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Resumen

Dada la heterogeneidad de las entidades comprendi-
das en las trombocitopenias hereditarias y la escasez
de marcadores distintivos, su diagnostico constituye
un verdadero desafio. El abordaje clasico se basa en
la caracterizacion fenotipica seguida del estudio mo-
lecular de genes candidatos, orientado segun la sos-
pecha clinica. La introduccion de la secuenciacion de
nueva generacion (NGS), que permite evaluar multi-
ples genes simultaneamente, constituye una alternati-
va diagnostica de alto costo, siendo de acceso limitado
en nuestro medio. Nos propusimos evaluar la utilidad
del abordaje clasico en una cohorte consecutiva de 50
familias y describir la aplicacion de NGS en un sub-
grupo de pacientes sin diagnostico etiologico luego
del enfoque clasico. Mediante el abordaje clasico se
efectuod el diagndstico en 27 (54%) familias. Poste-
riormente, 8 familias que quedaron sin diagnéstico
luego del algoritmo clasico, se evaluaron mediante
NGS, identificando el gen causal en 4 de ellas. Con-
siderando ambos abordajes, el rédito diagnostico fue
31/50 (62%) familias, con la siguiente distribucion:
38% desorden relacionado a MYH9, 8% sindrome
de Bernard-Soulier (4% clasico, 4% monoalélico),
4% sindrome de plaquetas grises, 4% desorden pla-
quetario con predisposicion a leucemia, 6% trom-
bocitopenia relacionada a ANKRD?26, 2% sindrome
Wiskott-Aldrich. Los pacientes en los que no se pudo
efectuar un diagnostico etioldgico presentaban trom-
bocitopenia aislada leve, con aumento moderado del
tamaio plaquetario y sangrado escaso.

En conclusion, la aplicacion de NGS permitié au-
mentar el rédito diagnostico, si bien seria necesario
ampliar la poblacion estudiada para establecer el
valor real de este abordaje en nuestro medio. Por lo
tanto, el uso inicial del abordaje clésico, reservan-
dose la aplicacion posterior de NGS a los casos que
permanecen sin diagnostico luego de este enfoque,
constituiria una alternativa util en paises con pocos
recursos, apuntando a un diagnostico adecuado que
posibilite la pesquisa de complicaciones sindromicas,
oriente al tratamiento y consejo genético acertado.

Abstract

Diagnosis of inherited thrombocytopenias represents
a true challenge owing to heterogeneity of these dis-
orders and the absence of distinctive features in a
substantial proportion of patients. Classical diagnos-
tic approach is based on phenotypic characterization
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followed by molecular analysis of candidate genes
guided by clinical suspicion. The introduction of next
generation sequencing (NGS), that allows multiple
genes analysis, is a high-cost alternative with limit-
ed access in our country. The aim of this work was
to evaluate the utility of the classical approach in a
consecutive cohort of 50 families and to describe the
application of NGS in a subgroup of patients without
an etiological diagnosis after the initial approach.
Through the conventional approach, an etiologic di-
agnosis was made in 27 (54%) families. NGS was
performed in 8§ that remained without diagnosis af-
ter initial characterization, attaining a diagnosis in
4. Combining both approaches, the diagnostic yield
was 31/50 (62%) families: 38% MYH9-related disor-
der, 8% Bernard-Soulier syndrome, 4% gray platelet
syndrome, 4% familial platelet disorder with predis-
position to leukemia, 6% ANKRDZ26-related throm-
bocytopenia, 2% Wiskott-Aldrich syndrome. Most
patients without diagnosis had isolated macrothrom-
bocytopenia and mild bleeding. NGS increased the
diagnostic rate in this cohort, although it would be
necessary to expand the population to establish its
actual value in our setting. Therefore, the use of the
classical approach and subsequent application of
NGS in undiagnosed patients would represent a use-
ful alternative in low-income countries, pointing out
that a correct etiological diagnosis enables the detec-
tion of syndromic complications, appropriate treat-
ment and adequate genetic counseling.

