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RESUMEN

El Sindrome de Down (SD) debido a trisomia 21 es laanomalia
cromosdémica mas comun en humanos. Descrita por John
Langdon Down en 1866, este desorden multisistémico fue
reconocido en 1959 por Lejeune como resultado de la presencia

de 3 copias del cromosoma 21.

Los nifios con Sindrome de Down tienen un marcado
incremento en el riesgo de desarrollar trastornos hematoldgicos,
entre ellos desorden mieloproliferativo transitorio (DMT) vy
leucemia  megacarioblastica aguda. Se calcula que
aproximadamente 1-2% de todos los pacientes con SD
desarrollaran leucemia, sobre todo en el transcurso de los
primeros 5 afios de vida y que aproximadamente 10-20%
presentan DMT en el periodo neonatal, el cual esta asociado a

mutaciones en el gen GATA1.

Recientes investigaciones de Wechsler, et al (2002),
Mundschau, et al (2003) y Roberts et al (2013), han reportado que
mutaciones en el gen GATAz1 en pacientes con Trisomia 21
confieren un riesgo del 5-10% de desarrollar leucemia mieloide,

esto debido a que GATAz1 regula la expresion de genes de



involucrados en la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de

los progenitores eritroides y megacariociticos.

Por tal motivo nos planteamos buscar mutaciones en el exon
2 de GATA1, donde se han reportado la mayoria de las

mutaciones.

Para este estudio se realizd una revision de expedientes que
comprendio el periodo de 01 de marzo 2017 a 30 de junio 2018 de
todos los pacientes con diagnostico clinico de Sindrome de Down
de acuerdo a los criterios de Hall, que fueron atendidos en la
consulta externa del Servicio de Genética Médica del Centro
Médico Nacional 20 de Noviembre. Se seleccionaron 14 pacientes
con alteraciones hematoldgicas, a quienes se les tomd una
muestra sanguinea para la secuenciacion del exon 2 de GATAz, no
encontrandose cambios en el electroferograma (NCBI

NG_008846.2).

Dentro de la poblacion de estudio en este Centro Médico se
detectd una incidencia de 12.5% para alteraciones hematoldgicas en
pacientes con Sindrome de Down, siendo la leucopenia y anemia las

mas frecuentes, con un 33%y 26.6% respectivamente.
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INTRODUCCION

El SD debido a trisomia 21 es la anomalia cromosémica mas
comun en humanos. ** Primero descrito por John Langdon Down
en 1866, este desorden multisistémico caracterizado por
alteraciones faciales caracteristicas, cardiopatia congeénita,
hipotiroidismo y retraso en el neurodesarrollo fue reconocido en
1959 como resultado de la presencia de 3 copias del cromosoma
21, usualmente en todas las células. Las anomalias hematoldgicas
son comunes aunque no existe un porcentaje establecido en
general, el espectro incluye una variedad de alteraciones
benignas y malignas de la cuenta sanguinea, tales como
neutrofilia (80%), trombocitopenia (66%), policitemia (34%) asi

como DMT y leucemia. 34

EIDMT en el sindrome de Down (DMT-SD) se ha asociado con
mutaciones somaticas en el gen GATA1 de acuerdo con
resultados de Wechsler, et al (2002) 5, Mundschau, et al (2003)°®y

Roberts, et al (2013) .

El DMT implica la proliferacion clonal de megacarioblastos

inmaduros, lo cual ocurre en aproximadamente el 10-20% de los



pacientes con SD y se estima que entre el 20%-30%, de los
sobrevivientes de DMT progresan a leucemia mieloide aguda

(LMA) en el transcurso de los primeros 4-5 afios. %3 &9

La presencia de células blasticas en sangre periférica en un
paciente con leucocitosis moderada después del nacimiento es
significativo para el diagnostico. En un paciente con SD las células
blasticas observadas en DMT y aquellas en leucemia mieloide son
similares en caracteristicas morfologicas e inmunofenotipicas,

dificultando la distincion entre estas dos enfermedades.

El tratamiento para un paciente con DMT es controversial, la
mayoria de los pacientes s6lo son observados sin indicarse ningun

tratamiento. *9



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los pacientes con SD tienen 20 veces mas posibilidades de
padecer leucemia comparados con la poblacion general. De
acuerdo a reportes en la literatura se ha encontrado que
mutaciones en el gen GATA1 pueden estar presentes en el 10% de
los pacientes con DMT y que del 20-30% de los pacientes con
dicho diagnostico progresaran a Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

dentro de los siguientes 4 afos.

Hasta el momento no existen datos publicados de mutaciones
del gen GATA1 en pacientes con Sindrome de Down en poblacion
derecho-habiente del ISSSTE asi como tampoco en pacientes con
Sindrome de Down en la poblacion mexicana. Por lo que nos
hemos planteado realizar un estudio para identificar mutaciones

en GATAz1 en pacientes con SD y DMT.

Lo que permitira conocer en primer lugar, la frecuencia con
que se presenta el DMT en los pacientes con SD de esta
institucion. Conocer que proporcion de estos pacientes presentan
mutaciones en GATAZ1, los tipos de mutaciones presentadas y su

relacion con las caracteristicas hematoldgicas.

De encontrarse resultados similares a los reportados en la
literatura podria considerarse el analisis de GATA1, como parte

del sequimiento de pacientes con Sindrome de Down y DMT.



JUSTIFICACION

El factor de transcripcion codificado por GATAz1 se considera
esencial en el desarrollo eritroide; las mutaciones somaticas en el gen
GATA1 asociado a la trisomia 21, pueden ser suficientes para
promover la expansion transitoria de megacarioblastos inmaduros

vistos en DMT.

La identificacion de mutaciones en GATAz1 en pacientes con
Sindrome de Down permitira realizar un sequimiento estrecho de los

pacientes con mayor riesgo de desarrollar LMA.

La ausencia de datos a nivel nacional y las escasas publicaciones
de poblacion latina acerca de mutaciones en el gen GATA1 en
pacientes con Sindrome de Down y la frecuencia con que estas
mutaciones se asocian con el Desorden Mieloproliferativo Transitorio,
nos lleva a realizar esta investigacion, para contribuir con datos
relevantes en poblacion mexicana que ayuden en el seguimiento de

las complicaciones del sindrome de Down.



OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar cambios en la secuencia del exon 2 del gen GATA1
en pacientes con Sindrome de Down y Desorden Mieloproliferativo

Transitorio en el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre.

Objetivos Especificos

e Describir las variantes en el Exon 2 del gen GATA1 en
pacientes con Sindrome de Down y Desorden
Mieloproliferativo Transitorio del Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre y comparar resultados con
los datos publicados en el ambito internacional.

e Determinar si los cambios encontrados en la
secuencia del exdn 2 del gen GATA1 corresponden a
variantes patogénicas.

e Calcular la proporcion de pacientes con SD y DMT
que presentan mutaciones en GATA1.

e Determinar si existe relacion entre el tipo de mutacion

y las alteraciones hematoldgicas.
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CAPITULO 1. DESORDEN MIELOPROLIFERATIVO TRANSITORIO
ASOCIADO AL SINDROME DE DOWN

ANTECEDENTES

El Sindrome de Down es la aneuploidia compatible con la vida
mas frecuente, con una incidencia de 1 caso por cada 600-1000 recien
nacidos vivos. *>*** Las principales caracteristicas de este sindrome
incluyen cardiopatias congénitas, anomalias craneofaciales,
alteraciones endocrinoldgocas, retraso en el neurodesarrollo,

anomalias hematopoyéticasy neurodegeneracion tipo Alzheimer. ***

A mediados del siglo XIX la mortalidad que predominaba en
los pacientes con SD era muy elevada, quienes fallecian durante los
primeros meses de vida debido principalmente a complicaciones

cardiacas y/o hematoldgicas.

Actualmente debido a la mejoria en el manejo clinico de esta
entidad nosoldgica se ha incrementado la esperanza de vida (que
actualmente se considera cercana a los 60 anos), por lo que los
médicos a cargo de estos pacientes deben llevar una vigilancia

estrecha durante los primeros 5 afnos de vida.



Ademas de las comorbilidades frecuentemente asociadas
como hipotiroidismo (40%) y cardiopatias congénitas (40%)8 los nifios
con SD tienen de 10-20 veces mas riesgo de desarrollar leucemia
comparados con nifos sin alteraciones cromosomicas dentro de los

primeros 4-5 afios de vida. > %93

Se ha estimado que 2-3% de los nifios con SD desarrollaran
leucemia mieloide y 10-20% desarrollan DMT. % ** Sin embargo la
verdadera incidencia de este trastorno es desconocida pues se ha

identificado en neonatos asintomaticos.

Una limitante es que los estudios de biometria hematica o
frotis sanguineos no son realizados de forma rutinaria en recién
nacidos con SD en muchos centros de atencion médica y aun no existe
un consenso que haya definido los criterios especificos para su

diagndstico.

El DMT es considerado una fase preleucémica de LMA, con

una transformacion hacia leucemia mieloide en 20-30% de los casos.

