de 642 pg/ml, y el rango fue de 4 a
5767 pg/ml. Figura tomada y modificada de FLT3 ligand impedes the efficacy of FLT3 inhibitors in vitro and in vivo;
Takashi Sato, Xiaochuan Yang, Steven Knapper, Paul White, B. Douglas Smith, Steven Galkin, Donald Small, Alan
Burnett and Mark Levis; 2011 117: 3286-3293 Prepublished online January 24, 2011; doi:10.1182/blood-2010-01-
266742.

Otros han informado que la inhibicion de FLT3 puede resultar en la regulacion de la

expresion de FL. 2
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Debido a que todos los pacientes en este estudio fueron tratados con lestaurtinib, era
posible que la inhibicion de FLT3 estaba aumentando los niveles de FL en la
guimioterapia inducida. Para determinar el efecto de la inhibicién de FLT3 in vivo sobre
los niveles plasmaticos de FL (solo, en ausencia de quimioterapia), han probado
muestras de plasma de pacientes tratados con otros 2 inhibidores de FLT3, sorafenib o

AC220, en ensayos clinicos.

Se probaron 16 muestras, todas fueron obtenidas de pacientes con inhibicién de FLT3
in vivo a menos del 15% de la linea base durante al menos 2 semanas continuas (Por
ensayo farmacodinamico de inhibicion de la actividad en plasma (PIA); resultados no
mostrados). Los niveles de FL en estos pacientes durante la terapia con inhibidor de
FLT3 vario de 4 a155 pg/ml (media, 32 pg/ml), esencialmente las mismas que las
observadas en los pacientes no tratados, y aproximadamente 2 6érdenes de magnitud

inferiores a los niveles observados en los pacientes después de la quimioterapia. %’

A continuacién se deseaban caracterizar los efectos de FL sobre la eficacia de
inhibidores de FLT3 in vitro. Las células Molm14, que albergan una mutacion
FLT3/ITD,fueron incubadas en concentraciones crecientes de lestaurtinib en presencia
de 0, 1, 0 3 ng / ml de FL exdgeno. Estas concentraciones de FL se eligieron porque
eran similares a las medidas en el dia 15 en los pacientes de la prueba de Cephalon
204. 27

Como se muestra en la (Fig.15A), FL induce un desplazamiento hacia arriba de la
curva de dosis-respuesta para la inhibicion de la autofosforilacién del FLT3 por
lestaurtinib en plasma. Hay una baja regulacién de FLT3 fosforilado y total en respuesta
a la adicion de FL (presumiblemente debido a la internalizacion del receptor), pero
sorprendentemente, a mayores concentraciones de lestaurtinib, la autofosforilacion de
FLT3 es todavia muy evidente en comparacion con el mismo experimento realizado en

la ausencia de FL.

A concentraciones de 10 uM en plasma, que es un nivel observado con frecuencia en
los pacientes de la prueba, 3 ng/ml de FL da como resultado la autofosforilacion

significativa de FLT3 en comparacion con la observada en ausencia de FL (Fig.15A).
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La adicion de FL dio como resultado la baja regulacién de FLT3 total y fosforilada, que
ha sido descrita en la literatura y se puede ver en la (Fig.15A). 2*” En todos los casos, la
adicién de FL resulto en la pérdida de la inhibicion completa de estos agentes en las
dosis mas altas utilizadas y un desplazamiento hacia arriba en las curvas de dosis-
respuesta. La Figura 15B ilustra los efectos que la adicion de 3 ng/ml de FL tiene sobre

la eficacia inhibidora de todos estos farmacos en plasma.
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Figura 15.FL deteriora la inhibicién de la autofosforilacion de FLT3 in vitro. (A) Las células Molm14 fueron expuestas
a concentraciones crecientes de lestaurtinib en presencia de 0, 1, y 3 ng/ml de FL en el plasma durante 2 horas. A
continuacion, la autofosforilacion de FLT3 se evalu6 por inmunotransferencia con antifosfotirosina (geles, izquierda)
por inmunoprecipitacién de FLT3, y luego, después de la electroforesis y transferencia a membrana. Las bandas
fueron analizadas por densitometria y trazos. (B) Las células Molm14 se incubaron en plasma con 10 yM del
farmaco indicado y 0 ng/ml (-) o 3 ng / ml (+) de FL durante 2 horas. A continuacion, la autofosforilacion de FLT3 se
evalué mediante inmunotransferencia.Figura tomada y modificada de FLT3 ligand impedes the efficacy of FLT3
inhibitors in vitro and in vivo; Takashi Sato, Xiaochuan Yang, Steven Knapper, Paul White, B. Douglas Smith, Steven
Galkin, Donald Small, Alan Burnett and Mark Levis; 2011 117: 3286-3293 Prepublished online January 24, 2011;
doi:10.1182/blood-2010-01-266742.
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Debido a que la intencion de inhibir la autofosforilacion de FLT3 en la LMA es inducir
una respuesta citotoxica, querian determinar si los efectos citotoxicos de estos

inhibidores de FLT3 se habian mitigado también por la adicion de FL.

Las células Molm14 se incubaron durante 48 horas con concentraciones crecientes de
ambos inhibidores de FLT3 y FL, y fueron analizadas para el efecto citotoxico (Fig16).
Para todos los farmacos analizados, FL aumentd los valores de citotoxicidad de IC50 e

IC80. Los resultados se resumen en la Tabla 4.

Figura 16. FL interfiere con los efectos citotoxicos de los inhibidores de FLT3. Las células Molm14 se incubaron en
medio de cultivo celular (RPMI con 10% de suero fetal bovino) con concentraciones crecientes de los farmacos
indicados durante 48 horas en presencia de 0, 1, 3, y 10 ng/ml de FL. La viabilidad celular se determiné utilizando el
ensayo de MTT. Los resultados se representan como porcentaje de control en DMSO. Figura tomada y modificada
de FLT3 ligand impedes the efficacy of FLT3 inhibitors in vitro and in vivo; Takashi Sato, Xiaochuan Yang, Steven
Knapper, Paul White, B. Douglas Smith, Steven Galkin, Donald Small, Alan Burnett and Mark Levis; 2011 117: 3286-
3293 Prepublished online January 24, 2011; doi:10.1182/blood-2010-01-266742.
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Tabla 4.Los resultados del ensayo de citotoxicidad para los inhibidores de FLT3 en la presencia o ausencia de FL.
Tomada y modificada de FLT3 ligand impedes the efficacy of FLT3 inhibitors in vitro and in vivo; Takashi Sato,
Xiaochuan Yang, Steven Knapper, Paul White, B. Douglas Smith, Steven Galkin, Donald Small, Alan Burnett and
Mark Levis; 2011 117: 3286-3293 Prepublished online January 24, 2011; doi:10.1182/blood-2010-01-266742.

Exogenous FL, ng/mL

Inhibitorfvalues, nM 0 1 3 10
Lestaurtinib

1Cs 3.3 8.3 6.3 6.8

ICap 7.1 11 13 15
Midostaurin

ICsp 7.2 14 23 25

ICap 17 43 59 a6
Sorafenib

ICsp 3.3 5.9 10 12

ICap 7.1 16 26 34
AC220

ICsp 0.38 0.69 0.92 1.3

ICap 0.75 1.6 24 3.3
KW-2449

ICsp 28 62 85 114

1Cag 58 166 231 296

En 5 muestras primarias de pacientes de LMA con mutaciones FLT3/ITD (Fig.17),
observaron un patrén similar de respuesta a FL y la inhibicion de FLT3. Para todas las
5 muestras, la adicion exdgena de FL aumentd la actividad metabdlica de la muestra en
medio de cultivo y dio como resultado un desplazamiento relativo hacia arriba en la

curva dosis-respuesta de citotoxicidad.

Sin embargo, el grado de desplazamiento en las curvas dosis-respuesta fue mas
variable que lo observaron en las lineas celulares. Los valores de IC50 no se calcularon
para estos experimentos debido a la falta de cinética de primer orden y porque en
algunos casos una reduccidn de la actividad metabdlica a menos del 50% de la linea
de base no se produjo sobre las concentraciones de farmaco utilizadas.
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Figura 17. FL interfiere con los efectos citotéxicos de los inhibidores de FLT3 en muestras de AML primarias. Cinco
muestras primarias diferentes de blastos de LMA primaria, cada una alberga una mutaciéon FLT3/ITD, se incubaron
en medio de cultivo con concentraciones crecientes de los farmacos indicados durante 48 horas en presencia de FL.
La viabilidad celular se determiné utilizando el ensayo de MTT. Los resultados se representan como porcentaje de
control en DMSO. Cada punto representa la media de las mediciones de densidad optica por cuadruplicado. Las
barras de error fueron omitidas para mayor claridad, pere, para cada punto, ascendieron a <56% del valor de
densidad optica.Figura tomada y modificada de FLT3 ligand impedes the efficacy of FLT3 inhibitors in vitro and in
vivo; Takashi Sato, Xiaochuan Yang, Steven Knapper, Paul White, B. Douglas Smith, Steven Galkin, Donald Small,
Alan Burnett and Mark Levis; 2011 117: 3286-3293 Prepublished online January 24, 2011; doi:10.1182/blood-2010-
01-266742.
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11.3 El aumento de los niveles del FL se asocid con una disminuciéon

de la inhibiciéon de FLT3 in vivo

El aumento continuo de los niveles de FL con sesiones sucesivas de quimioterapia
conduce a la prediccién que in vivo la inhibicion de FLT3 por lestaurtinib seria menos
eficaz después de la primera sesion de induccion. En confirmacion con esto, el valor
medio de PIA de la sesion 1 del ensayo AML15 (18 muestras analizadas en total) fue
del 3% del valor basal, mientras que en los cursos de 2 a 4 (18 muestras totales) el
valor fue de 6,8% (P =0.04).

Para establecer una asociacion mejor entre los niveles elevados de FL y el deterioro de
la inhibicién de FLT3, se analizd el conjunto de datos para los casos en que los
pacientes individuales tenian concentraciones de lestaurtinib en plasma similares a 2

puntos de tiempo diferente durante el tratamiento, pero diferentes niveles de FL.?*

En la Fig.18A se muestran 2 casos. En ambos casos, la concentracion de FL aument6
de un nivel bajo a mas de 3 ng/ml, y en ambos casos la intensidad de la
autofosforilaciéon del FLT3 es mas de 2 veces mayor en las muestras con el FL

elevado.?’