Introduccion

Las trombocitopenias hereditarias (TH) constitu-
yen un grupo amplio y heterogéneo de desordenes
caracterizados por una disminuciéon del numero de
plaquetas. Son causadas por mutaciones germinales
en genes que codifican para proteinas claves en la
produccion y funcion plaquetaria). Si bien la mayo-
ria de las TH son secundarias a una alteracion a nivel
de la produccion plaquetaria, en algunas entidades la
sobrevida plaquetaria acortada contribuye a la trom-
bocitopenia. Hasta el momento se conocen mas de
33 desordenes causados por 32 genes diferentes y
esta lista contintia en crecimiento (Figura 1)®. El tipo
de herencia es variable, incluyendo casos autosémi-
co dominantes, recesivos, ligado al X o mutaciones
que se presentan de novo. Pueden manifestarse como
trombocitopenia aislada, o estar acompafiadas de ma-
nifestaciones sindrémicas. En algunos casos, ademas
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Figura 1. Genes mutados en trombocitopenias hereditarias, agrupados segun su rol biologico y el proceso
en el que participan®.

de la trombocitopenia, los pacientes tienen alteracion
concomitante de la funcién plaquetaria, presentando
distintos grados de sangrado. El escaso conocimien-
to de estas enfermedades lleva a que algunas veces
el diagnostico pase desapercibido y una proporcion
importante de pacientes se considera erroneamente
como trombocitopenia inmune (PTI)"?.

Para abordar el diagnostico, el Grupo Italiano de Es-
tudio de la Plaqueta™, ha propuesto un algoritmo re-
conocido a nivel internacional. Este abordaje clasico
se basa en la caracterizacion fenotipica seguida del
estudio molecular del gen candidato, orientado segun
la sospecha clinica. Sin embargo, aun aplicando este
algoritmo, alrededor de la mitad de los pacientes per-
manece sin diagndstico etiologico. La complejidad
de las metodologias comprendidas en este algoritmo,
y el desconocimiento de algunas alteraciones gené-
ticas causales de TH, dificultan la identificacion de
estos desordenes, comprometiendo el diagnostico,
el tratamiento adecuado y el consejo genético. En
este sentido, la aplicacion de tecnologias de secuen-
ciacion de nueva generacion (NGS) revolucion¢ el
campo del diagnodstico genético, aunque constituye
una alternativa de alto costo y de acceso limitado en
nuestro medio. NGS puede implementarse mediante
el uso de paneles genéticos permitiendo el analisis si-
multaneo de todos los genes implicados en TH, o por
WES (whole exome sequencing), metodologia que
estudia todo el exoma®.

Ademas del riesgo hemorragico, en algunas entidades
existe compromiso de otros 6rganos o complicacio-
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nes graves como nefropatia, hipoacusia, inmunode-
ficiencia, aplasia medular, mielofibrosis o evolucion
leucémica. El diagndstico genético permite pesquisar
en forma temprana la aparicion de estas posibles com-
plicaciones y prevenirlas en caso de ser factible.

Si bien no existe un tratamiento especifico en las TH,
los miméticos de la trombopoyetina (eltrombopag
y romiplostim), podrian ser utiles en algunas enti-
dades, como el desorden relacionado al gen MYH9
(D-MYH9)©. En algunas entidades particulares, los
pacientes pueden ser candidatos a trasplante de mé-
dula 6sea. Por otro lado, la terapia génica dirigida a la
alteracion molecular subyacente constituiria una al-
ternativa que actualmente se encuentra en desarrollo.
Por lo expuesto, la identificacion precisa de la altera-
cion molecular causal permite individualizar el trata-
miento, personalizando la atencion de los pacientes.
Previamente demostramos que, en el contexto de
nuestro pais, la adopcion del algoritmo diagnostico
establecido por el grupo italiano y la colaboracion
con un centro de referencia experto en este tema nos
permitio realizar el diagndstico de TH en 10/14 fami-
lias, hallando en mayor proporciéon macrotrombocito-
penias, especialmente D-MYH9. En base a esto, nos
propusimos evaluar la utilidad del abordaje clasico en
una cohorte consecutiva de 50 familias y describir la
aplicacion de NGS en un subgrupo de pacientes sin
diagnéstico luego del enfoque inicial, con el objetivo
de mejorar el diagndstico y la atencion de pacientes
con estas enfermedades raras, apuntando al desarrollo
de registros nacionales que faciliten su manejo.
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Material y métodos

Pacientes

Se incluyeron en forma consecutiva pacientes que
presentaban trombocitopenia en presencia de an-
tecedentes familiares y/o de alguna alteracion su-
gestiva del origen hereditario, que concurrieron al
servicio de Hematologia Investigacion del Instituto
Lanari entre el afio 1999 y el 2019. El estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de la institucion y
los pacientes o sus tutores legales firmaron el con-
sentimiento informado correspondiente.

