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Resumen

Introduccion: en los Ultimos afios ha existido un avance significativo en el conocimiento biolégico de la leucemia aguda mieloide
(LAM) que se ha traducido en que el tratamiento de los pacientes afectados se realice guiado por el perfil citogenético y molecular.
Las duplicaciones internas en tandem del gen FLT3 (FLT3-ITD) representan las mutaciones mas frecuentes en LAM y confieren
un mal prondstico en pacientes con riesgo citogenético intermedio. Se ha reportado que la presencia de un ratio FLT3-ITD elevado
(relacion entre cantidad de alelo portador de ITD y de alelo salvaje) confiere un mayor pronéstico adverso.

Objetivo: estandarizar una técnica, no disponible en Uruguay, para determinar el ratio de FLT3-ITD en pacientes portadores de
LAM de riesgo citogenético intermedio. Discutir los primeros casos de LAM FLT3+ a los que se realizo el ratio.

Material y método: para la deteccion de FLT3-ITD se amplificé un fragmento correspondiente a los exones 14 y 15 del gen en
muestras de médula 6sea al debut de la enfermedad. En los casos positivos se determiné el ratio de FLT3-ITD mediante analisis
de fragmentos por electroforesis capilar.

Resultados: en este trabajo mostramos la estandarizacion de un método para la determinacion del ratio de FLT3-ITD y los prime-
ros casos analizados en nuestro pais. Se estudiaron 12 pacientes y se detecto la presencia de FLT3-ITD en tres de ellos. El ratio
de FLT3-ITD encontrado fue en dos casos menor a 0,8 y en un caso mayor o igual a 0,8.

Conclusiones: disponemos de una técnica de determinacion del ratio de FLT3-ITD con importante valor prondstico para pacien-
tes portadores de LAM.
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Introduccion

En los tltimos afios ha existido un avance vertiginoso
en el conocimiento bioldgico de la leucemia aguda mie-
loide (LAM), que se ha traducido en que el tratamiento
de los pacientes afectados se realice adaptado al riesgo,
guiado por el perfil citogenético y molecular de las clo-
nas leucémicas'”. La incorporaciéon de marcadores mo-
leculares ha permitido mejorar la estratificacion pro-
nostica de los pacientes con cariotipo de riesgo interme-
dio y es esencial en la actualidad para el manejo clinico
de este subgrupo de enfermos'”. Las mutaciones en el
gen FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) representan las
mutaciones mas frecuentemente halladas en LAM y
dentro de ellas las duplicaciones internas en tandem
(FT3-ITD) son las de mayor importancia pronéstica.
FLT3-ITD se observa en la LAM con un prevalencia
entre 20% y 27%*®. Las mutaciones de FLT3-ITD y
las mutaciones de NPM1 o CEBP& condicionan de ma-
nera importante el prondstico de los pacientes con ca-
riotipo de riesgo intermedio y su estudio permite discri-
minar diferentes grupos de riesgo con diferencias en re-
caida y sobrevida libre de enfermedad (SLE)®. La ma-
yoria de los estudios publicados hasta la fecha coinci-
den en que el FLT3-ITD determina un pronostico ad-
verso®*?. Esta mutacion determina mayores tasas de
recaida, menor SLE y en algunos trabajos menor sobre-
vida global (SG)**7”. Thiede y colaboradores, utilizan-
do un analisis por electroforesis capilar y determinando
el ratio entre la cantidad del alelo mutado y la cantidad
del alelo salvaje, reportaron que no todos los pacientes
con FLT3-ITD tenian el mismo prondstico adverso'®.
Ellos publicaron que la mediana de este ratio fue de 0,78
(rango 0,03-32,56) e identificaron una menor SLE y SG
en los pacientes con un ratio mayor a 0,78 con respecto
a los pacientes sin mutaciones de FLT3-ITD. Para los
pacientes con un ratio menor a 0,78, la SLE y SG fue si-
milar a la observada en pacientes sin mutaciones de
FLT3-ITD. En el analisis multivariante, el cociente en-
tre el alelo mutado y el alelo salvaje resulto ser un factor
pronéstico independiente para SLE y SG'. Estos resul-
tados estan de acuerdo con lo publicado por el grupo
Cancer And Leukemia Group B (CALGB), en que se re-
porta una incidencia de 10% de pérdida completa del
alelo salvaje en los pacientes con mutaciones de
FLT3-ITD, siendo este el principal factor prondstico™®.
En este mismo sentido, Schlenk y colaboradores repor-
taron recientemente que la tasa de remisiones completas
con la quimioterapia de induccion disminuye con el in-
cremento del ratio de FLT3-ITD y que los pacientes con
un ratio mayor a 0,5 tienen peor SLE y SG independiente-
mente de si se realiza consolidacion con trasplante de pro-
genitores hematopoyéticos alogénicos (allo-TPH). En pa-
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Tabla 1. Descripcion de los cebadores utilizados

