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a trombocitemia esencial (TE) es una de las enfermedades

mieloproliferativas cronicas (EMPC) cromosoma Filadelfia-negativas

“clasicas”, junto a la policitemia vera (PV) y la mielofibrosis primaria
(MFP) (Campbell y Green, 2006). En la clasificacion del 2008 de la OMS
(Tefferi y Vardiman, 2008) estas entidades, que comparten ciertas
caracteristicas clinicas y biolégicas (Campbell y Green, 2006), reciben el
nombre de neoplasias mieloproliferativas (NMP). Se trata de proliferaciones
clonales cuyo origen reside en una célula madre pluripotencial de la
hemopoyesis que causa una produccién excesiva de células mieloides
maduras (Campbell y Green, 2006; Levine y Gilliland, 2008). Concretamente, la
TE se caracteriza por una trombocitosis persistente asociada a una hiperplasia
megacariocitica en la médula 6sea (Tefferi y Vardiman, 2008) y un aumento de
la incidencia de complicaciones tromboticas y hemorragicas (Besses et al,
1999; Finazzi y Barbui, 2008). La TE es probablemente la NMP mas frecuente
en nuestro medio (Besses, 1999), con una incidencia que oscila entre 0,59 y
2,53 casos por 100.000 habitantes y afio (Mesa et al, 1999; Ridell et al, 2000;
Jensen et al, 2000; Girodon et al, 2005; Johansson, 2006; Ma et al, 2008). A
largo plazo, en la TE existe un riesgo aumentado de evolucion a mielofibrosis
(Cervantes et al, 2002), PV (Jantunen et al, 1999) o leucemia aguda (Cervantes
et al, 1991 y 2008; Gangat et al, 2006).

Aunque la trombosis constituye la principal causa de morbilidad y
mortalidad en los pacientes con TE (Besses et al, 1999; Finazzi y Barbui,
2008), no se conocen bien los mecanismos intimos implicados en su aparicion
(Schafer, 1984, Elliott y Tefferi, 2005; Landolfi et al, 2006). A pesar de los

avances en los mecanismos de trombogénesis en otras enfermedades
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vasculares (Furie y Furie, 2008), no ha ocurrido lo mismo en esta enfermedad.
Tradicionalmente se ha considerado que la propia trombocitosis y las
alteraciones morfoldgicas, bioquimicas y funcionales de las plaquetas de los
enfermos con TE eran los factores determinantes de la trombosis. Sin
embargo, no existe una correlacion clara entre estos hallazgos y la frecuencia
de trombosis (Schafer, 1984; Wehmeier et al, 1997; Elliott y Tefferi, 2005).
Cabe destacar que Falanga et al (2000) observaron un incremento de la
activacion de los neutrdfilos y su relacion con marcadores de activacion de la
coagulacion en la TE, lo cual podria contribuir a la trombogénesis.

El descubrimiento en 2005 de la mutaciéon V617F del gen Janus cinasa
de tipo 2 (JAK2) en el 95% de los pacientes con PV y en la mitad de los casos
de TE y MFP (Baxter et al, 2005; James et al, 2005; Kralovics et al, 2005;
Levine et al, 2005; Zhao et al, 2005) ha supuesto un importante avance en el
conocimiento de la patogenia molecular y ha facilitado el diagndstico de estas
neoplasias (Schafer, 2006 Levine y Gilliland, 2008). La implicacién de las
plaguetas y los leucocitos y su interaccion en la patogenia de la trombosis de
los pacientes con TE y su relacion con la mutacién V617F de JAK2 constituyen

la base de la presente tesis doctoral.

1.1. Etiopatogenia de la trombocitemia esencial

1.1.1. Periodo previo al descubrimiento de la mutacion V617F de JAK2
En la tabla 1 se describe la secuencia historica de las principales

aportaciones cientificas en la TE, que iremos desgranando progresivamente.
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Tabla 1. Secuencia histérica de las principales apo  rtaciones cientificas en
la TE

Autor ARo Hallazgo
Epstein y Goedel 1934 Primer paciente catalogado de TE
Dameshek 1951 Concepto de EMPC
Prchal y Axelrad 1974 Crecimiento enddgeno de colonias
eritroides
Fialkow et al 1981 Hemopoyesis clonal
Gerwirtz et al 1983 Crecimiento enddgeno de colonias

megacariociticas

Baxter et al, James et al, 2005 Mutacion V617F del gen JAK2

Kralovics et al, Levine et al,

Zhao et al
Pikman et al 2006 Mutaciones del gen MPL
Pardanani et al
Kilpivaara et al, Jones et al, 2009 Relacion de la mutacién V617F con
Olcaydu et al el haplotipo 46/1 del gen JAK2

La TE fue descrita por primera vez en el afio 1934 por dos patélogos
austriacos, Emil Epstein y Alfred Goedel, quienes denominaron a dicha entidad
“trombocitemia hemorragica”. El paciente de 56 afios de edad descrito por
estos autores presentaba trombocitosis (> 1.000 x10%L), ligera eritrocitosis,
hiperplasia megacariocitica, esplenomegalia y sangrado mucocutaneo
recurrente y fallecié tras la amputacién del tercer dedo del pie derecho por
gangrena (Epstein y Goedel, 1934). Posteriormente se describieron en la
literatura casos similares de trombocitemia con trombosis o hemorragia bajo
diferentes nombres, tales como trombocitemia hemorrdgica, trombocitemia

idiopética, trombocitemia, TE, leucemia megacariocitica, tromboblastemia y
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piastrinemia (Tefferi, 2008). En 1951 William Dameshek introdujo por primera
vez el concepto de enfermedad mieloproliferativa para agrupar a la leucemia
mieloide cronica (LMC), la PV, la TE y la MFP como entidades proximas entre
si, por presentar un aumento en la proliferacion de células mieloides, debido a
una alteracién desconocida que estimulaba dicha proliferacion, junto con una
tendencia a la trombosis y la hemorragia y la frecuente presencia de
esplenomegalia y fibrosis de la médula 6sea. El descubrimiento por Nowell y
Hungerford del cromosoma Filadelfia en 1960 confiri6 una personalidad
especial a la LMC dentro de este grupo, pasandose a denominar a partir de
entonces al resto de entidades sindromes mieloproliferativos cronicos
cromosoma Filadelfia-negativos. Cifiéndonos a la TE, Fanger et al (1954) en
una revision de la literatura diferenciaron entre la trombocitemia idiopatica por
enfermedad de la médula 6sea y la trombocitemia secundaria a otros procesos.
En 1960 se defini6 a la TE como una enfermedad mieloproliferativa
caracterizada por diatesis hemorragica o trombdtica, trombocitosis, hiperplasia
megacariocitica y ausencia de infiltracion leucémica (Gunz, 1960; Ozer et al,

1960).

1.1.1.1. Clonalidad y crecimiento espontaineo de progenitores
eritroides y megariociticos

Inicialmente se especulaba con la posibilidad de que un esteroide u otra
hormona pudiera actuar como factor estimulador de la mielopoyesis
(Dameshek, 1951). Veinte afios después, Jaroslav Prchal y Arthur Axelrad
(1974) demostraron que los progenitores eritroides de la médula 6sea de

pacientes con PV o TE podian cultivarse in vitro en ausencia de eritropoyetina
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(crecimiento espontaneo o enddgeno de colonias), a diferencia de lo que ocurre
en sujetos sanos, en los cuales es necesaria la presencia de la misma. El
citado hallazgo sugeria un comportamiento neoplasico de la proliferacion, cuyo
origen clonal se demostr6 en 1981 a partir del estudio de los patrones de
inactivaciéon del cromosoma X en mujeres con TE. Asi, se observé un patrén
clonal al estudiar una variante polimorfica del gen de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD) ligado al cromosoma X (esto es, todas las células
presentaban el mismo tipo de isoenzima), lo cual indicaba que la TE se
originaba a partir de un progenitor hemopoyético clonal (Fialkow et al, 1981).
Investigaciones posteriores con el analisis de otros genes (HUMARA, IDS,
MPP1/p55, G6PD) o del ARN mensajero para valorar los patrones de
inactivacion (metilacion) del cromosoma X confirmaron la clonalidad en mujeres
con TE, si bien en una proporcion variable segun los estudios (Janssen et al,
1990; El-Kassar et al, 1995, 1997 y 1988; Champion et al, 1997; Harrison et al,
1999; Mitterbauer et al, 1999; Chiusolo et al, 2001; Shih et al, 2001 y 2002;
Zamora et al, 2005; Chen y Prchal, 2007).