Metodologia

La caracterizacion fenotipica incluy6 distintas fases
de estudios con complejidad creciente, basadas en
el algoritmo diagndstico propuesto por el grupo ita-
liano®.

Estudios de primera fase: tamizaje

Se realizo recuento de plaquetas en camara de Neu-
bauer y una observaciéon minuciosa del frotis de
sangre periférica. Se determino el volumen plaque-
tario medio (VPM) mediante contador hematologi-
co automatizado (Sysmex XS10001i), facilitando la
clasificacion de estas entidades en base al tamafio
plaquetario. Luego, se utiliz6 un programa espe-
cifico de analisis de imagen para la determinacion
del diametro plaquetario medio (DPM). Para esto,
a partir de imagenes digitales tomadas de frotis de
sangre periférica teflidos con May Griinwald-Giem-
sa, se midi6 el didmetro mayor de las plaquetas, pro-
mediando la medicion en 100 plaquetas®?.

La evaluacion de la funcion plaquetaria se efectuo
mediante agregacion plaquetaria por método tur-
bidimétrico de Born, utilizando un lumi-agrego-
metro donde se incubd plasma rico en plaquetas
(PRP) de controles y pacientes, con los agonistas
acido araquidonico, ADP, epinefrina, colageno,
ristocetina y FvW. El estudio de agregacion se
efectud solamente en aquellos casos en que el PRP
tenia >100 x 10°/L plaquetas. Se midieron glico-
proteinas de membrana en la superficie plaqueta-
ria, usando anticuerpos monoclonales anti-CD61
(GPIIla), CD41 (GPIIb), CD42b (GPIba), CD42a
(GPIX) (BD Biosciences, San José, CA, USA)
unidos a distintos fluorocromos y posterior analisis
por citometria de flujo”?®.
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Estudios de segunda fase

En las TH con tamafio plaquetario normal se evalua-
ron los granulos densos plaquetarios utilizando me-
pacrina (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), quinacrina
fluorescente que se une a nucleodtidos de adenina por
citometria de flujo.

En las macrotrombocitopenias se realizd inmu-
nofluorescencia para la deteccion de miosina 9, pro-
teina codificada por el gen MYHY, en frotis de sangre
periférica. En presencia de mutaciones en MYHY,
la miosina 9 se dispone en forma de agregados en el
citoplasma de los neutroéfilos, lo cual es patognomo-
nico del D-MYHO.

En los casos en los que se observo plaquetas gri-
ses en el frotis, se realizdo inmunofluorescencia para
trombospondina-1 (TSP-1), componente de los gra-
nulos alfa plaquetarios, estableciendo el porcentaje
de plaquetas deficientes de granulos alfa. Se consi-
dera deficiencia cuando el contenido es <5 granulos
TSP-1 positivos/plaqueta®”.

Tercera fase

La fase final confirmatoria consistio en el estudio
molecular orientado hacia los genes candidatos se-
gun sospecha diagnostica mediante secuenciacion de
Sanger.

En un subgrupo sin diagnoéstico, luego de aplicado
el algoritmo mencionado, se efectud el estudio exo-
mico mediante NGS. Los estudios genéticos fueron
efectuados en colaboracion con un centro de Italia
(Universidad de Pavia).

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como mediana y rango.
Para comparar dos grupos de datos se utilizd prue-
ba t de Student o de Mann-Whitney segun la distri-
bucion de los parametros evaluados. Las curvas de
sobrevida se realizaron en base a la estimacion de
Kaplan-Meier y se compararon por test de log-rank.
Valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.