La actividad de FLT3 es todavia reducida desde el inicio de tal manera que podria
predecirse un efecto citotdxico, lo que indica que los niveles elevados de farmacos
pueden superar los efectos atenuantes de los altos niveles plasmaticos de FL, al

menos en estos casos.

Para caracterizar mejor los efectos de la quimioterapia inducida, FL aumenta en la
inhibicion de FLT3 en un solo paciente, se recogid plasma de un paciente
recientemente diagnosticado con LMA (sin una mutacion FLT3) en el diagndstico y

luego cada 5 dias después de la quimioterapia de induccién.
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El régimen de quimioterapia constaba de citarabina 667 mg/m2 por dia por infusién
continua los dias 1 a 3, daunorrubicina 45 mg/m? por dia en los dias 1 a 3, y etopdsido
400 mg/m? por dia en los dias 8 a 10. Esto fue un régimen de dosis mas intensa que

cualquiera de los utilizados en los ensayos de lestaurtinib.

Se midieron los niveles de FL en el plasma de estos puntos de tiempo (Fig. 18B) vy, a
continuacion, en un experimento paralelo, afiadiern su inhibidor mas potente de FLT3,
AC220, a una concentracion de 2 umicroM a cada punto de tiempo en la muestra de
plasma. El plasma con AC220 se utiliz6 entonces para incubar células Moim14, y el
FLT3 fosforilado se evalu6 mediante inmunotransferencia. Como se muestra en la
Fig.18B, los niveles de FL incrementaron después de la quimioterapia, hasta llegar a un

maximo en el dia 15, y luego caer de nuevo cerca de niveles basales por el dia 25.

En paralelo con la curva de FL, la actividad inhibidora de AC220 es significativamente
debilitada entre los dias 12 y 20, hasta el punto en que la autofosforilacién del FLT3 es
casi el 50% del valor basal. Este grado de inhibicion de FLT3 se correlaciona con la
pérdida significativa de la actividad citotoxica, extrapolando a partir de estudios

preclinicos in vitro con este agente.

12. PAPEL DE HCT EN FLT3/ITD+ EN AML

Pacientes que tienen LMA con FLT3/DTls tienen menores tasas de RC como los que
no tienen FLT3/DTI, sin embargo, aquellos que logran una RC permanecen en riesgo
significativamente mas alto de recaida y muerte. 2?° 231232 |3 remision posterior a la
intensificacion de las terapias incluyendo trasplante alogénico de células madre ha sido

evaluado por su papel en el tratamiento de los pacientes de LMA con FLT3/DTls.?°

Un estudio reciente examind si los pacientes que recibieron HCT alogénico en la
primera RC tuvieron un mejor resultado clinico en comparacién con los que fueron
tratados con quimioterapia convencional. 276 | os pacientes con FLT3/DTIs que
recibieron un trasplante alogénico HCT de un donante emparentado compatible
tuvieron un menor RR (22% frente a 49%) que los pacientes que recibieron

quimioterapia estandar.
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Los estudios mas recientes adultos y pediatricos confirman estos hallazgos,
demostrando que los pacientes con FLT3/DTI se ven beneficiados de HCT alogénico
en la primera RC. #*? Por lo tanto, los resultados generales sugieren que aunque
FLT3/DTIs es predictivo de recaida y mala evolucion en el entorno de la quimioterapia,
su significado prondstico puede ser suprimido con HCT alogénico.289 Esta mejora en
los resultados clinicos con trasplante alogénico para FLT3/DTI positivo con LMA es
muy similar a la situacion encontrada en Filadelfia positivo LLA donde la enfermedad se

asocia con mal prondstico con la quimioterapia sola, pero no asi con HCT alogénico.291
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Figura 18. FL deteriora la inhibicion de la autofosforilacion de FLT3 in vivo. (A) Las muestras de plasma de 2
pacientes individuales tratados en el ensayo AML15 las recogieron en diferentes puntos de tiempo y luego fueron
evaluados para la actividad inhibidora de FLT3 (ensayo PIA). Las células se expusieron al plasma durante 3 horas y
después las lisaron. FLT3 fue immunoprecipitado, se sometié a electroforesis, y fue transferida a una membrana. El
blot lo probaron con antifosfotirosina (fila superior) y luego eliminado y sondeado con anti-FLT3 (fila inferior). Los
niveles de FL y lestaurtinib los determinaron a partir de las mismas muestras de plasma como se describe en "FL
ELISA" y "Farmacocinética." (B) Recogieron el plasma de un paciente solo con LMA recién diagnosticado en
diferentes puntos de tiempo después del diagnéstico y el tratamiento conquimioterapia de induccion (citarabina,
daunorrubicina, y etopésido). En el plasma analizaron los niveles de FL por inmunoensayo enzimatico y se
representa (O). En paralelo, se afiadi6 AC220 a una concentracion de 2 ¢ M para cada punto de tiempo y se uso
para incubar células Molm14 durante 2 horas. Cada muestra se ensayo para determinar la actividad inhibidora de
FLT3 como en el panel A. El analisis densitométrico de la fosfo-FLT3 blot (transferencia de la parte superior, F).
Figura tomada y modificada de FLT3 ligand impedes the efficacy of FLT3 inhibitors in vitro and in vivo; Takashi Sato,
Xiaochuan Yang, Steven Knapper, Paul White, B. Douglas Smith, Steven Galkin, Donald Small, Alan Burnett and
Mark Levis; 2011 117: 3286-3293 Prepublished online January 24, 2011; doi:10.1182/blood-2010-01-266742.

68



12.1 Mutaciones de FLT3 "activacion de bucle" en leucemias

humanas

Las mutaciones puntuales dentro del bucle de activacion del dominio cinasa de FLT3
(FLT3/ALM) son el segundo tipo de mutaciones FLT3.?2%*2 Estas mutaciones también

se conocen como mutaciones de dominio de tirosina cinasa de FLT3 (FLT3 / TKD).?%

Recientemente se ha informado que una serie adicional de pacientes que presentan
LMA tienen mutaciones de la llamada activacion de bucle de FLT3. La activacion de
bucle es un componente general de las tirosina cinasas y cuando la cinasa esta en el
estado "inactivo", funciona para bloquear el acceso de adenosina trifosfato (ATP) y el

sustrato para el dominio cinasa.?®®

Después de la activacion, que normalmente seria a través de la union del ligando, en el
caso de los miembros de la familia RTKIII, un residuo especifico de tirosina dentro del
bucle es tipicamente fosforilado, haciendo que el bucle adopte una configuracion

"activada" que permite el acceso a la cinasa.’*

Las mutaciones de activacién de bucle se han reportado en la posicion Asp816 de c-
KIT y en la posicién correspondiente en RTKSs, incluyendo MET y RET. El residuo
analogo de acido aspartico en FLT3 esta en la posicion del aminoacido 835.Las
sustituciones de Asp835 han sido reportadas en 30 de 429 (7%) LMA, en 1 de 29 (3%)
MDS, y 1 de 36 (3%) en pacientes de LLA.Una frecuencia similar se registré en 7 de 35
pacientes con LMA (7%).En ambas series, Asp825Tyr fue la sustitucion mas comun,

pero otras sustituciones incluyen Asp835Val, Asp835His y Asp835Glu.?*

Tomados en conjunto estos datos indican que aproximadamente el 30% de los
pacientes con LMA han adquirido mutaciones en FLT3 que comprenden mutaciones de
FLT3-ITD (24%) o mutaciones FLT3 activacion de bucle (7%). FLT3 es asi el unico gen

mas comunmente mutado en la LMA.2%®
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FLT3/ALMs se han encontrado en las células malignas de pacientes con LMC (~ 1%),
LLA (1-3%), MDS (2-5%), y LMA (5 -10%). ?°"*® Dado que los pacientes rara vez
albergan tanto un FLT3/ITD y FLT3/ALM ?*° un alto porcentaje de pacientes con LMA
(25 - 45%) tendra al menos un tipo de mutaciones FLT3, haciendo que las mutaciones
de FLT3 sean una de las anomalias genéticas mas comunes en la LMA.3% en contraste
con el aumento dependiente de la edad en la prevalencia de FLT3/ITD la prevalencia

de FLT3/ALM parece ser constante en todos los grupos de edad.>"’

La mayoria de los FLT3/ALMs se producen en los codones 835 con un cambio de un
acido aspartico a tirosina (D835Y), sin embargo, se han descrito otras mutaciones

puntuales, deleciones e inserciones en el coddn D835, 293:302:303,

Aunque FLT3/ALM promueve la autofosforilacion del receptor, la activacion constitutiva
del receptor, y la proliferacién independiente de ligando es similar a la de FLT3/ITD
304305existen importantes diferencias bioldgicas entre los dos tipos de mutaciones de
FLT3.FLT3/ITDs y FLT3/ALMs parecen promover la activacion de diferentes efectores

en las vias descendentes, y diferentes respuestas bioldgicas.*®

Los estudios en animales han demostrado que ratones que albergaban FLT3/ITDs
principalmente desarrollaban un trastorno mieloproliferativo oligoclonal, mientras que
los ratones que albergaban FLT3/ALM son mas propensos a desarrollar trastornos

linfoides oligoclonales 7.

13. IMPORTANCIA CLINICA DE FLT3/ALM

Poco después de que FLT3/DTI fuera reconocido, la presencia de mutaciones en el
dominio de activacion de FLT3 (FLT3-ALM) fueron reportadas en el 7% de los
pacientes con LMA y su presencia se asocia con un peor pronostico. Una evaluacién
mas profunda en un estudio de cohorte dio una definicibn mas completa de la
prevalencia y el significado prondstico de FLT3/ALM en la LMA pediatrica y adulta.

La prevalencia de FLT3/ALM es del 6-8%, independientemente de la edad y la

presencia de FLT3/ALM y FLT3/DTI parecen ser excluyentes entre si.>%®
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Estos estudios demostraron ademas que la presencia de FLT3/ALM no esta asociada
con leucocitosis, y en contraste con FLT3/DTI, aquellos con FLT3/ALM no tienen
resultado adverso. Dado que los estudios biolégicos han demostrado previamente
diferencias funcionales entre el FLT3/DTIl y FLT3/ALM, tales diferencias clinicas entre
los dos tipos de mutaciones de FLT3 no son sorprendentes. 395 Con la revision de los
resultados clinicos en el contexto de la variacion alélica de FLT3/DTIl y FLT3/ALM, se
podria concluir que ademas de la presencia de mutaciones FLT3 y otras alteraciones
estructurales asociados con FLT3/DTI pueden afectar a la progresion de la

enfermedad.3®’

14. MECANISMO SUBYACENTE DE LA VARIACION ALELICA EN
FLT3/ITD

Como la variacion de la proporcion alélica se asocia con el resultado clinico, la
delineacion de los mecanismos subyacentes de la variacion alélica puede proporcionar

conocimientos sobre la patogenia de la LMA vy la guia de intervencion terapéutica.

