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Resumen y Abstract V

Resumen

El sindrome de plaqueta pegajosa (SPP) es una condicidon pro-coagulante
caracterizado por trombosis arterial o venosa debido a hiperagregabilidad
plaquetaria. No se conoce la causa molecular que logre explicar con
claridad el fendmeno de hiperagregabilidad plaquetaria en estos pacientes.
La secuenciacion del exoma (WES) estd demostrando ser un método eficaz
para la identificacion de variantes de novo en trastornos de herencia

mendeliana.

Métodos: Se realizo WES en una paciente con criterios de SPP. El
procesamiento de las secuencias y las anotaciones de las variantes
encontradas fueron realizadas utilizando herramientas bioinforméaticas
estandar. Se utilizé un sistema de filtracion para dar prioridad a las variantes
de novo de posible importancia funcional y estas fueron comparadas con

genes posiblemente relacionados con SPP e hiperagregabilidad plaquetaria.

Resultados: En una paciente con SPP tipo I, se encontr6 una mutacion
delecional de novo, en el gen Oril que codifica una subunidad de canal de

calcio en la membrana plaquetaria.

Conclusion: Estos hallazgos amplian el espectro de condiciones genéticas
relacionadas con el SPP vy proporcionan mas apoyo para el entendimiento

de su patogénesis, diagndstico y tratamiento.



Abstract

Sticky platelet syndrome (SPS) is a pro-coagulant condition characterized by
artherial or venous thrombosis due to a platelet hyperaggregability.There is
no known molecular cause that allows to explain with clarity the platelet
hyperaggregability phenomenon in these patients. The whole exome
sequencing (WES) has been an effective method to identify novo variants in

Mendelian hereditary disorders.

Methods: WES was done in a patient with SPP criteria. The processing of
the sequences and the annotated variants found, were done utilizing
bioinformatics standard tools. A filtration system was used to give priority to
the novo variants that could have possible functional relevance. These ones
were compared with genes possibly related with SPP and platelet

hyperaggregability.

Results: In a patient with SPP type I, it was found a deletional novo mutation
in the gene Oril that encodes a calcium channel subunit in the platelet

membrane.

Conclusion: These findings expand the spectrum of gene conditions related
to the SPP and provide more support to understand its pathogenesis,

diagnose and treatment.
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1. Introduccién y Justificacién

La trombosis en la edad pediatrica, es una patologia diagnosticada cada vez
con mas frecuencia gracias a los progresos de la medicina actual que
permiten reconocerla y diagnosticarla mas facilmente. Aun cuando se han
logrado avances en el conocimiento de esta patologia en la edad pediatrica

todavia quedan muchas aspectos por dilucidar.

Los eventos trombdticos pueden ser congénitos o adquiridos. Las causas
congénitas son sospechadas ante la presencia de eventos tromboticos
recurrentes, historia familiar y la ausencia de probables causas secundarias.
La mayoria de estos episodios de trombosis son debidos a defectos de las
proteinas anticoagulantes o a fendmenos plaquetarios. Actualmente se
describen como causas genéticas, en primer lugar la Resistencia a la
Proteina C activada seguida por el Sindrome de la Plaqueta Pegajosa y en
tercer lugar la alteracion del Gen de la Protrombina. Se cree ademas que
una alta proporcion de los episodios trombaéticos en la edad pediatrica
considerados como idiopaticos podrian estar explicados por el Sindrome de

Plagueta Pegajosa.

El sindrome de la plagueta pegajosa es un trastorno de la agregabilidad
plaquetaria de relativa reciente identificacion caracterizado por un
incremento de la agregacion plaquetaria in vitro después de la activacion con
bajas concentraciones de adenosin difosfato y/o epinefrina asociado a la

presencia de fendbmenos trombaticos arteriales y venosos.

Desde las descripciones iniciales, se ha observado la ocurrencia familiar del
sindrome de plaqueta pegajosa. Por lo tanto ha sido considerado, por lo
menos en una proporcion significativa de los individuos afectados, como un
trastorno hereditario. A pesar de la definicion clinica clara, la fuerte evidencia
de ocurrencia familiar y los esfuerzos de algunos investigadores, la causa

molecular exacta de este sindrome aun permanece sin identificar.



La mayoria de las mutaciones relacionadas con las enfermedades conocidas
actualmente se encuentran ubicadas en el exoma o parte codificante del
genoma. La secuenciacion del exoma completo es un acercamiento reciente
qgue ha demostrado su utilidad en encontrar las mutaciones responsables de
distintas enfermedades. En este trabajo se plantea la hipotesis de que esta
técnica podria ser atil para ayudar a aclarar la genética que subyace al

sindrome de plaqueta pegajosa.

Partiendo de esta hipotesis, se pretende secuenciar a un individuo que
cumpla con los criterios de Sindrome de Plaqueta Pegajosa y los miembros
afectados por esta entidad de su familia con el objetivo de encontrar una

variacion genética comun origen del trastorno en esta familia.






2. Objetivos

2.10bjetivo general:

Contribuir al estudio de la etiologia del sindrome de plaqueta pegajosa,
realizando una aproximacion molecular mediante el estudio del exoma de

una paciente y los miembros de su familia afectada.

2.2 Objetivos especificos:

e Identificar la presencia de alteraciones genéticas mediante el
estudio de secuenciacion del exoma en un paciente con sindrome

de plaqueta pegajosa y los miembros afectados de su familia.

e Hacer una descripcion de las caracteristicas clinicas y paraclinicas
de un paciente con diagnostico de sindrome de plaqueta pegajosa

y de su familia.






3. Marco Teobrico

La primera descripcién de la funcion de las plaquetas fue realizada por
William Osler en 1873, quien las describi6 como estructuras que tendian a
“agruparse unas con otras”. Osler no solo hizo una descripcion
macroscopica de las plaquetas sino que también identificd su presencia en
el coagulo sanguineo. Mas adelante, en 1892 el patélogo italiano Bizzozero
describié como las plaguetas se agrupan en los vasos sanguineos dafiados,
formando el tapon hemostéatico y proporcioné evidencia de su participacion
en los procesos trombdéticos identificandolas en los trombos formados en las
placas ateroscleréticas, aneurismas aérticos y en las vegetaciones

valvulares.(1)

Inicialmente, hacia 1880, fueron identificados los primeros trastornos
hemostéaticos cuantitativos plaquetarios asociados a una disminucion en el
conteo, seguido poco mas tarde de las primeras descripciones de
alteraciones cualitativas hacia 1909 con el sindrome de May Hegglin y el
sindrome de Bernard Soulier en los cuales fueron descritas caracteristicas
morfologicas Unicas asociadas a la presencia de alteraciones en las
pruebas de funcién plaguetaria presentes en ese momento como por

ejemplo, la retraccién del coagulo en la tromboastenia de Glanzmann.(2)

Una descripcibn mas profunda de la funcion plaquetaria fue aportada por
Bernard, Caen, Roskam, y Soulier de 1920 a 1960, etapa durante la cual se
desarrollaron métodos de laboratorio especializados como la agregometria
plaquetaria turbidimétrica y métodos analiticos bioquimicos plaguetarios que
fueron fundamentales para el entendimiento de la funcidon plaquetaria en la

hemostasia y sus trastornos. (3)

Las plaguetas son los elementos celulares mas pequefias en la sangre, con
un volumen medio de alrededor de 7 a 9 fL. Se producen por la

fragmentacion de megacariocitos en la médula ésea, y son liberados en la
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circulacién. Su vida en la circulacion es de 7 a 10 dias. Las plagquetas tienen
una forma discoidal y carecen de nucleo. Su membrana plasméatica contiene
glucoproteinas (GP) que se unen a proteinas de adhesion especificas para
promover interacciones entre plaquetas-superficie (adhesion) y entre
plaquetas-plaquetas (agregacion). En condiciones normales, las plaguetas
circulan en el torrente sanguineo sin adherirse al endotelio de la pared del
vaso. Sin embargo, cuando el endotelio se lesiona, las plaguetas se
adhieren al endotelio, se activan, y se someten a un cambio en su forma
discoidea a una forma irregular con multiples prolongaciones. Esto se debe

a cambios en el esqueleto contractil y cambios en los microtibulos.(4)

Después de su unién al colageno subendotelial expuesto por la lesion, las
plaguetas se activan adquiriendo seuddépodos que les permiten unirse mas
fuertemente entre si y liberar los agonistas de la agregacion plaquetaria
contenidos en los granulos. Todo esto lleva a la formacion del tapén

plagquetario.

