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Resumen

Introduccion: La Next Generation Sequencing (NGS) ha revolucionado el diagnostico de los
trastornos plaquetarios congénitos (TPC). Los TPC pueden ser trombocitopenias hereditarias
(TH) o trombopatias hereditarias (TFP).

Objetivos: Establecer la utilidad de la NGS en el diagnéstico de los TPC inespecificos pediatricos
y clasificarlos por sus caracteristicas clinicas, hemorragicas y moleculares. Evaluacién del
sangrado mediante ISTH-BAT.

Métodos: Estudio genético mediante NGS de 84 nifios con sospecha de TPC inespecifico. El
fenotipo de los pacientes se defini6 mediante ISTH-BAT, hemograma y frotis de sangre
periférica y estudios de funcién plaquetaria y citometria de flujo.

Resultados: La NGS permitié el diagndstico de 32 pacientes, 23 TH y 9 TFP. El ISTH-BAT fue
mayor en los TFP que en los TH.

Conclusion: La NGS ayudé al diagnostico de los pacientes pediatricos con TPC inespecifico. El
ISTH-BAT podria ser util para establecer un sangrado patolégico en relacion a la alteracién de

la funcién plaquetaria.

Palabras clave: trastorno plaquetario congénito, secuenciacién masiva, trombocitopenia

hereditaria, trastorno hereditario de la funcién plaquetaria, ISTH-BAT.
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Abstract

Introduction: Next Generation Sequencing (NGS) has revolutionized the diagnosis of Inherent
Platelet Disorders (IPD). IPD can be inherent thrombocytopenias (IT) or inherent platelet
functional disorders (IPFD)

Objectives: Establish the usefulness of NGS in the diagnosis of pediatric non-specific IDP and
to classify them by their clinical, hemorrhagic and molecular characteristics. Evaluation of
bleeding by ISTH-BAT.

Methods: Genetic study by NGS of 84 children with suspected non-specific TPC. The
phenotype of the patients was defined by ISTH-BAT, hemogram and peripheral blood smear
and platelet function and flow cytometry studies.

Results: NGS allowed the diagnosis of 32 patients, 23 IT and 9 IPFD. ISTH-BAT was higher in
IPFD than in IT patients.

Conclusion: NGS aided the diagnosis of pediatric patients with non-specific IPD. ISTH-BAT

could be useful to establish pathological bleeding in relation to altered platelet function.

Keywords: inherited platelet disorders, next generation sequencing, inherited

thrombocytopenia, inherited platelet function disorder, ISTH-BAT.

Actividades

3




© Universidad Internacional de La Rioja (UNIR)

Mariana Sanchez Magdaleno
Aplicacion de la secuenciacion masiva en el diagndstico de nifios con sospecha de trastorno plaquetario
congénito con fenotipo inespecifico

Indice de contenidos

L. INTFOTUCCION ettt et et s st e e s e s e s en e s n e 8
1.1 Clasificacién y caracteristicas de los trastornos plaquetarios congénitos............... 8

1.2 Megacariopoyesis y fisiologia plaquetaria.......c.ceeveiececcncece e e e 9

1.3 Diferencias en la hemostasia primaria entre adultos y Nifi0S.........ccccceeeceeerennnnes 12

1.4 Trombocitopenias Nereditarias.......cceveieceecee ettt et sre v e 13

1.5 Trastornos de la funcidn plagquetaria.........cecce e ccerence e e 13

1.6 Diagndsticos de los trastornos plaquetarios congénitos..........cceeveeeveeveiveeseereeeenenn. 14
1.6.1 Historia clinica y exploracion fiSiCa........ccocveeveevereceicenene e 14

1.6.2 Pruebas de Cribado.........cevieieeieiiicece e 15

1.6.3 Pruebas especificas de laboratorio mas utilizadas.........cccceevvevvecveecnennne. 15
1.6.4 Algoritmo diagnistico actUal.......ceeeeeeeeveieiiin e e 16

1.7 Aplicaciones de |a secuenciaCion MasiVa......coeeeceiveireereeieeesesee s e s esesaeees 17

2. HipOtesis de trabajo y 0DJELIVOS .....cccucieieiictiececece ettt v 19
3. PACIENTES Y METOUOS....veetveeieie ettt sttt e et be e e saesbeebeesesas bennbenaes sbesreans sensensennns 21
3.1 PACIENTES. ..ttt e et e e r s e e 21
3.1.1 Criterios de inclusidn y de exclusion..........ccceveeceeveivenieiecee e e 21
3.1.2 Variables reCOZIUaS. ......ccccvvieeerreriiceecre ettt et er b es e e b b e 22

3.1.3 Informacidn a los pacientes y disposiciones ético-legales............cccu...... 23
3.2 IMIBTOTOS. .. vttt ettt sttt e et et s et bbb e s et ebe b e bt ene e e e 24
3.2.1 Estudios funcionales/morfoldgicos.........ccueverveivecerecerireece e 24

3.2.2 EStUIOS GENETICOS. ...oveveieireireieeieee e st st ste st st s st stesee s e e e e e s e ansenaas 24

3.2.2.1 EXtraccCion de DNA.......c.oo it et e 24

3.2.2.2 Next Generation SEQUENCING.........cccecvevveirveiresiieenansiessesssaesne e 24

3.2.2.3 Categorizacion de las variantes genéticas .........cccceuevvevveennn. 26

3.2.3 AnAlisis @STAdiSTICO. . c.cctiirueiietirece sttt e 26

A, RESUITATOS. ... cvet ittt e sttt e s s e s s st e b s e ene st 27

4.1 Resultados del estudio MOIECUIAT ........ccuee i e 27

Actividades 4




© Universidad Internacional de La Rioja (UNIR)

Mariana Sanchez Magdaleno
Aplicacion de la secuenciacion masiva en el diagndstico de nifios con sospecha de trastorno plaquetario
congénito con fenotipo inespecifico

4.2. Analisis de los datos personales, clinicos y familiares ... cveiceeeieicnenne. 29
4.3. Analisis de la clinica hemorragica segun la escala ISTH-BAT ......cccccoeiveveeceee e, 30
. DISCUSION...c. vttt ettt e e et et e n e e e s e s e s s e s s e e s e s e en st easne 34
5. CONCIUSIONES. ...ttt sttt et e b e eae bbbt e b se s s et ebese s enenenes 37
T ANEXOS. ..ttt e e e e e e e e bRt bbb bbbt 38
8.Referencias bibliOZIAfiCas ...t et e err b er s e nae e 41
Actividades

5




© Universidad Internacional de La Rioja (UNIR)

Mariana Sanchez Magdaleno
Aplicacion de la secuenciacion masiva en el diagndstico de nifios con sospecha de trastorno plaquetario
congénito con fenotipo inespecifico

Indice de figuras

Figura 1. Principales factores de transcripcién relacionados con la megacariopoyesis
(modificado de Varda R. DEULSCN) ...cccueucieuirieeciee et ettt st s er e s s s e s e 10

Figura 2. Genes relacionados hasta la fecha con los Trastornos Plaguetarios Congénitos
(modificado de Krishnaswamy €t @l)......cccce oot st ea e 14
Figura 3. Algoritmo diagndéstico de los trastornos plaquetarios hereditarios seguln

recomendaciones actuales (modificado de Palma-Barqueros).......cccceceeeeeeeeceeeeeevverevenennnns 17

Actividades




© Universidad Internacional de La Rioja (UNIR)

Mariana Sanchez Magdaleno
Aplicacion de la secuenciacion masiva en el diagndstico de nifios con sospecha de trastorno plaquetario
congénito con fenotipo inespecifico

Indice de tablas

Tabla 1. Escala de sangrado ISTH- BAT (Bleeding Assessment Tool) (modificado de Rodeghiero

Tabla 2. Principales genes relacionados con los TPC incluidos en la plataforma Next Generation
Sequencing para el cribado molecular de trastornos plaquetarios congénitos usado en nuestro
trabajo (modificado de Bastida €t al).....c.ccccereieee ettt ettt 25
Tabla 3. Variantes genéticas identificadas mediante Next Generation Sequencing................. 28

Tabla 4. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes incluidos.

Tabla 5. Distribucion de la clinica hemorragica en funcidn de la localizacién del sangrado y la
gravedad de la sintomatologia segun el ISTH-BAT.......ccueirereereere e se st ettt e enenes 31
Tabla 6. Comparacion de la distribucion de la clinica hemorrdgica en funcién de la localizacién
del sangrado y la gravedad de la sintomatologia seguin el ISTH-BAT entre el grupo de

trombocitopenias y trombopatias hereditarias.........cooeeeeeeeeeie s 32

Actividades

7




© Universidad Internacional de La Rioja (UNIR)

Mariana Sanchez Magdaleno
Aplicacion de la secuenciacion masiva en el diagndstico de nifios con sospecha de trastorno plaquetario
congénito con fenotipo inespecifico

Las diatesis hemorragicas hereditarias (DHH) forman un grupo extenso y heterogéneo de
trastornos hereditarios y/o congénitos poco frecuentes relacionados con la hemostasia.
Existen dos grandes grupos de DHH; los trastornos plaquetarios hereditarios, aquellos en los
que se afecta la hemostasia primaria, y los trastornos de la coagulacién hereditarios, en los

que se produce una alteracion de la hemostasia secundaria (1).