Resultados

Caracterizacion de la poblacion

Se estudiaron 114 pacientes pertenecientes a 50 fa-
milias con sospecha clinica de TH, la mediana de
edad fue 25 (rango=0-73) afos, siendo 39% nifios y
58% mujeres. La mediana del recuento plaquetario
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fue 68 (4-172) x 10°/L, y el indice de sangrado, segin
la escala WHO, fue variable: grado 0=30%, 1=39%,
2=16%, 3=9%, 4=6% de los pacientes. El patron de
herencia fue autosdémico dominante en el 83% de los
pacientes, recesivo en 8%, ligado al X, 2%y 7% pre-
sentacion de novo. Un 40% de los pacientes recibio
diagnostico inicial de PTIL, dos tercios de ellos reci-
bieron corticoides.

En cuanto al tamafio plaquetario, 80% de las familias
tuvieron macroplaquetas, 2% plaquetas de tamafio
pequefio (microplaquetas), y 18% de tamafio normal.
En presencia de macroplaquetas se observo que el
recuento obtenido en el contador automatizado fue
menor que la mediana del recuento por microscopia
Optica 76 (12-172) vs. 37 (1-146) x 109/L, p<0,01,
indicando una subestimacion del recuento plaqueta-
rio al emplear el método automatizado. En esta si-
tuacion se ve dificultada la determinacion del VPM,
por lo que la medicion del DPM en laboratorios es-
pecializados brinda informacion sobre el tamafio pla-
quetario siendo 3,42 (1,46-7,36) um en la poblacion
estudiada (VR: 2,27-3,08 um).

Rédito diagndstico

Algoritmo clasico

De acuerdo con el abordaje clasico, que incluye dis-
tintas fases que se escalonan en funcion de la com-
plejidad de las técnicas de laboratorio y el estudio
molecular del gen candidato, se realizo diagnostico
etiologico en 27 familias (54%). A continuacion, se
describen los diagnosticos efectuados en base al al-
goritmo.

Macrotrombocitopenias

Se diagnosticaron 19 familias con D-MYH9, inclu-
yendo 35 pacientes. La inmunofluorescencia para
miosina 9 fue positiva en las 19 familias. En 18 de
ellas (95%), existia la sospecha diagnéstica previa
a la realizacion de este estudio, en base al hallazgo
de cuerpos de Dohle en el frotis de sangre periférica
(13 familias) y/o antecedente familiar (11 familias)
y/o compromiso extrahematoldgico (11 familias),
de las cuales 5 tuvieron afeccion renal e hipoacusia,
mientras que 6 solo hipoacusia. Solo una pacien-
te (5%) de 1 afio de edad no tenia sospecha previa
dado que no presentaba cuerpos de Dohle, compro-
miso extrahematologico ni antecedente familiar. En
cuanto a las mutaciones halladas (Figura 2A), con-
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firmadas por método de Sanger en 12/19 familias,
un 75% se encontraron en la cabeza motora de la
miosina, prediciendo mayor gravedad, acompafiado
de recuentos plaquetarios mas bajos (Figura 2B) y
mayor probabilidad de compromiso extra hemato-
logico, o evolucion de mal pronostico (Figura 2C y
2D), como esta descripto®. El estudio molecular se
encuentra en curso en las 7 familias restantes, en las
que el diagndstico de D-MYH9 se baso en la positi-
vidad de la inmunofluorescencia. Si bien la especi-
ficidad de esta técnica seria suficiente para realizar
el diagnostico, es conveniente la confirmacion por
biologia molecular, ya que permite evaluar la rela-
cion genotipo-fenotipo dando una perspectiva del
prondstico de la enfermedad.

El sindrome de Bernard-Soulier (SBS) fue otra de
las macrotrombocitopenias halladas en nuestra po-
blacioén. Una paciente presentd clinica hemorragica
grave desde el nacimiento, disminucién muy mar-
cada a ausencia de la expresion de GPIb/IX evalua-
da por citometria de flujo y ausencia de la agluti-
nacién con ristocetina, mientras que la agregacion
plaquetaria con el resto de los agonistas fue normal.
Mediante secuenciacion de Sanger se confirmé la
mutacion homocigota p.Y294*, en el gen GPIBA,
gen que codifica para la GPIba, correspondiendo a
la forma clasica de este desorden'?.

