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RESUMEN

Introduccidn: Las macrotrombocitopenias congénitas son un grupo de desérdenes caracterizados
por la reduccion del contaje plaquetario y la presencia de plaquetas grandes, las cuales se
manifiestas con un carécter autosdmico dominante. Muchos de estos defectos son el resultado de
mutaciones heterocigotas del gen ACTN1, el cual codifica la expresion de alfa actinina 1 en
megacariocitos, la cual es necesaria para la organizacion del citoesqueleto plaquetario y es
responsable del tamafio y nimero de trombocitos en la sangre. Diversas técnicas para el analisis
genético han permitido identificar mutaciones puntuales dentro del gen ACTNL1 que han sido
asociadas a trastornos hemostasicos. Estos hallazgos han dado paso a varios estudios para
identificar la prevalencia de las mutaciones de este gen en poblaciones con lineas ancestrales
comunes y asociarlas a trastornos plaquetarios funcionales especificos, abriendo campo a este tipo
de investigaciones en poblaciones latinoamericanas. Debido a una elevada variabilidad genética
dentro de la poblacion latina es necesario aplicar metodologias que tomen en cuenta estas
particularidades de la ascendencia de los grupos étnicos segun su localizacion geogréfica, para
obtener una mejor caracterizacion genética y funcional de las plaquetas dentro de estas
comunidades. Las herramientas de biologia molecular aplicadas a la genética permiten obtener
informacion fundamental para un diagnostico basado en caracteristicas raciales, optimizando el
manejo clinico del paciente.

Metodologia: La revision bibliogréfica narrativa se baso en articulos publicados disponibles en
bases de datos de la hemeroteca de la Biblioteca General de la PUCE, bajo los criterios de
inclusion y exclusion propuestos, y sobre las distintas metodologias y técnicas para la evaluacion
fenotipica, genotipica y funcional de las plaguetas asociadas a las mutaciones del gen ACTNL.
Se recopil6 la informacion de articulos publicados desde el 1/enero/2011 hasta el 1/octubre/2020.
Se obtuvieron los datos necesarios para realizar un analisis comparativo de los resultados
reportados por los autores, pero que compartian puntos en comin, como son las variantes
genéticas, las alteraciones fenotipicas plaquetarias y las manifestaciones clinicas en los pacientes
con estas mutaciones.

Resultados: Se obtuvieron un total de 46 articulos, de los cuales se excluyeron los duplicados y
aquellos que no cumplieron con los requisitos establecidos, quedando finalmente 6 articulos para
el trabajo de la revision bibliografica narrativa. Se analizé la poblacién estudiada por cada grupo
de autores, demostrando que las variantes se heredaron de forma autosémica dominante. Las
técnicas moleculares empleadas para la identificacién de variantes del gen ACTN1 fueron
GWAS, NGS y secuenciacion Sanger. Aquellas variantes que se encontraban fuera del dominio
CaM no se asociaban a problemas plaquetarios y no causaban trombocitopenia heredada. Las
caracteristicas fenotipicas se evaluaron por técnicas hematolégicas, y se observd que los
individuos presentaron una trombocitopenia leve 0 moderada asociadas a un volumen plaquetario
medio elevado, confirmando la presencia de macrotrombocitopenia. Curiosamente, las
anormalidades fenotipicas asociadas a las variantes identificadas en el gen ACTN1 no se
asociaron con trastornos importantes de la agregacion plaquetaria, cuya funcion se mantuvo
relativamente conservada, a pesar de que estudios in vitro hayan mostrado una desorganizacién
en la distribucidn de los filamentos de actina causadas por las distintas variantes del gen ACTN1.

Conclusion: Las variantes del gen ACTN1 son la cuarta causa a nivel mundial de una
macrotrombocitopenia congénita. A pesar de que estas variantes no presenten manifestaciones
clinicas que ponen en riesgo la vida del paciente, la caracterizacion genética del individuo basada
en su perfil étnico, se vuelve fundamental en pacientes con discrasias cuya etiologia no ha sido
identificada, para asi llegar a un diagnéstico adecuado y evitar procedimientos clinicos
innecesarios nocivos para el paciente.

Palabras clave: ACTN1, macroplagquetas, trombocitopenia, secuenciacion, agregometria,
transfeccion, inmunofluorescencia.
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ABSTRACT

Introduction: Congenital macrothrombocytopenias are a group of disorders characterized by a
reduction in the platelet count and the presence of large platelets, which manifest as an autosomal
dominant character from birth. Many of these defects are the result of heterozygous mutations of
the ACTN1 gene, which encodes the expression of alpha actinin 1 in megakaryocytes and
platelets, necessary for the organization and formation of the cytoskeleton, being responsible for
the size and number of thrombocytes in each individual. Various genetic analysis techniques have
made it possible to identify point mutations with missense of ACTN1 associated with hemostasis
disorders. These findings have led to various studies to identify the prevalence of ACTN1 gene
mutations in populations with common ancestral lines and associate them with specific functional
platelet disorders, opening the field to this type of research in Latin American populations. Due
to a high genetic variability within the Latino population, it is necessary to apply methodologies
that take into account these particularities of the ancestry of ethnic groups according to their
geographical location, in order to obtain a better genetic and functional characterization of
platelets within these communities. Molecular biology tools applied to genetics allow obtaining
fundamental information for a diagnosis based on racial characteristics, optimizing the clinical
management of the patient.

Methodology: This narrative bibliographic review was based on published articles available in
databases of the General Library of PUCE, under the proposed inclusion and exclusion criteria,
and on the different methodologies and techniques for the phenotypic, genotypic and functional
evaluation of platelets associated with mutations in the ACTN1 gene. Information was collected
from articles published from January 1, 2011 to October 1, 2020. The necessary data was obtained
to perform a comparative analysis of the results reported by the authors, but which shared
common points, such as genetic variants, platelet phenotypic alterations, and clinical
manifestations in patients with these mutations.

Results: A total of 46 articles were obtained, of which duplicates and those that did not comply
with the established requirements were excluded, leaving 6 articles for the narrative bibliographic
review. The population studied by each group of authors showed that the variants were inherited
in an autosomal dominant character. The molecular techniques used for the identification of
ACTNL1 gene variants were GWAS, NGS and Sanger sequencing. Those variants that were
outside the CaM domain were not associated with platelet problems and did not cause inherited
thrombocytopenia. The phenotypic characteristics were evaluated by hematological techniques,
and it showed that individuals presented mild or moderate thrombocytopenia associated with a
high mean platelet volume, confirming the presence of macrothrombocytopenia. Interestingly,
the phenotypic abnormalities associated with the variants identified in the ACTN1 gene were not
associated with important disorders of platelet aggregation, whose function remained relatively
conserved, despite the fact that in vitro studies have shown a disorganization in the distribution
of the filaments of actin caused by the different variants of the ACTN1 gene.

Conclusion:  ACTN1 variants are the fourth worldwide cause of congenital
macrothrombocytopenia. Despite the fact that these variants do not present clinical manifestations
that put patient's life at risk, the genetic characterization of the individual based on their ethnic
profile, becomes essential in patients with dyscrasias whose etiology has not been identified, in
order to reach a diagnosis appropriate and avoid unnecessary clinical procedures harmful to the
patient.

Keywords: ACTN1, macroplatelets, thrombocytopenia, sequencing, agregometry, transfection,
immunofluorescence.
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1. INTRODUCCION

El estudio de los trastornos hematoldgicos en el laboratorio clinico incluye el
analisis de los elementos figurados circulantes en la sangre. Entre las células sanguineas
se encuentran las plaquetas, cuyas caracteristicas estructurales son fundamentales para el

correcto cumplimiento de su funcién hemostéatica.

Las plaquetas son ¢ s pequefias con varios propdsitos fisiologicos, de los
cuales el méas estudiado ha sido su funcién dentro de la hemostasia. La formacion del
trombo plaquetario es un paso crucial en el mantenimiento del volumen sanguineo como
consecuencia de una lesion vascular, a través de la liberacion de varias glicoproteinas que
favorecen la agregacion y estabilizacion de estas células en el lugar de la lesion
(Grimaldo-Gbémez, 2017). La complejidad de los procesos que llevan a la formaciéon del
trombo plaquetario depende, entre otros, de otros factores de tipo genético cuyas
caracteristicas fenotipicas como el volumen y la concentracion por unidad de volumen

son determinantes para el mantenimiento de su integridad funcional (Holinstat, 2017).

El estudio de las plaquetas incluye la evaluacion de su tamafio, volumen, nimero
y funcion. La alteracion de sus caracteristicas morfol6gicas da como resultado
macroplaquetas o plaquetas gigantes, asi como anormalidades en relacion con el nimero

de estas células por unidad de volumen sanguineo, dando lugar a trombocitopenia o

trombocitosis; estas alteraciones pueden, a su vez, inducir alteraciones funcionales
resultantes en patologias caracterizadas por un incremento o una deficiencia de la
capacidad de agregacion plaquetaria resultantes en anomalias de la funcién de hemostasia
del individuo (Vinholt, 2019).

La evaluacion de la funcion plaquetaria se realiza mediante técnicas como la
agregometria plaquetaria y la citometria de flujo, que mediante estudios in vitro permiten
establecer el grado de agregacion plaquetaria ademéas del estado de las vias de
transduccion intracelular encargadas de estimular la secrecion de glicoproteinas como el
complejo GP Ib/IX/V que favorece la adhesion inicial de las plaquetas o el complejo GP
Ib/Ila (allbB3) que permiten la agregacion de las plaquetas modificadas gracias a la
polimerizacion de los filamentos de actina, que originan contactos focales con la
membrana y desarrollan los sitios de adhesién local para formar el tapdn plaquetario
(Arismendy , 2012; Yadav y Storrie, 2017). En la actualidad, ademas de identificar
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la expresion de las glicoproteinas, también es posible identificar las alteraciones genéticas
responsables de los trastornos fenotipicos y funcionales de estas estructuras anucleadas,
con la aplicacion de técnicas dentro del campo de la biologia molecular y genética como
son la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), la transfeccién, la secuenciacion del

genoma completo, entre otras (Arboleda y Xian, 2019).

Los estudios genéticos han permitido identificar el origen de diferentes trastornos
plaquetarios, como los genes causantes del Sindrome de Bernard-Soulier, el sindrome de
plaquetas grises, Sindrome DiGeorge y otras trombocitopenias heredadas que tienen
mutaciones en diferentes genes, como es el MYH9, ACTN1, TUBB1 (Ghosh et al., 2018;
Kunishima y Saito, 2006; Nurden et al., 2012). Estos estudios han permitido, ademas,
construir un perfil étnico caracterizado por la manifestacion de ciertas mutaciones con
elevada prevalencia en determinados grupos raciales, dando lugar a manifestaciones

funcionales clinicamente relevantes.

Utilizando este criterio, se ha encontrado que la poblacion latina, caracterizada
por su amplia variacion genética, presenta una alta prevalencia de mutaciones del gen
Alfa-Actinina 1 (ACTNZ1) el cual codifica una de las dos isoformas no musculares de la
proteina de actina que se expresa en los megacariocitos y plaquetas (Bottega et al., 2015;
Schick et al., 2016). La alfa actina es una proteina que forma parte del citoesqueleto
plaquetario, cuya presencia es fundamental para la determinacion del tamafio y el nimero
de trombocitos, asi como para la organizacion de las vias intracelulares que regulan el
trafico molecular necesario para una adecuada funcionalidad plaquetaria (Prasain y
Stevens, 2009; Thon y Italiano, 2012).

Como se ha descrito, no solo las mutaciones del gen ACTNL1 son causantes de una
macrotrombocitopenia congénita de herencia autosomica dominante (Bottega et al.,
2015; Guéguen etal., 2013; International Mouse Phenotyping Consortium, 2019;
Kunishima et al., 2013), pues el reconocimiento de la importancia del gen ACTNL1 en el
mantenimiento de la integridad funcional de las plaquetas, ha generado un nuevo enfoque
en el estudio de patologias plaquetarias donde las mutaciones de dicho gen se asocian a
caracteristicas ancestrales de los individuos que las expresan. Este enfoque innovador,
proporciona interesantes perspectivas en la produccién de nuevas técnicas de diagnéstico
precoz y tratamiento de trastornos de la hemostasia asociadas a la ascendencia étnica, y
es la base de este trabajo de investigacion a partir de una recopilaciéon de informacién

cientifica relevante presente hasta el momento relacionada a las mutaciones genéticas del

14



gen ACTNL1, sus consecuencias clinicas y su prevalencia en la poblacion latina en general,
llegando a considerarse como un punto de partida para estudios posteriores dentro de la

poblacion ecuatoriana en particular.
El trabajo de titulacion consta 5 capitulos:

- Enel capitulo 1 se describe la introduccién, donde se redacta el planteamiento del
problema, la justificacion, la pregunta del problema, los objetivos y las
delimitaciones del estudio.