El crecimiento espontaneo de progenitores megacariociticos en la
mayoria de los pacientes con TE se describié posteriormente (Gerwirtz et al,
1983; Komatsu et al, 1986; Florensa et al, 1995), observandose crecimiento
espontaneo de colonias eritroides en el 70 % de los pacientes o
megacariociticas en el 63,3 % de ellos (Florensa et al, 1995). Ademas, en
analogia a la hipersensibilidad de los progenitores eritroides a ciertas citocinas
en la PV (eritropoyetina, interleucina 3, factor estimulante de colonias de
granulocitos-macrofagos, factor de crecimiento similar a la insulina 1), se

observd que en la TE los progenitores megacariociticos presentan una
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hipersensibilidad marcada a la trombopoyetina (Taksin et al, 1999; Axelrad et
al, 2000). En este sentido, la ausencia de mutaciones en los dominios
extracelulares de los receptores de citocinas y el aumento de la afinidad de los
mismos (Harrison et al, 1988; Kiladjian et al, 1997; Taksin et al, 1999; Allen et
al, 2001) permitio hipotetizar con la posible existencia de una alteracion comun
en la via de sefializacion de estos receptores (Parganas et al, 1988; James et

al, 2005a).

1.1.1.2. Alteraciones en la expresion del receptor de Ila
trombopoyetina y de ciertos genes

La expresion del receptor de la trombopoyetina (c-MPL) en los
megacariocitos y las plaquetas de los pacientes con TE y otras NMP esta
disminuida (Horikawa et al, 1997; Moliterno et al, 1998; Harrison et al, 1999a).
Ademas, se ha observado una expresion anormal del oncogén Bcl-xL (inhibidor
de la apoptosis) en los progenitores eritroides de la PV (Silva et al, 1988) y en
los megacariocitos de la TE (Zhang et al, 2004). Otro hallazgo comun a las
NMP, aunque poco especifico, es la sobreexpresion del ARN mensajero del
gen PRV-1 (de policitemia rubra vera). Estos datos sugerian el concurso de las
vias de sefializacién post-receptor y, mas especificamente, de la via de JAK2
en la patogenia de estas neoplasias (James et al, 2005a). La expresion de Bcl-
XL esta regulada por la via JAK2-STAT (proteina transductora de la sefial y
activadora de la transcripcion) (Silva et al, 1988), que es crucial en la
maduracion y estabilidad de los receptores de la eritropoyetina (R-Epo) y la

trombopoyetina (c-MPL) (Huang et al, 2001; Royer et al, 2005).
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Otras evidencias que implicaban a JAK2 como posible gen candidato en
los pacientes con PV fueron las siguientes: i) la disminucion de la frecuencia de
flebotomias en pacientes tratados con imatinib (Silver, 2003); ii) la inhibicion del
crecimiento enddégeno de colonias eritroides mediante la adicion de imatinib
(Oehler et al, 2003) u otros inhibidores especificos (AG490) (Ugo et al, 2004);
y iii) el descubrimiento de la pérdida de heterocigosidad en el brazo corto del
cromosoma 9 en el 33% de los pacientes, debido a un mecanismo de

recombinacion mitética (Kralovics et al, 2003).

1.1.2. Periodo posterior al descubrimiento de la mutacion V617F de
JAK2

En Marzo de 2005 cinco grupos independientes (Baxter et al, 2005;
James et al, 2005; Kralovics et al, 2005; Levine et al, 2005; Zhao et al, 2005)
demostraron de forma simultanea la presencia de una mutacion puntual
localizada en el gen de la cinasa JAK2 en la mayoria de pacientes con PV y en
aproximadamente la mitad de aquellos con TE y MFP. Se emplearon tres
estrategias para la secuenciacion del gen JAK2. En la primera se consiguio la
inhibicién del crecimiento enddgeno de colonias eritroides mediante inhibidores
quimicos o ARN interferente de JAK2 (James et al, 2005). En la segunda se
estudié un fragmento de 6,2 Mbp comun a todos los pacientes con pérdida de
heterocigosidad en el brazo corto del cromosoma 9 y que contenia el gen de
JAK2 (Kralovics et al, 2005). La tercera estrategia consistio en un cribado de
las posibles mutaciones de varias tirosinocinasas mediante secuenciacion del
ADN (Baxter et al, 2005; Levine et al, 2005; Zhao et al, 2005), demostrando la
ausencia de la mutacion en las células epiteliales que ésta era un hecho

adquirido.
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La mutaciéon V617F puede detectarse en sangre total, granulocitos,
plaquetas, preparaciones de médula 6sea y en progenitores hemopoyéticos
obtenidos en cultivos celulares in vitro. Pueden aplicarse diferentes técnicas
para detectar su presencia. Utilizando los criterios diagnésticos del
Polycythemia Vera Study Group (PVGS) o de la OMS vy diferentes métodos de
deteccion de la mutacion de JAK2, la frecuencia de la mutacion en la TE oscila
entre el 23 % y el 75 %, segun los estudios (Antonioli et al, 2005 y 2008; Baxter
et al, 2005; Campbell et al, 2005; Goerttler et al, 2005; James et al, 2005;
Jelinek et al, 2005; Jones et al, 2005; Kralovics et al, 2005; Levine et al, 2005;
Tefferi et al, 2005a; Wolanskyj et al, 2005; Carobbio et al, 2006, 2008 y 2008a;
Cheung et al, 2006; Bellosillo et al, 2006; Heller et al, 2006; Horn et al, 2006;
Levine et al, 2006; Lippert et al, 2006; Moliterno et al, 2006; Murugesan et al,
2006; Passamonti et al, 2006; Remacha et al, 2006; Stevenson et al, 2006;
Vannucchi et al, 2006; Vizmanos et al, 2006; Ahn et al, 2007; Alvarez-Larran et
al, 2007; Andrikovics et al, 2007; Finazzi et al, 2007; Gale et al, 2007; Hsiao et
al, 2007; Kittur et al, 2007; Ohyashiki et al, 2007 y 2008; Pemmaraju et al,
2007; Rudzki et al, 2007; Speletas et al, 2007; Toyama et al, 2007; Vannucchi
et al, 2007; Moreno et al, 2008; Wong et al, 2008; Cho et al, 2009; Mustjoki et
al, 2009). Entre las técnicas disponibles, una de las que tienen mayor
sensibilidad es la PCR aleloespecifica cuantitativa. En pacientes de reciente
diagnéstico y con el uso de esta técnica se obtiene una prevalencia de la
mutacion del 97% en la PV, mientras que en la TE es del 75% (Lippert et al,
2006). El descubrimiento de la mutacion V617F del gen JAK2 ha tenido un
gran impacto en la practica clinica, al facilitar el diagnostico de la TE y de las

otras NMP (Tefferi et al, 2007). Sin embargo, dada la existencia de casos de
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TE sin la mutacién, segun los criterios diagnosticos de la OMS es necesario
excluir otras neoplasias mieloides o trombocitosis secundarias y tener en
cuenta asimismo los hallazgos de la biopsia de médula 6sea (Tefferi et al,

2007; Tefferi y Vardiman, 2008).