En otra familia con macroplaquetas y disminucion
de GPIb/IX relativa a la expresion de GPIlla y agre-
gacion con ristocetina preservada, se hallé mutacion
heterocigota p.A172V en el gen GP1BA, conocida
como variante de Bolzano, correspondiente a la for-
ma monoalélica del SBS, desorden relativamente
frecuente de herencia autosomica dominante con
sangrado leve o casi nulo"?.

Tres pacientes pertenecientes a 2 familias presenta-
ron plaquetas grises en el frotis de sangre periférica
y deficiencia de TSP-1 en los granulos alfa de las
plaquetas, sugiriendo sindrome de plaquetas grises
(SPG), sospecha que se reforzo por el aumento de
vitamina B12 sérica. Se destaca la utilidad de la
evaluacion del contenido de TSP-1 por inmunofluo-
rescencia como marcador de granulos plaquetarios
alfa, dado que la microscopia electronica no se
encontr6 disponible. Luego se identificaron muta-
ciones en el gen NBEAL?2, reportadas por primera
vez!'). Dos pacientes progresaron a mielofibrosis
con esplenomegalia.
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Figura 2. Pronostico y evolucion de pacientes con mutaciones localizadas en la cabeza motora o en la cola
helicoidal de la miosina 9. A) Representacion esquematica de la miosina 9. En el gen MYH9 se detallan los
exones donde se hallaron las mutaciones de la poblacion estudiada y en la estructura primaria de la proteina
los residuos aminoacidicos afectados. B) Recuentos plaquetarios segin el tipo de mutacion hallada (cabeza
n=15, cola n=7 pacientes) p<0,01, test de Mann-Whitney. C) Curvas de sobrevida libre de enfermedad au-
ditiva en funcion de la edad en pacientes con distintas mutaciones (cabeza n=15, cola n=7) del gen MYHY,
p<0,001, test Log-rank (Mantel-Cox). D) Curvas de sobrevida libre de enfermedad renal, p=ns, test Log-
rank (Mantel-Cox).

Plaquetas de tamaiio normal

Tres familias con plaquetas de tamafo normal
presentaron antecedente de sindrome mielodispla-
sico/leucemia. En una de las familias, la marcada
alteracion de la agregacion plaquetaria y disminu-
cion de granulos densos detectada utilizando mepa-
crina por citometria de flujo orienté al diagnostico
de desorden plaquetario familiar con predisposicion
a leucemia (DPF/LMA), confirmando luego por de-
teccion de una mutacion del factor de transcripcion
RUNXI, siendo una de las primeras mutaciones
descriptas fuera del dominio de unién al ADN de
esta molécula’?. Las familias restantes presentaron
una alteracion leve de la funcidén plaquetaria, que
se diagnosticd como trombocitopenia relacionada a
ANKRD26 (Tr-ANKRD26) luego del hallazgo de la
mutacion en el promotor del gen ANKRD?26.

Microplaquetas
La familia con microplaquetas no presentaba ma-
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nifestaciones sindromicas (ni eczema ni inmuno-
deficiencia). Se diagnosticé trombocitopenia liga-
da al X tras el hallazgo de mutacion del gen WAS
(Wiskott-Aldrich). Uno de los pacientes evoluciond
a linfoma?.

Estudio exémico

Luego del abordaje clasico se realiz6 analisis exo-
mico (WES) por NGS en 8 familias sin diagnosti-
co etioldgico, hallando mutaciones en 4 de ellas: 1
SBS clasico, 1 SBS monoalélico, 1 DPF/LMA y 1
Tr-ANKRD26. En las 4 familias restantes no se ha-
llaron mutaciones patogénicas en genes conocidos
ni en genes no asociados a TH. Las alteraciones mo-
leculares detectadas en el exoma involucraron genes
ya conocidos como causales de TH y que podrian
haber sido identificadas por medio del algoritmo
instituido. La ineficacia del tamizaje clasico en es-
tos casos se atribuyo a diversas causas. En el caso
de la mutacion de RUNXI, se debio a la ausencia de
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elementos distintivos que orientaran al diagnostico,
en particular, la ausencia del antecedente de leuce-
mia sumado a la imposibilidad de evaluar la funcion
plaquetaria por motivos técnicos en la tinica oportu-
nidad en que se contd con muestra fresca. Cabe des-
tacar que la funcion plaquetaria esta alterada practi-
camente en todos los pacientes con DPF/LMA. En
otro caso, el motivo fue una limitacion técnica de la
secuenciacion de Sanger, incluyendo un falso nega-
tivo en la secuenciacion del gen ANKRD26 en una

familia con sospecha clinica de este desorden, que
luego se detectd por NGS.