El proceso de adhesién de las plaquetas estd mediada por la GPIb del
complejo de GPIb/IX/V, que sirve como un sitio de union para el factor de
Von Willebrand (VWWF) subendotelial. FvW es una proteina de adhesion
secretada por las células endoteliales y las plaquetas, y esta presente en el
subendotelio y en el plasma. La unién al colageno subendotelial esta
mediada a través del complejo GPla/lla (a2B1 integrina) y la GPVI. La
adhesion al subendotelio estimula la secrecion de los granulos alfa de
almacenamiento y los granulos densos de las plaquetas, incluyendo
adenosina-difosfato (ADP) y la formacion de tromboxano A2 (TXA2); ADPy

TXA2 promueven la agregacion. (5)

La liberacion de ADP es esencial para la agregacion plaquetaria actuando
mediante su interaccion con receptores especificos localizados en la
superficie plaguetaria. Se conocen dos receptores para el ADP en la

plaqueta, uno acoplado a la proteina Gaq (el P2Y1) y otro acoplado a Gi (el



P2Y12). Ambos receptores actuan de modo sinérgico en la activacion de las
plaquetas. P2Y1 acoplado a Gaq regula los eventos de sefializacion calcio
dependientes que inician el cambio de forma de las plaquetas y la rdpida y
reversible  agregacion plaquetaria allbf3-dependiente. P2Y12 es Gag;
relacionado y activa allb3 por un mecanismo que implica la inhibicién de la
produccion de cAMP por la adenilatociclasa; P2Y12 es el blanco de

farmacos antitromboticos que incluyen clopidogrel.(6)

La vision actual de la relacion entre estos dos receptores plaguetarios de
ADP es que P2Y1 inicia la agregacion, reforzando P2Y12. EI ADP es
secretado por los granulos densos cuando las plaguetas son activadas por
otros agonistas incluyendo colageno, FVW, o trombina, actuando sobre los

receptores P2Y1/P2Y12 y promoviendo la agregacion plaquetaria estable.(7)

La GP Ib/IX/V es un complejo de glucoproteinas compuesto por GPIBa y
GPIBB unidas por puentes disulfuro, no covalentemente asociados con
GPIX y GPV con una relacion 2:2:2:1. El dominio N-terminal de GPIBa
(residuos 1-282) es la region de ligando principal del complejo GPIb-1X-V y
contiene también sitios de union, para el FvVW, la integrina leucocitaria
aMh2 (Mac-1), a trombina, y P-selectina expresada sobre plaquetas

activadas o células endoteliales activadas.(8)

En las plaquetas, la P-selectina y el FVW estan presentes en los granulos q,
mientras que en las células endoteliales contienen granulos de
almacenamiento, los cuerpos de Weibel-Palade, que liberan también P
selectina y el FYW, en consecuencia, los grandes multimeros de FVW y P-
selectina se expresan rapidamente tras la activacion de ambos tipos de
células y pueden mediar la adhesion plaquetaria y leucocitaria por

mecanismos tanto GPIBa-dependientes como GPIBa-independientes.

La GPIba se expresa en la superficie de la plaqueta e inicia el proceso de
adhesion uniéndose al colageno y al factor von Willebrand. En los vasos

con alto estrés de rozamiento, como ocurre en las arterias, el FYW es
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esencial para reducir el flujo rapido de las plaquetas mediante la interaccion
del dominio Al del FYW con la GPlba.(6)

El VWF subendotelial asociado con los filamentos de colageno tipo IV
inducen la activacién plaquetaria y su adhesion firme a la pared, de tal
manera que el colageno y el FYW forman una especie de unidad funcional
para la formacion inicial del trombo. En este proceso participan dos
receptores plaquetarios, la GPVI y la integrina a2f1. La GPVI permite una
firme adhesion de las plaquetas y la secrecion de las sustancias

procoagulantes contenidas en ellas, consolidando la formacién del trombo.

(8)

La GPIIb/llla es la mas abundante en la superficie plaguetaria. Esta GP
interviene en la adhesion de la plaqueta a la pared vascular y también en la
interaccion plaqueta-plaqueta, lo que se conoce como agregacion
plaguetaria, a través principalmente del fibrindgeno, que es el principal
ligando, sin embargo otros péptidos que contienen la region RGD (arginina,
glicina, aspartico) como por ejemplo el VWF, o la fibronectina, son capaces

también de interactuar con la GPllb/llla.(9)

La primera descripcion de un trastorno cualitativo plaquetario protrombotico
gue mas adelante seria conocido como sindrome de plaqueta pegajosa fue
realizada en 1979 por Mefti y colaboradores, quienes describieron 22
pacientes con episodios de accidente isquémico transitorio, que mostraban
en las pruebas aumento de la adhesién y la agregabilidad plaquetaria y en
guienes fueron descartadas otras probables causas de estos episodios,
como presencia de aterosclerosis, émbolos cardiacos, migrafia o
enfermedades del colageno. Metfi llegd a la conclusion de que habia un
grupo especifico de pacientes con AIT en los que la anormalidad de la
funcién plaquetaria fue la Unica causa del evento. Mefti observo una mejoria
de los patrones de agregacion con la administracion de ASA y su

anormalidad luego de su suspension.(10)
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En 1982 Mammen y colaboradores describieron una mujer de 24 afios de
edad, quien sufrio un infarto agudo del miocardio, mientras se encontraba en
el séptimo mes de embarazo. La angiografia coronaria no demostro lesiones
arterioscleroticas. Su madre habia tenido un infarto agudo del miocardio
durante uno de sus embarazos, y su hermano de 18 afios un episodio de
angina de pecho sin enfermedad coronaria asociada. Todos los estudios de
hipercoagulabilidad fueron normales y en la agregometria plaguetaria en
plasma rico en plaguetas wuna alta respuesta (100%) fue notada con
adenosin difosfato (ADP) y epinefrina como agonistas, la respuesta a
trombina, colageno, acido araquidénico y ristocetina fue normal. Idénticos
patrones fueron encontrados en su madre y en su hermano, no siendo asi

en su padre y hermana. (11)

Posteriormente estudido el comportamiento plaquetario en funcion de su
superficie de contacto mediante microscopia electrénica. Las plaquetas de
la paciente, su madre y hermano fueron hiperadhesivas e hiperagregables.
El patron de agregacion plaquetario después del tratamiento con aspirina
regreso a lo normal y luego de descontinuarla regresaban a un patron
anormal. Mammen, propuso a partir de estos hallazgos que este misma
entidad podia ser encontrada no soOlo en pacientes con accidente
cerebrovascular, sino también en otros tipo de eventos tromboticos, de otro
modo inexplicables, especialmente en personas jovenes sin factores de
riesgo graves, y fue el primero en describir el patron herencia autosémico

dominante.(12)

En 1983, Mammen y Holiday, en la 9 2 conferencia Internacional de
Trombosis y Circulacion Cerebral en Phoenix, Arizona describiendo un grupo
de pacientes con ictus isquémico o AIT y hiperagregabilidad plaguetaria
después de bajas concentraciones de epinefrina y/o ADP. Holiday describid
esta condicion como un sindrome clinico distinto y sugirié6 el término
Sindrome de Plaqueta Pegajosa para enfatizar el defecto de la agregacion
plaguetaria.(13)
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La mayoria de los estudios de plaqueta pegajosa publicados entre los afios
1980 y 1990 fueron limitados en el numero de pacientes, disefio
retrospectivo y, en general agregaban poco al conocimiento del sindrome
mas alla de la descripcion de las manifestaciones clinicas. Sin embargo, los
estudios de Mammen y colaboradores afadieron datos importantes para

mejorar la comprension y la definicion del sindrome.

En 1986, Mammen publicé un estudio de un grupo de pacientes con IAM o
angina de pecho, con arterias coronarias angiograficamente normales. Los
datos revelaron diferencia significativa en los patrones de agregacion con
ADP vy epinefrina y diferencias igualmente significativas en la evaluacion

microscépica electrénica.(13)

Mas adelante, Rubenfire y colaboradores estudiaron una serie de pacientes
menores de 45 afios de edad que habian sufrido accidentes
cerebrovasculares o AIT trombdticos. No tenian factores de riesgo
identificables, y se descartaron otras causas de hipercoagulabilidad. Los
mismos patrones de agregacion y hallazgos en la microscopia electronica
fueron identificados, y se pudo establecer en ellos un patrén de herencia
autosémico dominante.(14)

Otro estudio realizado por Mammen y colaboradores, en pacientes con
neuropatia Optica isquémica idiopética, que tenian pérdida temporal o
permanente de la visiobn, demostrd, patrones de agregacion plaquetaria

alterados y respuestas anormales en la superficie de contacto. (12)

La experiencia de Mammen con decenas de casos Sse resume en varios
articulos publicados desde mediados de la década de 1990 a 2003. Estos le
permitieron proponer las pruebas de laboratorio claramente definidas y
criterios clinicos para el sindrome de Plagueta Pegajosa. Tabla 1. De
acuerdo al patron de agregacion plaquetaria, Mammen identifico dos tipos
de sindrome: Tipo |, caracterizado por hiperagregabilidad tanto con ADP

como a con epinefrina y Tipo I, que se caracteriza por hiperagregabilidad



12

solo con epinefrina, siendo ésta mas frecuente.(5) Esta clasificacion, se
basa Unicamente en caracteristicas de laboratorio y Mammen no observo
ninguna relacién entre esta clasificacion y las manifestaciones clinicas, la
respuesta al tratamiento, o el curso de la enfermedad. (15) En cuanto al
tratamiento, se observo una excelente respuesta al tratamiento con ASA,
en la mayoria de los pacientes, lo que confirma los resultados iniciales de
Mefty.