- En el capitulo 2 se encuentra el marco metodoldgico donde se detallan las
estrategias de busqueda de los articulos para la revision bibliografica.

- Enel capitulo 3 se detalla la seleccion de los articulos cientificos para la revision
bibliografica narrativa.

- Enel capitulo 4 se redactan los resultados de los la recopilacion de la informacion
de los 6 articulos seleccionados y la respectiva discusion.

- Finalmente de describen las conclusiones del trabajo.

1.1. Planteamiento del Problema

En el afio 2013 Guéguen et al presentaron un estudio en donde reportaron casos
de familias de etnia francesa caracterizadas por presentar anisociosis plaquetaria
acompafada de plagquetas grandes y trombocitopenia. El analisis genético demostrd que
la causa de estas alteraciones fenotipicas plaquetarias eran el resultado de la presencia de
mutaciones Unicas, a censo unico, en el gen ACTNL1, encargado de expresar la proteina
alfa actinina 1, al cual proporciona el tamafio de las plaquetas e indirectamente el nimero

de estas en el individuo (Guéguen et al., 2013).

Posteriormente, en el estudio realizado por Bottega et al (2015), cuyo objetivo
principal fue identificar las mutaciones del gen ACTN1 relacionado con la
trombocitopenia y macrocitosis plaquetaria, se analizaron 128 pacientes de etnia italiana
y britanica sin un diagnostico certero de trombocitopenia heredada (TH), en donde se
evidenciaron 10 familias con mutaciones del gen ACTNL1. A través de estudios clinicos
y de laboratorio, Bottega et al (2015) determinaron que 31 pacientes presentaban

mutaciones en el gen ACTNL1 relacionadas con una macrotrombocitopenia mediana con
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bajo riesgo de sangrado y dentro del screening de mutaciones del gen ACTN1 se

identificaron 11 variantes.

Segun el estudio realizado por, Schick et al (2016), en individuos residentes en los
Estados Unidos pero provenientes de paises como Peru, Colombia, Puerto Rico y México
de ascendencia indoamericana, evidenciaron la presencia de anisocitosis plaquetaria,
acompafada de un nimero estadisticamente relevante de plaquetas grandes, fendbmeno
gue se encontraba relacionado con la presencia de variantes en los genes encargados de
la formacion del citoesqueleto plaquetario. Dentro de la poblacién Hispana/Latina se
puede encontrar una serie de mutaciones especificas referentes al gen ACTNL, sin
embargo, dentro de las poblaciones asiaticas, europeas o africanas existen, de igual forma,
mutaciones de este gen, lo que indica que estas variaciones suceden de acuerdo a cada
etnia estudiada. Ademas, estas mutaciones en el gen ACTN1 generan también
anormalidades en la distribucion de actina dentro del citoesqueleto, causando
trombocitopenia (Schick et al., 2016).

Como se ha mencionado existe evidencia de las consecuencias morfoldgicas y
funcionales de las plaquetas causadas por las mutaciones en el gen ACTN1. Hay un
cambio en el tamafio y nimero plaquetario, que se presenta como macrotrombocitopenia,
cuyas manifestaciones clinicas desembocan en sangrados leves o moderados, siendo esto
un problema dentro del mecanismo de la hemostasia. Estas alteraciones genéticas se
encontraron en la poblacion de ascendencia indoamericana que reside en diferentes areas
de los Estados Unidos como Chicago, Miami, Bronx y San Diego (Schick et al., 2016).
A pesar de los resultados significativos obtenidos dentro de estos estudios, en donde se
establece una clara relacion entre una especifica mutacion del gen ACTNL1 vy la etnia,
hasta el momento no existen investigaciones referentes a la poblacion ecuatoriana,
caracterizada por una elevada variedad ancestral que da a nuestra etnia una serie de

caracteristicas unicas.

Las macroplaquetas aparecen debido a alteraciones en la trombopoyesis y pueden
surgir de manera mas frecuente en pacientes heterocigotos por mutaciones en los genes
MYH9, GP1BB, GP1Ba, GPIX, ABCG5y 8, ACTN, FLI, TUBB y RUNX1. Estudios
recientes han encontrado una relacion existente entre las variantes del gen ACTN1 y la
presencia de macroplaquetas debido a la disfuncion en el citoesqueleto (Ghosh et al.,
2018). Es asi como en el estudio de Faleschini et al (2018), buscaron las variantes del gen

ACTN1 relacionadas a una macrotrombocitopenia en 130 pacientes italianos.
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Confirmaron con estudios in vitro que esta patologia se encuentra directamente
relacionada con mutaciones presentes en el gen ACTNL. En su investigacion concluyeron
que esta es la cuarta causa mas frecuente de trombocitopenias heredadas. Indican que la
anisocitosis plaquetaria y una trombocitopenia media de alrededor 102 x 10° plaquetas/L,
se encuentra en menos del 80% de los casos, por lo que hay casos que no necesariamente
se relacionan con un contaje bajo en el niUmero de plaquetas, y estos no resultan en una

tendencia de sangrados (Faleschini et al., 2018).

De igual forma, Vincenot et al en el afio 2019, realizaron una secuenciacién del
gen ACTNL1 en 272 pacientes franceses que presentaban una trombocitopenia cronica o
heredada. Se identificaron 15 variantes probablemente patdgenas relacionadas al gen
ACTNL1 en 20 familias que no tenian relacion alguna, de los cuales 30 miembros
presentaron trombocitopenia, y 28 presentaron variantes del gen ACTNL1 y presentaban o
no un sangrado intermedio (Vincenot et al., 2019). Es asi como en los pacientes
analizados por todos los autores relacionaron la presencia de alteraciones fenotipicas de
las plaquetas con las manifestaciones clinicas que estos individuos podian presentar,
siendo asi la presencia de sangrados de leves a moderados los que se manifestaron en los
sujetos con variantes especificas del gen ACTN1 (Bottega et al., 2015; Faleschini et al.,
2018; Guéguen et al., 2013; Kunishima et al., 2013; Vincenot et al., 2019).

A pesar de esto, el Ecuador no tiene informacion que aporte al estudio sobre la
macrocitosis plaquetaria y la trombocitopenia asociada a las variantes de dicho gen, si
bien es cierto que existen estudios en poblaciones especificas como es la investigacion
acerca de las mujeres gestantes en la provincia de Pichincha, en el “Hospital General
Docente de Calderon” en las cuales se encontrd una disminucion de plaquetas que afecta
del 10-15% de mujeres embarazadas entre el segundo y tercer trimestre de gestacion
(Ofia, 2018), y en pacientes diabéticos en los que se observé la presencia de
macroplaquetas asociadas al aumento en la agregacion plaquetaria, que podria
encontrarse asociada a la presencia de infarto agudo de miocardio en este grupo de
pacientes (Lara, 2019). Hasta el momento no se ha analizado la importancia del
componente genético en estas patologias dentro de nuestra poblacion.
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1.2. Justificacion

Las plaquetas son pequefias células anucleadas que forman parte de los elementos
figurados de la sangre. Cuando se produce una lesion del endotelio, las plaquetas se
activan, cambian su forma y expresan una serie de moléculas de adhesion promoviendo
su agregacion y estabilizando la formacién del tapén plaquetario, con la finalidad de
evitar la pérdida excesiva de sangre, cumpliendo asi su rol fundamental en la hemostasia
(Grimaldo-Gomez, 2017). Las plaquetas provienen de los megacariocitos y se encuentran
circulando libremente en forma de discos biconvexos con un diametro promedio de 2-5
um, un grosor de 0,5 um, un VPM entre 6-10 fL y una concentracion media de plaquetas
de 150-450 x 10%/L en un adulto. De la masa plaquetaria total, aproximadamente los 2/3
se encuentran en la circulacion mientras que el 1/3 restante se localiza en el bazo. La zona
periférica de las plaquetas es una estructura dinamica que permite el contacto de las
plaquetas con el medio que le rodea gracias a la presencia de fosfolipidos, glicolipidos y
glicoproteinas, que favorecen el proceso de adhesion de las plaquetas a la matriz
extracelular de la pared vascular para posteriormente dar paso a la agregacion de los
trombocitos entre si (Gremmel et al., 2016; Lopez-Farré y Macaya, 2013). Dentro del
citoplasma de los trombocitos se encuentran 4 tipos de granulos que se distinguen entre
si por su contenido: alfa, densos, lisosomas y microperoxisomas. Cuando las plaquetas se
activan, se reorganiza el complejo de filamentos de actina y miosina que mantiene la
estructura plaquetaria, estimulando la secrecion activa de los granulos para favorecer la
agregacion de las plaquetas y la formacion del trombo primario, como también la
asociacion de complejos enziméticos con actividad procoagulante que daran lugar a la

estabilizacion del coagulo (Holinstat, 2017).

La TH es una enfermedad que se ha estudiado a profundidad a lo largo de los afios,
y se ha llegado a descubrir nuevos desérdenes dentro de este campo y otros que han
presentado mayor frecuencia (Balduini y Savoia, 2012). Estos desordenes plaquetarios se
pueden encontrar en un examen de rutina, en donde se pueden observar plaquetas gigantes
0 macroplaquetas. La trombocitopenia es clasificada segun el contaje plaquetario en leve
(100-150 X 10%L), moderada (50-99 X 10%L) y severa (menor a 50 X 10%L) (Pereiro
etal., 2017). Dentro de las TH se encuentra la macrotrombocitopenia congénita (MTCC)
que es una patologia extremadamente rara caracterizada por la presencia de un contaje

bajo de plaquetas y un aumento del tamafio de las mismas que se evidencia desde el
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nacimiento de un individuo, cuyas manifestaciones clinicas son heterogéneas y se pueden
presentar de forma asintomatica o incluso severa. Dentro de las causas principales de la
enfermedad se encuentran las anormalidades en el citoesqueleto plaquetario, en la
expresion de GPIb/IX/V y de los factores de transcripcion.(Kunishima y Saito, 2006).
Los cambios en la morfologia plaquetaria se deben a alteraciones en la maduracion de los
megacariocitos dentro de la médula dsea y la liberacion de plaquetas prematuras. Estas
enfermedades plaquetarias también pueden interferir en el desarrollo de otras células y

funcionamiento de otros 6rganos (Nurden et al., 2012).

Varios estudios han establecido claramente que las caracteristicas fenotipicas
plaquetarias se encuentran influenciados por la genética (Thon y Italiano, 2012). Hasta el
momento se han identificado mas de 12 genes portadores de mutaciones causantes de
MTCC que representan solamente la mitad de las MTCC conocidas, tales como la
enfermedad asociada a MYH9 que puede causar nefropatias, inclusiones de Dohle en
granulocitos y enzimas hepéticas elevadas (Balduini et al., 2011); también se encuentra
el sindrome de Bernard-Soulier, resultado de una mutacion genética del complejo GPIb-
IX-V que producen una trombocitopenia con plaquetas gigantes y una funcionalidad
disminuida (Almomani y Mangla, 2020; Berndt y Andrews, 2011; Geil, 2020).

Estudios realizados con el objetivo de identificar nuevas variantes genéticas
responsables de alteraciones fenotipicas y funcionales plaquetarias, han demostrado que
individuos con mutaciones del gen ACTN1, que codifica los filamentos de actina en las
células, tienen aproximadamente la mitad del namero normal de plaquetas acompafiado
de un incremento del 30% en el tamafio de las mismas (Kunishima et al., 2013). El gen
ACTNL1 permite la codificacion de la proteina alfa actinina 1, la cual a su vez establece
interacciones con los filamentos de actina del citoesqueleto y generar sitios para la
adhesion a las integrinas y generar junto a la miosina una fuerza que se convierte en
extension y contraccion necesarias para garantizar el proceso de activacion y agregacion

plaquetaria (Murphy y Young, 2015).

La importancia del gen ACTNL1 se observa especialmente durante el periodo de
formacion de las plaquetas ya que estas provienen de las proplagquetas, que son
extensiones largas y tubulares del citoplasma del megacariocito localizadas en las
sinusoides de la médula désea y su maduracion depende de la actina (Kunishima et al.,
2013). Estas proplaquetas se liberan al torrente sanguineo, donde se produce la

maduracion de las plaquetas hacia su forma final (Thon et al., 2010). Todas y cada una
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de las etapas de este proceso son el resultado de la reorganizacion dindmica del
citoesqueleto y la transduccion coordinada de las sefiales intracelulares que segun
Kunishima et al (2013) se ven afectadas por variantes en el gen ACTN1. Muchas lineas
de evidencia sugieren que las MTCC son el resultado de defectos en esta fase terminal de
la produccion de las plaquetas (Hartwig y Italiano, 2006). Cabe recalcar que los estudios
realizados en sujetos normales han confirmado una relacion no lineal inversamente
proporcional entre el tamafio y el contaje plaquetario (Thon y Italiano, 2012),
confirmando la relevancia del ACTN1 en la determinacion de las caracteristicas
fenotipicas plaquetarias. Es por esto, que la identificacion de las mutaciones que causan
MTCC constituyen un elemento fundamental para el diagnéstico etioldgico correcto y un

tratamiento adecuado para la enfermedad.