Los trastornos plaquetarios congénitos (TPC) son responsables de una predisposicion al
sangrado con una gran variabilidad individual dependiendo del tipo de trastorno, edad, sexo
y exposicidn a eventos hemorrdgicos (2,3). Los TPC considerados mas graves suelen debutar
ya en la infancia pudiendo ser clinicamente relevantes. Por el contrario, en otros trastornos la
clinica hemorragica puede aparecer sélo en situaciones de compromiso hemostatico como
cirugias o partos. Asi mismo, las plaguetas participan en otros muchos procesos como la

fisiologia vascular, la inflamacion, la inmunidad o patologia tumoral (4).

Los TPC comprenden un grupo muy heterogéneo de enfermedades raras causadas por
alteraciones moleculares en alguno de los genes que codifican proteinas con un papel
relevante en la megacariopoyesis, o proteinas importantes para la estructura y funcidn
plaquetaria. De este modo, los TPC se pueden clasificar en trombocitopenias hereditarias (TH),
que son aquellos en los que el defecto principal es la cifra de plaquetas en la sangre y
trombocitopatias o trastornos hereditarios de la funcién plaquetaria (TFP). No obstante, no
son raros los TPC mixtos que combinan trombocitopenia con cierto grado de disfuncidn

plaquetaria, y viceversa (5).
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La megacariopoyesis es un proceso complejo que tiene como objetivo la diferenciacién,
maduracién, formacion y liberaciéon de plaquetas. Mediante la sintesis diaria de 1000-3000
plaguetas junto con la eliminacién de las plaquetas envejecidas, se logra mantener un

equilibrio fisioldgico con cifras sanguineas que oscilan entre 150 a 400x10°/L (6).

El desarrollo plaquetario comienza con la diferenciacion de la célula madre hematopoyética
(HSC) hacia el progenitor mieloide comun vy, a su vez, éste origina el progenitor bipotencial
megacariocitico-eritroide (MEP). Posteriormente, estos precursores se diferencian y maduran
hacia la linea megacariocitica dando lugar a la célula formadora de colonias de megacariocitos
(Meg-CFC) que evolucionaran hasta convertirse en megacariocitos maduros, adecuados para

una optima produccién de plaquetas (6).

Este proceso tan complejo estd regulado por una serie de factores de transcripcién y
citoquinas (Figura 1). Por un lado, la trombopoyetina (TPO) es la principal citoquina y la mas
potente pues estimula todas las fases de la megacariopoyesis y la trombopoyesis, impulsando
la proliferacién y maduracion de los progenitores, el aumento del tamafio y la maduracion de
los megacariocitos. En segundo lugar, la regulacidon a través de la expresién de genes,
coordinados por factores de transcripcidn, resulta clave para este proceso. Dos de los
principales factores de transcripcion implicados son GATA-1 y su cofactor FOG1, que impulsa
la diferenciacion de los megacariocitos, y PU.1, que regula los precursores de granulocitos y
monocitos. Otros factores clave son RUNX1, NFE2, microRNA (miR-150), el factor de
transcripcién Myb, y la interlecucina-3. Las variantes en estos genes han sido identificadas en
desérdenes hematoldgicos, en los cuales hay un defecto en el desarrollo de megacariocitos,

en cantidad o calidad de las plaquetas (7).
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Figura 1. Principales factores de transcripcion relacionados con la megacariopoyesis

(modificado de Varda R. Deutsch (7)).

Una vez que se obtiene un megacariocito maduro éste emite pseuddépodos por evaginacion
de su membrana hacia los sinusoides de la médula dsea, influenciado por factores
guimioatrayentes como el stromal-derived factor 1 (SDF-1), donde van a liberar a las
proplaquetas (8). Se cree que nucleos gigantes de megacariocitos que han perdido parte del
citoplasma salen de la médula ésea y se acumulan en los vasos pulmonares, siendo capaces

de producir plaquetas activas (9,10).

Estos mecanismos citoesqueléticos que ocurren en el megacariocito como parte de la
transicién hasta plaquetas maduras resultan fundamentales para que se constituya el
citoesqueleto esencial que permita a las plaguetas, una vez liberadas, ejercer un

funcionamiento correcto (6,11).
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Los mecanismos implicados en la funcidn plaquetaria son multiples y afectan a una gran

cantidad de proteinas. Las distintas fases que intervienen en la formacion del codgulo se

describen a continuacion:

Adhesiodn: la lesidn de la pared vascular produce la exposicion de diferentes sustancias
como son el colageno, el factor de Von Willebrand (FVW), el ADP o la trombina. El FVW
facilita la adhesién inicial al unirse al complejo glicoproteinico (GP) Ib/IX/V. Estas
interacciones permiten una ralentizacién en la velocidad de circulacién de las
plaguetas para que tengan lugar otras interacciones de unién, como la que ocurre
entre el coldgenoy GPla/lla. El FVW y el coldgeno forman sélidas uniones con GPIIb/IIIA

y GPla/lla respectivamente, anclando a las plaquetas en su lugar (12).

Activacion: las plaquetas adheridas al vaso dafiado secretan agonistas los cuales
interactian con sus receptores transmembrana. Esta estimulacion da lugar a
interacciones de proteina G que permiten la activacién de enzimas (fosfatidilinositol 3-
quinasa, PI3K y la fosfolipasa C, PLC) elevando consecuentemente el calcio
citoplasmico y la fosforilacion de proteinas de sustrato. La activacidon de estas vias
favorece la formacién de diacilglicerol (DAG) e inositol fosfato (IP), la sintesis de TxA2,
el incremento del calcio citosélico y la disminucién del AMPc. Todo ello es causa de |a
activacion, la sefializacién intracelular y la modificacidon de la morfologia y el contenido

plaquetario (6).

Agregacion: implica la adhesidn entre plaguetas mediante la formacidn de puentes de
fibrinégeno después de producirse un cambio conformacional reversible en la
integrina allbB3 (receptor del fibrindgeno) que, a su vez, favorece la aparicion de miles
de receptores por plaqueta y la afinidad de la integrina por el fibrindgeno. Tanto el
aumento del calcio intracelular como la activacién de las PLC y las PI3K serdn

indispensables para la activacion de las integrinas y la secreciéon plaquetaria (13,14).
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e Secrecion: se produce la organizacion polar, produciendo la liberacion del contenido
de los granulos a y densos conduciendo a la actividad procoagulante de la plaqueta

(14,15).

e Fase procoagulante: expresién de fosfatidilserina sobre la membrana plaquetaria
aumentando la formacion de trombina y favoreciendo el ensamblaje de los factores

de la coagulacion (14,16).

La hemostasia es un proceso evolutivo que comienza en el Utero y depende de la edad.
Aunque esta evolucién ocurre a lo largo de la vida, los cambios son mds marcados durante la
infancia y, por lo tanto, son los mas relevantes desde el punto de vista clinico. Sin embargo, el
sistema hemostatico de los fetos sanos, los lactantes y los niflos deben considerarse
fisioldgicos (17). A pesar de que en el recién nacido la cifra de plaguetas y el volumen
plaguetario medio es el mismo que en los adultos no ocurre lo mismo con la funcionalidad. El
primer mes de vida, las plaquetas se encuentran hiporreactivas; no obstante, esta disminucién
de su funcién esta compensada con la mayor capacidad de adhesién de las plaguetas a los
vasos dafados, gracias al aumento de la concentracion de FVW y sus multimeros de alto peso
molecular por lo que no existe un mayor riesgo de hemorragia. El endotelio infantil tiene
mayor capacidad antitrombdtica. EI aumento de la prostaciclina (PGI2), antiagregante
plaquetar y del éxido nitrico (NO), vasodilatador vascular, dificultan la interaccién entre las
plaguetas. Ademas, se encuentran elevados los proteoglicanos, provocando un mayor

estimulo sobre la antitrombina (AT) y sobre el cofactor de la heparina Il (17,18).
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En las TH el defecto mas Ilamativo es el bajo nimero de plaquetas circulantes. Constituyen un
grupo amplio y heterogéneo de trastornos congénitos poco frecuentes producidos por
alteraciones en los genes relacionados con la megacariopoyesis, proteinas del citoesqueletoy

receptores de membrana plaquetaria, entre otros (1,19).

En los ultimos anos, gracias al progreso en las técnicas moleculares, se han descubierto nuevos
genes y variantes involucradas en la etiopatogenia de las TH. Se pueden clasificar en funcién
del tamafio plaquetario (VPM), defecto genético subyacente, patréon de herencia,
manifestaciones clinicas asociadas y si se encuentran asociados a sindromes o alteraciéon
fisiopatoldgica a nivel de la megacariopoyesis y de la estructura plaquetaria. Dentro de las
clasicas TH se encuentran el Sindrome de Bernard-Soulier (SBS), la enfermedad relacionada

con MYH9 (MYH9-RD) o el Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS), entre muchas otras (1,19).

