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Resumen

Introduccidn: La enfermedad mieloproliferativa transitoria neonatal y la leucemia aguda mega-
carioblastica del sindrome de Down se consideran manifestaciones distintas de la misma
enfermedad. La mayoria de casos de enfermedad mieloproliferativa transitoria no requiere
tratamiento mientras que la leucemia aguda megacarioblastica del sindrome de Down se carac-
teriza por una elevada sensibilidad a la quimioterapia, lo que ha llevado a la reduccion en
la intensidad de dosis de tratamiento administrada. Ambas entidades comparten mutaciones
especificas en los exones 2 y 3,1 del factor de transcripcion GATA1.

Pacientes y métodos: Hemos analizado los hallazgos bioldgicos incluyendo la presencia de
mutaciones de GATAT en cuatro pacientes con enfermedad mieloproliferativa transitoria neona-
tal (2) y leucemia aguda megacarioblastica (2) incluyendo un paciente fenotipicamente normal
portador de un mosaicismo para la trisomia 21.

Resultados: En los cuatro casos hemos encontrado la presencia de una clona GATAT mutante y
en tres de ellos se describe una mutacion puntual en el exén 2 de dicho gen. Dada la hetero-
geneidad fenotipica de los blastos megacariociticos y el bajo porcentaje de estos elementos,
la deteccion de mutaciones en GATAT resultd de gran utilidad para establecer el diagnéstico.
Ademas, sucesivos resultados normales del analisis mutacional de GATA1 permitieron establecer
la remision molecular en 2 pacientes.

Conclusiones: Concluimos que el analisis mutacional de GATAT es una herramienta util para el
diagnostico y manejo de los trastornos mieloproliferativos asociados a la trisomia 21.
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kaemia of Down syndrome are considered different manifestations of the same disease. In most
cases, transient myeloproliferative disorders require no treatment, while acute megakaryoblas-
tic leukaemia of Down’s syndrome is characterised by an increased sensitivity to chemotherapy
and its treatment should be adapted with a reduction in dose intensity. Both entities share
specific mutations at exdn 2 of the transcription factor GATAT.

Patients and methods: We analysed biological features and GATAT mutations in 4 patients with
transient abnormal myelopoiesis (2) and acute megakaryoblastic leukaemia (2) including one
phenotypically normal trisomy 21 mosaicism. We found abnormal GATA1 mutated clones in each
case, and a specific point mutation at exon 2 was detected in three cases. Given the heteroge-
neous phenotype of megakaryoblastic blasts and the low percentage of blasts at presentation,
the recognition of GATA1T mutations was helpful for diagnosis. In addition, molecular remission
was established in 2 patients after subsequent normal mutational GATAT analysis.
Conclusions: We conclude that GATAT mutational study is a useful tool for the diagnosis and
management of trisomy 21 associated myeloproliferative disorders.

© 2009 Asociacion Espafola de Pediatria. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La trisomia 21 predispone a la leucemia y los nifios con sin-
drome de Down (SD) tienen un riesgo 10—20 veces superior
al resto de la poblacion de desarrollar leucemia’3. La inci-
dencia de leucemia aguda linfoblastica en estos pacientes
es 20 veces superior a la del resto de la poblacion. Sin
embargo, el incremento de incidencia mas notable ocurre
con la leucemia aguda megacarioblastica (LAMK) en nifos
de corta edad con SD, con un riesgo 500 veces superior
que el resto de la poblacién pediatrica’?“. La LAMK del
SD muestra una tasa de respuesta al tratamiento superior
al resto de la poblaciéon®~®, lo que se corresponde con un
marcado incremento de sensibilidad in vitro de los blastos
leucémicos a diferentes agentes quimioterapicos, en parti-
cular a arabindsido de citosina®’-'°. Sin embargo, los nifios
con SD mayores de 5 anos con leucemia aguda mieloblastica,
incluyendo la LAMK, tienen un pronostico similar al resto de
pacientes’®1112,

Por otro lado, los nifios con SD muestran mayor sensibili-
dad a la toxicidad derivada de la quimioterapia y una tasa
superior de mortalidad precoz durante el tratamiento’-%13,
Ambos hechos han conducido a modificar los esquemas
de tratamiento de la LAMK en este grupo particular de
ninos menores de cinco anos con SD, excluyéndoles de la
indicacion de transplante hematopoyético y adaptando la
intensidad de la quimioterapia® 711316,

En pacientes con SD, esta enfermedad puede venir prece-
dida por un sindrome preleucémico transitorio en el periodo
neonatal que habitualmente se resuelve espontaneamente,
conocido como leucemia transitoria, mielopoiesis anormal
transitoria o enfermedad mieloproliferativa transitoria neo-
natal (EMTN)%S.