El gen ACTNL1 esta formado por el dominio actin-binding (AB), calmodulin
domain (CaM), y el dominio Rod compuesto por 4 repeticiones de espectrina (SRS)
(Vincenot et al., 2019). (Figura 1).

Figura 1. Estructura del gen ACTNL.

CH1l e CH2 w== SR1 e SR2 == SR3 == SR4 = CaM1 = CaM2
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La figura muestra los dominios CH (Calponina Homdloga) ubicados en el dominio AB N-
terminal, 4 repeticiones SR y 2 dominios CaM en el C-terminal. (Elaborado por Alejandra Lopez

y Hugo Ruiz. Adaptado de a-Actinin structure and regulation, Sjéblom et al (2008)).

Las variantes del gen ACTN1 son mutaciones que afectan el orden de la estructura
y orientacion de los dominios encargados de expresar la proteina alfa actina dentro de la
plaqueta (Faleschini et al., 2018). Se han descrito 25 variantes del gen ACTNL1, de las
cuales 16 alteran el dominio AB y CaM, llegando a causar una desorganizacion de redes
de actina, y otras cuatro variantes que se encuentran en el dominio rod; las variantes en
el dominio AB inducen un aumento en la union de los filamentos de actina, mientras que,
las otras variantes se asocian a la produccion de filamentos de actina cortos, gruesos y
desorganizados (Vincenot etal., 2019). Esta sobreexpresion de las variantes del gen

ACTNL1 asociadas a la desorganizacion del citoesqueleto F-actina llegan a causar
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problemas en la formacién y la cantidad de proplaquetas a partir de megacariocitos
(Westbury et al., 2017).

El rol de la herencia sobre el gen ACTN1 se ha evidenciado mediante estudios
realizados en gemelos y confirmados a través del Mouse Genome Database (The Jackson
Laboratory, 2020). La incapacidad de sobrevivencia de ratones homocigotos para
mutaciones de este gen, es un indicativo de que los trastornos asociados al mismo son de
tipo heterocigoto autosémico dominante (Thon y Italiano, 2012).

Los estudios seleccionados para este trabajo utilizan una serie de técnicas
empleadas dentro de los laboratorios de hematologia, biologia molecular y gent
necesarios para establecer el tipo de mutaciones del gen ACTNL1 relacionadas a MTCC
cuya etiologia ain no ha sido identificada, y asi establecer un patron de mutaciones
prevalentes en diversas etnias, de tal manera que se pueda utilizar este mapa genético
como un punto de referencia en el diagndstico de trastornos de la hemostasia y sus
consecuencias.

El tema mencionado de esta revision bibliografica no se ha realizado con
anterioridad en el Ecuador; sin embargo, se han realizado estudios de frecuencia de
trombocitopenia en poblaciones especificas como son mujeres gestantes o la presencia de
macroplaquetas en diabéticos, realizado por Ofia (2018) y Lara (2019) respectivamente,
mas no en la poblacion en general. De acuerdo con el estudio realizado por Schick et al
(2016), se ha podido observar que las personas latinas cuentan con una ascendencia
variada de africanos, europeos e indios americanos, siendo estas poblaciones vulnerables
a presentar variantes del gen ACTN1 y por ende presentar trombocitopenia y macrocitosis
plaquetaria, por lo que se pretende que este trabajo sirva de base para realizar una
investigacién con mas profundidad en un futuro. Al conocer que las variantes del gen
ACTNL1 generan una macrocitosis plaquetaria acompafiada o no de una trombocitopenia
que puede presentar o0 no sangrados, permitira que se brinde un diagnéstico mas acertado
en aquellas personas que presentan macroplaquetas de una etiologia poco estudiada. De
esta forma se podra establecer un tratamiento o una terapia enfocada directamente a las
variantes del gen ACTNL, para que no exista un diagndstico errébneo como es el caso de
la paciente estudiada por Guéguen et al (20 ralorada con pdrpura trombocitopénica
inmune que recibié una terapia esteroidea y una esplenectomia sin una mejoria en el

contaje plaquetario.
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1.3. Pregunta de Investigacion

¢Qué se conoce hasta el momento sobr variantes del gen ACTN1 vy el desarrollo de

una macrocitosis plaquetaria, trombocitopenia y la tendencia a sangrados?

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Evidenciar la relacion existente entre variantes del gen ACTNL1 y la morfologia, recuento

plaquetario y tendencia a sangrados en base a literatura publicada.

1.4.2. Objetivos Especificos

- Describir la presencia de macrocitosis plaquetaria debido a las variantes del gen
ACTNL1 en base a artic ya publicados.

- Asociar las variantes del gen ACTN1 con la presencia de trombocitopenia
mediante una revision bibliogréafica

- Referir la presencia o ausencia de sangrados en pacientes que presenten variantes
del gen ACTNL a partir de los articulos previamente seleccionados.

- Asociar variantes especificas del gen ACTN1 con perfiles étnicos definidos.

1.5. Delimitacion del Estudio

La presente investigacion bibliografica se limita a la revision de arti
publicados en los altimos 10 afios a nivel mundial en el idioma inglés o espafiol obtenid.
de fuentes primarias y secundarias. Sin embargo, las busquedas realizadas en el idioma
espafol no presentaron resultados. Las revistas cientificas seleccionadas deberan estar en
cuartil Q1 de ranking Scimago, de acceso total y gratuito. No se utilizaron fuentes
bibliograficas locales ya que en el Ecuador no existen investigaciones previas

relacionadas al tema ni fuentes terciarias o literatura gris.
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2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Tipo de Estudio

Se realiz6 una revision bibliogréfica narrativa sobre las variantes del gen ACTN1
y su efecto en la morfologia, el contaje plaquetario y la tendencia a sangrados, analizando

los articulos publicados a nivel mundial en los Gltimos diez afos.

2.2. Proceso de Revision Bibliografica

Con la finalidad de responder a nuestra pregunta de investigacion, se emplearon
las recomendaciones de Medina-Lopez et al (2010) (Figura 2) y el diagrama de flujo

correspondiente a las cuatro fases propuesto por Moher et al (2009) (Figura 3).

Figura 2. Metodologia para la realizacion de busquedas sistematicas de bibliografia.

Identificacion del campo de estudio y periodo a
analizar

!

Seleccion de fuentes de informacion
Revistas, actas de congreso, libros, tesis, internet e
informes

;

Realizacion de la bisqueda
Queé? Criterios de busqueda
;Donde? Manual o BD
(Como? Sintaxis

SU/ACE

g

h 4

Gestion y depuracion de los resultados
Seleccion del gestor bibliografico
Depuracion de resultados

|

Analisis de resultados

[

Lh

Nota. Extraido de “Una propuesta metodologica para la
realizacion de busquedas sistematicas de bibliografia” de C.
Medina-Lopez, JA. Marin-Garcia y R. Alfalla-Luque, 2010,
Working Papers on Operations Management, 1(2), p. 15).
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2.2.1. ldentificacién del Campo de Estudio

La presente revision bibliografica narrativa estd enfocada en dos &reas de

investigacion que corresponde a Biologia Molecular y Hematologia que estudian las

variantes del gen ACTNL1 y la variacion en la morfologia, el contaje plaquetario y su

consecuencia clinica fundamental que es la tendencia a sangrados.

2.2.2. Seleccidén de las Fuentes de Informacion

En esta revision bibliogréfica narrativa se emplearon fuentes de informacion

basadas en el area de salud como fuentes primarias. Ademas, se buscaron tesis doctorales

como fuentes secundarias y directorios como fuentes terciarias. Fueron utilizadas para

ello las bases de datos con las que cuenta la hemeroteca de la Biblioteca General de la

PUCE y que se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1. Fuentes de basqueda bibliografica de la hemeroteca virtual de la PUCE.

Fuente

Direccion URL

Scopus

Science Direct
Cengage Learning
EBSCO host
Springer Journals
PubMed

Web of Science
Dynamed Plus
Clinical Key
COCHRANE

Taylor & Francis online

https://www-scopus-com.puce.idm.oclc.org/search/form.uri?display=basic
https://sciencedirect.puce.elogim.com/

https://www-galepages-com.puce.idm.oclc.org/puce_cons

http://webebsco.puce.elogim.com//ehost/search/selectdb?vid=0&sid=3ad2
2eb5-484a-496f-b6df-7c04a1d09d1b%40sdc-v-sessmgrOl

https://springerlink.puce.elogim.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

https://wosapp.puce.elogim.com/WOS_GeneralSearch_input.do?pro

https://www.dynamed.com/
https://clinicalkey.puce.elogim.com/#!/

https://www.cochrane.org/

https://www.tandfonline.com/
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2.2.3. Realizacion de Busqueda Bibliografica

Para la busqueda bibliogréfica se utilizaron las bases de datos indicadas, limitando
a los articulos publicados en los dltimos diez afios (01 enero 2011 a 01 de octubre de

2020) y que cumplieron con los criterios de inclusion establecidos.
Criterios de inclusion:

- Tipo de estudio: estudios observacionales.

- Indicadores: variantes del gen ACTN1, cambios cualitativos y cuantitativos en las
plaquetas en circulacion y tendencia a sangrados.

- Metodologia de laboratorio: técnicas moleculares, genéticas-mutagénesis y efecto
mutagénico

- Poblacion: humanos, cualquier sexo y edad.

- Criterio geografico: nivel mundial

- Fecha de publicacion del articulo: entre 01 enero 2011 a 01 de octubre de 2020

- Idioma: inglés o espafiol

- Tipo de texto: completo

- Acceso: gratuito

- Indice de Calidad: SJR (SClmago Journal & Country Rank): Q1

Criterios de exclusién:

- Atrticulos en los que se modifiquen las condiciones de ensayo por tratamientos al
paciente.

- Articulos que estudien la presencia de otros trastornos plaguetarios genéticos.

2.2.4. Estrategias de Busqueda y Su Registro

Respecto a la busqueda de articulos, estos deben cumplir con los criterios de
inclusién descritos en el apartado anterior. Para la seleccion de los articulos tomaremos

en cuenta el diagrama de flujo de cuatro fases que se enlistan en la Figura 2.
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2.2.5. Descriptores MeSH

Para la busqueda de datos se utilizaron términos MeSH (Medical Subject
Headings, tesauros de la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos) (Tabla

2), los sindnimos y acronimos acordes con la pregunta planteada para el estudio.

Tabla 2. Términos MeSH para busqueda y estructuracion de la sintaxis.

Términos MeSH
ACNT1
Platelets

Thrombocytopenia

Hemorrhage
Macrocytosis

2.2.6. Operadores Booleanos y de Truncamiento

Para facilitar la basqueda y seleccion de informacion se emplearon los filtros de
busqueda que trae cada base de datos de acuerdo con los criterios de inclusion
establecidos para la revisién. Se_construiran rases de busqueda con ayuda de los
operadores booleanos (“AND”, “OR” y “NOT”) asi como también con etiquetas y
caracteristicas especiales que permita cada base y de acuerdo con la sintaxis que se vaya
construyendo se determinara la necesidad o no de priorizar el campo del articulo en el

que se buscaran los términos con la finalidad de precisar la busqueda.
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3. SELECCION DE ARTICULOS

3.1. Revisiéon de la Informacion

Para la revision y seleccion de los articulos recuperados se utilizé el diagrama de

flujo propuesto por Moher (2009) que s ;uentra descrito en la Figura 3. Para esto

fueron disefiadas matrices que permitieron recolectar la informacion de los articulos en
cada paso del diagrama de flujo. En resumen, de los 46 articulos encontrados en 5 bases
de datos seleccionadas, se procedid a registrar los duplicados, que en este caso fueron 13
articulos quedando un total de 33 articulos revisados. A partir del resumen se excluyeron
21 articulos y los 12 restantes fueron evaluados mediante la lectura del texto completo
para su elegibilidad en base a los criterios de inclusidn y exclusion. De esta forma se

obtuvieron finalmente 6 articulos para la revision bibliografica narrativa.
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Figura 3. Diagrama de flujo para la seleccion de la informacion.
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Nota. Adaptado de “Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses: The PRISMA Statement” (p. 3), de D. Moher, A. Liberati, J. Tetzlaff y
D. Altman, 2009, PLoS Med 6(7): e1000097. Doi:
10.1371/journal.pmed.1000097. © 2009 Moher et al.
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Fase de identificacion: se realiz6 la busqueda de informacion que se registrd en
una matriz resumen (Anexo 1), en la que se detalla el nombre de la base de datos, la
estrategia de busqueda (sintaxis) junto con la fecha de busqueda y el nimero de articulos
disponibles.

Fase de cribaje: Dentro del cribaje de informacién se realizé una depuracién de
informacion mediante la eliminacion de articulos duplicados y se volvié a registrar el

numero de articulos por base de datos luego de la depuracion en el Anexo 2.