Los TFP estan caracterizados por la disfuncion (tipicamente hipofuncional) de las plaquetas,
resultantes de defectos de los receptores de membrana, de los granulos, de los elementos
implicados en la transduccidn de sefiales u otros defectos de la maquinaria bioquimica de las
plaquetas (1). Las alteraciones mas estudiadas y conocidas son las relacionadas con la
adhesidon y agregacion; no obstante, en los uUltimos afios, se han determinado alteraciones
moleculares relacionadas con la sefializacidn, almacenamiento y secrecion de granulos, asi
como de la actividad procoagulante. La gravedad de la clinica hemorrdagica es variable, siendo
el sangrado muco-cutaneo el sintoma mas frecuente. Como ejemplo de este tipo de trastornos
plaguetario hereditario se encuentran la Trombastenia de Glanzmann (TG), el sindrome de

Chediak-Higashi o el Sindrome de Hermansky-Pudlak, entre muchos otros (1,20).
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Figura 2. Genes relacionados hasta la fecha con los Trastornos Plaquetarios Congénitos
(modificado de Krishnaswamy et al)(21).

1.6 Diagnostico de los Trastornos Plaquetarios Hereditarios

1.6.1 Historia clinica y exploracion fisica

La historia clinica, tanto personal como familiar, son esenciales para el diagndstico de un TPC.
Se debe sospechar alguna de estas enfermedades ante la presencia de clinica hemorrégica
desproporcionada o espontanea, falta de respuesta a tratamientos para la trombocitopenia
inmune (PTI), presencia de familiares con historia de hemorragia y/o trombocitopenia,
antecedentes de consanguinidad o una exploracidn fisica con malformaciones que se asocien

a estas patologias, entre otros (19).

Las escalas de sangrado (Bleeding assesment tools, BAT), en especial la elaborada por la
Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH), el ISTH-BAT, es un instrumento
clinico validado que incluye datos sobre la frecuencia y la gravedad de los sintomas

hemorragicos. Evalian 14 apartados referidos a distintas localizaciones del sangrado, con un
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tiempo estimado de 20 minutos. Como resultado de la suma de los diferentes apartados se

obtiene el score de sangrado final (Bleeding Score, BS). Clasicamente ha sido utilizada para la

sospecha de enfermedad de von Willebrand (EVW). No obstante, recientemente, ha sido

validada como herramienta para establecer que un sangrado es patoldgico y predecir futuras

hemorragias en pacientes con TPC, ayudando a identificar los casos que requieren un

tratamiento mas intensivo, en especial aquellos con TFP (22,23).

1.6.2 Pruebas de cribado

Pruebas generales: bioquimica y coagulacion, recuento sanguineo completo y frotis
de sangre periférica, centrandose especialmente en nimero de plaquetas y su

morfologia (1).

1.6.3 Pruebas especificas de laboratorio mas utilizadas

Agregometria (Light Transmission Aggregometry, LTA): técnica gold standard para el
diagndstico de las alteraciones de la funcion plaquetaria. Mide la transmisién de luz a
través de una muestra de plaquetas en suspension que aumenta cuando las plaquetas
son agregadas por un agonista como el ADP, el acido araquiddnico, el colageno, la
epinefrina y la ristocetina, entre otros. Se trata de una prueba técnicamente dificil y

que precisa de tiempo para su realizacion (24).

Citometria de flujo (CMF): analiza el tamafio, el volumen, las glicoproteinas de
membrana (GP) y los granulos plaquetarios. Ademas, también es util para evaluar la
funcion plaquetaria pudiendo aplicarse en el estudio de la reactividad plaquetaria in
vitro, el analisis de plaquetas activadas circulantes o las interacciones entre plaquetas,
entre otros. Su principal limitaciéon es su elevado precio y que requiere personal
cualificado. Es una técnica relativamente sencilla para el diagndstico del SBS o de la TG

empleando anticuerpos o ligandos especificos para los complejos Ib/IX y llb/llla (25).
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* Microscopia electrénica: utilizada como estudio especifico de las alteraciones

granulares (26).

» Estudios moleculares: Unica prueba de laboratorio especifica y que permite llevar a
cabo un diagnodstico de confirmacion de aquellos trastornos de base genética ya
conocida. Tradicionalmente, el analisis molecular para obtener un diagndstico
confirmatorio estaba dirigido a un solo gen, secuenciacidon de Sanger, lo que hacia
necesario que el profesional tuviese una sospecha sélida del posible origen. Esto no
siempre era factible, sobre todo frente a un fenotipo inespecifico. No obstante, en el
momento actual, el estudio molecular se puede abordar de una forma menos dirigida
gracias a la Next Generation Sequencing (NGS) o secuenciacién de alto rendimiento en
la que se estudio de forma simultanea multiples genes o variantes, todo el exoma o

incluso el genoma completo (3).

1.6.4 Algoritmo diagndstico actual

Las recomendaciones actuales para la estratificacién del diagndstico de los TPC se describen

en la Figura 4.
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Primera linea
H2 personal v familiar + Escala de sangrado: manifestaciones clinicas tipicas de TPC
Exploracian fisica con hallazgos tipicos de TPC
Formas sindromicas: sordera, inmunodeficiencia, nefropatia, retraso mental, etc.

!

Panel bésico de diagndstico

Hemograma

Frotis de sangre periférica (recuento plaguetario v morfologia, cuerpos de inclusion en neutrofilos,
otras anormalidades)

Estudio basico de coagulacion con estudio de FVW

Agregacion plaguetaria: panel basico de agonistas (PAR-1, TRAP, ADP, dcido araquiddnico, epinefrina,
coldgeno, ristotecina)

CMF: estudio principales glicoproteinas adhesivas plaguetarias (GPIB/1X, GPIB/a, GPla/lla, GPVI)

h

Panel extendido de diagndstico
Inmunaotincion de proteinas plaquetarias
Secrecion plaguetaria: liberacion de ATP por lumiagregometria, liberacion de CD62/C063 por CMF, liberacion de proteinas granulares por ELISA
Activacion de lIb3 inducida por agonistas mediante CMF
Estudio de retraccidn del codgulo
Agregacion plaquetaria: panel extendido de agonistas (PAR-4, péptido relacionado con el colageno, convulxina, PMA, U46619, A23188; inhibicion de la
agregacion con PGEL o PGIZ)
Panel ampliado de la expresion de los receptores plaguetarios (receptores ADP, TeA2, trombina; CD31) mediante CMF
Actividad procoagulante por CMF
Medicidn de segundos mensajeros (Ca2+, IP3, AMPc, TwA2) por CMF o ensayos bioguimicos.
Evaluacion de las cascadas de sefializacion (medicidn de |a fosforilacion de proteinas especificas por western blot o CMF)
Adhesion y propagacion de las plaguetas
Microscopia electrénica o inmunofluorescencia confocal.
Analisis molecular, NG5 [panel de genes; los casos negativos estudio de exoma completo (WES) v/o secuenciacion completa del genoma completo (WGS)

Figura 3. Algoritmo diagndstico de los trastornos plaquetarios hereditarios segun

recomendaciones actuales (modificado de Palma-Barqueros et al (1)).

1.7 Aplicaciones de la secuenciacion masiva

El desarrollo de la NGS ha permitido la secuenciacion en paralelo de multiples fragmentos de
DNA capaz de generar una gran cantidad de datos en tiempo mds corto y a un precio asequible
(3). Su gran desarrollo se ha debido, entre otros, a la necesidad de mejorar el diagndstico de
aquellas enfermedades de causa congénita con gran variabilidad genética y heterogeneidad
clinica, cuando el estudio de los genes candidatos ha sido negativo o cuando el estudio del
genoma puede ser mas coste-eficiente que el andlisis consecutivo de los genes candidatos

(27,28).Tres de las principales formas de aplicacion son las siguientes:

- Paneles de Genes: secuenciacion de un conjunto limitado de genes candidatos conocidos

gue pueden producir una determinada enfermedad (en torno a 10-100 genes). Presenta
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un menor riesgo de hallar variantes de significado incierto, un coste menor, facilidad en el
manejo de datos y la interpretacién de sus resultados. No obstante, se trata de un disefio

fijo sera necesario en el que serd necesario ir introduciendo nuevos genes identificados

(27,28).

- Secuenciacion del exoma (Whole Exome Sequencing, WES): secuenciacion de las regiones
codificantes del genoma (exones). Como ventajas se encuentran que no precisa ir
actualizandose y puede ser reinterpretada. No obstante, presenta un mayor coste y aporta
mas informacioén, lo que dificulta su analisis y hace mas posible la aparicion de variantes de

significado incierto y hallazgos incidentales(27-29).
- Secuenciacion del genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGN): secuenciacion

de toda la informacién genética de un organismo. Aunque presenta una gran sensibilidad

para detectar variaciones estructurales presenta una gran complejidad del analisis (27-29).
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Los trastornos plaquetarios congénitos (TPC), debido a que las plaquetas desempefian un
papel clave en el mantenimiento de la hemostasia, pueden dar lugar a alteraciones fenotipicas
importantes. Ademas, algunos de ellos, pueden asociar un cuadro sindrémico grave no

relacionado con la hemostasia.

Los nifilos con clinica hemorragica se ven comunmente en la practica clinica. En el paciente
pedidtrico, saber si un sangrado es patoldgico, puede resultar complicado. No obstante, los
sintomas que ocurren con una frecuencia, duracién o gravedad inusual deben incitar a
considerar un trastorno hemorragico subyacente. Asi mismo, aquella PTI, causa frecuente de
trombocitopenia en la infancia, que resulta refractaria a mas de dos lineas tratamiento

también debe hacer sospechar una posible causa congénita.