71914



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define el DMT
como un incremento en las células blasticas periféricas en neonatos

conSD. 7

El DMT se caracteriza por un aumento de las células blasticas
circulantes que alberga mutaciones adquiridas en el extremo amino

en el gen clave del factor de transcripcion hematopoyético GATAz. *

Aproximadamente 20-30% de los pacientes que presentan
DMT desarrollaran Leucemia Mieloide Aguda (LMA) dentro de los
siguientes 4-5 afios. ** ** 7 Algunos autores consideran a ambas

patologias dentro del mismo espectro. *?

El DMT se ha descrito Unicamente en pacientes con trisomia
21, aunque algunos autores consideran que también puede
presentarse en pacientes con fenotipo normal que presentan

mosaicismo de trisomia 21 en células blasticas. 26:17:28

Este desorden clonal esta caracterizado por la presencia de
blastos mieloides que expresan marcadores megacarioblasticos o

bien antigenos de superficie asociados a plaquetas; generalmente



evoluciona a la remision espontanea durante los 3-6 meses de vida,

sin embargo en algunos casos puede ser fatal. 7

EIDMT puede manifestarse en etapa intrauterinay en periodo
neonatal, algunos autores consideran que puede presentarse hasta

los 2-3 meses de vida. 9222

En el periodo neonatal puede presentarse con anemia 6
hidrops fetalis. Otros signos incluyen hepatoesplenomegalia,
insuficiencia hepatica, ictericia obstructiva, efusion pericardica,
leucocitosis (aunque en algunos pacientes el conteo de leucocitos
puede ser normal), células blasticas en sangre periférica y erupciones

en la piel. 92622

Alrededor del 10-15% de los neonatos con sindrome de Down
tienen un diagnostico de DMT con blastos> 10% y caracteristicas
clinicas tipicas que requieren una estrecha vigilancia en el periodo
neonatal ya que la tasa de mortalidad puede ser de hasta 20%. 7 *
Otro 10-15% de los neonatos con sindrome de Down tienen una o mas
mutaciones GATAz1 adquiridas en asociacion con un bajo nUmero de
células blasticas circulantes (<10%) y tienen una enfermedad clinica y

hematoldgicamente silente (DMT silente). *



En la mayoria de los casos de DMT clinico y DMT silente, la
clona portadora de la mutacion en GATA1 entra en remision completa
y permanente sin necesidad de quimioterapia. Sin embargo, 20-30%
de los recién nacidos con DMT y DMT silente desarrollan LMA en los
primeros 4-5 afos de vida. *»**:2%22 cyando las células con mutacion
en GATAz1 adquieren de manera adicional variantes patogénicas en

oncogenes o por alteraciones epigenéticas. ** * 7

Las mutaciones en GATA1 son encontradas hasta en un tercio
de los neonatos con SD vy frecuentemente son clinica vy
hematoldgicamente “silentes”. La mayoria de los casos de DMT

presenta remision espontanea. *



PATOGENIA

Se ha propuesto un modelo de tres pasos en la patogenia del
DMT y LMA: se requiere la presencia de trisomia 21 en células
troncales hematopoyéticas, una mutacion adquirida en GATA1 y al

menos una mutacion oncogénica adicional. * 723 Figura 1.
El modelo se describe a continuacion:

1) Alteracion en la hematopoyesis fetal inducida por trisomia 21.
Evento inicial. Al final del primer trimestre de gestacion existe una
hematopoyesis anormal inducida por la propia trisomia 21,
considerandose un paso previo a la aparicion de las mutaciones en
GATA1. El DMT es considerado por algunos como una patologia
puramente fetal, donde el microambiente hematopoyético fetal
puede también contribuir tanto a estos cambios como a la expansion
y/o mantenimiento del clon mutante GATAz1s. Publicaciones recientes
indican que la trisomia de RUNXz, ETS2 y ERG asociada a la presencia
de GATA1s podria ser suficiente, para explicar algunas de las
anomalias hematopoyéticas observadas en las células primarias de

higado humano y DMT. Aun no esta totalmente claro porque la
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HIGADO FETAL ETAPA NEONATAL INFANCIA TEMPRANA

Hematopoyesis alterada 6 meses 5 afios

Tcélulas madre/progenitoras hematopoyeticas
T progenitores entroides megacarnociicos Extincidn de la clona
i oo
T progenitores megacariociticos DMT Clinico
Grandes

clonas
GATAT

Mutaciones adquiridas en
GATAI

DMT Silente

5-30%

Pequefias
Clonas ~10-15%
GATA1

No mutacion GATAI -

Figura 1. Patogénesis de DMT y LMA-SD. Modificado de Bhatnagar, et al., 2016

Extincion de la clona




trisomia 21 causa cambios gendmicos en la expresion génica que
afectan directa o indirectamente a multiples genes en la mayoria de

los cromosomas. 723

2) Mutaciones en GATA1 que favorecen la presencia de una
proteina trunca en el extremo amino terminal. La asociacion de
mutaciones en GATA1 con LMA-SD y DMT fue descrita por primera
vez en el 2005 por John Crispino et al. Las mutaciones de GATA1 que
se pueden detectar en todos los casos desaparecen cuando el DMT o
LMA entran en remision, por lo que se considera que se trata de un

evento somatico adquirido. %

Con el advenimiento de la tecnologia de secuenciacion de
nueva generacion se ha podido demostrar que las mutaciones GATA1
estan presentes en todos los casos de DMT y LMA-SD. Asimismo se
ha encontrado que dichas mutaciones estan presentes hasta en un 25-

30% de todos los neonatos con Sindrome de Down. *

Por lo que se considera que las mutaciones en GATA1 son
necesarias para el desarrollo de DMT y LMA, asimismo estas
mutaciones son adquiridas en etapa intrauterina y dan una ventaja

selectiva a las células progenitoras. Aproximadamente el 97% de las



mutaciones somaticas o adquiridas de GATA1 se encuentran en el

exon 2y el 3% en el exon 3.7/

No existen mutaciones frecuentes reportadas; las variantes
patogénicasincluyen inserciones, deleciones y mutaciones puntuales.
Tampoco existe una correlacion entre el tipo de mutacion con mayor
riesgo para desarrollar LMA-SD. Debido a que la proteina trunca
GATA1s aumenta la produccion anormal de progenitores
hematopoyéticos, se considera que las mutaciones presentan un

mecanismo de ganancia de funcién. **

3) Mutaciones adicionales en LMA-SD. Se requieren mutaciones
adicionales en otros genes que asociadas a la trisomia 21 y las
mutaciones en GATAz1 favorezcan la transformacion de células
hematopoyéticas de un DMT a una LMA-SD. Entre los genes
candidatos se encuentran RAD21, STAG2, SM(3, SMC1A, CTCF, EZH>,
KANSLz1.*

Otros genes propuestos son los de la via Ras: NRAS, KRAS,
CBL, PTPN11 y NF1. La via de sefializacion de IGF y TGF-b también se

considera importante en la patogenia de DMT y LMA. 42224



CARACTERISTICAS CLINICAS

El DMT tiene una expresividad variable: en el fenotipo mas
leve se detecta como un hallazgo incidental en un paciente
aparentemente sano (10-25% recién nacidos) y en el otro extremo del
espectro, los neonatos con DMT pueden presentar infiltracion
leucémica diseminada (10-20% de los recién nacidos) con
hepatoesplenomegalia, derrames, coagulopatia, erupcidn cutanea y
falla organica multiple con un porcentaje de blastos >10%. *** (Ver

Tabla 1)

La ictericia no es un dato clinico diagndstico ya que puede
presentarse en pacientes sin DMT, pero puede presentarse en el curso
de fibrosis hepatica progresiva, la cual se considera una complicacion
comun, dentro de un cuadro clinico letal, por lo que siempre sera

necesario realizar biometria hematica. 74 2224



Tabla 1. CARACTERISTICAS CLINICAS EN LOS PACIENTES CON

CARACTERISTICAS
CLINICAS (NEONATOS)

HEPATOMEGALIA
ESPLENOMEGALIA
RASH EN LA PIEL

DERRAME
PLEURAL/PERICARDICO

ICTERICIA

ANOMALIAS DE
COAGULACION

TROMBOCITOPENIA

(<100X109/L)

LEUCOCITOSIS
(>26X109/L)

ANEMIA (<13G/DL)

DMT*

4,0%
30%
11%

9%

70%
10-

25%

50%

~50%

5-10%

DMT

DMT
SILENTE**

<5%
<1%
<1%

<1%

60%

...5%

50%

10%

<5%

SINDROME DE DOWN
(SIN MUTACION EN
GATA1)

4%
<1%
<1%

<1%

50-60%

Ns%

50%

10-15%

1-5%

*DMT: Blastos en sangre periférica >10% y una o mas mutaciones adquiridas en

GATA1. **DMT silente: blastos en sangre periférica <10% y una 0 mas mutaciones

adquiridas en GATA1. Modificado de Bhatnagar, et al., 2016.



