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Introduccién

1. CONCEPTO: NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS CRONICAS

Los Sindromes Mieloproliferativos Crénicos (SMPc) o, actualmente y tras la
revisidn de los nuevos criterios diagndsticos de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) 2008, las Neoplasias Mieloproliferativas Crénicas (NMPc) [1],
incluyen un conjunto de enfermedades hematoldgicas con unas caracteristicas
clinicas y evolutivas afines, y de etiopatogenia probablemente comun. Se
caracterizan por la expansion clonal de la célula madre pluripotente,
produciendo como resultado una hipercelularidad medular con predominio de
una linea especifica. Son enfermedades de evolucion lenta que finalmente
pueden transformarse a leucemia aguda.

Los SMPc se han dividido clasicamente en dos grandes grupos: Leucemia
Mieloide Croénica (LMC) y el resto de entidades que se englobarian bajo el
concepto de SMPc Filadelfia negativo [Ph(-)] [2,3].

La LMC es un SMPc clonal en el que las células proliferantes presentan casi de
forma invariable el cromosoma Filadelfia con reordenamiento del gen
BCR/ABL, como reflejo de una translocacién reciproca entre los cromosomas 9
y 22 [t(9;22) (g34;q11)], que da lugar a la sintesis de una proteina con actividad
tirosin cinasa aumentada, la p210, la mas frecuentemente implicada en la
patogenia de la enfermedad [4].

Dentro del grupo de SMPc Ph(-), se han incluido clasicamente: la Policitemia
Vera (PV), la Trombocitemia Esencial (TE) y la Mielofibrosis Idiopatica o
Mielofibrosis Primaria (MFP), asi como otros menos frecuentes como la
Leucemia Neutrofilica Crénica y Sindrome Hipereosinofilico/Leucemia

Eosinofilica Crénica [5].
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En la clasificacion de las neoplasias mieloides elaborada por la OMS en 2001,
ademas de los SMPc clasicos se propuso una nueva categoria: los Sindromes
Mieloproliferativos-Mielodisplasicos Cronicos, que abarcan la Leucemia
Mielomonocitica Croénica Juvenil, la Leucemia Mielomonocitica Crénica y la

Leucemia Mieloide Crénica Atipica (Tabla 1).

Tabla 1. Sindromes Mieloproliferativos Crénicos (OMS 2001)

- Leucemia Mieloide Crénica Ph (+) [ 1(9;22)(q34;911), BCR/ABL]

- Leucemia Neutrofilica Cronica

- Sindrome Hipereosinofilico/ Leucemia Eosinofilica Crénica

- Policitemia Vera

- Trombocitemia Esencial

- Mielofibrosis Cronica Idiopatica con Metaplasia Mieloide (Metaplasia Mieloide
Agnogénica)

- Sindromes Mieloproliferativos-Mielodisplasicos Cronicos

- Sindromes Mieloproliferativos Crdnicos no clasificables

Estos criterios diagndsticos han sido revisados recientemente apareciendo una
nueva nomenclatura y una nueva clasificacién que posteriormente se detallara

(Apartado 3).

2. ETIOPATOGENIA Y BASES MOLECULARES

La PV fue la primera NMPc descrita; ya Hipdcrates identifico un grupo de
pacientes que presentaban plétora, pero fue en 1892 cuando Louis Henry
Vaquez publicé por primera vez una detallada descripcién de un paciente con
policitemia, caso que llamé cianosis con hiperglobulia persistente [6]. En 1903,
William Osler presenté cuatro casos mas que reconocid como una nhueva

entidad [7]. En 1934 Epstein y Goeddel describieron el primer caso de TE
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denominandola Trombocitemia hemorragica [8]. La exposicion de los dos
primeros casos de MFP se llevd a cabo por Heuck en 1879 [9]. Pero no fue
hasta 1951 cuando Dameshek introdujo en la nomenclatura hematolégica el
término de Sindrome Mieloproliferativo Cronico para designar una serie de
entidades patolégicas con posibles vinculaciones nosolégicas y que ademas,
por su similitud clinica y evolutiva pudieran plantear problemas de diagnéstico
diferencial; pensaba que el responsable de estas entidades era un “estimulo
desconocido hasta ese momento, quiza hormonal” [10]. Veinte afios mas tarde,
en 1974 se demostr6 que una subpoblacién de progenitores eritroides tardios
en la PV podia proliferar in vitro en ausencia de factores estimuladores como la
eritropoyetina (EPO) [11], formando colonias eritroides endbégenas (CEE). Se
demostré que la formaciéon de CEE no era especifica de la PV, observandose
también en algunos pacientes con TE, MFP y LMC, y dos anos después se
describio el origen clonal de este grupo de enfermedades [12].

Aunque inicialmente se creyé que existia un crecimiento “independiente de la
EPO”, estudios posteriores revelaron que el fenémeno de las CEE
representaba hipersensibilidad a la citocina EPO presente en el suero usado en
los cultivos [13]. Estos hallazgos sugerian que las anomalias del receptor de la
EPO podrian ser responsables de la PV. Posteriormente se ha descubierto,
gue con la excepcion de algunos casos de eritrocitosis familiar, el receptor de la
EPO es completamente normal [14]. Adema&s, estudios posteriores revelaron
que las células de la médula 6sea y de la sangre de pacientes con PV eran
hipersensibles no sélo a la EPO, sino también a otros factores de crecimiento
hematopoyéticos, como la interleucina 3 (IL-3), el factor de crecimiento de

células madre pluripotentes (SCF), factor de crecimiento de granulocitos-
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macréfagos (GM-CSF), factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) y la
trombopoyetina (TPO) [15-18]. Estos hallazgos sugirieron que los
acontecimientos posteriores a la unién de estos factores al receptor podrian ser
responsables de la formacion de CEE.

La fosforilacion de las proteinas tirosin cinasas es vital para la transmision de
senales que potencian el crecimiento de una amplia gama de mitégenos
celulares. No obstante, con la clonacién del receptor de la EPO en 1989 [19] se
vio que a diferencia de los receptores de algunos mitégenos como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), la insulina y el factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF), que contienen dominios citoplasmaticos de tirosin-
cinasas, el receptor de la EPO no consiguioé producir sefalizacion intracelular
reconocible. Con la clonacién de GM-CSF, de la TPO y de multiples receptores
de interleucinas, nacié una familia de receptores denominados receptores de
citocinas de tipo |, identificAndose posteriormente su mecanismo de
senalizacion. Se observé que éstos usaban un sistema de transmision de senal
conocido como via de JAK/STAT (JAK: just another kinase/ STAT: signal
transducers and activators of transcription) [20].

Estructuralmente las proteinas JAK se caracterizan por presentar cuatro
dominios que incluyen un dominio N-terminal FERM, necesario para la
interaccién con la porcién intracelular de los receptores de citocinas, un
dominio SH2 (Src-homdlogo 2) seguido de una pseudocinasa JH2 (JAK-
homélogo 2) y un dominio cinasa C-terminal JH1 (JAK-homologo 1) (Figura 1).
Dentro del grupo de las proteinas JAK es de senalar JAK2; en condiciones
normales, al unirse el ligando al receptor, éste se dimeriza, de forma que las

dos moléculas de JAK2 unidas al dominio yuxtamembrana citoplasmético del
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Sitio de
la cinasa

Estado
activo

Estado
inactivo

Figura 1. Estructura de JAK2, mostrado (1) los diagramas de cintas de los dominios
JH1 y JH2, (2) el asa de activaciéon de JH1 en dos posibles conformaciones; la activa
(estado activado) y la inactiva (estado no activado), y (3) con un circulo, el sitio de
interaccion de JH2 y del dominio de activacién de JH1, junto con el emplazamiento de
Val617.

Adaptado a partir de Lindauer y col. [21].

b ——
Y
:
Supervivencia
/ Diferenciacion
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S0, - e—
C— R

Anti-apoptotic signal

Figura 2. Esquema del mecanismo fisiologico de accion de JAK2. Adaptado a
partir de David P y col. [22].
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receptor se aproximan y se activan mutuamente por fosforilacién. Una vez
activado JAK2, recluta las proteinas STAT que se fosforilan y dimerizan, y
entran en el ndcleo activando la transcripcion de genes implicados en la
proliferacién y supervivencia celular (Figura 2).

En Marzo de 2005, cinco grupos describieron una mutacion clonal, adquirida en
JAK2 [23-27] que se asienta en el ex6n 14 y que afecta al nucle6tido 1849
provocando el cambio de una guanina por una timidina; como consecuencia se
produce un cambio de una valina por una fenilalanina en la porcién 617,
V617F, de la proteina.

Esta mutacion esta localizada en el dominio JH2 que tiene actividad
pseudocinasa, cuya funcién es inhibir el dominio cinasa JH1 interaccionando
con el bucle de activaciéon. Por lo tanto, con la presencia de la mutacién no se
inhibira el dominio cinasa JH1, produciendo una actividad cinasa constitutiva de
la proteina JAK2, induciendo una hipersensibilidad a citocinas 0 una
independencia de los factores de crecimiento hematopoyético estimuladores de
las diferentes lineas celulares. JAK2 V617F se ha descrito en mas del 95% de
PV y en un 50-60% de TE y MFP [23,28-30] y ha supuesto, no sélo un
importante avance en el conocimiento de la patogenia de estas enfermedades,
sino también en su diagnadstico.

La mutacion JAK2 V617F se ha descrito en casos de anemia refractaria con
sideroblastos en anillo y trombocitosis (ARSA-T) [31,32], en un 20% de las
NMPc “no clasicas” [33,34], y en un 3% de Leucemias Agudas Mieloblasticas
(LAM) de novo y Sindromes Mielodisplasicos (SMD) [35-37].

La mutacion, sin embargo, no ha sido detectada en neoplasias no mieloides

[38,39] ni en casos en los que existe una mieloproliferacion reactiva [3].
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Otras mutaciones en NMPc descritas en 2006, son las que afectan al
aminod&cido 515 del gen que codifica para el receptor de la TPO (c-MPL) [40],
siendo las primeras alteraciones genéticas detectadas en NMPc que afectan a
un receptor de citocinas. El aminoacido 515 forma parte de una region
anfipatica localizada en el dominio yuxtamembrana que impide la dimerizacién
del receptor en ausencia del ligando. Las mutaciones W515K y W515L, por
ello, producen la dimerizacion del receptor en ausencia del ligando y la
activacion constitutiva de la via de transduccion de senales dependientes de
este receptor. Se sabe que estas mutaciones y JAK2 V617F no son
mutuamente excluyentes, y asi se han descrito en pacientes JAK2 V617F
positivos, e incluso pueden coexistir en un mismo paciente las dos mutaciones
de c-MPL, W515K y W515L [41,42]. Es de destacar que no se han descrito
mutaciones de c-MPL en pacientes diagnosticados de PV, si en pacientes con
TE (1%) y en pacientes con MFP (5%), lo que iria a favor de que estos cambios
podrian estar favoreciendo mas el desarrollo de la linea megacariocitica, que el
de la eritroide. Asi, se ha visto como los pacientes con TE con estas
mutaciones en c-MPL, presentan cifras mas altas de plaqguetas y niveles mas
bajos de hemoglobina que los que son portadores de la mutacion V617F de
JAK2 [43], y los pacientes diagnosticados de MFP c-MPL W515K/L positivos
presentan anemia mas severa [44]. Ademas, se ha demostrado crecimiento
endogeno de colonias megacariociticas, pero no eritroides, en pacientes c-MPL
W515K/L positivos.

Otras mutaciones descritas en c-MPL, aunque menos frecuentes son: W515A
[45], S204P [46] y S505N [47] (esta ultima descrita en formas de trombocitosis

familiares) [48].
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En 2007 se describe que existen casos de PV y eritrocitosis idiopaticas
negativas para la mutacién JAK2 V617F que pueden presentar mutaciones del
exon 12 de JAK2 [49]. Las mutaciones del exdn 12 pueden afectar a diferentes
nucleétidos y por lo tanto, a diferentes aminoacidos (concretamente a los
aminoacidos 538 a 543). Los pacientes diagnosticados de PV con mutaciones
en el exén 12 presentan valores mas altos de hemoglobina al diagnostico que
los pacientes con la mutacién JAK2 V617F, y cifras de plaguetas y leucocitos
normales. Es también destacable, que a diferencia de la mutacién JAK2 V617F,
las del exén 12 son especificas de PV, no habiéndose descrito en casos de TE
ni de MFP [49-51]. Asi, en todo paciente con sospecha de PV con estudio
negativo para la mutacion JAK2 V617F se debe realizar un estudio de
mutaciones del exén 12 de JAK2 [52].

En el Ultimo afo se han identificado en neoplasias mieloides (SMD, leucemia
aguda y NMPc) mutaciones adquiridas del gen Ten-Eleven Translocation 2
(TET2), gen supresor de tumores localizado en la regién 4924 [53-56]
Concretamente, se ha descrito en un 14-17% de pacientes con NMP (PV, TE y
MFP) JAK2 V617F positivos [55], siendo menor su frecuencia entre los
pacientes que no presentan el alelo F617 de JAK2. Recientemente aparece
publicado un trabajo por Tefferi y col. [55] en el que estudian en 239 pacientes
diagnosticados de NMPc (PV, TE, MFP, MF post-PV/TE, y formas
evolucionadas a leucemia aguda) la presencia de mutaciones en TET2 y sus
posibles implicaciones clinicas; asi se observa como la presencia de las
mutaciones en TET2 no parece afectar a la supervivencia, ni a la evolucién a
leucemia ni al desarrollo de eventos trombdéticos en este grupo de pacientes;

sin embargo si se asociaron con la edad en todo el grupo de pacientes (mas
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frecuentes en los pacientes mayores de 60 anos) y con niveles mas bajos de

hemoglobina en los pacientes diagnosticados de MFP.

3. CLASIFICACION Y CRITERIOS DIAGNOSTICOS

La definicién de los llamados hasta ahora SMPc Ph(-), descritos inicialmente
por William Dameshek [1], estd en rapida evolucién debido a los continuos
avances y caracterizacion de sus mecanismos patogénicos. Hasta hace
relativamente poco tiempo, el diagnéstico de las NMPc negativas para BCR-
ABL carecia de un “estandar de oro”, un marcador molecular absoluto. Este
déficit ha conducido a una serie de criterios diagndsticos clinico-patolégicos
que se basan en descartar diagnésticos alternativos a NMPc, como un estado
reactivo u otro proceso mieloide maligno, lo que no permitia en mdltiples
ocasiones, un diagnéstico de seguridad.

El descubrimiento de la mutacién activadora de la tirosin-cinasa JAK2 V617F y
de otras alteraciones moleculares relevantes (mutaciones del exén 12 de JAK2
y ¢c-MPL W515L/F) ha enriquecido el conocimiento de la patogenia de este
grupo de enfermedades. La mejoria de la certeza diagnostica que proporcionan
estos marcadores moleculares ha conducido a la modificacién y simplificacién
de los algoritmos diagndsticos de la OMS.

Estimulados por estos hechos, los miembros del Comité de revision de la
Clasificacion de Neoplasias Hematoldgicas y Linfoides de la OMS contactaron
con miembros clave del International Working Group for Myelofibrosis Research
and Treatment (IWG-MRT), el Myeloproliferative Diseases-Research
Consortium (MPD-RC) y la European Collaboration on Low-Dose Aspirin in

Polycythemia Vera (ECLAP) para solicitar su colaboracion en el desarrollo de
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directrices diagnésticas revisadas para los SMPc BCR-ABL negativos. El
documento de consenso resultante fue presentado a los miembros del Comité
Consultor Clinico para la revisién de la OMS de Neoplasias Mieloides, que
evalué el documento y recomend6é la adopcion de los nuevos criterios
diagnésticos, siendo publicados en 2008 [29,57,58] (Tabla 2).

Asi, la palabra “sindrome o enfermedad” fue sustituida por neoplasia, y los
SMPc pasaban a ser denominados como Neoplasias Mieloproliferativas
cronicas (NMPc). La clasificacién de la OMS de 2001 reconocia cuatro grandes
categorias dentro de las neoplasias mieloides crénicas [4]:

- Sindromes Mieloproliferativos: incluyendo las cuatro formas clasicas LMC,
PV, TE y MFP y ademas Leucemia Neutrofilica Cronica, Leucemia Eosinofilica
Cronica/Sindrome Hipereosinofilico y las formas de SMPc inclasificables.

- Sindromes Mielodisplasicos.

- Sindromes Mielodisplasicos/Mieloproliferativos: Leucemia Mielomonocitica
Cronica, Leucemia Mielomonocitica juvenil, LMC atipica y SMD/SMPc
inclasificables.

- Mastocitosis.
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Tabla 2. Clasificacion de las Neoplasias Mieloides (OMS 2008)

1. Leucemia Aguda Mieloblastica
2. Sindromes Mielodisplasicos

3. Neoplasias Mieloproliferativas
Leucemia Mieloide Crénica
Policitemia Vera
Trombocitemia Esencial
Mielofibrosis Primaria
Leucemia Neutrofilica Crénica
Leucemia Eosinofilica Cronica
Sindrome Hipereosinofilico
Enfermedad de Mastocitos
Neoplasias Mieloproliferativas inclasificables

4. SMD/NMPc
Leucemia Mielomonocitica Crénica
Leucemia Mielomonocitica Juvenil
Leucemia Mieloide Cronica atipica
SMD/NMPc inclasificables

5. Neoplasias Mieloides asociadas con eosinofilia y alteraciones de
PDGFRA, PDGFRB o FGFR1
Neoplasias Mieloides asociadas con el reordenamiento PDGFRA
Neoplasias Mieloides asociadas con el reordenamiento PDGFRB
Neoplasias Mieloides asociadas con el reordenamiento FGFR1
(Sindrome Mieloproliferativo 8p11)

La caracteristica central y que es comun a todas las NMPc es la presencia de
una “mieloproliferacion” efectiva (con predominio en sangre periférica de una
linea especifica: mieloide, eritroide o megacariocitica) y la ausencia de
diseritropoyesis, displasia granulocitica o monocitosis; la presencia de
cualquiera de estas tres ultimas caracteristicas seria indicativo de la presencia

de un SMD o un SMD/NMPc [59].

3. 1. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE POLICITEMIA VERA

La mayoria de los pacientes con PV, a diferencia de las formas secundarias de

policitemia, son portadores de la mutacién JAK2 V617F y en su defecto, de
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mutaciones en el exén 12; en consecuencia, los criterios A de la OMS de 2001
(Tabla 3) pasan a ser sustituidos por dos criterios mayores en la nueva
clasificacion (Tabla 4): aumento en la hemoglobina, hematocrito o masa
eritrocitaria, y presencia de la mutacibn JAK2 V617F u otra mutacion
funcionalmente similar, como mutaciones del exén 12 de JAK2. También los
criterios B de la OMS del 2001, quedan reemplazados por tres criterios
menores: 1) histologia de la médula ésea consistente con una NMPc, 2) niveles
de eritropoyetina sérica por debajo del rango normal y 3) presencia de CEE.
Segun los nuevos criterios, para diagnosticar una PV se requiere la presencia
de los dos criterios mayores y al menos un criterio menor o la presencia de una

poliglobulia con al menos dos criterios menores.

3.2. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE TROMBOCITEMIA ESENCIAL

El primer cambio evidente de los nuevos criterios, es la disminucion de la cifra
de plaguetas que actia como punto de corte para el diagndstico; grupos de
expertos defienden que la consideracién diagnéstica de 600 x10%L plaquetas
compromete la deteccion de las fases iniciales de la enfermedad debido a que
el percentil 95 para el recuento normal de plaquetas ajustado por género y
raza, esta por debajo de las 400 x10%/L [56].

Por este motivo se propuso el cambio del valor limite de las plaquetas para
diagnosticar una TE de 600 a 450 x10%L. A diferencia de lo que ocurre en PV,
la utilidad de la busqueda de la mutacion JAK2 V617F para el diagnéstico de
una TE (y una MFP) esta limitada por el valor predictivo negativo suboptimo y
la falta de especificidad diagnéstica dentro de las neoplasias mieloides [60]. Por

lo tanto, para algunos se requiere la realizacién de biopsia de médula 6sea
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para ayudar al diagnéstico diferencial entre TE JAK2 V617F negativa y la
trombocitosis reactiva, y seria obligada realizarla para diferenciar la TE de otras
neoplasias mieloides cronicas, incluida la MFP en fase celular/prefibrética y los
SMD.

Respecto a la del 2001 (Tabla 5), en la nueva clasificacién (Tabla 6), ademas
de excluir causas de trombocitosis reactiva, se contempla la presencia de la

mutacion JAK2 V617F o de otro marcador clonal.

Tabla 3. Criterios de la OMS 2001 para la Policitemia Vera

Criterios A
1. Elevacién de la masa eritrocitaria >25% del valor normal, o hemoglobina >18,5
g/dL para los hombres y 16,5 g/dL para las mujeres, o > del percentil 99 en el
rango de referencia segun edad, sexo y altitud del lugar de residencia
2. Ausencia de causas de eritrocitosis secundaria, incluyendo:
a. Ausencia de eritrocitosis familiar
b. Ausencia de elevacion de eritropoyetina causada por:
I. Hipoxia (PO, arterial < 92%)
[I. Hemoglobina con elevada afinidad por el oxigeno
[ll. Truncamiento del receptor de la eritropoyetina
IV. Produccién inadecuada de eritropoyetina de origen tumoral
3. Esplenomegalia
4. Alteracion genética clonal diferente del cromosoma Filadelfia o del gen de
fusion BCR-ABL en las células de la médula ésea
5. Formacion de colonias eritroides enddgenas

Criterios B
1. Trombocitosis >400 x10%/L
2. Leucocitosis >12 x10%L
3. Biopsia medular que muestre panmielosis con proliferacién eritroide y
megacariocitica prominente
4. Niveles séricos bajos de eritropoyetina

El diagnostico requiere la presencia de los dos primeros criterios A junto con cualquier otro
criterio A o dos criterios B
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Se han descrito alteraciones citogenéticas en TE como del(20q9), del(5q) y
traslocaciones no equilibradas de brazos completos entre 1q y 7p, y su
presencia no excluye el diagnéstico de TE (a no ser que existan hallazgos

histolégicos de SMD).