Ademas, en la mayoria de nifos con SD, la LAMK viene
precedida por un trastorno de la diferenciacion megaca-
rioblastica conocido como sindrome mielodisplasico (SMD)
durante el que se reduce el numero de plaquetas circulantes
mientras aumenta el nimero de megariocitos de morfologia

anormal en la médula o6sea. Este proceso tiene una dura-
cion variable que puede ser hasta de meses pero de forma
inevitable desembocara en una LAMK?35-717

Recientemente se ha comprobado que los blastos leucé-
micos tanto en la EMTN como en el SMD y la LAMK de los
nifnos con SD son portadores de mutaciones adquiridas espe-
cificas del gen GATA1 ubicado en el cromosoma X que codifica
el factor de transcripcion hematopoyético GATA1'—367:18,19,
Ello hace que el analisis mutacional de GATAT resulte de gran
utilidad al permitir establecer con fidelidad el diagnostico
de trastorno mieloproliferativo asociado a SD"?°, facili-
tando la orientacion terapéutica: actitud expectante en los
casos de EMTN y tratamiento «adaptado» en los casos de
LAMK.

Pacientes y métodos

Hemos investigado la presencia de mutaciones en los exo-
nes 2 y 3,1 de GATA1 en dos pacientes diagnosticados de
EMTN y otros dos diagnosticados de LAMK (tabla 1). Los casos
de EMTN se diagnosticaron en su primer dia de vida como
consecuencia de una elevacion del recuento de leucocitos
(98 'y 39,8x10°/1) y la identificacién de blastos mieloides en
sangre periférica (36,2 y 9,9x10°/1) (tabla 1, fig. 1) en dos
pacientes con fenotipo Down en los que posteriormente se
confirmo la trisomia 21. En uno de ellos no se encontraron
citopenias al debut mientras el otro mostraba trombocitope-
nia con un recuento de plaquetas de 22x10°/1. Ambos eran
recién nacidos pretérmino de 33 y 36 semanas de gestacion
respectivamente, requiriendo el primero de ellos cuidados
intensivos neonatales por insuficiencia respiratoria y un cua-
dro de hidrops. Los 2 diagndsticos de LAMK se establecieron
en dos nifas de 19 y 30 meses de edad. La primera habia
sido diagnosticada en el periodo neonatal de un mosaicismo
para la trisomia 21 y fue remitida a nuestro centro por pur-
pura trombocitopénica (recuento de plaquetas de 8x10°/1).
La segunda paciente se habia diagnosticado en nuestra
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Tabla 1 Caracteristica clinico-bioldgicas y evolucion de los cuatro pacientes

Pacientes 1 2 3 4
Edad 1 dia 1 dia 19 meses 30 meses
Diagnostico EMTN EMTN LAMK LAMK
Leucocitos (x10°/1) 98 39,8 7,9 4,9
Mieloblastos (%)?2 37 25 38 48
Hb 17 19,8 8,8 8,7
Plaquetas (x10%/1) 450 22 8 14
Inmunofenotipo

CD45 + + +
CD34 ++ + +
CD117 + + +
CD11b - - + +
CD13 — — + +
CD33 +/-=P + + +
CD64 —/+b - - —
CD38 —/+P + + +
MPO — — — -
HLA-DR —/+b = = +
CD36 +/ =P + + +
CD41 ND — ND ND
CD42 ND + ND ND
CD61 ++/-P ++ — +
CD5 ND ND —
ch7 + + +
CD56 + — + -

Citogenética® «47 ,XX,+21» [21]

GATA1d Posicion 147 Posicion 266
Manejo® Conservador Conservador
Evolucion Remision espontanea

(60dias) (100 dias)
Seguimiento (meses)! 18 36

«47,XY, +21» [20]

Remision espontanea

«48,XX,+21» [3]
«46,XX» [16]
Indetectable
AML-BFM 98
Remision completa

«48,XX,+8,+21» [12]
Posicion 161
AML-BFM 98

Exitus (neumonitis intersticial)

36 1

EMTN: enfermedad mieloproliferativa transitoria neonatal; LAMK: leucemia aguda megacarioblastica; ND: no disponible
@ Porcentaje de mieloblastos en el examen citoldgico de sangre periférica para los pacientes 1y 2 y de médula 6sea para los pacientes

3y4.

b En el paciente 1 se comprobé la presencia de una doble poblacién blastica.