Tabla 1. Valores de normalidad de las curvas de agregacion plaquetaria, y

criterios diagndsticos

Agregacion Plaquetaria después de la Activacion con

ADP EPI

Concentracién
del agente (uM) 0.58 1.17 2.34 0.55 1.1 11.0

Rango normal
(% agregacion) 0-12

2-36 7.5-55 9-20 15-27 39-80

Criterios Diagnostico

Diagnostico T . . -
Sugestivo Historia de TE e hiperagregabilidad a 1 conc. de 1 agente

* Historia de TE e hiperagregabilidad a 2 conc. de 1 agente
E?r%ﬂ?nsggg * Historia de TE e hiperagregabilidad a 1 conc. de ambos agentes

+ Historia de TE e hiperagregabilidad con solo 1 conc. de 1 agente, repetidamente

Abreviaturas: ADP, difosfato de adenosina; EPI, epinefrina; TE, tromboembolismo.
Adaptado de MAMMEN E F. Sticky Platelet Syndrome. Seminars in Thrombosis and
homeostasis, 1999

Mas adelante, Bick adopta la clasificacién propuesta por Mammen en el
diagnéstico y, en base a su propia observacion, agregé el tipo Il
caracterizado por hiperagregabilidad solo después de ADP. Al igual que
Mammen, no encontré ninguna relacion entre los diferentes tipos (I, Il o 1lI)
y las manifestaciones clinicas o las respuestas terapéuticas. Bick fue de los

primeros en sefalar el Sindrome de Plagueta Pegajosa en pacientes con
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trombosis venosa; y también confirmo la eficacia de las dosis bajas de

aspirina.(16)

Bick y su grupo de investigadores publicaron un estudio con 153 pacientes
que habian presentado eventos tromboembdlicos sin explicacion, se
identifico la presencia del Sindrome de plaqueta pegajosa en el 17,6% de
los casos. Ademas demostré que un nuamero significativo de mujeres con
abortos involuntarios recurrentes (18,2%) cumplian con los criterios de SPP.
(17) Sobre la base del analisis en los cohortes de pacientes descritas por
Bick, se llego a la conclusion de que el sindrome de plagueta pegajosa es la
trombofilia mas frecuente en los pacientes con eventos tromboticos
inexplicables después de la resistencia a la proteina C activada. Y es la
segunda causa mas frecuente de perdidas fetales recurrentes después del
Sindrome Antifosfolipidos.(17,18)

Chaturvedi y Dzieczkowski en 1999, describieron la ocurrencia de SPP junto
con otros trastorno heredados de trombofilia en los mismos pacientes.
Describieron un caso de una mujer joven con episodios de accidente
cerebrovascular recurrentes y deficiencia de proteina S combinada. (19) Se
inform6 posteriormente la aparicion concomitante de SPP con otras
trombofilias (niveles elevados de factor VIII, sindrome antifosfolipidos,

G20201A protrombina y hiperhomocisteinemia).(20)

El-Amm, Mihlfeld, y Yagmur, describen hiperagregabilidad plaquetaria en
pacientes sometidos a hemodialisis o receptores de trasplante renal con
complicaciones trombéticas o rechazo del injerto. Ellos evaluaron la curva de
agregacion plaquetaria con epinefrina en 30 pacientes sometidos a
hemodialisis y 34 pacientes con trasplante renal y encontraron una alta
prevalencia de Sindrome de Plaqueta Pegajosa, en el 67 y 82%,
respectivamente, en pacientes con eventos tromboembdlicos posteriores.
Los autores sugieren que la prueba de hiperagregabilidad plaquetaria puede
complementar la evaluacion de las complicaciones tromboembdlicas en

pacientes con enfermedad renal cronica.(21)
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En nuestro pais, el primer reporte de casos de este sindrome se hizo en
2002 por Beltran E, Linares A. y Castafio S. en pacientes pediatricos del
Hospital de La Misericordia en donde se advirtié la frecuencia elevada de
esta entidad como causa de eventos tromboticos en la edad pediatrica.(22)

Existe otro reporte de casos en pacientes obstétricas realizado en 2004 por
Veldsquez A, Carmona V, y Ramos G. en el Hospital Militar Central quienes
sufrian eventos trombaticos durante el embarazo o tenian antecedente de

abortos recurrentes.(23)

El sindrome de plagueta pegajosa se ha considerado como un trastorno
hereditario, sin embargo no ha sido posible determinar su causa exacta.
Mammen, sugirid un defecto de glicoproteinas plaquetarias de membrana
(GP) Sin embargo, no logro identificar cambios genéticos especificos.
Kubisz y col, demostraron que la fisiopatologia del sindrome esta
relacionada con procesos de activacién plaquetaria. Inicialmente, encontrd
aumento de la expresion superficial de CD62 y CD51, neoantigenos
expresados solo después de la activacion plaguetaria en pacientes con SPP,
en comparacion con la poblacién normal, luego de un episodio trombdtico
agudo.(24)

En las ultimas dos décadas, los resultados de varios analisis genéticos
sugieren la relacién entre ciertos polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs)
de ciertas glucoproteinas plaquetarias e hiperagregabilidad plaquetaria, en
pacientes portadores del alelo A, de GPllla PLA. (25) Esta anormalidad se
presenta por una sustitucién especifica de leucina-prolina que incrementa la
union del fibrindbgeno a libllla, y expresion en la membrana de P-selectina,
y esta relacionada con riesgo aumentado de eventos tromboéticos, como
enfermedad cardiovascular, infarto de miocardio o0 accidente

cerebrovascular.(26)

GASG6 es una proteina de los granulos a, vitamina k dependiente, homologa

a la proteina S que interactia con Axl/Sky/Mer Tirosin-Kinasa, y se ha
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demostrado en modelos animales que potencia la agregacion, al afectar la
funcién de los receptores a-2 adrenergicos y de ADP. (27) EI mecanismo por
el cual esta proteina causa hiperagregabilidad plaquetaria aun no esta muy
bien definido. Recientes estudios sugieren que su accién es relativamente
tardia. Un reciente estudio de Chen y colaboradores sugiere que uno de los
receptores tirosin-cinasa de Gas6 esta presente en plaquetas humanas y
que su bloqueo conduce a inhibicibn de la agregacion plaquetaria en
modelos animales, sin embargo en plaquetas humanas esta informacion no
ha sido demostrada.(28) Kubisz y col, estudiaron el polimorfimo Gas6 c. 834
b 7G > A en 128 pacientes con sindrome de plaqueta pegajosa no

encontrando diferencias entre los pacientes del grupo control.(29)

La glucoproteina VI es una proteina crucial que participa en la activacion,
adhesion y agregacion plaquetaria. Recientemente Kubisz y col, han
estudiado la variabilidad del gen de la GPVI, encontrando mayor frecuencia
de cuatro haplotipos en pacientes con sindrome de plaqueta pegajosa, sin
embargo no pudieron demostrar en su estudio, que estos fueran mas
frecuentes que en la poblacion control.(30) KotuliC¢ova y colaboradores mas
recientemente han encontrado varios SNP de GP6(31) (rs1613662,
rs1654419) en pacientes con sindrome de plaqueta pegajosa.

En los Ultimos afios, Ruiz-Argielles y su grupo de investigadores han
publicado varios estudios, donde se han encontrado polimorfismos de la
glicoproteina llla, sin embargo, los resultados publicados hasta la fecha no
han lograron identificar un solo defecto genético responsable de sindrome
de plaqueta pegajosa, ni mostrar una relacién consistente de alteraciones

genéticas en GPllla y el desarrollo del sindrome.(32)

Actualmente, tal y como lo planteo Mammen y Bick el acido acetil salicilico
es el farmaco de eleccion para el manejo de esta condicién. Recientemente,
un estudio de Veladzquez-Sanchez-de-Cima publicé un estudio prospectico
sobre su experiencia con AAS, clopidogrel o el uso concomitante de ambos

farmacos en 55 pacientes con SPP. Ellos observaron una excelente eficacia
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de combinacion con la terapia de combinacion ASA y clopidogrel en la

prevencion de retrombosis. (33)

Hasta ahora, la mayor parte de los datos sobre la terapia son recogidos de
pocos estudios en los que se utilizé solo ASA, y el uso de otros agentes
antiplaquetarios es muy escaso y se limita a pocos informes de casos

individuales.

Con el advenimiento de tecnologias de secuenciacion de ultima generacion,
la capacidad de secuenciar de forma rapida todo el genoma de un individuo
ha colocado esta estrategia entre las herramientas mas eficaces para la
deteccion de las causas genéticas de enfermedades de herencia
mendeliana. Esto es especialmente cierto para la secuenciacién del exoma
(WES), que ha demostrado eficacia notable en la identificacion de variantes

genéticas en todo los genes de un individuo (34 35).
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de muestra:

Muestra por conveniencia.