Aunque el diagnéstico definitivo se obtiene con el diagndstico molecular, hasta hace unos
anos, éste se consideraba un Ultimo paso no esencial en el proceso de diagndstico de los TPC,
quedandose sin diagnosticar un gran numero de pacientes, sobre todo aquellos con un
fenotipo inespecifico. Desde que en 2010 comenzé a utilizarse la NGS se ha ido ampliado
sustancialmente los conocimientos sobre los TPC, identificando la base molecular de un gran
numero de ellos. De hecho, la creciente disponibilidad de esta metodologia a un menor coste
esta cambiando el proceso de diagndstico tradicional incorporando de forma precoz el estudio
molecular, sobre todo en los casos de sospecha de un TPC especifico donde su utilidad ha sido
ampliamente demostrada. En cambio, existen pocos datos sobre el rendimiento del estudio
molecular en los TPC inespecificos. No obstante, dada la dificultad que existe a la hora de
diagnosticarlos con las pruebas tradicionales resulta légico plantearse que un diagndstico

molecular precoz podria facilita su manejo clinico, sobre todo en los tipos graves.
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Por todo ello los objetivos que se plantearon en nuestro trabajo fueron:

1. Evaluar el rendimiento diagndstico de la secuenciacién masiva en los TPC pediatricos con

un fenotipo inespecifico o incierto.

2. Describir los tipos de TPC en pacientes pediatricos en base a sus caracteristicas clinicas,

hemorragicas, de laboratorio y moleculares.

3. Evaluacion del ISTH-BAT en poblacion pediatrica.
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Se realizdé un estudio retrospectivo, observacional de base poblacional, en el que se incluyeron

un total de 84 pacientes con sospecha de TPC con un fenotipo clinico incierto en los que

previamente se habian descartado causas adquiridas y/o alteraciones en la hemostasia

secundaria y/o alteraciones del tejido conectivo. Se establecieron dos grupos de pacientes en

funcidén de si el diagnéstico de sospecha era de TH (n=54) o de TFP (n=30). Seis de los pacientes

con trombocitopenia habian sido diagnosticados previamente de PTI refractaria a tres o mas

lineas de tratamiento. Todos los pacientes incluidos en este estudio fueron atendidos en la

Unidad de Trombosis y Hemostasia, adscrita al Servicio de Hematologia del Complejo

Asistencial Universitario de Salamanca entre 2014-2021.

3.1.1 Criterios de inclusién y de exclusion

Criterios de inclusion:

Para ser incluidos en uno de los dos grupos debian cumplir los siguientes tres criterios:

1. Edad menor a 18 anos.

2. Sospecha de TPC. Debian cumplir minimo dos criterios:

o

Escala de sangrado patoldgico = 2, definido por la International Society of
Thrombosis and Hemostasis Bleeding Assessment Tool (ISTH-BAT).

Diagnéstico de PTl refractaria a, minimo, 3 lineas de tratamiento.
Manifestaciones clinicas sindromicas

Antecedentes familiares de primer o segundo grado con clinica hemorragica y
o trombocitopenia.

Hemograma con trombocitopenia (Plaquetas <150 x 109/L).
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o Test de agregacion plaquetaria mediante LTA patoldégico.
o CMF patoldgica en relacion con la alteracion de las glicoproteinas de
membrana y/o granulos plaquetarios.
3. Fenotipo inespecifico: la historia personal, los antecedentes familiares, la evaluacion del
sangrado mediante la escala ISTH-BAT, el frotis de sangre periférica, la LTA y la CMF no

sugieren un TPC especifico.

Criterios de exclusion:

Sospecha de TPC con un fenotipo especifico.

Trastornos plaquetarios de causa adquirida o secundaria.

Colagenopatias.

Coagulopatias y VWD, tanto adquiridas como hereditarias.

3.1.2 Variables recogidas

Demograficas Clinicas Laboratorio
- Edad. - Clinica hemorragica | - Hemograma con recuentoy
- Sexo. mediante escala ISTH-BAT volumen plaquetario medio.
- Historia  familiar de TPC,| (Tabla1l). - Frotis de sangre periférica.
hemorragia,trombocitopenia, - Clinica no hemorragica | - LTA.
leucemia mieloblastica aguda o | asociada. - CMF.

sindrome mielodisplasico.

Exploracion fisica - Estudio genético.

- Consanguinidad. Sospecha inicial (TH o TFP).

Diagnéstico final.
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Tabla 1. Escala de sangrado ISTH- BAT (Bleeding Assessment Tool) (modificado de Rodeghiero

F et al (30)).
SANGRADO 0 1 2 3 4
o Taponamiento Transfusion
. . >5/afio - o . _
Epistaxis No . Consulta médica Cauterizacidon Terapia sustitutiva
>10 min el e .
Antifibrinoliticos Desmopresina
; >5 equimosis (>1cm - Hematoma espontaneo,
Cutaneo-mucoso No ,q ( ) Consulta médica Extenso . P L
en areas expuestas requiere transfusion
o . >5/afio Ly L Transfusion o terapia
Pequeiias heridas No / . Consulta médica Cirugia - P .
>10 min sustitutiva o desmopresina
. - Cirugia Transfusion o terapia
Cavidad oral No Presente Consulta médica g o - P .
Antifibrinoliticos sustitutiva o desmopresina
. . Presente (no - Cirugia Transfusion o terapia
Gastrointestinal No .( Consulta médica g s - P .
secundario) Antifibrinoliticos sustitutiva o desmopresina
. Presente . Cirugia Transfusion o terapia
Hematuria No . Consulta médica & . . P .
(macroscdpica) Ferroterapia sustitutiva o desmopresina
., . . . . . Cirugia Transfusion, terapia
Extraccion dentaria No <25% intervenciones | >25% intervenciones & . . P .
Taponamiento sustitutiva o desmopresina
A . . . . Cirugia Transfusion, terapia
Cirugia No <25% intervenciones | >25% intervenciones g s o P .
Antifibrinoliticos sustitutiva o desmopresina
Consulta médica, > 2 bajas/afio . Tratamiento urgente
et Hormonas + ferroterapia L .
i compresas/2 h, Antifibrinoliticos . Transfusion, terapia
Metrorragia No , . Desde menarquiay > 12 L .
coagulos o Hormonoterapia meses sustitutiva o desmopresina
>100 en PBAC Ferroterapia Cirugia
Consulta médica e e Transfusion, terapia . . -
- Antifibrinoliticos o P . Requiere cuidados criticos o
Posparto No Oxitocina . sustitutiva, desmopresina o . L. s
R Ferroterapia i L intervencion quirurgica
Loquios > 6 semanas revision quirurgica
- . Terapia sustitutiva o L N
Muscular Nunca | Postraumatico Espontaneo P . Transfusion o cirugia
desmopresina
. . . Terapia sustitutiva o L Lo
Hemartrosis Nunca | Postraumatico Espontaneo P . Transfusion o cirugia
desmopresina
Sistema Nervioso Central | Nunca | - - Subdural Intracerebral
- L el e Transfusion, terapia
Otros* No Presente Consulta médica Cirugia y antifibrinoliticos "

sustitutiva o desmopresina

3.1.3 Informacion a los pacientes y disposiciones ético-legales

* sangrado corddn umbilical, cefalohematoma, el hematoma en mejilla por succién durante lactancia, conjuntival, circuncisién o
venopuncién. Su presencia en la infancia requiere una investigacion detallada independientemente de la puntuacion global

El estudio se ajusté a la Declaracién de Helsinki y fue aprobado por el Comité Bioético del

Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca (IBSAL, Salamanca, Espafia).
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Los pacientes incluidos en el estudio o sus tutores legales, tras ser informados, firmaron el
consentimiento informado (Cl) antes de la realizacion de los estudios funcionales y del estudio

molecular.

3.2.1 Estudios funcionales/morfolégicos

e Test de agregacion plaquetaria o Light Transmission Aggregometry (LTA): se realizé
con plasma rico en plaquetas (PRP) en el agregdmetro (Verum Diagnostica GmbH,

Munich, Alemania) segun las guias de estandarizacién (31).

e Citometria de Flujo (CMF): se utilizaron los anticuerpos monoclonales marcados con
fluorocromos para la deteccién de glicoproteinas de superficie: FITC*CD42b (GPIb),
FITC*CD42a (GPlb/IX), PE*CD41 (GPllb/llla), FITC*CD61 (GPIlla), FITC*PAC-1 (en
plaquetas activadas, GPllb/llla), FITC*CD49b (GPlla), FITC*CD31 (GPla); los utilizados
para el estudio de los granulos a y densos fueron: PE¥CD62 (Pselectina) y PE*CD63
(granulophysin). Las determinaciones se realizaron con el citémetro FacsCalibur (BD

Biosciences, San José, EE.UU) (32).

3.2.2 Estudios genéticos

3.2.2.1 Extraccion de DNA

Para el aislamiento del DNA se utilizé el kit comercial QIAmp® DNA Mini kit siguiendo las
instrucciones del fabricante. La calidad e integridad del DNA se determind mediante la
migracion en geles de agarosa. Para comprobar el nivel de degradacién, el ADN se visualizé
tras la tincion con bromuro de etidio. La cuantificacion del ADN obtenido se realizé mediante

fluorimetria con Qubit 2.0(3).

3.2.2.2 Next Generation Sequencing
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Utilizando Design Studio (lllumina, San Diego, CA, USA), se disefié una plataforma NGS con
1399 sondas dirigidas a 1106 regiones incluyendo exones, regiones no traducidas (UTRs) y
regiones flanqueantes, de 73 genes que se asocian a los TPC y/o son importantes en la

fisiologia de las plaquetas (Tabla 2)(3,33,34).