Rédito diagnostico global

Considerando ambos abordajes, el rédito diagnos-
tico fue 31/50 (62%) familias, con la siguiente dis-
tribucion: 38% D-MYH9, 8% SBS (4% clasico, 4%
monoalélico), 4% SPG, 4% DPF, 6% Tr-ANKRD26,
2% TLX (Tabla 1 y Figura 3).

En la tabla 2 se detallan las mutaciones halladas en
las familias con diagndstico molecular confirmado

Tabla 1. Abordaje clasico y rédito diagnostico utilizando NGS

. Clasico Clasico +NGS
Abordaje = —

Familias (n) % Familias (n) %
Familias estudiadas 50 100 50 100
D-MYH9 19 38 19 38
SBS clasico 1 2 2 4
SBS monoalélico 1 2 2 4
SPG 2 4 2 4
DPF/LMA 1 2 2 4
Tr-ANKRD26 2 4 3 6
TLX 1 2 1 2
Con diagnéstico 27 54 31 62
Sin diagndstico 23 46 19 38

NGS: next generation sequencing, D-MYH9: desorden relacionado a MYH9, SBS: sindrome de Bernard
Soulier, SPG: sindrome de plaquetas grises, DPF/LMA: desorden plaquetario familiar con predisposicion
a leucemia, Tr-ANKRD26: trombocitopenia asociada a ANKRD26, TLX: trombocitopenia ligada al X.

" sin
[ diagnéstico

SBS
clasicoy
~_monoalélico

Tr-ANKRD26
TLX

Figura 3. Distribucion de la poblacion estudiada luego del abordaje clasico y NGS.
n=50 familias (sin diagndstico n=19, con diagnostico=31).
D-MYH9: desorden relacionado a MYH9, SBS: sindrome de Bernard Soulier, SPG: sindrome de pla-
quetas grises, DPF/LMA: desorden plaquetario familiar con predisposicion a leucemia, Tr-ANKRD26:
trombocitopenia asociada a ANKRD26, TLX: trombocitopenia ligada al X.
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Tabla 2. Mutaciones halladas en las familias estudiadas

Diagnéstico | Herencia Gen Mutacion cDNA Proteina
AD MYH9 c.2105G>A p.R702H °
MYH9 c.284C>A p.A95N
MYH9 c.4270G>A p.D1424N
MYH9 ¢.2539 2559dup p-M847_E853
D-MYH9 =
MYH9 c.287C>T p-S96L
MYH9 c.2104C>T p.R702C °
MYH9 c.131C>A p.A44D
MYH9 c.3195_3215dup p.1066_1072dup
SBS AR GP1BA c.882C>G p.Y294* §
GP9 c.182A>G p-N61S §
AD GP1BA c.28 30del p.L10del
SBSm =
GP1BA c.515C>T p.A172V
SPC AR NBEAL2 c.2187C>A p.Y729* §
NBEAL2 | ¢.3838C>T/c.6477C>G p-R1280%/p.H2159Q
AD RUNXI1 ¢.735delC p-T246Rfs*8
DPF/LMA
RUNXI1 c.351+1G>A o
T AD ANKRD26 c.-125A>G °0°
r . 000
ANKRD26 ANKRD26 c.-118C>T
ANKRD26 c.127A>G 00
TLX lig. X WAS c.190G>C p.Q52H

D-MYHS9: desorden relacionado a MYH9, SBS: sindrome de Bernard Soulier, SPG: sindrome de plaque-
tas grises, DPF/LMA: desorden plaquetario familiar con predisposicion a leucemia, Tr-ANKRD26: trom-
bocitopenia asociada a ANKRD26, TLX: trombocitopenia ligada al X. AD: autosémico dominante, AR:
autosomico recesiva. Lig.X: ligada a X. En negrita se remarcan las mutaciones que fueron descriptas por
primera vez. ° mutacion hallada en mas de una familia. °° mutacién en el sitio de empalme. °°° mutacion
a nivel del promotor del gen. § mutacion homocigota.

luego de implementar el abordaje clasico y NGS.
Las familias sin diagnostico etiologico (38%) pre-
sentan en su mayoria trombocitopenia aislada, leve,
con moderado aumento del tamafio plaquetario y
escaso sangrado (Figura 3).