Fue seleccionada para participar en el estudio una paciente quien
presentd un evento trombético agudo de la arteria cerebral media a la
edad de 7 anos y en quien se documento como Unico hallazgo
anormal, hiperagregabilidad plaquetaria con ADP vy Epinefrina, sin
antecedente de eventos trombdticos previos, y sin otros antecedentes
patolégicos de importancia previo al evento. Como antecedente familiar
madre con migrafia y hermana con antecedente de trombosis venosa
en extremidades en la infancia, ambas con agregometrias que

mostraron hiperagragabilidad plaquetaria con ADP y epinefrina.

Esta paciente fue seleccionada tomando como base a los pacientes
diagnosticados con diagnostico de Sindrome de Plaqueta pegajosa en
la Fundacién Hospital de la Misericordia y que cumplian con los criterios

de inclusion.

4.2 Criterios de inclusioén:

1. Al menos un episodio de trombosis 2. La confirmacion de SPP de
acuerdo a los criterios de Mammen y Bick; (Tabla 1) y 3. La firma
voluntaria del consentimiento informado por el paciente y por sus padres o
tutores, 4. Patron de herencia mendeliano propuesto ( autosémico

dominante).
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4.3 Criterios de exclusion:

1. El diagnéstico no claro de evento tromboético 2. Evento trombaotico
debido a las otras causas o estados de hipercoagulabilidad; 3. Etiologia

indeterminada o secundaria a otras causas de trombofilia primaria.

4.4 Diagnostico de Sindrome de Plaqueta Pegajosa

Se confirmé en la historia clinica de la paciente que la agregometria fue
realizada teniendo en cuenta los lineamientos propuestos por Mammen.
Cada muestra se realiz6 con tres bajas concentraciones de ADP (2,34,
1,17,y 0,58 uM) y EPI (11,0, 1,1 y 0,55 uM). Los criterios de Mammen y
Bick se utilizaron para el diagnéstico y clasificacion de SPS. Se confirmo
que la prueba fuese llevada a cabo mientras la paciente no recibia
tratamiento antiagregante y esta fue realizada posterior a 3 meses del
evento trombdético agudo.

Se comprobé la normalizacion de las curvas de agregacion plaquetaria
con ADP y epinefrina un mes después del inicio del tratamiento con Acido
Acetilsalicilico. Fueron descartadas otras causas primarias de trombofilia
congénita ( deficiencia de proteina C y S, actividad antitrombina, niveles
de homocisteina, presencia de anticuerpos antifosfolipidos, resistencia a
la proteina C activada (APCR), mutacion G20210A de la protrombina,
mutacion factor V de Leyden se analizaron mediante métodos estandar en

esta paciente)

4.5 Preparacion de muestras de DNA

Este procedimiento se llevd a cabo en el Laboratorio de Biologia
Molecular, de la facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Colombia.

Para la extraccion del DNA se realiz0 aislamiento de leucocitos mediante

metodologia de separacion por gradientes de sucrosa usando el reactivo
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LSM (lymphocyte Separation Medium), el pellet de células obtenido se

almacend a -80°C hasta su procesamiento.

La extraccion de DNA se realiz6 a partir de los pellets almacenados a -
80°C, usando el kit PureLink™ Genomic DNA, (Invitrogen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La pureza y calidad de cada una de las
extracciones se determin6 mediante espectofotometria leyendo a
260nm y determinando la pureza mediante la relaciéon 260/280 nm,
siendo aceptables relaciones por encima de 1,5. Esta medicién se

realiz6 usando el equipo Nanodrop 2000, Thermo

4.6 Secuenciacién Exomica

La secuenciacién del exoma completo fue realizada por la compafia
FASTERIS Suiza. Para el inicio de la secuenciacion se utilizé el Kit
SureSelect Human All Exon V5 (50,4 Mb), segun las instrucciones del
fabricante (Agilent Technologies). EI DNA gendmico (3 pg) se fragmenté
(150-200 pb), se ligd6 al adaptador, y se amplific6 mediante PCR.
Después de la desnaturalizacion (95 ° C, 5 min), los fragmentos de
biblioteca de DNA amplificados (~ 500 ng) se hibridaron en una
solucion a alta rigurosidad (65 ° C, 24 h) con sondas de captura de RNA
con biotina (~ 120 pb). Hibridos de DNA resultantes se recuperaron por
separacion con perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina (Dynal,
Invitrogen, Carlsbad, CA).

El DNA capturado fue eluido (NaOH) y luego sujeto a fase sélida de
secuenciacion en un sistema HiSeq2000 (lllumina, San Diego, CA)
usando el Kit lllumina Multiplexing Sample Preparation Oligo-nucleotide
y el Kit HiSeq 2000 Paired-End Cluster Generation de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.
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4.7 Analisis de los datos

4.7.1 Secuenciacion Exomica y analisis Bioinformatico

La secuenciacion del exoma completo fue realizada por la compafiia
FASTERIS Suiza. Para el inicio de la secuenciacion se utilizd el Kit
SureSelect Human All Exon V5 (50,4 Mb), segun las instrucciones del
fabricante (Agilent Technologies). EI DNA gendmico (3 ug) se fragmento
(150-200 pb), se ligd al adaptador, y se amplific6 mediante PCR.
Después de la desnaturalizacion (95 ° C, 5 min), los fragmentos de
biblioteca de DNA amplificados (~ 500 ng) se hibridaron en una
solucién a alta rigurosidad (65 ° C, 24 h) con sondas de captura de RNA
con biotina (~ 120 pb). Hibridos de DNA resultantes se recuperaron por
separacion con perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina (Dynal,

Invitrogen, Carlsbad, CA).

El DNA capturado fue eluido (NaOH) y luego sujeto a fase sdlida de
secuenciacion en un sistema HiSeq2000 (lllumina, San Diego, CA)
usando el Kit lllumina Multiplexing Sample Preparation Oligo-nucleotide
y el Kit HiSeq 2000 Paired-End Cluster Generation de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Pardmetros de calidad. Los pardmetros de calidad de los datos se
exploraron con el programa FastQC-ReadQC de la plataforma Galaxy
(https://usegalaxy.org). Con base en el informe de calidad de los

archivos FASTQ se mantuvieron las secuencias alta calidad y fueron

eliminadas las secuencias de baja calidad de los nuevos andlisis.

4.7.2 Alineacion de las lecturas con un genoma de referencia.

El secuenciador Illumina produjo millones de lecturas cortas que

posteriormente fueron alineadas con un genoma de referencia para

obtener la secuencia de DNA original. En este estudio fue utilizado el


https://usegalaxy.org/
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algoritmo BWA (Burrows-Wheeler Aligner http://bio-bwa.sourceforge.net/

(36). EI genoma de referencia fue descargado del link:

https://icom.illumina.com/Message/iGenome/

4.7.3 Localizacion de las variantes

El siguiente paso a fue la identificacion de todas las variaciones
presentes en el exoma. Para ello se utilizé el programa informatico GATK
(desarrollado por el Broad Institute, Cambridge, Massachusetts
http://www.broadinstitute.org/gatk/), disponible de forma libre en la red.

Los SNPs e indeles fueron identificados por el programa
SAMTOOLS v.0.1.19 (http://samtools.sourceforge.net/) . Las variantes
que tuvieron profundidades de menos de 20 x situados fuera de las

regiones del exoma no fueron tenidas en cuenta.

4.7.4 Filtrado y Anotacion de las Variantes

Este proceso fue realizado con el apoyo del grupo de Medicina
Gendmica del Instituto de Investigacion Sanitaria, del laboratorio del
complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela. Para la
anotacion y el filtrado de las variante fue utilizado el programa
ANNOVAR (www.openbioinformatics.org/annovar/) (37).

Las variantes anotadas fueron filtradas en cuatro bases de datos: NCBI
CCDS  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/ccdsBrowse.cgi), RefSeq
(http: [lwww.ncbi.nim. nih.gov/ RefSeq /), Ensembl
(http://www.ensembl.org) y Encode (http://genome.ucsc.edu/ENCODE).

En funcion de la probabilidad de que cada una de las variantes resultado
del proceso de filtracién previo fuera o no causal de la patologia y que
pudieran alterar la funcion de alguna proteina se realizé una priorizacién

de las mismas filtrando de acuerdo a los siguientes puntos:
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- Variantes en regiones no exonicas y de splicing

- Variantes no sindénimas, stop gain, stop loss, frame shift o que
afectan al splicing

- Variantes con una frecuencia inferior a 1/2000 que es la frecuencia
establecida para una enfermedad rara.

- Variantes con una frecuencia del alelo mutado por encima del
20%.

Posterior a este proceso de filtracion, los probables dafios producidos
por las variantes encontradas en la estructura de las proteinas fueron
predecidos por el programa DANN el cual es un programa de predictor

de patogenicidad.