3.3. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE MIELOFIBROSIS PRIMARIA

En la anterior clasificacién de la OMS (2001) aparecian criterios distintos para
la MFP prefibrética (Tabla 7) y fibrética (Tabla 8). En la actual clasificacién

(Tabla 9) se establecen en esta patologia tres criterios mayores y cuatro

Tabla 4. Criterios de la OMS 2008 para la Policitemia Vera

Criterios mayores

1. Hemoglobina >18,5 g/dL para los hombres y 16,5 g/dL para las mujeres u otra
evidencia de aumento de la masa eritrocitaria (hemoglobina o hematocrito por
encima del percentil 99 segun la edad, sexo y altitud del lugar de residencia) o
hemoglobina >17 g/dL en hombres y >15 g/dL en mujeres si se asocia con un
aumento sostenido de al menos 2 g/dL respecto a los niveles basales en ese
individuo que no puede atribuirse a la correccién de un déficit de hierro, o
masa eritrocitaria elevada por encima del 25% sobre la media normal

2. Presencia de la mutacion JAK2 V617F u otra mutacién funcionalmente similar,
como mutaciones del exén 12 de JAK2

Criterios menores
1. Biopsia medular con hipercelularidad segun la edad con crecimiento de las
tres series (panmielosis) con proliferacion eritrocitaria, granulocitaria y
megacariocitica prominentes
2. Niveles de eritropoyetina sérica por debajo del limite de la normalidad
3. Formacién de colonias eritroides endégenas in vitro

El diagnéstico requiere la presencia de los dos criterios mayores y un criterio menor o la

presencia del primer criterio mayor y dos criterios menores

menores. El primer criterio mayor incluye la histologia como un elemento

diagndstico clave para la MFP. La presencia de fibrosis con reticulina, aunque
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es caracteristica, no es diagnostica de MFP. En ausencia de fibrosis con
reticulina, el primer criterio para diagnosticar una MFP, ademas de los cambios
en los megacariocitos, es la presencia de hipercelularidad en la médula ésea,
proliferacién granulocitaria y descenso de los precursores eritroides. Los otros
dos criterios mayores exponen la necesidad de excluir una mielofibrosis
asociada a otra neoplasia mieloide o una forma reactiva, y la demostracion de
la mutacion JAK2 V617F u otro marcador clonal o la presencia de fibrosis no
atribuible a un proceso no clonal. Asi para su diagnostico se requiere cumplir
los tres criterios mayores y, para mayor fiabilidad diagndstica, en el contexto de
la fase prefibrotica/celular de la enfermedad, dos de los cuatro criterios
menores (Tabla 9).

Tabla 5. Criterios de la OMS 2001 para la Trombocitemia Esencial

Criterios positivos
1. Recuento de plaquetas = 600 x 10%L sostenidamente
2. Biopsia medular con proliferacién sobre todo de la serie megacariocitica con
aumento del numero y del tamafo de megacariocitos maduros

Criterios de exclusion
1. Ausencia de PV
a. Masa eritrocitaria normal o hemoglobina <18,5 g/dL en hombres, y
<16,5 g/dL en mujeres
b. Tincibn de hierro en medula 6sea, niveles séricos de ferritina o
volumen corpuscular medio normales
c. Si no se cumple la condicidon previa, falta de respuesta al tratamiento
con hierro (no hay aumento de la masa eritrocitaria o de los niveles de
hemoglobina hasta el rango de la PV)
2. Ausencia de evidencia de LMC: sin cromosoma Filadelfia, ni gen de fusion
BCR-ABL
3. Ausencia de MFP:
a. No evidencia de fibrosis colagena
b. Fibrosis de reticulina minima o ausente
4. Ausencia de SMD:
a. Ausencia de del(5q), t(3,3)(g21;926), inv(3)(q21926)
b. Ausencia de displasia granulocitica significativa, micromegacariocitos
ausentes 0 escasos
5. No evidencia de que la trombocitosis sea reactiva a consecuencia de:
a. Inflamacién o infeccion subyacentes
b. Neoplasia subyacente
c. Esplenectomia previa
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Tabla 6. Criterios de la OMS 2008 para la Trombocitemia Esencial

1. Recuento de plaquetas = 450 x 10%L sostenidamente?

2. Biopsia medular con proliferacién sobre todo de la serie megacariocitica con
incremento del numero y del tamafo de megacariocitos maduros; ausencia de
exceso de granulopoyesis neutrofilica o de desviacion izquierda

3. No se cumplen los criterios diagnésticos de la OMS para PV°, MFP¢, LMC?,
SMD? u otra neoplasia mieloide

4. Demostracién de la mutaciéon JAK2 V617F u otro marcador clonal; no
evidencia de trombocitosis reactiva'

El diagndstico requiere de los cuatro criterios diagnésticos

# Durante el periodo de diagnostico

® Es necesario que el tratamiento de reposicion con hierro no logre aumentar los niveles de
hemoglobina hasta el rango de la PV en presencia de ferritina sérica disminuida. La exclusién
de PV se basa en los niveles de hemoglobina y hematocrito, y no se requiere una medicién de
la masa eritrocitaria

° Requiere la ausencia de fibrosis reticular relevante, fibrosis colagena, leucoeritroblastosis en
sangre periférica o en médula ésea con marcada hipercelularidad para la edad acompanada de
morfologia megacariocitica tipica de la MFP, con un cociente anormal nucleo/citoplasma y
nucleos hipercromaticos o irregulares con conglomerados densos

d Requiere la ausencia de BCR-ABL

¢ Requiere la ausencia de diseritropoyesis y disgranulopoyesis

" Las causas de trombocitosis reactivas incluyen déficit de hierro, esplenomegalia, cirugia,
infeccién, inflamacién, enfermedades del tejido conectivo, cancer metastatico y trastornos
linfoproliferativos. Sin embargo, la presencia de un trastorno asociado con trombocitosis

asociada no excluye la posibilidad de TE si se cumplen los tres primeros criterios
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Tabla 7. Criterios de la OMS 2001 para el estadio prefibrotico de la
Mielofibrosis Primaria

Hallazgos clinicos
1. Bazo e higado: Hepatomegalia y esplenomegalia discretas o ausentes
2. Hematologia (variable)
- Anemia leve
- Leucocitosis de leve a moderada
- Trombocitosis de leve a moderada

Hallazgos morfologicos

1. Sangre:
- Leucoeritroblastosis discreta o ausente
- Poiquilocitosis de eritrocitos de leve a moderada
- Dacriocitos escasos o ausentes

2. Médula 6sea:
- Hipercelularidad
- Proliferacién neutrofilica
- Proliferacién megacariocitica
- Atipia megacariocitica®
- Fibrosis de reticulina ausente o minima

4 Agregados de megacariocitos, nicleos megacariociticos con lobulaciones anormales, nicleos
megacariociticos desnudos

Tabla 8. Criterios de la OMS 2001 para el estadio fibrético de la
Mielofibrosis Primaria

Hallazgos clinicos
1. Bazo e higado: Hepatomegalia y esplenomegalia moderada o marcada
2. Hematologia (variable)
- Anemia moderada o marcada
- Leucocitos aumentados o disminuidos
- Recuento de plaquetas aumentado o disminuido

Hallazgos morfolégicos

1. Sangre:
- Leucoeritroblastosis
- Poiquilocitosis eritrocitaria marcada
- Dacriocitos abundantes

2. Médula 6sea:
- Fibrosis colagena o reticular
- Celularidad disminuida
- Dilatacion de los senos medulares
- Hematopoyesis intraluminal
- Proliferacién neutrofilica
- Proliferacién megacariocitica prominente
- Atipia megacariocitica®
- Nueva formacion ésea (osteosclerosis)

# Agregados de megacariocitos, nlcleos megacariociticos con lobulaciones anormales, nlcleos

megacariociticos desnudos
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Tabla 9. Criterios de la OMS 2008 para la Mielofibrosis Primaria

Criterios mayores

1. Presencia de proliferacion megacariocitica con atipia®, normalmente
acompanada de fibrosis colagena o de reticulina, o, en ausencia de fibrosis
reticular significativa, los cambios megacariociticos deben acompanarse de un
aumento de la celularidad de la médula 6sea caracterizado por proliferacion
granulocitica y a menudo disminucion de la eritropoyesis (fase celular
prefibrética de la enfermedad)

2. No se cumplen los criterios de la OMS para la PV®, LMC®, SMD? u otra
neoplasia mieloide

3. Demostracion de la mutacién JAK2 V617F u otro marcador clonal (como c-
MPL W515K/L) o, en ausencia de un marcador clonal, no evidencia de fibrosis
medular debido a un proceso inflamatorio subyacente o a otra enfermedad
neoplasica®

Criterios menores
1. Leucoeritroblastosis'
2. Aumento de los niveles séricos de lactato deshidrogenasa’
3. Anemia'
4. Esplenomegalia palpable'

El diagnéstico requiere cumplir los tres criterios mayores y dos criterios menores
 Megacariocitos de pequefios a grandes con un cociente nucleo/citoplasma alterado y ndcleos
hipercromaticos e irregulares con aglomerados densos

® Es necesario que el tratamiento con reposicion de hierro no logre aumentar los niveles de
hemoglobina hasta el rango de la PV en presencia de ferritina sérica disminuida. La exclusién
de PV se basa en los niveles de hemoglobina y hematocrito, y no requiere una medicion de la
masa eritrocitaria

° Requiere la ausencia de BCR-ABL

d Requiere la ausencia de diseritropoyesis y disgranulopoyesis

¢ Secundarias a infeccion, trastornos autoinmunes u otras enfermedades inflamatorias crénicas,
tricoleucemia u otra neoplasia linfoide, tumor maligno metastasico o mielopatias téxicas
(crénicas). En los pacientes con enfermedades asociadas con mielofibrosis reactiva no se
puede descartar de entrada una mielofibrosis primaria y el diagnéstico debe considerarse en
estos casos si se cumplen otros criterios

"El grado de la alteracién puede ser marcada o discreta

4. CLINICA: COMPLICACIONES TROMBOTICAS Y HEMORRAGICAS

La trombosis y el sangrado son parte de la historia natural de las NMPc,

representando la principal causa de morbimortalidad en pacientes con TE y PV,
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en particular en aquellos mayores de 60 anos, y/o con historia previa de

trombosis [5].

4.1. TROMBOCITEMIA ESENCIAL

La incidencia de la TE es de 2,5 por 100.000 habitantes/aro, siendo la mediana
de edad en el momento del diagnéstico de 60 afos, existiendo un claro
predominio femenino (relacion mujer/varén 1,6:1). El 15-20% de los pacientes
tienen menos de 40 afos.

La trombosis predomina sobre la hemorragia y la trombosis arterial es mas
frecuente que la venosa. Los territorios afectados por orden de frecuencia son
la circulacion cerebrovascular, la vascular periférica, la coronaria y, mas
infrecuente los grandes vasos arteriales y venosos. El 30-40% de los pacientes
presentan oclusiones microvasculares o trastornos de la microcirculacién,
siendo caracteristica la eritromelalgia; otras manifestaciones micro-oclusivas
frecuentes son las parestesias, alteraciones visuales atipicas y manifestaciones
neurolégicas, como el accidente isquémico transitorio (AIT) (aunque hay
trabajos en las que incluyen a éstas ultimas dentro de las trombosis mayores).
La hemorragia grave es infrecuente y afecta de forma principal al aparato
digestivo; las manifestaciones hemorragicas mas frecuentes son cutaneas [61-

64].

4.2. POLICITEMIA VERA
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Su incidencia varia de 0,5 a 2/100.000 habitantes/afio, con predominio
masculino en relacién 2:1 y edad de presentacién de 40 a 75 afnos (mediana
de 60 anos).

La mayoria de sus manifestaciones clinicas son consecuencia directa de la
proliferacién excesiva de las diferentes lineas celulares hematopoyéticas que
participan en el proceso neoplasico. Pueden aparecer diversas manifestaciones
como astenia, cefalea, molestias epigastricas y gota. El prurito generalizado se
manifiesta en aproximadamente la mitad de los pacientes y puede provocarse o
exacerbarse después de una ducha o un bafo [64-66].

A la exploracién fisica los pacientes pueden presentar aspecto pletérico,
inyeccién conjuntival, coloracién rojiza de la piel y mucosas, esplenomegalia e
hipertension arterial.

Las trombosis arteriales inciden fundamentalmente en la circulacién cerebral,
coronaria y arterial periférica. Las trombosis venosas se asientan sobre todo en
las venas profundas de las extremidades inferiores, pudiéndose complicar con
embolismo pulmonar; también pueden aparecer en otros territorios como en las
venas esplénica, hepatica 0 mesentéricas.

Otras manifestaciones vasculares menos frecuentes en la PV son la

eritromelalgia, la isquemia digital con pulsos palpables y la tromboflebitis.

4.3. COMPLICACIONES TROMBOTICAS Y/O HEMORRAGICAS

4.3.1. Incidencia

La principal causa de morbimortalidad de este grupo de pacientes (sobre todo

de los pacientes con TE y PV), la constituyen las complicaciones trombéticas,
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seguidas de las hemorragicas y de la evolucién a mielofibrosis o a leucemia
aguda [5].

A pesar de los mudltiples trabajos publicados, la incidencia precisa de los
fenémenos trombdticos y/o hemorragicos en estos pacientes es dificil de
establecer. Si se sabe con certeza que los fendmenos tromboéticos son mas
frecuentes que los hemorragicos y que las trombosis arteriales son mas
frecuentes que las venosas (tanto al diagnéstico como durante el seguimiento)
[64].

Al diagnéstico, la incidencia de trombosis y de hemorragia en TE oscila de un
11-25% a un 3,6-37%, respectivamente; en PV la incidencia es de 12-39% y
1,7 a 20% (Tablas 10 y 11) [67]. Las diferencias en la incidencia de estas
complicaciones entre los diversos estudios se justifican por la disparidad en los
diferentes criterios de seleccion de los pacientes, por la variedad a la hora de
definir los diferentes eventos (trombéticos/ hemorragicos), por la precision en la
recogida de los datos y por el efecto que pudieran estar jugando los distintos
tratamientos empleados.

De todos los estudios en los que se evalla la incidencia de trombosis y/o
hemorragia en NMPc, sélo hay uno en TE, en el que aparea a los enfermos a
un grupo control (del mismo sexo y edad y con similares factores de riesgo
cardiovascular) con el que se compara dicha incidencia [62]; asi en este trabajo
el riesgo de trombosis y hemorragia en pacientes con TE es de un 6,6%/
paciente/ano y 0,33% paciente/afo, respectivamente, vs. 1,2% / paciente/ano y

0% en el grupo control.
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Tabla 10. Fendmenos tromboticos y hemorragicos al diagnéstico en TE y
PV [67]

n T. T. T. T.
mayores arteriales venosas pequefio Hemorragias
(%) mayores mayores vaso (%) (%)
(%) (%)

TE
Fenaux et al (1990) 147 18 83 17 34 18
Cortelazzo et al (1990) 100 11 91 9 30 9
Colombi et al (1991) 103 23 87 12 33 3,6
Besses et al (1999) 148 25 ND ND 29 6,1
Jensen et al (2000) 96 14 85 15 23 9
Wolanskyj et al (2006) 322 26,3 ND ND ND ND
Campbell et al (2005) 776 9,7 82,7 7,3 ND ND
Carobbio (2006) 439 29,4 68,2 31,8 ND ND
PV
GISP (1995) 1213 34 66 33 ND ND
Passamonti et al 163 34 64 36 24 3
(2002)
Barbui (2003) (ECLAP) 1638 38,6 75 25 ND 8,1
Najean et al (1987) 58 12 29 71 ND 1,7
Passamonti et al 70 24,3 70,6 29 15,7 4,3
(2003)
Marchioli et al (2005) 1638 38,6 75 25 ND ND
Gangat et al (2007) 459 22 64 42 ND ND

ND: No disponible. T: Trombosis

4.3.2. Fenotipo

4 .3.2.1. Trombosis arterial

Las trombosis en pacientes con TE y PV tienen lugar tanto en territorio arterial,
venoso como en la microcirculacién. Las trombosis arteriales en el territorio
cerebrovascular o los eventos tromboticos cardiovasculares e intraabdominales
(portal y hepatico) son mas frecuentes en pacientes con PV, mientras que en
TE son caracteristicas las trombosis en la microcirculacion [64]. Las trombosis
arteriales mayores constituyen la principal causa de morbimortalidad en estos
pacientes; los territorios que se ven afectados con mas frecuencia son el

territorio cerebral y el coronario.
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Tabla 11. Fenomenos trombéticos y hemorragicos durante el seguimiento
en TEy PV [67]

n T. T. T. venosas T.
mayores arteriales mayores pequefo Hemorragias
(%) mayores (%) vaso (%)
(%) (%)

TE
Fenaux et al (1990) 147 13,6 86 14 41 ND
Cortelazzo et al (1990) 100 20 71 29 ND ND
Colombi et al (1991) 103 11 91 9 27,7 8,7
Besses et al (1999) 148 22 94 6 16,7 11,5
Jensen et al (2000) 96 17 69 31 ND 13,6
Chim (2005) 231 10 91 9 ND 6,5
Passamonti (2004) 435 11 72 28 ND ND
Wolanskyj et al (2006) 150 31 ND ND ND 10
Campbell et al (2005) 776 8 74 26 ND 41
Carobbio (2006) 439 18 65 35 ND ND
PV
GISP (1995) 1213 19 62 37 ND ND
Passamonti et al 163 18 80 15 10 ND
(2002)
Barbui (2003) (ECLAP) 1638 11 70 30 ND ND
Najean et al (1987) 58 10 33 67 ND 1,7
Passamonti et al 396 8 59 441 ND ND
(2003)

ND: No disponible. T: Trombosis

El infarto cerebral sigue siendo la causa mas frecuente de muerte en pacientes
con PV sin tratamiento (supone un 30-40% de todos los eventos tromboticos en
pacientes con esta patologia) [68].

El sindrome coronario agudo es menos frecuente, sobre todo durante el
seguimiento de pacientes con PV correctamente tratados, pero aun asi hay
descritos casos de infartos agudos de miocardio (IAM), incluso con arterias

coronarias normales [69].

4.3.2.2. Trombosis venosa
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Las trombosis venosas profundas de miembros inferiores y el
tromboembolismo pulmonar suponen en casi todas las series (aunque no en
todas) los fenédmenos trombéticos venosos mas frecuentes [70].

Son también frecuentes las tromboflebitis superficiales en miembros inferiores y
las trombosis en territorios inusuales para la poblacién general.

En PV, las trombosis venosas son relativamente frecuentes y constituyen un
tercio de todos los eventos trombohemorragicos. Las trombosis de senos
cerebrales y del territorio esplénico (venas portal y hepaticas) se describen con
cierta frecuencia en mujeres jévenes [71].

La patologia que coexiste mas frecuentemente en el sindrome de Budd-Chiari
(trombosis de la vena hepatica) son las NMPc; estas enfermedades también se
identifican en un gran numero de pacientes con trombosis en el eje
esplenoportal. La mayor frecuencia en estos territorios se ha explicado por su
particular localizacion anatémica con wun flujo portal incrementado,
esplenomegalia congestiva y hematopoyesis extramedular hepatica [72]. Varios
estudios han analizado la prevalencia de la mutacién JAK2 V617F en estas
complicaciones [73-76]. La frecuencia de la mutacién oscil6 entre el 17 y el
58%, variacion que puede ser debida a la diferente sensibilidad de las técnicas
empleadas para la deteccidén de la mutacion, al tipo de fuente de ADN o incluso
a la seleccion de pacientes. Cabe destacar el estudio publicado por Kiladjian y
col. [77] en el que la adicién del estudio de la mutacion JAK2 V617F a la
biopsia y al cultivo de colonias eritroides supuso un incremento del 20% en la

deteccion de una NMPc en pacientes que desarrollan este tipo de trombosis.

4.3.2.3. Trombosis microvasculares
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Los fendmenos trombéticos de pequefio vaso constituyen las manifestaciones
tromboticas mas tipicas en los pacientes con TE y PV, siendo los mas comunes
la eritromelalgia, alteraciones visuales y auditivas, fenébmeno de Raynaud y
cefalea. Estos sintomas se han explicado por la formaciéon de acumulos de
plaquetas en los vasos arteriales mas distales.

La eritromelalgia, sin embargo, no aparece en las formas de trombocitosis
secundarias o reactivas, aunque la cifra de plaguetas sea muy alta, fenémeno
que sugiere que en estos pacientes exista una alteracion no solo cuantitativa
sino cualitativa de las plaguetas [78,79]. Otras manifestaciones clinicas
caracteristicas y secundarias a trombosis arterial de pequefo vaso serian los

accidentes isquémicos transitorios (AIT) e isquemias retinianas.

4.3.2.4. Hemorragia

Las manifestaciones hemorragicas tanto en TE como en PV aparecen con mas
frecuencia en piel y mucosas, incluyendo equimosis, epistaxis, menorragia y
gingivorragia, sugiriendo afectacion en la hemostasia primaria [80]. Las
hemorragias gastrointestinales aparecen con menos frecuencia pero pueden
ser graves y en ocasiones se han asociado con el uso de aspirina [81]. Asi, la
profilaxis antitrombética con antiagregantes o anticoagulantes incrementa el
riesgo hemorragico [82]. Una mayor frecuencia de sangrados se ha relacionado
también con cifras altas de plaquetas por la posibilidad de desarrollar una
enfermedad de von Willebrand (EvW) adquirida [83], ésta suele ser de caracter
leve y muy poco frecuente en pacientes con recuentos plaquetarios <1000

x10%L, pero se incrementa cuando los valores de las plaquetas superan esta
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cifra. En pacientes con trombocitosis reactivas, sin embargo, la incidencia de
hemorragia es baja [84].

En los enfermos con TE y trombocitosis muy marcadas pueden acontecer
hemorragias graves, siendo en algunos casos recomendable conseguir una
citorreduccion urgente con la realizacién de plaquetoaféresis [84].

Por otro lado, en ocasiones los sangrados en este grupo de pacientes se han
relacionado directa o indirectamente con complicaciones trombdticas
concomitantes (por ejemplo, aparicibn de sangrado de varices esofagicas

asociado a hipertension portal por una trombosis en territorio abdominal) [85].

5. FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE FENOMENOS

TROMBOTICOS

Todavia existe una gran controversia acerca de qué factores se podrian
considerar de riesgo para el desarrollo de fenédmenos trombéticos en pacientes

con NMPc, tal y como se comentara a continuacion.

5.1. EDAD E HISTORIA PREVIA DE TROMBOSIS

Tanto en TE como en PV han sido dos los factores que clasicamente se han
considerado de riesgo para el desarrollo de eventos tromboticos, la edad
[62,68,86-89] y una historia previa de trombosis [62,68,86-88] (Tabla 12). Asi,
en un estudio epidemioldgico en el que se incluyeron 1213 pacientes con PV
[66], se observé como existia un riesgo de desarrollar trombosis de un 1,8 por
cada 100 pacientes cuando la edad era inferior a 40 afos, y que la incidencia

aumentaba a un 5,1% pacientes/afio cuando la edad era superior a 70 anos.
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Tabla 12. Incidencia (% pacientes/ano) de trombosis en TE y PV en

funcion de la edad y de eventos trombdticos previos

Policitemia Vera Trombocitemia Esencial
GISP Marchioliy col.  Cortelazzo y col.  Carobbio y col.

[66] [68] [62] [86]

Pacientes (n) 1213 1638 100 439
Edad

< 40 anos 1,8 2,1 1,7 ND

40-60 anos 2,8 ND 6,3 ND

> 60 anos 5.1 4.9 15,1 2,3

Trombosis previa 4.8 5,0 ND 2,3

ND: No disponible

Datos similares se han publicado para TE; asi por ejemplo en un estudio en el
que se reclutaron 100 pacientes con TE, la incidencia observada de trombosis
entre los pacientes con una edad menor a 40 afos era del 1,7% pacientes/afo
y aumentaba a un 15,1% cuando la edad era superior a 60 afnos [62].

Adicionalmente, a edad mayor de 60 afnos, eventos trombdéticos previos son
factores predictivos independientes para la recurrencia de la trombosis, asi
como para su localizacion, pues estas suelen acaecer en el mismo territorio
inicial [68,87,90], constituyendo, hasta hace muy poco tiempo estos dos
factores, la piedra angular para la estratificacién del riesgo y el inicio del

tratamiento citorreductor.
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5.2. LEUCOCITOSIS

En los tres Ultimos aros, publicaciones adicionales presentan como tercer
factor de riesgo para el desarrollo de trombosis una cifra de leucocitos elevada
al diagnéstico [86-89].