1.1.2.1. Aspectos funcionales y estructurales de la mutacion V617F de
JAK2

JAK2 pertenece a una familia de proteinas citoplasmaticas con actividad
tirosinocinasa que incluye también JAK1, JAK3 y TYK2 (Harpur et al, 1992).
JAK2 desempeiia un papel crucial en la transmision al interior de la célula de
sefales desde los receptores de citocinas tipo |, entre los que se encuentran
los receptores de la eritropoyetina, el factor estimulante de colonias
granulociticas (G-CSF), el factor estimulante de colonias granulociticas y
monociticas (GM-CSF) o la c-MPL (Rane y Reddy, 2000; Sandberg et al, 2004;
Khwaja, 2006). La importancia de JAK2 en la hemopoyesis se ha demostrado
mediante el uso de ratones knock-out (JAK2 —/-) para este gen (Neubauer et
al, 1988; Parganas et al, 1988) o modificando su expresién génica (knock-
down) en el pez cebra (Ma et al, 2007). Estos modelos presentaron una
ausencia total de progenitores eritropoyéticos y todos los animales murieron en
una fase precoz de su desarrollo embrionario.

Desde el punto de vista estructural, JAK2 presenta 7 dominios
homodlogos (JH), denominados como JH1 a JH7 (Wilks et al, 1991; Rane y
Reddy, 2000; Khwaja, 2006) (ver figura 1). En la region carboxi-terminal se

encuentran el dominio JH1, con actividad cinasa, y el JH2, sin actividad cinasa
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(pseudocinasa). EI dominio JH2 tiene propiedades autoinhibitorias sobre la

actividad cinasa de JH1 (Saharinen et al, 2000; Lindauer et al, 2001).

FERM Pseudocinasa Cinasa

1 5 (JH4| JH3 1131

N-terminal C-terminal

44 324 378 555565 845 865 1125

Figura 1. Estructura de la tirosinocinasa  JAK2. De la region carboxi-terminal
a la amino-terminal (aminoacidos 1131 a 1), la proteina JAK2 tiene siete
dominios bien caracterizados, llamados dominios homodlogos (JH, de JH1 a
JH7). Sin embargo, desde el punto de vista funcional, JAK2 presenta cuatro
dominios con propiedades especificas (esto es, cinasa, pseudocinasa, SH2 y
FERM). Asi, el dominio JH1 tiene la actividad tirosinocinasa (que afiade grupos
fosfato a los residuos tirosina) propia de la proteina. Aunque el dominio JH2
tiene una estructura similar a JH1, carece de actividad cinasa, debido a la
ausencia de ciertos aminoacidos que se requieren para esta determinada
funcién. No obstante, el dominio JH2 tiene una importante accidén autoinhibitoria
sobre el dominio JH1, es decir, regula de forma negativa su actividad cinasa. El
dominio homdlogo a SH2 (del oncogén src; incluye a JH3 y JH4) esta implicado
en la interaccion con intermediarios en la sefalizacion celular como las
proteinas STAT (proteina transductora de la sefial y activadora de la
transcripcion), moléculas adaptadoras (Shc, Gab/IRS) y subunidades cinasa de
regulacion (p85 fosfoinositol-3-cinasa). Finalmente, el dominio llamado FERM
(JH5, JH6 y JH7) esta constituido por una secuencia particular (que incluye a la
banda 4,1, ezarina, radixina, moesina), la cual, se une de forma covalente a los

receptores de las citocinas tipo I.

Precisamente por la presencia de estos dos dominios cinasa

adyacentes, uno activo (JH1) y otro inactivo (JH2), la proteina recibié el nombre
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de “JAnus Kinase” en honor al dios romano Janus (Jano), el protector de las
puertas del cielo, que se representa con dos caras mirando en sentidos
opuestos. Otra acepcion menos conocida del nombre JAK2 seria “Just Another
Kinase”, ya que, cuando fue descubierta, la importancia de esta molécula no
fue apreciada (Tefferi y Gilliland, 2005; Khwaja, 2006). JH3 y JH4 contienen un
dominio similar a SH2 (del oncogén src), lugar donde se produce la
fosforilacion de STAT. Finalmente JH5-7 esta constituida por un dominio
llamado FERM (banda 4,1, ezarina, radixina, moesina), el cual se une de forma
covalente a los receptores de las citocinas (Wilks et al, 1991; Rane y Reddy,
2000; Khwaja, 2006).

En condiciones normales la unién de la eritropoyetina o trombopoyetina
a su receptor causa cambios en la conformacion de éste y en la JAK2 unida,
determinando la expresion de su actividad cinasa por una separacion entre el
dominio JH1 y JH2 (Saharinen et al, 2000; Lindauer et al, 2001). A su vez, el
receptor se dimeriza, de forma que las dos moléculas de JAK2 unidas al
dominio yuxtamembrana citoplasmatico del receptor se aproximan y se activan
mutuamente por fosforilacion (transfosforilacion) (Witthuhn et al, 1993; Remy et
al, 1999; Seubert et al, 2003; Tefferi y Gillland, 2005; Kaushansky, 2005 y
2006; Lu et al, 2006). Una vez activada JAK2, ésta recluta a las proteinas
STAT, que se fosforilan y dimerizan, entrando en el ndcleo, donde activan la
transcripcion de genes implicados en la proliferacion, apoptosis y supervivencia
(Rane y Reddy, 2000; Sandberg et al, 2004; Tefferi y Gilliland, 2005;
Kaushansky, 2005 y 2006; Khwaja, 2006). Entre los mecanismos de control de
esta via se incluyen las fosfatasas con homologia Scr (SHP-1), los supresores

de la sefalizacién de citocinas (SOCS) y los inhibidores de las proteinas STAT
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activadas (PIAS) (Rane y Reddy, 2000; Sandberg et al, 2004; Tefferi y Gilliland,
2005).

La mutacion V617F de JAK2 es una mutacién puntual, que afecta al
nucledtido 1849 y provoca un cambio de una guanina por una timidina (G>T).
Por este motivo, se produce un cambio en la proteina final, en la que el
aminoacido 617 (situado en el dominio pseudocinasa JH2), en lugar de ser una
valina, es una fenilalanina (V617F) (Baxter et al, 2005; James et al, 2005;
Kralovics et al, 2005; Levine et al, 2005; Zhao et al, 2005). Como consecuencia
de la mutacidon V617F no se produce la inhibicion del dominio cinasa JH1 (por
parte del dominio pseudocinasa JH2), lo que resulta en una activacion
constitutiva de la proteina JAK2 en ausencia de la unién del ligando al receptor
hemopoyético. Es, por tanto, una mutacion que provoca una ganancia de
funcién, es decir, una activacion permanente de las diferentes vias de
transduccion de sefiales dependientes de los receptores de citocinas tipo |
(Baxter et al, 2005; Cazzola y Skoda, 2005; Goldman, 2005; James et al, 2005
y 2005a; Kaushansky, 2005a; Kralovics et al, 2005; Levine et al, 2005; Lu et al,

2005; Shannon y Van Etten, 2005; Tefferi y Gilliland, 2005; Dusa et al, 2008).