¢ Formula cromosoémica y numero de metafases analizadas en sangre periférica para los pacientes 1 y 2 y en médula d0sea para los
pacientes 3 y 4. En el paciente 3 se identifica una doble poblacion (mosaicismo).

d Sustituciones puntuales en exén 2. En el paciente 3 la cromatografia mostraba cambios sutiles sugestivos de la presencia de una

pequena clona GATAT mutante.

¢ Los dos pacientes diagnosticados de EMTN recibieron tratamiento de soporte incluyendo cuidados intensivos y ventilacion mecanica
en el paciente 1 (hidrops). Los dos pacientes diagnosticados de LAMK recibieron quimioterapia de intensidad reducida segun el protocolo

AML-BFM 9810,
f Desde el diagnéstico inicial.

unidad 14 meses antes de un SMD relacionado con el SD en
un aspirado medular practicado por detectarse trombocito-
penia y en el que se encontré hiperplasia megacariocitica
con rasgos displasicos en ausencia de blastos. Las mues-
tras de los cuatro pacientes fueron examinadas en busca
de mutaciones en los exones 2 y 3,1 de GATAT (mutaciones
previas al codon 84). La extraccion del ADN de las muestras
de sangre periférica y/o médula 6sea se realizé empleando
el Mini Kit QlAamp DNA (Qiagen®) segun las instrucciones
del fabricante o bien mediante una técnica estandar de
extraccion en fenol-cloroformo. Para el analisis mutacional
del exon 2 de GATA1 se empled la técnica de reaccion en
cadena polimerasa (PCR) mediante cebadores previamente
disefados por el Dr. Fisher en el Instituto Weatheral de

Medicina Molecular (datos no publicados) y para el exon 3,1
se emplearon los pares de cebadores previamente descritos
por Wechsler et al.2' Las muestras amplificadas se analizaron
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (WAVE;
Transgenomic®, Omaha, NE). Los fragmentos del exon 2 se
analizaron a 60,2, 61,2y 62,2°C y los fragmentos del exon
3,1a61,9y62,9°C. Lasecuenciacion bidireccional se realizo
mediante la tecnologia ABI BigDye® y se analizé6 empleando
los programas Sequencher® y Mac Vector®. En los casos en
los que el analisis de la secuenciacion no resultaba claro se
realiz6 un subclonaje de los productos de la PCR empleando
el vector pGEM-T Easy (Promega®) segiin el protocolo del
fabricante, seguido de una secuenciacion de los productos
clonados.
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Figura1 Microfotografia de la extension de sangre periférica
de un paciente diagnosticado de mielopoiesis anormal tran-
sitoria. Identificacion de blastos mieloides mediante citologia
convencional (tincion May-Grunwald-Giemsa).

Presentamos los hallazgos inmunofenotipicos, citogené-
ticos y moleculares de estos cuatro pacientes.

Resultados

El porcentaje de blastos en sangre periférica en los dos
pacientes con EMTN fue 37 y 25%. Un paciente mostré una
doble poblacion blastica tanto por citologia 6ptica como
por técnicas de fluorocitometria (fig. 2). En los dos pacien-
tes diagnosticados de LAMK el porcentaje de blastos en el
aspirado medular fue de 38 y 48% respectivamente en el exa-
men citoldgico y de 15 y 10% mediante fluorocitometria. Los
hallazgos inmunofenotipicos en los cuatro pacientes fueron
variables (expresion constante de CD34, CD45, CD117yCD7y
variable de CD13, CD33, CD64, CD11b, CD5, CD56 y HLA-DR).
La expresion de marcadores de diferenciacion megacarioci-
tica (CD61, CD41, CD42) resultd también variable (tabla 1,
fig. 2). El examen citogenético identifico la trisomia 21 en
los cuatro casos (tabla 1) mostrando un paciente una doble
poblacion (mosaico). Una paciente desarroll6 como anoma-
lia adicional una trisomia 8 ausente en un control previo
(tabla 1).