DMT SILENTE

Al menos la mitad de todos los neonatos con SD con
mutaciones GATA1 tienen un porcentaje de blastos en sangre
periférica que va del 1-10% y no presentan caracteristicas clinicas que
nos permitan sospechar DMT, por lo que se considera un cuadro
silente (Tabla 1). En estos pacientes es importante detectar la
presencia de mutacion en GATA1, ya que esto implica que el paciente
estd en riesgo de desarrollar posteriormente LMA-SD si las células
precursoras hematopoyéticas con la mutacion de GATAz persisten.
Aunque es posible que la ausencia de datos clinicos se deba a un clon
mutante GATA1 muy pequeio al nacer. Existe una fuerte correlacion
entre el tamano de la clona mutante y el porcentaje de blastos de

sangre periférica. *

Los estudios moleculares disponibles para el analisis de
GATAz1 son la secuenciacion Sanger y la metologia de NGS, con una

sensibilidad que va del 10-30% y 0,3-2% respectivamente. 7 *

No esta claro si debe realizarse una monitorizacion de las
clonas GATA1 mutantes después de que se realiza el diagndstico, es

importante sefialar que un paciente puede tener mas de una clona



mutante GATA1. Asimismo la LMA-SD puede desarrollarse a partir de

una o mas clonas GATAz. %

EVOLUCION DEL DMT

El 80% de los pacientes con SD que desarrollan DMT
presentaran una resolucion espontanea dentro de los 3 meses de vida
extrauterina, con una mortalidad del 20% debido a insuficiencia
hepatica por fibrosis e infiltracion de células blasticas. La remision
inicia con la normalizacion de la biometria hematica y la desaparicion
de los blastos en sangre periférica, para posteriormente dar lugar a la

resolucidn de los datos clinicos como la hepatomegalia. *

El 20-30% de los pacientes con DMT desarrollard LMA-SD.
Los pacientes con SD y LMA que presentan la mutacion de GATAz
tienen mejor respuesta al tratamiento y mejor prondstico que la

poblacion general. *5

La frecuencia de mutaciones GATA1 se estima desde un 3-

30% en los neonatos con sindrome de Down. 7: *



Las mutaciones GATAz1 se detectan en todos los casos de
LMA-SD y, por lo tanto, son esenciales para la progresion de DMT a
LMA-SD. Aun no se han identificado los factores que predicen de

manera confiable la transformacion de TAM a ML-DS.

El tipo de mutacion GATA1 no parece jugar un papel
importante en el fenotipo. El tamafio de la clona mutante como
predictor para el desarrollo de LMA-SD aun no es concluyente. El
Unico factor clinico que se ha asociado con la transformacion de DMT

a LMA-SD es la presencia de derrame pleural en el periodo neonatal.

14, 26

HALLAZGOS DE LABORATORIO EN DMT

e Los principales son leucocitosis y la presencia de blastos en
sangre periférica. Los blastos en el DMT clinico se han
considerado >10%. Cuando son menores al 10% y existe
mutacion en GATA1 se considera DMT silente.

e Laleucocitosis se presenta en 30-50% de los casos de DMT e
incluye elevacion de neutrofilos, mielocitos, monocitos y
basdfilos.

e Trombocitosis y trombocitopenia. Aunque también se ha
descrito que los pacientes pueden presentar un conteo

normal de plaquetas.



e Anemia, se ha descrito que es poco frecuente, sin definirse un
porcentaje en la mayoria de los estudios.

e Alteracion en el perfil de coagulacion (20-25%) en aquellos
casos con insuficiencia hepatica severa por infilgracion
blastica.

e Hiperbilirrubinemia conjugada y elevacion de transaminasas,

en caso de afeccion hepética. 7 *

Un dato especifico de laboratorio para el diagnostico de DMT
es la presencia de un porcentaje elevado de células blasticas
circulantes. Sin embargo aun no se establece el punto de corte para
establecer si se trata de un DMT cuando no existe la posibilidad de
realizar el analisis molecular de GATA1. Por lo que varios autores han
considerado que debe ser >10% en sangre periférica como se ha

indicado en parrafos anteriores. 7/ %45

Kobayashi et al 2017, encontraron una expresion activa de la
proteina MCP-1 (monocyte chemoattractant protein) en el tejido
hepatico en un paciente con DMT a quien se realizo un analisis
completo de citosinas profibrogénicas, por lo que proponen su
cuantificacion como un biomarcador confiable no invasivo de fibrosis

hepatica asociada a DMT-SD.



Caracteristicas de los blastos.

Aproximadamente el 98% de los neonatos con SD presentan

blastos en sangre periférica. 7 *

Aun no existe un consenso internacional que defina el
porcentaje de corte para establecer el diagnostico clinico. En el OIDSC
(Oxford Imperial Down Syndrome Cohort) se establecid el diagnostico
de DMT con un conteo de blastos >10% y la presencia de mutaciones
en GATAz1 dentro de los primeros 14 dias de vida extrauterina. En
dicho estudio se encontro que el 8.5% presentaba un cuadro clinico
reconocible de DMT; el 26% de los neonatos que presentaba blastos
<10% en sangre periférica (Rango 1-10%) sin otros datos clinicos,
presentaba mutacion en GATA1 por lo que fueron clasificados como
DMT silente. Y que el 25% de los pacientes con blastos >10% no

presentaron mutacion en GATAz1. *

Por lo que se concluye que para un diagnostico definitivo de
DMT se requiere la presencia de blastos >10% asociado a mutacion en
GATA1. Esto es indispensable para identificar a todos aquellos
pacientes en etapa neonatal que requieran una vigilancia muy

estrecha en este periodo para el inicio de quimioterapia. *



Aun asi, el nivel de corte de blastos >10% no se considera ni
especifico ni sensible para identificar a la mayoria de los recién

nacidos con mutaciones de GATA1. *

Los blastos en DMT son megacarioblasticos con vesiculas

citoplasmaticas y citoplasma basofilo. Figura 2.

Figura 2. Blastos en sangre periférica en paciente con DMT. Tomado de

Carruthers et al., 2017



El inmunofenotipo es muy variable, con un patron
caracteristico de coexpresion de marcadores de células madre (CD34,
CD117), marcadores mieloides (CD33/CD13), glicoproteinas
plaquetarias (CD36, CD42, CD61) , asi como CD38, CDs56, CD7y1,
CD42by CDy. 424

Actualmente no existe un perfil morfolégico e
inmunofenotipico que nos permita diferenciar con exactitud el DMT
de los casos en los que hay blastos en sangre periférica sin mutaciones

GATAz1.*

Tampoco existe una diferencia entre las caracteristicas

fenotipicas de los blastos en DMT y LMA-SD. ®



COMPLICACIONES DEL DMT

El DMT presenta una mortalidad de aproximadamente 20%,
el 80% de los pacientes con SD presentara una resolucion espontanea

sin requerir ningun tipo de tratamiento.

Entre las complicaciones letales que se pueden presentar en
DMT se ha descrito la falla respiratoria aguda, coagulopatia y fibrosis

hepatica. >

TRATAMIENTO DEL DMT

Existen varias opciones terapéuticas, entre ellas: leucoféresis,

esteroides, exanguinotransfusion y quimioterapia. * 4

En pacientes con leucocitosis, prematuridad y datos de
alteracion multiorganica, el manejo recomendado de primera linea
consiste en realizar exanguinotransfusiones repetidas, cuando no hay
respuesta a este tratamiento se recomiendan dosis bajas de

citarabine. %48



Hay pocos datos de los efectos toxicos de quimioterapia con
antraciclinas en productos prematuros. Von Donberg et al. Reportd
el desarrollo de insuficiencia cardiaca después del uso de citarabina en
un paciente prematuro con diagnodstico de LMA (M6). Aunque la causa
mas frecuente de fracaso del tratamiento es el desarrollo de toxicidad,

especialmente mucositis e infeccion. &

En cuanto a las complicaciones dentro del DMT, Kobayashi et
al 2018 consideran que la terapia con anticitoquinas dirigida a las
citocinas fibrogénicas de la proteina MCP-1, podria proporcionar una
nueva intervencion terapéutica para la fibrosis hepatica asociada con
TMD-SD, ya que MCP-1 es responsable de la activacion prolongada de
las células estrelladas hepaticas (adipocitos hepaticos) productoras de
colageno, tanto de forma paracrina como autocrina, promoviendo la

fibrosis hepatica.



CAPITULO 2.-ASPECTOS MOLECULARES DE GATAz

EL GEN GATAz

La familia de proteinas GATA desempeiia un papel
fundamental en el desarrollo de muchos tipos celulares, incluyendo el

linaje hematopoyético, cardiaco y endodérmico. *7

El gen GATA1 codifica una proteina que pertenece a la familia
de factores de transcripcion GATA. La proteina tiene un papel
trascendental en el desarrollo de los eritrocitos al regular el cambio de
la hemoglobina fetal a la hemoglobina adultaasi como en la

diferenciacidn de las lineas eritroides. 2829

GATAA1 se localiza en Xp11.23. ¥ 28 Figura 3.

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GATA1&keywords=GATA1)
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GATA1 tiene 2 transcritos (debido a variantes en el proceso de
corte y empalme), 98 ortélogos y 6 paralogos (GATA2 es uno de los

mas importantes). El producto funcional de GATA1 tiene 6 exones, 5

intrones. 2%3° Figura .