La evaluacion inicial de homocigotos de FLT3/DTI por primers STR revel6é pérdida de
heterocigosidad (LOH) como factor contribuyente a la patogénesis de la enfermedad en
FLT3/DTI con AML. *®

Un estudio corroboro la presencia de LOH en una cohorte de FLT3/DTI pacientes con
LMA, y demostré que la presencia de LOH se asocioé con enfermedad de alto riesgo.
Nuevos métodos han permitido una evaluacion mas exhaustiva de la LOH en pacientes
con FLT3/ITD.>*

La evaluacion completa del genoma, del numero de copias y alteraciones LOH por la
tecnologia de matriz SNP/CGH han demostrado amplios segmentos LOH del
cromosoma 13 en un subgrupo de pacientes con FLT3/DTI (aquellos con alto ITD-AR)
La regién de LOH se extendia desde las regiones centroméricas a FLT3 e incluye la
totalidad telomérica 13q a FLT3.3™
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Esta gran region de 13qLOH se limité a las muestras FLT3/DTI y no se observé en
aquellos con FLT3/ALM o aquellos con FLT3/WT, lo que sugiere una relacién causal
entre FLT3/ITD y 13gqLOH.

La evaluacion adicional de numero de copias en aquellos con 13qLOH demostré que
no hubo alteraciones de numero de copias (ninguna delecion), demostrando que la
variacién alélica observada es debido a que se copia el LOH neutral, conocido de otro

modo como disomia uniparental segmental adquirida (aUPD).>""

Estudios recientes han demostrado que la presencia de aUPD no es unica para
FLT3/DTly que aUPD puede ser un evento comun en la patogénesis mieloide. La UPD
segmental adquirida es un mecanismo por el cual se logra un estado homocigotico
después de una adquisicidn inicial de una mutacion heterocigota, donde se utiliza el
alelo mutante como una plantilla, y el alelo de tipo salvaje se convierte en mutante, lo

que resulta en un estado homocigético.>'

Se ha demostrado que en las muestras con FLT3/DTIl en los que se demostrd
previamente 13q aUPD, CD34+/CD33- los progenitores mieloides tempranos exhiben
FLT3/DTI en un estado heterocigético (no aUPD), y el estado homocigético sélo se
observa en los blastos mieloide mas maduros, CD34 + / CD33 +, lo que confirma que

aUPD es un acontecimiento tardio en la patogénesis de la LMA. 3'°

La UPD segmentaria puede involucrar una region dentro del alelo resultante de dos
rupturas simétricas seguido de la reparacion, lo que resulta en la conversion de una
region intersticial en el cromosoma (UPD segmentaria intersticial, Fig.19C) o de una
ruptura simple, lo que lleva a la conversion de todo el segmento telomérica del

cromosoma (UPD segmentaria terminal, Fig.19D).3"?
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Figura 19. Pérdida de heterocigosidad (LOH) debido a aUPD. La disomia uniparental adquirida, en estado
homocigoto puede afectar todo el cromosoma o se limita a un segmento de un cromosoma (aUPD segmentaria). La
aUPD segmentaria estd mediada por recombinacion homéloga mediada por cruce soméatico entre dos cromatidas
homodlogas no hermanas. En condiciones basales, en estado no mutado, los genes estan representados por dos
alelos diferentes (A, estado heterocigoto). La alteracién molecular se adquiere en un alelo, que conduce a una
mutacion heterocigota (B). La evoluciéon de la UPD lleva a la conversion del alelo de tipo salvaje a mutante, y a la
evolucion de la mutacion homocigodtica. Cuando es intersticial, la UPD segmentaria resulta en dos descansos
simétricos que flanquean un segmento del cromosoma, donde durante el proceso de reparacion, la region
flanqueada por las interrupciones en el alelo de tipo salvaje se utiliza como una plantilla y, como resultado, un
segmento del cromosoma sufre una conversion de heterocigotos a estado homocigético (UPD adquirida). El
segmento terminal de UPD resulta de una simple ruptura simétrica en cada una de las dos cromatidas homdlogas no
hermanas y el producto reparado resultante demuestra UPD (LOH) de la regidn telomérica a la region de la doble
linea rota. Figura tomada y modificada de Structural and functional Alterations of FLT3 in Acute Myeloid Leukemia;
Soheil Meshinchi andFrederick R. Appelbaum Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, WA; Clin Cancer
Res. 2009 July 1; 15(13): 4263-4269. doi:10.1158/1078-0432.CCR-08-1123.

15. INHIBIDORES DE FLT3

En la actualidad, los inhibidores multidiana de FLT3 mas antiguos se encuentran en

ensayos clinicos avanzados, mientras que los mas nuevos, los inhibidores de FLT3

mas selectivos estan entrando en desarrollo. 3'3

Muchos inhibidores potentes de FLT3 se han identificado, y algunos se han probado

clinicamente como agentes unicos y en combinacion con quimioterapia, pero hasta el

momento las respuestas clinicas se han limitado 3'43'°,
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Actualmente, sorafenib, un inhibidor de la proteina tirosina cinasa (VEGFR y PDGFR) y
cinasas Raf, es el unico inhibidor aprobado para uso clinico en FLT3. Sorafenib esta
disponible para su uso sin preescripcion, aunque no suele conducir a una completa
respuesta. Un esfuerzo adicional en el inhibidor de FLT3 es claramente necesario. Para
este propdsito, los métodos mas eficaces para los ensayos de la actividad de la cinasa

FLT3 son altamente deseables.?'®

15.1 Experiencia clinica con FLT3-TKI's como agentes Unicos

Midostaurin.

En un ensayo de fase 2, 20 pacientes con LMA FLT3-mutado ya sea recaido/resistente,
sindrome mielodisplasico avanzado, o considerados no aptos para quimioterapia

intensiva fueron tratados con midostaurin.>'®

Fueron detectados 18 pacientes con mutacion FLT3-ITD, y 2 pacientes con una
mutacion FLT3-D835Y. Catorce pacientes experimentaron una reduccion mayor del
50% del recuento de blastocitos, algunos pacientes lograron la eliminacién completa de
blastocitos PB. Ademas, 6 pacientes lograron una disminucién de mas del 50% en el

nimero de blastos BM.3'°

La mediana del tiempo hasta la progresién fue de 2-3 meses. En estudios de
laboratorio correlativos, la actividad del inhibidor de plasma se determin6é en 10
pacientes. FLT3-ITD-que expresan las lineas celulares se incubaron con las muestras
plasmaticas obtenidas de pacientes durante la terapia con midostaurin. La

autofosforilacion FLT3 se determind en comparacion con los niveles basales.®'’

En 8 muestras de pacientes, la inhibicion de la fosforilacion por la tirosina de FLT3 se
observd; 6 de estos 8 pacientes mostraron respuestas clinicas, mientras que 2
pacientes parecian ser intrinsecamente resistentes a midostaurin. No se observaron
respuestas en pacientes con fosforilacion de tirosina en niveles >15% de niveles

basales en la terapia con midostaurin."
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Lestaurtinib.

El agente unico lestaurtinib se probd en un ensayo clinico de fase 1/2 en pacientes con
resistencia/recaida de LMA que expresan mutaciones FLT3-activadas. Cinco pacientes
tratados a una dosis de 60 mg por via oral dos veces al dia experimentaron respuestas
clinicas favorables mostradas por una disminucién en blastos en sangre periférica y en

médula osea, la recuperacion de recuentos absolutos de neutrofilos y disminucién de

transfusiones.®'®

En general, las respuestas fueron de corta duracion, con una duracion de 2 semanas a
3 meses. Todos los pacientes en los que se observaron respuestas clinicas logran una
inhibicion fuerte y sostenida de fosforilacién de la tirosina a un nivel basal menor de
15% 319

Curiosamente, 2 de 8 pacientes no muestran respuesta citotoxica a lestaurtinib en un
bioensayo in vitro, a pesar de la potente inhibicién de la fosforilacion de FLT3. Como se
predijo por los datos in vitro, ambos pacientes mostraron una respuesta clinica

evidente, lo que sugiere la activacién de vias alternativas desconocidas.>'

En un seguimiento de fase 2 del ensayo clinico, los efectos de lestaurtinib en
monoterapia fueron examinados en los pacientes con LMA no tratada

independendientes del estado de mutacion FLT3.3%°

Se observé que no hay una remisiéon completa (RC) o remision parcial (RP) en este
grupo de pacientes. Ocho de los 29 pacientes tratados con una dosis inicial de 60 mg
dos veces al dia demostraron mejorias hematolégicas, en algunos pacientes que

experimentan la independencia de transfusién prolongada.>%

El tiempo medio hasta la progresion fue de 25 dias. Informacion correlativa de estudios
in vitro y ex vivo demostraron una clara relacién entre el nivel de inhibicion de la tirosina

quinasa FLT3, con la citotoxicidad in vitro y las respuestas clinicas.>*’
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Sorafenib.

La eficacia terapéutica de sorafenib se evalué en un ensayo de fase 1 en 16 pacientes
con resistencia / recaida de LMA. Las dosis oscilaron entre 200-400 mg dos veces al
dia por via oral y no presentaron toxicidad limitante de la dosis. Una disminucion
significativa en el porcentaje de blastocitos de sangre periferica y médula osea se
observo en todos los pacientes FLT3-ITD" (6/6), mientras que sélo 3 pacientes FLT3-wt

(3/7) y ninguno de los pacientes portadores de FLT3-D835Y (0/3) respondieron. 322

Recientemente, los resultados de un programa de uso compasivo de sorafenib en 6
pacientes FLT3-ITD", ya sea resistente o en recaida, han sido reportados.>* Los 6
pacientes mostraron evidencia de respuesta clinica, 3 pacientes lograron remision
completa. Dos pacientes podrian someterse a un trasplante alogénico de células
madre. En contraste con los informes de estudios anteriores de FLT3-TKI, la duracién

del tratamiento se prolongd con una media de 158 dias.??