El analisis mutacional de GATAT mostré en los 4 casos la
presencia de una clona mutante en el exon 2 de dicho gen
(tabla 1). La secuenciacion genémica demostr6 una susti-
tucion puntual en 3 pacientes en las posiciones 147, 266 y
161 (fig. 3A y B). En un caso el estudio de secuenciacion
resulté normal mientras que el perfil de la cromatografia
mostré cambios sutiles sugestivos de la presencia de una
pequena clona GATAT mutante (fig. 3C), lo que se atribuy6 a
la escasa proporcion de células blasticas en el momento del
diagnostico™?!.

Los dos casos de EMTN recibieron tratamiento de soporte
mostrando normalizacion hematologica espontanea tras 60
y 100 dias de seguimiento. En uno de ellos se comprobd
la normalizacion espontanea en el analisis mutacional de
GATA1 en un aspirado medular practicado a los 4 meses del
diagnostico. Los dos casos de LAMK se trataron segln el pro-
tocolo «<AML-BFM 98» en su rama adaptada para nifios con

Figura 2 Identificacion mediante citometria de flujo de
elementos inmaduros (CD34+) con rasgos de diferenciacion
megacariocitica (CD61+) en una subpoblacion.

SD''. La primera paciente se encuentra fuera de tratamiento
y en remision completa tras un seguimiento de 36 meses,
habiéndose comprobado la remision molecular en el analisis
mutacional de GATAT realizado a los 3 y 12 meses de finalizar
su tratamiento. La segunda paciente fallecio a consecuen-
cia de una neumonia intersticial tras la terapia de induccion
(tabla 1).

Discusion

La LAMK del SD constituye por varios motivos una entidad
Unica®'". Es el subtipo de leucemia aguda mieloblastica pre-
dominante en nifos con SD: mas de 90% de los casos frente
a un 6% en el resto de nifios. La edad de presentacion es
inferior a la edad en que se suele diagnosticar la leucemia
aguda mieloblastica en el resto de nifos: 2 afos frente a 8
afios>®'3, La LAMK de los nifios con SD suele venir prece-
dida por un SMD hasta en un 62% de casos, hecho que soélo
se documenta en 8% de pacientes sin SD con leucemia aguda
mieloblastica®'”?2. Pero la peculiaridad més llamativa de la
LAMK del SD es su asociacion a la EMTN, un trastorno hema-
toldgico caracteristico de recién nacidos con SD. Se estima
que entre 4 y 10% de neonatos con SD tienen una prolife-
racion clonal de megacarioblastos circulantes que resultan
indistinguibles de los blastos de la LAMK'=416:17.23,

El proceso que da lugar a la EMTN comienza en la vida
intrauterina y en la mayoria de casos no produce nin-
gln problema al recién nacido aunque en algunos casos,
como consecuencia de la afectacion visceral, este trastorno
puede tener consecuencias potencialmente fatales'™*".
Esta poblacion de células atipicas desaparece espontanea-
mente durante los 3 primeros meses de vida sin intervencion
terapéutica alguna, pero un 20—25% de casos desarrollaran
un SMD y una LAMK durante los primeros cuatro afios247:1¢,
Diferentes hipotesis intentan explicar el curso autolimitado
de la EMTN interpretandose como un trastorno propio de la
hematopoyesis hepatica fetal>3. La identificacion de muta-
ciones adquiridas especificas de GATAT en la EMTN y la LAMK
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Figura 3

La secuenciacion del gen GATA1 del paciente 4 (A) muestra una sustitucion C>T (flecha) en la posicion 161 dando lugar

a un codon de parada. La cromatografia (B) muestra un patrdn alternativo a GATA1 salvaje (WT: wild type). La cromatografia en el
paciente 3 (C) muestra cambios sutiles sugestivos de la presencia de una pequena clona GATAT mutante.

demuestra que la poblacion leucémica de la LAMK procede
de una clona de la EMTN"S,

El gen GATAT esta ubicado en el cromosoma X y codi-
fica un factor de transcripcion hematopoyético cuya funcion
resulta esencial para la maduracion de los precursores eroi-
troides y megacariociticos"'?. Las mutaciones de GATA1
descritas en los blastos leucémicos del SD se agrupan
en el exon 2 y dan lugar a la expresion exclusiva de
una isoforma acortada de GATAT1 de 40-kD que carece
del dominio N-terminal, conocida como GATA-1s (GATA-1
short)'—3:6:8,16,18,21,24.25  Fn ausencia de la trisomia 21, estas
mutaciones en GATAT no desencadenan leucemia aunque si
son capaces de alterar la hematopoyesis normal®2¢. Tales

mutaciones no son detectables cuando la leucemia o la EMTN
alcanzan la remisién y, exceptuando un caso?’, no se han
encontrado en los blastos leucémicos de casos de LAMK no
relacionados con el SD"318,24.25.28