4.8 Procedimientos

El proyecto se desarrollé en las siguientes fases:

Consentimiento: Fue solicitado inicialmente a todas las instituciones el
aval para la realizacion de la investigacion, a través del apoyo y soporte
del departamento de pediatria de la Universidad Nacional de Colombia.

e Solitud de Base de datos: Se solicité al Hospital de la Misericordia la
base de datos de los pacientes que tengan como diagnostico de la
Clasificacion Internacional de Enfermedades en su décima version
(CIE-10) otros trastornos de la coagulacion y que correspondan a
Sindrome de Plaqueta pegajosa.

e Evaluacién de las historias. Fueron evaluados los criterios de
inclusion de los pacientes a través de las historias clinicas que
cumplan los correspondientes criterios de inclusion.

e La paciente escogida para participar en el estudio cumplia con todos
los criterios de inclusion se realizara contacto con ellos, por lo que se
solicito el consentimiento informado para la realizacion de la prueba y
se concerté una cita para firmar el consentimiento informado, vy la

toma de la muestra.
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e Toma de muestras: Fue tomada mediante puncion venosa, segun lo
descrito en el punto anterior en el laboratorio de biologia molecular
de la Universidad Nacional de Colombia. Estas fueron manejadas

con todos los protocolos de bioseguridad correspondientes.
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5. CONDUCCION DEL ESTUDIO

5.1 Sitio de investigacion:

e El estudio fue realizado en la fundacion Hospital de la misericordia la
cual es una institucion de tercer nivel de atencion, de exclusiva
atencion en pediatria, ubicada en la Avenida Caracas No 1 — 13
Bogota D.C.

e El laboratorio en que fueron procesadas las muestras sera el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de
Colombia, ubicado en Carrera 45 No 26 — 85, Facultad de Medicina,
piso 3, Bogota DC

e El laboratorio donde se realiz6 la secuenciacion exomica es
FASTERIS, Suiza

e EIl laboratorio donde fueron analizados los resultados fue el
laboratorio de Medicina Gendmica del Instituto de Investigacion
Sanitaria del Complejo Universitario de Santiago de Compostela.

5.2 Manejo de sustancias o especimenes bioldgicos:

Fue seguido el protocolo de manejo de desperdicios y sustancias
bioldgicas y no biolégicas segun el Programa de Gestion Integral de

Residuos Sdlidos (PGIRS) de cada institucion.

5.3 Seguridad

Fue garantizado , a través de la ejecucion de los procedimientos por
personal calificado y entrenado, contando con personal idoneo para la
toma de las muestras y personal de laboratorio entrenado en el

procesamiento de las mismas.
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5.4 Consideraciones éticas

El presente estudio fue basado en la recoleccién de muestras biologicas y la

revision de fuentes secundarias.

De acuerdo a la normatividad internacional, particularmente la declaracion
de Helsinki y a las pautas éticas para la investigacion biomédica preparadas
por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas —
CIOMS-, fue establecido un riesgo minimo y se realizé con adherencia a los
tres principios éticos basicos: respeto por las personas, beneficencia y

justicia.

El riesgo ético de esta propuesta de investigacion segun la resolucién 8430
del 4 de Octubre de 1993 del Ministerio de Salud, articulo 11, literal A, se
corresponde con una investigacion con riesgo minimo. Se establecié que se
mantendra la confidencialidad de la informacion relacionada con su

privacidad segun el articulo 15, literal H.

Esta propuesta de investigacion fue evaluada y aprobada antes de su
ejecucion, por el comité de ética médica de la Universidad Nacional de

Colombia y de la Fundacion Hospital de la Misericordia.

5.5 Consentimiento Informado (anexo 1)

Este documento fue elaborado por el investigador principal, revisado por el
comité de ética en investigacion de la Fundacion Hospital de la Misericordia
y Universidad Nacional de Colombia e indicara los nombres de dos testigos.
Debido a que la paciente tenia una clasificacion de Simpson de “no
compresion del lenguaje y no capacidad de decision” (34), se realizd una
discusion amplia para explicar a los padres los objetivos del estudio y estos

tuvieron la autorizad en la decisiébn completa para el ejercicio basados en la
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razon riesgo beneficio. Igualmente se brindé esta informacion a los

miembros de la familia que cumplan con los criterios de inclusion.

El consentimiento informado, fue firmado por los padres o su representante
legal y la paciente que aceptd participar en el estudio previa explicacion

detallada de todos los procedimientos a realizar.
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6. Cronograma General de Actividades

SEP- NOV- ENE- ABRIL-  JUL/15 AGO- OCT/15 ENE/16
NOV/14 DIC/14 MAR/15 JUN/15 SEP15

Evaluacion *
protocolo por

DIB y comité

ética UNAL y

Hx

Misericordia

Recoleccién *
de muestras

Entrega de *
resultados

Sustentacion *
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ITEM VALOR
Personal Unidad Tiempo Total
(meses) (pesos)
Investigador principal 250000/mes 12 3000000
10 horas/mes
Hora: 25000
Tutor de investigacién 250000/mes 12 3000000
5 horas/mes
Hora: 50000
Asesor epidemioldgico 300000/mes 12 3600000
6 horas/mes
Hora: 50000
Subtotal 1 9.600.000
ITEM VALOR
Materiales e insumos Unidad Tiempo Total
(meses) (pesos)

Papeleria 400.000
Transporte 100000/mes 4 400.000
Kit PCR — Secuenciacion exoma 15000000 5.000.000
Busqueda bibliogréafica 100.000
Impresién trabajo 100.000
Subtotal 2 6.000.000
SUBTOTAL VALOR (pesos)
Subtotal 1 9.600.000
Subtotal 2 6.000.000
TOTAL 15.600.000
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8. Resultados

Un total de 1'320'253 variantes fueron detectadas inicialmente. Después del
filtro inicial para seleccionar todas las variantes con una cobertura por
encima de 20X fueron identificadas un total de 100'761 variantes. De estas

99.454 fueron anotadas.

Tras el proceso de priorizacidon realizado fueron obtenidas un total de 317
variantes y posterior al filtro por predictores de patogenicidad utilizando el

programa DANN fueron obtenidas 113 variantes.

Dado el numero tan elevado de variantes obtenido, se realizdé una busqueda
de posibles genes relacionados con el sindrome de plaqueta pegajosa.
Seleccionamos un total de 176 genes, de los que siete hacen parte de los
genes que han sido relacionados en la literatura con el SPP y los restantes
estan relacionados con el proceso de agregacién plaquetaria ( anexo 3).

En el listado de variantes filtradas y priorizadas se confirmé una mutacion
tipo delecional de Novo de cinco nucle6tidos (GCCCC) en el gen ORAIL,
localizado en el cromosoma 12
(ORAI1:NM _032790:exonl:c.124 128del:p.A42fs) (Figl). que resulto en un
cambio del marco de lectura y provoca un codén de parada prematuro que
afecta la expresion final de la proteina, (Fig 2). la cual es una subunidad del
canal de calcio de membrana activada por el sensor de calcio STIM1
cuando las reservas de calcio son agotadas ubicado en la superficie

plaquetaria.
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' Human (hg38) v] Id\rlz v]

chr12:121,626,846-121,626,886

o ft « » @O = 7 | S

pl [ P12 Pl p1122 pild a1l qi311 a1 qla1 Q14 q21.1 q21.31 a2l a q. a Ll

a1bp
121826 850 bp. 121.626.380 bp 121826 870 bp 121.626.380 bp
1 1 1

GRCH38_151204_SND104_A_L
1.pe.bam Coverage

GRCH3E_151204_SND104_A_L
B_HYA1.pe.bam

Sequence =[6 6 6 A C 6 6 6 6 A 6 C C C € C 6 6 G 6 6 C € C C 6 C € C C 6 C C A €C € G C 1
Gene
ORAIT

Fig 1. Delecion de novo de cinco nucleotidos (GCCCC) en el gen ORAIL , localizado en
el brazo largo del cromosoma 12 (ORAIL:NM_032790:exonl:c.124_128del:p.A42fs).

L P B F P P S 2
GAC GGG GAG CCC COG GGG GEC CCG CCA CCG CCG CCG TCC GCC

|

GAC GGG GAG CCC CCG GGG GCC ACC GCC GCC GTC CGCC

. Deleccion de cinco nucleotides.

Fig 2. Delecién de 5 nucleétidos que produjo cambio del marco de lectura y provocéd un
codon de parada prematuro afectando la expresion de la proteina.
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9. Discusion

Con el uso de WES en una paciente con Sindrome de Plaqueta Pegajosa ,
se ha identificado una mutacion delecional de 5 nucleétidos del gen ORAI1
localizado en el brazo largo del cromosoma 12 que resulta en un cambio
en el marco de lectura que afecta el producto final de la proteina. La
proteina codificada por este gen es una subunidad del canal de calcio de
membrana activada por el sensor de calcio STIM1 cuando son depletadas
en la célula las reservas de calcio. ORAI1 es expresado en linfocitos T,
mastocitos y mas recientemente se ha demostrado su presencia y vital

importancia en plaquetas humanas (38).

La activacion plaquetaria y la formacion de trombos es un proceso de
multiples etapas que involucra diferentes vias de sefializacion para activar
el cambio de forma de las plaquetas, la activacidon de integrinas, y
degranulacién plaquetaria (39). Las vias de sefializacion convergen en la
activacion de la fosfolipasa C (PLC), que conduce a la formacion de inositol
1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol IP3 es entonces capaz de unirse a su
receptor en el reticulo endoplasmaético (ER) y media el flujo de Ca2+ de los
depdsitos intracelulares en el citoplasma (40).