Tabla 2. Genes relacionados con los TPC incluidos en la plataforma de Next Generation
Sequencing (NGS) para el cribado molecular de trastornos plaquetarios congénitos usado en

nuestro trabajo. (Modificado de Bastida et al (3))

Mecanismo de accion Gen implicado

CYCS, FLI1, GATAL, GFI1B, HOXA11, MECOM, MPL, RBM8A, RUNX1,

Factores de transcripcion STIM1, USFL, TBX1

P2RX1, P2RY1, P2RY12, TBXA2R, ADRA2A, GP6, CD36,

BRI R e ED ITGA2, GP1BA, GP1BB, GP5, GP9, A2M, ITGA2B, ITGB3

NBEAL2, PLAU, HPS1, HPS3, HPS4, HPS5, HPS6, LYST, MLPH, BLOC1S3,

Secrecion de granulos BLOC1S6, DTNBP1, AP3B1, VIPAS39, VPS33B, RAB27A, MYO5A, PRF1,
UNC13D, STX11, STXBP2, ANO6
Proteinas del citoesqueleto y ACTN1, WAS, MYHS, FLNA, ANKRD26, ANKRD18A, DIAPH1, MASTL,
estructurales TUBB1, PRKACG, ABCG5, ABCG8
Sintesis enzimatica y GNAI3, GNAQ, GNAS, PLA2G4, TBXAS1, PTGS1, PLCB2,
sefalizacion PTS, DPAGT1, DHCR24, RGS2, RASGRP2

Los datos de secuencias generados por NGS se asignaron al genoma humano de referencia
(hg19) con el software informatico integrado MiSeq integrado (MiSeq Reporter, Illumina), que
utiliza un kit de herramientas de analisis del genoma (GATK) para la seleccion de variantes de

un solo nucleétido, de nucledtidos (SNV) y de inserciones/deleciones cortas (InDels) (3,33).

La cobertura por base fue de 2100 lecturas. El primer paso consistié en un filtro de calidad
basado en una puntuacién Phred >20, una calidad >20 y una cobertura >30 en cada posicién
dentro de las lecturas, para indicar una alta calidad de la secuencia. A continuacion, los datos
se filtraron en funcién de la gravedad de la consecuencia, con el fin de priorizar las variantes
gue conducen a un cambio de aminoacidos en la secuencia de la proteina (missense, nonsense

y los que se producen en el sitio de empalme y en los UTR). Salvo en casos excepcionales, no
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se tuvieron en cuenta las variantes sindnimas e intrdnicas. Las frecuencias alélicas menores
(MAF) se consultaron en el Exome Variant Server, 1000 Genomes Browser y las bases de datos
del de agregacion del exoma (ExAC); las variantes con un MAF de <0,05 se seleccionaron para
su posterior analisis. Las demas variantes se buscaron en distintas fuentes, como el dbSNP147,
el Catdlogo de Mutaciones Somadticas en el Cancer (COSMIC), el Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NCBI) ClinVar, la base de datos profesional HGMD base de datos
profesional, PubMed, Online Mendelian Inheritance in hombre (OMIM) y las bases de datos

de variantes especificas en un intento de identificar las variantes que causan TPC.

Por ultimo, se empled la secuenciacidon tipo Sanger para validar todas las variantes

identificadas mediante la tecnologia de NGS (3).

3.2.2.3 Categorizacion de las variantes genéticas

La evaluacién de la posible patogenicidad de las variantes descritas en nuestro trabajo se
realizd siguiendo las directrices del American College of Medical Genetics and Genomics y de
la Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP) (33,35). Estas recomendaciones se basan
en el analisis, entre otras cosas, de la frecuencia alélica, tipo de mutacién, predicciones in-
silico, analisis de segregaciéon y posibles relaciones genotipo-fenotipo que, combinados,
clasifican la variante en una de las siguientes 5 categorias: pathogenic (P), likely pathogenic

(LP), variant of uncertain significance (VUS), likely benign (LB), o benign (B)(33,35).

3.2.3. Analisis estadistico

Las variables continuas se expresaron como la media + desviacion estandar (DE) y las variables
cualitativas con sus frecuencias absolutas (n) y relativas (%). Se utilizd la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para analizar la distribucién de variables continuas. En el caso de las
variables paramétricas, se aplico la prueba t de analisis de varianza (ANOVA). En el caso de las
variables no paramétricas, los grupos se compararon mediante la prueba U de Mann-Whitney

(dos grupos) o la prueba de Kruskal-Wallis (mas de dos grupos). Finalmente, en la comparacion
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de variables cualitativas se aplicd el test chi-cuadrado. Se considerd significativo un valor de

p<0,05. Todos los analisis se realizaron utilizando el paquete estadistico SPSS versién 22.0

(SPSS, EE. UU.).
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Los resultados del estudio molecular permitieron llegar a un diagndstico final en un total de
27 pacientes (32,14%). De estos 27, 18 pacientes eran TH [SBS (n = 4, 3 de ellos monoalélicos),
MYH9-RD (n=3), WAS (n =2), ACTN1-RD (n=2), sindrome de Di George (n=2, 1 de ellos
incompleto), RUNX1-RD, (n=2), TUBB1-RT (n=1), ANKRD26-RT (n=1), trombocitopenia-2
(mutacién en MASTL) (n =1)] y 9 pacientes pertenecian al grupo de TFP [RASGRP2-RD (n= 4),
RUNX1-RD, (n=2), FERMT3-RD (sindrome de LAD-IIl) (n=1), COX1-RD (n=1), TG (n=1)]. Ademas,
nuestros resultados mostraron que 5 pacientes (todos con TH) eran portadores de variantes
categorizadas como VUS, pero, por el conocido papel del gen afecto en el desarrollo o funcién
plaquetaria junto con la clinica que presentaban, tenian una alta sospecha de sitosterolemia
(n=1), CYCS-RD (n=1), ACTN1-RD (n=1), MECOM-RD (n=1) y FLNA-RD (n=1). Por lo tanto, los
resultados de nuestro estudio mostraron que el rendimiento final del diagnostico molecular
fue del 38,09% (n=32) para el total de la muestra, el rendimiento fue del 42,5% (n=23) para

los pacientes con TH y del 30% (n=9) para los pacientes con TFP.

En la tabla 3 se recogen las variantes genéticas que se describieron en el estudio molecular de
los pacientes incluidos en nuestro trabajo. Se describieron un total de 37 variantes, de las
cuales 14 ya estadn publicadas en la bibliografia y 23 es la primera vez que se asocian a
pacientes con sospecha de TPC (Tabla 3). Segun los criterios del ACMG y AMP, del total de las
variantes encontradas, 29 fueron categorizadas como P o LPy 8 como VUS. Se describieron 31
variantes genéticas tipo missense, 4 deleciones, 1 nonsense y 1 mutacién localizada en Ia
region 5°UTR. Estas 37 variantes estaban repartidas en 19 genes diferentes (Tabla 3).La tabla
3 también muestra como 6 pacientes eran portadores de variantes en homocigosis, 25 en
heterocigosis, 2 en hemicigosis y 2 en heterocigosis compuesta. En referencia a la herencia,
en 11 pacientes se describid una herencia autosémica dominante, en 8 una herencia
autosdOmica recesiva, en 3 pacientes ligada al cromosoma X, 9 casos no fueron casos familiares

y en 4 de los pacientes la herencia fue desconocida (Tabla 3)
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Tabla 3. Variantes genéticas identificadas mediante Next Generation Sequencing

1 WAS Hemicigoto X Delecidn c.1409_1417delTGATGCACG p.470_473del No LP

2 CcYcs Heterocigoto AD Missense c.290C>A p.Ala97Asp No VUsS
3 RUNX1 Heterocigoto AD Missense c.1677>C p.Leu56Ser Koh CP et al (36) LP
4 RUNX1 Heterocigoto E Delecion del21g22.12 p.Argl66Gin Tsaietal (37) P

5 ACTN1 Heterocigoto D Missense c.2597C>T p.P866L Downes et al (38) VUsS
6 RASGRP2 Homocigoto AR Nonsense c.706C>T p.GIn236* No