Tabla 2. Secuencia de ADN y de la proteina JAK2 en  su forma nativa y

mutada
JAK2 nativa (wild-type) JAK2 mutada
ADN tat | gga | gta | tgt | gtc |tgt | gga | gac |tat | gga | gta | tgt ttc |tgt | gga | gac
Proteina Y | G \% C V C| G D Y| G Y C F C| G D

i i
617 617
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Figura 2. Estructura de JAK2 basada en un modelo del receptor de

crecimiento fibroblastico. Se muestran los diagramas de cinta para los
dominios JH1 (de color azul predominante) y JH2 (de color verde) de JAK2. El
bucle de activacion de JH2 esta representado en dos configuraciones, una
activa (rojo) y otra inactiva (azul). La regiéon con actividad cinasa aparece en
color naranja y el sitio de union al ATP en color amarillo. Se muestra también el
sitio de interaccion de JH2 (circulo de puntos, donde figura V617) con el bucle
de activacion de JH1 para inhibir su funcién. Tomada y modificada de Lindauer
et al, 2001 y Kaushansky, 2005a.
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Figura 3. Mecanismo de activacion de la actividad ¢ inasa en la mutacion

V617F de JAK2. En condicionales normales cuando el receptor de la
eritropoyetina (R-Epo) no estd unido a su ligando (eritropoyetina, Epo), la
proteina JAK2 nativa (wild-type) permanece inactiva (esto es, desfosforilada),
sin que se transmita ninguna sefal al interior celular. Tras la unién con la
eritropoyetina, el R-Epo se activa y se produce la fosforilacién de JAK2 (grupos
P), la cual, a su vez, fosforila y activa a diferentes moléculas que intervienen en
la transmision de sefales al interior celular, tales como las proteinas STAT
(transductores de sefial y activadores de la transcripcion), RAS, la cinasa
activada por mitdgeno (MAPK) y la via de la fosfatidilinositol cinasa 3 (PI3K)-
Akt. Los supresores de la sefializacion de citocinas (SOCS) estan implicados
en la inhibicion de esta via. Determinados mediadores de estas vias de
sefalizacion, alcanzan el ndcleo causando efectos sobre la transcripcion de
genes y por ende sobre la apoptosis, ciclo celular y diferenciacion de las
células hematopoyéticas. Cuando JAK2 presenta la mutacion V617F,
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permanece fosforilada en ausencia de ligando (ganancia de funcion), dando
como resultado una activacion continua de las vias de transmision de sefiales.
Como la mutacién se produce en un progenitor hemopoyético, da lugar a un
estimulo de las tres series, ya que JAK2 esta implicada en la transmision de
seflales de los receptores de la Epo (R-Epo), el G-CSF (RGCSF) y la
trombopoyetina (c-MPL). Modificado de James et al, 2005a; Campbell y Green,
2006; Levine et al, 2007; Morgan y Gilliland, 2008; Kota et al, 2008.

Existen dudas de si esta ganancia de funcién es debida a una activacion
constitutiva propiamente dicha o a una hiperactivaciéon de la cinasa mutada
(Kota et al, 2008; Kundrapu et al, 2008). Es bien conocido que la proteina
SOCS3 es un modulador negativo de la transduccion del receptor de la EPO
(Hortner et al, 2002; Khwaja, 2006; Kota et al, 2008). De este modo, es posible
que la mutacién de JAK2 pueda escapar a la inhicion fisiolégica de SOCS3 por
hiperfosforilacion de esta ultima (Hookham et al, 2007; Kota et al, 2008). Por
tanto, la ausencia de la inhibicion del dominio cinasa JH1 de JAK2 y la
resistencia a la accion inhibitoria de SOCS3 son dos de los mecanismos para

explicar las propiedades Unicas de la mutaciéon V617F en las NMP.

1.1.2.2. Modelos murinos de enfermedad mieloproliferativa
relacionados con la mutacién V617F de JAK2 y su presencia en la
célula madre

En un modelo murino en el que se trasplantaron ratones con
progenitores hemopoyéticos portadores de la mutacion V617F de JAK2, los
animales desarrollaron un cuadro clinico similar al de la PV, consistente en
esplenomegalia, eritrocitosis y leucocitosis (James et al, 2005; Wernig et al,

2006; Lacout et al, 2006; Bumm et al, 2006; Zaleskas et al, 2006). No se
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observé trombocitosis, ya que la expresion elevada del JAK2 mutado causaba
una inhibicion en la diferenciacion de los megacariocitos (Lacout et al, 2006).
Los estudios de laboratorio realizados en estos ratones confirmaron la
existencia de un crecimiento endoégeno de colonias eritroides y una activacion
constitutiva de la STAT5, al igual que ocurre en la TE y PV. Ademas, meses
después del trasplante los ratones desarrollaron un cuadro clinico similar al de
la mielofibrosis post-policitémica. Estos resultados proporcionan una evidencia
directa de que la mutacion V617F de JAK2 interviene en la génesis de las NMP
(James et al, 2005; Bumm et al, 2006; Lacout et al, 2006; Wernig et al, 2006).

La mutacion V617F de JAK2 se ha detectado en los progenitores
hemopoyéticos obtenidos de cultivos de colonias eritroides, granulo-
monociticas y megacariociticas (Baxter et al, 2005; Scott et al, 2006; Florensa
et al, 2006), asi como en las células CD34 positivas (Jamieson et al, 2006; Ishii
et al, 2006; Delhommeau et al, 2007), lo cual indica, que tanto la PV como la
TE, tienen su origen en una célula madre hemopoyética multipotente.

En la actualidad, existen varias lineas de evidencia que indican
diferencias cuantitativas y/o cualitativas en la sefalizacion mediada por la
mutacion V617F en las diferentes NMP. En primer lugar, la carga alélica de
V617F es mas elevada en las plaquetas que en los granulocitos de los
pacientes con TE, hecho que no se ha observado en la PV y que apoyaria la
afectacion predominante del megacariocito en esta enfermedad (Moliterno et al,
2006; Bellosillo et al, 2007; Toyama et al, 2007). Ademas, la distribucion de la
carga mutacional V617F en los granulocitos entre los pacientes con NMP es

diferente, siendo inferior en la TE con respecto a la PV y MFP (26 £ 15%, 48 +

26% y 74 + 24%, respectivamente) (Vannucchi et al, 2008a). Del mismo modo,
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el fendmeno de dominancia clonal (carga alélica de JAK2 en neutréfilos menos
la de las células CD34+ igual o inferior al 10%) se observo en el 22% de los
pacientes con TE, el 53% de los pacientes con PV y el 90% de los pacientes
con MFP (Moliterno et al, 2008). En segundo lugar, la recombinacion mitética
del brazo corto del cromosoma 9 que causa homocigosidad para la mutacion
V617F (esto es, una carga alélica superior al 50%), se detecta en el 30% de los
granulocitos de los pacientes con PV y Unicamente en el 2-4% de los pacientes
con TE (Baxter et al, 2005; James et al, 2005; Kralovics et al, 2005; Levine et
al, 2005). Sin embargo, cuando se estudian progenitores obtenidos a partir de
cultivos eritroides de los mismos pacientes, en torno al 90% de los pacientes
con PV son homocigotos, hallazgo que no se ha observado en la TE (Scott et
al, 2006). Esta diferencia sugiere que la homocigosidad de la mutacion
promoveria el desarrollo de la PV. Asi, la homocigosidad de la mutacion V617F
se asocia a una activacion de las vias de transduccion de sefales asociadas a
JAK2 mayor que la observada en heterocigosidad (Kralovics et al, 2005a).
Ademas se ha observado que la mutacién V617F confiere un aumento de la
recombinacion homologa e inestabilidad genética (Plo et al, 2008). En tercer
lugar, un nivel bajo de expresion de la mutacion V617F en ratones transgéenicos
causa un fenotipo similar al de la TE, con trombocitosis y ausencia de
policitemia (Shide et al, 2008; Tiedt et al, 2008; Xing et al, 2008).