El proceso de secrecion y agregacion plaguetaria, asi como la formacion de
trombos de plaquetas dependen del aumento de la concentracion
citosolico de calcio (Ca2 +), como resultado principalmente de la liberacion
intracelular de Ca2+ por los canales de deposito de calcio (SOC) (41). La
molécula estromal 1 (STIM1) ha sido identificada como un sensor de Ca2+
que regula la liberacion intrecelular de Ca2+ por los canales de deposito de
calcio (SOC) a través de la activacion de la subunidad formadora de poros
Orail, el principal canal de entrada de Ca2+ que funciona en las plaquetas
(42).
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Después de la deplecion de calcio de los depdsitos intracelulares, Orail se
activa por la molécula estromal 1 (STIM1), que se encuentra principalmente
en las depodsitos de Ca2 + intracelular. STIM sobresale en el lumen de los
depositos intracelulares y detecta el contenido de Ca2 por su dominio de

union al calcio (43).

Han sido descritas tres isoformas Orai expresadas en plaquetas humanas,
pero Orail parece ser la principal molécula implicada principalmente con
SOC vy la funcién plaquetaria (44). Orail se considera particularmente
importante para la funcion de las plaquetas ya que el desarrollo de modelos
murinos Orail deficientes in vivo ha demostrado que estos ratones Orail
deficientes, son resistentes a la tromboembolia pulmonar, trombosis
arterial, e infarto cerebral isquémico debido a la produccion de canales de
deposito de calcio (SOC) defectuosos, y al deterioro del proceso de

activacion y formacion de trombos in vitro (41).

Wolfgang et al , desarrollaron un modelo murino in vivo con plaquetas Orai
1R%W mutadas e inactivas que se caracterizaron por una marcada
reduccién SOC y aumentos en [Ca2 +] inducido por agonistas. Plaquetas
Orai1l®™®*W mutadas demostraron una reduccién de la activacién de la
integrina y degranulacion deteriorada cuando las plaquetas fueron
estimuladas con concentraciones bajas de agonistas en condiciones
estaticas. Este defecto, sin embargo, no afectd significativamente la

1R93W

capacidad de las plaquetas Orai para agregarse o adherirse a

colageno bajo condiciones de flujo arterial ex vivo. En contraste estas

1R®W mutadas fueron defectuosas en la exposicion de

plaquetas Orai
fosfatidilserina en su superficie lo que sugiere que Oral es crucial para la
respuesta procoagulante plaquetaria mas que otras respuestas Ca(2+)

celular dependientes (45).

Hasta el momento no han sido publicados en la literatura estudios en
humanos que demuestren las implicaciones de mutaciones de Orail y su

posible relacién con alteraciones en la funcion plaquetaria que puedan
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aumentar el riesgo de trombosis. Recientemente A. Tolios et al,
demostraron que la estimulacion de plaguetas por CRP (péptido
relacionado al colageno ) no sélo conduce a la activacion de Orail
existente, sino que sobre regula la cantidad de proteina Orail en la
membrana plaquetaria aumentando asi la capacidad de las plaguetas para
la formaciéon de trombos en pacientes con infarto agudo del miocardio (46).
Como se habia demostrado anteriormente (47), un aumento de la
expresion de Orail aumenta en paralelo la afluencia de Ca2. En
consecuencia, se observa una correlacion positiva entre la expresion de
Orail y Ca2 +. La importancia de un rapido aumento de la expresion de
Orail en la superficie ya ha sido demostrada para otros tipos de células
(48). Estas observaciones demuestran, que la cantidad de proteinas Orail
expresada en las plaguetas es mayor en los pacientes con infarto agudo
del miocardio (IAM) que en los pacientes con cardiopatia isquémica
estable, poniendo de relieve la importancia clinica de la expresién en la
superficie plaquetaria de Orail para la activacion plaquetaria y el desarrollo
de enfermedad vascular oclusiva. Un aumento de la expresion Orail ya
habia sido demostrado en otras enfermedades con hiperactividad de las

plaquetas, por ejemplo, en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (49).

Si bien el papel decisivo de las plaguetas en la fisiopatologia de la
trombosis arterial y venosa en los pacientes con Sindrome de Plaqueta
Pegajosa esta bien establecido, una asociacion entre la expresion alterada
de Orail, activacion y agregacion plaquetaria y el desarrollo de trombosis
a la luz del conocimiento actual no ha sido demostrada. Se considera, con
los hallazgos de esta investigacion, que una alteracion en la expresion de
Orail podria conducir a activacion plaquetaria, ganancia de la funciéon de la
proteina, y generar hiperagregabilidad plaquetaria y acontecimientos
tromboembdlicos clinicos. Son necesarios ensayos de movilizacion de
calcio in vitro en plaquetas clonadas con la mutacion encontrada en este

estudio para comprobar esta hipotesis.
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Por otro lado, considerando el impacto de la activacién plaquetaria y la
oclusion trombotica  STIM1, Orail y sus reguladores pueden ser
considerados moléculas diana para el desarrollo de terapias anti-
tromboticas. Actualmente, varios inhibidores plaquetarios disponibles tienen
como moléculas diana entre otros a la clooxigenasa-1, el receptor
purinérgico P2Y12 y la integrina activada allbB3, pero estas terapias
antiagregantes  tienen limitaciones como complicaciones hemorragicas
graves y la falta de eficacia establecida por la presencia de pacientes no
respondedores. Por lo tanto, estrategias antiplaquetarias nuevas pueden
lograr controlar la activacion de plaquetas sin alterar la hemostasia y de
esta manera evitar complicaciones hemorragicas que amenacen la vida. (50)
Estudios hasta ahora disponibles en modelos animales sugieren que la via
SOCE/Oril en plaguetas es de vital importancia en la formacion del trombo
oclusivo arterial, aunque no asi en la hemostasia primaria lo que convierte a
esta molécula en un blanco muy interesante de investigacion terapéutica
actual (51,52).
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10. Conclusiones y recomendaciones

En una paciente con SPP tipo I, se encontré una mutacion delecional
de novo, en el gen Oril que codifica una subunidad de canal de
calcio en la membrana plaquetaria. Estos hallazgos amplian el
espectro de condiciones genéticas relacionadas con el SPP vy
proporcionan mas apoyo para el entendimiento de su patogénesis,
diagndstico y tratamiento.

Son necesarios ensayos de movilizacion de calcio in vitro en
plaquetas clonadas con la mutacion encontrada en este estudio para
comprobar la hipotesis de ganancia de funcion de Oril derivada de
la mutacion encontrada

En una proxima fase de este estudio se realizara la confirmacion de la
relacion genetipo-fenotipo en los miembros de la familia afectados de
la paciente para de esta manera confirmar el tipo de herencia de la
mutacion encontrada.

Otros datos derivados de esta investigacion podrian tener
implicaciones en la fisiopatologia del SPP y se encuentran

actualmente en fase de analisis.
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12. ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA

DIVISION ONCOHEMATOLOGIA PEDIATRICA

ESTUDIO MOLECULAR DEL SINDROME DE PLAQUETA PEGAJOSA
MEDIANTE ANALISIS DEL EXOMA

1. Introduccién y propdsito del estudio

La Universidad Nacional de Colombia, dentro del programa de Especialidad
de Oncohematologia Pediatrica, esta haciendo un estudio en el que se
busca encontrar alteraciones moleculares presentes en el Sindrome de
Plagueta Pegajosa, una de las causas mas frecuentes de trombosis en la
edad pediatrica. Si se encuentran alteraciones moleculares se mejorara la
comprensién y aceptacion del sindrome y de su fisiopatologia, al igual que

se podran identificar probables blancos terapéuticos.

2. Porgué ha sido seleccionado

Existen dos razones para ingresar al estudio:

e Una de ellas es que a su hijo(a) se le realiz6 el diagndstico de Sindrome
de Plagueta Pegajosa en la Fundacién Hospital de la Misericordia.

e La otra razdn es que usted tiene Sindrome de plaqueta Pegajosa y es

familiar de un nifio que tienen la enfermedad
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3. Procedimientos del estudio

Si decide participar debe hacer lo siguiente:

Proporcionar informacion acerca de su direccion y
teléfono, esto con el fin de contactarlos para el
seguimiento

Permitir la realizacién de una puncién venosa. En esta
muestra de sangre se realizara el analisis de la
secuenciacion del exoma.

Asistir a todos los controles planteados y seguir
tratamiento segun lo indicado por su médico tratante.
Informar acerca de sus inquietudes y en caso tal,

expresar el deseo de abandonar el estudio

4. Confidencialidad

La informacion que suministre, incluyendo los datos sobre su localizacion y

de su enfermedad es confidencial y solo sera conocida por su médico

tratante y los investigadores.

Los resultados del estudio se presentardn en forma general y en ningin

caso ni usted ni su hijo(a) podran ser identificados.