27.76 kb Forviard strand g
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48.75Mb 48.80Mb

02 > HDACB-2
oding NONSEnse
——&8®11 0—0g------
GATA1-201 > HDACE-217 >

protein coding processed trans
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processed trar

Figura 4. El gen GATA1. Tomado de
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSGoooo

0102145;r=X:48786554-48794311



ESTRUCTURA PROTEINICA DE GATA1

El gen GATA1 codifica una proteina de 413 aminoacidos con
una masa molecular de 42751 Da. El segundo transcrito con una
proteina de 334 aminoacidos, sin embargo en la literatura no se ha
documentado si ambas proteinas cumplen funciones diferentes. De
acuerdo a datos de Gene Ontology las funciones de este gen incluyen

la actividad de factor de transcripcion y la unién a la cromatina. 2% 3

La proteina codificada presenta dominios de dedos de zincy
funciona como activador/represor de la transcripcion de genes
involucrados en el desarrollo de lineas celulares hematopoyéticas, se
une a los sitios de DNA con la secuencia consenso
5'[ATIGATA[AG]3 dentro de las regiones reguladoras de los genes de

globinay de otros genes expresados en células eritroides. ** 28 30, 3% 32

m

Figura 5. Dominios de GATA1: AD (dominio de activacion), NF (dominio del extremo
amino de dedos de zinc). CF (dominio del extremo carboxilo de dedos de zinc).

(Tomado de http://www.imbb.forth.gr/imbb-people/en/strouboulis-research)



La proteina presenta un dominio de activacion (AD), un dominio
de dedos de zinc del extremo aminoy un dominio de dedos de zinc del

extremo carboxilo. 33

El dominio C-terminal de dedos de zinc tiene un papel
fundamental en la union al DNA, pues permite que GATA1 pueda
asociarse con la secuencia consenso (A/T)GATA(A/G). El extremo
amino aumenta la estabilidad de la union de GATA1 al DNA y también
facilita la unién de GATA1 a un subconjunto de sitios de unidn que
contienen secuencias palindromicas. Ademas, el dominio N-terminal
de dedos de zinc es critico porque es el dominio que interactua con el

cofactor clave FOGa.

La proteina GATA1 presenta una estructura cuaternaria, formada

por 413 aminoacidos, con con una masa molecular de 42751 Da. 2

Figura 6. Estructura 3D de la proteina GATA1.



La proteina GATA1 puede formar homodimeros o heterodimeros

con otras isoformas.?®

Interactya (a través del dominio N-terminal de dedos de zinc) con
ZFPM31, GFI1B, PIAS4, LMCD1, BRD3, CREBBP, EP300, MED1, CCAR1
y CALCOCO1 y CEBPE.3* Figura 7.

Figura 7. Esquema que muestra las proteinas que interactian con GATA1.



GATA1 activa la transcripcion de genes implicados en la
diferenciacion eritroide de células de eritroleucemia K562, que

incluyen HBB, HBG1/2, ALAS2 y HMBS. 35

Estudios realizados en modelos murinos han mostrado que gataz
es esencial para el desarrollo de células eritroides, megacariocitos,

mastocitos, eosinofilos y basdfilos. 73637

Los ratones knock-out para gataz son incompatibles con la vida,
Fujiwara, et al (1996) mostrdé que fallecen entre las 10 y 11SDG por
anemia. Sin gatazi, los progenitores eritroides entran a apoptosis, la
cual se ha relacionado con una expresion reducida de Bcl-xL,

considerada una molécula antiapoptética. 2738 39

El desarrollo de los megacariocitos en ausencia de gata1 presenta
multiples anomalias; no regulan positivamente CD42, tienen una
maduracion deficiente asociado a un conteo bajo. El dominio de
activacion asi como el dominio N-terminal de dedos de zinc son
necesarios para la maduracion normal y el control del crecimiento de

los megacariocitos. *74°



CAPITULO 3. MUTACIONES EN GATA1 ASOCIADAS AL
DESORDEN MILOPROLIFERATIVO TRANSITORIO

Las mutaciones en este gen se han asociado con diversas
patologias tales como la Trombocitopenia ligada al X con/sin anemia
diseritropoyética, leucemia mieloide aguda en sindrome de Down (a
nivel somatico), anemia ligada al X con/sin neutropenia y/o anomalias
de plaquetas, sindrome de trombocitopenia con beta talasemia ligada
al X, anemia de Blackfan-Diamond, por mencionar algunos de los 54

fenotipos reportados en la literatura. 27 283°

Se teoriza que la trisomia 21 podria inducir altas tasas de
mutacion en determinados loci gendmicos, entre ellos GATAz.
Asimismo se ha comprobado en modelos murinos que regiones en el
cromosoma 21 en triple dosis en resultan en anomalias en sangre

periférica. 23

Roberts et al., 2013 en una cohorte de 200 neonatos con SD
encontré que el 97.5% presentaba blastos en sagre periférica.

Encontrando mutaciones en GATA1 en el 8.5% de los pacidentes.



Una copia extra de informacion genética contenida en una
region de 4Mb en el cromosoma 21 (21q22.1-q22.2) puede tener un
efecto acelerador en la produccion de precursores hematopoyéticos

precoces y posterior hematopoyesis multilinaje. *7:23

Las variaciones patogénicas de GATA1z en DMT-SD que han sido
descritas incluyen mutaciones puntuales, inserciones, deleciones y
duplicaciones, & 7: 2% 26 4% 42, 43, 44,45 46 ng existiendo hasta el momento

mutaciones frecuentes. Tabla 2.

Tabla 2.- MUTACIONES EN GATAz REPORTADAS EN LA

LITERATURA
Autores Paciente Edad Sexo Blastos Mutacion
(dias)
Rainis et al., 1 17 F 84% SP c.202delAG, p.Gly31
2003

NM_002049 2 22 M 24% SP 296ins19 Ala61
3 21 F 68% SP IVS2_2T_C Pro73
4 23 M 51% SP 262delG Pro50
5) 13 M 8% SP 297insA
6 23 F 24% MO 272ins10 Ala53
7 23 M 41% MO 263del43 Pro50
8 15 F 98% SP 113A_G Met1Val
9 35 F 17% MO 225C_T Pro38Leu
11 11 M 20% MO 202delAG Gly31
14 31 F >20% MO 332G_T Pro73
21 31 F 38% MO 292ins11 Leu60
24 11 F 33% MO 115G_A Metllle
25 44 M 55% MO 161C_T Prol6
26 20 F 23% MO 301del11,ins22 Tyr63
49 50 M 70% MO 116G_T Metl



Autores

Lietal., 2015

Humetal.,
2016

Mundschau et
al., 2003

Xu et al., 2003

Paciente

62B

TAM1

TAM3

TAMA4

TAM5

TAM6

TAM7

TMD-1

TMD-2
TMD-3
TMD-4
TMD-5
TMD-6
TMD-7
TMD 1

TMD 2

TMD 3
TMD 4
TMD 5
TMD 6
TMD 7
TMD 8
TMD 9
TMD 10
TMD 11
TMD 12
TMD 13
T™MD 14
TMD 15
TMD 16
TMD 17
TMD 18

Edad
(dias)
22
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND

o OO P~ WN R

U W WO

=
o

Omeses

D

D OO S D XOOOOMWU

Sexo

M

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

<

ENESESETEahy

S 1T <1< << 1<

Blastos*

40% MO

ND

ND

ND
22% SP

26%SP

1% SP

79% SP

ND

55% SP

55% SP

25% SP
62% SP
26% SP
68% SP
49% SP
64% SP
ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

Mutacién

298dup289-298
Tyr62
del6bp from 1VS2p1
183 ins CC
194e267del74 bp
€. 220G >T
p.Val74Phe

¢.105_106insC
p.Ser36Leufs*4
¢.150delG
p.Ser51Alafs*86
c.5_14delAGTTCCCTGC
p.Glu2Ala
€.183_187delCTACT
p.Tyr62GInfs*4
€.216_219delCCCAInsTG
p.Pro73Gly
159-160ins20

174-175ins14
127-128ins1
173-174ins16
146-180del
170-171ins14
205-218del
1-239 del 239 bp (no 1st
initiation codon)
1-239 del 239 bp (no 1st
initiation codon)
9-52 del 44 bp
109-110delAG
64insC
56G_T (Glu13Stop)
188ins 22 bp
208C_A (Tyr63Stop)
20A_G (no start codon)
342-470 del 129 bp
55-56delAG
208C_A (Tyr63Stop)
109-110delAG
206insT
226C_G (Tyr69Stop)
218G_T (Glu67Stop)
68C_T (GIn17Stop)
208C_A (Tyr63Stop)



Autores Paciente Edad Sexo Blastos Mutacién

(dias)
TMD 19 Omeses F ND 135delA
TMD 20 0 F ND IVS1 to IVS2 del 1415 bp
TMD 20 0 F ND 1-239 del 239 bp (no 1st
initiation codon)
TMD 21 0 F ND 193 ins 19 bp

*Blastos en porcentaje. SP: sangre periférica. MO: médula 6sea. ND: informacion no

disponible. F: género femenino. M: género masculino.

La presencia de la isoforma trunca (GATA1s) de la proteina
codificada por GATA1 y la ausencia de la proteina silvestre conducen
ala supresion de la produccion de megacariocitos normales, asi como
a un aumento de la produccion y maduracion de células
megacarioblasticas aberrantes. Asimismo GATA1s modificaria la
regulacion normal de otros factores de transcripcion, incluyendo

GATA2, MYB, MYC e IKZF1 en periodo fetal. * 23 4547

Actualmente se considera que los pacientes con Trisomia 21
que presentan mutaciones somaticas en GATA1 pueden tener un
riesgo del 5-10% de desarrollar leucemia mieloide, esto debido a que
el producto del gen mutado confiere una ventaja de crecimiento
selectivo a las clonas mutantes, ya que se trata de un factor de
transcripcion que regula la expresion de genes de involucrados en la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia de los progenitores

eritroides y megacariociticos.” *®
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MARCO METODOLOGICO
MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo, transversal y de serie de

casos con muestreo no probabilistico.