No se conoce bien si hay factores genéticos o0 ambientales que podrian
promover el desarrollo de una NMP tipo TE, pero dichos factores podrian
explicar por qué la misma mutacién en unos pacientes da lugar a una PV y en
otros a la TE (James, 2008). Algunos trabajos recientemente publicados han

sugerido que, ademas de JAK2, existirian otras mutaciones que intervendrian
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en la génesis de la TE y que incluso la precederian. En este sentido, cabe
destacar que en torno al 5% de pacientes con TE tienen delecciones de 20q u
otras alteraciones citogenéticas (Bench et al, 1988; Reilly, 2008). Se ha
descrito que la deleccion de 20qg ocurria antes o después de la adquisicion la
mutacion V617F en la TE, por lo que la citada deleccion no parece ser un factor
predisponente para esta mutacion (Kralovics et al, 2006 y 2008; Schaub et al,
2009). A este respecto, se ha descrito recientemente la presencia de diversas
mutaciones en el oncogén supresor TET2 (Ten-Eleven Translocation 2) en
aproximadamente el 5% de los pacientes con TE (Abdel-Wahab et al, 2009;
Tefferi et al, 2009), las cuales se asociaban con frecuencia a la mutacion de
JAK2 y a una mayor edad (Tefferi et al, 2009). A favor de una proliferacion
clonal previa a la adquisicion de la mutacion V617F iria el hallazgo, en los
estudios de patrones de inactivacion del cromosoma X, de un mayor porcentaje
de granulocitos mutados detectados por esta técnica que los cuantificados para
JAK2 (Campbell et al, 2006a; Kiladjian et al, 2006; Levine et al, 2006; Gale et
al, 2007; Kralovics, 2008). En la misma linea, se han descrito pacientes con TE
V617F positiva en los que, cuando la enfermedad evolucion6é a leucemia
aguda, las células leucémicas eran V617F negativas (Campbell et al, 2006a;
Theocharides et al, 2007; Tam et al, 2008), lo cual indicaria un origen
leucémico a partir de un clon previo a la adquisicién de la mutacién de JAK2.
Por dltimo, en casos familiares de TE, se ha demostrado que la mutacién de
JAK2 es adquirida (Bellanne-Chantelot et al, 2006; Rumi et al, 2006 y 2007;
Higgs et al, 2008; Percy y Rumi, 2008), existiendo, por tanto, una
predisposicién heredada y anticipacion genética para esta mutacién. El analisis

de los polimorfismos de nucledtido unico de los genes en JAK2, c-MPL, R-Epo
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y RGCSF (receptor de G-CSF) ha permitido describir la asociacion de
determinados polimorfismos con la TE o PV (Pardanani et al, 2008). Ademas,
un estudio reciente ha encontrado un aumento del riesgo de NMP en los
familiares de primer grado afectos de TE o PV, lo que sugiere la existencia de
alelos comunes de suceptibilidad para las formas esporadicas (Landgren et al,
2008). Recientemente se ha descrito que mas del 80% de las NMP V617F
positivas se asocian con la presencia del haplotipo 46/1 de JAK2 (con
polimorfismos de nucledtido Unico tales como rs10974944 y otros) (Jones et al,

2009; Kilpivaara et al, 2009; Olcaydu et al, 2009).

1.1.3. Mutaciones del gen MPL

En contraste con la PV, en la cual la mutaciéon V617F y las mutaciones
del exon 12 de JAK2 estan presentes en practicamente todos los pacientes
(Martinez-Avilés et al, 2007; Scott et al, 2007; Alvarez-Larran, 2008), la mitad
de los enfermos con TE o MFP son V617F negativos. Dado el posible papel de
la via de JAK2 en la patogenia de estos ultimos pacientes, se realiz0 una
secuenciacion de los dominios transmembrana e yuxtamembrana de ciertos
receptores de citocinas tipo | que condujo al descubrimiento de varias
mutaciones en el codon 515 del gen c-Mpl (MPL) (Pardanani et al, 2006;
Pikman et al, 2006). A diferencia de la V617F, se han descrito dos mutaciones
en el aminoacido 515 que provocan un cambio de tript6fano por leucina
(W515L) o lisina (W515K) (Pardanani et al, 2006; Pikman et al, 2006; Chaligné
et al, 2008). El aminoacido 515 forma parte de una region anfipatica localizada
en el dominio yuxtamembrana que impide la dimerizacion del receptor en
ausencia del ligando. Las mutaciones W515L/K provocan la dimerizacion del

receptor en ausencia del ligando y la activacion constitutiva de la via de
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transduccion de sefiales dependiente de este receptor (Pardanani et al, 2006;
Pikman et al, 2006; Chaligné et al, 2008). Con propiedades similares, la
mutacion S505N de MPL, descrita previamente en sujetos con trombocitemia
familiar (Ding et al, 2004), también ha sido encontrada en un nimero reducido
de pacientes con TE (Beer et al, 2008).

La frecuencia de las mutaciones W515L/K en los pacientes con TE
oscila entre el 1-4,1% para el total y el 3,5-8,5% para aquellos que son V617F
negativos (Pardanani et al, 2006; Beer et al, 2008; Vannucchi et al, 2008; Ruan
et al, 2009). La mutacion W515L de MPL es mas frecuente que la W515K (60-
78% en comparacion al 22-40%). Sin embargo, la carga mutacional es superior
en esta Ultima (Pardanani et al, 2006; Beer et al, 2008; Vannucchi et al, 2008).
Las citadas mutaciones se detectaron en 1, 2 u 8 pacientes con TE que eran
positivos para V617F (1/411, 0,24%; 2/106, 1,88% ¢ 8/546, 1,46%), lo que
indica que ambas mutaciones no son mutuamente excluyentes, aungue no se
ha observado la coexistencia de las mutaciones W515L/K (Pardanani et al,
2006; Beer et al, 2008; Vannucchi et al, 2008). Hay que destacar que en ningun
caso se han detectado mutaciones del MPL en pacientes con PV, lo que
sugiere que estas mutaciones favorecen el desarrollo preferencial de la linea
megacariocitica con respecto a la eritroide (Pardanani et al, 2006). Esta
hipotesis ha sido confirmada por Chaligne et al (2007) en un estudio en el que
demostraron que la mutacion de MPL tiene lugar en un progenitor
hemopoyético multipotente y que, ademas, induce una diferenciacion
megacariocitica espontanea. El papel etiopatogénico de la mutacion W515L de
MPL en la MFP y posiblemente en la TE se ha puesto de manifiesto en un

modelo murino en el que los ratones trasplantados con progenitores portadores
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de dicha mutacién desarrollaban un sindrome mieloproliferativo rapidamente

progresivo, caracterizado por leucocitosis, trombocitosis, esplenomegalia y

fibrosis medular, pero no eritrocitosis (Pikman et al, 2006). A modo de resumen,

en la tabla 3 se describen las caracteristicas bioldgicas y moleculares de la TE

y la PV.

Tabla 3. Comparacion de las caracteristicas bioldgi

cas y moleculares de

la TEy PV
Variable TE PV
Niveles hormonales Normal o + TPO I EPO
Unién a su receptor | c-MPL Normal r-EPO

Crecimiento enddgeno de colonias

Megacarocitica, eritroide

Eritroide, megacarocitica

Hiperplasia en médula ésea Megacarocitica Panmieloide
Delecion 20q y otras alteraciones 5% 10 %
Mutacion V617F de JAK2 60 % 95 %
Carga alélica media 26 15 % 48 + 26 %
Mayor carga alélica en plaguetas Si No
Homocigosidad 2-4 % 30 %
Dominancia clonal 22 % 53 %
Ratones transgénicos Nivel bajo de expresién | Nivel alto de expresion
Mutaciones del exon 12 de JAK2 No 4-5 %
Mutaciones del gen MPL W515L/K, S505N (4 %) No
Mutaciones del gen TET2 5% 10-16 %

Modificado de Schafer, 2006.
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1.2. Complicaciones tromboéticas en la trombocitemia

esencial

En la actualidad, como consecuencia de la realizacion de hemogramas
de escrutinio en la poblacion general, una importante proporcion de pacientes
con TE se diagnostica antes de que la enfermedad haya producido sintomas
(del 34 al 67 % segun las series) (Besses, 1999; Harrison, 2005). En los
pacientes sintomaticos las complicaciones vasculares incluyen, por orden de
frecuencia, los sintomas funcionales por alteraciones de la microcirculacion, la
diatesis trombdética y la hemorragica (Besses et al, 1999; Elliott y Tefferi, 2005;
Harrison, 2005). No obstante, la incidencia exacta de estas complicaciones es
dificil de establecer, debido a la heterogeneidad de los diferentes estudios en

su metodologia, seguimiento y tratamiento utilizado en la poblacion estudiada.