Nombre Secuencia (5'>3’)
FLT3-11F GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC
FLT3-12R CTT TCAGCATTT TGA CGG CAA CC

cientes con ratio FLT3-ITD mayora 0,5 la realizacion de
allo-TPH se asoci6 con mejores resultados, mientras
que en los de ratio menor a 0,5, el allo-TPH no modifico
los resultados con respecto a la quimioterapia intensiva
o trasplante autélogo"”. Este trabajo demuestra la im-
portancia de realizar una adecuada valoracion pronosti-
ca para decidir la mejor estrategia de consolidacion.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nuestro ob-
jetivo fue estandarizar e introducir en nuestro medio una
técnica para la valoracion del ratio de FLT3-ITD en pa-
cientes con LAM. Se presentan aqui los resultados de los
primeros casos estudiados en nuestro pais.

Pacientes, material y método

Pacientes

Se incluyeron 12 pacientes diagnosticados en la Catedra
de Hematologia del Hospital de Clinicas que presenta-
ban una LAM de riesgo citogenético intermedio. En el
apartado de resultados se exponen en forma resumida
los casos clinicos de los tres pacientes que resultaron
positivos para FLT3-ITD y para los cuales se determind
el ratio de FLT3-ITD.

Extraccién de dcido desoxirribonucleico

La extraccion de acido desoxirribonucleico genémico
(ADNg) se realiz6 a partir de 150 pL de médula 6sea
anticoagulada con EDTA obtenida al debut de la enfer-
medad, utilizando el kit comercial Quick gDNA Mini-
prep (Zymo Research) y siguiendo el protocolo indica-
do por el fabricante. Las muestras de ADNg fueron con-
servadas a -20 °C hasta su utilizacion.

Deteccion de la mutacion de FLT3-ITD

Se estudi6 la presencia de ITD en el dominio yuxta-
membrana (JM) de FLT3 (exones 14 y 15) a partir de
ADNg mediante técnica de PCR (reaccion en cadena de
la polimerasa) segun el método publicado por Kiyoi y
colaboradores con algunas modificaciones'”. Se utiliza-
ron cebadores especificos FLT3-11F y FLT3-12R (ta-
bla 1) que flaquean la regién donde recaen las ITD. La
amplificacion de la secuencia salvaje determina un pro-
ducto de 329 pares de bases (pb), mientras que los pa-
cientes que posean ITD presentaran también productos
de tamafios mayores. El control de las reacciones de
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PCR se realiz6 en un gel de agarosa al 2,5% en buffer
TAE 1x, tefiido con GoodView DNA Stain (SBS Gene-
tech).

Estudio del ratio de FLT3-ITD

La determinacion del ratio de FLT3-ITD, dado por la
relacion entre la cantidad del alelo portador de ITD y la
cantidad del alelo salvaje, se realizo mediante analisis
de fragmentos por electroforesis capilar, segun el méto-
do publicado por Thiede y colaboradores con leves mo-
dificaciones®. Para ello, se amplifico mediante PCR la
region del dominio JM empleando cebadores con las
mismas secuencias que los utilizados para la deteccion
de ITD, pero encontrandose el cebador directo,
FLT3-11F, marcado con el fluorocromo 6-FAM. La
amplificacion fue realizada en un volumen final de
25 uL utilizando 1 uLL de ADN, 200 uM de cada dANTP,
1 U de Taqg DNA Polimerase Recombinant (Invitro-
gen), 1X de Buffer Taq, 1,5 mM MgCI2 y 0,5 uM de
cada cebador.