Criterios de Inclusion:

e En el trabajo se incluyeron pacientes de ambos sexos, sin
importar origen étnico, con diagnostico de Sindrome de
Down que cumplan con los criterios clinicos de Hall (8),
menores de 5 afos con diagndstico de Desorden
Mieloproliferativo Transitorio (48) o que presenten alguna
alteracion en la biometria hematica compatible con los
cuadros clinicos reportados en la literatura por su relacion con

mutaciones en el gen GATA1.



Criterios de Exclusion:

e Pacientes que hayan sido transfundidos recientemente.

e Pacientes con SD con leucemia linfoide.

Criterios de Eliminacion:

e Pacientes en quienes la muestra bioldgica haya sido
insuficiente y no haya sido posible acudir para toma de nueva
muestra.

e Pacientes con expedientes incompletos.

e Pacientes que soliciten su retiro del protocolo de

investigacion.

Tipo de muestreo: muestreo no probabilistico

Los casos estudiados constituyen una muestra no
probabilistica, basada en el diagnodstico de Sindrome de Down y
presencia del Desorden Mieloproliferativo Transitorio, asi como
aquellos pacientes que presenten alteracion en la biometria hematica
que sea compatible con los cuadros clinicos reportados en la literatura

por su relacion con mutaciones en el gen GATA1.



Tabla 3. Definicidn de las variables

Variable.

Sindrome de Down

Desorden
Mieloproliferativo

Transitorio

Mutaciones en el

gen GATA1

Definicion.

Trastorno genético
causado por la presencia
de una copia extra del
cromosoma 21 O una

parte del mismo.

Cuadro  hematolégico
generalmente

autolimitado que se
caracteriza  por la
proliferacion de
mieloblastos en la
sangre periférica y la
médula dsea, y que
afecta Unicamente a
pacientes con sindrome

de Down.

Cambio patogénico en la
secuencia de nucleotidos

del gen GATA1.

Tipo de  Escala de medicion.

variable.

Cualitativa Caracteristicas clinicas

Cuantitativa. Porcentaje de blastos en medula

6sea menor que en sangre
periférica.  Infiltraciéon ~ medular

menor de 60%.

Cualitativa Secuencia nucleotidica del exdén 2
con referencia a la encontrada en

NCBI con nimero NG_008846.2



TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS A EMPLEAR.

1. Historia clinica genética.

2. Revision de expediente clinico

Firma de carta de consentimiento informado
Toma de muestra de sangre periférica

Extraccion de DNA

o v s W

Reaccion en Cadena de Polimerasa de Punto final para la

amplificacion del Exon 2 del gen GATA1.

7. Purificacion de banda de gel de agarosa al 2%.

8. Reaccion de secuencia.

9. Secuenciacion automatizada del Exon 2 del gen GATAz1y
comparacion con la secuencia de referencia NG_008846.2.

10. Recoleccidn y analisis de datos mediante programas
informaticos de Hojas de calculo.

11. Revision de la literatura para comparar el tipo de mutaciones

encontradas en este tipo de pacientes.

Los pacientes fueron valorados en el Servicio de Genética del
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, donde se realizd Historia
Clinica Genética. Una vez confirmado el diagnostico de Sindrome de
Downy la alteracion en la biometria hematica compatible con DMT se

procedid a explicar a los padres o tutores el objetivo del estudio.



Si los padres o tutores aceptaban la participacion del paciente se
procedié a su autorizacion a través de la carta de consentimiento

informado.

Posteriormente se procedid a la toma de muestra de sangre
periférica para realizar la extraccion de DNA en leucocitos T (Ver

anexo 1).

Una vez obtenido el DNA se realizo la Reaccion en Cadena de
Polimerasa (PCR) de Punto Final para la amplificacion del Exon 2 del

gen GATA1.

Tabla 4. CONDICIONES DE LA REACCION EN CADENA DE

POLIMERASA
PCR GATAz1

X
H20 16.6
DMSO 1.0
BUFFER (1x)+ MgCl2 (1.5mM) 2.5
MgCl2 (0.5mM) 0.5
dNTPs 1.0
GATA1Fw (z0mM) 0.6
GATA1Rv (z0mM) 0.6
Taq (5U/microlitro) ROCHE 0.2
DNA (50 a 100 ng/microl) 2.0

(200 ng por reaccion)
Vol. Final 25 microlitros



Se realizo PCR de punto final con las siguientes condiciones:

Tabla 5. Condiciones de PCR para el termociclador.

Desnaturalizacion inicial g5 °C 5 minutos
35 ciclos
Desnaturalizacion = g5 °C 30 segundos
Alineamiento = 53°C 30 segundos
Extension 72 °C 30 segundos
Extension final = 72 °C 7 minutos
04 °C

Se comprobd la amplificacion del templado con Electroforesis en

gel de Agarosa al 2% en cada una de las muestras.

Control GATA1.02

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa 2%. Columna 1: Marcador de peso

molecular 5o pb. Columna 2: Paciente control. Columna 3: Paciente GATA1.02.



Posteriormente se procedio a realizar purificacion de la banda del

gel de agarosa con el kit QlAquick Gel Extraction Kit (ver anexo 2).

Se comprobd la concentracion del templado para realizar la

reaccion de secuencia.

Pac Pac

Control GATAL.02

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa 2%. Columna 1: Marcador de peso

molecular 100 pb. Columna 2: Paciente control. Columna 3: Paciente GATA1.02.



La PCR de secuencia se calculd de la siguiente manera de acuerdo

a la sugerencia del proveedor (Kit DTCS).

Tabla 6. Calculo de reactivos para la

reaccion de secuencia.

1X nx
Hz2o0 10 pl
DTC’S 8l
GATA1Fw o.5ul
Templado (40ng) 1.5 ul
Volumen final 20

Al termino de la PCR de secuencia se procedia la purificacion del
segmento génico a estudiar (exon 2 de GATA1) de acuerdo al

procedimiento senalado en el anexo 3.

Finalmente las muestras fueron sometidas a una electroforesis

capilar automatizada en un secuenciador Beckman-Coulter C8o00.

Las secuencias obtenidas se compararon con la secuencia de

referencia de NCBI NG_008846.2.



Se conformd una base de datos clinicos, hematoldgicos y
moleculares a partir de un interrogatorio directo, los expedientes
electronicos y los resultados de las pruebas moleculares los cuales

fueron concentrados en hojas de recoleccién de datos. Ver Anexo 5.

Procesamiento y analisis estadistico.

Se realizd estadistica descriptiva, con pruebas de medidas de

tendencia central, apoyadas en tablas y graficas.



ASPECTOS ETICOS

De acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud, destacando la parte
correspondiente al Titulo Segundo, Capitulo 1 donde se establecen los
aspectos éticos de la investigacion en seres humanos, se elaboro el
consentimiento informado por escrito para cada uno de los
participantes los cuales aceptaron ingresar al estudio de manera
voluntaria, sin remuneracion alguna y estricta confidencialidad del

individuo.

El desarrollo de este protocolo implicd un riesgo minimo, ya
que la puncidn venosa para obtener la muestra sanguinea pudo
eventualmente ocasionar un pequefio hematoma a los pacientes que
participaron en el estudio, sin que esto se considere una complicacion

con potencial riesgo para la vida.

Se pretendid identificar si los pacientes con SD y diagnostico
de Desorden Mieloproliferativo Transitorio presentaban mutaciones
en el Exon 2 del gen GATA1 para poder determinar si estas variaciones

pueden ser usadas como biomarcador diagndstico y prondstico.



Se resguardo la identidad de los pacientes en una base de
datos independiente a la que solo tuvo acceso el investigador
principal. No se identificd a ningun paciente en la presentacion de
resultados, asi como tampoco se identificara en alguna publicacion

que a futuro derive del presente trabajo.

Este protocolo fue sometido para su autorizacion a los
Comités de Investigacién y de Etica en Investigacion del Centro

Médico Nacional 20 de Noviembre.

Toda la informacion y los datos recabados de los expedientes
fue manejada de acuerdo a la Ley Federal de Proteccion de Datos
Personales publicada el 5 de julio de 2010, cuyo articulo 3, fraccion V
establece como dato personal atoda aquella informacion que permita

identificar a una persona.



Consentimiento informado

En base al Cédigo de NUremberg, obtener el consentimiento
informado y voluntario de los sujetos humanos es absolutamente

esencial.

Debido a que la carta de consentimiento es un requisito
indispensable para solicitar la autorizacién de un proyecto o protocolo
de investigacion de acuerdo al Articulo 11, numeral 11.3 de la Norma
Oficial Mexicana que establece los criterios para la ejecucidon de
proyectos de investigacion para la salud en seres humanos (NOM-
012-SSA3-2012) en el apartado de anexos se agrega el formato de

Consentimiento Informado que fue utilizado en el presente estudio.