Los resultados de los analisis de exoma podran publicarse en bibliografia

médica. Estas publicaciones no incluirdn ninguna informacién que lo

identifique personalmente.

5. Riesgos y beneficios

1. Los riesgos derivados de su participacion en este estudio son minimos y

estan asociados a la puncion venosa que se realizar4 para obtener la

muestra. Estos son basicamente sangrado, dolor o infeccion local.
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2. Es posible que pueda tener una mutacién en un gen incluido en el analisis
de secuenciacion del exoma, pero que en este analisis no se haya podido
detectar la mutacion. Por lo tanto, es posible que el analisis no detecte la
causa de que usted tenga Sindrome de plaqueta pegajosa. Ademas, este
analisis no se analiza el 100% de los genes del genoma humano. Existen

algunos genes que no se pueden incluir en el analisis por motivos técnicos.

3. El realizar este estudio traera beneficio a todos los pacientes que tengan
diagnostico de Sindrome de Plaqueta Pegajosa, ya que la informacién
aportada podra ser tomada como base para el disefio de nuevos estudios

gque busquen encontrar las alteraciones encontradas en otras poblaciones.

Adicionalmente, desde su casa tiene acceso telefénico para consultas
respecto a posibles complicaciones o inquietudes.

6. Costos y compensacion

Usted no recibir4 pago por su participacion en el estudio, ni este tampoco

implica costos adicionales para su atencién médica.

7. Derecho arehusar o abandonar el estudio

Usted debe estar saber que su participacion en este estudio es
completamente voluntaria. Aun después de dar su aceptacion para
participar, tendra derecho a retirarse del estudio o a negarse a contestar
alguna de las preguntas en el momento en que usted asi lo desee. El hecho
de retirarse no implicara cambios en la atenciébn ni en el tratamiento

recibidos.

8. Preguntas
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Por favor siéntase en libertad de hace cualquier pregunta si hay algo que no
haya entendido. También si mas adelante le surge alguna duda o inquietud,
usted puede contactar a: Dra. Gisela Barros Garcia en el Departamento de
Pediatria de la Fundacién Hospital de la Misericordia (4° piso) o en el
teléfono 3134652727

9. Declaracién del participante

Nosotros le entregaremos una copia de este formulario. Al firmar esta forma
usted estd aceptando que entiende la informacion que se le ha dado, que
esta de acuerdo en participar como sujeto de investigacion en este estudio, y

que esta de acuerdo en:

J Proporcionar su direccién y teléfono

O Permitir toma de muestra mediante puncion venosa para realizar
secuenciacion del exoma

(J Asistir a las consultas de control y seguir el manejo propuesto por su

médico tratante
¢Acepta participar en este estudio voluntariamente? Si NO

Si usted ha aceptado patrticipar por favor escriba su nombre completo y firme

en el espacio correspondiente:

Nombre del participante

Firma del participante: Fecha I

dd mm aa

Nombre del testigo 1

Firma del testigo 1
Fecha I

dd mm aa

Nombre del testigo 2
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Firma del testigo 2
Fecha I

dd mm aa

10. Asentimiento del paciente (Diligenciar en los casos en que se
requiera, segun las reglas para la toma de decisiones con respecto a la
participacion de nifios en la investigacion)

Certifico que he sido informado/a acerca de los objetivos y procedimientos
de esta investigacion. Con mi firma, declaro que estoy de acuerdo en
participar en el estudio de analisis molecular del Sindrome de plaqueta
pegajosa mediante analisis del exoma, en una muestra de sangre tomada de
mis venas, aun cuando, en algunas ocasiones, la toma del examen no
coincida con los otros examenes que me realizaran en el tratamiento de la

enfermedad y que para ello deba ser puncionado nuevamente.

Firma del paciente Fecha
I

dd mm aa

11.Declaracién del investigador

Certifico que yo o algun miembro de mi grupo de investigacion le ha
explicado a la persona cuyo nombre aparece registrado en este formulario,
sobre esta investigacidn y que esta persona entiende la naturaleza y el
propésito del estudio asi como los posibles riesgos y beneficios asociados
con la participacion en el mismo. Todas las preguntas que esta persona ha
hecho, han sido contestadas.

Nombre de quien diligencia el consentimiento (investigador/encuestador):

Firma: Fecha [
dd
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8.2 Anexo 2: Reglas para la toma de decisiones con respecto a la

participacion de nifios en la investigacion (34)

Categoria del nifio

Papel del comité de

Papel de los

Papel del

Papel del nifio

ética padres/cuidadores investigador
*No comprension del  (1)Proteger intereses (1)Ejercen autoridad de  (1)Asegurar (1)No autoridad de
lenguaje de los nifios  decision completa informacion completa  decision
*no capacidad de aprobando basandose en alos padres (2)Puede  protestar
decision investigacion que  riesgo/beneficio (2)Retirar al nifio si el pero esto no lo
cumpla  condiciones  (2)Estar riesgo/beneficio no es  excluira del estudio
pre-especificadas presentes/disponibles favorable
(2)Informacion durante la investigacion (3)Anular decision de
completa a los padres  (3)Retirar al nifio del los padres (ej: retirar
y Su autorizacién estudio si el riesgo supera al nifio del estudio
al beneficio cuando aumenten
riesgos)
*Alguna Dy@® 1. yE D, AyE) Dy®
comprension del (3)La informacién  (4)Compartir  informacién  (4)Asegurar (3)Papel limitado en
lenguaje relevante se debe con el nifio acerca de la informacién relevante latoma de decisién
*Capacidad limitada explicar al nifio participacion y responder al nifio acerca de su (4)Puede realizar
para tomar  (4)Requiere discusion  preguntas participacion y  preguntas
decisiones y autorizacion  (5)Prestar atencion a la  resolver preguntas
documentada de protesta del nifio (5)Prestar atencion a

*Buena comprension

del lenguaje
*Capacidad de
decision en
desarrollo

*Buena comprension
del lenguaje
*Capacidad de
decision sustancial
*Maduro pero no

independiente

padres y nifio

1. (2. )y ®)
(5)Defender que la
protesta del nifio
pueda ser autorizada

en algunos casos

(6)Reconocer la
capacidad del nifio
para la toma de
decisiones
(7)Aprobar
investigaciones  que

cumplan condiciones
pre-especificadas
(8)Asegurar
informacién completa
al nifio y cuando sea
necesario, a  sus
padres
(9)Documentar

2.3 y®

(6)Se requiere el acuerdo
de los padres en todos los
casos. En algunos casos la
protesta del nifio puede ser
autorizada
(7)Dar al
oportunidad de expresar

nifio la

sus deseos y tenerlos en
cuenta en la evaluacion del
riesgo/beneficio
(8)Autoridad limitada

®

(9)El acuerdo parental es
necesario en  algunas
participaciones
(requerimiento legal,

participacion que acarrea
consecuencias a los
padres, riesgo mayor al
minimo) pero no es

suficiente

la protesta del nifio

D), (). @)y @&

(6)Asegurar que el
nifio tenga la
oportunidad de
expresarse

(7)Asegurar que los
padres tengan en

cuenta los deseos del

nifio

(8)Asegurar

informacién completa
al niflo sobre su
participacion

(9)Determinar si el
consentimiento del
nifio es suficiente o si
se requiere el acuerdo
de los padres
(10)Asegurar
informacién relevante
a los padres cuando
estén involucrados

legitimamente en la

(5)Tiene mayor papel

en la toma de
decision

(6)Se requiere el
acuerdo para

participar, pero no es
suficiente

(7)La protesta puede
excluirlo del estudio,
excepto cuando los
padres consideren
que los beneficios
superan los riesgos
(8)suficiente
autoridad para decidir
(9)Se
consentimiento para

requiere el

participar y algunas
veces es suficiente
(el acuerdo de los
padres se requerira
en algunos casos)

(10)Se respetara su
decision de no

participar
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consentimiento del
nifio y cuando sea
necesario, acuerdo de
los padres

decision

(11)Discutir  con el
nifios el retiro del
estudio cuando los
riesgos superen

beneficios
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Anexo 3. Listado de posibles genes de interés relacionados con el SPP.

listada/'s origen Gen Fuentes

Plat=lot aggregation | ACTE KEGE (Platelet activatian]

Platzlet sgzregation | ACTGI KEGE (Platelst activatian)

Platzlet aggregation  |ADCY1 KEGG (Platelet activatian)

Platzlet aggregation |ADCY2 KEGE (Platelet activatian)

Platzlet aggregation  |ADCY3 KEGE (Platelet activatian]

Platslot aggregation  |ADCY4 KEGE (Platelet activatian]

Platzlet aggregation | ADCYS KEGE (Platelst activatian)

Platzlet agzregation | ADCYS KEGG (Platelet activatian)

Platzlet aggregation  |ADCYT? KEGE (Platelet activatian)

Platzlet agzregation  |ADCYE KEGE (Platelet activatian)

Platslet aggregation  |ADCYS KEGE (Platelet activatian]