3.1.1. Riesgo de Sesgo en los Estudios Individuales

Existen varios tipos de sesgo que amenazan con la validez de articulos, para
determinar el riesgo de sesgo en estudios individuales se evaluaron los criterios descritos
por Alarcon, M. et al 2015 (Tabla 3).

Tabla 3. Evaluacion de sesgos

Dominio Articulos
Generacion aleatoria de la secuencia .
L No aplica
(Sesgo de seleccidn)
Cegamiento de los part_|C|p§,ntes y del No aplica
personal (sesgo de realizacion)
Cegamiento de los evaluadores de los No aplica
resultados (sesgo de deteccion) P
Datos de resultado incompletos No aplica
(sesgo de desgaste)
Notificacion selectiva de los .
No aplica

resultados (sesgo de notificacion)

3.2. Revision de la Informacién de los Articulos Recuperados

Los articulos que fueron preseleccionados pasaron a una lectura analitica para
determinar si cumplen con los criterios requeridos para la revision, con lectura de texto

completo, y se cumplieron con las dos ultimas fases de seleccién de informacion.

Fase de elegibilidad: Fueron seleccionados los articulos que cumplian con los

criterios de elegibilidad y posteriormente fueron analizados segin los objetivos del
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presente estudio. Como apoyo a esta fase de revision se utilizé la lista de verificacion de
informacion que debe incluir un estudio observacional, STROBE (Anexo 3). Los datos
bibliograficos de los articulos excluidos en esta fase fueron registrados en el Anexo 4

indicando la razén por la que no fueron seleccionados.

Fase de incluidos: posteriormente los articulos seleccionados se registraron en el
Anexo 5y se reviso la bibliografia para determinar si se pasé por alto algan articulo de
interés para el estudio e incluirlo dentro del grupo de seleccionados si su informacién es

atil.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las plaquetas cumplen con una funcién importante dentro de la hemostasia, que
es la formacion de un coagulo estable cuando ocurre una lesion del endotelio (Grimaldo-
Gomez, 2017), y para esto deben tener una estructura adecuada, es decir los filamentos

de actina deben encontrarse organizados.

La formacion de filamentos de actina dentro de las plaquetas depende del gen
ACTNL, por lo que la presencia de variantes dentro de este gen va a generar cambios en
la red de filamentos de actina, causando asi alteraciones en la morfologia y nimero de
plaquetas, que se lo evidencia como macroplaquetas y trombocitopenia (Pereiro et al.,
2017). Esto puede llegar a desencadenar, en ciertos casos, sangrados que pueden ir de

leves a moderados (Kunishima et al., 2013).

La identificacion genética acerca de las variantes del gen ACTN1 suele pasarse
por alto, lo que causa que el paciente sea diagnosticado erroneamente, por ejemplo, con
trombocitopenia inmune o TH de etiologia desconocida u otras enfermedades
plaquetarias, que llevan a tratamientos inadecuados e implican consecuencias de tipo

personal, comunitario y econémico.

Estas alteraciones fenotipicas plaquetarias asociadas a mutaciones del gen
ACTNL1 han despertado el interés de la comunidad cientifica internacional. El caracter
hereditario de este gen, asi como la presencia de una serie de mutaciones detectadas en el
mismo, ha dado lugar a una serie de estudios en diversas poblaciones caracterizadas por
ancestros comunes, para poder identificar no solo las variaciones prevalentes dentro de

estos grupos, sino también los trastornos fenotipico-funcionales asociados a las mismas.

Es interesante destacar que observaciones casuales realizadas en frotis de sangre
periférica de diversas poblaciones ecuatorianas han identificado una elevada prevalencia
de plaquetas gigantes (datos no publicados). Estas observaciones, asociadas a la literatura
cientifica, cuyo comun denominador es la elevada prevalencia de mutaciones del gen
ACTNL1, asi como la ausencia de estudios de tipo genético-funcional relacionados a este
gen en la poblacion ecuatoriana, caracterizada por una amplia variacion ancestral, ha
Ilevado a evidenciar, a través de este trabajo de revision bibliogréafica la importancia
morfoldgica y funcional que las variantes de este gen producen, y cuéles son las variantes

prevalentes en cada grupo poblacional estudiado.
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Este trabajo tiene una serie de puntos cuya relevancia radica no solo en la
identificacion de las mutaciones de interés que resultan en alteraciones fenotipicas
plaquetarias, sino en la complementariedad de los estudios genético-funcionales que
caracterizan los trabajos seleccionados, donde se puede observar con claridad el nuevo
paradigma de la ciencia, donde la bioguimica trasciende el espacio cerrado del laboratorio
para interactuar de manera directa con la clinica y la farmacologia. Por esta razén se ha
encontrado que los articulos cientificos seleccionados tienen un punto en comun en los
tipos de andlisis genéticos y moleculares realizados, y convergente en las técnicas

utilizadas para extrapolar estos resultados a la fisiopatologia del paciente

Luego de la recoleccion de informacion en base a articulos sobre la temética
planteada en la revision bibliografica se evaltan las diferentes metodologias utilizadas
para la deteccion del gen ACTNL1, las variantes, la morfologia, cantidad y funcionalidad
plaquetaria, asi como las repercusiones clinicas que estas alteraciones conllevan. De esta
forma se busca relacionar los resultados obtenidos entre los diferentes estudios para
obtener informacidn relevante que permita realizar investigaciones futuras dentro de la

poblacion ecuatoriana.

4.1. Poblacién

Al realizar el analisis comparativo de los pardmetros utilizados para la seleccién
de la poblacion en base a la cual las referencias basaron sus estudios genéticos y
fenotipicos plaquetarios, se observa que entre ellos no se encuentran la edad ni el sexo,
sino la ascendencia de los participantes asociada a la presencia de macroplaquetas y/o a
la tendencia a sangrados, identificados por el sistema de puntuacién de hemorragia de la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (Pannu et al., 2017),cuya etiologia no entra

dentro de diagndsticos conocidos.

Es asi como se desarrollé el estudio de Guéguen et al (2013) que se caracteriza

por partir de un solo probando, una mujer de origen francés con un diagnéstico errado de
trombocitopenia autoinume, que conllevo a la extirpacion del bazo sin producir mejora
en el conteo plaquetario. En base a esta paciente, el grupo de investigadores construy6 un
pedigri de seis generaciones, correspondiente a 56 individuos en base a los cuales se

establecieron estudios fenotipicos y de funcionalidad plaquetaria in vitro, cuya finalidad
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fue la de establecer la presencia de las mutaciones especificas del gen ACTN1 que se
repetian en cada generacion de la familia estudiada, si estas se relacionan con las
alteraciones fenotipicas y funcionales observadas en esta familia, asi como mecanismos
moleculares a través de los cuales estas mutaciones especificas dan lugar a alteraciones
fenotipicas y funcionales plaquetarias. Este estudio, por lo tanto, se convierte en la base
de las investigaciones posteriores y que presentan un particular interés para este trabajo,
ya que una vez establecida la relacion ACTNZ1/tamafio-numero-funcion plaquetaria, se
puede hacer un mapa de las mutaciones de este gen que producen cambios en estas
caracteristicas fisicas y funcionales y cuales mutaciones son prevalentes en cada grupo

étnico (Guéguen et al., 2013).

A diferencia del estudio anterior, Kunishima et al (2013), iniciaron su trabajo
mediante la seleccion de un cribado de mutaciones genéticas no identificadas, asociadas
a la presencia de macroplaquetas en 13 familias japonesas que presentaban esta anomalia.
De los individuos estudiados, el 46% (31 pacientes) presenté mutaciones del gen ACTNL,
ingresando a formar parte de una investigacion con objetivos similares a los del trabajo
del grupo de Guéguen et al (2013), solo que en este caso el mapeo de las variaciones se

realiz en otra etnia (Kunishima et al., 2013).

Siguiendo este modelo, Bottega et al en el afio 2015, investigaron mutaciones
prevalentes del gen ACTNL1 en 10 de 239 familias de ascendencia europea (italiana y
britanica) con TH de etiologia desconocida. Este analisis genético permitio encontrar un
total de 49 individuos pertenecientes a 7 familias no relacionadas entre si pero con la
misma linea ancestral, que eran portadoras de las mismas variantes de este gen. Esta
seleccion preliminar permitio al grupo de investigadores realizar una serie de estudios
orientados a determinar las consecuencias fenotipicas y funcionales de estas mutaciones
(Bottega et al., 2015).

El trabajo de Bottega et al en el 2015 se completa con la publicacion de Falsechini
et al (2018) donde a partir de 130 probandos de origen europeo (italiano y finlandés), no
emparentados entre si con TH cuyos estudios para determinar el origen de esta discrasia
sanguinea no habian producido ningun diagnostico etiologico definitivo. Este patron de
seleccion se repite de forma similar en el estudio de Vincenot et al (2019), pues de 272
probandos franceses caracterizados por presentar TH se identificaron 15 variantes de
ACTNL1 raras monoalélicas, no sindbnimas y probablemente patégenas en 20 casos indice

de 20 familias no relacionadas. Dentro de las variantes encontradas, 4 de ellas, detectadas
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en 9 familias ya fueron descritas por otros investigadores (Bottega et al., 2015; Guéguen
et al., 2013; Kunishima et al., 2013), mientras que las 11 variantes restantes, consistentes
basicamente en mutaciones puntuales, se encontraron en las familias restantes (familias
10-20), las cuales se constituyeron en el punto de partida posterior para el analisis de las
caracteristicas fenotipicas y funcionales de las plaquetas encontradas en estos pacientes
(Bottega et al., 2015).

El trabajo de Schick et al (2016) requiere de una mencidn especial puesto que este
es el resultado de un metaanalisis de 3 cohortes de replicacion mediante el cual se
utilizaron como participantes 16415 individuos pertenecientes a la comunidad Latina e
Hispana de los Estados Unidos. Este estudio incluia los resultados obtenidos en este tipo
de pacientes relacionados no solamente a las caracteristicas fenotipicas de la comunidad
Latina e Hispana (Chicago, Miami, el Bronx y San Diego), sino también la investigacion
del genoma completo donde se introdujo, para su comparacion, alrededor de 15000
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) pertenecientes a mexicanos, colombianos y
puertorriquefios. Debido a la elevada heterogeneidad genética de los hispanoamericanos,
para caracterizar de manera eficiente y segura el rol de los factores genéticos que
contribuyen a las alteraciones en la estructura y tamario de los trombocitos, se realizaron
estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) en 12491 individuos seleccionados
del universo original. El elevado nimero de la muestra pudo recoger amplia evidencia
cientificamente relevante sobre la presencia de macrotrombocitopenia, asociada a
mutaciones especificas del gen ACTN1, caracteristicas de poblaciones
hispanoamericanas, y abriendo paso a nuevas investigaciones en este campo orientados a
individuos pertenecientes a poblaciones hispanas con linajes particulares segun el lugar

de proveniencia.

La seleccion de los probandos y la posterior incorporacion de las familias en todos
los trabajos cientificos en los que se basa esta revision, permitié constatar que, para todas
las poblaciones estudiadas, las mutaciones encontradas en el gen ACTN1 fueron
heredadas de manera autosémica dominante, siendo el analisis de este particular realizado
a través de extensos estudios genealdgicos y expresados en tablas de pedigri (Bottega
etal., 2015; Faleschini etal., 2018; Guéguen et al., 2013; Kunishima etal., 2013;
Vincenot et al., 2019). Este sistema de seleccién de la muestra es caracteristico de
estudios genéticos donde se observa un trastorno de caracter hereditario (Gueguen et al.,
2013).
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4.2. Screening Genotipo

El cribado genotipico de las poblaciones estudiadas en los diferentes trabajos en
los que se basa esta revision utilizo una serie de técnicas genético-moleculares en funcion

del tipo de informacion a disposicion y de la accesibilidad al pedigri de los probandos.

Tomando como punto de partida el trabajo de Guéguen et al en el 2013, cuyo
objetivo era identificar la mutacion causal de una macrotrombocitopenia familiar
autosémica dominante presente en un paciente de origen francés, se observa que el
método utilizado es el de mapeo de ligamento genético y mapeo cromosomico fino,
utilizando como marcadores genéticos una serie de mas de 400 microsatélites
seleccionados de bases de datos publicas. Este método permitié a los investigadores
identificar en el ACTN1 el gen relacionado con la alteracion del tamafio plaquetario
observado en el paciente para su posterior secuenciacion. De esta manera, el andlisis
preliminar de seleccion del gen de interés, se completa con la secuenciacion genética de
alto rendimiento, que permitieron identificar las mutaciones genéticas que dan lugar al

incremento del tamafio plaquetario encontrado en el probando y sus ancestros.