1.2.1. Incidencia, fenotipo y localizacion

1.2.1.1. Alteraciones de la microcirculacion

La clinica microvascular es mas frecuente en la TE que en la PV e
incluye la eritromelalgia, la isquemia digital y determinados sintomas
neuroldgicos y visuales atipicos caracteristicos (Elliott y Tefferi, 2005; Harrison,
2005). Su incidencia es variable segun las series y oscila entre el 4% y 43% de
los pacientes, dependiendo de que se hayan estudiado en el momento del
diagnéstico o durante su evolucién. Estos sintomas, habitualmente de inicio
brusco y corta duracién, son diversos e incluyen parestesias, afasia, disartria,
sincope, veértigo, inestabilidad, cefalea pulsétil, visibn borrosa, escotomas,

fotopsias y ceguera transitoria (Kessler et al, 1982; Jabaily et al, 1983; Schafer,

44



1984; Michiels et al, 1993 y 1996; Ravandi-Kashani y Schafer, 1997; van
Genderen y Michiels, 2004). La eritromelalgia es un sindrome de trombosis
microvascular de la arteriola distal que se caracteriza por eritema, congestion y
dolor intenso en los dedos o en la planta del pie. Se presenta en forma de
episodios recurrentes de dolor quemante, junto a una sensacion de calor que
se alivia con el frio. Este cuadro clinico no es exclusivo de la TE, ya que puede
presentarse en otras NMP, como la PV (Kurzrock y Cohen, 1991). En ausencia
de tratamiento, progresa a isquemia acrocianoética y eventualmente a gangrena
periférica (Michiels et al, 1985 y 2006; Michiels, 1997). Una caracteristica
peculiar es su rapida mejoria clinica tras el tratamiento con acido acetilsalicilico
(Michiels et al, 1985). En la fisiopatologia de la clinica microvascular subyace la
formacién de microtrombos ricos en plaquetas en las arteriolas distales,
ademas del dafio y la proliferacién endotelial. Se produce como consecuencia
de la activacion y agregacion plaquetaria in vivo durante su paso por las
arteriolas de la circulacién distal a nivel cutaneo y cerebral (Michiels et al, 1985;
van Genderen y Michiels, 2004). Tanto el empleo de &cido acetilsalicilico como
la reduccion de la cifra de plaquetas con tratamiento citolitico consiguen

controlar esta sintomatologia.

1.2.1.2. Trombosis mayores

El riesgo global de trombosis para los pacientes con TE es de 6,6% por
paciente y afio en comparacion con el 1,2% por individuo y afo para la
poblacién control (Cortelazzo et al, 1990). En el estudio de Carobbio et al
(2008), constituido por 1063 pacientes seguidos de forma retrospectiva durante

una mediana de tiempo de 4,8 afos, la incidencia de trombosis fue de 2,3 %
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por paciente y afio. Ademas, es frecuente que la trombosis sea una de las
manifestaciones iniciales de la TE. Asi, en un estudio retrospectivo de 148
pacientes se registré que el 18% de ellos tenian antecedentes de trombosis en
los afios previos al diagnéstico de la TE, mientras que en el 12% de los casos
la trombosis fue la manifestacion inicial de la enfermedad (Besses et al, 1999).
Las complicaciones trombéticas constituyen la principal causa de muerte en la
TE (Passamonti et al, 2004). Por ello, el objetivo fundamental del tratamiento
en la TE es reducir la frecuencia de dichas complicaciones.

La trombosis es la causa de la muerte en un 26% de los pacientes
(Passamonti et al, 2004), mientras que la transformacion a leucemia aguda,
mielofibrosis y las segundas neoplasias suponen el 8%, 4% vy el 14% de los
fallecimientos, respectivamente (Passamonti et al, 2004). En la tabla 4 se
muestra la frecuencia de trombosis en el momento del diagnéstico o a lo largo
de la evolucion de la enfermedad en varias de las series mas amplias de TE
publicadas. Como puede verse, la frecuencia de trombosis en el momento del
diagnostico (previa o simultdnea) oscilé entre el 10% y el 29%, mientras que a
lo largo de la evolucion fue del 8% al 44% (Hehlmann et al, 1988; Lahuerta-
Palacios et al, 1988). Este amplio margen de incidencia se explicaria por la
selecciéon de los pacientes, la definicibn de los episodios trombdéticos, la
exactitud en la recogida de datos y el efecto del tratamiento recibido. A pesar
del citado aumento del riesgo trombédtico en los pacientes con TE, la
supervivencia global de los enfermos no difiere significativamente de la
encontrada en la poblacion normal durante la primera década (Rozman et al,
1991; Passamonti et al, 2004; Cervantes et al, 2008), aunque es inferior a partir

de la siguiente década (Wolanskyj et al, 2006).
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Tabla 4. Complicaciones tromboticas mayores inicial

diferentes series de pacientes con TE

es y evolutivas en

Autor Numero de Trombosis Trombosis durante
pacientes inicial (%) el seguimiento (%)
Bellucci et al, 1986 94 22 17
Cortelazzo et al, 1990 100 11 20
Fenaux et al, 1990 147 18 14
Colombi et al, 1991 103 23 11
Jantunen et al, 1998 170 28 -
Bazzan et al, 1999 187 - 44
Besses et al, 1999 148 25 22
Jensen et al, 2000 96 14 17
Jantunen et al, 2001 132 - 40
Passamonti et al, 2004 435 - 11
Campbell et al, 2005 776 10 8
Chim et al, 2005 231 13 10
Wolanskyj et al, 2005 150 21 31
Dan et al, 2006 381 18 9
Carobbio et al, 2006 439 29 18
Wolanskyj et al, 2006 322 26 -
Alvarez-Larran et al, 2007 126 - 20
Kittur et al, 2007 176 23 26
Radaelli et al, 2007 306 21 15
Vannucchi et al, 2007 639 18 12
Antonioli et al, 2008 260 10 12
Carobbio et al, 2008 1063 18 11
Carobbio et al, 2008a 657 23 15
Passamonti et al, 2008 605 15 11
Palandri et al, 2009 275 15 8
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Entre las trombosis que aparecen tras el diagndstico de la TE, la arterial
es la mas frecuente y supone el 70% de las muertes de causa trombdtica
(Passamonti et al, 2004; Elliott y Tefferi, 2005; Campbell et al, 2005). En la
tabla 5 se muestran los tipos de complicaciones trombdticas registradas
durante el seguimiento de 775y 1063 pacientes afectos de TE (Campbell et al,

2005; Carobbio et al, 2008).

Tabla 5. Complicaciones tromboéticas durante el segu imiento de dos
series de pacientes con TE

Tipo de trombosis Campbell et al, 2005 Carobbio et al, 2008
N= 775, n (%) N= 1063, n (%)

Trombosis arterial 46 (74,1) 84 (71,1)
Cardiopatia isquémica 21 (33,8) 25 (21,1)
Accidente cerebrovascular 15 (24,1) 48 (40,6)*
AIT 12 (19,3) -
Vasculopatia periférica 3(4,8) 11 (9,3)

Trombosis venosa 16 (25,8) 34 (28,8)
TVP 10 (16,1) -
Embolismo pulmonar 5(8,1) -
Trombosis esplacnica 2(3,2) -

Total 62 (100) 118 (100)

AIT: accidente isquémico transitorio; TVP: trombosis venosa profunda;
*Incluyen los accidentes vasculares cerebrales y los AIT.