Ver Anexo 4.

Conflicto de intereses

Los miembros de este estudio declaran no tener conflictos de

intereses en el desarrollo de este trabajo.



CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

La parte experimental de la investigacion se llevd a cabo en el
laboratorio de Medicina Genomica del CMN 20 de Noviembre,
clasificado con un nivel de bioseguridad 2 para el manejo de agentes

bioldgicos.

Se tomaron las medidas generales de dicho nivel de
bioseguridad en el manejo de muestras bioldgicas (sangre humana),
incluyendo el uso de barreras fisicas como: bata de algoddn, guantes,

cubre bocas y lentes de proteccion.

Ademas, todo el personal del laboratorio adopto las medidas
preventivas para su proteccion en el almacenamiento, transporte y
manejo de substancias tdxicas e infecciosas; tomando en cuenta los
requisitos generales aplicables en la materia, en particular las Normas

Oficiales Mexicanas:

e NOM-166-SSA1-1997. Para la organizacion y funcionamiento
de los laboratorios clinicos.

e NOM-087-ECOL-1995. Que establece los requisitos para la
separacion, envasado, almacenamiento, recoleccion,
transporte, tratamiento y disposicion final de los residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos que se generan en

establecimientos que presten atencion médica.



NOM-005-STPS-1998. De las condiciones de seguridad e
higiene en los centros de trabajo para el manejo, transporte y
almacenamiento de sustancias quimicas peligrosas.
NOM-009-STPS-1993. Relativa a las condiciones de
seguridad e higiene para el almacenamiento, transporte y
manejo de sustancias corrosivas, irritantes y toxicas en los
centros de trabajo.

NOM-018-STPS-2000. Que establece el sistema para la
identificacion y comunicacion de riesgos por sustancias
quimicas en los centros de trabajo.
NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, Relativa a la proteccion
ambiental - salud ambiental - residuos peligrosos biologico

infecciosos - clasificacion y especificaciones de manejo.

Para las medidas del manejo de desechos bioldgicos y material

contaminado se siguieron los lineamientos de la NOM-166-SSA1-

1997, entre las que se incluyen:

Sangre en contenedores fue desechada en: Bolsa de plastico
color roja.

Residuos no anatdmicos: en Bolsa de plastico color roja.
Objetos punzocortantes usados y sin usar: en Recipientes

rigidos color rojo.



También se tomo en cuenta la normatividad interna emitida por
el ISSSTE, para la proteccion al personal expuesto, derivados de la

NOM-166-SSA1-1997.

Las muestras de sangre periférica se consideran material
potencialmente peligroso en cuanto a la posibilidad de transmitir
patogenos sanguineos (virus de la hepatitis (HBV, HCV, HDV), virus de

la inmunodeficiencia humana (VIH), sifilis, etc.

Por lo tanto, la identificacion, separacion, envasado,
almacenamiento, recoleccion, transporte, tratamiento y disposicion
final de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos, se realizd
conforme lo establece la: LEY GENERAL PARA LA PREVENCION Y
GESTION INTEGRAL DE LOS RESIDUOS. Ultima reforma publicada
DOF 22-05-2015. Es la maxima ley en el territorio de México en
materia de gestion de residuos, esta ley abarca la gestion tanto de
residuos no peligrosos sélidos urbanos como la gestion de los residuos
peligrosos, considera ademas una tercera clasificacion de residuos
denominados residuos de manejo especial y esta basada en el Articulo
4 de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos y la Ley

General del Equilibrio Ecoldgico y proteccion al ambiente.

Dado que el manejo y disposicion final de los residuos peligrosos
bioldgicos infecciosos se llevd a cabo de acuerdo a criterios de
seguridad establecidos, este proyecto de investigacion no implico

riesgo ambiental.



RECURSOS

Para esta investigacion se requirié de recursos humanos,

equipos de laboratorio, reactivos y consumibles.
RECURSOS HUMANOS

Dentro del area de recursos humanos estuvieron incluidos los
médicos especialistas que seleccionaron a los pacientes candidatos al

estudio de acuerdo a los criterios de inclusion.

Ademas se requirio de médicos especialistas con experiencia
en el uso de técnicas moleculares para la identificacion de mutaciones

en el gen GATA1.

- Dra. Maria del Carmen Chima Galan, Médica Genetista.
Asesora Principal del protocolo. Adscrita al Servicio de
Genética Médica y a la Division de Medicina Gendmica.

- Dra. Yuritzi Santillan Hernandez, Jefa de Servicio de Genética

Médica.



Dra. Liliana Garcia Ortiz, Adscrita a la Division de Medicina
Genodmica.
Dra. Miriam Hidalgo Ostoa, Médico Residente que desarrollo

el protocolo de tesis para obtener grado de especialidad.

RECURSOS MATERIALES

Expedientes clinicos de pacientes del Servicio de Genética
Médica con diagnostico de Desorden Mieloproliferativo
Transitorio o alteraciones hematoldgicas descritas en la
literatura por su asociacién con mutaciones en el gen GATA1
en Sindrome de Down del Centro Médico Nacional 20 de
Noviembre.

Termociclador

Camara de electroforesis

Transiluminador

Secuenciador capilar

Reactivos y consumibles.



Figura 10. Termociclador.



Figura 11.Equipo de electroforesis.



Figura 12. Secuenciador automatizado Beckman-Coulter CEQ
8000, utilizado durante la realizacion de este protocolo de

investigacion.

La compra de reactivos se realizé con recursos del equipo de trabajo.
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RESULTADOS

De acuerdo a registros en el sistema de expedientes del
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre durante el periodo de los
ultimos 10 afos (2009-2018) se ha otorgado un total de 3000 consultas
(incluyendo valoracion de primera vez y citas subsecuentes cada 6-8

meses) para pacientes con Sindrome de Down.

En un periodo que comprende los afios 1996-2017 se ha
revisado aproximadamente 1000 pacientes con Sindrome de Down
desde etapa neonatal hasta una edad promedio de 10 aios, hasta la
fecha con sélo 1 paciente reportado con Desorden Mieloproliferativo
Transitorio en periodo neonatal. Sin embargo no es posible establecer
una incidencia de DMT ya que no contamos con datos de laboratorio
de todos los pacientes en periodo neonatal, ya que muchos ingresan

a este Centro Médico en etapa de lactante.

Para este protocolo se realizé una revision de expedientes que
comprendio el periodo de 01 de marzo 2017 a 30 de junio 2018 (16
meses) de todos los pacientes con diagnostico clinico de Sindrome de

Down de acuerdo a los criterios de Hall, que fueron atendidos en la



consulta externa del Servicio de Genética Médica del Centro Médico

Nacional 20 de Noviembre.

Durante el periodo de 16 meses se atendié un total de 127
pacientes con Sindrome de Down, 59 del género femenino y 68 de
género masculino. El rango de edad fue de: 2 meses hasta los 10 afios,
quienes acudieron a revisiones subsecuentes en promedio cada 6-8

meses.

De los 127 pacientes con SD solo 15 mostraban alteracion en
la biometria hematica (11.8%), 7 pacientes masculinos y 8 femeninos.

Ver Tabla 6.

Se incluyo 1 paciente al protocolo por antecedente de DMT
durante el periodo neonatal, quien durante el ltimo afio no presento
alteracion en la biometria hematica, el cual se designé con el numero

GATA1.01

2 pacientes fueron eliminados del estudio ya que no se obtuvo
DNA de la muestra de sangre periférica y no fue posible programar

una segunda toma.



Se recabaron un total de 14 muestras, 1 muestra de DNA del
paciente con antecedente de DMT y 13 muestras de DNA de pacientes
con Sindrome de Down en unrango de edad entre 1y 10 afios, quienes
presentaban alteraciones hematoldgicas.

TABLA 7. ALTERACIONES HEMATOLOGICAS EN LOS PACIENTES CON
SINDROME DE DOWN Y RESULTADO MOLECULAR

PACIENTE EDAD SEXO ALTERACION SECUENCIA GATA1
HEMATOLOGICA EXON 2
GATA1.01 2 afios Masculino DMT en periodo neonatal NORMAL
GATA1.02 3anos Masculino Neutropenia moderada NORMAL
GATA1.03 2 afios Femenino Trombocitosis NORMAL
GATA1.04 2 afios Masculino Leucopenia NORMAL
GATA1.05 2 afos Masculino Trombocitosis NORMAL
GATA1.06 4 anos Femenino Leucopenia NORMAL
GATA1.07 10 anos Masculino Leucocitosis NORMAL
GATA1.08 11meses Femenino Anemia NORMAL
GATA1.09 3anos Masculino Anemia NORMAL
GATA1.10 4 anos Femenino Trombocitopenia NORMAL
GATA1.11 1afo Masculino Leucopenia NORMAL
GATA1.12 4 anos Masculino Anemia NORMAL
GATA1.13 2 meses Femenino Eritroblastos 1%, NORMAL
microcitosis
GATA1.14 3 afios Femenino Leucopenia NORMAL
Paciente 2 afios Femenino Leucopenia NO DISPONIBLE
eliminado
1
Paciente 3anos Femenino Anemia NO DISPONIBLE
eliminado

2



Despues de analizar cuidadosamente las secuencias de cada
uno de los pacientes se determind que ninguno presentaba mutacion

en el Exon 2 del gen GATA1.