7 ITGA2B Homocigoto AR Missense €.2063C>T p.Ala688Val No

8 WAS Hemicigoto X Delecidn c.802delC p.Arg268Gly fs 40 No

9 PTGS1 Heterocigoto E Missense c.428A>G p.Asnl143Ser No LP
10 FLNA Heterocigoto E Missense €.3695C>T p.Thr1232lle No 'S
11 ACTN1 Heterocigoto AD Missense c.2551G>A p.Glu851Lys No LP
12 RASGRP2 Homocigoto AR Missense c.887G>A p.Cys296Tyr No LP
13 FERMT3 Homocigoto AR Missense ¢.5937>C p.L198P No LP
14 RASGRP2 Homocigoto AR Missense c.1142C.T p.Ser381Phe No P
15 ITGA2B Heterocigoto AD Missense €.2063C>T p.Ala688Val No LP
16 GATA1 Heterocigoto X Missense c.1208C>T p.Thr403lle No 'S
17 GP1BB Heterocigoto E Missense c.119G>A p.Gly40Glu No LP
18 RUNX1 Heterocigoto E Missense c.C520T p.R174X Song et al (39) P
19 MYH9 Heterocigoto D Missense c.277A>G p.N93D Pecci et al (40) LP
20 | GP1iBA :';:F:;’Zﬁ‘c’)m AR Missense c.T673A/C.1661delG p.C2255/P.W554fs | Simsek et al (41)/No | LP/LP
21 TUBB1 Heterocigoto AD Missense c.319A>C p.Thrl07Pro No LP
22 MYH9 Heterocigoto | AD Missense ¢.C3493T p.R1165C Kunishima et al (42) P
23 MYH9 Heterocigoto | AD Missense c.G4546A p.V1516M Pecci et al (43) P
24 RUNX1 Heterocigoto E Missense c.1205C>T p.Ser402Phe No LP
25 FLNA Heterocigoto D Missense c.G2522A p.R841Q No VUS
26 MASTL Heterocigoto AD Missense c.836C>G p.Pro279Arg No LP
27 GP1BB Heterocigoto D Missense c.G127T p.G43W Savoia et al(44) LP
28 GP1BA Heterocigoto | AD Missense €.334G>C p.Glyl12Arg Matsubara et al (45) | LP
29 ANKRD26 Heterocigoto AD 5'UTR c.-125T>G - Balduini et al (46) P
30 MECOM Heterocigoto E Missense c.1751C>T p.Pro584Leu No VuUs
31 RASGRP2 Homocigoto AR Missense €.914C>G p.Gly305Asp Bermejo et al (47) LP
32 | ABCGS ':;:gg:sgtzm AR Missense C.139G>A / ¢.728G>T E:X?:Z';é . No / No VUS/VUS
33 ACTN1 Heterocigoto | AD Missense €.1959C>G p.lle653Met Downes et al (38) P
34 TBX1/GP1BB Heterocigoto E Delecion del22g11.2 - Song et al (48)
35 RUNX1 Heterocigoto E Missense ¢.1189T>C p.Ser397Pro No LP

X: herencia ligada al X; AD: herencia autosdmica dominante; AR: herencia autosdmica recesiva; E: espontanea;
D: desconocido; P: pathogenic; LP: likely pathogenic; VUS: variant of uncertain significance
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4.2 Analisis de los datos personales, clinicos y familiares

En nuestro estudio se incluyeron un total de 84 pacientes (Anexo 1). La edad media fue de
8,85 +4.71 aios y 45 (53,5%) eran mujeres (Tabla 4). En referencia a la historia familiar 37
pacientes (44,04%) tenian antecedentes en la familia de hemorragia y/o de trombocitopenia.
En 1 paciente la persona afecta era su hermano, en 8 era el padre, en 12 era la madre y 16
pacientes presentaban mas de un familiar afecto. En 8 familias se describié consanguinidad

(Tabla 4).

El recuento plaquetario medio fue de 175 x 10°/L + 19 x 10°/L. Los niveles para los pacientes
con TH fueron de 81 x 10°/L + 29 x 10°/L, mientras que para los pacientes con TFP fue de 270
x 10°/L + 10 x 10°/L (p<0.001). Cincuenta y cuatro pacientes (64,3%) presentaban
trombocitopenia segun los criterios de inclusiéon (Tabla 4). En referencia a las pruebas de LTA
y CMF en los pacientes con TFP, no habia ninguno a los que no se haya tenido acceso al

resultado de al menos una de las pruebas funcionales.

Tabla 4. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes incluidos diferenciados por

tipo de TPC.
[ THmesy ] TP(n=30) | TOTAL(n=84) |
Edad media: afios £DE 9,14+4,87 8,33 +4,42 8,73 +4,64
Sexo: V, n (%) / M, n (%) 27 (50,0%) / 27 (50,0%) 12 (40,0%) / 18 (60,0%) 39 (46,4%) /45 (53,6%)
Antecedentes familiares, n (%) 28 (51,8%) 10 (33,3%) 38 (45,2%)
Consanguinidad, n (%) 2 (3,7%) 6 (20%) 8(9,5%)
Plaquetas x 10%/L: media +DE 81+ 29 270 +10 175 + 19

Micro: 3 (5,5%)

. 0,
Tipo de trombocitopenia, n (%) ’:/T;:;g_' 21;3 ((23’3;)) - -
. , 170

Desconocido: 11 (20,3%

LTA alterada, n (%) 4(7,4%) 25 (83,3%) 29 (34,5%)

CMF alterada, n (%) 4 (7,4%) 15 (50,0%) 19 (22,6%)

TH: trombocitopenia hereditaria, TFP: trastorno hereditario de funcién plaquetaria, V: varén, M: mujer, LTA:
Light Transmission Aggregometry CMF: citometria de flujo, DE: desviacién estandar.
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La puntuacidon media de la BS fue de 3,09 + 3,22. De los 14 apartados evaluados por el ISTH-
BAT, la frecuencia de los sintomas se detalla en la Tabla 4. El 45,2% de los pacientes referia
epistaxis (n=38), de los cuales, el 36,9% precisd tratamiento hemostatico local y/o
antifibrinoliticos y/o transfusiéon de hemoderivados. El 42,8% de los casos (n=36) referia clinica
cutanea, de los cuales, el 44,4% no precisé asistencia médica. El 5,9% de los pacientes (n=5)
referia sangrado en relacion con pequefias heridas y el 8,3% (n=7) presentd sangrado en
cavidad oral y/o encias. En cuanto a la metrorragia (n=7, 8,3%), el 85,8% (n=6) habian
requerido tratamiento hormonal, hemostatico o ferroterapia. Ninguna de las mujeres
estudiadas habia tenido descendencia en el momento del estudio. Un total de 6 nifios (7,1%)
asociod sangrado excesivo durante un procedimiento quirurgico; éste fue grave (BS>2) en el
66,7% de los casos (n=4). Durante extracciones dentarias en el 5,9% de los casos (n=5) se
produjo sangrado, siendo considerado grave en el 40% de ellos (n=2). Los sangrados a nivel
gastrointestinal (n=2, 2,3%), de sistema nervioso central (SNC) (n=2, 2,4%) y musculares (n=1,
1,2%) fueron muy poco frecuentes. No hubo casos de hematuria ni hemartrosis. No se
asociaron diferencias significativas entre el valor medio de BS entre ambos sexos (varones

2,83 +2,95; mujeres 3,31 +3,44; p: 0,512) (Tabla 5).

La BS fue significativamente mayor en los pacientes con alteracién en la funcién plaquetaria
(LTA, n=27) frente a los sujetos que tenian una funcién plaquetaria normal (n=33) (5,07+3,73
vs. 1,76+ 2,44; p<0,001). Cabe sefialar que en 25 de los pacientes incluidos en nuestro estudio

no tuvimos acceso al resultado de la prueba.
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Tabla 5. Distribucion de la clinica hemorragica en funcion de la localizacién del sangrado y la

gravedad de la sintomatologia segun el ISTH-BAT.

Epistaxis 38 (45,2%) | Cirugia 6 (7,1%)
| 11 (28,9%) [ 1(16,7%)
Il 13 (34,2%) I 1(16,7%)
M 8(21,1%) I 3 (50%)
\% 6 (15,8%) v 1(16,7%)
Cutaneo-mucoso 36 (42,8%) | Metrorragia 7 (8,3%)
| 16 (44,4%) [ 1(14,3%)
Il 15 (41,7%) I 5 (71,4%)
M 5 (13,9%) I 1(14,3%)
Heridas 5(5,9%) | Posparto -
I 3(60%) | Muscular 1(1,2%)
Il 2 (40%) Il 1 (100%)
Cavidad oral 7 (8,3%) | Hemartrosis -
| 3(42,9%) | SNC 2 (2,4%)
Il 3(42,9%) 1 1 (50%)
v 1(14,3%) v 1 (50%)
Gastrointestinal 2(2,3%) |Otros 1(1,2%)
v 2 (100%) v 1 (100%)
Hematuria -
Extraccion dental 5 (5,9%)
| 2 (40%)
Il 1 (20%)
M 1 (20%)
v 1(20%)

SNC: sistema nervioso central

La media de la BS para los casos con TH fue significativamente menor que la BS de los pacientes
con TFP, siendo respectivamente de 1,92 +2,00 y 4,93 + 3,91; p<0,001. El porcentaje de
pacientes para cada apartado de los diferentes tipos de sangrado se observa en la Tabla 6. Se
encontré un mayor nimero de pacientes que presentaban epistaxis en el grupo con posible
TFP (p< 0,001) respecto al grupo con sospecha de TH; en referencia al grado de epistaxis no
hubo diferencias estadisticamente significativas. También fue mads frecuente el sangrado de
pequefias heridas (p=0,043), el sangrado en cavidad oral (p= 0,005) y el sangrado durante una
cirugia (p=0,015) en el grupo de TFP. Al igual que ocurria en epistaxis, no se encontraron
diferencias significativas en la gravedad del sangrado. Respecto al resto de tipos de sangrado

no hubo diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (Tabla 6).
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Tabla 6. Comparacion de la distribucidn de la clinica hemorragica en funcidn de la localizacidon

del sangrado y la gravedad de la sintomatologia segun el ISTH-BAT entre el grupo de

trombocitopenias y trombocitopatias hereditarias.