Asi, en TE destaca un estudio de 439 pacientes [86] que muestra cémo la
leucocitosis al diagnostico incrementa en dos veces el riesgo de trombosis,
reduciéndose éste con el empleo de tratamiento citorreductor. Quizds como
hallazgo mas relevante, los pacientes que habian sido clasificados de bajo
riesgo de trombosis (pacientes jovenes y sin historia previa de trombosis), pero
que presentaban leucocitosis mostraron un riesgo trombético incluso mayor al
de los pacientes con criterios clasicos de alto riesgo en tratamiento. Todo ello
reforzaria la hipo6tesis de que la activacién leucocitaria tiene un papel
importante en la patogenia de la trombosis en las NMPc, tal y como se
describird mas adelante (Apartado 6.2.).

También en pacientes diagnosticados de PV, dos estudios [87,91] (n=1638 y
459, respectivamente) asocian un mayor riesgo trombético a aquellos pacientes
con una cifra de leucocitos elevada al diagnéstico. En el primer estudio [87] los
pacientes que al diagnéstico presentaban mas de 15 x10%L leucocitos
(comparados con los que presentaban menos de 10 x10%L) tenian un riesgo
significativamente mayor de sufrir un IAM. En el segundo estudio [91] también
la leucocitosis al diagnéstico (igual o mayor a 15 x10%L) se establece como
factor de riesgo independiente para el desarrollo de fendmenos tromboticos, en

este caso venosos.
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5.3. MUTACION JAK2 V617F

Desde la descripcion de la mutacion JAK2 V617F, han sido numerosos los
grupos de trabajo interesados en estudiar si ésta se asocia 0 no a un mayor
riesgo de trombosis, aunque hasta el momento dicha asociacion es

controvertida [92] (Tabla 13).

Tabla 13. JAK2 V617F y trombosis en TE [92]

Series Trombosis JAK2 V617F JAK2 WT p
Wolanskyj y col. 2005 Al diagnéstico 17/73 (23%) 15/77 (20%) 0,57
(n=150) Seguimiento 24/73 (33%) 22/77 (29%) 0,57
Campbell y col. 2005
(n=776)

Al diagnostico Arterial 38/414 (9,2%) 24/362 (6.6%) 0,2
Venosa 11/414 (2,7%) 2/362 (0,55%) 0,04
Seguimiento Arterial 25/414 (6%) 21/362 (5,8%) 0,8
Venosa 12/414 (2,9%) 4/362 (1,1%) 0,06
Cheung y col. 2006 Sin trombosis 16/29 (62%) 8/31 (25,8%) 0,009
Previo
diagnéstico 11/29 (37,9%) 3/31 (9,7%)
Seguimiento 7/29 (24,1%) 5/31 (16,1%) NS
Arterial 20/29 (69%) 13/31 (41,9%)
Venosa 7/29 (24,1%) 2/31 (6,5%) NS
Antonili y col. 2005 Sin trombosis 17/74 (17,6%) 13/56 (23,2%) NS
Heller y col. 2006 Sin trombosis 11/24 (46%) 1/26 (4%) 0,0006

NS: No significativo

Es interesante, por otro lado, la asociacién de la mutacién JAK2 V617F con la
aparicién de episodios trombéticos en localizaciones atipicas; de hecho, un
58% de los sindromes de Budd-Chiari idiopaticos van a presentar dicha
mutacion, en ausencia de otras caracteristicas clinicas o hematoldgicas propias
de una NMPc. Esta mutacion también ha sido identificada en un 18-35% de
pacientes con trombosis de las venas portal o mesentérica [93]. En este
sentido, se ha sugerido que la mutacion JAK2 V617F podria actuar como un

marcador diagnostico de formas “latentes” u “ocultas” de NMPc.
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Ha sido también analizada la influencia de JAK2 V617F en la afectacién
biol6gica del sistema hemostatico. Esta mutacién se ha relacionado con una
mayor activacion plaquetaria, con un aumento de la expresién de la selectina-P
tanto basal como tras estimulacion con acido araquidénico (AA) [94],
observandose posteriormente y de acuerdo con estos primeros resultados, un
efecto dosis de su carga alélica sobre parametros de activacion plagquetaria
(selectina P soluble y CD40 ligando soluble) [95,96] y un mayor porcentaje de
complejos leucoplaquetares en los pacientes con la mutacion [97]. Por otro
lado, la presencia de JAK2 V617F se ha relacionado también con una mayor
activacién leucocitaria, tanto en neutréfilos (con un aumento de la fosfatasa
alcalina granulocitaria y de CD14, como un incremento del porcentaje de
complejos neutréfilos-plaquetas) [97,98], como en monocitos, con mayor
expresiéon de CD11b y de factor tisular (FT) tras estimular con lipopolisacarido
(LPS) [94].

Junto a estos resultados, y a favor del posible papel protrombético de la
mutacion, se ha descrito también un aumento de la resistencia a la proteina C
activada adquirida en pacientes con PV y TE JAK2 V617F positivos,
especialmente en homocigotos [99], junto con una mayor concentracion
plasmatica de FT y menor concentracion de proteina S, factor Il, factor V e

inhibidor de la ruta del factor tisular [99,100].

5.4. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

En NMPc (PV y TE) es controvertido hasta ahora el papel que podrian estar
jugando en el desarrollo de trombosis los factores de riesgo cardiovasculares

(hipertension arterial -HTA-, tabaquismo, diabetes mellitus -DM- e
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hipercolesterolemia); en parte la variabilidad en cuanto a los resultados puede
deberse al escaso numero de pacientes incluidos en los trabajos publicados.

En TE, mientras un trabajo retrospectivo sefiala sélo la hipercolesterolemia
como un factor de riesgo independiente en estas complicaciones [61], otro
estudio identifica so6lo al tabaquismo como factor de riesgo [101].
Adicionalmente, diferentes estudios no confirman las diferentes asociaciones
encontradas en los trabajos previos [62,63,102].

En PV, la influencia que pudieran ejercer los factores de riesgo
cardiovasculares clasicos ha sido analizada recientemente en el estudio
ECLAP [87], donde se estudian 1636 pacientes con PV, observandose en el
analisis multivariado cémo el tabaquismo aumenta de manera independiente el
riesgo de desarrollar complicaciones trombobticas arteriales (p= 0,012), no
describiéndose el mismo efecto para la HTA [65], de manera similar a lo

descrito también recientemente en TE [89].

5.5. POLIMORFISMOS HEMOSTATICOS

Existe un amplio numero de trabajos que muestran el efecto de polimorfismos
hemostaticos funcionales en el desarrollo de eventos trombdéticos, aunque se
desconoce cual es su verdadera relevancia en pacientes diagnosticados de
NMPc. Esto se debe, a que los estudios publicados en esta patologia hasta
ahora, incluyendo en general un escaso numero de pacientes reclutados
presentan en ocasiones, resultados contradictorios.

Hay dos estudios prospectivos con pocos pacientes (n=43 y 42,
respectivamente) [103,104] diagnosticados de TE, que evallan la frecuencia de

polimorfismos protrombéticos como el factor V Leiden, la protrombina G20210A
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y la metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR), no encontrandose correlacion
entre estos determinantes genéticos y las complicaciones trombdéticas. Sin
embargo, posteriormente, se han publicado otros trabajos donde se recluta un
mayor numero de pacientes (178 PV y 126 TE) observandose una mayor
incidencia de trombosis venosas en el grupo de portadores de la mutacién del
factor V Leiden [105], aunque no de trombosis arterial [106]. Recientemente
aparece publicado un trabajo en el que se incluyen 132 pacientes con TE en
los que se observa que la mutacion del factor V Leiden o la protrombina
G20210A aumenta el riesgo de desarrollar una trombosis en el subgrupo de

pacientes con la mutaciéon JAK2 V617F [107].

5.6. ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS

Respecto a la presencia de anticuerpos antifosfolipidos en NMPc, a pesar del
reducido numero de pacientes incluidos en estos estudios, se describe una
mayor prevalencia de éstos en pacientes con TE (22%) [108] y una asociacién
entre este factor y una mayor incidencia de trombosis [109], aunque las

limitaciones de estos trabajos no permiten establecer conclusiones definitivas.

5.7. GRUPO SANGUINEO ABO

Son numerosos los estudios publicados que demuestran que los individuos del
grupo no-O presentan un riesgo significativamente mayor de presentar
fenémenos trombaéticos tanto venosos (TVP, TEP) [110-115] como arteriales
(IAM, enfermedad vascular periférica) [116]. Por el contrario, las diatesis

hemorragicas son mas frecuentes en individuos del grupo O [117]. Este mayor
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riesgo tromboético de los individuos del grupo no-O, se ha explicado por
presentar niveles mas elevados de Factor von Willebrand (FVW)
(aproximadamente un 25% mas); sin embargo el mecanismo por el cual el
grupo sanguineo ABO determina estos niveles de FYW no es del todo claro
[118].

Por ahora no existe publicado ningun estudio en el que se investigue el papel
que pudiera estar jugando el grupo sanguineo ABO en el desarrollo de eventos

tromboticos en NMPc.

6. ETIOPATOGENIA DE LA TROMBOSIS EN NMPc

La patogenia de la trombosis en estas entidades es dificil de definir, pero
parecen estar implicados numerosos y diferentes factores como el aumento de
la masa celular (en PV), la masa plaquetaria, la activacion de leucocitos y
plaguetas y la formacién de complejos leucoplaquetares, asi como factores
endoteliales y protrombdéticos circulantes.

Estudios recientes han puesto de manifiesto la potencial influencia de la
mutacion JAK2 V617F en la patogenia de la trombosis, como se expondra a

continuacion.
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Figura 3. Mecanismos que promueven la interaccion de plaquetas, neutréfilos y
monocitos y la produccion de sustancias protrombéticas en NMPc.
Adaptado a partir de Landolfi y col. [67]

6.1. PAPEL DE LAS PLAQUETAS EN LA PATOGENIA DE LA TROMBOSIS
EN NMPc

La afectacion clonal de la linea megacariocitica tiene repercusién sobre las
alteraciones morfolégicas, metabdlicas y funcionales que presentan las
plaquetas en las NMPc [119]. Asi, se ha sugerido la participacién de las
plaquetas en el desarrollo de los eventos tromboéticos en base a:

a/ Estudios histolégicos que muestran cémo la eritromelalgia resulta del
deposito de microagregados plaquetarios en la microcirculacién, y la respuesta
excelente a la administracion de aspirina [62].

b/ La disminucion de la cifra de plaguetas con el uso del tratamiento

citorreductor disminuye la incidencia de trombosis [120].
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c/ El beneficio del uso de tratamiento antiagregante en la disminucién del riesgo

de sufrir eventos cardiovasculares [68].

6.1.1. Cifra de plaquetas

Como se ha comentado, en NMPc, la trombocitosis severa (> 1000 x10%L) se
asocia mas a fendmenos hemorrgicos que a eventos trombdéticos [121], por el
posible desarrollo de una EvW adquirida [122].

Respecto a la trombocitosis per se, no existe una correlacién obvia con el
riesgo de complicaciones vasculares mayores, aunque se ha descrito una
mejoria clinica de las alteraciones de la microcirculacion y/o de la funcién de
las plaquetas tras el control de la trombocitosis [78,123]. En PV, en el estudio
PVSG, el recuento de las plaquetas no se relacionaba con la ocurrencia de
complicaciones trombaoticas, como tampoco en el estudio ECLAP [124]. En TE,
el ensayo conocido como MCR-PT1 (Medical Research Council Primary
Thrombocythemia 1), distribuyé de forma aleatoria a 809 pacientes con TE de
alto riesgo para recibir hidroxiurea o anagrelida, ademas de dosis bajas de
aspirina; a pesar de recuentos de plaquetas similares, los pacientes con
hidroxiurea tenian una probabilidad menor de desarrollar trombosis arteriales o
muerte de origen vascular que los pacientes en tratamiento con anagrelida; sin
embargo, la frecuencia de trombosis venosa se redujo de forma significativa en
aproximadamente un 25% en el segundo grupo [125]. Al igual que en TE, en
PV el tratamiento citorreductor disminuye la incidencia de trombosis [68], lo que
en su conjunto sugiere que el efecto beneficioso de este farmaco,
adicionalmente a la reduccion de cifras de plaquetas, pudiese deberse al efecto

mielosupresor con disminucion de la cifra de hematocrito y leucocitos [120].
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Ademas, recientemente ha aparecido publicado un trabajo en el que se
incluyeron 1063 pacientes con TE, observandose que una cifra de plaquetas al
diagnéstico superior a 1000 x10%L se acompafia de un riesgo bajo de
desarrollar fenébmenos trombéticos [126].

Considerados en su conjunto, estos datos no parecen ir a favor de la relacién
entre trombocitosis y desarrollo de trombosis, pero no alteran el valor de
diversas lineas de evidencia que apoyan la contribucién de las plaquetas al

riesgo trombatico.

6.1.2. Alteracién funcional de las plaguetas

Han sido descritas diferentes alteraciones en las glicoproteinas (GP) de la
membrana y receptores plaquetarios tales como, una disminucion de la
expresién de GPIb (receptor de FYW), GPlIb/llla (receptor de fibrinégeno), y un
aumento de la expresién de la GPIV (receptor de trombospondina y colageno)
[67,127,128], pero sin una correlacion con suficiente consistencia entre estas
alteraciones y la clinica de los pacientes con TE y/o PV. Se han estudiado
también diferentes polimorfismos de las GP buscando su asociacioén en estos
pacientes con mayor presencia de trombosis; hasta la fecha sélo la presencia
del alelo HPA-1b de GPllla se ha asociado con un incremento del riesgo de
trombosis arterial en PV [103], resultado que necesita ser validado con estudios
en los que se incluyan mas pacientes.

Aproximadamente dos terceras partes de los pacientes con TE tienen pruebas
de agregacion plaquetaria defectuosas [129,130]. La respuesta a la epinefrina
es la mas frecuentemente afectada; por el contrario es raro detectar un defecto

de la respuesta al acido araquiddnico (AA) en ausencia de ingesta de aspirina.
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Estas respuestas defectuosas se han relacionado fundamentalmente con dos
alteraciones diferentes:

a/ Disminucién o ausencia de los receptores para la epinefrina o el colageno.

b/ Presencia de un defecto de almacenamiento de contenido granular.

Ningun estudio hasta ahora, ha relacionado los defectos de agregacion, la
prolongacién del tiempo de hemorragia ni el sangrado en pacientes con TE
[131]. Por ello, es posible que los defectos de agregacion no justifiquen por si
mismos la diatesis hemorragica, que podria estar mas relacionada con
tratamientos antiagregantes, o con el desarrollo de una EvW adquirida [84]. La
teoria mas aceptada defiende la existencia de plaguetas hipersensibles en
circulacion que condicionaria pequenos agregados en los vasos mas distales
con la secrecion del contenido granular; a esto seguiria una desagregacion,
que daria como resultado plaquetas circulantes “gastadas” y degranuladas, con
una disminucion funcional detectable en las pruebas de agregacion [84].

En este sentido, en TE el analisis de la sintesis de metabolitos finales del acido
araquidénico (AA) objetiva un incremento en la produccién de metabolitos
activos, especificamente el tromboxano B, (TxB,), lo que parece reflejar la
hiperactividad plaquetaria [84,131]. También apoya una mayor activacién in
vivo de las plaquetas la demostraciéon de incrementos en los niveles
plasmaticos de factor 4 plaquetario o de B-tromboglobulina [84].

En PV, las anomalias funcionales plaquetarias son muy similares a las
descritas para la TE [84], con mayor generacion de TxA,, lo que tampoco se
correlaciona con las complicaciones hemorragicas. Los niveles altos del

hematocrito parecen influir en el deterioro de la agregacion; se ha observado
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cémo las pruebas de agregacion inicialmente alteradas pueden corregirse
cuando el hematocrito se normaliza [84].

La mayor activacion in vivo de las plaquetas en NMPc puede condicionar un
efecto trombogénico al interaccionar con leucocitos y células endoteliales
[84,119]. La sobreexpresion de la selectina-P y de la trombospondina,
procedentes de los granulos a, en la membrana plaquetaria, da lugar a la
formacién de agregados leucoplaquetares. Las plaquetas activadas tienen un
efecto directo sobre la produccién por las células endoteliales de la proteina 1
quimiotactica de los monocitos, y de moléculas de adhesién; la adhesion de
monocitos y plaquetas puede modificar las funciones de ambos, induciendo la
activaciéon de plaquetas con un aumento en la produccién del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y en la expresién del FT de los
monocitos.

El PFA-100 (Platelet function analyzer) es un método semiautomatico que
valora la funcién de las plaquetas que ha sido poco empleado en el andlisis de
las trombopatias asociadas a NMPc. Aproximadamente un 75% de pacientes
con TE van a presentar resultados con el PFA-100 alterado, tanto al usar
cartuchos con Colageno/ADP (Col/ADP) como con Colageno/Epinefrina
(Col/EPI); la mayor alteracién se encuentra al usar Col/EPI, ensayo que se
encuentra prolongado en mas de un 65% de los pacientes [129]. Un Unico
trabajo ha analizado el tiempo de obturacion (TO) en relacién con la presencia

o no de la mutacion JAK2 V617F, no encontrando diferencias significativas [97].

6.2. PAPEL DE LOS LEUCOCITOS EN LA PATOGENIA DE LA TROMBOSIS

EN NMPc
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La relacion de los leucocitos con la trombogénesis y con el dafio endotelial ha
sido objeto de estudio en distintos procesos (como en |IAM y en accidente
cerebro-vascular) [132,133]. Los neutrofilos activados pueden afectar a la
hemostasia con la produccion de sustancias oxidantes y por su interaccion con
plaquetas, monocitos y células endoteliales. Los neutréfilos activados liberan
citocinas (G-CSF y GM-CSF), factor de necrosis tumoral (FNT) y moléculas de
adhesién; liberan también proteasas intracelulares (elastasa y catepsina-G),
que pueden actuar sobre las células endoteliales y las plaguetas, modificando
el balance hemostatico hacia un estado protrombético y desencadenando
reacciones de oxidacién que inducen dano endotelial.

La adhesion de los leucocitos a las plaquetas se hace inicialmente a través de
la selectina-P plaquetaria y su ligando leucocitario (PSGL-1) y posteriormente
los leucocitos se unen, a través de las moléculas de adhesion CD11b/CD18,
con las GP de membrana GPlb y Gllb/llla, dando lugar a los agregados
leucocitos/plaquetas, que se unen a la pared del vaso (a través del ICAM-1
endotelial) y se asocian a riesgo trombético (Figura 3).

En los pacientes con TE y PV existe una activaciéon leucocitaria con un
aumento en la expresién de moléculas de adhesién CD11b/CD18 y de la
selectina-L [134,135]. Esta activacién de los neutréfilos va acompafnada de un
aumento de elastasa y mieloperoxidasa en plasma y una liberacion de
trombomodulina y FYW endoteliales [135]. La expresién de CD11b/CD18 en
neutroéfilos y monocitos disminuye en pacientes tratados con aspirina, lo que va
a favor de la activacion de neutrofilos secundaria a la activacion plaquetaria
[86]. Los pacientes con TE, ademas de un incremento en parametros de

activacion plaquetaria (selectina-P), leucocitaria (CD11b, CD18) y de formacién
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de complejos leucoplaquetares, exhiben una mayor expresion de FT en
monocitos [94].

Respecto a la relevancia de de la mutacion JAK2 V617F en parametros de
activacién celular en pacientes con NMPc se han publicado diferentes trabajos
abordando este asunto [94-96,98], con resultados que irian a favor de una
mayor activacion leucocitaria y plaquetaria en aquellos pacientes que
presentan dicha mutacién, como se ha comentado previamente (Apartado 5.3).
Muy recientemente, Pieri y col. [136], han estudiado por primera vez, el papel
que podrian estar jugando los baséfilos y mastocitos en NMPc y su relacion
con la presencia de JAK2 V617F; concretamente estudian un grupo de
pacientes con PV observando un aumento en la activacion de los basoéfilos de
forma basal y tras su estimulacion y su correlaciéon con el porcentaje de alelo
mutado de JAK2 V617F. La carga mutacional también se ha correlacionado en
este trabajo con la presencia de prurito acuégeno, tan caracteristico en este
grupo de pacientes, datos que apoyarian la participacién de la mutacién JAK2
V617F en la activacién celular descrita en NMPc y su posible implicacién en el

desarrollo de fendbmenos trombaticos.

6.3. PAPEL DEL HEMATOCRITO EN LA PATOGENIA DE LA TROMBOSIS

EN NMPc

En PV se ha demostrado que valores elevados de hematocrito se relacionan
con un mayor riesgo de sufrir episodios trombdéticos, por un aumento de la
viscosidad sanguinea [137]. En los pacientes con PV sin tratamiento la
mayoria de los fenémenos tromboéticos tienen lugar en el territorio

cerebrovascular, especialmente sensible a la hiperviscosidad sanguinea [138].
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También, tanto en TE como en PV, se han descrito cambios bioquimicos y del
contenido de la membrana de los gloébulos rojos [139]; estas alteraciones
pueden de forma independiente, alterar el flujo sanguineo con la formacién de
agregados de glébulos rojos obstruyendo el flujo sanguineo en los pequenos
vasos, contribuyendo al desarrollo de isquemia e infarto, especialmente en el
flujo sanguineo cerebral. Ademas, la formacién de estos agregados facilita la
formacién de complejos leucoplaquetares, interaccionando con la pared del
vaso [140]. Sin embargo las poliglobulias secundarias, a igualdad de
hematocrito, exhiben un menor riesgo tromboético, y en las NMPc la terapia
citorreductora es mas eficaz que las sangrias para prevenir los fendmenos
tromboticos, lo que hace sospechar tanto alteraciones cuantitativas como
cualitativas en globulos rojos y otros elementos celulares en estas

enfermedades.

7. IMPLICACIONES DE LA CARGA ALELICA DE JAK2 V617F EN EL

PERFIL CLINICO DE LAS NMPc

Los estudios iniciales distinguian entre individuos positivos/negativos para la
mutacion JAK2 V617F e individuos heterocigotos u homocigotos. Trabajos
posteriores han evidenciado una mayor complejidad, al demostrar que en un
mismo individuo pueden existir células en heterocigosis, en homocigosis y no
mutadas; por dicho motivo, es mas correcto emplear el término de carga celular

de alelo mutado [141].

7.1. TE y MFP: IMPLICACION DE LA PRESENCIA/ AUSENCIA DE LA

MUTACION JAK2 V617F
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Ha sido en TE donde se han publicado y estudiado mas trabajos acerca de las
implicaciones de la presencia de la mutacion JAK2 V617F; asi, de acuerdo con
la presencia/ausencia del alelo JAK2 V617F, la TE se ha divido en dos
subtipos. Los pacientes que presentan la mutacion se caracterizan por
presentar niveles mas elevados de hemoglobina, mas leucocitosis y menor cifra
de plaquetas; ademas se ha descrito un mayor riesgo de trombosis venosas y
una médula hipercelular con una mayor activacion de la mielopoyesis [142].
Aun asi, su relaciéon con el desarrollo de trombosis es controvertida. Por lo
tanto las TE JAK2 V617F positivas presentan caracteristicas que se acercan
mas a las de PV.