Se enlista a continuacion el porcentaje de las alteraciones

hematoldgicas encontradas en nuestra poblacion de estudio.

GRAFICA 1. ALTERACIONES HEMATOLOGICAS
MAS FRECUENTES EN ESTE ESTUDIO.

ALTERACIONES
HEMATOLOGICAS
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n=15. No se incluye al paciente GATA1.01 con antecedente de DMT, para no modificar

la incidencia debido a que nuestra muestra fue pequefia.



Se realizo la secuenciacion del exon 2 de GATA1 en 14
pacinetes, no encontrandose cambios en la secuencia del paciente

comparado con la secuencia de referencia NCBI (NG_008846.2).
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Figura 13. Electrofograma paciente GATA1.08, secuencia normal.
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DISCUSION

Diversos autores consideran que la incidencia de mutaciones
en GATAz1 va desde un 5-30%, de acuerdo a estimaciones en diversos
protocolos. Y que el DMT es un proceso exclusivo del periodo neonatal
asociado a alteraciones en la hematopoyesis fetal en pacientes con
SD, que en ocasiones puede extenderse hasta los 2-3 primeros meses

de vida extrauterina.

Tomando en consideracion que el DMT se presenta en el
periodo neonatal (hasta maximo 3 meses) y que las alteraciones
hematoldgicas son transitorias, la recoleccion de los pacientes con

posible mutacidon en GATA1 resulta muy compleja.

Consideramos que la poblacion de estudio de pacientes con
Sindrome de Down del Centro Médico Nacional 20 de noviembre fue
muy pequena debido por una parte a que generalmente los pacientes
que acuden a la consulta de Genética son referidos después de los 6
meses de edad debido al trdmite administrativo y dada la naturaleza
transitoria del DMT, la evaluacion de los posibles casos puede no
coincidir con la presencia de alteraciones hematoldgicas, lo que
dificulta la seleccion de casos y la obtencion de una muestra mas

grande.



Ante la dificultad de encontrar pacientes que cumplieran con
los criterios de inclusion, decidimos incluir pacientes con otras
alteraciones hematoldgicas ya que la literatura reporta algunos casos

con anemia (Oztekin, et al., 2013).

El motivo de haber incluido pacientes desde periodo neonatal
hasta los 5 afos, fue que se esperaba encontrar pacientes con
Sindrome de Down en fase preclinica de leucemia mieloide aguda, sin
embargo de los pacientes analizados ninguno presenté mutacion en

GATA1.

Dentro de la poblacion de estudio en este Centro Médico se
detectd una incidencia de 12.5% para alteraciones hematoldgicas en
pacientes con Sindrome de Down, siendo la leucopenia y anemia las

mas frecuentes, con un 33% Yy 26.6% respectivamente.

Uno de los pacientes (GATA1.01) presentd DMT en etapa
neonatal, al momento de realizar el estudio contaba con una edad de
2 afios y no se detecto alteracion en la secuencia del exén 2 del gen
GATAz, lo cual confirma lo establecido previamente por diversos

autores respecto a la hipotesis de que una vez remitido el cuadro



clinico ya no es posible detectar mutaciones pues estas se resuelven

de forma espontanea.

Esimportante destacar que tampoco se analizé el resto de los
exones de GATA1, pero de acuerdo a la literatura la mayor parte de las

mutaciones se presentan en el exon 2 (97%).
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CONCLUSIONES

Se trata del primer estudio en poblacion latina vy
especificamente poblacion mexicana que intenta determinar la
presencia de mutaciones en el gen GATA1 en pacientes con Sindrome

de Down y DMT.

La mayoria de los estudios reportados hasta el momento son
de poblacidn caucasica y de origen asiatico, por lo que no podemos
definir actualmente si serviran como referencia para nuestra

poblacion.

Es indispensable ampliar el tamafio de la muestra de este
protocolo de estudio, incluyendo Unicamente pacientes con
Sindrome de Down en periodo neonatal y como maximo hasta los 2-3
meses de vida extrauterina, ya que el DMT se considera un cuadro
clinico provocado por una alteracion en la hematopoyesis fetal
aunado a la trisomia 21 y a la presencia de mutaciones somaticas

transitorias asociadas en GATA1.

No fue posible estimar la incidencia del Desorden

Mieloproliferativo Transitorio ya que la muestra es muy pequefia y



hasta el momento solo se ha encontrado 1 paciente en este Centro
Médico. Tampoco podemos estimar la incidencia del DMT silente ya
que ninguno de los pacientes presento alteracion en la secuencia de

nucledtidos del exon 2 de dicho gen.

Soélo pudimos establecer que nuestra poblacion presentoé una
incidencia de alteraciones hematoldgicas del 12.5%, siendo la

leucopenia y anemia las mas frecuentes.

En etapas posteriores de este proyecto se modificard la
estrategia para la seleccion de pacientes desde la etapa neonatal, con
el apoyo del servicio de Neonatologia, para obtener una muestra
representativa que nos permita estimar la incidencia del DMT silente
y el procentaje de pacientes con blastos circulantes con o sin

mutaciones en GATA1 de poblacion mexicana.

Hace falta mayor evidencia cientifica de la presencia de
mutaciones en GATA1 en pacientes con SD y DMT en distintas
poblaciones que permitan considerar estas variaciones genéticas

como un marcador pronostico de LMA-SD.



ABREVIATURAS
SD: Sindrome de Down
DMT: Desorden Mieloproliferativo Transitorio
LMA: Leucemia Mieloide Aguda
LMA-SD: Leucemia Mieloide Aguda asociada al Sindrome de Down
LMKA: Leucemia Megacarioblastica Aguda

LMKA-SD: Leucemia Megacarioblastica Aguda asociada a Sindrome

de Down

GATAz1: gen de la familia de factores de transcripcion GATA, regula la
expresion de genes esenciales en la diferenciacion eritroide y

megacariocitica.

ISSSTE: Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los

Trabajadores del Estado.
PCR: Reaccion en cadena de polimerasa
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

SDS: Dodecil sulfato de sodio, detergente anidnico.
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ANEXO 1

EXTRACCION DE DNA POR METODO SALINO

Primera Fase

10.

11.

12.
13.
14.
15.

16.

Colocar 5oo microlitros de sangre total en un tubo eppendorf
de 1.5 ml.

Adicionar 500 microlitros de solucion de lisis.

Vortexear.

Incubar 30 minutos a 4°C.

Centrifugar a 14 ooo revoluciones por minuto (RPM) por 2
minutos.

Decantar el sobrenadante.

Lavar con 1 ml de solucion de lisis.

Vortexear.

Centrifugat a 14 0coo RPM por 2 minutos

Decantar el sobrenadante.

Adicionar 1 ml de solucidn salina (o puede ser solucion de
lisis).

Vortexear.

Centrifugar a 14 000 RPM por 2 minutos.

Decantar el sobrenadante.

Resuspender el botdn en 570 microlitros de Cloruro de sodio
5.0 Mm (5 milimolar).

Vortexear.



17.

18.
19.
20.
21.

22.

23.

24.

25.
26.

27.

Adicionar 40 microlitros de Dodecil sulfato de sodio (SDS) al
10%.

Vortexear durante 5 minutos.

Adicionar 200 microlitros de Cloruro de Sodio saturado.
Vortexear.

Centrifugar a 14 0oo RPM por 10 minutos.

Recuperar la fase liquida.

Adicionar 600 microlitros de cloroformo-alcohol isoamilico
4911

Vortexear por 2 minutos.

Centrifugar a 14 0oo RPM por 6 minutos.

Transferir la fase superior a un frasco conteniendo 5 ml de
etanol absoluto frio (-20°C).

Almacenar toda la noche (o dos horas) a -20°C

Segunda Fase

1. Con la micropipeta tomar cuidadosamente el DNA 'y
transferirlo al tubo Eppendorf de 0.5ml conteniendo 400
microlitros de etanol al 70% frio.

2. Centrifugar a 14000 RPM por 6 minutos.

3. Decantar el etanol.

4. Dejarsecar el DNA a temperatura ambiente.

5. Resuspender de acuerdo al boton con agua inyectable o

con TE.



ANEXO 2

EXTRACCION DE BANDA DE DNA EN GEL DE AGAROSA,

QlAquick Gel Extraction Kit.

10.

11.

12.

13.

Cortar la banda de gel.

Agregar 300 microlitros de buffer QG.

Incubar a 50°C por 10 minutos.

Verificar que el color sea amarillo.

Agregar 100 microlitros de isopropanol a la muestray
mezclar.

Pasar a la columna QlAquick (morada) con un tubo colecctor
de 2ml.

Aplicar la muestra en la columna y centrifugar 1 minuto a 13
000 RPM a 4°C.

Vaciar el tubo colector.

Agregar o.5sml de buffer QG a la columna y centrifugar 1
minuto a 13 coo RPM a 4°C.

Vaciar el tubo colector.

Agregar 750 microlitros de buffer PE y centrifugar 1 minuto a
13 000 RPM a 4°C.

Vaciar el tubo colector.

Centrifugar por 1 minuto a 13 ooo RPM a 4°C.



14.

15.

16.

17.

Pasar la columna QlAquick (morada) a un tubo colector
nuevo.