Las respuestas de larga duracion y las altas tasas de respuesta en esta poblacion de
pobre riesgo estan en linea con los datos recientemente publicados que demuestran
que los blastos con altas mutaciones a proporciones alelicas de tipo nativo o de
recaida/resistencia desarrollan la enfermedad apegada al oncogén y son mas

propensos a responder a FLT3-TKiIs tales como sorafenib. 3%*

Semaxanib.

Semaxanib se probdé en un ensayo de fase 2 en pacientes con LMA resistente al
tratamiento o sindrome mielodisplasico, independientemente de su estado de mutacién
de FLT3. ¥ Semaxanib como agente Unico tenia modesta actividad clinica con PR
documentado y mejora hematolégica en 4 pacientes (7%). En pacientes con AML, la
mediana de supervivencia fue de 12 semanas, con una duracion media del tratamiento

de 9 semanas.
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Estudios correlativos revelaron fosforilacion de FLT3 en 17 de 22 pacientes. Siete
pacientes mostraron inhibicion de la fosforilacion de FLT3 después de la infusion de
semaxanib. Sin embargo, no se pudo demostrar si hay correlacion con la respuesta

clinica.3?

En otro ensayo multicéntrico de fase 2, la inscripcion se limita a pacientes con LMA
resistentes a tratamiento o en pacientes no aptos para la quimioterapia convencional y

la expresion de c-KIT en los blastos leucémicos.**’

De 42 pacientes, 1 paciente logré una respuesta morfoldgica sin evidencia de blastos
en PB y BM, 7 pacientes tenian documentado una remision parcial (19% de tasa de
respuesta global), y 17 pacientes no fueron evaluables debido a la progresion rapida de
la enfermedad o muerte temprana. Las respuestas duraron de 1-5 meses con una
duraciéon media de 1,6 meses. De 7 pacientes portadores de mutaciones FLT3-ITD,

ninguno respondio a la terapia.>*’
Sunitinib.

Los efectos farmacodinamicos y farmacocinéticos de sunitinib fueron evaluados en una
sola dosis, estudio de fase 1 en pacientes con LMA. Como se esperaba, la magnitud y
duracion de la inhibicidon de la fosforilacion de tirosina FLT3 fue dependiente de la dosis
y los niveles de farmaco en plasma. Se observd en los pacientes la inhibicion de la
fosforilaciéon de FLT3 y FLT3 de tipo nativo, significativa y sostenida (>24 horas) que
alcanzan niveles de farmaco en plasma de >50 ng/ml y >100 ng/ml, respectivamente.
De acuerdo con datos in vitro reportados, los blastos FLT3-ITD fueron mas susceptibles

a la inhibicién por sunitinib en comparacion con blastos FLT3-wt.>?

Con el fin de evaluar la seguridad y tolerabilidad, asi como la actividad bioldgica y
molecular, fue iniciado un estudio de fase 1 de sunitinib en recaida o resitencia de los
pacientes con LMA. *%°

Los 4 pacientes con mutaciones de FLT3 lograron una respuesta morfolégica o parcial,
mientras que solo 2 de los 7 pacientes con FLT3 de tipo nativo mostraron evidencia de

actividad clinica.
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Los pacientes evaluables alcanzaron los niveles de farmaco en plasma de 50-100 ng /
ml y la modulacion de la fosforilacion de tirosina FLT3. Todas las respuestas fueron de

corta duracién (4-16 semanas).*?°

Tandutinib.

Con el fin de evaluar la seguridad, farmacocinetica y farmacodinamia, se inicié una fase

1 de ensayo clinico con tandutinib en 40 pacientes con LMA. 3%

Se administraron dos veces al dia Tandutinib con una dosis inicial de 50 mg seguida de
un aumento de la dosis hasta 700 mg dos veces al dia. La toxicidad limitante de la
dosis resultd en debilidad muscular generalizada reversible, fatiga, o ambos,
probablemente debido a la inhibicion de los receptores musculares de tipo

nicotinicos.>*°

En un seguimiento de fase 2 del ensayo, 20 pacientes con FLT3-ITD-positivos LMA, ya
sea resistentes 0 en recaida o no elegible para la quimioterapia de induccion, fueron

incluidos.®’

Todos los pacientes alcanzaron concentraciones plasmaticas de Tandutinib > 150 ng /
ml, 1Csp sugerida necesaria para inhibir la autofosforilacién del FLT3, y la evaluacion ex
vivo de la fosforilacion de tirosina FLT3 reveld la inhibiciéon parcial o completa en 4
pacientes evaluables. La respuesta fue evaluable en 15 de 18 pacientes: 7 pacientes
presentaron progresion de la enfermedad, 2 pacientes tenian enfermedad estable, y 6
pacientes transitorios (1-3 meses) evidencia de los efectos antileucémicos con una
disminucién de blastocitos en sangre periferica (reduccion media de 92%) y en blastos

en médula osea (disminucién media del 62%).
KW-2449.

Para evaluar la farmacocinética, farmacodinamia, y la seguridad, se inicié un estudio de

fase 1 aumentando la dosis de KW-2449 en pacientes con LMA recaidas/resistentes.3*?
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KW-2449 fue segura y bien tolerada. Ocho pacientes (26%) presentaban una > 50% de
reduccion transitoria de blastos, y no fueron observadas remisiones completas. De los

8 que respondieron, 5 albergaban mutaciones DTI de FLT3.3%

Curiosamente, aunque la dosis maxima tolerada no se ha definido, el ensayo se
termind antes de tiempo porque los estudios correlativos de laboratorio sugieren que la
inhibicion eficaz y sostenida de FLT3 no se logré utilizando un programa de dosificacion

dos veces al dia.>*

Los niveles plasmaticos de farmaco>500 nM, el umbral necesario para lograr la
inhibicion de la fosforilacion de tirosina FLT3 a <20% del nivel de linea de base, se

mantiene sélo durante 4-6 horas.*?

Por consiguiente, la fosforilacion de la tirosina FLT3 fue completamente regulada 2 y 4
horas después de la dosis, pero se recuperé en puntos de tiempo de 8 y 12 horas

como se revela por un analisis ex vivo de blastos de AML primarias. >3

Estos datos ponen de relieve la importancia de los estudios de laboratorio correlativos
necesarios para entender la correlacion de los efectos citotoxicos in vitro, la actividad

farmacocinética, farmacodinamica, y clinica.>*
AC220.

Un nuevo enfoque para identificar TKls prometedores fue utilizado por investigadores,
que proyectaron una biblioteca de compuestos enfocados contra varias cinasas.Sobre
la base de la afinidad de unién, se identificé un nuevo bis-arilo derivado de urea con
alta selectividad para FLT3. La optimizacion de este compuesto en términos de
potencia, selectividad y propiedades PK resultaron en la segunda generacion AC220
FLT3-TKI.>*

Recientemente, AC220 se investigd en un estudio de fase 1 el aumento de la dosis en
recaida/resistecia en pacientes con LMA cualquiera que sea su estado de mutacion de
FLT3.3%
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AC220 se administré una vez al dia en forma de solucion oral. A dosis de 300 mg/d, se
observaron reacciones adversas en 2 pacientes, y, por lo tanto, 200 mg fue declarada
como la dosis maxima tolerada. En este estudio, un total de 76 pacientes fueron
tratados con AC220.3%

De ellos, 23 (30%) experimentaron respuestas clinicas: 9 pacientes (12%) tuvieron una
remision completa, y 14 (18%) tuvieron una remision parcial. Observaron respuestas
en cohortes tratadas con dosis tan bajas como 18 mg y 40 mg/d. La duracién media de
la respuesta fue de 14 semanas. Curiosamente, 10 de 18 pacientes (56%) FLT3-ITD"
comparados con 9 de 47 pacientes (19%) con FLT3 de tipo nativo respondieron
sugiriendo un aumento de la susceptibilidad de FLT3 mutante en LMA. En la
actualidad, el seguimiento de estudios de fase 2 en pacientes FLT3-ITD y FLT3 de tipo

nativo estan en curso.>*®

16. ENSAYOS CLINICOS: TRATAMIENTO COMBINADO CON
QUIMIOTERAPIA'Y TKI

Basandose en datos in vitro que muestran los efectos sinérgicos de las combinaciones
de FLT3-TKIs con agentes quimioterapéuticos convencionales, este método esta

siendo evaluado en varios ensayos clinicos. 336-337

A la fecha, existen pocos datos publicados unicamente en los resultados de estos
ensayos. Parece que FLT3-TKI pueden combinarse de manera segura con la
quimioterapia convencional, la combinacién produce altas tasas de remisiones

completas en pacientes con mutacion FLT3, e inhibe la sefializaciéon de FLT3.3%8-3%°

Sin embargo, no es claro si esto se traduce en una mayor supervivencia libre de
progresion y mejores tasas de supervivencia global (SG). Curiosamente, los resultados
de un ensayo aleatorizado de quimioterapia de recuperacion seguida por lestaurtinib
para FLT3 mutante LMA en la primera recaida se informé que es negativa en cuanto a

aumentar las tasas de respuesta o la prolongacion de la supervivencia.>*
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Sin embargo, estos resultados deben considerarse con cuidado ya que los factores
farmacocinéticos y posibles factores fisiologicos limitaron la capacidad de lestaurtinib

para inhibir eficazmente FLT3.3%

En la actualidad, los grandes estudios multicéntricos aleatorizados internacionales se
estan llevando a cabo en pacientes recién diagnosticados para probar la eficacia de
FLT3-TKI en combinacion con la quimioterapia estandar. Estos ensayos estan en curso
y se espera reclutar a unos pocos cientos de pacientes. Los resultados son esperados

con ansiedad y tendran un gran impacto en este campo.>*

El programa o6ptimo (concomitantemente o secuencialmente, durante la induccion
solamente, o durante todos los ciclos de la quimioterapia) y la duracién (sélo durante el
tratamiento primario o tratamiento de mantenimiento) de tratamiento TKI necesita ser

cuidadosamente determinada en ensayos clinicos futuros.>*

Por ultimo, pero no menos importante, recientemente, dos ensayos clinicos de la fase
1/2 que evalian la combinacion de un FLT3-TKI (midostaurin) con agentes
hipometilantes (decitabina o azacitidina) se han iniciado en los Estados Unidos. Los
ultimos ensayos estan disefiados principalmente para pacientes con LMA menores o
iguales a 60 afos de edad, y los resultados pueden ser de gran importancia para la

creciente poblacion de pacientes mayores con LMA.3*°

16.1 Experiencia preclinica con un enfoque dirigido a FLT3-

Anticuerpo

El uso de anticuerpos neutralizantes dirigidos contra FLT3 también puede resultar
como una estrategia terapéutica satisfactoria. Recientemente, se aisl6 el fragmento Fab
del anticuerpo neutralizante IMC-EB10 humano y se demostr6 que se unen
selectivamente a la superficie celular de FLT3 con alta afinidad y bloquean la union de
FL. 3%
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El tratamiento IMC-EB10 de FLT-wt y células FLT3-mutadas inhibe la fosforilacion de
tirosina de FLT3, la activacién de las vias descendentes, y el crecimiento celular.
Ademas, IMC-EB10 inducida por células dependientes de anticuerpos es mediada por

la citotoxicidad en las células que expresan FLT3. 3’