En MFP, la presencia de la mutacion JAK2 V617F se ha asociado con una
mayor leucocitosis y menor supervivencia [143]; sin embargo, en otro trabajo el
cambio génico no tuvo impacto en el Gltimo parametro, pero si que se asocié a
una mayor incidencia de trombosis [144]. En un estudio mas reciente se
observd cdémo la presencia de la mutacion se relaciond con niveles de
hemoglobina mas elevados, mayor leucocitosis y mayor mortalidad [145]; sin
embargo ninguno de estos resultados fueron confirmados por Tefferi y col.
[146] en un estudio posterior. Por lo tanto en MFP, la implicacién prondstica del

alelo JAK2 V617F continlia estando debatida.

7.2. HOMOCIGOTOS VS. HETEROCIGOTOS PARA LA MUTACION JAK2

V617F
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El estado mutacional se ha definido semicuantitativamente en base a la
cantidad de alelo mutado; asi la presencia de mas de un 50% del alelo JAK2
V617F se considera como homocigosis.

El estudio mas amplio ha sido el publicado por Vannucchi y col. [147], en el
que se reclutaron 323 pacientes con PV (67,8% heterocigotos y 32,2%
homocigotos) y 639 con TE (40,2% negativos para la mutacién JAK2 V617F,
57,7% heterocigotos y 2,1% homocigotos). Tanto en PV como en TE los
homocigotos presentaban un aumento de la mielo y eritropoyesis, mientras que
la cifra de plaguetas era inferior comparada con los individuos heterocigotos.
Los pacientes homocigotos presentaban una mayor incidencia de
esplenomegalia y mayor uso de tratamiento citorreductor y sufrian un mayor
riesgo de transformacion fibrotica que los heterocigotos. En PV, los pacientes
homocigotos exhibian también una mayor presencia de prurito (42%).

En los pacientes homocigotos con TE se observé una mayor incidencia de
trombosis, sin embargo en PV no se encontré tal diferencia. Asi los pacientes
con TE homocigotos presentaban un riesgo 3,97 veces mayor a un individuo
sin la mutacion de sufrir un evento trombético; la asociacion significativa
encontrada entre la homocigosidad y una mayor incidencia de fenédmenos
cardiovasculares en TE, se mantuvo tras realizar el analisis multivariado, que
incluia los ya establecidos como factores de riesgo (edad e historia previa de
trombosis) [148] y otros mas novedosos como la leucocitosis (>8,7x10%L) [86].
Otro trabajo abordd esta cuestidbn en pacientes con MFP, incluyendo 193
pacientes JAK2 V617F positivos (84 homocigotos y 109 heterocigotos) [145];
los individuos homocigotos presentaban de forma estadisticamente significativa

mayor leucocitosis, mas esplenomegalia y mayor necesidad de iniciar
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tratamiento citorreductor; se observé que existia un 10% de pacientes
heterocigotos para JAK2 V617F que evolucioné a homocigosis, fendmeno que
se ha interpretado como un factor pronéstico en cuanto a la evolucién (mayor
severidad clinica, y transformacién leucémica), lo que no ha sido confirmado en

otros trabajos [149].

7.3. CUANTIFICACION DEL ALELO MUTADO JAK2 V617F Y SUS

IMPLICACIONES CLINICAS

Se ha investigado si la carga alélica se podria correlacionar con diferencias
clinicas y un mayor riesgo de desarrollar complicaciones tromboticas en
pacientes con NMPc.

En PV, Vannucchi y col. [150] publicaron en 2007 un trabajo que incluia 173
pacientes, seguidos prospectivamente, en los que se determiné la carga alélica
al diagnéstico mediante PCR cuantitativa; en este estudio el porcentaje de alelo
mutado se correlaciond con mayor eritropoyesis, leucocitosis, asi como con
una mayor expresion de marcadores de activacion leucocitaria. En este mismo
trabajo, los portadores de mas del 75% de alelos mutados tenian un riesgo mas
alto de complicaciones tromboéticas mayores durante la evolucién de la
enfermedad; ademas una carga alélica superior al 75% actuaba como un factor
de riesgo independiente para iniciar tratamiento citorreductor. También en otro
estudio [151] la carga mutacional se asocié no sélo con leucocitosis sino
también con la duracién de la enfermedad, con el grado de esplenomegalia y
una mayor incidencia de trombosis venosas en los individuos que presentaban

mas del 80% de alelo mutado. Por el contrario Tefferi y col. [152] en un grupo
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de 77 pacientes no encontraron relacion en el nivel de carga alélica con el nivel
de hemoglobina, y si con la aparicion de prurito y trombosis de pequeno vaso.
En pacientes con TE, el estudio que mas pacientes incluye es el publicado por
Antonioli y col. [153] donde estudiaron 165 pacientes con TE JAK2 V617F
positivos; los pacientes que presentaban mas de un 25% de alelo mutado
tenian mayor riesgo de desarrollar trombosis arteriales al diagnéstico (RR: 3,0)
y de presentar fenédmenos de pequeno vaso (RR: 2,2).

Los datos en MFP son mas escasos y controvertidos; asi, en un estudio en el
que se incluyeron 129 pacientes [146], se observé como los pacientes con
menor cantidad de alelo mutado presentaban menor supervivencia y un menor
tiempo de evolucion a leucemia comparados con aquellos con mayor carga
mutacional y con los que no presentaban la mutacién JAK2 V617F, resultado

contrario al reportado previamente [145].

8. TRATAMIENTO

La historia natural de las NMPc conlleva un riesgo de complicaciones
vasculares variable y un riesgo a largo plazo de transformacién a una fase
mielofibrética o incluso a leucemia aguda. Los tratamientos disponibles hasta
ahora no suelen alterar la historia natural de la enfermedad, tan sélo se
consigue paliar los sintomas o disminuir el riesgo de complicaciones
vasculares.

Tras el diagnéstico de una NMPc, las decisiones tomadas en su manejo clinico
se deciden en funcion del prondstico global de la enfermedad y del riesgo de
complicaciones vasculares. Los pacientes con TE y PV se definen de alto

riesgo si han presentado un episodio trombético previo o si tienen una edad
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superior de 60 anos; seran pacientes de bajo riesgo aquellos que no cumplen
ninguno de los dos criterios previos (y tienen una cifra de plaquetas
<1000x10%L, en TE). Los pacientes de riesgo intermedio carecen de los
criterios de riesgo ya descritos pero presentan factores de riesgo
cardiovasculares. Los nuevos factores de riesgo descritos recientemente, para
el desarrollo de trombosis como la presencia de leucocitosis en el momento del
diagnéstico y la carga mutacional alélica JAK2 V617F elevada, no se sabe si
deben incluirse o no definitivamente para la estimacion del riesgo vascular y se
requiere de mas estudios.

En MFP estan mejor establecidos los modelos prondsticos para supervivencia
global, en la que los criterios de Lille (basados en anemia, y la cifra de
leucocitos) [154] y a los que posteriormente se afaden, por el grupo de la
Clinica Mayo, la trombopenia (<100 x10%L) y la monocitosis (>1 x10%L) [155],
tienen importante relevancia clinica. Recientemente, ha aparecido publicada
por el IGW-MRT [156] una nueva estratificaciéon de factores prondsticos
adversos en la supervivencia, que pretende definir mejor los distintos grupos de
riesgo (define hasta cuatro grupos diferentes) para adecuar de esta manera, de
forma mas selectiva, el tratamiento mas eficaz para cada paciente (estos
criterios incluyen: edad superior a 65 afos, la presencia de sintomas
constitucionales, hemoglobina <10 g/dL, una cifra de leucocitos superior a
25x10%L y méas de un 1% de blastos en sangre periférica).

El manejo de los pacientes con PV incluye el control de la eritrocitosis,
mediante flebotomias, y cuando no existe contraindicacién, el empleo de dosis
bajas de aspirina (AAS) tal y como se derivé del estudio ECLAP [157].

Tradicionalmente se ha establecido como criterio de realizar o no flebotomias,
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mantener un hematocrito inferior al 42% para las mujeres e inferior al 45% para
hombres. Un analisis reciente retrospectivo de las complicaciones trombdticas
en los pacientes incluidos en el ensayo ECLAP sugiere que puntos de corte
mas elevados (hematocritos del 55%) pueden no aumentar el riesgo de
complicaciones trombéticas [158].

En cuanto al tratamiento citorreductor, hay ensayos clinicos aleatorizados que
han demostrado la utilidad de la hidroxiurea en la prevencién de eventos
tromboticos en pacientes con TE de alto riesgo [120]. El ensayo del MRC PT-1
compard de forma aleatorizada la hidroxiurea y la anagrelida en pacientes con
TE (con dosis bajas de AAS de forma conjunta con cada uno de ellos),
demostrando que la combinacion de hidroxiurea y AAS era superior en
términos de prevencién de trombosis arterial, hemorragia y transformacién
hacia mielofibrosis post-TE [125]. No existen datos de estudios aleatorizados
similares para PV de alto riesgo para el empleo de hidroxiurea u otros farmacos
mielosupresores; aun asi la hidroxiurea continla siendo el farmaco mas
empleado en la practica clinica. Aunque existen dudas sobre si la hidroxiurea
puede acelerar la transformacién leucémica de estas enfermedades, ésto no se
ha demostrado cuando se emplea como agente Unico [148].

Recientemente y con el fin de seleccionar una segunda linea de tratamiento
tras el fracaso con hidroxiurea, se han elaborado unos criterios de
resistencia/intolerancia a ésta, que permiten reconocer a los tres meses de
tratamiento la existencia de resistencia; o bien cuando aparecen
manifestaciones clinicas inaceptables con cualquier dosis (Ulceras maleolares,
fibre en relacién con el farmaco) o la apricién de leucopenia 0 anemia graves

asociadas al tratamiento [159]
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En la practica clinica es también frecuente el uso de anagrelida, cuya principal
indicacién es en pacientes jévenes con elevado riesgo trombotico y en aquellos
pacientes resistentes a hidroxiurea. La agencia europea del medicamento
(EMEA) aprobé su uso como segunda linea de tratamiento en pacientes de alto
riesgo que no toleran o no reducen la cifra de plaquetas con el tratamiento de
primera linea. Sus efectos secundarios mas frecuentes son cefalea,
palpitaciones y taquicardia [160]. En ensayo del MRC PT-1 [125], anteriormente
comentado, demostré que anagrelida era superior a hidroxiurea en la reduccion
de trombosis venosas y, por otro lado y hasta la fecha, no se ha documentado
ningun caso de transformacién aguda asociado a éste farmaco [161].
[89]EI empleo de Interferon alfa 2a (IFN-a2a) pegilado es un farmaco activo y
mejor tolerado en comparacién con el tradicional, sobre todo en pacientes con
PV; aun no existen estudios que comparen de forma aleatorizada el empleo de
hidroxiurea con el IFN. En general, pacientes con NMPc en los que esta
contraindicado el empleo de hidroxiurea, sobre todo embarazadas con TE que
precisen citorreduccion, se trataran con IFN-a.
Importante es también el tratamiento sintomatico en estos pacientes:
- Tratamiento del prurito: antihistaminicos y el empleo de inhibidores
selectivos de la recaptacion de la serotonina.
- Eritromelalgia: AAS.
- Astenia: ningun tratamiento ha demostrado su efectividad, se
recomienda el ejercicio fisico.
- Citopenias: algunos pacientes se pueden beneficiar del uso de
eritropoyetina [162], androgenos [163] y/o corticoides.

- Esplenomegalia dolorosa: hidroxiurea [164], cladribina [165].
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Ningun tratamiento ha demostrado ser curativo, con la excepcién del trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos. Entre las NMPc, el trasplante esta
mas indicado en pacientes con MFP de elevado riesgo, por la peor
supervivencia de este grupo. Publicaciones recientes describen supervivencias
a los tres anos del 58%, con una tasa de mortalidad relacionada con el
procedimiento del 32% [166]. Dada la alta toxicidad asociada al trasplante
alogénico mieloablatvo en MFP, se ha ensayado el empleo de
acondicionamientos de intensidad reducida [167] lo que ha demostrado una
menor mortalidad relacionada con el procedimiento y un rango mas amplio de
edad de los pacientes que pueden ser sometidos a dicho procedimiento. Sin
embargo, aun se asocia con un riesgo elevado de enfermedad de injerto contra
huésped (aproximadamente un 33%), y su beneficio depende del prondstico a

largo plazo del paciente.

8.1. NUEVOS TRATAMIENTOS

El grupo de farmacos inmunomoduladores inhibidores de citocinas vy
antiangiogénicos (IMID) constituyen una opcion terapéutica en MFP y en
mielofibrosis post-PV/ TE. Los estudios iniciales usaron la talidomida con dosis
inicialmente de 100 mg/dia [168] y posteriormente de 50 mg/dia con prednisona
[169], asociandose a una buena respuesta para la anemia (67%), la
trombocitopenia (75%), y la esplenomegalia (33%), sin demostrar ninguna
mejoria en la médula 6sea o en las alteraciones megacariociticas.

Posteriormente, ha sido evaluada la lenalidomida, observandose aqui una

mejoria en la histologia de la médula 6sea en algunos de los pacientes
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respondedores (4 de los 68 pacientes incluidos) [170]. Con estos resultados se
ha puesto en marcha un estudio aleatorizado y controlado con pomalidomida
vs. placebo con o sin prednisona, en pacientes con MFP o con Mielofibrosis
post-PV/ TE.

Los ensayos con los inhibidores de la tirosin cinasa han tenido resultados
modestos [171].

Aunque las alteraciones moleculares hasta ahora identificadas en las NMPc, no
explican todas las cuestiones sobre su patogenia, si pueden proporcionan
nuevas dianas terapéuticas [5]. Asi, existen publicaciones y numerosas
comunicaciones a congresos sobre farmacos en desarrollo que son capaces de
inhibir la ruta de JAK2 V617F, asi como el fenotipo no mutado de JAK2, como
TG101209 [172], Go6976 [173], erlotinib [174], CEP-701 [175]. En células
primarias de pacientes con el fenotipo no mutado de JAK2 que tienen c-Mpl
W515L/K, puede conseguirse una inhibicion del crecimiento similar a las de
JAK2 V617F con inhibidores como TG101209 [172]; estudios in vitro sugieren
también la respuesta en pacientes con mutaciones del ex6n 12 de JAK2 al
inhibidor TG101348 [176]. Aparecen resultados publicados, entre otros, del
inhibidor ICNB018424 en pacientes con MFP y Mielofibrosis post-PV/TE,
consiguiendo una disminucibn de la esplenomegalia, los sintomas
constitucionales y reduccion del porcentaje de alelo mutado, aunque el
tratamiento no esta exento de efectos secundarios como la trombopenia [177].
Todo esto sugiere la posibilidad de que en los pacientes con NMPc con
fenotipo no mutado de JAK2 exista una dependencia de la via JAK-STAT para
el crecimiento celular, y los agentes dirigidos contra esta via pueden ser activos

independientemente del estado mutacional de JAK2.
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9. PRONOSTICO

Mientras que la MFP se ha asociado a una disminucién de la esperanza de
vida [154,178-185], la TE afecta mas a la calidad de vida de los pacientes que
a su supervivencia, mientras que la PV se ha asociado tanto a una mayor

morbilidad, como a una menor esperanza de vida [66,186,187].

9.1. MIELOFIBROSIS PRIMARIA

La mediana de supervivencia oscila entre 4 y 5,5 afos en las series mas
recientes [154,178-185] .

Las causas de muerte mas frecuentes entre estos pacientes son la evolucion a
leucemia aguda, las infecciones y sangrados secundarios a un fallo medular, al
desarrollo de hipertension portal o a un fallo hepatico secundario a trombosis

hepatica/esplenoportal, trombosis en otros territorios y fallo cardiaco [155,188].

9.2. TROMBOCITEMIA ESENCIAL Y POLICITEMIA VERA

En un estudio que incluia un total de 831 pacientes (TE y PV), con un
seguimiento de 10 anos, se observd que la esperanza de vida de los pacientes
con PV era inferior al de la poblacién control, mientras que era similar para los
pacientes con TE [189]; un estudio posterior de la Clinica Mayo con 322
pacientes diagnosticados de TE, confirmé estos resultados para los primeros
diez anos desde su diagndstico, pero mostré6 como tras la segunda década de
evolucién de la enfermedad la supervivencia disminuia. [89]

La supervivencia de pacientes con PV y TE, viene marcada mayoritariamente

por complicaciones relacionadas con la propia enfermedad como la aparicién
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de fenémenos vasculares (trombosis y hemorragia) y con la transformacién a
mielofibrosis o0 a leucemia. La incidencia de la aparicibn de estas
complicaciones varia también en funcion de la enfermedad; asi los pacientes
con PV presentan una mayor incidencia de fendbmenos tromboéticos y de
evolucién a mielofibrosis o a leucemia, que los pacientes con TE [88,189-191].
En PV la incidencia de trombosis es de aproximadamente 1,8% personas/ano y
de un 0,5% personas/ano de transformacién a mielofibrosis o leucemia; en los
pacientes con TE, la incidencia de trombosis es de 1,2% personas/afo, con
evolucién de 0,16% personas/afno a mielofibrosis y 0,12% personas/ano a

leucemia [192,193].
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Hipotesis de trabajo

Trabajos recientes han sugerido un papel del componente celular (hematies,
plaquetas y leucocitos), de marcadores genéticos y de proteinas
anticoagulantes en la patogenia de la trombosis en pacientes con TE o PV,
pero muchos de ellos no han sido validados y asi los datos son escasos y
contradictorios. Los estudios de estas variables en la patologia hemorragica es
aun mas limitada. Nuestra hip6tesis es que se podrian buscar y definir
biomarcadores de riesgo de trombosis y de hemorragia, tanto a nivel celular,
plasmatico, como genético, que ayudarian a trazar el perfil individual de riesgo
de complicaciones hemostaticas, que constituyen la principal causa de

morbimortalidad en estos pacientes.
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Obijetivos

1.- ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS MODIFICACIONES MOLECULARES DE
PROTEINAS HEMOSTATICAS Y FACTORES AMBIENTALES EN EL

DESARROLLO DE TROMBOSIS/ HEMORRAGIA EN NMPc Ph(-)

2.- ANALIZAR EN NUESTRA SERIE EL PAPEL DE LA ACTIVACION Y
RECUENTO LEUCOCITARIO EN TROMBOCITEMIA ESENCIAL COMO

FACTOR DE RIESGO TROMBOTICO/ HEMORRAGICO

3.- VALORAR LA FUNCIONALIDAD PLAQUETARIA Y LA REACTIVIDAD A

EPINEFRINA EN TROMBOCITEMIA ESENCIAL



PACIENTES Y METODOS
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I. Primer objetivo: ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS MODIFICACIONES
MOLECULARES DE PROTEINAS HEMOSTATICAS Y FACTORES
AMBIENTALES EN EL DESARROLLO DE TROMBOSIS/ HEMORRAGIA EN
NMPc Ph(-)

1. PACIENTES Y CONTROLES

Se incluyeron un total de 219 pacientes provenientes del Hospital J.M. Morales
Meseguer de Murcia y del Hospital del Mar de Barcelona (en colaboracién con
el Dr C. Besses), 95 hombres y 124 mujeres, con una mediazDE de edad de
63,5£16,5 afos y una mediana de seguimiento de cinco afos con el
diagnéstico de NMPc Ph(-) (136 con TE, 73 con PV, y 10 con MFP).

Los pacientes fueron diagnosticados siguiendo los criterios de PVSG y/o los de
la OMS de 2001.

De estos pacientes fueron incluidos para el analisis de JAK2 V617F vy de los
polimorfismos hemostaticos 212 pacientes (128 TE, 74 PV, y 10 MFP) 94
hombres, 118 mujeres, con una mediatDE de edad de 67,0x13,7 afos, con
rango de 21-85 anos.

Fueron incluidos todos los pacientes (n=219) en el andlisis del grupo ABO

como factor de riesgo para el desarrollo de trombosis.

2. VARIABLES CLIiNICAS ANALIZADAS

Se revisaron todas las historias clinicas de los pacientes incluidos en el estudio

recogiéndose las siguientes variables clinicas:

2.1. FENOMENOS TROMBOTICOS ARTERIALES Y VENOSOS DE
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PEQUENOS Y GRANDES VASOS DESARROLLADOS AL DIAGNOSTICO

Y/O DURANTE EL SEGUIMIENTO

Como trombosis mayores se han definido: trombosis del sistema nervioso
central, incluyendo el accidente cerebrovascular (ACV) y el accidente
isquémico transitorio (AIT), trombosis de los vasos de la retina, enfermedades
cardiovasculares (angina e IAM) (documentado por elevacion de las enzimas y
cambios en el electrocardiograma, segun criterios de la OMS), trombosis intra-
abdominales, como el Sindrome de Budd-Chiari y trombosis del territorio
espleno-portal, trombosis periféricas, como la claudicaciéon intermitente de
extremidades inferiores, trombosis venosas profundas (TVP) y el
tromboembolismo pulmonar (TEP).

Como trombosis menores se han considerado: los casos de eritromelalgia y las
tromboflebitis superficiales en extremidades.

No se han incluido como eventos tromboticos los episodios descritos como
acroparestesias, tinnitus, mareo o cefalea. Tampoco se consideraron como

eventos tromboticos las pérdidas fetales.

2.2. FENOMENOS HEMORRAGICOS PREVIOS AL DIAGNOSTICO Y/O

DURANTE EL SEGUIMIENTO

Se han considerado como fendmenos hemorragicos: sangrados cutaneos
espontaneos y en mucosas (incluyendo equimosis, epistaxis, menorragia,

gingivorragia) y hemorragia gastrointestinal, sin existir causa subyacente.

2.3. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
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Se consideran como factores de riesgo cardiovascular adquiridos: la presencia

de HTA, hipercolesterolemia, tabaquismo y DM.

2.4. PRESENCIA DE ANTECEDENTES FAMILIARES DE NMPc

Se documentd la existencia de antecedentes familiares de NMPc en relativos

de primer grado.

2.5. TRATAMIENTO

Se reqistr6 la terapia prescrita a estos pacientes, tanto el tratamiento

citorreductor, antiagregante y anticoagulante.

3. VARIABLES BIOLOGICAS ANALIZADAS:

Las extracciones de sangre se realizaron tras obtener el Consentimiento
Informado de cada uno de los pacientes con NMPc. Se extrajo sangre venosa
antecubital con un ligero torniquete; tras desechar 4,5 mL de la muestra
sanguinea, se llendé un tubo de 4,5 mL que contenian EDTA (sistema
vacutainer, Becton Dickinson, San Jose, CA, EEUU) y 2 tubos de 4,5 mL que

contenia citrato [0,109 M, 3,2%, sistema vacutainer (Becton Dickinson)].

Se realizaron recuentos celulares en un contador celular automatico [HmX
hematology analyzer (Beckman Coulter, San Jose, CA, EEUU)] de los

pacientes y controles incluidos.
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La sangre citratada se empleé para la valoracibn de parametros
coagulométricos analizados en plasma pobre en plagquetas mediante un
coagulémetro automatizado (ACL Top, Instrumentation Laboratory -IL-, Milan,
Italia):

- TP: Se utilizé una tromboplastina de alta sensibilidad compuesta de factor
tisular recombinante humano (ISI= 0,98) (RecombiPlasTin 2G, Hemos IL™,
Madrid). En el test de TP, la adicion del reactivo al plasma del paciente, en
presencia de iones calcio, inicia la activacion de la via extrinseca de la
coagulacién con la conversion del fibrinbgeno en fibrina, y la formacion de un
gel sélido. Los valores de referencia de normalidad de nuestro laboratorio se
consideran con una ratio de 0,8 a 1,2.