Complicaciones

En el 38% de las familias (n=50) algin integrante
presentd manifestaciones sindromicas asociadas a la
trombocitopenia: hipoacusia 22%, nefropatia 12%,
mielodisplasia/leucemia 10%, linfoma 2% y mielo-
fibrosis 4% del total de las familias. Diez pacientes
fallecieron (9%), 8 por causas relacionadas a TH,
incluyendo 4 por sangrado (Tabla 3).
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Discusion

El avance continuo en el campo de los trastornos
plaquetarios hereditarios contribuye a una mayor
comprension de estos desordenes, posibilitando me-
jores enfoques para el diagnostico y la atencion del
paciente. La importancia de un diagndstico adecuado
de estas entidades se enfoca por un lado en definir
una conducta clinica, brindar un adecuado consejo
genético y evitar tratamientos inadecuados y, por
otro, permite entender y profundizar los mecanismos
moleculares que las sostienen. La adopcion de algo-
ritmos establecidos puede optimizar las estrategias
diagnosticas, focalizando el estudio molecular en los
genes candidatos en base al fenotipo del paciente. En
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Tabla 3. Complicaciones halladas en las familias estudiadas

Complicaciones Familias (n=50) Pacientes (n=114)

n % n %

Hemorragias graves 11 22 14 12
Hemorragias fatales 4 8 4 3
Manifestaciones sindromicas: 19 38 26 23
Hipoacusia 5 10 8 7
Hipoacusia+nefropatia 6 12 7 6
Mielodisplasia/Leucemia 5 10 7 6
Linfoma 1 2 1 1
Mielofibrosis 2 4 3 3

este sentido, la aplicacion del algoritmo del grupo
italiano condujo al diagndstico en 22 (48%) de 46 pa-
cientes no relacionados en un estudio en Ttalia®®. En
nuestra cohorte de pacientes, la caracterizacion feno-
tipica cuidadosa permitié en muchos casos elaborar
una sospecha clinica, que luego se confirmo por el
estudio molecular, logrando un rédito diagndstico si-
milar al obtenido por el grupo italiano. Sin embargo,
la heterogeneidad y la presentacion atipica de estos
trastornos, sumado a la frecuente ausencia de carac-
teristicas distintivas, dificulté el diagndstico en una
proporcion sustancial de pacientes.

El advenimiento de nuevas metodologias de estudio
genético ha dado lugar a proyectos internacionales
como ThromboGenomics", en el cual se cred una
plataforma con un panel de 79 genes con rol cono-
cido en trastornos hemorragicos, trombdticos o pla-
quetarios, alcanzando una tasa global diagndstica
del 53%. El grupo espafiol publicé su experiencia
utilizando una plataforma similar incluyendo los
exones, las regiones no traducidas y el flanqueo de
secuencia asociados a trastornos plaquetarios here-
ditarios, incluyendo trombocitopenias y tromboci-
topatias, donde hallaron el diagnoéstico en el 88%
de los pacientes con alta sospecha de una entidad
determinada, mientras que, en el grupo de pacien-
tes sin sospecha el rédito fue menor, alcanzando
54%19, En base a estos estudios, se propone que el
testeo genético basado en paneles se incorpore mas
tempranamente en el algoritmo diagndstico. Por
otro lado, las iniciativas basadas en la secuencia-
cioén exomica permiten evaluar, ademas de los genes
conocidos, otros genes que por el momento no han
sido relacionados a TH, abordaje que ha permitido
el descubrimiento de nuevos genes causales, defi-
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niendo nuevas entidades®.