En un modelo animal de trasplante de médula dsea, el tratamiento de los ratones
disminuyd el injerto de blastocitos de la LMA primaria humana, sin afectar el injerto de
células CD34" humanas normal. Ademas, IMC-EB10 prolonga significativamente la
supervivencia de ratones NOD / SCID trasplantados con células MOLM14 FLT3-
ITD*.3*

Curiosamente, esta terapia de anticuerpos neutralizantes fue también eficaz en ratones
NOD / SCID trasplantados con FLT3-TKI resistentes a células MOLM14, destacando el
impacto de células dependiente de anticuerpos mediada por la citotoxicidad.La
seguridad de IMC-EB10 esta actualmente probada en pacientes con LMA en la fase 1
de ensayo clinico (NCT00887926).%*

16.2 Mecanismos de resistencia a FLT3-TKIs

Generalmente, el fracaso del tratamiento es causado por la resistencia inherente
(primaria) del clon maligno o desarrollo de la resistencia emergente, secundaria
(adquirida) después de una respuesta inicial. En la siguiente seccion, se comentaran
los posibles mecanismos de resistencia intrinseca y adquirida implicados en el fracaso
de la terapia FLT3-TKIl. Los mecanismos intrinsecos de resistencia primaria vy
secundaria FLT3-TKI se resumen en la Fig.20. Los mecanismos conocidos de

resistencia a FLT3-TKI son los siguientes.
a) Resistencia primaria.
Los datos derivados de los ensayos de fase 1 y 2 usando monoterapia FLT3-TKI

sugieren la existencia de resistencia primaria en aproximadamente el 30% de pacientes
con LMA FLT3-mutados.***
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Curiosamente algunos de los blastos leucémicos FLT3-mutados muestran una
resistencia inherente a pesar de la inhibiciébn casi completa de la fosforilacion de la

tirosina FLT3.3*

Ademas, algunos pacientes muestran activacion persistente de STAT5 y las vias
descendentes de MAPK. Estos datos sugieren la activacion de las vias de
supervivencia compensatorias que presentan las células leucémicas independientes
del FLT3 como se muestra en la Fig.21. Alternativamente, las células leucémicas son
independientes de la autofosforilacion de FLT3 pero todavia requieren la expresion
FLT3-DTI. El apoyo a esta hipotesis proviene de los datos recientemente publicados

que describen un nuevo mecanismo de resistencia primaria.>*°

La DTl que atipicamente se integra en TKD-1 (FLT3-ITD627E) induce la unién
sostenida al adaptador de la proteina del factor de crecimiento unida al receptor
proteina 2 y mejora la expresion de la proteina 1 (MCL1) de celulas mieloides

leucemicas.*®

Cabe destacar que estos efectos fueron independientes de TKI inducida por la
supresion de la fosforilacién de la tirosina de FLT3 y la resistencia mediada primaria a
FLT3-TKI. Por el contrario, RNA inducido por caida de FLT3-DTI abolié la expresion

MCL1 sobre la regulacién y causé la muerte celular apoptética.®*

La sensibilidad hacia FLT3-TKls también puede depender del tipo de mutaciones de
receptor FLT3. Se ha probado la sensibilidad de 8 mutaciones de activacion de bucle

para tandutinib compuesto. 4

Todos los mutantes confieren crecimiento independiente de citoquinas en células
Ba/F3, sin embargo, hubo una variabilidad amplia en la inhibicién de la autofosforilacion
de FLT3 y la citotoxicidad de los diferentes mutantes. Resultados similares han sido
reportados para el compuesto SU5614. >4

Por otra parte, se ha demostrado que diferentes TKIs -FLT3 exhiben distinta actividad

inhibidora frente a varias mutaciones puntuales TKD-FLT3.

83



En el futuro, la informacion sobre la sensibilidad diferencial de mutaciones TKD- FLT3 y

la reactividad cruzada de distintas TKls-FLT3 podrian tener implicaciones para la
3_248

seleccion de un apropiado TKI para FLT

Figura 20.Mecanismos moleculares de la resistencia intrinseca a FLT3-TKI. Descripcion general: resistencia FLT3-
TKI de FLT3-mutado en LMA se clasifican en la resistencia primaria, que se debe a las caracteristicas biologicas
especificas de la enfermedad, y en la resistencia secundaria, que se produce en segundo lugar después de la
exposicion a TKI. Figura tomada y modificada de FLT3 as a therapeutic target in AML: still challenging after all these
years; Thomas Kindler, Daniel B. Lipka and Thomas Fischer; 2010 116: 5089-5102; Prepublished online August 12,
2010; doi:10.1182/blood-2010-04-261867.
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Figura 21.Mecanismos moleculares de la resistencia intrinseca a FLT3-TKI. Descripcién general: resistencia FLT3-
TKI de FLT3-mutado en LMA se clasifican en la resistencia primaria, que es debido a las caracteristicas bioldgicas
especificas de la enfermedad, y en la resistencia secundaria, que se produce en segundo lugar después de la
exposicion a TKI. Figura tomada y modificada de FLT3 as a therapeutic target in AML: still challenging after all these
years; Thomas Kindler, Daniel B. Lipka and Thomas Fischer; 2010 116: 5089-5102; Prepublished online August 12,
2010; doi:10.1182/blood-2010-04-261867.

b) Resistencia secundaria.

La mayoria de los pacientes tratados con un solo agente de TKlIs -FLT3
experimentaron una respuesta parcial y transitoria que dura sélo unas pocas semanas.
Para varios compuestos estudios de farmacocinética y farmacodinamia, revelaron
bioactividad pobre, debido a la insuficiencia de los niveles de farmaco en plasma, vida

media corta en plasma, o metabolizacion hepatica.
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Estos resultados probablemente se correlacionan con la inhibicidon incompleta o
transitoria de la autofosforilacion de FLT3 seguido por deteriorados efectos citotoxicos

como se observa en los estudios de laboratorio correlativos.**

La citotoxicidad insuficiente resulta en la eliminacién incompleta del clon maligno es
probablemente un requisito previo para el desarrollo de resistencia secundaria a los
medicamentos. Un importante mecanismo de resistencia TKIl es causada por la
adquisicion de alteraciones genéticas especificas dentro de la diana quinasa. Estas
mutaciones pueden interferir con la unién de TKI al receptor FLT3 similar al descrito

para la resistencia a imatinib-mesilato el LMC (Fig.21C).>*°

En efecto, una pantalla in vitro disefiada para detectar mutaciones en la adenosina
trifosfato, en el sitio de unién de FLT3 se identificaron 4 mutaciones que confieren
resistencia a midostaurina, SU5614, y K 252 (similar a la CEP-701). 3*°

Curiosamente, una de estas mutaciones se detectd en un paciente en el momento de la
recaida clinica, mientras la monoterapia con midostaurina y se identificé como la unica

causa de la resistencia a midostaurin.

Recientemente, el perfil de mutaciones de resistencia al tratamiento con sorafenib,
midostaurina, y SU5614 sesiguen investigando. En contraste con la situacion utilizando
diferentes inhibidores de BCR-ABL, diversos TKIs-FLT3 generan un perfil distinto de la
resistencia, que no se superponen molecularmente. Estos datos proporcionan una base
para estrategias de tratamiento secuencial y/o combinatorio de TKIs-FLT3 en terapia de

primera linea.>*?

La estimulacion autocrina de FL también ha sido identificada como un mecanismo de
resistencia potencial (Fig.21D). El tratamiento a largo plazo con el TKI -FLT3 ABT-869

representa, células resistentes a varios TKls-FLT3. 33

No fueron detectadas mutaciones dentro del TKD-FLT3 o regulacion de la expresion de
FLT3 fosforilada.
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Sin embargo, el analisis de la expresidn génica revelé un aumento en la expresion de
FL acompanada por la activacion constitutiva de STAT3 y posterior regulacion de la
survivina, proteina anti-apoptética. shRNA mediada por la caida de survivina o

tratamiento con un anticuerpo neutralizante FL-derogé el fenotipo de resistencia.>**

Los datos in vitro sugieren la amplificacién de la FLT3-locus en el cromosoma 13 y la
sobre-expresiéon de la proteina FLT3-ITD como mecanismos adicionales posibles para

la resistencia secundaria TKI -FLT3 (Figura 21E).”%

En los ensayos clinicos, se ha demostrado que el tratamiento TKI-FLT3 y la
quimioterapia mielosupresora puede inducir un aumento en la expresion de FL y/o

expresion de la superficie celular de FLT3.%%°

Un mecanismo alternativo de la resistencia es la activacion de vias de compensacion
de representacion de FLT3 mutados en células independientes de la sefalizacion de
FLT3. En un esfuerzo para recapitular la exposicién prolongada a TKls-FLT3 in vivo, se

trataron células MOLM14 con dosis crecientes de lestaurtinib durante varios meses. 3#

El analisis de las vias descendentes mostraron una activacion constitutiva de AKT vy
ERK en lineas celulares resistentes a pesar que se observo la inhibicion completa de la
autofosforilacion de FLT3. Una caracteristica comun de la resistencia FLT3-TKI es la
desregulacion y / o sobre-expresion de proteinas anti-apoptéticas. Como se sefiald
anteriormente, las proteinas anti-apoptéticas MCL1 y survivin se encontraron hasta

reguladas en resistentes a las células de LMA. 3*>%%

Ademas, MCL1 esta regulado en células madre leucémicas FLT3-ITD. **° Por ultimo, la
proteina de células B2 linfoma han demostrado ser reguladas en FLT3 lineas celulares

que expresan y blastocitos de la LMA primarias resistentes a TKls. **

En conclusion, apuntando a la apoptosis relacionada con las proteinas de sefalizacion

en combinacién con FLT3-TKls puede proporcionar una opcion interesante para la

leucemia resistente.>’
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Es de destacar que la inhibicién de las vias AKT y MAPK de sensibilidad parcialmente
restauradas a FLT3-TKIs en lineas celulares muestran activacion independiente FLT3.
Una caracteristica comun de resistencia TKI -FLT3 es la desregulacion y / o sobre-
expresion de proteinas anti-apoptéticas. Ademas, MCL1 esta regulado en células

madre leucémicas FLT3-ITD". 3¢

Por ultimo, la proteina de células B en linfoma 2 han demostrado ser reguladas hasta
en lineas celulares que expresan FLT3 y blastocitos primarios de la LMA resistentes a
TKIs. En conclusién, apuntando a la apoptosis relacionada con las proteinas de
sefalizacion en combinacién con FLT3-TKls puede proporcionar una opcién

interesante para la leucemia resistente.®’

16.3 Lecciones aprendidas de ensayos clinicos FLT3-TKI

Hasta ahora, 6 FLT3 TKls orales, incluyendo midostaurin, lestaurtinib, sorafenib,
sunitinib, tandutinib y KW- 2449, el compuesto SU5416 intravenoso, y la segunda
generacion de FLT3-TKI AC220 se han investigado como monoterapia en ensayos

clinicos.