Como puede observarse, entre las trombosis arteriales la cardiopatia
isquémica y la enfermedad vascular cerebral fueron las més frecuentes, pero
también fueron habituales las trombosis venosas profundas, el

tromboembolismo pulmonar y la vasculopatia periférica (Bellucci et al, 1986;
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Cortelazzo et al, 1990; Fenaux et al, 1990; Colombi et al, 1991; Jantunen et al,
1998 y 2001; Bazzan et al, 1999; Besses et al, 1999; Jensen et al, 2000;
Passamonti et al, 2004 y 2008; Campbell et al, 2005; Chim et al, 2005;
Wolanskyj et al, 2005 y 2006; Dan et al, 2006; Carobbio et al, 2006, 2008 y
2008a; Alvarez-Larran et al, 2007; Kittur et al, 2007, Radaelli et al, 2007;
Vannucchi et al, 2007; Antonioli et al, 2008; Palandri et al, 2009).

La isquemia coronaria en la TE se manifiesta en forma de clinica
anginosa o infarto agudo de miocardio y se asocia frecuentemente a factores
de riesgo cardiovascular y lesiones coronarias, aunque se ha descrito su
aparicion incluso en ausencia de coronariopatia evidente (Virmani et al, 1979;
Scheffer et al, 1991; Rossi et al, 1998; Ganti et al, 2003; Prieto et al, 2008;
Campo et al, 2008).

En torno a un 12,5% de los pacientes con TE presentan manifestaciones
neuroldgicas como forma de presentacion de la enfermedad (Arboix et al,
1995), destacando entre ellas el accidente isquémico transitorio y el infarto
cerebral (Jabaily et al, 1983; Michiels et al, 1993; Arboix et al, 1995). La
vasculopatia periférica es una complicacion clinica frecuente en la TE y puede
manifestarse como isquemia digital o como claudicacion intermitente (Salem et
al, 1980; Bellucci et al, 1986; Cortelazzo et al, 1990; Fenaux et al, 1990;
Colombi et al, 1991; Jantunen et al, 1998 y 2001; Bazzan et al, 1999; Besses et
al, 1999; Jensen et al, 2000; Passamonti et al, 2004 y 2008; Campbell et al,
2005; Chim et al, 2005; Wolanskyj et al, 2005 y 2006; Dan et al, 2006; Carobbio
et al, 2006, 2008 y 2008a; Alvarez-Larran et al, 2007; Kittur et al, 2007; Radaelli

et al, 2007; Vannucchi et al, 2007; Antonioli et al, 2008; Palandri et al, 2009).
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La enfermedad tromboembdlica venosa y la tromboflebitis superficial son
las manifestaciones trombdticas venosas mas frecuentes en la TE. Sin
embargo, no es inusual la aparicion de trombosis en territorios poco habituales,
como las venas suprahepaticas, las del eje espleno-portal o los senos venosos
cerebrales (Elliott y Tefferi, 2005; Stam, 2005; De Stefano et al, 2007). Aunque
muy infrecuente, la hemorragia suprarrenal bilateral se ha asociado con la TE.
Su mecanismo de aparicion consistiria en la trombosis de la microcirculacion o
vena adrenal y el subsiguiente infarto hemorragico (Barillari et al, 1993; Kojima
et al, 2002; Michiels et al, 2002; Pachipala y Gutknecht, 2006; Arellano-
Rodrigo, 2008).

El sindrome de Budd-Chiari (SBC) es una de las complicaciones
trombdticas mas graves de la TE y se produce como consecuencia de la
oclusion trombdtica de las venas suprahepaticas que drenan la sangre del
higado a la vena cava inferior (Menon et al, 2004). La incidencia de la
trombosis de las venas suprahepaticas o del eje espleno-portal en la TE oscila
entre el 3 % y el 25 % (Anger et al, 1989; Johnson et al, 1995; Campbell et al,
2005; Elliott y Tefferi, 2005; Alvarez-Larran et al, 2007). En un estudio reciente
de la Clinica Mayo, que incluia 460 pacientes, se encontré una incidencia del
4% (Gangat et al, 2006). Ademas, la PV y la TE son la causa mas frecuente del
sindrome de Budd-Chiari y estan presentes en una importante proporcion de
pacientes con trombosis del eje espleno-portal (TEEP) (Valla et al, 1988; Cobo
et al, 1996; De Stefano et al, 1997; Denninger et al, 2000; Perell6 et al, 2002;
Briere, 2006). Asi, Denninger et al (2000) registraron que en el 50% de los
pacientes con SBC y en el 30% de los casos de trombosis del eje espleno-

portal existia una NMP concomitante, basandose su diagndstico en los datos
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del hemograma, la medicién de la masa eritrocitaria por métodos isotopicos, la
biopsia de médula 6sea y el cultivo de colonias eritroides. Tras el
descubrimiento de la mutacion V617F de JAK2 han aparecido diversos
estudios en los que se analiza la prevalencia de dicha mutacién en los
pacientes con SBC y TEEP (Patel et al, 2006; Primignani et al, 2006; Colaizzo
et al, 2007; McMahon et al, 2007; Regina et al, 2007; Kiladjian et al, 2008).
Kiladjian et al (2008) estudiaron un total de 241 pacientes, 104 afectos de SBC
y 137 con TEEP, observando la mutacion V617F en un 45% de los pacientes
con SBC y un 34% de los pacientes con TEEP. Un metaanalisis reciente ha
demostrado la estrecha relacién existente entre esta mutacion y la presencia de
este fenotipo particular de trombosis (Dentali et al, 2009).

Por otra parte, circunstancias tales como la cirugia, la propia recurrencia
del evento trombético o la gestacién pueden exponer a los pacientes con TE a
un riesgo aumentado de morbilidad y mortalidad. En un estudio retrospectivo
de 311 intervenciones quirurgicas realizadas en 105 PV y 150 TE, el 7 % de las
mismas se complicaron con trombosis o hemorragia mayor a los 3 meses del
procedimiento. En esta serie los pacientes con TE presentaban frecuentemente
complicaciones trombdticas arteriales (Ruggeri et al, 2008). Por su parte, De
Stefano et al (2008) ha llamado la atencion sobre la trombosis recurrente en
estos enfermos (235 PV y 259 TE), cuya frecuencia es del 7,6 % por paciente y
afo y se localiza habitualmente en el mismo territorio que la trombosis previa.
Dado que la TE es una enfermedad que afecta predominantemente a las
mujeres y que presenta un pico de incidencia en mujeres en edad feértil, no es
de extraflar que las complicaciones trombéticas también ocurran durante la

gestacion. Si a esto se afiade que durante la gestacion normal existe un
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incremento del riesgo trombdético, ello complica el escenario clinico de estas
enfermas (Harrison, 2005; Griesshammer et al, 2008). Asi, una reciente
revisibon de 291 gestaciones en 160 mujeres con TE ha demostrado un
aumento de las complicaciones maternas y fetales. El porcentaje de las
gestaciones llevadas a término con éxito eran del 61%, con una incidencia de
abortos durante el primer trimestre del 32% y la presencia de complicaciones
trombdticas en el 3% de las enfermas (Griesshammer et al, 2008). Otras
complicaciones obstétricas incluyen la muerte intrauterina, el retraso del
crecimiento intrauterino, la abruptio placentae, el parto pretérmino y la
eclampsia (Harrison, 2005; Griesshammer et al, 2008). La trombosis de los
vasos placentarios es el factor implicado en la patogenia de estas
complicaciones. La experiencia de la Clinica Mayo en 63 gestaciones es similar
a las resultados previamente descritos (Gangat et al, 2009).