El programa de PCR utilizado consta de una desna-
turalizacion inicial de 11 minutos a 95 °C, seguida de 27
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 57 °C y 1
minuto a 72 °C, finalizando con una extension de 45 mi-
nutos a 60 °C para favorecer la adicion cuantitativa de
+A en todas las moléculas amplificadas. Se incluyd
siempre en todas las reacciones un control negativo. Pa-
ra la verificacion de la presencia de los productos espe-
rados se utiliz6 un gel de agarosa al 2,5% en buffer TAE
1x, tefiido con GoodView DNA Stain (SBS Genetech).

Para realizar la electroforesis capilar, los productos
de PCR fueron diluidos a 1:5 con agua, agregando luego
al pL deestadilucion, 10 uL de formamiday 0,5 pL del
marcador interno GeneScan 500-LIZ Size Standard
(Applied Biosystems). Las muestras se desnaturalizaron
mediante incubacion a 98 °C por cinco minutos, se colo-
caron durante un minuto en hielo, y finalmente se migra-
ron en el equipo ABI Prism 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) del Instituto Nacional de Dona-
cién y Trasplante de Células, Tejidos y Organos (INDT)
del Hospital de Clinicas en las condiciones establecidas
por el programa Fragment Analysis 36 POP4. Los re-
sultados se analizaron utilizando el programa Gene-
Mapper ID v3.2 (Applied Biosystems). El ratio de
FLT3-ITD se calcul6é como la relacion entre el rea bajo
la curva del pico correspondiente al alelo portador de
ITD y el area bajo la curva del pico correspondiente al
alelo salvaje.

Resultados

Se realizo la estandarizacion de la técnica de estudio del
ratio de FLT3-ITD de acuerdo a lo establecido en mate-
rial y método. Para la validacion de los resultados se en-

vi6 una muestra de ADN del caso 3 a un laboratorio de
referencia, el Laboratorio de Especialidades Bioquimi-
ca LEB de Bahia Blanca, Argentina. Se compararon los
valores de FLT3 ratio logrados en ambos laboratorios
obteniéndose valores muy similares (0,52 versus 0,53)
(figura 1).

A continuacion se detallan los casos clinicos de los
pacientes FLT3-ITD.

Caso 1

Paciente de sexo femenino de 49 afos, sin antecedentes
personales. ECOG (escala de performance status) = 0.
Cinco hermanos consanguineos.

Consultoé por cuadro de una semana evolucion de
fiebre sin foco clinico evidente y sangrado mucoso (gin-
givorragia). De la paraclinica al debut presentaba hemo-
grama con Hb 11,2 gr/dl, PLT 123 mil/mm3, leucocitos
de 81.500, con una lamina periférica que evidenciaba
80% de blastos. El mielograma mostré una infiltracion
por blastos tipo monoblastos, el estudio de inmunofeno-
tipo de medula 6sea presentaba infiltracion de 80%
compatible con una leucemia monobléstica aguda.

Se realiza estudio citogenético, no mostrando altera-
ciones cromosomicas con cariotipo 46XX. El estudio
molecular mostr6 la presencia de una ITD de 39 pb en
FLT3 (figuras 2y 3). El estudio del ratio fue de 0,82 (fi-
gura 3).

Se clasifico como una LAM sin anormalidades cito-
genéticas recurrentes, tipo monoblastica, de riesgo in-
termedio 1, segiin la European LeukemiaNet.

Se inicia tratamiento de induccién con daunorrubici-
na + citarabina (3+7). En la valoracioén posinduccion se
comprueba una remision parcial con 6% de blastos mie-
loides por citologia e inmunofenotipo. Procediendo a
realizar un ciclo de reinduccion con altas dosis de citara-
bina, quedando en remision citomorfoldgica con enfer-
medad minima residual (EMR) de 0,09%. Posterior-
mente, consolidacion con altas dosis de citarabina y lue-
go allo-TPH de hermano HLA idéntico. Instala GVHD
(enfermedad de injerto versus huésped) aguda y luego
crénica cutdnea, digestiva y hepatica de grado modera-
do. Fallece por sepsis a punto partida enteral en contexto
de GVHD.