El estudio del analisis clinico de un solo agente FLT3-TKI permite extraer varias
conclusiones importantes con respecto al estado de mutacion del FLT3, PK/ PD y la

prediccion de la respuesta:

1.- Los blastocitos de diferentes pacientes muestran un alto grado de heterogeneidad
en la respuesta de farmaco independientemente del estado de la mutacion FLT3 como
se demuestra mediante ensayos de citotoxicidad in vitro. Alta expresion de FLT3 y la
estimulacion paracrina / autocrina puede hacer blastos FLT3-wt dependientes de la

sefializacion de FLT3 y susceptibles a la terapia FLT3-TKI. 3%

Sin embargo, la actividad clinica en pacientes con FLT3 nativo, se ve claramente con
menos frecuencia, en comparacion con pacientes que albergan mutaciones de FLT3.

Es de destacar que algunos pacientes FLT3-ITD no mostraron respuesta a la terapia de
TKI de FLT3, aunque se observo la inhibicidn casi completa de la autofosforilacion

FLT3 in vitro e in vivo.
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Asi, la activacion de las vias de compensacion pueden hacer a las células
independientes de sefializacion FLT3. Por lo tanto, algunos pacientes no se

beneficiaran del tratamiento FLT3-TKI debido a resistencia primaria inherente."’

2.- Las respuestas citotoxicas de dosis en pacientes con LMA reflejan estrechamente la
inhibicion de la fosforilacion de la tirosina de FLT3. En estudios de laboratorio
correlativos, la baja regulacién de la autofosforilacon de FLT3 a menos del 20% de los

niveles basales era necesario para lograr una respuesta citotdxica in vivo. 373"

Ademas, la citotoxicidad depende de la inhibicion sostenida de la fosforilaciéon de
tirosina de FLT3, si la inhibicion no es duradera resulta en la supervivencia de los

blastocitos leucémicos. 332

3.- Un requisito previo son suficientes niveles plasmaticos del farmaco para lograr la
inhibicion de la autofosforilacion de FLT3 y la induccién de la muerte celular. En
estudios in vitro de plasma de la actividad del inhibidor demostraron que la
concentracion de farmaco en el plasma necesita alcanzar niveles de 1-2 a érdenes de
magnitud mayor que los valores obtenidos a partir de experimentos de cultivo celular

para conferir la inhibicién de la autofosforilacién FLT3 y el crecimiento celular. 343

Este efecto es probablemente debido a la capacidad de la alta unién a proteinas de
TKIs con una variabilidad potencialmente amplia en niveles libres de farmaco activo. La
acumulaciéon de metabolitos activos e inactivos resaltan aun mas la complejidad de esta
cuestion. Por ejemplo, midostaurin se metaboliza en el higado por el citocromo P450 a
2 metabolitos principales, CGP62221 y CGP52421.

Estudios de farmacocinetica demostraron un aumento de las concentraciones minimas
de midostaurin y su metabolito activo CGP62221 con concentraciones pico en los dias
3 y 8, respectivamente. *'" Durante un seguimiento posterior,se observd una
disminucién de 2 a 4 veces alcanzando niveles de estado estacionario en el dia 28.
Cabe destacar que, aunque CGP52421 es 22 veces menos potente que el compuesto
padre, es menor su unidén a proteinas, y alcanza niveles de estado estacionario entre
20-30 uM, 3 veces mayor que la ICsy requerida para la supresion de la autofosforilacidon
de FLT3.
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Por consiguiente, en ensayos de citotoxicidad in vitro parece ser poco fiable como un
marcador sustituto in vivo de efecto/actividad de FLT3-TKI, y el uso de ensayos de

plasma inhibitorios pueden servir como una alternativa mas adecuada.

4.- La calidad de la respuesta clinica en general fue menor. La mayoria de los
pacientes que respondieron experimentaron mejora hematolégica solo con una
disminucién de blastocitos en sangre periferica y una disminucion menos pronunciada
en los blastos de médula osea. Ademas, las respuestas fueron transitorias sélo duran
de unas pocas semanas a meses. Las posibles explicaciones para la eficacia
relativamente pobre incluyen los mencionados propiedades de los compuestos

farmacocineticos/ farmacodinamicos o resistencia inherente en algunos pacientes.??®

Sin embargo, en algunos pacientes, se observoremision completa o parcial con
insuficiente recuperacion hematolégica. Por ejemplo, 2 pacientes con FLT3-ITD* con
LMA tratados con sorafenib en un programa de uso compasivo experimentaron una

remision completa duradera.®®

Ambos pacientes habian recibido varios ciclos de quimioterapia y finalmente recayeron
en el trasplante alogénico de células madre. Esta experiencia sugiere que la evolucién
clonal de blastos leucémicos FLT3 altamente dependientes, finalmente, pueden

producir una respuesta.>®

Tres de 6 pacientes FLT3-ITD" tratados con AC220 en el MTD de 200 mg/dia también
experimentaron un CR *** Ambos, sorafenib y AC220 han demostrado ser FLT3 TKis
altamente selectivos dotados de caracteristicas farmacocineticas/farmacodinamicas
beneficas, asi probablemente mantienen la induccién y la inhibicibn completa de la
fosforilacién de tirosina de FLT3 en los blastos leucémicos adictos a la sefalizacion
FLT3. 324,334

De acuerdo con estas observaciones, se ha demostrado recientemente en estudios in

vitro que pacientes recaidos/resistentes con LMA y pacientes con alta carga alélica

mutante son mas propensos a responder a la terapia selectiva FLT3-TKI. 324
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5.- El potencial terapéutico de la utilizaciéon de FLT3 como una diana molecular todavia
no esta claramente definido. Es probable que dependan de un mayor refinamiento de
las propiedades intrinsecas de los inhibidores de FLT3 y en la definicibn de

combinaciones asociadas utiles y algoritmos terapéuticos.324

17. INHIBIDORES MOLECULARES PEQUENOS COMO OPCIONES
TERAPEUTICAS

La via de FLT3 es un objetivo para los inhibidores de tirosina cinasa (TKI), como las
mutaciones de FLT3 que es una de las mutaciones mas comunes en LMA vy

constitutivamente activa el receptor cinasa.>**3%

Dado que la sobre expresion de FLT3-WT y la expresion de las mutaciones de FLT3 se
han implicado en la leucemogénesis, inhibidores moléculares pequefos que bloquean
la activacion constitutiva del receptor mutado e incluso del receptor de tipo nativo

pueden tener implicaciones terapéuticas.>*°

Estudios iniciales in vitro usando TKIs inespecificos como la herbimicina A, AG1296 y
AG1295 seha encontrado que estos medicamentos bloquean la activacion constitutiva
de FLT3/DTls y las células muertas albergan preferentemente FLT3 / DTI. 360-3¢"

Se han identificado numerosos compuestos potenciales como MLN518, PKC412,
SU5416, SU5614 , SU11248, CEP-701 y CEP-5214, que también bloquean la

activacion FLT3.%¢

Dos compuestos (CEP-701 y PKC-412) han demostrado alguna promesa terapéutica
para pacientes con LMA con mutaciones FLT3. CEP-701 (lestaurtinib) es un compuesto
indolocarbazol que inhibe la autofosforilacién de FLT3 y receptores mutantes de FLT3
62363000 alta selectividad contra FLT3 en comparacion con otros RTK tales como KIT,

FMS, y PDGF %2

Una prueba de fase I/l evalu6 como unico agente CEP-701 en pacientes con LMA

refrectaria, recaida o bajo riesgo que expresa mutaciones activadoras de FLT3. 36436°
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Cinco de catorce pacientes con LMA con mutaciones FLT3 lograron una respuesta

clinica objetiva con CEP-701, aunque no se observaron CRs.%*3°

También se ha demostrado que CEP-701 se une altamente a proteinas plasmaticas y
la falta de inhibicion de FLT3 en algunos casos puede ser debido a la falta de viabilidad

del medicamento. 266367

En la evaluacién de la eficacia in vitro de CEP-701 en FLT3/DTI, han demostrado que
CEP-701 en combinacion con quimioterapia mato lineas de células que albergan una
FLT3/DTIs de forma sinérgica, lo que sugiere un posible beneficio terapéutico para la

adicion de CEP-701 con quimioterapia.>®’

Posteriormente, se evalu6é la eficacia de la combinacion de CEP-701 con la
quimioterapia convencional. Un total de 48 pacientes con LMA con mutaciones FLT3
fueron aleatorizados a recibir quimioterapia estandar o la quimioterapia estandar con
CEP-701 durante la primera recaida. De los 24 pacientes que recibieron CEP-701, 5
lograron remision completa y otros 5 obtuvieron unaremision parcial con la

recuperacion del recuento incompleto.®®’

Para aquellos pacientes que recibieron sélo quimioterapia estandar, 3 alcanzaron la
remision completa y 3 obtuvieron CR con la recuperacion del recuento incompleto.
CEP-701 también esta siendo evaluado en un ensayo de fase lll para su eficacia de
novo en LMA con mutaciones FLT3 en MRC 15, donde los pacientes con mutaciones

FLT3 son asignados al azar a la quimioterapia estandar con o sin CEP-701.%%®

PKC412 (midostaurin) es un benzoilestaurosporina, que fue desarrollado inicialmente
como un inhibidor del receptor de VEGF, pero también inhibe la quinasa del receptor
FLT3. Un ensayo de fase Il examin6 PKC412 en monoterapia como unico agente en 20
pacientes con LMA de alto riesgo con FLT3/DTls. Aunque 6 pacientes mostraron

respuesta objetiva, de nuevo no se observaron remisiones completas>®®
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18. PROMESAS Y DESAFIOS PARA LA INHIBICION DEL FLT3 EN LA
LMA

FLT3 es una prometedora diana molecular para el tratamiento de la LMA. Sin embargo,

el entusiasmo debe ser atenuado por varias consideraciones.