El mismo afio Kunishima et al (2013), publican los resultados de estudios donde
presentan evidencia cientificamente relevante indicando que determinadas mutaciones
del gen ACTN1 dan como resultado MTCC. Para cumplir con este objetivo el grupo
realizd la secuenciacion del exoma completo (WES), puesto que son los exones los
encargados de codificar las proteinas (Ecker et al., 2012; ENCODE Project Consortium,
2004), y que la mayoria de las variantes causantes de enfermedades alteran la secuencia
de codificacion (Bamshad et al., 2011; Botstein y Risch, 2003; Majewski et al., 2011).
Las mutaciones encontradas gracias al WES fueron subsecuentemente examinadas
mediante una secuenciacion de alto rendimiento de productos de la PCR a partir de ADN
combinado que fueron posteriormente validadas por la secuenciacion Sanger. Este
método de cribaje permite obtener un compromiso adecuado entre costo, cobertura del
genoma, rendimiento, diagnostico e interpretabilidad, asegurando respuestas con
elevados indices de confiabilidad, requisito indispensable puesto que es la base para

futuras pruebas funcionales y su extrapolacion clinica.

Es interesante destacar que tanto el estudio de Bottega et al en el 2015 como el de

Faleschini del 2018 utilizan basicamente las mismas técnicas de screening genético
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descritas para el trabajo de Kunishima et al del 2013. No hay que olvidar Bottega y
Faleschini pertenecen al mismo grupo de investigacion (Investigador principal Anna
Savoia, Department of Medical Sciences, IRCCS Burlo Garofolo, University of Trieste,
Italy) y que sus trabajos son, en realidad complementarios. Sin embargo en este caso el
grupo de investigacion se apoya tanto en la WES como en la “Secuenciacion de Nueva
Generacion” (NGS), confirmando las variantes encontradas a través de la secuenciacion
Sanger. Cabe destacar que Faleschini et al (2018) luego de analizar 130 probandos por
NGS con un panel de 22 genes previamente reportados de TH, se pudo identificar la
presencia de variantes del gen ACTN1 en 49 individuos y confirmarlas mediante una
secuenciacion Sanger, llegando asi a conocer 3 nuevas mutaciones sin sentido en 18

personas (Figura 4).

Figura 4. . Diagrama de procedimiento de Secuenciacion Sanger.
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Se debe recordar que la NGS es un tipo de andlisis similar a Sanger, a menor costo
y tiempo para la secuenciacion de ADN y ARN, asi como el uso de muestras mas
pequefias (Chennagiri et al., 2016). Es interesante destacar que los resultados de esta
técnica de Ultima generacion requieren la comprobacién a través de la secuenciacion
Sanger la cual, a pesar de ser una técnica de primera generacién, retiene un lugar esencial
en gendmica clinica, por ser un método ortogonal (ensayo realizado después del analisis
inicial) para confirmar las variantes verdaderamente positivas, de las variantes falsas

positivas que pueden obtenerse en la secuenciacion inicial (Arboleda y Xian, 2019).

La identificacion de las mutaciones genéticas asociadas al gen ACTN1 en
hispanoamericanos realizado por Schick et al también se basa en el mismo principio. En
este caso, sin embargo, los investigadores completan este cribado a través de GWAS
(Schick et al., 2016). Los GWAS son un método imparcial para determinar asociaciones
entre genotipos y fenotipos. Esta técnica se caracteriza por su capacidad de escanear el
genoma, aumentando de manera efectiva el poder de detectar SNP, ideal para poblaciones
caracterizadas por presentar una amplia gama de variaciones genéticas (admixture), como
las hispanoamericanas (Figura 5). Para aumentar de manera efectiva la deteccion de
variantes originales del gen ACTNL1 en la poblacién analizada en estudios de asociacién
de todo el genoma, el grupo realiz6 un andlisis complementario utilizando SNPs
previamente identificados y obtenidos del panel de referencia 100 Genomes Project phase
1 (llamado imputacion del GWA) (Howie et al., 2011). De esta manera Schick et., (2016)
realizaron un trabajo de alta calidad, precision y confiabilidad siendo un buen punto de

partida para futuros estudios en la misma linea investigativa.
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Figura 5. Diagrama de procedimiento de GWAS.
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La identificacion de nuevas variantes de ACTN1 del trabajo de Vincenot et al
(2019) utiliza técnicas similares a las descritas anteriormente, mediante el analisis de la
secuencia de ADN dirigida y posterior secuenciacién del panel de genes del ACTN1,
descartaron la presencia de otras variantes patoldgicas diferentes al gegn ACTN1 mediante
un panel de 50 genes y de esta forma obtuvieron 175 probandos con trombocitopenia de
origen desconocido y 28 casos con 15 variantes raras monoalélicas no sinénimas del gen
ACTNL.

Se observa que las técnicas utilizadas en los articulos se basan en la extraccion de
ADN para evidenciar la presencia o ausencia de variantes en el gen ACTNL1. Estas
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metodologias pueden ser diferentes pero el resultado sera el mismo, pudiendo asi usar un
GWAS o NGS para identificar la presencia de este gen y la secuenciacion Sanger para

confirmar las variantes del ACTN1 que se presenten en los probandos.

4.3. Caracterizacion de las VVariantes de ACTN1

Hasta aqui se ha analizado la metodologia utilizada por todos y cada uno de los
grupos de trabajo en cuyas publicaciones se basa esta revision. Se ha resaltado la
importancia de un adecuado analisis de pedigri, asociado a un cribado genético
exhaustivo, da lugar a la identificacion de los individuos cuyo material genético puede
dar informacion fundamental con relacion a la morfologia, nimero y funcion de las

plaguetas.

Es interesante observar que los estudios citados mostraron la presencia de algunas
variantes cuya expresion muestra una distribucion de tipo étnico, mientras que otras
variantes fueron encontradas en mas de un estudio (Tabla 4). Sin embargo, hablando de
manera general, las variantes de ACTN1 caracterizadas por una presentarse en una linea

ancestral comun, se asociaban a la presencia de macrotrombocitopenia.

Al observar las variantes identificadas en los estudios analizados, se observé que
5 grupos reportaron 5 variantes en comdn. Bottega et al (2015) identificaron 10 variantes,
siendo 2 (p.Arg738Trp, p.Arg752GIn) reconocidas en la base de datos SNPs, de igual
forma Faleschini et al (2018) describieron que la variante p.Arg752GIn ya habia sido
asociada a la trombocitopenia relacionada al gen ACTN1 (ACTN1-RT) junto con la
variante p.Arg738Trp analizada por Vincenot et al (2019) que se ubicaba dentro del
dominio Rod. Por otro lado estas dos variantes fueron investigadas previamente por
Kunishima et al (2013) y las asociaron directamente a la presencia de macrocitosis y
anisocitosis plaquetaria ya que eran mutaciones significantes del gen ACTN1. Guéguen
et al (2013) pudieron identificar que este gen se expresaba en sangre periférica y médula
Osea y se asociaba directamente con una macrotrombocitopenia por su rol funcional en la

formacion del citoesqueleto plaquetario.

Las variantes se pueden ubicar en los distintos dominios, Vincenot et al (2019)

describieron que aquellas que se encuentran en el dominio AB causan un aumento de las
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uniones de los filamentos de actina y las que se encuentran en el dominio CaM inducen
una desorganizacion de la red de actina en varios grados. Por el contrario Kunishima et
al (2013) identificaron la variante p.Arg197Trp en un paciente con contaje y morfologia
plaquetaria normal y Bottega et al (2015) encontraron la variante p.Asp666Val en un
paciente sin TH, por lo que se considera que estas variantes no se encontraban en el
dominio CaM, concordando con el estudio de Vincenot et al (2019) que sefiala que las
mutaciones que se localizan en este dominio son las causantes de la TH. Vincenot et al
(2019) describieron una variante dentro del dominio Rod, p.Leu395GIn, que de igual
manera que las variantes que se encuentran en el dominio CaM se relacionan con la
presencia de filamentos de actina pequefios, gruesos y desorganizados. La variante
p.Arg46GIn estudiada por Guéguen et al (2013) se encontré como una sustitucion de una
sola base en el ex6n 2 del gen ACTNL1 y Bottega et al (2015) indicaron que esta variante
tiene la misma sustitucion de aminoacidos que la variante p.Arg46Trp. Las sustituciones
de aminoéacidos hace que se generen nuevas variantes, es por esto que Faleschini et al
(2016) encontraron 3 variantes nuevas (p.Trp128Cys, p.Pro233Leu y p.Thr737Ser) que
segun el puntaje CADD (Combined Annotation Dependent Depletion) presentaron un alto
impacto en la funcién de las proteinas. Vincenot et al (2019) encontraron sustituciones
primarias de aminoacidos en los dominios SR que llevé al descubrimiento de 11 variantes
(p.Thr257Arg, p.Lys324Glu, p.Val328Met, p.GIn329Arg, p.Lys398Thr, p.Ala432Val,
p.Arg4d50Cys, p.Argd50His, p.His622Tyr, p.Leu395GIn y p.Met748Lys), las cuales
fueron analizadas con un algoritmo de prediccidn in silico para estimar la patogenicidad
y evidenciaron que pueden generar una dimerizacion impar causando inestabilidad de las
proteinas. Este algoritmo de prediccion in silico es importante ya que permite identificar
los sitios residuales que pueden ser responsables de una diferencia dindmica entre

moléculas dentro de una estructura (Chakravarty et al., 2015).

Cabe mencionar que en el estudio de Schick et al (2016) encontraron una sola
variante, rs117672662, que present6 una alta concordancia entre el nimero de alelos de
ancestros indoamericanos en el locus del ACTN1 y el genotipo de la variante. Las
muestras de ancestros indoamericanos (colombianos, mexicanos, peruanos,
puertorriquefios) con esta variante presentaron una disminucion en el contaje plaquetario
que al compararse con la poblacién asiatica, europea y africana eran menos comunes. Este
tipo de estudio permitio llegar con elevada precision a una variante que corresponde a un

SNP, identificandola como responsable de las alteraciones fenotipicas plaquetarias.

40



Las variantes p.Arg738Trp, p.Arg752GIn, p.Arg46Trp fueron identificadas en
todos los trabajos analizados, independientemente de la etnia, con excepcion del estudio
de Schick et al cuyo grupo de estudio estaba constituido por individuos de ascendencia
indoamericana. Igualmente, el grupo de Kunishima et al, cuya poblacion de estudio estaba
formada por personas de ascendencia japonesa, fue el Unico que presentd la mutacion
p.Argl97Trp del gen ACTNL. Por otro lado en el estudio de Faleschini et al y Vincenot
et al que analizaron una poblacion francesa encontraron en comdn la variante p.Val105lle.
La variante p.Arg46Trp que se encuentra en comun en los estudios de Bottega et al,
Faleschini et al y Vincenot et al, podria indicar que la cercania de las poblaciones
francesas e italianas pueden repercutir en la presencia de variantes en los probandos que
no se relacionan familiarmente, generando macrotrombocitopenia. Sin embargo hay
variantes que se presentan en poblaciones distintas, como es la variante p.Arg738Trp que
es descrita por Kunishima et al (2013) en una personas japonesas y Vincenot et al (2019)
en probandos franceses, pero en ambos casos hay una repercusion en el fenotipo

plaquetario.

En resumen, los estudios evidenciaron que las variantes se pueden encontrar en
distintos dominios del gen ACTN1 y, como lo mencionan los autores, estas traen
repercusiones en la organizacién y formacion de los filamentos de actina (Tabla 4),
causando macrotrombocitopenia y que el tipo de variante del gen ACTNL1 responsable de

este cambio depende de la ascendencia del individuo que expresa esta irregularidad.

Tabla 4. Caracterizacion de las variantes del gen ACTNL.