Caso 2

Paciente de sexo masculino de 66 aflos, con anteceden-
tes personales de hipertension arterial (HTA) sin trata-
miento, diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con anti-
diabéticos orales con regular control metaboélico, sin re-
percusiones de 6rgano blanco. ECOG 0. Sin hermanos
consanguineos.

Consulta en emergencia por sindrome febril de 20 dias
de evolucién. Del hemograma al ingreso GB 700/mm’,
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Figura 1. Estandarizacion y validacion de la técnica de
determinacion del ratio de FLT3-ITD. Se compara el
perfil de electroforesis capilar obtenido para el caso 3
en el Laboratorio de Citometria de Flujo y Biologia
Molecular (Montevideo, Uruguay) (A) con el obtenido en
el laboratorio de referencia (Bahia Blanca, Argentina)
(B). En ambos casos, los picos correspondientes a la
amplificacion de los exones 14y 15 de FLT3 se
muestran sombreados en negro y los tamanos
asignados por el programa GeneMapper ID v3.2 se
observan a la izquierda de cada uno. Los picos
delineados en gris representan al marcador interno
GeneScan 500-LIZ Size Standard; se observan los
respectivos tamanos en la parte inferior del perfil A,
coincidiendo los tamanos para los picos del marcador
en el perfil B. En la parte superior de los mismos se
presenta la escala de pares de bases, que difiere
levemente entre ambos perfiles. El ratio de FLT3-ITD se
calculd como la relacion entre las areas bajo la curva
asignadas por el programa para el pico correspondiente
al alelo portador de ITD y el pico correspondiente al
alelo salvaje. A. Se observa un pico de 329 pb
correspondiente al alelo salvaje, y un pico de 386 pb,
indicativo de la presencia de un ITD de 57 pb. Ratio de
FLT3-ITD = 0,53. B. Se observa el pico correspondiente
al alelo salvaje (329 pb), y un pico de 386 pb, indicativo
de la presencia de un ITD de 57 pb. Ratio de FLT3-ITD
= 0,52.

PLT 16 mil/mm’, Hb 9,1g/dl. El mielograma muestra infil-
tracion de 30% por blastos mieloides con finas granulacio-
nes compatible con clasificacion FAB M 1. Inmunofenoti-
po compatible con LAM sin maduracion.

En el estudio citogenético de medula dsea no se ob-
tuvieron cultivos. El estudio molecular para la deteccion
de la mutacion FLT3 ITD fue positivo de 39 pb (figuras
2y 3). El estudio del ratio fue de 0,37 (figura 3). No se
detecté mutacion de NPM1.
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Figura 2. Deteccién de ITDs en FLT3. Productos de
amplificacion de los exones 14y 15 del gen FLT3. Se
muestran los resultados obtenidos para los tres casos
que presentaron ITD (casos 1, 2y 3), comparados con
un ADN control positivo portador de un ITD de 24 pb
(C+) y un ADN control negativo (C-). La punta de flecha
senala la posicion de la banda de 329 pb
correspondiente al alelo salvaje. Las bandas de
tamanos mayores en los casos 1,2, 3y C+
corresponden a los alelos portadores de ITD. Se incluyd
en la corrida el blanco de la reaccion de PCR (B) y una
escalera de 100 pb (M).

Se clasifico como LAM sin maduracion, FLT3 posi-
tivo con riesgo intermedio 1, segun la clasificacion de la
European LeukemiaNet.

Se realiz6 tratamiento con antibidticos dirigido al
germen y su sensibilidad en paciente con neutropenia
profunda. Luego de controlado el proceso infeccioso se
comienza induccion con daunorrubicina + citarabina
(3+7). Al séptimo dia de induccion, fallece por disfun-
cion organica multiple en contexto de sepsis.

Caso 3

Paciente de sexo masculino, 65 afos con antecedentes
personales de HTA en tratamiento con inhibidores de la
enzima conversora de angiotensina (IECA), hiperurice-
mia en tratamiento con allopurinol, y tabaquista. ECOG
0. Sin donante emparentado.