En primer lugar, como se sefialé anteriormente, es probable que, como para la LMC
crisis blastica, la LMA asociada con la activacion de mutaciones del gen FLT3 tendra
mutaciones adicionales que pueden no ser sensibles a la inhibicion.

Se podria esperar una tasa de respuesta a la inhibicién de FLT3 en la LMA comparable
a la de mesilato de imatinib en LMC crisis blastica de aproximadamente 30%. Es
probable que los agentes adicionales sean necesarios para una terapia eficaz de
LMA 2%

En segundo lugar, del 70% al 100% de LMA y la mayoria de casos LLA sobreexpresan
FLT3, pero sélo una fraccion de éstos tienen activacion de mutaciones. Todavia no se
sabe qué efecto podria tener la inhibicion de FLT3 en la LMA asociado con la

sobreexpresién del alelo FLT3 de tipo nativo.?®®

En tercer lugar, ninguno de los inhibidores que estan siendo investigados en la
actualidad son verdaderamente especificos para FLT3. Aunque estos agentes son
selectivos, que también se dirigen a otras cinasas, incluyendo PDGFBR, c-FMS, SYK,
c-KIT, VEGFR,y PKC por nombrar algunos. Los efectos téxicos de estos medicamentos

tendran que ser evaluados cuidadosamente.?®’

Sin embargo, como ha sido sugerido para el mesilato de imatinib, los blancos
adicionales en algunos casos pueden resultar beneficiosos. Asi, aunque un numero de
diferentes inhibidores se pueden encontrar para inhibir eficazmente FLT3 in vivo, la
eficacia terapéutica puede variar considerablemente dependiendo de los otros blancos

u objetivos.?®’
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En cuarto lugar, aunque la mayoria de los datos indican que los inhibidores de FLT3
van dirigidos al sitio de unién a ATP, se inhibiran todos los alelos de FLT3-ITD, sera
importante para evaluar los efectos sobre todos los alelos, y para determinar si existen
diferencias en las propiedades biolégicas o de respuesta a la terapia para diferentes
alelos ITD. Ademas, no todos los inhibidores son eficaces en mutaciones de activacion
de bucle. Se sabe que el mesilato de imatinib, por ejemplo, es muy eficaz en la
inhibicion de BCR/ABL, y las mutaciones de delecion yuxtamembranal en c-KIT

asociado con tumores gastrointestinales de células estromales.?®

Sin embargo, el mesilato de imatinib tiene una actividad minima para la mutacion mas
comun de activacion de c-KIT en la LMA, Asp816Tyr. De manera similar, no todos los
inhibidores de FLT3 bajo evaluacion tienen actividad contra las mutaciones FLT3
Asp835Tyr, y todavia no se conoce que compuestos son activos para otras mutaciones

de sustitucion Asp835.2792%9

Por ultimo, se puede esperar casi con seguridad que se desarrolle resistencia a los

inhibidores FLT3, como se ha observado con la terapia de STI571 LMC crisis blastica.

En algunos casos, la resistencia puede ser debido a una mejor degradacion o
exportacion celular del farmaco, pero también es claro que las mutaciones puntuales
cerca del sitio de unién a ATP también pueden afectar la resistencia.?®® Sera importante
para anticipar este problema caracterizar los mecanismos moleculares de resistencia a

cada inhibidor.*

Este enfoque puede permitir la seleccion de combinaciones de inhibidores de FLT3 que
impiden el desarrollo de resistencia, analogo al uso de combinaciones de inhibidores de

la transcripcion inversa en el tratamiento de la infeccion por VIH.%

En este sentido, la conclusion de ensayos clinicos para identificar eficacia y no
toxicidad de inhibidores de FLT3, entre los muchos que se encuentran actualmente en
proceso de evaluacién, pueden proporcionar uno o0 mas agentes activos que podrian

ser utilizados en combinacion.®
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En resumen, FLT3 es un objetivo importante para el tratamiento de la LMA. Aunque
hay problemas en la aplicacion de inhibidores de FLT3 en la LMA, no hay promesa de
que estas nuevas terapias mejoraran los resultados sin aumentar la toxicidad en el

tratamiento de la LMA.%

También es verosimil que habra eficacia mejorada en el uso de terapias

molecularmente dirigidas tanto para las mutaciones clase | y clase 11.%°

Por ejemplo, farmacos que inhiben FLT3 pueden ser muy eficaces en combinacion con
ATRA para el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda (LPA) asociado con el
reordenamiento del gen PML / RARA, un enfoque que esta siendo probado en modelos

murinos.*”

La inhibicion de FLT3 también podria ser utilizada como tratamiento de mantenimiento
después del trasplante alogénico, como se hace comunmente con inhibidores de BCR-
ABL, 3723 la luz particularmente de la creciente evidencia anecddtica de la actividad en
este entorno. Por ultimo, se podria considerar a la focalizacion FL con anticuerpos

monoclonales.’”?

Obviamente, seria mucho mas preferible evitar el trasplante alogénico, por sus riesgos
concomitantes a corto y largo plazo de la morbilidad y la mortalidad, tratando de curar a

los pacientes con una combinacién de quimioterapia y la inhibicién de FLT3.%

Se han dado grandes pasos en el mejoramiento de la supervivencia de los pacientes
con LMA en los ultimos decenios.Se ha reconocido cada vez mas que la LMA no es
una sola enfermedad, y las mejoras en la supervivencia se han producido como
resultado de adaptar la terapia de acuerdo con las caracteristicas moleculares de la

enfermedad.®’

En este caso, puede ser necesario adaptar la terapia para tratar de tener en cuenta la
ley de consecuencias no deseadas. Incluso la historia médica reciente esta llena de
ejemplos de que las mejores intenciones se tuercen: terapia de estrégeno que previene
la osteoporosis, pero las causas: cancer de mama,  la terapia de eritropoyetina que

disminuye los requerimientos de transfusion, pero mata a los pacientes con eventos
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cardiovasculares y tromboembodlicos, 69 y el control intensivo de glucosa en la sangre
. . 70 p . . .
que resulta en muertes por hipoglucemia. *~ Mas no es siempre mejor, y esto bien

puede aplicarse a la quimioterapia y la LMA FLT3/ITD.

19. FUTURAS DIRECCIONES

Una caracteristica distintiva de la transduccion de senales oncogénicas es la activacion
simultanea de varias vias de supervivencia. En los blastocitos primarios de la LMA y
lineas celulares, se ha observado la activacion redundante de la PI3K/AKT, MAPK, y
JAK / STAT. *"* Estas vias son activadas por cinasas de receptores mutados corriente
arriba, la activacion cruzada entre estas vias o mecanismos autocrinos / paracrinos.
Como se mencion6 anteriormente, el tratamiento con FLT3-TKI de blastos primarios de
LMA provoca una inhibicién sustancial de FLT3, pero en algunas muestras sélo una

supresion incompleta de la via descendente. %’

Por lo tanto, focalizando blastos leucémicos en multiples niveles se puede ademas
suprimir la fosforilacién de proteinas por debajo de un umbral necesario para inducir la

muerte celular apoptaética.

20. FLT3 Y CELULAS INICIADORAS DE LEUCEMIA

El concepto de las células madre leucémicas o células iniciadoras de leucemia (LICs)
fue desarrollado por John Dick hace varias décadas. En elegantes estudios de
xenotrasplante, su grupo demostré que so6lo un subconjunto menor de blastos
leucémicos muestran la capacidad de auto-renovacidon y son capaces de propagar la

leucemia en los receptores irradiados.>”®

Las células transplantadas tenian la capacidad de diferenciarse y copid el fenotipo
inicial de la enfermedad. Estos datos indican que las CMH (células madre
hematopoyéticas) y LICs comparten muchas caracteristicas, incluyendo fenotipo, la

actividad de auto-renovacion y la resistencia a medicamentos mejorada.
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Es razonable suponer que para la cura de pacientes con LMA, la erradicacion de la
iniciacion y mantenimiento de las células leucémicas sin afectar su contraparte normal

es un requisito previo.>"®

Sin embargo, el impacto del FLT3 de tipo nativo y mutado en la supervivencia y
mantenimiento LIC, asi como la cuestion de si FLT3-TKIs ataca LIC y contribuye a la
erradicacion de LICs sigue siendo dificil de alcanzar. Existe cierta evidencia de que las
mutaciones FLT3-ITD juegan un papel esencial en la funcion LIC. La expresion forzada
de FLT3-ITD en células de la sangre del cordon CD34" en humanos confieren

persistentes propiedades FLT3 dependientes de la autorrenovacion in vitro.>”

Por otra parte, FLT3-ITD, CD34" HSCs humanos transducidos han demostrado un
aumento potencial de la supervivencia, proliferacién aumentada, y la expansion de la
poblacién CD34/CD38. 378