- TTPa: El test de tromboplastina parcial activada utiliza un activador de
contacto (silica) que estimula la producciéon de factor Xll,. Dicho activador
proporciona una superficie de contacto ideal que permite actuar funcionalmente
al quininégeno de alto peso molecular, calicreina y al factor Xl,. Esta activacién
por contacto se realiza a 37°C. La adicion de cloruro célcico desencadena las
reacciones posteriores que produciran la formaciéon del coagulo. Los
fosfolipidos son necesarios para la formacion de los complejos que activaran al
factor X y a la Protrombina. El reactivo TTPa utilizado, APTT-SP (Hemos IL™)
contiene fosfolipidos sintéticos y silica que aseguran una muy alta
reproducibilidad y una gran estabilidad del producto. El rango de valores
considerado como normales es de 25,4 a 36,9 segundos.

- Dimero D: Se emplea el reactivo Latex Dimero-D HS Fibringeno-C (Hemos
IL™), suspensidon de particulas de latex de poliestireno de tamafo uniforme, a

las que se les ha unido el fragmento F(ab“’) de un anticuerpo monoclonal
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altamente especifico contra el dominio Dimero D contenido en los derivados
solubles de la fibrina. Cuando se mezcla un plasma con el reactivo Latex y el
Tampén de reacccion (Hemos IL™), las particulas aglutinan de forma
directamente proporcional a la concentracién de Dimero-D contenida en el
plasma; los agregados causan un descenso de la luz transmitida
(inmunoensayo turbimétrico). Se consideran valores normales de 0 a 234
ng/mL.

- Fibrin6geno: Se llevé a cabo la determinacién cuantitativa de fibrinégeno por
el método de Clauss. El Test Fibrinbgeno-C (Hemos IL™) utiliza un exceso de
trombina para convertir el fibrinbgeno en fibrina en plasma diluido; a
concentraciones altas de trombina y bajas de fibrindgeno el nivel de la reaccion
estda en funcién de la concentracion de fibrinbgeno. Se consideran valores
normales en el rango 238-498 mg/dL.

- Factor VIII: La actividad del Factor VIII en el plasma del paciente se determina
llevando a cabo una prueba modificada del TTPa. El plasma del paciente se
diluye y se anade a un plasma deficiente en Factor VIII (Hemos IL™). La
correccién del tiempo de coagulacion prolongado del plasma deficiente es
proporcional a la concentracion (% actividad) del factor en el plasma del
paciente, que se obtiene a partir de una curva de calibracion. Se consideran
valores dentro de la normalidad una actividad del FVIII del 50-150% (0,50-1,50
ul).

- Factor von Willebrand antigénico (FVW:Aq): Para cuantificar el FYW:Ag se

empled una técnica de inmunoturbimetria amplificada con particulas de latex.
La mezcla de un plasma que tiene FYW:Ag con el Reactivo Latex (Hemos IL™)

al que se ha unido un anticuerpo especifico contra FYW y el Tampoén de
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reaccion (Hemos IL™) indica una aglutinacién de las particulas de latex
directamente proporcional a la concentracion de FvW:Ag contenida en el
plasma y se determina midiendo el descenso de la luz transmitida causado por
los agregados.

Se consideran como valores normales, en individuos del grupo O un rango
42,0%-140,8%, y en individuos con grupos A, B o AB con rango: 66,1%-

176,3%.

4. GENOTIPADO DE LOS PACIENTES CON NMPc

4.1. PURIFICACION DE ADN

Para la purificacion de ADN se extrajo un tubo de sangre anticoagulado con

EDTA

4 1 .1. Purificacion de ADN total

El ADN se extrajo usando un Kit comercial (Qiagen lIberia SL, Madrid); para la
obtencién de ADN total se siguieron los siguientes pasos: a 300 uL de sangre
total se le afadieron 900 pyL de tampén de lisado de hematies, incubando 3
minutos y centrifugando posteriormente durante 5 minutos a 340 x g para
recuperar las células blancas. Tanto para la obtencién de ADN total como
granulocitico, posteriormente se afiadieron 300 pL de un tampdn de lisis celular
al tapén celular, incubandolo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
anadieron a continuacion 100 pL de solucién de precipitacion de proteinas

centrifugando durante 5 minutos a 10000 x g; el sobrenadante se mezclé con
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500 uL de isopropanol centrifugando a 10000 x g otros 5 minutos, afnadiendo
posteriormente 500 pL de etanol al 70% y volviendo a centrifugar a 10000 x g
durante 5 minutos. Finalmente el “pellet” o tapon se resuspendié en 50 uL de

tampo6n 10 mM Tris pH 8,0.

4.1.2. Purificacion de ADN granulocitico

4.1.2.1. Separacion de granulocitos

A los 4,2 mL restantes de sangre se anadié 1 ml de metilcelulosa al 1% (en
tampo6n salino) incubando a temperatura ambiente durante 45 minutos,
precipitando de este modo los hematies; el sobrenadante se mezclé con 2 ml
de Ficoll (Sigma, Madrid) atemperado; se centrifugd a 650 x g durante 20
minutos a 22°C. Tras la centrifugacién, se recuperé el anillo intermedio que
contenia los linfocitos, monocitos y plaquetas, asi como el “pellet” o tapdn que
contenia los granulocitos y los hematies residuales. Los hematies fueron
lisados mediante incubaciéon con 1 mL de tampén de lisis (Becton Dickinson)
durante 5 minutos. La muestra se centrifugé a 340 x g durante 4 minutos.

Finalmente, se elimind el sobrenadante.

4.1.2.2. Purificacion de ADN granulocitico

Se anadieron 300 pL de un tampédn de lisis celular al “pellet” o tapon de
granulocitos, incubandolo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
anadieron a continuacion 100 pL de solucién de precipitacién de proteinas
centrifugando durante 5 minutos a 10000 x g; el sobrenadante se mezclé con

500 uL de isopropanol centrifugando a 10000 x g otros 5 minutos, afnadiendo
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posteriormente 500 pL de etanol al 70% y volviendo a centrifugar a 10000 x g
durante 5 minutos. Finalmente el tapdn se resuspendié en 50 pL de tampén 10

mM Tris pH 8.0.

4.2. ANALISIS DE LA MUTACION JAK2 V617F POR PCR Y ANALISIS DE

RESTRICCION (ASRA)

La identificaciéon de la mutacion JAK2 V617F se llevd a cabo mediante PCR

con los oligonucledtidos 5-GGGTTTCCTCAGAACGTTGA-3 vy 5-

TCATTGCTTTCCTTTTTCACAA-3’ usando ADN granulocitico.

Tras un primer ciclo de desnaturalizacion a 96°C durante 5 minutos se
realizaron 45 ciclos de PCR con una temperatura de anillamiento de 57°C, en
un termociclador (Robocycler Gradiente 96, Stratagene, La Jolla, CA, EEUU),
obteniéndose un fragmento amplificado de 460 pares de bases (pb) que fue
digerido con la enzima de restriccion BsaXl (New England Biolabs, Hitchin,
Reino Unido) durante 4 horas a 37°C. El patrén de restriccion fue analizado en
un gel de acrilamida al 5% con tincion con plata (Sigma-Aldrich, Madrid); el
alelo mutado no se digirid, mientras que el no mutado se digirié en fragmentos
de 241 pb, 189 pb y 30 pb [23].

4.3. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS RELACIONADOS CON

TROMBOSIS Y HEMORRAGIA

Se analizaron polimorfismos relacionados con riesgo de TVP (FV Leiden,
Protrombina G20210A, y ZPI R67Stop), trombosis arterial (HPA-1 localizado en
la GPllla, HPA-2 localizado en el receptor del factor von Willebrand GPlba,

GPla C807T, y PSGL-1 VNTR), o hemorragia (FVII -323 Del/lns y TUBB1

80



Pacientes y métodos. Objetivo |

Q43P localizado en el gen que codifica para una isoforma especifica presente
en megacariocitos y plaquetas). Para realizar las PCRs se emplearon los
oligonucleétidos y las temperaturas de anillamiento descritos en la Tabla 1.

El andlisis se llevé a cabo mediante separacion de los fragmentos de digestion

o de la PCR intacta en geles de poliacrilamida al 5% o0 10% y tincion por plata.

4.4. GENOTIPADO ABO

Ademas de los polimorfismos recogidos en el apartado anterior, también
estudiamos, como un posible factor que podria estar implicado en el aumento
de la incidencia de eventos trombéticos y/o hemorragicos en NMPc, el grupo
ABO.

Se us6 ADN total de los pacientes.

Se realizaron dos PRCs (PCR 1 y PCR 2) usando los pares de oligonucle6tidos
indicados en la Tabla 2 con las condiciones siguientes:

Tras someter la muestra a 95°C durante 2 minutos, se realizaron 12 ciclos
(94°C durante 20 segundos y 65°C durante 90 segundos) seguidos de otros 23
ciclos (94°C durante 30 segundos, 61°C durante 40 segundos y 72°C durante 9
segundos). Finalmente se realizé una extensién final a 72°C durante 3 minutos.
Se mezclaron 3 pL de la PCR 1 con 10 uL de la PCR 2. Esta mezcla se digiri6
empleando las enzimas de restriccién Mspl y Kpnl [194].

Los productos de digestion se visualizaron en un gel de acrilamida tras una
tincién con plata.

La Figura 1 muestra los diferentes patrones de restriccion para cada uno de

los genotipos ABO.
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Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para la caracterizacion de polimorfismos en trombofilia

Polimorfismo Secuencia (5'>3’) Te Técnica de restriccion o
Anillamiento  tamafo fragmentos de PCR

FV Leiden ACCCACAGAAAATGATGCCCAG PCR ASRA
TGCCCCATTATTTAGCCAGGAG 55¢C (Mnl 1)

PT G20210A TCTAGAAACAGTTGCCTGGC PCR ASRA
ATAGCATCTGGGAGCATTGAAGC 60°C (Hind 111)

ZP| R67X GCAGCTGAAGGGAGGCACTC PCR ASRA
AAGACCATGTTGCCATCGTG 66°C (Satl)

HPA-1 TCTCTCCCCATGGCAAAGAGT PCR ASRA
TTCTGATTGCTGGACTTCTCTT 50¢C (Mspl)

HPA-2 GTC TCC TTCAACCGGCTGACC PCR ASRA
GCTTTGGTGGGGAACTTGACC 59¢C (Acyl=

BsaHI=Hin I)

GPla C807T ATGGTGGGGACCTCACAAACAGATT PCR ASRA
GATTTAACTTTCCGAGCTGCCTTC 57°C (Hinf I)

PSGL-1 CCTGTCCACGGATTCAGC PCR por tamafio
GGGAATGCCCTTGTGAGTAA 72°C (A 558pb, B 528pb, C 498pb)

FVII -323 Del/lns AGAGCGGACGGTTTTGTT PCR por tamafio
AGGCTCTCTTCAAATAATTACATC 55°C (normal 202pb, mutado 212pb)

TUBB1 Q43P CAACGAAGCCTACGGTAGGAA PCR ASRA
TGTCCATCGTCCCAGGTTCT 60°C (Pvu 1)
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la
identificacion del grupo ABO

Nombre de Secuencia 5 -3’ PCR

oligonucleétido

mo-46: CGGAATTCACTCGCCACTGCCTGGGTCTC 1

mo-57: CGGGATCCATGTGGGTGGCACCCTGCCA 1

mo-71: GGGCCTAGGCTTCAGTTACTC 2

mo-101: CGGGATCCCCGTCCGCCTGCCTTGCAG 2
A, A, AB | AB B 0

87
96

119

137
150

164
204

223
252

309

AA, | AA | AO, | AO, | AA, | AO, | A0, |AB |AB [BB [BO, [BO, |00, |00, |00,

Figura 1. Lectura de geles acrilamida al 5% para la identificacion del
genotipo ABO. Adaptado a partir de Olsson y col. [194].

Fenotipo

Genotipo
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron mediante andlisis multivariado usando el software
SPSS (SPSS Inc., Chicago, EEUU) y/o andlisis univariado usando el software
GraphPad Prism v4.0 (GraphPad Software, San Diego, EEUU). En el analisis
de variables cualitativas se empledé la ¥?, mientras que en variables
cuantitativas la t-student. Los resultados, salvo excepciones, se expresan como
media * error estandar. Las diferencias fueron consideradas significativas con

valores de p<0,05.
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Il. Segundo objetivo: ANALISIS DEL PAPEL DE LA ACTIVACION Y
RECUENTO LEUCOCITARIO EN TROMBOCITEMIA ESENCIAL COMO

FACTOR DE RIESGO TROMBOTICO/HEMORRAGICO

1. PACIENTES Y CONTROLES

1.1. PACIENTES

Para los estudios funcionales, se incluyeron 72 pacientes diagnosticados de TE
siguiendo los criterios de PVSG y/o los de la OMS de 2001, con una mediazDE
de edad de 63,2+19,7 anos; 36 eran mujeres y 36 hombres, en cualquier
estadio de su evolucién. Se valord la presencia de determinadas variables
clinico-biolégicas  (trombosis, hemorragia, esplenomegalia, recuento

hemoperiférico) y los determinantes bioldgicos expuestos a continuacién.

Ningun paciente fue estudiado durante la fase aguda de la trombosis ni del
episodio hemorragico.
En 26 pacientes se analizd la muestra del aspirado medular obtenida al

diagnéstico como se detallara a continuacion.

1.2. CONTROLES SANOS

Se analizaron en paralelo muestras de controles sanos para cuantificar las
variaciones fenotipicas. Se incluyeron 31 voluntarios sanos, con una mediazDE
de edad de 57,7£18,5 afnos, entre los que se encontraban trabajadores del

Hospital J.M. Morales Meseguer, donantes de sangre y pacientes nuevos
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remitidos a consultas de Hematologia general en los que se descart6 patologia.

Todos fueron incluidos en el estudio tras obtener su Consentimiento Informado.

2. MUESTRAS DE SANGRE

2.1. MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA

Las extracciones de sangre se realizaron en el laboratorio del Hospital J. M.
Morales Meseguer de 8 a 9 horas de la mafnana, tras obtener el
Consentimiento Informado de cada uno de los pacientes con NMPc y de los
controles sanos. Se extrajo sangre venosa antecubital con un ligero torniquete;
tras desechar 4,5 mL de la muestra sanguinea, se llenaron 3 tubos de 4,5 mL
que contenian citrato (0,109 M, 3,2%, sistema vacutainer, Becton Dickinson),
realizandose los estudios de citometria de flujo en la hora siguiente a su

extraccion.

2.2. MUESTRAS DE SANGRE MEDULAR

Tras realizar un aspirado medular, se resuspendieron 4 mL de sangre medular
en 2 mL de medio 199 (Gibco, Life Technologies, Reino Unido) y 5000 Ul de

Heparina sédica (Rovi, Madrid).

3. ESTUDIOS DE ACTIVACION LEUCOCITARIA POR CITOMETRIA DE

FLUJO

86



Pacientes y métodos. Obijetivo Il

3.1. DETERMINACION DE COMPLEJOS LEUCOPLAQUETARES

Para la determinacién de los complejos neutréfilos-plaquetas y monocitos-
plaquetas, utilizamos 50 pyL de sangre total que se incub6 con 5 uL del
anticuerpo monoclonal anti GPIba plaquetaria CD42b-FITC (Becton Dickinson)
y 5 uL del anticuerpo panleucocitario CD45-PerCP (Becton Dickinson), de
acuerdo con los trabajos previos [195]. Como control negativo se realizd un
marcaje en paralelo con una IgG murina-FITC irrelevante y con CD45-PerCP.
Tras una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad,
los hematies fueron lisados durante 3 minutos con solucién lisante (Becton
Dickinson); las muestras fueron centrifugadas (340 x g durante 4 minutos), y
resuspendidas en 1 mL de salino.

El andlisis se llevé a cabo con un citbmetro de flujo FACScalibur (Becton
Dickinson), adquiriendo un total de 20000 eventos. Los histogramas generados
por la fluorescencia PerCP sirvieron para identificar los leucocitos por su
positividad para CD45. La discriminacion de los neutréfilos y los monocitos se
realiz6 en base a la dispersion caracteristica frontal y lateral de luz, y al grado
de positividad para CD45. Los agregados neutrofilos-plaquetas y monocitos-
plaquetas fueron considerados como las particulas con perfiles de dispersién
frontal y lateral tipicas y con expresion de CD42b por encima del control

inespecifico.

3.2. DETERMINACION DE MARCADORES DE ACTIVACION LEUCOCITARIA
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Para el estudio de marcadores de activacion leucocitaria, se emplearon 50 pL
de sangre total incubandose con 5 uL del anticuerpo anti-Mac-1 (CD11b-FITC)
(Becton Dickinson), con el anticuerpo dirigido contra el receptor del
lipopolisacarido (CD14-FITC) (Becton Dickinson), o con el anticuerpo contra el
factor tisular (CD142-PE) (Becton Dickinson), y en todos los casos con el
anticuerpo panleucocitario CD45-PerCP.

Se emplearon anticuerpos IgG de ratén inespecificos marcados con FITC o PE
junto con CD45-PerCP para fijar los controles negativos.

Después de una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente, se lisaron
las células con solucién lisante (Becton Dickinson) y fueron procesadas como
se ha especificado previamente.

Al igual que lo descrito en el apartado anterior, las regiones de neutréfilos y
monocitos se seleccionaron para analisis en base a la dispersion frontal y

lateral de luz y fluorescencia de CD45.

4. CUANTIFICACION DE CELULAS CD34

Las células CD34 en médula 6sea se cuantificaron segun hemos descrito
previamente [196].

Para el andlisis de las muestras medulares se emplearon 1,5 x10° células
nucleadas incubandose con 20 uL de CD14-FITC, CD34-PE y CD45-PerCP
(Becton Dickinson), o con controles irrelevantes, durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se procedié entonces a lisar los hematies con solucion
lisante (Becton Dickinson), las muestras se centrifugaron a 340 x g durante 4
minutos, y se resuspendieron en 1 mL de suero salino. La adquisicion se

realiz6 con el programa CellQuest en un citémetro de flujo FACScalibur, y el
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analisis con el programa Paint-A-Gate, excluyendo las células CD34+/CD14+,
CD34+/CD45++, y aquellas con caracteristicas de dispersion frontal y lateral no
caracteristicas.

El porcentaje de eventos inespecificos fueron sustraidos en el calculo del

porcentaje de positividad de las células.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron mediante andlisis multivariado usando el software
SPSS y/o analisis univariado usando el software GraphPad Prism v4.0. En el
andlisis de variables cualitativas se empled la x?, mientras que en variables
cuantitativas la t-student. Los resultados, salvo excepciones, se expresan como
media * error estandar. Las diferencias fueron consideradas significativas con

valores de p<0,05.
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lll. Tercer objetivo: VALORACION DE LA FUNCIONALIDAD PLAQUETARIA

Y REACTIVIDAD A EPINEFRINA EN TROMBOCITEMIA ESENCIAL

1. PACIENTES Y CONTROLES

En los estudios funcionales (PFA-100 y citometria de flujo) se incluyeron

muestras de los mismos pacientes y controles a los descritos en el Objetivo Il.

Para los estudios de agregacion y de fosforilacion de VASP (Vasodilator
Stimulated Phosphoprotein), incluimos 24 pacientes con TE (11 varones, 13
mujeres con una media de edad+DE de 57,2 + 19,7 afnos). Dieciocho (75%)
tenian prescrito AAS, con o sin hidroxiurea. Estudiamos 10 voluntarios sanos
como grupo control (5 varones y 5 mujeres con una mediazDE de edad de

45,3+11,2 anos).

2. MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA

Las extracciones de sangre se realizaron de forma similar a la descrita en el
apartado para el estudio de activacidén leucocitaria anterior (segundo obijetivo),
con 3 tubos de 4,5 mL que contenian citrato [0,109M, 3,2%, sistema vacutainer
(Becton Dickinson)]; con estas muestras se realizaban los estudios en la hora

siguiente a su extraccion.

3. ESTUDIOS DE ACTIVACION PLAQUETARIA POR CITOMETRIA DE

FLUJO
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La sangre citratada se diluyé 1:10 con salino, realizandose el ensayo en sangre
total no centrifugada para minimizar la activacion [196].

A 5 uL de sangre total y 45 pL de salino se le afnadieron 5 L del anticuerpo
anti-GPIba plaquetaria CD42-FITC y 5 uL de anti-selectina-P CD62-PE (Becton
Dickinson). Como control, a los 50 uL de sangre diluida 1:10 se afadieron 5 pL
de CD42b-FITC y 5 uL de un anticuerpo IgG policlonal inespecifico-PE.

Las muestras se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente, se
resuspendieron en 1 mL de salino y se analizaron en un citbmetro FACScalibur
(Becton Dickinson).

La poblacién plaguetaria se seleccioné en base a la positividad para el
anticuerpo anti GPlba (CD42b), y una dispersién frontal y lateral caracteristica,
considerando eventos CD62 positivos aquellos con fluorescencia superior al

1% de eventos del control inespecifico.

4. ESTUDIOS DE PFA-100

El PFA-100® es un método ex vivo alternativo al tiempo de sangria, para el
estudio global de la hemostasia primaria. Este se basa en un sistema de flujo
sanguineo sometido a un elevado coficiente de cizalladura (5000-6000 %), que
simula el flujo arteriolar, mediante el paso de sangre total citratada a través de
un orificio (147 um de didmetro) de una membrana cubierta con agonistas
plaquetares: colageno+ADP (ADP; 50 pg) (Col/ADP) o colageno+epinefrina
(EPI; 10 pg) (Col/EPI). El valor a medir es el tiempo que tarda en obturarse la

membrana, o tiempo de obturacion (TO).

91



Pacientes y métodos. Obijetivo Il

En nuestro centro, los valores de referencia son 57-100 segundos (para
Col/ADP) y 76-131 segundos (para los cartuchos Col/EPI). El alargamiento del
TO con Col/EPI detecta disfuncion plaquetar inducida por defectos plaquetarios
intrinsecos, EVW o0 agentes antiagregantes plaquetares. La membrana Col/ADP
no es sensible a la disfuncién plaquetar inducida por aspirina o analogos, lo
que permite descartar los alargamientos de Col/EPI debidos a la aspirina. Otros
farmacos que interfieren en la funcién plaquetar por mecanismos diferentes a la
aspirina pueden producir TO largos con ambas membranas. Su resultado
puede también alterarse por la disminucién de la cifra de plaquetas o del

hematocrito [197].

5. ESTUDIOS DE AGREGACION PLAQUETARIA

5.1. PREPARACION DE LAS PLAQUETAS

Sangre extraida en citrato se centrifugd a 150 x g durante 12 minutos a
temperatura ambiente para recuperar el plasma rico en plaguetas (PRP). El
plasma pobre pobre en plaquetas (PPP) preparado mediante centrifugacién
adicional a 1000 x g durante 10 minutos se utilizé para ajustar la concentracién

del PRP.