Autores /
afio de Titulo Articulo Gen Variantes Caracteristicas
publicacién
A Missense Mutation Varlante_se e;r)cuentra como
. . una sustitucion de una sola
in the Alpha-Actinin base en el exon 2 del gen
1 Gene (ACTN1) Is g
(Guéguen the Cause of ACTNI Ara46GIn ACTNL.
etal., 2013)  Autosomal Dominant p-Arg o .
Mutacidn sin sentido, se
Macrothrombocytope ] .
. encontrd en 26 sujetos con
nia in a Large French . .
: trombocitopenia y en dos
Family

sanos en estado heterocigoto.
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ACTN1 Mutations

(Kunishima Cause Congenital

p.Val105lle, p.GIn32Lys,
p.Arg752GIn, p.Arg46Gin,

En pacientes control se
encontrd la variante
p.Argl97Trp con contaje y
morfologia plaquetaria
normal.

etal., 2013) Macrothrombocytope ACTNL p.Arg738Trp, p.Glu225Lys Las mutaciones se
nia y p.Argl97Trp encuentran en mayoria en el
dominio AB y CaM, con
efectos negativos dominantes
gue generan desorganizacion
en filamentos de actina
p.Arg738Trp, p.Arg752GIn
variantes previamente
conocidas.
ACTN1-related p.Asp22Asn, p.Glu225Lys, .
thrombocytopenia: p.Gly251Arg, L:n\é?)rr:?rrgeer?? ;griell-lrég ¢
(Bottega identification of p.Thr737Asn, p.Gly764Ser, . asy
- ACTN1 afectaba al mismo sitio
etal., 2015) novel families for p.Glu769Lys, p.Arg738Trp, residual conocido por la
phenotypic p.Arg752GIn, p.Arg46Trp, mutacion b Ar 46pGIn
characterization p.Asp666Val P-ATg '
La variante p.Asp666Val no
se asocia a ser causante de la
enfermedad.
Genome-wide . .
Association Study of \_/arl_ante_ S€ asocla con una
Platelet Count disminucion de plaquetas en
(Schick Identifies Ancestry-  ACTN1 rs117672662 _muestras_ de ancestros
etal., 2016) Specific Loci in indoamericanos, menos
HFi)spanic ILatino comun en europeos, asiaticos
Americans y africanos
ACTN1 mutations
lead to a benign form Arg46Trp, p.Vall05lle, .
o of pIateI%t P gp GIEZSSLys Variantes p.Trp128Cys_y
(Faleschini . ' ’ p.Pro233Leu rol patogénico
macrocytosis not ACTN1 p.Arg752GIn, . o
etal., 2018) X confirmado en estudios in
always associated p.Trp128Cys, p.Pro233Leu, vitro
with p.Thr373Ser '
thrombocytopenia
0.ArgA6TID, p.Arg46GIn Variantes monoalélicas
E}I./ﬁ:;g?g\?gy Bf‘;gggjgﬂ Las variantes del dominio
(Vincenot Novel ACTN1 p.Val328Met, d?s%r)é;?x;igiug: r:e?jlge
etal., 2019) variants in cases of  ACTN1 p.GIn329Arg, p.Lys398Thr, actina, 4 variantes se asocian

thrombocytopenia

p.Ala432Val, p.Arg450Cys,

p.Arg450His, p.His622Tyr,
p.Met748Lys y
p.Leu395GIn

al dominio rod y se asocia a
la presencia de filamentos de
actina pequefios, gruesos y
desorganizados

42



4.4. Fenotipo Plaquetario

El fenotipo analizado en todos los estudios involucrd principalmente el nimero
de plaquetas y el tamafio plaquetario, que los estudiaron mediante un analizador
hematologico automético acompafiado de la examinacion de un frotis de sangre
periférica, y en algunos casos, por razones técnicas, el uso de la cAmara de Neubauer para
la confirmacion del contaje plaquetario (Faleschini etal., 2018). Las caracteristicas
morfoldgicas fueron reportadas como contaje plaquetario medio (CPM) por litro, VPM y

diametro plaquetario (DP).

Debido al método de seleccion de las poblaciones de este estudio, se observé que
el numero de plaquetas estaba por debajo del intervalo de referencia (IR). Sin embargo,
la disminucion observada era compatible con una trombocitopenia leve en la mayoria de
los casos. Como por ejemplo, los probandos de Bottega et al (2015) presentaron un CPM
de 103 +/- 26 X 10°/L (IR: 150-400 X 10°/L); mientras que los pacientes estudiados por
Faleschini et al (2018) con valores entre 70-150 X 10%L (IR: 150-450 X 10%L), Vincenot
et al (2019) con una media de plaquetas de 88 X 10%L (IR: 155-394 X 10°%L), Guéguen
et al (2013) reportando el valor medio de plaquetas de 97,54+/-25,78x10%L (IR: 237+/-
47,52 X 10%L) y Kunishima et al (2013) cuya media de plaquetas fue de 98.1 + 23.2 X
10%/L. Solamente el grupo de Bottega et al (2015) reporté un caso de trombocitopenia
grave donde un probando presentd un contaje plaquetario inferior a 50 X 10° /L, mientras
que Kunishima et al (2013) reportaron un probando con la variante p.Argl97Trp, pero

con un contaje normal de plaquetas.

En lo que se refiere al tamafo, la presencia de macrocitosis plaquetaria fue una
caracteristica observada en todos los estudios seleccionados. Asi, de los 31 miembros
analizados por Bottega et al (2015) que presentaban las variantes genéticas (p.Asp22Asn,
p.Arg4d6Trp, p.Glu225Lys, p.Gly251Arg, p.Thr737Asn, p.Arg738Trp, p.Arg752GlIn,
p.Gly764Ser y p.Glu769Lys) del ACTNL1 obtuvieron resultados del VPM que oscilaban
entre 12,6 +/- 1,7 fL (IR: 10,1 +/- 1.4 fL). Este mismo patrdn se reportd en la poblacion
de Faleschini et al (2018) con valores entre 8,55-16,5 fL (IR: 9,7-10,4 fL) en los
probandos con las variantes (p.Arg46Trp, p.Vall05lle, p.Trp128Cys, p.Glu225Lys,
p.Prp233Leu, p.Thr737Ser, p.Thr737Asn y p.Arg752GIn) del ACTN1 asi como el grupo

de de Vincenot et al (2019), quienes apoyaron su analisis mediante un software de analisis
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de imagen asistido (Calopix) para obtener el DP, encontrando plaquetas con un diametro
superior a 2,9 um (IR: 1,9 — 2,9 um) asociadas a las variantes p.Arg46Trp, p.Arg46GIn,
p.Vall05lle, p.Arg738Trp, p.GIn329Arg, p.Argd50Cys, p.His622Tyr y p.Met748Lys.
Utilizando analisis similares Kunishima et al (2013) reportaron valores de DP medio de
34 £ 05 pum (IR: 2.5 £ 0.3 um) asociados a las variantes p.Vall05lle, p.GIn32Lys,
p.Arg752GIn, p.Arg46GIn, p.Arg738Trp y p.Glu225Lys, Bottega et al (2015) un DP
medio de 3.2 +/- 0,5 um, Faleschini et al (2018) valores medios de DP de 2,80-4,27 um
y Guéguen et al (2013) un valor aproximado a mas de 4 um de las plaquetas siendo un
60% mas grandes que las normales, lo que indica en todos los casos una macrocitosis

plaquetaria.

A diferencia de los otros estudios, Schick et al (2016) obtuvieron sus valores de
contaje plaquetario y VPM en base al metaanalisis en tres cohortes de replicacion
realizado mediante el método ponderado por varianza inversa (METAL). De esta forma
los investigadores evidenciaron los resultados en forma de trombocitopenia y
macrocitosis plaquetaria, cuyos valores son similares a los observados en las
investigaciones anteriormente reportadas, ya que los valores de plaquetas fueron
inferiores a 150 X 10%/L (IR: 150 — 400 X 10%L) y un VPM superior a 10 fL (IR: 7,5 —
10 fL).

Cabe destacar que no todas las mutaciones dl ACTN1 produjeron
macrotrombocitopenia. Mutaciones tales como p.Arg197Tr y p.Asp666Val, identificadas
en los estudios de Kunishima et al (2013) y Bottega et al (2015) respectivamente, no
produjeron cambios en el tamafio y el contaje plaguetario, ya que sus valores se

encontraban dentro de los rangos normales.

Tomando estos resultados en conjunto, se puede concluir que las poblaciones
analizadas en todos los estudios se caracterizaron por presentar un incremento
significativo del tamafio plaquetario, acompafiado de una disminucion de moderada a leve
en el nimero de estas células. Estas variaciones fenotipicas plaquetarias se reflejaron
principalmente en los pacientes que presentaban mutaciones especificas del gen ACTNL1.
Hay que recordar que estos estudios tienen por objetivo el poder resaltar la arquitectura
genética de las poblaciones con ancestros comunes que determinan la dominancia de
ciertos loci que, en este caso, son aquellos que determinan las caracteristicas fenotipicas
plaquetarias. Por lo tanto, la identificacion de mutaciones del gen ACTN1, que es el
responsable de dar estas caracteristicas a los trombocitos, asi como el hallazgo que estas
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mutaciones estan directamente relacionadas con el perfil étnico del individuo,

proporciona una herramienta de soporte para el diagndstico de las TH.

45. Estudios Funcionales

4.5.1. Agregometria y citometria de flujo

Las pruebas agregacion plaquetaria se utilizan para medir la funcionalidad
plaquetaria in vitro, sin embargo, no todos los autores describen este pardmetro dentro de
sus estudios. Esta técnica se basa en el principio que las plagquetas que circulan libremente
en el torrente sanguineo, son capaces de ser activados por el contacto con el colageno,
ADRP, ristocetina entre otros, lo cual sucede cuando ha existido una lesion en el endotelio
(Arismendy et al., 2012). La activacion plaquetaria induce el cambio de forma de las

plaquetas que se agregan y forman el tapén plaquetario, inhibiendo el sangrado.

La prueba in vitro utiliza plasma rico en plaquetas o sangre total del paciente, al
cual se estimula a través de una dosis conocida de agregante plaquetario que puede ser
Tromboxano A2, ADP o ristocetina. Cada una de estas sustancias se caracteriza por
activar diferentes vias de transmision de la sefial intracelular, cuya finalidad es la de
inducir agregacion. Cualquier alteracion en una de estas vias, va a producir una
deficiencia de la respuesta plaquetaria (Arismendy et al., 2012). Este es un método
utilizado en el estudio de pacientes con trastornos de coagulacion de dificil diagnéstico y
seguimiento, y un método de estudio fundamental en la investigacion de la funcion

plaquetaria.

Bottega_et al (2015), Faleschini et al (2018) y Guéguen_et al (2013) evaluaron la
capacidad de agregacion de las plaquetas midiendo su respuesta frente a agonistas como
son el ADP, el colageno y la ristocetina en los pacientes que presentaban las variantes
geneticas del gen ACTN1. Cada uno de estos agonistas estimulan vias especificas, asi por
ejemplo, el ADP, que al actuar sobre sus receptores P2Y (1) y P2Y(12) activan las vias de
las proteinas Gaq y Gal2 respectivamente, da lugar a la activacion de las integrinas,
cambio de forma, agregacion y secrecion plaquetaria (Hechler y Gachet, 2011).
Kunishima et al (2013) estudiaron la respuesta de agregacion de las plaquetas Gnicamente
frente a ADP.

45


Julia Soria Silva


Julia Soria Silva


Julia Soria Silva



En todos estos estudios los pacientes mostraron adecuados porcentajes de
agregacion plaquetaria, indicando que la macrocitosis plaguetaria acompafada de una
leve trombocitopenia en estos pacientes no produciria un impacto significativo en la
capacidad de las plaquetas de cumplir sus funciones de manera adecuada, indicando que
el proceso de hemostasia primaria se encuentra normal o que en algunos pacientes puede
presentar una leve deficiencia que no influye de manera significativa en el estado de salud

del individuo.

El estudio de la funcion de las plaquetas a través de la citometria de flujo permite
identificar la capacidad de funcién de las plaquetas independientemente del nimero de
trombocitos, por lo que, se usa principalmente en pacientes con trombocitopenia \

técnica es ideal para observar defectos en la expresion de glicoproteinas o en la memuraria

plaguetaria puede reducir la funcion de las plaguetas (Rubak et al., 2016). También es

importante evaluar la expresion de glicoproteinas en la membrana plaquetaria ya que estas
cumplen un rol fundamental dentro la adhesion plaquetaria cuando el endotelio se
encuentra lesionado. Utilizando esta técnica, Bottega et al (2015) evaluaron las
glicoproteinas GPlba, GPIX y GPIIb/Illa, Faleschini et al (2018) las glicoproteinas
GPIb/IX/V 'y GPIIb/llla, y Kunishima_et al (2013) las glicoproteinas GPIb/IX y
GPIIb/lla.

De los resultados obtenidos, es interesante observar que Bottega et al (2015),
Faleschini_et al (2018) y Kunishima et al (2013), encontraron un incremento en la
expresion de las glicoproteinas en las plaquetas de las poblaciones que presentaban
mutaciones del gen ACTN1, mientras que el resto de autores reportaron respuestas

normales o ligeramente aumentadas. Segun Bottega et al (2015) y Kunishima et al (2013),

estos hallazgos son causados por el aumento del tamafio plaquetario, por lo que se espera
una expresion de glicoproteinas aumentada, lo que compensaria la trombocitopenia
manteniendo asi una adecuada funcion hemostatica en estos pacientes. De alli que el
hallazgo comdn de las poblaciones estudiadas, caracterizadas por la presencia de
mutaciones del gen ACTNL1, presenten una funcionalidad altamente conservada a pesar
de los cambios morfoldgicos.

Es importante poder resaltar que en dos pruebas de los grupos, objeto de esta
revisién, reportaron que no existe una alteracion en la agregacion y adhesion plaquetaria,
por lo que se puede decir que, al menos en las poblaciones estudiadas, las variantes del
gen ACTNL1 no genera alteraciones en la funcién plaquetaria.
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4.5.2. Inmunofluorescencia

Como se ha acentuado a lo largo de la presente revision, las alteraciones en el
tamafio y el nimero plaquetario se encuentran directamente relacionadas a mutaciones
del gen ACTNL1. Con el objetivo de establecer una relacion entre estos factores, se

realizaron una serie de estudios in vitro, mediante el uso de cultivos celulares (Tabla 4).