5 ADRAZA

s ADRAZE

i85 ADRAZC

Platzlet agzregation | AKT1 KEGE (Platelet activatian]

Plat=lot aggregation | AKT2 KEGE (Platelet activatian]

Platzlot agzregation  |AKT3 KEGE (Platelst activatian]

Platzlet 2gzregation | APBRIIP KEGG (Platelet activatian)

Platelet aggregation ELEE GeneCards (" platelet aggregation”)

Platzlet agzregation | ARHGAPIS KEGE (Platelet activatian)

Platzlet aggregation | ARHGEF1 KEGE (Platelet activatian]

Platzlet aggregation | ARHGEF12 KEGE (Platelet activatian)

Platzlet aggregation || BTK KEGG (Platelet activatian)

Platelet aggregation Eﬂlﬁ GeneCards (" platelet aggregation”)

Platelet aggregation CMLE Genelards {"platelet aggregation”)

AMBOS C_Eﬁa Genelards ("platelet aggregation”)

Platelet aggregation ClsD2 QMR ("platelet aggregation”)

Platelet aggregation CLCNKR OMifd ("platelet aggregation”)

Platzlot aggregation | COL1IAL KEGE (Platelet activatian]

Platzlet agzregation  |COL1AD KEGE (Platelet activatian)

Platelet sggregation  |COL3AT KEGE (Platelet activatian]

Platelet aggregation COx1 QMR ("platelet aggregation”)

ANABOS Ez GeneCards (" platelet aggregation”) Rt fveww. nety. ndm. ndh. gov. sei-Ruwb iofpu b
ARABOS EEE GeneLards (" platelet aggregation”) KEGG [Plabelet activatan)
S F2RL1

5 F2RL2

55 F2RL3

Platelet aggregation Emu GeneCards ("platelet aggregation”) KEGG [Platslet sctivatian)
Platelet aggregation E3 Genelards ("platelet aggregation”)

ARBOS E5 GeneCards (" platelst aggregation”) Rt fvewwr. neti. nlm. ndh. o urbmed /15605
p E7 httpfeww. genenomes.argscgi-Bindsearch ¥search_tppe=ol&seorch=ProthrombinSsubmit=
Platelet aggregation E-E GeneCards (" platelet aggregation”)

Platzlet 2ggregation | ECER1G KEGE (Platelet activatian]

Platslet aggregation | FCGR2ZA KEGE (Platelet activatian]

Platelet agzregation | FERMTI KEGE (Platelst activatian]

AMBOS EEE. GeneCards ("platelet aggregation”) KEGG [Platslet sctivatian)
ARABOS E}E GeneCards (" platelet aggregation”) CMIM [“platelet aggregation™]
ANABOS E;_G GeneCards (" platelet aggregation”) KEGS [Platelet activaton)
Platslet aggregation || FYN KEGE (Platelet activatian]

s GASE bbto: s e nchi nlmnih posfoubmed FIESEY htp:ffweww.nchi.nlm.nibgovfpubmedy 25703
Platzlet aggregation | GNAL3 KEGG (Platelet activatian)




Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation

Platelet aggregation
ARBOIS

ApABOIS
ApABOIS
ARABOS
ARBOS
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation

Platelet aggregation
AMBOS
ApABOIS
ARBOS
ApABOIS

Platelet aggregation
Platelet aggregation

Platzlet aggregation
Py

Plabelet aggregation
05

Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation

Platelet aggregation
Py

R

Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation

Platelet aggregation
ApABOIS
05

Platelet aggregation

GUCY1AZ
GUCY1A3
GUCY1B3

IMID1C
IMIDT-
PLAZG4B
LAMP
Lcp2
LYM
MAPK1
MAPK11
WMAPK12
WMAPK13
MAPK 14
MAPKS

KEGE (Platelet activation]

KEGE (Platelet activation]

KEGE (PMlatelet activation]

KEGE (Platelet activation]

KEGE (Platelet activation]
GeneCards " platelet aggregation”]
GeneCards (" platelet aggregation”)
GeneCards (" platelet aggregation”)
GeneCards (" platelst aggregation”)
GeneCards " platelet aggregation”)
KEGE (Platelet activation]

KEGE (Platelet activation]

KEGE (Platelet activation]
GeneCards " platelet Fyperaggregabiliny™)
GeneCards (" platelet aggregation”]
GeneCards (" platelet aggregation”)
KEGE (Platelet activation]
GeneCards (" platelet aggregation”)
KEGE (Platelet activation]

KEGE (Platelet activation]

EEGG (Platelet activation]

FoEE LR L T TLs A T W TS T, A P

KEGE (Platelet activation]

bbby s e mam s el ]

KEGE (Platelet activation]
KEGE (Flatelet activation]
KEGE (Platelet activation]
KEGE (Platelet activation]
KEGE (Platelet activation]
KEGE (Platelet activation]
KEGE (Platelet activation]
KEGE (Platelet activation]
GeneCards (" platelet aggregation”)
GeneCards (" platelst aggregation”)

bt e nobinim, nin gov/puhmed RS0 Fedl

o nohinim. nif. pov/ouhmed /1 SE00 200

KEGE (PMlatelet activation]

KEGE (Platelet activation]

KEGE (Platelet activation]

KEGE (Flatelet activation]

KEGE (Platelet activation]

KEGE (Platelet activation]
GeneCards (" platelst aggregation”)
GeneCards (" platelet hyperaggregability™)
KEGE (Platelet activation]

EEGG (Platelet activation]
GeneCards " platelet aggregation”)
GeneCards " platelet aggregation”)
GeneCards (" platelet aggregation”)

bttt nobialm aif. pov/puhmed A H0S 6 7442

GeneCards " platelet aggregation”)
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KEGG [Platzlet sctivation)
KEGE [Platelet activation)
KEGE [Platelet activation)
KEGG [Platelet activation)
KEGG [Platzlet sctivation)

KEGG [Platz=let activatian)

O8IM ["platelet aggregation”)
fidtp ity ol b govinuhmed A 2686 F
OMIM ["platelet aggregation”)

OAAIM ["platelet aggregation”)

ORIM ["platelet aggregation”)
KEGG [Platzlet sctivation)

OMIM ["platelet aggregation”)




Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation
AMBOS

Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation

Platelet aggregation
AMBDS

ARMBOS
ARBOS
AMBOS

Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platzlet aggregation
25

o5

Platelet aggregation
ARBOS

Platzlet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation
Platelet aggregation

PLAZG4E
PLAZGALC
PLAZGAD
PLAZGAE
PLA2GAF
PLAZGY
PLAU
BLCRY
PLCEZ
PLCE3
PLCES4
PLOG2
BLEK
EPRE
PPPLICA
PPPLICE
PPPICC
EPPIR12A
PREACA
PREACE
PREACG
PRECI
PRECZ
PREG1
PREGZ
PROC
PROS1

GeneCards ("platelet aggregation”)
GeneCards ("platelet aggregation”)
AMIN ("platelet aggregation”™)
GeneCards ("platelet aggregation”)
GeneCards ("platelet aggregation”)
GeneCards ("platelet aggregation”)
O ("platelet aggregation™)
AMIN ("platelet aggregation”™)
KEGG (Platelet activatian]

EEGG (Platelet activatiar]

KEGGE (Platelet activatiar]

EEGG (Platelet activatiar]

KEGG (Platelet activation]

KEGG (Platelet activatian]

EEGG (Platelet activatiar]

KEGE (Platelet activation]
GeneCards ("platelet aggregation”)
GeneCards {"platelet aggregation”)
KEGG (Platelet activatian]

EEGG (Platelet activatiar]

KEGE (Platelet activation]

EEGG (Platelet ackivatian]

KEGG (Platelet activation]
GeneCards ("platelet aggregation”)
O ("platelet aggregation™)
GeneCards {"platelet fyperaggregabiity™)
KEGG (Platelet activatian]

KEGG (Platelet activation]

KEGG (Platelet activatian]

EEGG (Platelet activatiar]
GeneCards {"platelet aggregation”)
GeneCards ("platelet aggregation”)
EEGG (Platelet activatiar]

KEGGE (Platelet activatiar]

EEGG (Platelet activatiar]

KEGG (Platelet activation]

KEGG (Platelet activatian]

EEGG (Platelet activatiar]

KEGE (Plakelet activatior]

EEGG (Platelet activatiar]

KEGG (Platelet activation]

O ["platelet aggregation™)
EEGG (Platelet activatiar]

ttpfeww. nobinlmnih. gov/prhmed, 1 SE0SI280

bttt mobinlmnih. povmohmed £ 1 55
KEGG (Platelet activation]

GeneCards ("platelet aggregation”)

EEGG (Platelet activatiar]

KEGG (Platelet activation]

EEGG (Platelet ackivatian]

KEGG (Platelet activation]

KEGG (Platelet activatian]

ekl
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e, s, mim, mih, o pubmed 2 EEET

o ml 2 G
[t v, rctin, b, mh, govinuhmed A EEE
o T /26557

KEGSG [Platelet activatiaon)

KEGSG [Platelet activatiaon)

KEGG (Platslet sctivatian)
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