5.2. ESTUDIOS DE AGREGACION PLAQUETARIA

El PRP a 300 x10%L plaquetas se estimulé a 37°C con los siguientes agonistas:
acido araquidénico (AA, 1,6 mM), ADP (10 uM), epinefrina (EPI, 5 uM), TRAP

(25 uM). La respuesta de agregacion fue registrada durante 300s mediante un
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agregdémetro (Aggrecorder I, Menarini Diagnostics, Florencia, Italia) que mide
de forma continua el porcentaje de luz transmitida, tras fijar los valores de

referencia del PRP (0%) y del PPP (100%).

6. TEST PARA LA DETECCION DE VASP- pSer®®

El test del VASP esta disenado especificamente para la monitorizaciéon de los
antagonistas especificos del receptor plaquetario del ADP, el P,Yq, [198]. Tal
como muestra la Figura 1, el VASP es una proteina plaquetaria intracelular que
no esta fosforilada en condiciones basales. Su fosforilacién esta regulada por la
via del AMPc que se activa por la accion de Prostaglandina E1 (PGE;) y se
inhibe por el ADP a través de los receptores P,Y1.. En las condiciones de la
prueba, la fosforilacién del VASP se asocia a la inhibicién del receptor P,Y1y,
mientras que la forma de VASP no fosforilado se asocia al estado activo del
receptor P2Y 2.

Este ensayo se ha empleado fundamentalmente para el analisis de resistencia
a las tienopiridinas tales como el clopidogrel. El test del VASP evidencia el
efecto de las tienopiridinas por la persistencia de la forma fosforilada del VASP

inducido por PGE+ a pesar de la activaciéon simultanea de ADP.
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Figura 1. Via de regulacion de la fosforilacion de VASP

6.1. CITOMETRIA DE FLUJO

En nuestro estudio empleamos el test del VASP para valorar la funcionalidad
del receptor de la epinefrina ADRA2A, en base a la potencial implicacion de
este receptor en la via de sefalizacion de VASP (Figura 1) y también en un
estudio previo que muestra que la epinefrina regula la sefal del VASP [199].

El test del VASP se realiz6 usando el kit PLT VASP/P.,Yi, de Biocytex
(Marsella, Francia) siguiendo las instrucciones contenidas en el ensayo.
Béasicamente, el experimento consistié en realizar los pasos siguientes:

Se prepararon 3 tubos en los cuales se afnadieron a 10 yL de sangre los
reactivos siguientes:

T1:1gG Anti-VASP-P + PGE;
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T2: IgG Anti-VASP-P + PGE+ + ADP o Epinefrina

T3: IgG isotipo (control negativo) + PGE + ADP o Epinefrina

La adquisiciébn de los datos se realizd empleando un citometro de flujo
FACScalibur (Becton Dickinson). El analisis de los datos se realizé calculando
el valor de las intensidades de fluorescencia medias corregidas (IFMc) de los
tubos T1y T2.

La IFMc se obtiene restando el valor de IFM obtenido en el control negativo
(tubo T3) a los valores de IFM obtenidos con IgG anti-VASP-P (los tubos T1 o

T2).
IFMc (PGE;) = IFMc (T1) = IFM (T1) — IFM (T3)

IFMc (PGE; + ADP o Epinefrina) = IFMc (T2) = IFM (T2) — IFM (T3)

El indice de reactividad plaquetaria (IRP) se calculé a partir de las IFMc de la
muestra estudiada en presencia de PGE; sola o de PGE; + ADP, segun la

férmula siguiente:

IRP = [(IFMc PGE — IFMc (PGE+ + ADP o epinefrina) ) / IFMc PGE+] x 100

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron mediante analisis multivariado usando el software
SPSS y/o analisis univariado usando el software GraphPad Prism v4.0. En el
andlisis de variables cualitativas se empled la x?, mientras que en variables

cuantitativas la t-student. Los resultados, salvo excepciones, se expresan como
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media * error estandar. Las diferencias fueron consideradas significativas con

valores de p<0,05.
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I. Primer objetivo: ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS MODIFICACIONES
MOLECULARES DE PROTEINAS HEMOSTATICAS Y FACTORES
AMBIENTALES EN EL DESARROLLO DE TROMBOSIS/ HEMORRAGIA EN
NMPc Ph(-)

1. POLIMORFISMOS HEMOSTATICOS, CARACTERISTICAS CLINICAS Y
MUTACION JAK2 V617F, COMO FACTORES DE RIESGO PARA EL
DESARROLLO DE TROMBOSIS ARTERIALES EN TROMBOCITEMIA
ESENCIAL

Estudiamos la prevalencia de la mutacion JAK2 V617F y de nueve alteraciones
genéticas adicionales (FV Leiden, PT G20210A, y ZPI R67Stop, HPA-1, HPA-2,
GPla C807T, PSGL-1 VNTR, FVII -323 Del/lns y TUBB1 Q43P) en 212

pacientes con el diagnéstico de NMPc.

1. 1. CLINICA: COMPLICACIONES TROMBOTICAS Y HEMORRAGICAS EN

PACIENTES CON NMPc Ph(-)

Dentro de las complicaciones trombdéticas se incluyeron trombosis venosas
(n=13), trombosis arteriales mayores (n=42) asi como alteraciones de la
microcirculaciéon (n=17).

Varios pacientes presentaron 2 episodios de eventos vasculares: 5 pacientes
desarrollaron tanto trombosis venosas como trombosis arteriales mayores,
mientras que dos pacientes con eritromelalgia desarrollaron un episodio de
trombosis arterial mayor.

Quince pacientes presentaron episodios hemorragicos.

Se consideraron pacientes asintomaticos aquellos que no presentaron ni

eventos trombéticos ni hemorragicos durante su seguimiento (Tabla 1).

98



Resultados. Obijetivo |

Tabla 1. Eventos tromboéticos y hemorragicos en pacientes
diagnosticados de NMPc Ph(-)

PV(n=74)  TE(n=128)  MFP (n=10)

% (n) % (n) % (n)
Pacientes asintomaticos 67,1 (47) 63,7 (79) 60 (6)
Trombosis venosa 9,5 (7) 4,7 (6) (0)
Trombosis arterial mayor 21,4 (15) 20,2 (25) 20 (2)
Trombosis pequefio vaso 5,7 (4) 10,5 (13) (0)
Hemorragia 5,8 (4) 7,3 (9) 20 (2)

PV: Policitemia Vera; TE: Trombocitemia Esencial; MFP: Mielofibrosis Primaria

1. 2. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS EN PACIENTES CON TROMBOSIS

ARTERIAL

Debido al escaso numero de casos (n=13), los pacientes con trombosis
venosas no fueron incluidos en el analisis. Centrando el estudio en aquellos
pacientes que habian desarrollado un evento trombotico arterial, observamos
que respecto a los polimorfismos asociados a desarrollo de trombosis venosas,
ningun paciente presentd la mutacién del Factor V Leiden, un Unico paciente
tenia la mutacion de la protrombina (PT) G20210A, mientras que existia una
tendencia, no significativa, a la presencia de la variante ZPl R67 stop en este
tipo de pacientes (Tabla 2).

Respecto a los alelos asociados a trombosis arteriales (HPA-1b, HPA-2b,

GPIaT807 y PSGL-1 VNTR), la prevalencia de estos cambios genéticos fue
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muy similar entre pacientes con y sin trombosis, al igual que la de aquellos
asociados a riesgo hemorragico (FVII-323Ins y TUBB1 P43).
Por ello, los polimorfismos hemostaticos estudiados no parecen jugar un papel

importante en el desarrollo de trombosis arteriales en este grupo de pacientes.

Tabla 2. Factores de riesgo genético para trombosis en NMPc Ph(-)

Alelo polimérfico Pacientes asintomaticos Trombosis arterial p

(n=132) (n=42)

% (n) % (n)

FV Leiden 0,8 (1) 0 (0) -
PT A20210 1,5 (2) 2,6 (1) 0,654
ZPI stop 67 1,6 (2) 4 (2) 0,190
HPA-1b 41,7 (55) 38,1 (16) 0,682
HPA-2b 24,2 (32) 26,2 (11) 0,799
GPla T807 63,6 (84) 52,4 (22) 0,193
PSGL-1 31,1 (41) 28,6 (12) 0,760
(VNTR)
FVII-323Ins 25,8 (33) 22,5 (9) 0,676
TUBB1 P43 9,8 (13) 9,5 (4) 0,951

X° para estudio estadistico entre los distintos grupos

1. 3. ESTUDIO DE FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN

PACIENTES CON TE Y TROMBOSIS ARTERIAL

De los 128 pacientes incluidos en el estudio con diagndstico de TE, analizamos
la presencia de factores adquiridos de desarrollo de eventos cardiovasculares
que habian desarrollado trombosis arterial (n=25) y en los que habian

permanecido asintomaticos (n=79).
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Observamos que en el analisis univariado el sexo, la edad, la HTA y la
hipercolesterolemia fueron factores predisponentes para el desarrollo de

trombosis (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y prevalencia de factores de riesgo
cardiovasculares adquiridos en pacientes con TE

Pacientes Trombosis arterial
asintomaticos (n=25) p*
(n=79)
Hombres % (n) 36,7 (29) 54,5 (9) 0,016
Edad
Rango (afnos) 21-85 32-84 -
Media + DE 58,2+ 16,5 66,0 £ 13,7 0,001
Fumadores % (n) 20,3 (16) 20,0 (5) 0,978
Hipertension % (n) 30,4 (24) 68,0 (17) 0,001
Hipercolesterolemia% (n) 20,3 (16) 48,0 (12) 0,006
Diabetes % (n) 12,7 (10) 16,0 (4) 0,670

Fumadores: individuos que fuman >10 cigarrillos al dia. Hipertension: tension arterial
sistélica >140 mm Hg o 90 mm Hg de diastélica en repetidas tomas durante 3 meses o
si el paciente esta con tratamiento hipertensivo de forma crénica. Diabetes: glucemias
>126 mg/dL en dos dias diferentes

*t-student o x® para estudio estadistico entre los distintos grupos. Los valores de p
<0,05 se consideraron significativos.

En este grupo de pacientes, el analisis logistico de regresién mostr6é a la HTA
como el Unico factor de riesgo cardiovascular adquirido que aumento el riesgo

(OR 3,70) de forma independiente de desarrollar trombosis arteriales (Tabla 4).

1. 4. ESTUDIO DE LA MUTACION JAK2 V617F EN PACIENTES CON TE Y

TROMBOSIS ARTERIAL
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Aunque han sido numerosos los grupos de trabajo que han estudiado si la

mutacion JAK2 V617F se asocia 0 no a un mayor riesgo de trombosis en

NMPc, dicha asociacion actualmente continGia siendo controvertida.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas y prevalencia de factores de riesgo en

pacientes con TE

Pacientes Trombosis p* Adj. p OR**
asintomaticos arterial 95%IC
(n=79) (n=25)
% (n) % (n)
Hombres % (n) 36,7 (29) 54,5 (9) 0,016 0,103 -
Edad
Rango (afios) 21-85 32-84 N/A - -
Media + DE 58,2+16,5 66,0+13,7 0,001 0,093 -
Fumadores % (n) 20,3 (16) 20,0 (5) 0,978 - -
Hipertension % (n) 30,4 (24) 68,0 (17) 0,001 0,017 3,70
1,26-10,85
Hipercolesterolemia%s(n) 20,3 (16) 48,0 (12) 0,006 0,064 -
Diabetes % (n) 12,7 (10) 16,0 (4) 0,670 - -
Alelo JAK2 617 F % (n) 45,6 (36) 72,0 (18) 0,02 0,04 3,17
1,05-9,57

Valores son media £ EEM o porcentaje de individuos.
Fumadores: individuos que fuman >10 cigarrillos al dia. Hipertensién: tension arterial
sistélica >140 mm Hg o 90 mm Hg de diastdlica en repetidas tomas durante 3 meses o si
el paciente esta con tratamiento hipertensivo de forma crénica. Diabetes: glucemias >126

mg/dL en dos dias diferentes.

t-test o x* usado para evaluar diferencias estadisticas entre grupos.

OR Odds ratio, IC Intervalo de confianza.

** Odds ratio calculados por regresion logistica multivariada ajustando los factores de
riesgo con p<0,15 (OR ajustada); IC 95%: Intervalo de confianza.

*p <0,05 se considero significativa

Estudiamos por este motivo, el papel que pudiera estar jugando la presencia

del alelo JAK2 F617 en el desarrollo de eventos tromboéticos arteriales en

pacientes diagnosticados de TE; excluimos de este analisis a los pacientes con
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PV, por la alta prevalencia de la mutacion JAK2 V617F (aproximadamente
90%) (Figura 1). La prevalencia de la mutacion JAK2 V617F en los pacientes

con TE fue de un 51,7% (Figura 1).

B JAK2 F617

100 - B JAK2 V617
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SL.7 483
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Figura 1. Prevalencia de la mutacion JAK2 V617F en pacientes diagnosticados
de NMPc Ph(-). PV: Policitemia Vera (n=74); TE: Trombocitemia Esencial (n= 128);
MFP: Mielofibrosis Primaria (n=10).

La mutacién JAK2 V617F se identificd en un 72% de los pacientes con TE que
habian presentado algun evento trombotico y en un 46% de los pacientes
asintomaticos. Esta mutacién aumentaba el riesgo de trombosis (p= 0,02; Tabla
4). El analisis multivariado tras ajustar para los factores de riesgo con p <0,15,
mostr6 que la mutacion JAK2 V617F aumentaba mas de tres veces el riesgo de
sufrir un episodio trombotico arterial (OR=3,17, p= 0,04).

No se pudo evaluar el papel de la mutaciéon JAK2 V617F en trombosis venosas
debido al numero reducido de pacientes, pero los seis pacientes con esta

complicacion eran portadores del alelo JAK2 F617.

103



Resultados. Obijetivo |

2. ANALISIS DEL GRUPO ABO COMO FACTOR DE RIESGO TROMBOTICO
Y/O HEMORRAGICO EN NMPc Ph(-)

Se estudio en 219 pacientes diagnosticados de NMPc Ph(-), la posible relacién
entre el grupo ABO y variables tanto clinicas (complicaciones trombéticas y
hemorragicas y factores de riesgo cardiovasculares) como bioldgicas
[recuentos leucocitarios y plaquetarios y su perfil de activacion leucocitaria (%
agregados leucoplaquetares, expresiéon de CD11b) o plaquetaria (expresion de
CD62, PFA-100 Col-ADP y Col-EPI), cifra de hematocrito, TP, TTPa,
fibrinbgeno, dimero D].

El 52% (n=114) de pacientes eran del grupo no OO [incluyendo los genotipos:
A1A1, A1Az, A1Oz, 0 A0 (39,5%); BO1 y BO, (10%); BB (0,5%) y AB, A:B
(2%)] y el 48% (n=105) del grupo O [incluyendo los genotipos: 0104 00, (28
%), ¥ A201, A202 y AoAz (20%)]. Incluimos en el grupo O los pacientes con
genotipo A>O basandonos en datos de estudios previos [110,112] en los que el
alelo A, se ha asociado con niveles de FYW y FVIIl similares a los que
presentan los individuos con fenotipo O. No se evidencié diferencias en las

variables bioldgicas, en funcién del grupo sanguineo (Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas bioldgicas en pacientes con NMPc en funcion del

genotipo ABO
00 +A> No-OO p
(n=105) (n=114)
TTPa (ratio) 1,17 1,05 0,90
AP (%) 86,3 86,1 0,97
IFM CD11b-PMN 445 357 0,26
IFM CD11b-mono 608 498 0,14
% PMN-Plaqg 415 41,4 0,96
% Mono-Plaq 67,7 65,5 0,57
% CD62 6,35 5,1 0,21
PFA Col-EPI 220,3 228,3 0,69
PFA Col-ADP 114,3 122,2 0,59

AP: Actividad de protrombina; IFM: Intensidad de fluorescencia media; PMN:
Polimorfonuclear; Plag: Plagueta

En la Tabla 6 se muestran las caracteristicas clinicas de los pacientes segun el
grupo sanguineo ABO. Como se puede observar la distribucion de las
caracteristicas clinicas y biol6gicas eran similares en ambos grupos (O vs no-
0O); no existian diferencias significativas en cuanto a sexo, edad, la distribucion
del subtipo de enfermedades, factores de riesgo, a la cifra de leucocitos ni de
plaquetas entre los individuos del grupo O y los del grupo no-O.

Respecto a la incidencia de episodios trombéticos, fue similar entre en los
individuos con grupo sanguineo O (27,1%) y los pacientes con grupo no-O
(21,9%) (p= 0,33) (Tabla 6). El hecho de que nuestro estudio so6lo se
recogieron 13 casos de trombosis venosas, pudo reducir la probabilidad de
detectar dicha asociacién, mas evidente en este contexto que en el de la

trombosis arterial.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas y prevalencia de los genotipos ABO en

pacientes con NMPc

00 +A; No-OO p
(n=105) (n=114)

Hombres n (%) 49 (46) 46 (40,3) 0,42
Edad

Rango (anos) 25-84 21-85 ND

Media + DE 61,9+ 15,2 60,7 +17,3 0,55
Diagnéstico n (%)

TE 68 (64,8) 68 (59,7) 0,44

PV 35 (33,3) 38 (33,3) 1

MFP 2 (1,9 8 (7,0) 0,07
Diabetes (%) 14 (14,6) 15 (13,8) 0,95
Hipertension (%) 40 (41,6) 38 (35,2) 0,41
Tabaquismo (%) 13 (13,5) 20 (18,5) 0,43
Hipercolesterolemia(%) 22 (77,1) 22 (79,6) 0,78
Trombosis n (%) 29 (27,1) 25 (21,9) 0,33

Arterial 25 (23,8) 21 (18,4) 0,31

Venosa 7 (6,7) 6 (5,3) 0,64
Contajes celulares

Leucocitos (x10%/L) 9,5+49 10,0+ 5,0 0,39

Plaquetas (x10%/L) 677 + 332 675 + 319 0,96

Fumadores: individuos que fuman >10 cigarrillos al dia. Hipertension: tension arterial
sistélica >140 mm Hg o 90 mm Hg de diastdlica en repetidas tomas durante 3 meses o
si el paciente esta con tratamiento hipertensivo de forma crénica. Diabetes: glucemias
>126 mg/dL en dos dias diferentes.

t-test 6 x* se usaron para evaluar las diferencias estadisticas entre los grupos.

El grupo O incluye los genotipos 004, 010, y O,0,. El grupo No OO incluye los
genotipos A1A1, A1A2, A2A2, A101, A10g, AQOQ, A1B, AgB, BO1, BOQ, y BB. El grupo A2
incluye los genotipos A,O4, AcOq, y AA;.
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Il. Segundo objetivo: ANALISIS DEL PAPEL DE LA ACTIVACION Y
RECUENTO LEUCOCITARIO EN TROMBOCITEMIA ESENCIAL COMO
FACTOR DE RIESGO TROMBOTICO/HEMORRAGICO

1. RELACION DE JAK2 V617F CON CONCENTRACION DE CELULAS
CD34+ EN MEDULA OSEA Y CON RECUENTO Y ACTIVACION
LEUCOCITARIA

1.1. CLINICA, RECUENTOS EN SANGRE PERIFERICA Y ESTADO

MUTACIONAL DE JAK2 V617F

De los 72 pacientes con TE incluidos en este estudio, 32 desarrollaron un
evento trombético, mientras que 12 pacientes presentaron un proceso
hemorragico (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Eventos trombéticos en los pacientes diagnosticados de TE

Numero de pacientes™

—
—

Eritromelalgia

ACV

IAM

AIT

Isquemia arterial periférica

Infarto esplénico

TVP

TEP

Trombosis de arteria central de la retina

Trombosis de seno cavernoso

ACV: Accidente cerebro-vascular. IAM: Infarto agudo de miocardio. AIT: Accidente
isquémico transitorio. TVP: Trombosis venosa profunda. TEP: Tromboembolismo
pulmonar.

* Algunos pacientes presentaron més de un tipo de evento trombdtico: Eritromelalgia y
trombosis de seno cavernoso (n=1), ACV y AIT (n=1), ACV, TVP y TEP (n=1), ACV e
IAM (n=1), ACV y trombosis de la arteria central de la retina (n=1), Isquemia arterial
periférica, TVP y TEP (n=1).
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Tabla 2. Eventos hemorragicos en los pacientes diagnosticados de TE

Numero de pacientes

Gingivorragia 4
Epistaxis 2
HDA 3
HDB 2
Metrorragia 1

HDA: Hemorragia digestiva alta. HDB: Hemorragia digestiva baja.

Durante el estudio, 39 de los 72 pacientes estaban en tratamiento citorreductor

con hidroxiurea y 46 con tratamiento antiagregante con AAS.

De los 72 pacientes estudiados, 37 presentaron la mutacién JAK2 V617F
(54,4%), no encontrandose diferencias en las edades y/o sexo de los
pacientes, ni en el porcentaje de sujetos bajo tratamiento antiagregante o

citorreductor en funcién del estado mutacional de JAK2 (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y biolégicas de los pacientes segun la
mutacion JAK2 V617F

JAK2 V617 JAK2 F617 p
(n=35) (n=37)
Mediana de edad (rango) 69 (35-84) 65 (21-83) NS
Sexo (varén/mujer) 16/19 20/17 NS
Aspirina (%) 59% 65% 0,8116
Hidroxiurea (%) 66% 45% 0,1333

NS: No significativo. -student.
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En los pacientes que no se encontraban en tratamiento citorreductor con
hidroxiurea (n=33), la mutacién JAK2 V617F se asocié a recuentos
leucocitarios superiores a 10 x 10%L (68,2% vs. 16,6%; p= 0,026), pero no a
concentraciones de hemoglobina o recuento plaquetario diferentes (p= 0,213 y

p= 0,314, respectivamente) (Tabla 4).

Tabla 4. Cifras en sangre periférica de los pacientes sin tratamiento
citorreductor segun la mutacion JAK2 V617F

JAK2 V617 JAK2 F617 p
Leucocitos (>10 x 10%/L) 16,6% 68,2% 0,026
Hemoglobina (>14 g/L) 27,3% 50% 0,213
Plaquetas (>800 x 10%L) 72,7% 54,5% 0,314

t-student.

1. 2. EXPRESION DE COMPLEJOS LEUCOPLAQUETARES

Los pacientes con TE presentan una disfuncionalidad plaquetaria,
posiblemente secundaria a una hiperreactividad inicial de estas células.
Teniendo en cuenta que los complejos leucoplaquetares son una variable
sensible a la activacién plaquetaria, analizamos si existian variaciones en este
parametro en pacientes que habian desarrollado, o no, eventos tromboticos y
respecto a los controles.

Los pacientes expresaron niveles significativamente superiores de complejos
neutrofilos-plaquetas y monocitos-plaquetas respecto a los controles (45,3% +

2,4% vs 20,8% + 0,9%; p= 0,0001, y 74,9% =+ 3,0% vs. 44,7% + 1,6%; p=
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0,0001); sin embargo no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la formacién de complejos leucoplaquetares, entre aquellos
pacientes que desarrollaron un evento trombotico respecto a aquellos que no lo
hicieron (Figuras 1y 2).