El grupo de Guéguen et al fue el que realizo el trabajo méas completo, basado en
la realizacién del mapa genético con la sangre periférica de los probandos, y trabajaron
con software especificos para identificar los genes candidatos a producir las alteraciones
fenotipicas plaquetarias, analizando una serie de genes conocidos por su relacion con
trombocitopenia, entre ellos y en primer lugar el ACTN1. Paralelamente, estos
investigadores realizaron un cultivo de megacariocitos, que fueron evaluados por
microscopia de transmisién de electrones en donde observaron una distribucion
heterogénea de granulos gigantes junto con el citoplasma desorganizado con pocos

componentes y una membrana con invaginaciones (Guéguen et al., 2013).

Con el objetivo de analizar los efectos de las mutaciones de ACTNL1 en los
trombocitos maduros, y puesto que las plaquetas son células que no poseen ndcleo, para
realizar estas observaciones no es posible trabajar con cultivos primarios de estas células,
Guéguen et al (2013) aislaron el ADN del ACTNL1 de las células HelLa, amplificaron la
secuencia del gen ACTN1 que deseaban analizar, clonaron la secuencia en un plasmido
por mutacion de sitio dirigido con la variante p.Arg46GIn y transfectaron el vector en
células COS-7. Gracias a esta técnica, Guéguen et al pudieron observar a través de
inmunofluorescencia, una desorganizacion en la distribucion en los filamentos de alfa
actinina 1 y actina en el citoplasma celular debido a la presencia de esta mutacion,
comprobando asi que existe una relacion directa entre una mutacion especifica del gen
ACTNL1 y la desorganizacion del citoesqueleto dependiente de actina (Guéguen et al.,
2013). Paralelamente, estos investigadores realizaron un cultivo de megacariocitos, que
fueron evaluados por microscopia de transmision de electrones en donde observaron una
distribucion heterogénea de granulos gigantes junto con el citoplasma desorganizado con
pocos componentes y una membrana con invaginaciones, demostrando que mutaciones
especificas del gen ACTNL, a pesar de producir plaquetas grandes, no alteran la estructura
de los granulos que se encuentran en el citoplasma de los trombocitos (Guéguen et al.,
2013).
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Estos resultados fueron confirmados utilizando técnicas similares con mutaciones
especificas segun la poblacion de los estudios de Kunishima, Faleschini y Vincenot, por
ejemplo, no solo observaron que los filamento de actina dentro de los megacariocitos con
variantes del gen ACTNL1 presentaban una desorganizacion de los mismos, sino que la
variante p.Argl97Trp que se encontré en un individuo control no presentaba esta
anormalidad. Bottega et al en el afio 2015 encontré un resultado similar realizando la
mutacion de sitio dirigido en fibroblastos humanos (Bottega et al., 2015; Faleschini et al.,
2018; Guéguen et al., 2013; Kunishima et al., 2013; Vincenot et al., 2019).

De igual forma Faleschini_et al (2018) identificaron tres mutaciones nuevas
(p.Trp128Cys, p.Pro233Leu y p.Thr737Ser) obtenidas por mutagénesis dirigida e
identificaron que estas variantes no permiten la formacién de una estructura organizada
de filamentos de actina dentro de las células, causando la ruptura del citoesqueleto

plaquetario. También en el estudio de Vincenot et al (2019) utilizaron estas células

afectadas de forma transitoria con construcciones de variantes de ACTN1 o de tipo salvaje
para examinar las fibras de actina y observaron una alteracion en su distribucion y una

desorganizacion dentro de la estructura de la plaqueta.

La presencia de variantes del gen ACTNL1 ha sido clasificada como la cuarta causa
mas comun de macrotrombocitopenias, por lo que estudios que permitan establecer cuéles
mutaciones del gen ACTN1 son caracteristicas de la ascendencia genética de un individuo
con macrotrombocitopenia, asi como la identificacion de las variantes especificas
responsables de estos cambios, permitiran realizar un cribaje en este tipo de pacientes

para llegar a un correcto diagndstico con un importante ahorro de tiempo y dinero.
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4.6. Manifestaciones Clinicas

Dentro de los estudios analizados, solo ciertos autores investigaron las
manifestaciones clinicas que las poblaciones estudiadas presentaron, enfocandose
basicamente en la presencia de sangrados. La evaluacién de los sangrados en todos los

casos fue realizada segun la escala propuesta por la OMS (Tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion de sangrados segin OMS

Grado Caracteristica
0 Ausencia de sangrado
1 Sangrado petequial
2 Pérdida leve de sangre (clinicamente significativa)
3 Pérdida grave de sangre que requiere transfusion
Pérdida de sangre debilitante, hemorragia retiniana/cerebral
4 . .
(asociada con fatalidad)

Nota. Adaptado de Safety and Efficacy of a Single Dose of Anti-D (WinRho®) in
Severe Thrombocytopenia Secondary to Dengue Virus Infection (p. 22), por
Pannu, A etal 2017, Indian Journal of Critical Care Medicine.

Siguiendo los parametros mencionados, Bottega et al (2015) encontraron que los

individuos estudiados clasificaron entre 0 y 2, siendo un solo miembro de una familia
quien presentd un sangrado de grado 2. Resultados similares se obtuvieron en el estudio
de Faleschini et al (2018), quienes solo se encontraron grados de sangrado entre 0y 1; y
Vincenot et al (2019) que reportaron sangrados severos de grado 3 Unicamente en dos
pacientes, mientras que los demas pacientes solo presentaron sangrados clasificados entre

los grados 0 y 2 seguin la OMS.

La manifestacion clinica que se presentd con mas frecuencia en los participantes
de estos estudios seleccionados fue la epistaxis, que podia ser ocasional, como en los
individuos analizados por los grupos de Guéguen, Kunishima y Faleschini, o consistente
como aquella identificada en dos individuos por Vincenot et al en 2019 (Faleschini et al.,
2018; Guéguen et al., 2013; Kunishima et al., 2013; Vincenot et al., 2019). Ademas de la

epistaxis, también se evidenciaron gingivorragias, hematomas y menorragias leves
asociadas a una trombocitopenia moderada y pruebas de agregacion y adhesion

plaquetaria normal (Bottega et al., 2015), asi como la tendencia a presentar moretones o

49


Julia Soria Silva


Julia Soria Silva


Julia Soria Silva


Julia Soria Silva


Julia Soria Silva


Julia Soria Silva


Julia Soria Silva



hematomas (Faleschini et al., 2018) y hemorragias subcutaneas o sangrados prolongados
postquirdrgicos (Vincenot et al., 2019). Es importante resaltar que en el afio 2013, el

grupo de Guéguen et al realizaron el estudio clinico de las consecuencias de las variantes

del ACTNL1, y encontraron que estas no se encuentran asociadas a estados de agregacion
plaquetaria y_tromb «cluyendo asi en sus pacientes la presencia de anormalidades
neuroldgicas, ceguera, enfermedad renal y ocular en los sujetos con variantes del gen
ACTNL1 (Guéguen et al., 2013).

Tomando en conjunto estos resultados, se puede observar que todos los estudios
analizados dentro de este trabajo, presentaron macrotrombocitopenia acompafiada de
manifestaciones clinicas minimas. Esto es consistente con las investigaciones sobre el
desarrollo de los megacariocios en donde mencionan que la produccién de plaguetas a
partir de los megacariocitos, siguen las leyes de conservacion de masas, por lo que las
alteraciones en la estructura de las proteinas que dan forma al citoesqueleto, como es la
alfa actina, van a generar plaquetas gigantes o grandes junto con un contaje disminuido
de plaquetas maduras, dando lugar a individuos que, a p de presentar mutaciones del
gen ACTNL1, no presentan manifestaciones clinicas importantes, 1o que explica los
resultados obtenidos en los estudios analizados en esta revision bibliografica (Hartwig y
Italiano, 2006; Thon y Italiano, 2012).
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CONCLUSIONES

Las mutaciones del gen ACTNL1 dentro de las poblaciones analizadas se heredaron
de forma autosdmica dominante, lo que se evidencio en estudios genealdgicos y tablas de

pedigri, donde el origen étnico juega un rol fundamental.

Dentro de las variantes estudiadas por cada autor se puede evidenciar que existe
una estrecha relacion entre ciertas mutaciones del gen ACTN1 que causan alteraciones
en el tamario de las plaquetas debido a cambios de la estructura y funcion del citoesqueleto

plaquetario, produciendo macrotrombocitopenia con funcion conservada.

Las técnicas moleculares para identificar la presencia de variantes del gen ACTN1

pueden ser distintas, como la secuenciacion Sanger, 'NGS proporcionan resultados

confiables en el caso de poblaciones con menores variaciones ancestrales como las
europeas 0 japonesas. Sin embargo, para poblaciones con una ascendencia altamente

heterogénea, como el caso de los hispi nericanos, es necesario utilizar mejores

métodos de analisis genético como GWAS seguida de analisis estadisticos genéticos

especializados.

La variante encontrada dentro de la poblacion hispanoamericana, caracterizada
con técnicas altamente sofisticadas y confiables, fue distinta a los demas probandos
estudiados. Sin embargo, estos estudios fueron realizados sin considerar las

caracteristicas geogréaficas de los probandos y sus familias. Debido a la gran variacion

ancestral de las poblaciones latinoamericanas, nu estudios que se enfoquen en los

habitantes del Ecuador ya que tienen una ascendencia heterogénea, lo cual se hace factible

gracias a los grupos de investigacion analizados en el presente trabajo. Esta nueva

propuesta de analisis genético orientado al diagnostico y tratamiento personalizado en

hematologia es un paso importante en la aplicacion de la medicina del futuro.
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Anexo 1.

Matriz de estrategia de busqueda.

Fuente Estrategia de busqueda Fecha de basqueda Nun)ero de
articulos
PubMed "actn1"[All Fields] AND (“variant"[All Fields] OR "variant s"[All Fields] OR 19/02/2020 14
"variants"[All Fields])
"actn1"[All Fields] AND (“thrombocytopaenia”[All Fields] OR
"thrombocytopenia”[MeSH Terms] OR "thrombocytopenia"[All Fields] OR 19/02/2020 18
"thrombocytopenias"[All Fields])
"actnl [All Fields] AND ("macro_thrombocytopenla [All Fields] OR 19/02/2020 14
macrothrombocytopenias"[All Fields])
"macrotrombocitopenia”[All Fields] AND "actn1"[All Fields] 13/11/2020 0
"actn1"[All Fields] AND ("variante"[All Fields] OR "variantes"[All Fields]) 13/11/2020 0
"actn1"[All Fields] AND "trombocitopenia"[All Fields] 13/11/2020 0
actnl AND variants AND macrothrombocytopenia AND (LIMIT-TO (PUBYEAR
Science Direct , 2020) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2013)) AND ( LIMIT-TO (DOCTYPE, 19/02/2020 6
"ar*) OR LIMIT-TO (DOCTYPE, "re"))
actnl AND variantes AND macrotrombocitopenia AND ( LIMIT-TO (PUBYEAR,
2020) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2013)) AND (LIMIT-TO (DOCTYPE, 13/11/2020 0
“ar”) OR LIMIT-TO ( DOCTYPE, “re”))
actnl AND macrothrombocytopenia AND ( LIMIT-TO (PUBYEAR, 2020 ) OR
Scopus LIMIT-TO (PUBYEAR , 2011)) 19/02/2020 9
actnl AND variants AND thrombocytopenia AND ( LIMIT-TO (PUBYEAR , 2020 )
OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2013)) AND ( LIMIT-TO (LANGUAGE , "English" 19/02/2020 7
))
(actn1 AND trombocitopenia) 13/11/2020 0
(actnl AND macrotrombocitopenia) 13/11/20 0
Springer actnl AND macrothrombocytopenia 19/02/2020 11
Journals
‘actnl variants AND thrombocytopenia' 19/02/2020 11
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‘actnl and trombocitopenia’ 13/11/2020 0

‘actnl and macrotrombocitopenia’ 13/11/2020 0
Taylor&Francis E,g;lefla}gt()rlzloga;d macrothrombocytopenia] AND [Publication Date: (01/01/2010 TO 19/02/2020 8

[All: actnl variants and thrombocytopenia] AND [Publication Date: (01/01/2010 TO

12/31/2020)] 19/02/2020 10

[All: actnl and trombocitopenia] AND [Publication Date: (01/01/2010 TO

12/31/2020)] 13/11/2020 0

[All: actnl and macrotrombocitopenia] AND [Publication Date: (01/01/2010 TO 13/11/2020 0

12/31/2020)]
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AnNexo 2.