Epistaxis 22(73,3%) | 16(29,6%) | <0,001
| 6 (27,3%) 5 (31,3%)
I 6 (27,3%) 7 (43,8%)
1 6 (27,3%) 2 (12,5%) 0,586
v 4 (18,2%) 2 (12,5%)
Cutaneo-mucoso 16 (53,3%) 20 (37,0%) 0,258
| 8 (50%) 9 (45%)
] 6 (37,5%) 9 (45%) 0,835
1 2 (12,5%) 2 (10%)
Heridas 4 (13,3%) 1(1,8%) 0,043
[ 2 (50%) 1 (100%)
I 2 (50%) - 0,361
Cavidad oral 6 (20%) 1(1,8%) 0,005
I 2 (33,3%) 1 (100%)
Il 3 (50%) - 0,459
v 1(16,7%) -
Gastrointestinal 2 (6,7%) - 0,063
IV 2 (100%) - -
Hematuria - - -
Extraccion dental 3 (10%) 2 (3,7%) 0,499
I 1(33,3%) 1 (50%)
Il 1(33,3%) -
I 1(33,3%) - 0,572
v - 1 (50%)
Cirugia 5(16,6%) 1(1,8%) 0,015
[ - 1 (100 %)
I 1 (20%) -
I 3 (60%) - 0,112
1% 1(20%) -
Metrorragia 3 (10%) 4 (7,4%) 0,984
| - 1(25%)
I 2 (66,7%) 3 (75%) 0,688
M 1(33,3%) -
Muscular 1(3,3%) - 0,191
I 1 (100%) - -
SNC 1(3,3%) 1(1,8%) 0,704
n - 1 (100%)
IV 1 (100%) - 0,157
Otros sangrados 1(3.3%) -
IV 1 (100%) - -

SNC: sistema nervioso central, TH: trombocitopenia hereditaria; TFP: trastorno hereditario de la funcién

plaquetaria.
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Analizando el nivel de sangrando en funcién del ser portador o no de variantes genéticas
nuestros resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas (3,44 + 2,80 en
pacientes portadores de mutacion y 2,62 + 1,62 en no portadores de mutacion; p=0,364).
Nuestros resultados tampoco asociaron el tipo de sangrado ni su grado con el estudio

genético.
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El estudio molecular ofrece la posibilidad de mejorar el diagndstico de los TPC. Sin embargo,
la experiencia en poblacion pediatrica es aun limitada. En el presente estudio pediatrico, se
ha utilizado un panel de 73 genes, en una plataforma de NGS, relacionados con los TPC. Se
estudiaron un total de 84 pacientes pediatricos con sospecha de TPC con un fenotipo

inespecifico o incierto.

Nuestro estudio encontrd variantes candidatas de enfermedad en el 38,09% de los pacientes
estudiados; porcentaje similar al de otras series de adultos en el que se utilizaron tanto panel
genético (3) como estudio del exoma completo (49). El 62% de estas variantes no habian sido
descritas hasta la fecha, lo que pone de manifiesto la gran variabilidad molecular de los TPC.
De especial relevancia fue el diagnéstico de TPC autosdmicos recesivos graves o desordenes
ligados al cromosoma X destacando dos WAS, un SBS en heterocigosis compuesta, un caso de
TG o una posible sitosterolemia. Debido a las numerosas diferencias respecto a los criterios
de inclusién y variabilidad genética entre los diferentes estudios publicados, resulta
complicado comparar las tasas de diagndstico (50). La interpretacion adecuada de la
patogenicidad de las variantes genéticas candidatas encontradas por NGS en las TPC sigue
siendo un reto. Llama la atencién que casi un 24% de las variantes fueron clasificadas como
VUS lo que, ante una alta sospecha de causa congénita, obligaria a plantearse realizar estudios
a nivel celular o murino e, incluso, ampliar el estudio molecular con WES o WGS. Algunos
autores empiezan a plantearse si los pacientes con un TPC de fenotipo inespecifico podrian
beneficiarse de estudiar directamente el exoma o incluso el genoma sin saltandose el panel

genético (51).

Ademas, a pesar de la mejora diagndstica tras la introduccidn de la NGS en el diagndstico, es
preciso combinarlo con el resto de los estudios de diagndstico puesto que su resultado debe
evaluarse en el contexto clinico del paciente. Algunos de los genes mutados descritos en
nuestro trabajo pueden asociarse a una mayor predisposicién a neoplasias hematoldgicas

como es el caso de RUNX1, o ANKRD26. Existen algunos grupos de investigacién (52) que

Actividades

35




© Universidad Internacional de La Rioja (UNIR)

Mariana Sanchez Magdaleno
Aplicacion de la secuenciacion masiva en el diagndstico de nifios con sospecha de trastorno plaquetario
congénito con fenotipo inespecifico

deciden excluir estos genes de los estudios pediatricos. Greinacher et al (29,53) recomienda
no estudiarlos si no son relevantes para el paciente puesto que sélo un subgrupo de individuos
con estas variantes genéticas (10-30%) desarrollard leucemiay el riesgo individual de aparicién
se desconoce en gran medida. Ademas, la realizacion de recuentos sanguineos frecuentes no

influiria de forma apreciable en el momento del diagndstico y el tratamiento.

Respecto a la presentacidon clinica y las caracteristicas plaquetarias, éstas fueron muy
variables, lo que es coherente con la heterogeneidad de los TPC (2). La mayor parte de los
nifios (64,3%) presentaban trombocitopenia como principal caracteristica hematolégica en
consonancia con los hallazgos recientes de otras series de TPC en las que se incluian pacientes

mayormente adultos (3).

Respecto a la clinica hemorragica, los sintomas predominantes, evaluados con la escala ISTH-
BAT, fueron la epistaxis y la clinica cutanea, datos similares a los publicados en otros estudios
pediatricos (22,54). Esta predominancia se observa tanto en la poblacién total a estudio, asi
como su distribucién por TH o TFP. En nuestra muestra, al incluir pacientes adolescentes, la
metrorragia tuvo un porcentaje no desdefiable. Al igual que en estudios previos (23), la BS de
los pacientes con TFP fue significativamente mayor a la de los casos con TH. Esta diferencia
también se observa cuando estudiamos por separado el grado de epistaxis, de sangrado de
heridas, de cavidad oral y la hemorragia durante cirugias lo que nos podria hacer plantearnos

estudiar su utilidad como un criterio para sospechar un TFP.

En relacién con esto, se observo también que la BS fue mayor en los pacientes con alteracion
de la LTA respecto a los que esta prueba era normal lo que podria predecir el riesgo de
encontrar una alteracion en la funcidén plaquetaria, resultados que coinciden con los ya
publicados en poblacién adulta (55). Asi pues, podriamos plantearnos también en este caso

ampliar el estudio con pruebas mas especificas de funcion plaquetaria.

A pesar de las ventajas encontradas en el uso de la escala ISTH-BAT de sangrado en nuestros

pacientes, el uso de escalas de sangrado en poblacién pediatrica siempre ha sido
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controvertido debido a que los nifios pequenos tienen pocas posibilidades de recibir
puntuaciones altas. Es de esperar que algunos nifilos con un TPC no presenten sintomas
hemorragicos hasta una etapa tardia de la infancia debido a la falta de exposicién a factores
de riesgo hemostaticos comunes como la cirugia, la extraccién dental y la menarquia. No
obstante, en un de las ultimas publicacidn de Gresele et al de (23), donde se estudia el uso del
ISTH-BAT como herramienta de hemorragia en los TPC, la muestra pediatrica no difiere de la
poblacidn adulta, lo que sugiere que el ISTH BAT es un buen predictor de la hemorragia

también en sujetos pediatricos (22).

Limitaciones del estudio

En este estudio una de las principales limitaciones es la heterogeneidad de la muestra. En el
54,8 de los pacientes no existian antecedentes familiares conocidos y en el 90,5% no habia
consanguinidad clara, que pudieran hacer pensar si realmente estamos ante un trastorno
congénito, aunque no se puede descartar que las alteraciones sean de novo, o por una
herencia recesiva por heterocigosis compuesta. Asi mismo, se incluyeron 6 pacientes que
presentaban PTI refractaria, que, aunque se pueda realizar este tipo de estudios en esta
poblacién, segun las ultimas guias (56), el rendimiento diagndstico es bajo, ya que puede
haber otras causas. Otra limitacién ha sido la recogida de datos en cuanto a las pruebas de
funcién plaquetaria y CMF, dado que al no identificarse no es confirmatorio que el paciente
pueda englobarse como TFP, y podria ser una DHOD, siendo el rendimiento diagndstico

genético en esta poblacién extremadamente bajo (<3% (50))
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6. Conclusiones

Atendiendo a los objetivos planteados y al trabajo desarrollado las conclusiones de nuestro

trabajo fueron:

1. El estudio genético con un panel de genes mediante NGS nos permitid identificar las
alteraciones moleculares en el 38,09% de los pacientes con TPC de fenotipo inespecifico.
Pudiendo ser util en el estudio de las TH (rendimiento del 42,5%) y de los TFP (rendimiento

del 30%)

2. La epistaxis, el sangrado de heridas, de cavidad oral y la hemorragia durante cirugias fue
mas frecuente en los pacientes con TFP lo que podria plantear estudiar su utilidad como un

criterio de sospecha de TFP en pacientes pediatricos.
3. Los pacientes con posible diagndstico de TFP mostraron una mayor BS que los pacientes

con posible diagndstico de TH, sugiriendo que el grado de sangrado definido por ISTH-BAT

podria ser atil en la sospecha diagndstica de un TFP.
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7. Anexos

Anexol. Caracteristicas de cada uno de los pacientes incluidos en nuestro estudio.