La expresion de los complejos leucoplaquetares pudiera estar influenciada
tanto por la ingesta de AAS como por el tratamiento citorreductor con
hidroxiurea; analizamos por este motivo el porcentaje de pacientes con/ sin
trombosis en relacién, en primer lugar con el tratamiento antiagregante.
Paradédjicamente, el 75% de pacientes sin trombosis estaban en tratamiento
con AAS, frente al 44% que habian desarrollado algun evento trombético (p=
0,0151). Respecto al tratamiento citorreductor, el andlisis también reflejoé que el
42% de los pacientes que habian desarrollado trombosis estaban en
tratamiento con hidroxiurea, frente al 67% de aquellos que sin haber
presentado ningun episodio trombético se encontraban bajo dicho tratamiento
(p= 0,0385). Por ello, la ausencia de formacion de mayores complejos
leucoplaquetares en los pacientes que han presentado eventos tromboéticos no
es justificable por una tasa superior de tratamiento antiagregante ni

citorreductor.

1.3. EXPRESION DE CD11b POR LEUCOCITOS

Al igual que en el apartado anterior, quisimos también evaluar la expresion de
CD11b en pacientes con/sin trombosis y en controles, al ser éste un parametro
de activacién leucocitaria no tan influenciable como la formacién de complejos

leucoplaquetares por farmacos antiagregantes.
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Respecto a los controles, los pacientes expresaron niveles significativamente
superiores de CD11b tanto en neutréfilos como en monocitos (IFM 305,3 £ 33,1

vs. 262,6 + 30,6; p= 0,025,y 426,8 + 30,2 vs. 389,7 + 27,6; p= 0,004).

p= 0,0001
p= 0,0001 |
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Figura 1. Expresion de complejos PMN-plaquetas (% de positividad).
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Figura 2. Expresion de complejos monocitos-plaquetas (% de positividad).
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Hallamos diferencias en la expresion de CD11b entre los pacientes que habian
presentado trombosis y los controles, aunque no con los pacientes
asintomaticos (Figura 3). El estudio de la expresion de CD11b en monocitos,
mostré diferencias significativas entre pacientes con eventos tromboéticos
respecto a los que permanecian asintomaticos y respecto a los controles

(Figura 4).
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Figura 3. Expresion de CD11b por neutréfilos (IFM).
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Figura 4. Expresion de CD11b por monocitos (IFM).
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1.4. EXPRESION DE FACTOR TISULAR EN LEUCOCITOS

El FT es una glicoproteina de membrana sintetizada, entre otras células, por
monocitos, considerada el mayor iniciador de la coagulacion y de la formacién
del trombo. Se ha descrito su implicacién en trombosis en diferentes
condiciones [200], aunque sigue siendo escasa la informacién sobre su
participacion en el desarrollo de eventos trombéticos en NMPc. Evaluamos el
papel que podria estar jugando el FT en el desarrollo de fendédmenos
trombéticos en nuestro grupo de pacientes diagnosticados de TE.

Como muestran las Figuras 5 y 6, los pacientes con TE tanto con trombosis
como sin trombosis expresaron niveles significativamente superiores de FT
tanto en neutréfilos como en monocitos respecto a los controles. Sin embargo
las diferencias no fueron estadisticamente significativas en los pacientes con

TE en funcién de la presencia o no de episodios trombéticos.
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TE con Trombosis TE sin Trombosis Controles

Figura 5. Expresion de FT por PMN (% de positividad).
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Figura 6. Expresion de FT por monocitos (% de positividad).

1.5. CORRELACION ENTRE PARAMETROS DE ACTIVACION DE

LEUCOCITOS Y PLAQUETAS Y EL ESTADO MUTACIONAL DE JAK2 V617F

Teniendo en cuenta que el papel de la mutacién JAK2 V617F en activacién
celular y desarrollo de eventos tromboticos continta siendo controvertido, y no
plenamente establecido, quisimos analizar la asociacién del cambio génico con
parametros de activacion plaquetaria (CD62, complejos leucoplaquetares) y
leucocitaria (complejos leucoplaquetares, expresion de CD11b y de FT por
neutréfilos y monocitos, y de CD14 por neutrofilos).

Mientras que la mutacién JAK2 V617F se asocié a un mayor porcentaje de
complejos neutréfilos-plaquetas (46,3% + 2,1 vs. 39,0% * 2,8; p= 0,043), y de
neutréfilos que expresan CD14 (11,7% + 1,6 vs. 6,1% + 1,1; p= 0,010), sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el

resto de variables analizadas (Tabla 5).
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Tabla 5. Correlacidon entre activacion de leucocitos/ plaquetas y estado
mutacional de JAK2 V617F

V617 (n=35) F 617 (n=37) p

CD 62 (%) 6,9+0,9 7,111 0,948
Complejos Neutréfilo-Plaquetas (%) 39,0+£2,8 46,3 £ 2,1 0,043
Complejos Monocito-Plaquetas (%) 68,4 £ 3,4 72,3+£3,2 0,409
CD11-Neutrofilos (IFM) 360,9 £52,5 361,9 £47,3 0,988
CD11-Monocitos (IFM) 490,0 + 43,3 491,7 + 45,1 0,978
FT-Neutréfilos (%) 42+0,6 53+0,8 0,360
FT-Monocitos (%) 54 +1,1 58+%1,1 0,978
CD14-Neutrofilos (%) 6,1 £1,1 11,7+£1,6 0,010

t-student. Resultados son media + EEM. FT: Factor tisular. IFM: Intensidad de
fluorescencia media.

1.6. CORRELACION DE NUMERO DE CD34 EN MEDULA OSEA Y ESTADO

MUTACIONAL DE JAK2 V617F

De las 26 muestras medulares analizadas al diagnéstico de la enfermedad, 16
mostraban la mutacion JAK2 V617F. De forma llamativa, se observé una
relacion significativa entre las concentraciones de células CD34+ en médula

6sea (MO) al diagnéstico y la presencia de la mutacion JAK2 V617F (Figura 7).
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p= 0,024

CD 34/uL en médula 6sea al diagnostico

617 V 617 F

Figura 7. Correlacion de concentracion de células CD34 en médula o0sea y JAK2
V617F

116



Resultados. Obijetivo |l

lll. Tercer objetivo: VALORACION DE LA FUNCIONALIDAD PLAQUETARIA

Y REACTIVIDADA A EPINEFRINA EN TROMBOCITEMIA ESENCIAL

1. ACTIVACION PLAQUETARIA Y FUNCION HEMOSTATICA PRIMARIA EN
PFA-100 EN PACIENTES CON TROMBOCITEMIA ESENCIAL: EFECTO DE

LA MUTACION JAK2 V617F

1.1. CLINICA, RECUENTOS PLAQUETARIOS EN SANGRE PERIFERICA Y

ESTADO MUTACIONAL DE JAK2 V617F

Las caracteristicas clinicas y bioldgicas de los pacientes incluidos en funcién

del estado mutacional de JAK2 V617F se muestran en la Tabla 1.

1. 2. ACTIVACION PLAQUETARIA (% CD62-P)

Como medida de activacion plaquetaria, analizamos la expresién de la
glicoproteina granular selectina-P en la superficie de la membrana plaquetaria
de controles y de enfermos en situaciéon basal (muestras no estimuladas con

agonistas).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y bioldgicas de los pacientes (TE)

F617 V 617 p Controles
(n=37) (n=35) (n=31)
Varéon/muijer (n) 22/18 13/19 13/30
Varones (%) 59,5 37,1 0,713 41,9
Edad
Rango (afos) 21-83 35-84 0,150 27-81
MediazDE 62,9+16,7 63,5%£16,5 57,7146
Leucocitos (x10%L) 12,5 9,3 0,163 6,6
(4,6-41,9) (3,7-14,1) (3,7-12)
Hemoglobina (g/dL) 14,3 13,2 0,135 13,1
(8,2-17,3) (11,3-15,7) (10,3-14,9)
Plaquetas (x10%/L) 565 738 0,140 251
(226-2180) (304-2580) (98-625)
Niveles FYW (%) 133 132 0,943 ND
(32-263) (75-281)
Trombosis (n) 21 11 0,226 0
Hemorragias (n) 8 4 0,736 0
AAS (%) 65 59 0,812 0
Citorreduccién (%) 45 66 0,133 0

t-student. Datos son medias y rango. NS: No significativo. ND: No determinado. FVW:
Factor von Willebrand. El valor de p muestra la comparacion entre el grupo JAK2 617V

y 617F

Aunque existia una tendencia a una mayor expresiéon de CD62-P basal en
pacientes con/sin trombosis respecto a los controles, dicha diferencia no resulté
ser estadisticamente significativa (p=0,278) (Tabla 2).

Tampoco observamos diferencias mayores en la externalizacién a superficie de

selectina-P en funcion de la presencia/ausencia de la mutacién JAK2 V617F en

los pacientes con TE (7,1 £1,1% vs 7,0 £ 1,0%; p= 0,948).
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Tabla 2. Expresion basal de CD62 (% de positividad)

CD62 (% Positividad)

TE con trombosis (n= 32) 7,0+0,8
TE sin trombosis (n= 40) 6,9+1,2
Controles (n= 31) 53+0,7
Medias + EEM

1. 3. ESTUDIO CON PFA-100 EN PACIENTES CON TE

Hasta ahora, los datos de reactividad plaquetar analizados con el sistema
automatizado PFA-100 son escasos [97,129], por lo que nos propusimos
estudiar en nuestro grupo de pacientes la relacion entre tiempo de obturacidon
(TO) en PFA-100 y reactividad plaquetaria en NMPc.

Analizamos la respuesta de adhesién/agregacion a alto flujo mediante la
cuantificacion de TO de PFA-100 tanto con cartuchos Col/ADP como con
Col/EPI, por lo que este estudio se llevd a cabo en los pacientes con TE que no
se encontraban bajo tratamiento antiagregante.

Los pacientes mostraron TO tanto para Col/ADP como para Col/EPl mas largos

que los controles (Tabla 3).

Tabla 3. PFA-100 en pacientes con TE y controles

Cartucho PFA-100 TE sin AAS Controles p
(n=23) (n=31)

TO Col/ADP 114,2 + 61,3 71,8 +10,2 0,004

TO Col/EPI 167,5 + 62,7 98,0+ 13,8 0,0001

Medias = EEM. t-student
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Sin embargo, no hubo relacién significativa entre los TO y el desarrollo de
eventos tromboticos; por el contrario, si aparecia una tendencia hacia TO mas
prolongados con cartuchos Col/EPI, entre aquellos pacientes que habian
presentado episodios hemorragicos, aunque sin llegar alcanzar valores

estadisticamente significativos (Tabla 4).

Tabla 4. Tiempos de obturacién y clinica hemorragica en TE sin AAS

Cartucho PFA-100 TE con hemorragia TE sin hemorragia p
(n=6) (n=17)

TO Col/ADP 110 £ 50 116 + 68 0,81

TO Col/EPI 206 + 74 154 + 54 0,08

Medias + EEM. t-student.

Teniendo en cuenta la influencia de la cifra de plaquetas, del hematocrito y de
los niveles de FVYW en los tiempos de oclusién de PFA, analizamos si estas
variables pudieran estar justificando la prolongacion de los TO con Col/EPI en
pacientes con TE que habian sufrido hemorragia. Como se refleja en la Tabla

5, las variables citadas, no parecen estar justificando los hallazgos descritos.

Tabla 5. Datos clinicos de pacientes con TE y hemorragia

TE con hemorragia  TE sin hemorragia

(n=6) (n=17) p
FvW 127,8 + 49,5 1455 + 64,0 0,55
Hematocrito (%) 40,8 + 4,7 43,9+ 99 0,44
Plaquetas (x10%L) 694 + 246 834 + 586 0,55

Medias + EEM. t-student.

Cuando analizamos la mutacion JAK2 V617F, asociada a mayor incidencia de

eventos tromboticos en nuestro grupo, en relacion a reactividad plaquetar en
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sistema PFA, observamos que los pacientes portadores del alelo JAK2 617F
mostraron TO Col/ADP y Col/EPI mas cortos a aquellos sin la mutacion,
aunque los resultados no resultaron ser estadisticamente significativos (Tabla

6).

Tabla 6. PFA-100 y JAK2 V617F en TE

Cartucho PFA-100 JAK2 V617 JAK2 F617 p
TO Col/ADP 131,5+81,2 105,5+51,2 0,35
TO Col/EPI 184,0 £ 90,0 158,8 + 44 0,38

Medias + EEM. t-student.

2. ANALISIS DE LA HIPO-REACTIVIDAD PLAQUETARIA A EPINEFRINA
EN LA TROMBOCITEMIA ESENCIAL: COMPARACION DEL TEST DE VASP

FRENTE A LA AGREGOMETRIA Y EL PFA-100

En este apartado pretendimos aclarar porqué en TE se ha descrito
paraddjicamente, tanto una activacion plaquetar aumentada, como una hipo-
reactividad a agonistas solubles, en particular a la epinefrina. Los trabajos que
estudian dicha hipo-reactividad son escasos y los mecanismos responsables
estan por aclarar.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con TE incluidos, tratados o no con
AAS y de los controles sanos analizados en paralelo estan descritas en la

Tabla 7.

121



Resultados. Obijetivo |l

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los pacientes y controles

AAS (n=18) No AAS (n=6) Controles
(n=10)
Hidroxiurea Sin hidroxiurea Hidroxiurea Sin hidroxiurea -
(n=10) (n=8) (n=3) (n=3)
Edad 67,8+12,8 47 +19,3 71,3+146 353+14,3 453+11,2
(mediatDE)
Sexo 5 (50,0) 5 (62,5) 0 1(33,3) 5 (50,0)
masculino
n (o/o)
Trombosis 6 (60) 3 (37,5) 0 1 (33,3) 0
n (o/o)
Hemorragia 2 (20) 0 2 (66,7) 1 (33,3) 0
n (o/o)
JAK2 V617F 3 (33,3) 4 (50) 2 (66,7) 2 (66,7) 0
n (o/o)

2.1. AGREGACION PLAQUETARIA EN PACIENTES CON TE

Globalmente los pacientes (con y sin AAS) mostraron una agregacién
plaquetaria (AP) maxima significativamente menor que los controles para todos
los agonistas (AA, 41+41 vs. 943, p=0,0003; ADP, 70+20 vs. 91+ 3, p=0,0009;
EPI, 25+23 vs. 9113, p<0,0001; TRAP, 8217 vs. 95+2, p=0,023) tal como

aparece en la Figura 1.
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Figura 1. Agregacion plaquetar (LTA%) en respuesta a varios agonistas en

controles (C) y pacientes (TE)
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Llamativamente 5 de los 18 pacientes con prescripcion de AAS respondieron
normalmente a AA (LTA-AA>25%). Por el contrario, uno de los 6 pacientes con
TE sin prescripcion de AAS no respondia a este agonista en los ensayos de

agregacion (LTA-AA<25%) (Tabla 8).

Tabla 8. Agregacion plaquetar en respuesta a AA en pacientes con TE con

o sin aspirina (AAS)

Prescripcion  Agregacién acido araquidénico  Agregacion acido araquiddnico

<25%, N (%) >25%, N (%)
AAS (n=18) 13 (72,2) 5 (27,8)
No AAS (n=6) 1(16,7) 5 (83,3)

En base a este dato, clasificamos a los pacientes como respondedores a AA

(LTA-AA>25%) o no respondedores (LTA-AA<25%).
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Figura 2. Agregacion plaquetar (LTA%) en respuesta a varios agonistas en

controles (C) y pacientes (TE) respondedores o no a AA

Como muestra la Figura 2, al considerar este criterio observamos que la

agregacion con ADP y TRAP de los pacientes con LTA-AA>25% y LTA-
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AA<25% estaban en promedio moderadamente reducida con respecto a los
controles. Por el contrario, la agregacion con epinefrina estaba reducida en

mas del 65% en todos los pacientes con LTA-AA>25% excepto en dos de ellos.

2.2. ESTUDIO DE FOSFORILACION DE VASP- pSer?®® POR CITOMETRIA

En los ensayos de fosforilacién de VASP tras activar las plaquetas con EPI o
ADP encontramos que los valores de IRP-ADP e IRP-EPI en los pacientes
fueron soélo ligeramente inferiores a los controles (Figura 3). Como se
esperaba, la ingesta de AAS no marcé diferencia entre pacientes reflejando

que el test es insensible al antiagregante.
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Figura 3. Fosforilacion de VASP (indice de reactividad plaquetaria -IRP-)
en controles (C) y pacientes (TE) respondedores o no a AA
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Discusiéon

El curso clinico de la TE y de la PV se caracteriza por una incidencia
incrementada de complicaciones vasculares y una tendencia a la progresion a
mielofibrosis 0 a leucemia aguda. En la patogenia de la trombosis, estan
implicadas varias causas, incluyendo factores relacionados con el paciente y
con la propia enfermedad. Esta plenamente aceptado, que la edad y los
eventos trombdticos previos, son factores de riesgo para el desarrollo de
complicaciones vasculares mayores, tanto en TE como en PV [62,68,86-89].
Sobre esta base, los pacientes en la actualidad se estratifican en bajo riesgo y
en alto riesgo, y el empleo de farmacos citorreductores se recomienda en el
grupo de alto riesgo. Por el contrario, todavia existe una gran controversia
acerca del papel jugado por los factores de riesgo vascular convencionales,
como la DM, HTA, hipercolesterolemia y tabaquismo, puesto que muchos
analisis multifactoriales no han mostrado con consistencia su papel patogénico
independiente, y todavia menos aclarado esta el papel de factores de riesgo
genético para la trombosis.

Mas recientemente, se han considerado los factores relacionados con la
enfermedad, incluyendo la presencia de la mutacion JAK2 V617F, y el recuento
basal de leucocitos. Este ultimo es un predictor independiente de trombosis
mayores, en particular, de sindromes coronarios agudos [87]. Sin embargo, si
la leucocitosis es simplemente un marcador de enfermedad vascular o si el
nivel elevado de leucocitos contribuye de forma directa a dicho efecto, por el
momento se desconoce.

Adicionalmente, son bien conocidas, las alteraciones funcionales en los
leucocitos y en las plaguetas en estos sindromes, y estudios recientes sugieren

que bien por la propia enfermedad, o bien en relacién con la mutacion JAK2
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V617F, este estado de hiperactivacion podria ser el evento inicial que
contribuye al desarrollo de eventos trombaticos.

En este trabajo hemos pretendido evaluar tanto la relaciéon de factores de
riesgo cardiovascular adquiridos y genéticos, el efecto de la mutacion JAK2
V617F, como la funcionalidad leucocitaria y plaquetaria, en el desarrollo de
trombosis en nuestro grupo de pacientes con NMPc.

Por otra parte, se puede especular que el estudio de hiperactivacion observada
podria modificar la respuesta inadecuada a la aspirina que mas adelante

discutiremos
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I. Primer objetivo: ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS MODIFICACIONES
MOLECULARES DE PROTEINAS HEMOSTATICAS Y FACTORES
AMBIENTALES EN EL DESARROLLO DE TROMBOSIS/ HEMORRAGIA EN

NMPc Ph(-)

Existe un amplio nimero de trabajos que muestra el efecto de polimorfismos
hemostéticos funcionales en el desarrollo de eventos trombédticos en la
poblacion general, tanto en el desarrollo de trombosis venosas (factor V Leiden,
PT G20210A, ZPI R67stop) [201,202], trombosis arteriales (HPA-1b, HPA-2b,
GPla C87T, PSGL-1) [195,203-206]; o de hemorragia (FVII-323 Del/ins, TUBB1
Q43P) [207,208]. Sin embargo, se desconoce cual es la verdadera relevancia
de estas variaciones génicas en el desarrollo de complicaciones tromboticas
y/0 hemorragicas en pacientes diagnosticados de NMPc. Esto se debe a que
los estudios publicados hasta ahora al respecto incluyen, en general, un escaso
namero de pacientes reclutados y se analizan un niumero muy limitado de
polimorfismos hemostéaticos, como ya se ha comentado en la Introduccién, con
resultados hasta el momento contradictorios.

Con esta finalidad analizamos la presencia de las nueve variaciones genéticas
descritas previamente en la poblacion general. Incluimos para el primer analisis
estadistico todos los pacientes que habian presentado algun evento trombdtico
arterial (tanto de pequefio como de gran vaso) (n=59), no considerando sin
embargo, los episodios trombdbticos de tipo venosos, por ser un numero muy
limitado de pacientes (n=13). A este respecto los polimorfismos mas estudiados
han sido el factor V Leiden y la PT G21210A. Los resultados en este contexto

son controvertidos, puesto que inicialmente se describe el factor V Leiden como
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factor de riesgo en TE o PV en el desarrollo de TVP (16 frente 3%), y en la
mayor tasa de recurrencia de este tipo de trombosis [105]. En un trabajo
posterior no fue confirmada la asociacién de TVP con este polimorfismo,
aunque si con la PT G21210A [209], por lo que el papel de estos polimorfismos
en el desarrollo de TVP en este contexto aun no ha sido plenamente
establecido. En cuanto a la posible relacion de estos dos cambios genéticos
con el desarrollo de trombosis arterial en NMPc Ph(-), nuestros datos no
apoyan dicha asociacién, de acuerdo con trabajos previos [103,106].

Mas escasos son los datos publicados con los polimorfismos hemostaticos de
las GP plaquetarias GPlba, GPla y GPllla, en el establecimiento del riesgo
tromboético en NMPc. En un Unico trabajo realizado con un niumero escaso de
pacientes diagnosticados de TE y PV [103], se establece que la presencia del
alelo HPA-1b se asocia a riesgo de trombosis arterial exclusivamente en
pacientes con PV. Aunque estos datos pueden ser relevantes, teniendo en
cuenta el escaso numero de pacientes con PV incluidos (n=43), deberian ser
confirmados en estudios mas amplios, aunque nuestros datos no lo apoyan. El
estudio citado [103] y el nuestro, tampoco soportan un posible papel
fisiopatoldgico de los polimorfismos de la GPla, ni de GPlba en el desarrollo de
trombosis arteriales.

Otros polimorfismos como ZP| R67stop (asociado en la poblacion general con
una mayor incidencia de trombosis venosas) [201], o TUBB1 Q43P (asociado
éste con un mayor riesgo de episodios hemorragicos) [207], no habian sido
hasta ahora abordados en el contexto del desarrollo de complicaciones
trombdticas y/o hemorragicas en pacientes diagnosticados de NMPc. Aunque

nuestros resultados no han demostrado una asociacién entre éstos y la mayor
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incidencia descrita de fendmenos trombo-hemorragicos en esta patologia, seria
necesario ampliar su estudio a un mayor nimero de pacientes y con una mayor
casuistica de complicaciones tanto trombéticas como hemorragicas para poder
validar nuestros datos.