Consulta por sintomas de un mes de evolucion da-
do por elementos de sindrome funcional anémico y
odontalgia. Al examen fisico evidenciaba lesion ulce-
ronecrotica a nivel de arcada dentaria. Sin sangrados
cutaneo-mucosos. Del hemograma al ingreso GB
64.900/mm’ sin formula, Hb 12g/dl, PLT 29 mil/mm’,
en lalamina periférica presentaba 73% de blastos con ci-
toplasma granular y algun baston de Auer. Mielograma:
sustitucion de medula 6sea por 84% de blastos mieloi-
des con granulos escasos. El inmunofenotipo de médula
o6sea informa 94% de blastos comprendiendo una LAM
sin maduracion.
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Figura 3. Determinacion del ratio de FLT3-ITD mediante electroforesis capilar. Los picos correspondientes a la
amplificacion de los exones 14y 15 de FLT3 se muestran sombreados en negro y los tamanos asignados por el
programa GeneMapper ID v3.2 se observan a la izquierda de cada uno. Los picos delineados en gris representan al
marcador interno. En la parte superior de los mismos se presenta la escala de pares de bases. En cada caso, el
ratio de FLT3-ITD se calculd como la relacion entre las areas bajo la curva asignadas por el programa para el pico
correspondiente al alelo portador de ITD y el pico correspondiente al alelo salvaje. A. Caso 1. Se observa el pico
correspondiente al alelo salvaje (329 pb), y un pico de 368 pb indicativo de la presencia de un ITD de 39 pb. Ratio
de FLT3-ITD =0,82. B. Caso 2. Se observa el pico correspondiente al alelo salvaje, y un pico de 368 pb, indicativo
de la presencia de un ITD de 39 pb. Ratio de FLT3-ITD = 0,37. €. Caso 3. Se observa el pico correspondiente al
alelo salvaje, y un pico de 386 pb, indicativo de la presencia de un ITD de 57 pb. Ratio de FLT3-ITD = 0,53.

Se realiz6 estudio citogenético de médula 6sea que
mostr6 un cariotipo normal, 46XY sin anormalidades
citogenéticas. El estudio molecular evidencio la presen-
ciadeunaITD de 57 pb de FLT3 (figuras 2y 3). El estu-
dio del ratio fue de 0,53 (figura 3). El estudio de la
mutacion A en NPM1 fue positivo.

Se clasificé como una LAM sin anormalidades gené-
ticas recurrentes, sin maduracion, FLT3 positiva. Ries-
go intermedio 1, segiin la European LeukemiaNet.

Se realiza tratamiento antibidtico dirigido a micro-
biologia local de paciente neutropénico. Luego de con-
trol del proceso infeccioso se realizo induccion en base a
idarrubicina + citarabina (3+7). Remision completa ci-
tomorfologica, EMR de 0,01%. Se realizé consolida-
cion con otro ciclo de 3+7 y con altas dosis de citarabina
y trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos
(auto TPH).

En suma: de los 12 pacientes con diagnostico de
LAM estudiados, tres presentaban la mutacion de
FLT3-ITD. Segun el valor de corte utilizado por Thiede
y colaboradores'® para el ratio de FLT3 (mayor a 0,78)

obtuvimos dos pacientes con un ratio FLT3 bajo y un
paciente con ratio FLT3 elevado.

Discusion y conclusiones

En el presente trabajo hemos mostrado los primeros ca-
sos de estudio del ratio de FLT3-ITD utilizando analisis
de fragmentos por electroforesis capilar en pacientes
con LAM en nuestro pais. Este trabajo se enmarca en un
proyecto multidisciplinario del Laboratorio de Citome-
tria y Biologia Molecular del Departamento Basico de
Medicina y la Unidad de Sindromes Mielodisplasicos y
Leucemias Agudas de la Catedra de Hematologia del
Hospital de Clinicas con el objetivo de mejorar las
herramientas diagnosticas y pronosticas en pacientes
con LAM en nuestro pais.

Elratio de FLT3-ITD estd influenciado por la canti-
dad de células malignas en relacion con las normales en
la muestra estudiada y por el porcentaje de células con 0,
1 o los 2 alelos mutados del gen FLT3. Varios estudios
en los cuales el analisis genético se ha realizado em-
pleando bancos de ADN de ensayos clinicos han con-
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cluido que la presencia de un ratio de FLT3-ITD elevado
determina peor pronodstico en términos de tasa de recai-
da, SLE y SG. En el contexto de que la LAM es una en-
fermedad policlonal desde su inicio, el ratio de
FLT3-ITD refleja en alguna medida la carga clonal de
células portadoras de ITD en FLT3 en la poblacion
leucémica.