En este trabajo se efectud estudio exdmico (WES)
mediante NGS en pacientes que quedaron sin diag-
noéstico luego del algoritmo clasico. Aunque no se
hallaron mutaciones patogénicas en genes nuevos,
se detectaron mutaciones en genes ya conocidos
como causales de TH. Este hallazgo fue inesperado,
dado que las entidades que fueron diagnosticadas
por NGS se encuentran comprendidas en el algo-
ritmo clasico y podrian haber sido diagnosticadas
mediante este enfoque. Esto ilustra que, si bien el
rendimiento del algoritmo clasico fue similar al de
la literatura, demostré ciertas falencias, que pueden
ser atribuibles a la presentacion fenotipica poco dis-
tintiva o limitaciones técnicas, incluida la necesidad
de realizar estudios con muestras frescas, entre otros
motivos. La aplicacion del NGS permitié entonces
aumentar el rédito diagndstico en casos en que el ta-
mizaje clasico no fue informativo, aunque seria ne-
cesario ampliar la poblacion estudiada para estable-
cer el valor real de este abordaje en nuestro medio.
Si bien es indudable que la tecnologia NGS repre-
senta un avance en el campo de las TH, el hecho
que la mitad de las familias estudiadas en nuestra
cohorte mediante NGS permanece sin diagnostico,
aun luego del estudio exémico, pone de manifiesto
las limitaciones actuales existentes en esta area. En
particular, en estos casos no se hallaron mutaciones
en el panel de genes que se conoce que causan TH y
tampoco se hallaron mutaciones en la totalidad del
exoma. Esto puede deberse a limitaciones técnicas
del NGS, a dificultades inherentes al analisis bioin-
formatico o a la dificultad de establecer una relacion
entre el posible hallazgo de alteraciones en genes
nuevos y el fenotipo. Sélo la aplicacion conjun-
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ta de las tecnologias genéticas y la caracterizacion
de las alteraciones fenotipicas permitira identifi-
car correctamente nuevos genes causales, indican-
do que ambos abordajes no son excluyentes, sino
complementarios.

La entidad causal mas frecuente en nuestra pobla-
cion de pacientes fue el D-MYH9, en concordancia
con lo reportado en la literatura®. Esta fue la entidad
que presentd menor grado de dificultad diagnostica,
posiblemente debido a que se cuenta con una me-
todologia de tamizaje precisa y especifica, como la
inmunofluorescencia para la miosina 9, la cual es de
por si diagnostica de este desorden, si bien el rédito
diagndstico de esta técnica en pacientes con macro-
trombocitopenia hereditaria sin sospecha clinica de
D-MYHSY es bajo. La observacion del frotis en bus-
queda de los cuerpos de Dohle y de macroplaque-
tas y la pesquisa de compromiso extrahematologico
permitieron en la mayoria de los casos elaborar un
diagndstico presuntivo de D-MYH9, que fue confir-
mado por inmunofluorescencia o biologia molecu-
lar. En base a la correlacion hallada entre genotipo y
fenotipo, el estudio molecular de este desorden tiene
importancia en el prondstico y seguimiento, como
estd descrito en la literatura y corroboramos en esta
serie. Las entidades que siguieron en frecuencia al
D-MYHY, fueron el SBS y Tr-ANKRD26, como se
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describe en otras cohortes.

El diagnostico etiologico preciso posibilito la pes-
quisa adecuada de las complicaciones sindromicas,
que en muchos casos constituyen un problema maés
grave que las manifestaciones hemorragicas en si.
Entre ellas, la asociacion con leucemia, frecuente
en nuestra serie (6%), tiene implicancias éticas en
el tamizaje diagnostico de las TH y terapéuticas, en
relacion con el posible uso de TPO-miméticos, cuya
seguridad en este contexto no ha sido evaluada.

Conclusiones

En base a la experiencia aqui presentada, un aborda-
je posible en paises de bajos recursos seria limitar el
uso de la NGS, ya sea en forma de paneles o estudio
exomico, a aquellos pacientes que permanecen sin
diagnostico etiologico luego del algoritmo clasico,
permitiendo de esta manera mejorar el rédito diag-
noéstico, optimizando, al mismo tiempo, los recursos
disponibles. Considerando que es posible que en un
futuro proximo dispongamos de paneles NGS diri-
gidos a los genes causales de TH en distintas insti-
tuciones de nuestro medio, la colaboracion continua
entre los centros seria fundamental para lograr ca-
suisticas nacionales representativas de estas enfer-
medades poco frecuentes.
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