Por tanto, la EMTN y la LAMK se interpretan como dife-
rentes manifestaciones de un trastorno comin. En la fase
inicial de la EMTN, uno o varios clones de blastos megacario-
citicos se acumularian en la sangre, higado y médula osea.
Mecanismos de muerte celular programada, senescencia o
diferenciacion celular permitirian la resolucion espontanea
de la EMTN con la consiguiente extincion de las clonas leu-
cémicas. La desaparicion espontanea de estas células tras
el nacimiento sugiere que existe un factor ambiental que
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resulta esencial para la proliferacion de las mismas y que
vendria determinado por el ambiente hematopoyético hepa-
tico fetal"'®25, En un grupo de pacientes, sin embargo,
una subclona latente daria lugar al trastorno clonal cono-
cido como SMD, que evolucionaria invariablemente a LAMK.
Las mutaciones de GATAT actuarian como evento iniciador
de esta secuencia patogénica. Se desconocen los facto-
res genéticos o epigenéticos adicionales responsables de la
transformacion en SMD y LAMK'=317-19.25_ Se ha especulado
sobre la posibilidad de tratar a los pacientes con EMTN,
incluyendo aquellos con enfermedad silente detectada en
el analisis mutacional de GATA1, con dosis bajas de arabi-
noésido de citosina para prevenir la evolucion a SMD y LAMK
y estas iniciativas constituiran objetivos de investigacion a
corto plazo™'®.

El diagnostico de LAMK en estos pacientes suele estable-
cerse con un porcentaje de blastos en médula dsea inferior
al habitual en un debut de leucosis aguda®'™. En nuestros
dos pacientes de LAMK la estimacion del porcentaje de blas-
tos mediante citologia y citometria oscilé entre 10 y 48%.
Tanto en la EMTN como en la LAMK los blastos leucémicos
muestran rasgos variables de diferenciacién megacariocitica
(citolégicos, fenotipicos y ultraestructurales)*'>, pero tam-
bién se ha reconocido en ellos la expresion de caracteristicas
propias de otras lineas*”'>'8, La expresion aberrante del
marcador linfoide T CD7 (constante en nuestra serie) y de
otros marcadores como CD56 en los blastos de la EMTN y la
LAMK asociada al SD ya ha sido descrita previamente*?215.2°
La escasa infiltracion medular al debut y la variabilidad
fenotipica de los blastos leucémicos podrian contribuir a
dificultar y retrasar el diagndstico de LAMK y en aquellos
casos en los que el examen convencional de la médula 6sea
resulta equivoco, el examen molecular de GATA1 puede ser
concluyente?.

En nuestra experiencia, el analisis mutacional de GATA1
ha resultado de gran utilidad. En primer lugar, ha permi-
tido establecer con fidelidad el diagnostico de trastorno
mieloproliferativo asociado a SD, facilitando la orientacion
terapéutica: actitud expectante en los dos casos de MAT
y tratamiento «adaptado» en los dos casos de LAMK. En
segundo lugar, ha permitido «adaptar» la intensidad de tra-
tamiento a una paciente de LAMK fenotipicamente normal
portadora de un mosaicismo para la trisomia 21, reduciendo
por tanto el riesgo de toxicidad sin comprometer la efectivi-
dad del tratamiento. En nuestra opinion, la recomendacion
de manejar la EMTN asociada a mutaciones en GATA7 en
individuos portadores de mosaicismo?'-3° de igual modo que
la EMTN del SD deberia extenderse también para el trata-
miento de los pacientes con LAMK con mutaciones de GATAT1
y mosaicismo 21, reduciendo por tanto su intensidad de
tratamiento’.

Por Gltimo, el examen de GATA1 ha permitido estable-
cer la remision molecular en dos pacientes supervivientes
en los que el analisis de enfermedad residual se veia com-
prometido por los fenotipos inespecificos de las poblaciones
blasticas®?°.

La LAMK de los nifios con SD menores de 5 afos es una
entidad bioldgica Unica de prondstico favorable cuyo trata-
miento debe individualizarse del resto de casos de leucemia
aguda mieloblastica. La identificacion de las mutaciones
especificas de GATA1 debe contribuir a identificar estos
Casos.
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