Disponer de esta técnica en nuestro pais es de espe-
cial utilidad, ya que nos permite realizar una mejor tera-
péutica adaptada al riesgo de forma de ofrecer trata-
mientos mas intensivos con mayor morbimortalidad so-
lo en aquellos pacientes que son de alto riesgo.

En conclusion: disponemos de una técnica de deter-
minacion del ratio de FLT3-ITD en LAM utilizando tec-
nologia especializada y con importante valor prondstico
para pacientes portadores de LAM.
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Abstract

Introduction: In recent years, significant progress has
been made in the biological knowledge of acute mye-
loid leukemia (AML), which has been reflected on
treatment of affected patients being guided by cytoge-
netics and molecular profiling. FLT3 internal tandem
duplications (FLT3/ITDs) represent the most frequent
mutations in AML and confer a bad prognosis in pa-
tients with intermediate cytogenetic risk. It has been re-
ported that the presence of a high FLT3-ITD ratio (rela-
tionship between number of ITD carrier allele and wild
type allele).

Objective: To standardize a technique, still not avai-
lable in Uruguay, to determine the FLT3-ITD ratio in
patients carriers of AML of intermediate cytogenetic
risk. To discuss the first cases of AML FLT3+ who un-
derwent ratio analysis.

Methods: In order to identify FLT3-ITD, the frag-
ment corresponding to exons 14 and 15 of the gene was
amplified in bone marrow samples upon debut of the di-
sease. In the cases it was positive, the FLT3-ITD ratio
was determined by the analysis of fragments with capi-
llary electrophoresis.

Results: This study presented the standardization of
a method to determine the FLT3-ITD ratio and the first
cases analysed in our country. Twelve patients were stu-
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died and the presence of FLT3-ITD was detected in
three of them. In two cases, the FLT3-ITD ratio found
was below 0.8 and in one case it was greater than or
equal to 0.8.

Conclusions: We have a technique to determine the
FLT3-ITD ratio with an important prognostic value for
patients carriers of AML.

Resumo

Introducio: nos ultimos anos observou-se um avango
significativo do conhecimento biolégico da leucemia
aguda mieloide (LAM) que fez com que o tratamento
destes pacientes seja orientado por seus perfis citogené-
tico e molecular. As duplica¢des internas no tandem do
gen FLT3 (FLT3-ITD) sdo as mutagdes mais frequentes
na LAM e conferem um mal progndstico em pacientes
com risco citogenético intermediario. Foi descrito que
uma propor¢ao de FLT3-ITD elevada (relagdo entre a
quantidade do alelo portador de ITD e do alelo selva-
gem) esta vinculada com um maior prognostico adver-
SO.

Objetivo: padronizar uma técnica, ndo disponivel
no Uruguai, para determinar a propor¢ao de FLT3-ITD
em pacientes portadores de LAM comrisco citogenético
intermediario. Discutir os primeiros casos de LAM
FLT3+ cuja proporg¢ao foi calculada.

Materiais e métodos: para a detec¢do de FLT3-ITD,
foi realizada a amplia¢do de um fragmento correspon-
dente aos exons 14 e 15 do gen em amostras de medula
6ssea no inicio da doenga. Nos casos positivos, a pro-
porcao de FLT3-ITD foi determinada usando analise de
fragmentos por eletroforese capilar.

Resultados: neste trabalho mostramos a padroni-
zacdo de um método para a determinagdo da proporgdo
de FLT3-ITD e os primeiros casos estudados no nosso
pais. Foram estudados 12 pacientes ¢ a presenga de
FLT3-ITD foi determinada em 3. Em dois casos a pro-
porgdo de FLT3-ITD era menor que 0,8 ¢ em 1 caso
maior ou igual a 0,8.

Conclusdes: contamos com uma técnica de determi-
nag¢ao da propor¢ao de FLT3-ITD com importante valor
prognostico para pacientes portadores de LAM.
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