Es importante destacar que, en estos estudios, FLT3 se expresa bajo el control de
promotores exdgenos que causan niveles no fisiolégicos de expresion y por lo tanto

pueden alterar la funcion "normal" inducida de FLT3-ITD.3®

En efecto, los datos derivados de las muestras primarias de pacientes proporcionan
resultados mas heterogéneos. Por ejemplo, en varios estudios de analisis clinicos, las
muestras de pacientes emparejados en el diagnéstico y la recaida han informado (i) la

mutacion identificada originalmente ITD o TKD se perdié en algunos casos /%38

, (i) un
nuevo FLT3-ITD se detectd en la recaida *°, y (iii) las mutaciones FLT3-ITD y TKD
surgioé en pacientes previamente considerados como FLT3 de tipo salvaje al momento

del diagndstico. 81382

Estos datos indican que las mutaciones de FLT3 son eventos inestables y tardios de la
leucemia, y la orientacion de estas células pueden eliminar un subclén, pero no la LIC.
Sin embargo, la mayoria de los pacientes (88%) mantuvieron la mutacion original
detectada de FLT3 en la recaida como lo revela una evaluacién combinada de 6

estudios. 383
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Es de destacar que la relacion mutante-tipo nativo aumentoé en la recaida en la mayoria
de los casos con algunos pacientes en los que precede un estado homocigoto, lo que

sugiere la evolucion del apego al oncogén. 38382

Analizaron FLT3 en relacion mutante tipo salvaje con células madre enriquecidas con
CD34" / CD38" células en comparacion con los blastos no clasificados de LMA. No se
detecto diferencia en los niveles de expresion FLT3-ITD, lo que sugiere que la mutacion

esta presente en la poblacién madre / progenitoras. 384

Ademas, la poblacién CD34" / CD38" fue capaz de conferir una leucemia en ratones
NOD / SCID modelo de ratéon, mientras que el tratamiento con lestaurtinib inhibid
significativamente el injerto leucémico pero no la de CHM normales. 3%

En resumen, en algunos casos, las mutaciones de FLT3 parecen representar un éxito
temprano durante la transformacion maligna y contribuyen de manera significativa a la

supervivencia y proliferacién de blastos leucémicos.>®°

21 FLT3 y microambiente

Una observacion consistente en todos los ensayos clinicos que prueban FLT3-TKls
como agentes unicos fue la rapida eliminacion de los blastos en sangre periferica sobre

blastos en médula osea en pacientes con respuesta. 3%

En estudios in vitro, la adicién exdgena de FL disminuye significativamente los efectos

citotoxicos de varios TKls- FLT3. 3%’

Por lo tanto, la expresion de FL en torno a las células de estroma pueden mejorar la
senalizacion a través de FLT3 de tipo nativo o mutado y contrarrestar los efectos

inhibitorios.>®’

Alternativamente, otras citocinas y factores de crecimiento, tales como el factor de
células madre, IL-3, o trombopoyetina, abundantemente presentes en el BM, pueden
compensar la pérdida de la activacion constitutiva de FLT3 y hacer blastos FLT3

mutados independientes de la sefializacion FLT3.%%’
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Recientemente, el nicho, como las condiciones han demostrado completar la
derogacion FLT3-TKI muerte celular inducida, mientras que la inhibicion de las vias
descendentes que comparten como PI3K y MAPK disminuyo notablemente la

supervivencia de células en este contexto. ¢

Ademas de citocinas y factores de crecimiento, componentes de la matriz extracelular y
moléculas de adhesion celular se ha demostrado que confieren la adhesién celular

mediada por resistencia a los farmacos (CAM-DR).3°
El bloqueo de la interaccién de la fibronectina al antigeno muy tardio 4 usando FNIII14,

un péptido derivado de la fibronectina, restauro la sensibilidad a la citarabina en lineas

de células leucémicas. **°(Fig.22).

FLT3-TKI

FLT3-TKI

'._

Figura 22. Focalizacion de la interaccién LIC-estroma en combinacién con FLT3-TKI. (A) El tratamiento de los
blastos leucémicos con quimioterapia (QT) o FLT3-TKI mata células ciclicas en PB y BM mientras que las LICs y
HSCs se incrustan en su nicho y son protegidos contra la muerte celular por apoptosis. (B) Focalizacion de la
interaccion célula estromal-LIC usando anticuerpos neutralizantes o péptidos pequefios interrumpe sefiales
mediadas por la supervivencia en el estroma y comunicacion de LIC, y también con CHMs de su entorno. (C) En
consecuencia, FLT3-ITD que expresan LICs entran en el ciclo celular y se vuelven sensibles a FLT3-TKI, mientras
que las CMH normales estén a salvo. (D) Por ultimo, las CMHs se adhieren a las células del estroma de nuevo e
inician la reconstitucion hematopoyética.Figura tomada y modificada de FLT3 as a therapeutic target in AML: still
challenging after all these years; Thomas Kindler, Daniel B. Lipka and Thomas Fischer; 2010 116: 5089-5102;
Prepublished online August 12, 2010; doi:10.1182/blood-2010-04-261867.
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Se ha demostrado que la quimiocina factor alfa 1 derivado del y su receptor afin
CXCR4 actuan como mediadores criticos en las interacciones estromales con células
leucémicas. CXCR4 esta involucrada en la migracion, recaida, y el injerto de células de
LMA al BM de ratones NOD/SCID. '3%2

Curiosamente, la expresion CXCR4 demostro ser significativamente mayor en LMA
FLT3-ITD* que en muestras de LMA con FLT3 de tipo nativo.*® Recientemente, la
PIM1 serina-/treonina-cinasa se encontré que era esencial para la expresion en la

superficie de CXCR4 y procesar el receptor intracelular.>%*

Como PIM1 es altamente expresado en células de LMA en FLT3-ITD", PIM1 parece
actuar como un regulador central de FLT3-ITD inducida por la expresion CXCR4. De
hecho, el bloqueo de CXCR4 usando pequefias moleculas inhibidoras causan la
movilizacion de los blastos leucémicos BM-residentes y sinergizan con agentes

quimioterapéuticos convencionales. 39°-3%

AMD3465, un inhibidor de segunda generacion de CXCRA4, inhibe la fosforilacion de
CXCR4 y suprime la activacion de las vias de sefalizacion prosupervivencia mediada

estromalmente. 3%

Sobre la base de estos alentadores datos in vitro e in vivo, una fase de ensayo clinico 1
probd la combinacion del inhibidor de CXCR4 plerixafor mas el factor estimulante de
colonias de granulocitos. granulocitos ademas del inhibidor de la tirosina cinasa
sorafenib (NCT00943943).%%

Como la mayoria de TKIs-FLT3 han demostrado ser menos potentes en la inhibicion de
FLT3 de tipo nativo tal como se expresa en las CMH normales, la orientacion CXCR4
en combinacién con FLT3-TKI puede selectivamente erradicar blastos malignosFLT3
mutados sin afectar a sus homoélogos normales (Fig.22).
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22. CONCLUSIONES

Las investigaciones generadas en las ultimas décadas han logrado un importante
avance en el conocimiento de la fisiopatologia de LMA y se han producido grandes

cambios tanto a nivel diagndstico como terapéutico.

Todo ello ha contribuido a la identificacion de multiples factores prondstico que han
permitido individualizar la intensidad de los tratamientos en funcion del riesgo de cada
paciente. A pesar de esto la supervivencia libre de enfermedad a 5 afos es alrededor
del 50% e independientemente del tratamiento el 30% de los nifios con LMA, presentan

recurrencia de la enfermedad.

La integracion de los resultados citoldgicos, fenotipicos, citogenéticos y moleculares
permiten definir muy bien algunos subtipos de LMA atendiendo a sus caracteristicas
clinico bioldgicas. Sin embargo el grupo mas numeroso y heterogéneo de pacientes
esta constituido por LMA en las que en su mayoria no se detecta ninguna alteracion
citogenética, por lo que es necesario identificar anomalias moleculares asociadas a
LMA, tales como las mutaciones internas en tandem del gen FLT3 (FLT3-ITD) y

mutaciones puntuales en la zona de activacion (FLT3-ALM).

Identificar mutaciones presentes en FLT3 permitira conocer las caracteristicas clinico
bioldgicas de la enfermedad ante la presencia o ausencia de estas mutaciones en
nuestro pais, relacionarlo con la respuesta a la quimioterapia de induccion a remision,
los porcentajes de recaidas y a mediano plazo estratificar a los pacientes en grupos
que podrian beneficiarse con el tratamiento con farmacos inhibidores de FLT3 y realizar

posteriormente estudios prondstico a pacientes mexicanos.

La deteccidon temprana de mutaciones FLT3 se convirti6 desde hace algunos afios en
un procedimiento estandar para el diagndstico de pacientes con LMA en varios centros
clinicos. Clinicamente, la presencia de mutaciones en FLT3 confiere un mal prondstico
en la LMA debido principalmente a un mayor riesgo de recaida de la enfermedad que
resulta en una menor supervivencia, por ello cabe destacar la importancia de

implementar la deteccion de FLT3 en nuestro pais para el diagndéstico de LMA.
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Los resultados de los actuales ensayos clinicos aleatorios que examinan una
combinacion de quimioterapia estandar con y sin FLT3-TKI en pacientes recién
diagnosticados estaran disponibles dentro de los proximos afos y se espera que

tengan un impacto importante en esta area.

La DIT (Duplicacion Interna por Tandem) es el tipo mas comun de mutacion de FLT3,

se observa en un 25-30% de las LMA del adulto y en un 12% de los nifios con LMA.

El segundo tipo mas frecuente de mutacion involucra la zona de activacion (FLT-ALM:
activating loop mutations) en el dominio tirosina cinasa (TKD) de FLT3, codificada por
el exon 20 y consiste fundamentalmente en mutaciones puntuales o deleciones que

afectan al Aspartato o a la isoleucina de las posiciones 835 (D835) y 836 (D836).

Las caracteristicas del receptor FLT3 lo convierten en un candidato muy atractivo para
nuevas estrategias de tratamiento, esto ya que la intervencion terapéutica comun esta
conformada por farmacos antagonistas: moléculas pequenas o anticuerpos
monoclonales como el malato de sunitinib, que es una molécula pequena capaz de

bloquear el dominio extracelular del RTK teniendo actividad directa contra el cancer.

He realizado esta revision que ha sido exploratoria y descriptiva y he podido concluir
que se deben de redoblar esfuerzos para poder llegar a establecer y esclarecer al
100% el funcionamiento del receptor FLT3, que en la ultima decada ha dejado ver que
es mas importante de lo que parecia ya que la enfermedad con la que se asocia es la
leucemia el cual es un padecimiento grave que causa la muerte de miles de personas
al afno en México, y es por ello que se debe de proporcionar una terapia dirigida a cada
paciente, y esta debe ser individualizada y no general, dependiendo de la mutacion que

presente cada paciente.

Finalmente, ésta recopilacion de informacién ha servido para la profundizacion y
comprension de FLT3, ya que forma parte del protocolo HIM-2014-002 "Asociacion de
las mutaciones en el Gen FLT3 con las caracteristicas clinico bioldégicas en pacientes
con leucemia mieloide aguda", que es un proyecto apoyado por el "Hospital Infantil de

México Federico Gomez".
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