La literatura en NMPc refiere resultados contradictorios acerca de la
contribucion de factores de riesgo convencionales para la enfermedad
cardiovascular y eventos trombéticos. En el estudio ECLAP en PV [65]
predictores de supervivencia y de mortalidad cardiovascular fueron la DM, el
tabaquismo, la insuficicencia cardiaca congestiva, la edad e historia previa de
trombosis. Sin embargo, de forma similar a lo referido respecto a los factores
de riesgo genético, existen discrepancias en los resultados de los diferentes
estudios acerca de la contribucion de los factores de riesgo trombéticos
adquiridos, lo que parece deberse al escaso numero de pacientes incluidos en
los trabajos publicados [61-63,65,101,102]. Con la finalidad de poder aclarar su
posible implicaciébn en el desarrollo de eventos arteriales, analizamos la
presencia de dichos factores en nuestro grupo de pacientes. Observamos que
en nuestros pacientes con TE, factores de riesgo cardiovasculares clasicos
como la HTA y la hipercolesterolemia, junto a la edad y el sexo, parecian jugar
un papel importante en el desarrollo de trombosis arteriales. Sin embargo, el
andlisis logistico de regresion mostroé sélo a la HTA como el unico factor de
riesgo cardiovascular adquirido, que aumentaba de forma independiente el
riesgo de desarrollar trombosis arteriales. Nuestros resultados irian a favor de
los publicados por Shin y col. [210] donde aparece también la HTA como un
factor de riesgo que de forma significativa (p= 0,002) esta implicado en el

desarrollo de trombosis en TE, no asi la DM ni la hipercolesterolemia. Sin
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embargo, resultados publicados por otros grupos, no encuentran tal asociacion
y si con otros factores como el tabaquismo en TE [89,101] y también en PV
[87]. Este ultimo trabajo incluye un mayor numero de pacientes (n=1636)
reclutados y analizados para estas variables; en este mismo trabajo la HTA no
parece aumentar el riesgo trombético, aunque sin embargo cabe destacar que
el andlisis, como se apuntaba previamente, es en pacientes con PV y no en TE.
Tampoco aparece la HTA como factor de riesgo para trombosis en TE en el
trabajo publicado por Besses y col. (n=148) [61], que senala la
hipercolesterolemia como el factor de riesgo mas importante.

Es indudable, que para el paciente individual es importante identificar y tratar
todo factor de riesgo cardiovascular que puede ser reversible, ante la falta de
consenso entre los trabajos publicados en relacion con la contribucion
especifica de cada factor de riesgo en este grupo de pacientes.

Desde el descubrimiento de la mutacion JAK2 V617F, las consecuencias
clinicas y patologicas de este defecto, han sido extensamente investigadas
para determinar si su presencia caracteriza a un grupo diferente de
enfermedades mieloproliferativas. Si la presencia de la mutacién JAK2 V617F
modifica el riesgo trombdtico todavia estd debatido, aunque hay cada vez
mayor evidencia clinica que sugiere que la mutacion puede asociarse al
desarrollo de trombosis. Estas observaciones ademas tienen mas peso por los
parametros de laboratorio que indican que la mutacién JAK2 V617F puede
conferir una mayor activacion de leucocitos y plaquetas en NMPc [94,97].

De los 128 pacientes incluidos en el estudio con diagnéstico de TE, la mutacion
se identific6 en un 72% de los pacientes que habian sufrido eventos

trombdticos arteriales y en un 46% de los enfermos sin antecedentes
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tromboéticos. La mutacién JAK2 V617F aumentaba de forma independiente mas
de tres veces el riesgo de sufrir un episodio trombético arterial (OR= 3,17, p=
0,04). Estos datos son concordantes con los de un reciente metanalisis que
incluye 21 estudios en TE y concluye que la mutacion JAK2 V617F se asocia
de forma significativa a un incremento del riesgo de sufrir un evento trombotico
(OR 1,92, 95% IC 1,45-2,53), tanto de trombosis arteriales (OR 1,77, 95% IC
1,29-2,43), como de trombosis venosas (OR 2,49, 95% IC 1,71-3,61) [211]. En
nuestro grupo de pacientes con TE no se pudo evaluar el papel de la mutacién
JAK2 V617F en trombosis venosas por el escaso numero de casos, pero los
seis pacientes con esta complicacién eran portadores del alelo JAK2 V617F.

Otro factor de riesgo estudiado en la poblacion general para el desarrollo de
trombosis, tanto arteriales, como venosas, es el grupo ABO; los individuos con
el grupo no-O presentan un riesgo significativamente mayor de presentar
fenémenos trombdéticos [110-116]. La diferencia del efecto protrombdético entre
los individuos no-O y una mayor tendencia a la diatesis hemorragica entre los
individuos del grupo O, se ha explicado por la existencia de diferentes niveles
de FYW y de FVIII en ambos grupos. Este aumento moderado de riesgo de
desarrollar fenémenos tromboéticos (OR: 1,8-2,5) en los individuos no-O y la alta
prevalencia (>50%) de este fenotipo entre la poblacion general, hace que el
grupo ABO, sea un factor de interés a estudiar entre aquellos que pudieran
estar implicados en trombosis, sobre todo si consideramos a la trombosis como
una enfermedad multigénica [212]. Asi, centrandonos en pacientes con NMPc,
donde la trombosis es una de las principales causas de morbi-mortalidad y con
una compleja patogenia, parecia interesante estudiar el papel que pudiera estar

jugando el grupo sanguineo ABO en el desarrollo de eventos trombéticos en
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esta patologia, hasta ahora nunca analizado. Con esta finalidad, genotipamos
el grupo ABO en nuestro grupo de 219 pacientes con NMPc Ph(-) (136 con TE,
73 con PV, y 10 con MFP).

Al analizar nuestros resultados observamos una prevalencia similar de
episodios trombdéticos en los individuos con grupo sanguineo O y en pacientes
con el grupo no-0O [(27% Yy 22%, respectivamente; (p=0,33)], sin que existieran
diferencias clinicas o bioldgicas en los dos grupos de pacientes que pudieran
justificar los resultados. Aunque no fue posible el andlisis de los niveles de FVYW
y FVIII en todos los pacientes (por incluir en el estudio a pacientes de otro
centro), si fue estudiado en 112 de los pacientes incluidos. Nuestros resultados
no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(pacientes OO, niveles FYW: 128,20%, FVIII: 137,5% y en los pacientes no-OO:
FVW: 104,9%, FVIII: 117,7%) (p= 0,42 y p= 0,18, respectivamente), lo que tal
vez podria explicar en parte, la ausencia de diferencias en cuanto a la
incidencia de trombosis en funcién del grupo ABO.

Adicionalmente, se ha descrito en la poblacién general, que dicha asociacion
con el grupo no-O es mas evidente para las trombosis venosas [110-115],
siendo en nuestro estudio éste un grupo muy pequefio, ya que sblo se
recogieron 13 fendmenos tromboéticos venosos, lo cual puede reducir la
probabilidad de detectar dicha asociacion.

Asi, nuestros datos, con las limitaciones que contienen, sugieren que el grupo
ABO, no parece actuar como una variable relevante en las alteraciones
hemostaticas que tienen lugar en las NMPc Ph(-), y no parece tener relevancia

como factor de riesgo para el desarrollo de eventos trombéticos y/o
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hemorragicos en estos pacientes, pero serian necesarios estudios con un

mayor reclutamiento de pacientes para poder validar estos resultados.
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Il. Segundo objetivo: ANALISIS DEL PAPEL DE LA ACTIVACION Y
RECUENTO LEUCOCITARIO EN TROMBOCITEMIA ESENCIAL COMO

FACTOR DE RIESGO TROMBOTICO/HEMORRAGICO

Los datos publicados, aunque escasos, sugieren que la activacén de los
neutréfilos ocurre en los pacientes con TE y PV de forma paralela con la
apariciéon de signos de laboratorio de activacion del sistema hemostatico, lo que
sugiere una implicacién de estas células en la patogenia de la predisposicion
tromboética de estos sujetos [87,89,94,132].

Varios autores han medido multiples parametros de activacién de leucocitos en
TE y PV. Falanga y col. [135] analizaron marcadores de dafio endotelial
(trombomodulina, FYW antigénico), y de activacién de trombina (formacién de
complejos trombina-antitrombina, fragmentos 1+2 de protrombina, dimero D),
ademas de activacion de neutrdfilos, tanto en pacientes con PV como en TE,
en relacion a los controles. La activacion de leucocitos (neutréfilos y monocitos)
promueve la coagulacion mediante la liberacion del contenido granular y por la
formacién de agregados con las plaquetas. Los efectos subsiguientes incluye la
generacion de complejos leucoplaquetares, que juegan un papel
desencadenante en la expresion de FT por los monocitos, al igual que la
liberaciébn de aniones superdxido y de citocinas inflamatorias, que causan
activacién y dano endotelial.

La interaccidn entre neutréfilos y plaquetas, ocurre tras la cascada de adhesién
en la que CD62P se une a PSGL-1 en los neutréfilos. Se asegura una adhesion
firme mediante la union de CD11b, una integrina B, complejada con CD18, bien

a la GPIba plaquetaria, o al fibrinégeno unido a GP llb/llla. En pacientes con
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NMPc, se ha constatado un incremento en la activacion leucocitaria en base a
la mayor expresiéon de CD11b [134,135], y al incremento en la formacién de
complejos leucoplaquetares, y de FT por parte de monocitos [94] y plaquetas
[97].

Nosotros también constatamos que respecto a los controles, los pacientes con
TE expresaron niveles significativamente superiores de complejos tanto
neutréfilo-plaqueta, como monocito-plaqueta en situaciéon basal. En cuanto a la
expresion de CD11b también fue mayor en pacientes con TE que en controles,
tanto en neutréfilos como en monocitos, de acuerdo con lo publicado por
Falanga y cols. [97,213], quienes describen también una mayor expresion de
complejos neutréfilo-plaqueta y CD11b en neutréfilos. También Arellano-
Rodrigo y col. [94], al igual que en nuestro grupo, encuentran una mayor
expresion de CD11b en monocitos y una mayor formacién de complejos
monocito-plaqueta en pacientes con TE.

El FT, como se ha comentado, es una glicoproteina sintetizada por los
monocitos y es considerada como el principal activador de la coagulacién [214],
y ademas ha sido implicado en el desarrollo de trombosis en diferentes
situaciones [215]. Sin embargo, la informacién sobre su papel en NMPc es
escasa. Por este motivo decidimos estudiar su expresién, no sélo en
monocitos, sino también en neutréfilos, aunque como es conocido, los datos
publicados en cuanto a su expresion en neutréfilos son controvertidos [216-
220]. Nosotros observamos que en nuestro grupo de pacientes con TE, la
expresiéon del FT fue mayor tanto en monocitos como en neutréfilos en
comparacién con los controles. En cuanto a la mayor expresion de FT en

monocitos en situacion basal, ya fue comunicado por Arellano-Rodrigo y col.
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[94] en pacientes con TE, aunque no analizaron, sin embargo su expresion en
neutrofilos. El Unico trabajo que hasta el momento estudia la expresién del FT
en neutrdéfilos ha sido publicado recientemente [97], describiendo, al igual que
nosotros, una mayor expresion de FT en neutréfilos de pacientes con TE y en
situacion basal.

Los pacientes con TE bajo tratamiento con AAS exclusivamente o en
combinacién con hidroxiurea, ha mostrado una menor formaciéon de complejos
leucoplaquetares tras la estimulacion de sus muestras con f-MPL [213], lo que
sugiere que uno de los efectos positivos de la aspirina puede ser la reduccion
de estos complejos. Igualmente, la hidroxiurea, un agente panmielosupresor,
también ha mostrado reducir la incidencia de trombosis arterial en el estudio
MRC PT1 [125].

En nuestro grupo, no observamos diferencias estadisticamente significativas
entre aquellos pacientes que desarrollaron un evento tromboético respecto a
aquellos que no lo hicieron en cuanto a la expresibn de complejos
leucoplaquetares, resultado similar al publicado por Arellano-Rodrigo y col. [94].
Estos resultados, sin embargo, no se justifican por la terapia antiagregante en
los pacientes, ya que el porcentaje de pacientes sin trombosis en tratamiento
con AAS, era superior al de aquellos que no habian desarrollado ningun evento
trombotico (75% vs. 44%, p= 0,0151). Tampoco el tratamiento citorreductor,
explicaria la falta de diferencias, ya que de forma similar, un 67% de los
pacientes sin trombosis estaba en tratamiento con hidroxiurea, frente a un 42%
de aquellos con antecedentes tromboticos (p= 0,0385).

Al analizar la expresiéon de CD11b, no tan influenciable como la formacion de

complejos leucoplaquetares por farmacos antiagregantes, observamos que en
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el grupo de pacientes con TE que habia desarrollado algun fenémeno
trombotico, presentaban niveles mayores, tanto en neutréfilos como en
monocitos de CD11b, aunque la diferencia fue sélo estadisticamente
significativa en su expresion en monocitos, resultados que confirman los
publicados en el trabajo de Arellano-Rodrigo y col. [94], o que sugiere que la
evaluacién de este parametro pudiera ser mas sensible en este tipo de células.
Todos estos datos irian a favor de la importancia de la activacién leucocitaria
en la patogenia de la trombosis en pacientes con TE, lo que podria ser el
evento iniciador, produciéndose secundariamente la activacién plaquetaria.

Cada vez parece mas evidente la relacién de la mutacion JAK2 V617F con
complicaciones relevantes de las NMPc como la trombosis. Estas
observaciones ademas, tienen mayor peso por los parametros de laboratorio
que sugieren que la mutacion JAK2 V617F, puede conferir una mayor
activacién de leucocitos y plaquetas en NMPc [94], ademas de un incremento
en la expresién de genes indicadores de activacién de neutréfilos en TE JAK2
V617F [97], lo que sugiere que pudiera haber una relacion entre activacion de
neutréfilos, trombosis y sefalizacién por JAK2 en NMPc. Por este motivo
decidimos analizar si existian diferencias en la expresion de diferentes
marcadores asociados a activacion leucocitaria en nuestro grupo de pacientes
con TE. La mutacion JAK2 V617F se asocié en primer lugar y de forma
estadisticamente significativa, con una mayor presencia de complejos
leucoplaquetares, resultados similares a los reportados por Falanga y col. [97]
aunque contrarios a los de Arellano-Rodrigo y col. [94] De los marcadores de
activacién de superficie de los neutréfilos estudiados (FT, CD11b y CD14),

todos mostraban niveles superiores entre los portadores del alelo mutado JAK2
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F617, pero sblo resulté estadisticamente significativa la expresion de CD14.
CD14 es un receptor mieloide bacteriano que es inducido con intensidad en la
membrana de los neutréfilos durante los procesos de sepsis. Este marcador es
sensible a estimulos proinflamatorios, por lo que un incremento en su expresiéon
en pacientes con TE y mas acentuado en los portadores de la JAK2 V617F, iria
a favor de una mayor activacion de los neutréfilos en estas condiciones. Por
ello, nuestros resultados indicarian una correlacién entre la presencia de la
mutacién JAK2 V617F y variables hemostaticas de activacion de neutrofilos
asociados a fendbmenos tromboticos y apoyaria la mayor incidencia observada
de fendmenos trombéticos en presencia del cambio génico.

Estudios previos han mostrado que la activacién de la senalizacién por la
mutaciéon JAK2 V617F se asocia a una alteracién en la expresion génica en
neutréfilos de pacientes con NMPc [221]. De forma interesante, se producen
las mismas alteraciones génicas que tras la administracién de factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) a donantes sanos de células
madre hematopoyéticas [221]. Adicionalmente, se ha descrito recientemente
una correlacién entre la presencia de JAK2 V617F y la cifra de leucocitos [86],
y aunque la presencia en dicho estudio de JAK2 V617F no se identific6 como
factor de riesgo para trombosis, los autores sugerian validacion de dichos
hallazgos en estudios adicionales.

Por ello, analizamos en el grupo de pacientes con TE sin tratamiento
citorreductor (evitando asi las variaciones que pudieran deberse a éste), la
influencia de la mutacién JAK2 V617F en los recuentos celulares de sangre
periférica. Observamos que la presencia de la mutacion se asociaba con

recuentos leucocitarios superiores, mientras que no parecia relacionarse con la
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cifra de hemoglobina ni con el recuento plaquetario, hallazgos que van a favor
de los publicados en estudios previos [142].

Adicionalmente, se ha descrito que la adquisicion de la mutacion JAK2 V617F
convierte a las células hematopoyéticas en independientes al crecimiento
inducido por citocinas, gracias a la activacion de la ruta de activacion JAK-
STAT, lo que pudiera contribuir a la expansion de progenitores mieloides
comunes en la médula Osea. Asi, analizamos 26 muestras medulares
obtenidas al diagnéstico de la enfermedad de pacientes con TE de las que 16
mostraban la mutacion JAK2 V617F. De forma llamativa, se observé una
relacion significativa entre las concentraciones de células CD34+ en médula
6sea (MO) al diagnéstico y la presencia de la mutaciéon JAK2 V617F. Hasta
ahora, y apoyando estos resultados, existen modelos animales [222-225] en
los que tras trasplantar células JAK2 V617F positivas, demuestran el aumento
de progenitores hematopoyéticos y un aumento en la proliferaciéon de la linea
mieloide en médula ésea de los ratones. También Vanucchi y col. [147] han
descrito un aumento de la mielopoyesis en los pacientes que presentan el
cambio génico. Estos resultados sugieren que JAK2 V617F a través de la
activacién de la ruta JAK-STAT en los progenitores hematopoyéticos, induce
cambios cualitativos (activacion) y cuantitativos (poliglobulia y leucocitosis) y

una mayor proliferacidén y/o supervivencia de progenitores hematopoyéticos.
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Tercer objetivo: VALORACION DE LA FUNCIONALIDAD PLAQUETARIA Y

REACTIVIDAD A EPINEFRINA EN TROMBOCITEMIA ESENCIAL

Como se ha comentado, en TE paraddjicamente parece coexistir una
hiperactivacion plaquetaria, junto con una hipo-reactividad de estas células.
Quisimos aqui evaluar si de acuerdo con lo descrito en estudios previos
[84,119], constatabamos una mayor activacién plaquetar en pacientes con
NMPc, analizando el grado de expresion de selectina-P en la superficie
plaquetaria y la prolongacion de los TO en cartuchos de PFA-100.

En nuestro estudio, respecto a controles sanos, los pacientes con/sin trombosis
no expresaron niveles superiores de CD62-P. A diferencia de los resultados
publicados por Arellano-Rodrigo y col. [94,95], no encontramos una relacién
estadisticamente significativa entre mayores niveles de expresion de selectina-
P y la presencia de la mutacién JAK2 V617F, resultados que sin embargo
coinciden con un trabajo posterior publicado por Falanga y col. [97], sin
encontrar una explicacion clara que expligue esta discrepancia (tal vez se
podria justificar por el mayor nimero de pacientes estudiados en nuestro
trabajo, similar al grupo de Falanga y col.[97])

El PFA-100 es una herramienta utilizada en muchos laboratorios para medir
alteraciones de la hemostasia primaria, incluyendo alteraciones relacionadas
con el FvW, alteraciones funcionales plaquetarias, y la toma de aspirina.
Analizamos también en nuestro grupo de pacientes los TO, observando una
prolongaciéon de éstos tanto para Col/ADP como para Col/EPI, estando mas
alterado el segundo, resultados que coinciden con los escasos trabajos en este

respecto [97,129]. No encontramos diferencias significativas en los TO entre los
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pacientes portadores de la mutacién JAK2 V617F y los pacientes que no la
presentaban; estos resultados son acordes, de igual modo, con los publicados
a este respecto por Falanga y col. [97].

Como dato relevante, y hasta ahora no descrito, observamos como aparecen
TO mas prolongados, entre aquellos pacientes sin tratamiento antiagregante
que han presentado episodios hemorragicos, aunque, sin llegar alcanzar
valores estadisticamente significativos. Comprobamos también para validar
nuestros resultados, que no hubo diferencias estadisticamente significativas en
la cifra de plaquetas, el hematocrito y el FYW entre el grupo de pacientes a los
que se les realizé el estudio. Seria, por otro lado, necesario realizar estudios
con un mayor numero de pacientes para poder confirmar estos resultados.

Por otra parte, varios estudios muestran [129,226-228] que existe una hipo-
reactividad plaquetaria a diversos agonistas solubles en pacientes con TE. Sin
embargo las causas de dicha pérdida de funcibn no estan totalmente
aclaradas. Con el fin de definir mejor las causas de la hipo-reactividad,
disefiamos un estudio comparativo en pacientes con TE, en el cual analizamos
datos de reactividad plaquetaria evaluada por agregometria y por una prueba
especifica para los receptores de ADP y epinefrina, que evalla la fosforilacion
de VASP. Nuestros datos mostraron una hipo-reactividad a epinefrina que se
observé de forma consistente en 80% de los pacientes con una respuesta
normal al acido araquidénico. Sin embargo, cuando medimos la respuesta a
VASP en esos pacientes observamos sélo una ligera disminucion de IRP-EPI
similar a la de IRP-ADP. Por tanto estos resultados sugieren que la respuesta

a través del receptor de epinefrina ADRA2A, es practicamente normal y que la
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disfuncién a la respuesta a epinefrina radica probablemente en la via de
senalizacion, aguas abajo del receptor.

Hay al menos dos aspectos no estudiados hasta la fecha que podrian ayudar a
desvelar los resultados “contradictorios” observados en el funcionalismo
plaquetario en pacientes con TE. Por una parte, podria ser que la respuesta
plaquetaria esté condicionada al grado de activaciéon basal, lo que a su vez
podria modificar el efecto antiagregante de la AAS, asi como la sensibilidad a
los agentes agregantes. Por otra parte, es conocido que la edad plaquetaria
condiciona la generacién de tromboxano A, (TxAy) inducida via COX-2, hecho
inusual en plagueta mas “madura”, donde la generacion de TxA; es
dependiente de COX-1. En TE hay datos que indican la existencia de una gran
poblacion de plaquetas jovenes circulantes. Estos son aspectos de interés que

intentaremos abordar en un futuro préximo.
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1.- Los polimorfismos hemostaticos Factor V Leiden, PT G20210A, ZPI
R67Stop, HPA-1b, HPA-2b, GPla C807T, PSGL-1 VNTR, FVII -323 Del/lns y
TUBB1 Q43P, no parecen jugar un papel importante en el desarrollo de
trombosis arteriales en los pacientes diagnosticados de NMPc Ph(-). Del mismo
modo, el grupo ABO, no parece actuar como una variable relevante en las
alteraciones hemostaticas ni en el desarrollo de eventos trombaéticos que tienen

lugar en pacientes diagnosticados de NMPc Ph (-).

2.- En nuestra serie, la mutacién JAK2 V617F aumenta més de tres veces el
riesgo de sufrir un episodio trombético arterial en pacientes diagnosticados de
TE. La HTA aparece como unico factor de riesgo cardiovascular adquirido, que
de forma independiente contribuye al desarrollo de trombosis arterial en

pacientes diagnosticados de TE.

3.- Los pacientes con TE exhiben un fenotipo de mayor activacion
leucoplaquetar respecto a los controles, y se objetiva basalmente que los
enfermos que han presentado eventos trombdéticos, presentan un incremento
en parametros de activacion leucocitaria respecto a los que no han sufrido

dichas complicaciones.

4.- Los resultados sugieren que el alelo JAK2 F617 puede incrementar la

activacién y proliferacion de las células hematopoyéticas, particularmente de la

linea granulocitica. El efecto protrombaético de la mutaciéon JAK2 V617F podria
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sustentarse en el incremento en la activacion basal de los leucocitos en TE,

como en su efecto indirecto sobre la leucocitosis.

5.- Los pacientes con TE sin tratamiento antiagregante, presentan tiempos de
obturacién alargados tanto para Col/EPlI como para Col/ADP en PFA-100. La
severidad de la hipo-reactividad plaquetaria en respuestas como agregacion
plaquetaria o PFA-100 es mucho mayor para epinefrina que para otros
agonistas. Sin embargo, esta severa hiporeactividad, de acuerdo con la
fosforilacion de VASP, parece un fendmeno complejo, no debido
exclusivamente a la ausencia o reduccién drastica de receptores al agonista,

sino en los mecanismos de senalizacién especificos.
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