Agregar 15 microlitros de buffer EB 6 agua Grado Biologia
molecular en el centro (color blanco) de la membrana de la
columna QlAquick.

Centrifugar a 13 000 RPM por 1 minuto a 4°C.

Cuantificar la concentracion del templado.



ANEXO 3

PURIFICACION DEL SEGMENTO GENICO A ESTUDIAR

10.

11.

12.
13.
14.

15.
16.

Dar un spin al producto de reaccion de secuencia, el cual esta
a una temperatura de 4°C.

Agregar a cada muestra 5 pl de solucién de paro y vortexear
Pasar la muestra a un tubo de o.5 mililitros

Agregar 60 pl de alcohol al 95% (-20°C) y vortexear
Centrifugar a 14 coo RPM por 15 minutos (a una temperatura
de 4°Q)

Decantar el sobrenadante 6 con 1 punta sin llevarse el boton
Agregar 200 pl de alcohol 70% (-20°c). No mezclar.
Centrifugar a 14 00o RPM por 4 minutos (a 4°C)

Decantar cuidadosamente, observar el pellet.

Agregar 200 pl de alcohol 70% (-20°c). No mezclar.
Centrifugar a 14 00oo RPM por 4 minutos (a una temperatura
de 4°C)

Decantar cuidadosamente, observar el pellet.

Secar.

Al botdn agregar 40 pl de LSI, esperar 10 minutos vy
resuspender.

Colocar en la placa de secuenciacion

Colocar sobre la muestra aceite mineral. Muestra lista para

iniciar secuenciacion.



ANEXO 4

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
[SSSTE

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA PARTICIPAR ENUN
ESTUDIO DE INVESTIGACION EN SALUD.

NOMBRE DEL ESTUDNY: “MUTACIONES EN EL GEN GATAT ASOCTADAS AL DESORDEN
MIELOIDE TRANSITORIO, EN PACTENTES CON SINDROAIE DE DOWN DEL SEEVICTO
DE GEMETICA MEDICA DEL CENTRO MEDICO MACTONAL 1 DE NOVIEAGRE"

Lisggar v fecha:

Por faver oo todo o tenspo gque sea secesano para leer este docusentis, pregunte al imvestigador sobrne
cuakjuier dida gue temga. para decidic si participa o mo deberd ener el conecindento suficiese scerca de
Jos heseficios v mesges del presente essudio de investigaciin,

Estimaiche Seflor(a) {padre, madre ofutoer (al

s e invita o outorizar la participacion de sa hije {a)

en el estudio ariba menciceado, que se desarollard en e CM 20 de Nesiembre™, cuyo objetivo serd
analizar si en pacientes con disgedstico de Shdrome de Down v Desorden Middodde Tresitonio se
presessi mulnckmes e el gen GATAL, Lo antencr oom la fzalidad de contribuir o la posibilidad de
definir este estsdio miskeoular somo wa hemamiesta pronesticn del desarmollo de lescemia meloide en
pacienies oon Smdrome de Dewn.

Para relizar o estudio se somarh al paciente ua meestra de sangre de 2-4 ml, de la g s ohtendrd
[ (o Geido desoximibomucheicn, es el maserial hereditanio en ks husanos. localizado e casi todas
las oébalas e el cuerpo de wa persana) y se buscard la presescia de mutackones (cambics ea la secueseia
de DA g preden llever a aberaciones en su funckm) ex el gen GATAD {eodifica un Getor de
sransezipeiin que panticipa en el crecimiente celular v cdneer). Las nesstres s almacensszn en el
laborssorio de Mediciza Gesdenica. del Cenme Mddico Macicmal “20 de Moviembre” bajo la
responsablidad del investigador responseble del proyecio, por un penodo de 3 alles, axistienda la
proeaibiilidid de wtilizarlas posteriormente en otros estudios relackmades con ¢l Sindroene de Downy el
Dresarden meloide Transisorio, postenior a lo oml senin destraides.

BENEFICIOS: Lo revahades del presente estudio permaiticdn por una pane conocer la proporciin de
packezes con Slndrome de Dowa con Desordesn Mislodde Transisonio, gue presentam soraciones del gen
GATAL en la poblackin mexicana; v por la otma, vigilar estrechamsente la evolucidn de los pacieses. ¥a
g s ha reportado que del 20al 5075 de los packentes que presenias mulaci cies <o SATAS desarollan
beunemia ndelodde aguda
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] Ceniro Médioo Maolonal “20 de Bovismbrs™
ISSS—I E Eubdireoolan Madioa
—_— — Bubdireooldn de Ensafianza o Imvectigaolan
Comtts de Ettes en Imvectigaolon

RIES(0E: Se me ba dado a conecer gue exisie un fesgo minimo e e Smaretin” vio ideceid
en el sitkn <e la puncitn venosa g se realiznk para chtenes [yT—— sanguizea, sin embargo la
realizncida de este esbadio no pone en niesge la integrided fisica § mental de na Gmildar,

PARTICIFACHYN

Su participacida es VOLUNTARLA, usted puede decidir libresnente auterizar |a participecisn de sa bijo,
estor oo afectard el depecho de su bijo para recibir atenciim médica en el CMMN “30 de Noviensbee™, si
partivipa, puede retivarse del estudio en o momesto en gt I desee simgue et indliga sobre el
tratamienin habitual que ke offece ¢l hospital para su eaf) diad de base

MAHF_II'JI':IELAINFDIMACIGN
Enla I die datos | les. se siguen indos bos principios que macea la by (art. 6 Licitud,
cﬂld.-'l.. munll-uin. |n.l:l1nudn1.. Inﬂd.a‘l. lkealind, propeecionalidad v mlpnnnl:llhh:l S han
di las e d, téemicas, administimtivas y fisicas necesanias pam prodeger sus
dutos persitiales y evitar daho, pérdida, alteracidn, acceso o ttamicmo B seorado.  Los datos
obdenidos serdm maejodos de fomma confidencial v serdm protegidos. las msesimas hickigicas no
contendrin imfrmacida personal yumdiﬁmﬂnmn-rﬂunﬂnnturhmﬂizmm
posdbilidad de idestificackim. Los ofdigos que identifican su muestta o infoomckin estaris solo
dispomibles a les § igedores tisulares qui esudny oblligades por ley a no divulgar su identidad, de
mnanera que toda la informacidn y resultados persomales no estards disponibles & ereemns pﬂmﬂ: o
emplesdores, arganizaciones gabemaneninles, compafias de seg o institei Lax
resultados agupados que deniven del estudie podnin ser presentados en publicociosss ¥ focos meédicos,
protegiendo la ientidad de cada paciente.
La indorenacion podrd estar disponible 2 nebensbens de su familia =810 hago su auborizeci b expresa.

PADRE, MADRE O REPREESENTANTE LEGAL.

Caomfirmre haber recibido informaritin suficieste v clam sobee ¢ estusdio propesesta, doy mi autodaacion
para que i bijo sea incluido en este proyecto de isvestigacion, reservimdome el derecho de ahasdosarlo
en pusibguier momento si ash lo decida.

Momkee del participasse:
Drumicillin:
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Caniro Médioo Haolonal =20 de Kowksmbrs™

]_SSSTE Eubdirsoolén Médioa
e — Fubdirsoolén de Ensadanza o Imvectigaolén
Comtbéd do Etlea an Imvectigaolén

Wombee v i del padre, madre o represeniance legal:

P —

Dhnpicillin:

TESTIGHS:

{17 Noanhre y firna (21 Moanhre y firoa

Pazen Pareziesco:

Dhomicilio. Domicilio,

1MW ESTIGAIR O MEDICO QUE INPORMA:

Lekﬂpicndnnl!‘»r(lr (padre, madre o
te legadl, la lezn y bos propésiios de la isvestigackin, asi come los riesgos v heseficios

|n1.pbm:.u|:ﬂ.rbn|:|.ulﬂu e dasdo resjpuesta a tosdas sus dudas, v le he preguniado si ba comprendido
h informsckn proparcionada, com [a finalidsd de que pueda decidir libeemnesse participar o no en este
eshudin. Acepon que e Hh connaeo y e apege o la normatividad comesposdiente para realizar
invessigacitn eon seses b o, qquie poided el bienesiar y la seguridad de los pacienies sujetos de
imvessigaciii, pnr-ulmlundecullqmunhuuhjehm

INVESTIGADORES RESPONEARLES:

Hoisbee y e Dra Maria del Carmen Chima Cralim
Dwa. Miriamn Hidalga Ostoa

Teelefomn de condacin: 3200 A00G exi. 80885 y 14307,

Fll decunsento se expide por duplicado. entregands una copia 2l familiar del participasce.
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ANEXO 5

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

SMROCTACIONES EM EL CEN CGATAL ASDUTATIAS AT DESOEDEN
BIET OFROL IFERATIVO TRAMSITORID EN FPACTEMNTES OO0
SIMDEOME DE ThOWHN DEL SEEVICED DE SENETICA METHC A
DEL CENTRO MEDIOD NACIONAL 1 DE MOVIEMERE" [55

CEDULA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre del Paciente:

Sexo:

Momeso de expediente:

Idensificacion d= paciente:
Edad: Fecha de nacimisnto:

Teléfono de contacto:

Procedencia:

Cariptipo:

Alteracion en la Biometna hematica:
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