Matriz de recoleccion de informacion primaria.

NUmero de articulos en fase

Numero de articulos luego de

Fuente identificacion eliminacion de duplicados
PubMed 14 !
Science Direct 6 S
Scopus 7 4
Springer Journals 11 9
Taylor&Francis 8 8
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Anexo 3.

Lista de verificacion de informacion de STROBE.

Item
No

Recommendation

Page
No

Title and abstract

1

(a) Indicate the study’s design with a commonly
used term in the title or the abstract

(b) Provide in the abstract an informative and
balanced summary of what was done and what was
found

Introduction

Background/rationale

Explain the scientific background and rationale for
the investigation being reported

Objectives

State specific objectives, including any prespecified
hypotheses

Methods

Study design

Present key elements of study design early in the
paper

Setting

Describe the setting, locations, and relevant dates,
including periods of recruitment, exposure, follow-
up, and data collection

Participants

(a) Cohort study—Give the eligibility criteria, and the
sources and methods of selection of participants.
Describe methods of follow-up

Case-control study—Give the eligibility criteria, and
the sources and methods of case ascertainment and
control selection. Give the rationale for the choice of
cases and controls

Cross-sectional study—Give the eligibility criteria,
and the sources and methods of selection of
participants

(b) Cohort study—For matched studies, give
matching criteria and humber of exposed and
unexposed

Case-control study—For matched studies, give
matching criteria and the number of controls per
case

Variables

Clearly define all outcomes, exposures, predictors,
potential confounders, and effect modifiers. Give
diagnostic criteria, if applicable

Data sources/
measurement

For each variable of interest, give sources of data
and details of methods of assessment
(measurement). Describe comparability of
assessment methods if there is more than one

group

Bias

Describe any efforts to address potential sources of
bias
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Study size

10  Explain how the study size was arrived at

Quantitative variables

11  Explain how quantitative variables were handled in
the analyses. If applicable, describe which
groupings were chosen and why

Statistical methods

12  (a) Describe all statistical methods, including those
used to control for confounding

(b) Describe any methods used to examine
subgroups and interactions

(c) Explain how missing data were addressed

(d) Cohort study—If applicable, explain how loss to
follow-up was addressed

Case-control study—If applicable, explain how
matching of cases and controls was addressed

Cross-sectional study—If applicable, describe
analytical methods taking account of sampling
strategy

(e) Describe any sensitivity analyses

Results

Participants

13*

(a) Report numbers of individuals at each stage of study—
eg numbers potentially eligible, examined for eligibility,
confirmed eligible, included in the study, completing follow-
up, and analysed

(b) Give reasons for non-participation at each stage

(c) Consider use of a flow diagram

Descriptive data

14*

(a) Give characteristics of study participants (eg
demographic, clinical, social) and information on exposures
and potential confounders

(b) Indicate number of participants with missing data for
each variable of interest

(c) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average
and total amount)

Outcome data

15*

Cohort study—Report numbers of outcome events or
summary measures over time

Case-control study—Report numbers in each exposure
category, or summary measures of exposure

Cross-sectional study—Report numbers of outcome events
or summary measures

Main results

16

(a) Give unadjusted estimates and, if applicable,
confounder-adjusted estimates and their precision (eg, 95%
confidence interval). Make clear which confounders were
adjusted for and why they were included

(b) Report category boundaries when continuous variables
were categorized
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(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk
into absolute risk for a meaningful time period

Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and
interactions, and sensitivity analyses

Discussion

Key results 18 Summarise key results with reference to study objectives

Limitations 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources
of potential bias or imprecision. Discuss both direction and
magnitude of any potential bias

Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results considering
objectives, limitations, multiplicity of analyses, results from
similar studies, and other relevant evidence

Generalisability = 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study
results

Other information

Funding 22  Give the source of funding and the role of the funders for the

*Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for

present study and, if applicable, for the original study on
which the present article is based

exposed and unexposed groups in cohort and cross-sectional studies.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives

methodological background and published examples of transparent reporting. The STROBE
checklist is best used in conjunction with this article (freely available on the Web sites of PLoS
Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal Medicine at http://www.annals.org/,

and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the STROBE Initiative is
available at www.strobe-statement.org.
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Anexo 4.

Matriz de informacion de articulos excluidos.

ARo

L . . Revista ) .
Autor (es) publ:::acm Titulo de articulo URL o DOI Razén de la exclusion
Macrothlrrc])rr]r?traléi?/topenia' Indian Journal of Hematology
Bhattacharya, M., GhOSh’ K., Correlating Morphology, & Blood Transfusion La revista no se encuentra dentro del
Chowdhury, R., Mishra, K., y 2018 Epidemiology, Molecular rango de cuartiles establecidos
Ghosh, M. gatholo %3;  Clirical tS:/Awww.ncbi.nim.nih.gov/ g
Igy pmc/articles/PMC6081320/
eatures
The actinin family of actin Cell & Bioscience El articulo realiza una descripcion en
Murphy, A., Young, P. 2015 crosesl;(la[[ri\gln(?r spr:éteil\?:—a https:/Awww.ncbi.nim.nih.gov/ forma g?(e:?ll\ld:nlﬁa(:rl]f;ggtses genes
g PErsp pmc/articles/PMC4550062/
Platelets El articulo describe estudios ya
Westbury, S., Shoemark, D., 2017 ACTNL1 variants associated https:/Awww. tandfonline.com/d realizados sobre variantes del gen
Mumford, A. with thrombocytopenia 0i/pdf/10.1080/09537104.2017 ACr:n1(;[[\(l)%j g)leoroigzt?ﬁil(ljz la
1356455 g
Yasutomi, M., Kunishima, S., ACTNL1 rod domain mutation Annals of Hematology .
. . . . X El articulo es un reporte de caso
Okazaki, S., Tanizawa, A., 2016 associated with congenital ) . .
Tsuchida, S., Oshima, Y macrothrombocytopenia https://pubmed.ncbi.nim.nih.g
$ P 0v/26453073/
Familial
Kanhai. D.. Mulder. R., Ploos trgZczj%tgl;?:qrgﬁfa){[%gﬁeiwiguii Pediatric blood & cancer
van Amstel, H. K., Schutgens, 2018 El articulo es un reporte de caso

R., Lukens, M., y Tamminga, R.

the alpha-actinin 1 gene
(ACTNL1), previously
considered to be chronic

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.go
v/30124235/
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immune thrombocytopenic

purpura
Platelets
Inherited
Balduini, C., Melazzini, F., 2016 thrombocytopenias—recent  https://www.tandfonline.com/d Se describen varios genes
Pecci, A. advances in clinical and oi/citedby/10.3109/09537104.2  relacionados con trombocitopenia
molecular aspects 016.11718357scroll=top&nee
dAccess=true
Congenital Febs Letters
Murphy, A. C., Lindsay, A. J., macrothrombocytopenia-
McCaffrey, M. W., Djinovic¢- 2016 linked mutations in the actin-  https://pubmed.ncbi.nim.nih.g ~ No se describe poblacion de estudio

Carugo, K., y Young, P. W.

binding domain of a-actinin-
1 enhance F-actin association

0v/26879394/
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Anexo 5.

Matriz de almacenamiento de articulos seleccionados.

N° Base de Autor (es) Ano ., Titulo del articulo URL o DOI
datos publicacién
Bottega, R., Marconi, C., Faleschini,
M., Baj, G., Cagioni, C., Pecci, A., Trﬁc?r:kl)\lolc;f;;?r?ia'
1 PubMed Pippucci, T., Ramepghl, U, F_’arc_ilnl, 2015 Identification of Novel https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/2536181
S., Ngu, L., Baronci, C., Kunishima, Eamilies for Phenotvpic 3/
S., Balduini, C. L., Seri, M., Savoia, nenotyp
. Characterization
A., y Noris, P.
Schick, U. M., Jain, D., Hodonsky,
C. J., Morrison, J. V., Davis, J. P., Genome-wide Association
Brown, L., Sofer, T., Conomos, M.
Study of Platelet Count _ . . .
2 PubMed P., Schurmann, C., McHl_Jgh, C._P., 2015 Identifies Ancestry-Specific https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/article
Nelson, S. C., Vadlamudi, S., Stilp, Loci in Hispanic/Latino sIPMC4746331/
A., Plantinga, A., Baier, L., Bien, S. AmeFr)icans
A., Gogarten, S. M., Laurie, C. A.,
Taylor, K. D., ... Reiner, A. P.
Falesch_ml, M". Melazzu_u, F, ACTN1 mutations lead to a
Marconi, C., Giangregorio, T., benian form of platelet
Pippucci, T., Cigalini, E., Pecci, A., 9 . P https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov/3035144
3 PubMed . s 2018 macrocytosis not always
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AnNexo 6.

Matriz de recoleccion de informacion final.

Datos de estudios

Informacion

N°. Articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacion
Metodologia

Gen estudiado
Variantes estudiadas

Morfologia plaquetaria
Contaje plaquetario
Implicaciones clinicas

1

ACTNI1-related Thrombocytopenia: Identification of
Novel Families for Phenotypic Characterization

128 personas con una edad media de 34,5 afios
Herramientas bioinforméticas e inmunofluorescencia
ACTN1

p.Asp22Asn, p.Argd6Trp, p.Glu225Lys, p.Gly251Arg,
p.Thr737Asn, p.Arg738Trp, p.Arg752GIn, p.Gly764Ser,
p.Glu769Lys, p.Asp666Val

Macroplaquetas, VPM 12.6 £ 1.7 fL

Trombocitopenia, 103 + 26 x 10%/L

Bajo riesgo de sangrado, anormalidades en el proceso de
hemostasia

N°. Articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacion

Metodologia

Gen estudiado
Variantes estudiadas
Morfologia plaquetaria
Contaje plaquetario
Implicaciones clinicas

2

Genome-wide Association Study of Platelet Count
Identifies Ancestry-Specific Loci in Hispanic/Latino
Americans

12491 participantes de la comunidad latina e hispana
entre 18-74 afos

Herramientas bioinformaticas y técnicas moleculares
ACTN1

rs117672662

Macroplaquetas, VPM >10fL

Trombocitopenia, <150x 10%/L

Manifestaciones minimas de sangrado

N°. Articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacién

Metodologia
Gen estudiado
Variantes estudiadas

Morfologia plaquetaria
Contaje plaquetario
Implicaciones clinicas

3

ACTN1 mutations lead to a benign form of platelet
macrocytosis not always associated with
thrombocytopenia

130 pacientes italianos y finlandeses, edad media 33,7
afos

Técnicas moleculares e inmunofluorescencia

ACTN1

p.Argd6Trp, p.Vall05lle, p.Glu225Lys, p.Arg752Gin,
Trpl28Cys, p.Pro233Leu, p.Thr737Ser
Macroplaquetas, 8,55-16,5 fL

Trombocitopenia, entre 70 x 10%L y 150 x 10%/L
Sangrados leves

N°. Articulo seleccionado
Titulo del articulo
Poblacion

Metodologia

Gen estudiado
Variantes estudiadas

Morfologia plaquetaria

4
Novel ACTNL1 variants in cases of thrombocytopenia
272 pacientes franceses, edad media 25,9 afios

Técnicas moleculares, mutagénesis e
inmunofluorescencia

ACTN1

p.Arg46Trp, p.Arg46GIn, p.Vall05lle y p.Arg738Trp,
p.Thr257Arg, p.Lys324Glu, p.Val328Met, p.GIn329Arg,
p.Lys398Thr, p.Alad32Val, p.Arg450Cys, p.Arg450His,
p.His622Tyr, p.Met748Lys y p.Leu395GIn
Macroplaquetas

69



Contaje plaquetario
Implicaciones clinicas

Trombocitopenia, 88 x 10°/L
Sangrados leves

N°. Articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacion

Metodologia

Gen estudiado
Variantes estudiadas
Morfologia plaquetaria
Contaje plaquetario
Implicaciones clinicas

5

A missense mutation in the alpha-actinin 1 gene
(ACTNL1) is the cause of autosomal dominant
macrothrombocytopenia in a large French family
55 personas francesas, edad media 43,5 afios
Técnicas moleculares e inmunofluorescencia
ACTN1

p.Arg46Gin

Macroplaquetas

Trombocitopenia, 97.54 + 25.78 x 10%/L

No se present6 tendencia a sangrados

N°. Articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacion
Metodologia

Gen estudiado
Variantes estudiadas

Morfologia plaquetaria
Contaje plaquetario
Implicaciones clinicas

6

ACTN1 Mutations Cause Congenital
Macrothrombocytopenia

13 personas japonesas

Técnicas moleculares e inmunofluorescencia
ACTN1

p.Vall05lle, p.GIn32Lys y p.Arg752GIn, p.Arg46Gin,

p.Arg738Trp y p.Glu225Lys
Macroplaquetas

Trombocitopenia, 98.1 + 23.2 x 10%/L
Tendencia a sangrados leves

70