1 M 13 Desconocido 6 No 182000 9.7 Normal Alterado Normal TFP
Vv 13 Si/Si 0 No 126000 12.8 Plaquetas grandes Normal Normal TH
Anemia microcitica e
3 | M 7 No /si 18 No 276000 7.4 hipocrémica. Alterado Normal TFP
Trombocitosis
reactiva.
4 | v | 9 si/si 9 Retraso mad“g’:"“" Déficit de 220000 - Normal Alterado Normal TFP
s | M| 4 si/si 3 Retraso mad”g’l:"’(" Déficit de 200000 - Desconocido Alterado Alterado TFP
6 M 17 No / Si 7 No 280000 - Desconocido Alterado Alterado TFP
7 Vv 4 No / Si 7 No 193000 - Normal Alterado Alterado TFP
8 \ 8 No / Si 7 No 315000 - Normal Alterado Alterado TFP
9 \ 8 No / Si 7 No 150000 8.9 Normal Desconocido | Desconocido TH
10 M 15 Si/No 0 No 88000 10 Neutropenia leve Normal Normal TH
Poblaciones
11 | M| 16 Si/No 2 No 70000 10 | [linfocitarias Normal Normal H
disminuidas todas en
ndmero
12 Vv 0 No / No 3 No 30000 7 Plaquetas pequefias Normal Normal TH
13 M 7 Si/ No 0 No 45000 19 Plaquetas grandes Normal Normal TH
14 " 8 Si/No 2 No 950000 12.6 Plaquetas grandes Normal Normal TH
15 M 14 No / No 5 No 21000 14.5 Plaquetas grandes Normal Normal TH
16 \ 14 Si/No 0 No 76000 16 Plaquetas grandes Normal Normal TH
17 \ 14 No / No 3 Talla baja. Dificultad aprendizaje 79000 12 Plaquetas grandes Normal Normal TH
18 M 16 Si/No 2 No 80000 14.2 Plaquetas grandes Normal Normal TH
Pancitopenia. Retinitis
19 M 1 No / No 0 pigmentaria. Insuficiencia 22000 12.2 Normal Normal Normal TH
exocrina pancreatica.
20 \ 8 Si/No 0 No 92000 14,6 Normal Normal Normal TH
21 M 13 No / No 2 Déficit GH 120000 9.8 Normal Normal Normal TH
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22 M 3 Si/No 0 No 85000 10 Normal Normal Normal TH
23 M Si/No 4 No 115000 9.9 Normal Normal Normal TH

Hipoplasia cuerpo calloso. Fisura
u | v | s No /No 2 _ paladar blando. Hipoacusia 35000 8 Normal Normal Normal TH

bilateral. Cifosis dorsal Alteracion

refraccion. Raiz adrtica dilatada.
25 \ 8 Si/ No 0 No 20000 14 Normal Normal Normal TH
26 \% 12 Si/No 1 No 62000 7.5 Normal Normal Normal TH
27 Y, 15 Si/No 0 No 104000 8.6 Normal Normal Normal TH
28 \ 0 No / No 3 No 6000 9 Desconocido Normal Normal TH
29 \ 14 Si/ No 2 No 100000 14 Desconocido Normal Normal TH
30 M 4 Si/ No 6 No 240000 - Desconocido Alterado Normal TFP
31 M 6 Si/No 2 No 237000 - Desconocido Alterado Normal TFP
32 M 9 No / No 3 No 38000 12 Desconocido Normal Normal TH
33 M 7 No / No 5 Xantomas 98000 15 Normal Alterado Normal TH
34 M 6 No / No 3 No 293000 - Normal Alterado Normal TFP
35 \ 16 No / No 5 No 302000 - Normal Alterado Normal TFP
36 Vv 5 No / No 4 No 210000 - Desconocido Alterado Normal TFP
37 M 7 No / No 2 No 315000 - Desconocido Alterado Normal TFP
38 M 9 Si/No 8 No 170000 - Desconocido Alterado Normal TFP
39 M 14 Si/ No 4 Lupus 17000 15 Plaquetas grandes Normal Normal TH
40 M 15 Si/No 3 No 94000 11 Normal Normal Normal TH
41 M 2 Si/No 1 No 112000 8.5 Normal Normal Normal TH
2 | M| 13 No /No 2 Agenesia Renal. Hipoplasia 40000 11 Normal Normal Normal TH

cuerpo calloso
43 M 9 Si/No 3 No 185000 Normal Alterado Normal TFP
44 \Y 5 Si/No 6 Dupllmdz{d esplénica. Verrugas 9000 20 Plaguetas grandes Alterado Normal TH
cutdneas y eccemas.
45 M 12 Si/No 1 No 164000 12.8 Normal Normal Alterado TFP
46 \ 0 No / No 4 No 617000 - Normal Alterado Alterado TFP
a7 M 5 No / No 5 Estenosis pulmonar 64000 14 Normal Alterado Alterado TH
48 \ 6 No / No 4 No 86000 11 Normal Alterado Alterado TH
49 M 2 No / No 10 No 460000 - Desconocido Alterado Alterado TFP
50 \ 5 No / No 1 No 436000 - Desconocido Alterado Alterado TFP
51 \ 12 No / No 4 No 162000 - Desconocido Alterado Alterado TFP
52 Vv 6 No / No 4 InmunOdezg:r':E:a variable 11000 16.9 Plaquetas grandes Desconocido Alterado TH
53 | M| 10 No/No 4 TDHA. Retraso psicomotor. 457000 9.2 Normal Desconocido |  Alterado TFP
Escoliosis.

54 M 4 No / No 9 No 310000 - Normal Alterado Alterado TFP
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55 M 4 No / No 3 Sindrome Noonan-like 223000 - Normal Alterado Alterado TFP
56 \" 11 Si/No 1 TDHA 133000 13 Plagquetas grandes Normal Desconocido TH
57 M 14 Si/No 0 Hipotiroidismo 14000 13.3 Plaguetas grandes Normal Desconocido TH
58 \ 14 Si/ No 2 Escoliosis 203000 - Normal Alterado Desconocido TFP
59 M 13 Si/No 3 No 269000 - Desconocido Alterado Desconocido TFP
60 \" 14 Si/No 0 1 271000 8.7 Desconocido Alterado Desconocido TFP
61 M 3 No / No 3 Inmunodeficiencia 205000 12.3 Desconocido Alterado Desconocido TFP
62 M 17 No / No 3 No 76000 13.3 Normal Desconocido | Desconocido TH
Inmunodeficiencia variable
63 Vv 8 No / No 2 comun. Hipoacusia. /-}troﬁa. 66000 13 Normal Desconocido | Desconocido TH
cuerpo calloso. Bronquiectasias
bilaterales
64 Vv 0 No / No 3 No 45000 - Desconocido Desconocido | Desconocido TH
65 \Y 15 No / No 3 Talla baja. Retraso madurativo 13000 - Desconocido Desconocido | Desconocido TH
66 M 5 Si/No 5 No 69000 15.8 Desconocido Desconocido | Desconocido TH
67 \Y 6 Si/No 2 No 14600 12 Desconocido Desconocido Alterado TH
68 M 9 No / No 3 No 98000 11.7 Desconocido Desconocido | Desconocido TFP
69 Vv 9 No / No 0 No 135000 - Desconocido Desconocido | Desconocido TH
70 M 11 Si/No 0 No 37000 12.5 Desconocido Desconocido | Desconocido TH
71 \ 11 No / No 3 No 49000 - Desconocido Desconocido | Desconocido TH
72 M 13 Si/No 0 No 97000 11.6 Desconocido Desconocido | Desconocido TH
73 M 3 No / No 3 No 120000 9 Desconocido Desconocido | Desconocido TH
74 \Y 16 Si/No 3 No 19000 - Desconocido Desconocido | Desconocido TH
75 \ 11 No / No 2 Celiaquia. Dls.funmon tiroidea 106000 9.2 Normal Desconocido | Desconocido TH
autoinmune
76 M 13 Desconocido 3 No 40000 17 Plaguetas grandes Normal Alterado TH
77 \" 12 Desconocido 12 Sindrome de Marfan 90000 - Desconocido Normal Alterado TFP
78 M 12 Desconocido 3 No 195000 - Desconocido Normal Alterado TFP
79 \ 6 Desconocido 4 No 250000 - Desconocido Desconocido | Desconocido TH
80 M 3 Desconocido 3 No 20000 - Desconocido Desconocido | Desconocido TH
81 \" 4 Desconocido 7 No 33000 - Desconocido Desconocido | Desconocido TH
82 \ 6 Si/No 1 No 45000 16 Desconocido Desconocido | Desconocido TH
83 M 9 Desconocido 3 No 32000 - Desconocido Desconocido | Desconocido TH
84 M 5 Si/No 3 No 3000 11.5 Desconocido Desconocido | Desconocido TH

M: mujer, V: vardn, TPC: trastorno plaquetario congénito, TFP: trastorno hereditario de funcién plaquetaria, TH: trombocitopenia hereditaria, PTIr: trombocitopenia inmune,

VPM: volumen plaquetario medio, LTA: Light trasmission aggregometry, CMF: citometria de flujo
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