Finalmente, las manifestaciones hemorragicas son menos frecuentes en
la TE (Besses et al, 1999; Elliott y Tefferi, 2005; Ruggeri et al, 2007; Finazzi y
Barbui, 2008). Se asocian a menudo a procedimientos quirdrgicos, al uso de
antiagregantes o a la presencia de un sindrome de von Willebrand adquirido
tipo 2 en pacientes con trombocitosis extremas (> 1.500 x 10%L), debido al
consumo de los multimeros de dicho factor (van Genderen y Michiels, 1994;
van Genderen et al, 1996 y 1997; Budde y van Genderen, 1997; Elliott y Tefferi,

2005).
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1.3. Patogenia de la trombosis y factores de riesgo

trombaotico en la trombocitemia esencial

La trombosis constituye la principal causa de mortalidad y morbilidad en
la TE (Passamonti et al, 2004; Elliott y Tefferi, 2005; Campbell et al, 2005). Asi,
en nuestro medio, hasta un 18 % de los pacientes tienen antecedentes de
episodios trombaticos en los 3 afios previos al diagnostico de la TE, en un 12 %
la trombosis constituye la manifestacion inicial de la misma y otro 22 %
presenta trombosis mayores durante la evolucion de la enfermedad (Besses et
al, 1999). Al objeto de facilitar el estudio de los principales factores
involucrados en la patogenia de la trombosis en la TE, los dividiremos en
aguellos factores dependientes o independientes de la propia TE, tal como se
describen en la tabla 6. Sin embargo, dado que la trombosis es una
enfermedad multifactorial (Lowe, 2006), la presencia de un factor de riesgo
trombdtico debe ser considerada como una parte mas en la compleja
interaccion con otros factores menos evidentes o desconocidos hasta el
momento. Desde el punto de vista clinico, una edad superior a 60 afios o la
historia previa de trombosis son dos de los factores de riesgo trombdético
ampliamente reconocidos en esta enfermedad. Sin embargo, el valor
prondstico de otros factores de riesgo vascular, como la hiperlipemia, la
hipertension aterial o la diabetes, varia segun los estudios realizados (Besses

et al, 1999; Finazzi y Barbui, 2008).
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Tabla 6. Principales factores involucrados en la pa  togenia de la trombosis
enlaTE

1. Factores independientes de la TE
- Edad

Historia de trombosis

Factores de riesgo cardiovascular

Alteraciones primarias de la coagulacion

2. Factores dependientes de la TE

Activacion de la coagulacion y del endotelio

Trombocitosis

- Alteraciones bioquimicas y funcionales de las plaquetas
- Leucocitosis

- Activacion leucocitaria

- Interaccion leucocito-plaqueta

- Clonalidad y mutacién V617F de JAK2

El aumento en la incidencia de trombosis se ha atribuido clasicamente a
la expansion de la masa plaquetaria que caracteriza a la enfermedad (Schafer,
1984; Wehmeier et al, 1997). No obstante, también se cree que la leucocitosis
existente en algunos pacientes, asi como las alteraciones funcionales de las
plaquetas y los neutrdfilos, podrian desempefiar un papel en la aparicion de la
trombosis (Schafer, 1984; Wehmeier et al, 1997; Falanga et al, 2000, 2005 y
2005a; Jensen et al, 2000; Carobbio et al, 2007, 2008 y 2008a). De este modo,
la existencia de una megacariopoyesis clonal acompafiada de una

hiperreactividad funcional de plaguetas y leucocitos, ademas de una activacion
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exagerada del sistema hemostatico y endotelial probablemente estan

relacionadas con la patogenia trombética de la TE (Bellucci y Michiels, 2006).

1.3.1. Factores independientes de la trombocitemia esencial

1.3.1.1. Edad

La edad avanzada es, en la poblacion general, un factor de riesgo para
el desarrollo de trombosis (Rosendaal, 1999; Lowe, 2006). En la TE también se
ha demostrado que la edad avanzada es un importante factor predicitivo para la
aparicion de trombosis. Asi, en un estudio clasico de 100 pacientes con TE se
encontrd una incidencia de trombosis del 1,7% (por paciente y afio) en
pacientes menores de 40 afos, del 6,3% en aquellos con una edad entre 40 y
60 afos y del 15,1% en mayores de 60 afos (Cortelazzo et al, 1990). En
nuestro medio, Besses et al (1999), en un estudio de 148 pacientes observaron
una probabilidad actuarial de trombosis del 35,6 % a los 6 afios en enfermos
mayores de 60 afos y del 21,4% en los menores de esa edad. La edad
superior a 60 afios aumenta el riesgo trombadtico entre 3,3 y 10,3 veces mas
que el de los pacientes de edad inferior (ver tabla 7, Cortelazzo et al, 1990;
Besses et al, 1999). Sin embargo, también existe un aumento de la frecuencia
de complicaciones trombdticas en pacientes jévenes con TE. Asi, en una serie
de 126 pacientes con TE diagnosticados a una edad inferior a los 40 afos, los
accidentes vasculares cerebrales y las trombosis venosas fueron mas
frecuentes en los enfermos que en la poblacion general (Alvarez-Larran et al,

2007).
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Tabla 7. Estudios que incluyen al menos 100 pacient es con TE y valoran

los factores de riesgo trombdtico (edad >60 afios, t rombosis previa o

factores de riesgo cardiovascular)

Factores (Riesgo relativo o P)
Autor N Trombosis
Edad >60 afos _ FRCV
previa
Cortelazzo et al, 1990 100 | 10,3 (2,05-51,5) | 13 (4,1-41,5) NS
Colombi et al, 1991 103 NS P< 0,001 -
Bazzan et al, 1999 187 | NS (edad > 55) - NS
Besses et al, 1999 148 3,3(1,5-7,4) 3,0(1,5-6,0) |4,7(1,8-11,8)
HiperCo
Jantunen et al, 2001 132 NS - P=0,01
Tabaco
Chim et al, 2005 231 P=0,01 NS NS
Dan et al, 2006 381 NS P< 0,01 -
Carobbio et al, 2006 439 2,3 (1,3-3,9) Ambos* -
Wolanskyj et al, 2006 322 | 1,51 (1,05-2,18) | 2,3 (1,25-4,24) NS
Arterial
Alvarez-Larran et al, 2007 | 126 | Pacientes jévenes NS P=10,02
(< 40 afnos) Tabaco
Radaelli et al, 2007 306 NS 7,6 NS
Tefferi et al, 2007a 605 NS P< 0,001 NS
Carobbio et al, 2008 1063 1,7 (1,1-2,6) Ambos -
Carobbio et al, 2008a 657 2,1 (1,2-3,4) Ambos -
Moreno et al, 2008 128 - - 3,7 (1,2-10,8)
HTA
Passamonti et al, 2008 605 P< 0,001 P=0,03 -

N: numero de pacientes; RR: riesgo relativo (IC al 95%); FRCV: factores de

riesgo cardiovascular; NS: no significativo; HiperCo: hipercolesterolemia; HTA:

hipertension; *fambos factores de riesgo (edad >60 afios o/y trombosis previa).
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Estos datos sugieren que, ademas de la ateroesclerosis oly el
envejecimiento vascular propios de la edad avanzada, existen otros factores
dependientes de la enfermedad que intervendrian en la patogenia de la
trombosis de la TE. Por otra parte, hay que destacar que los pacientes con la
mutacion V617F de JAK2 tienen por lo general una edad superior a la de
aguellos que no presentan la mutacion (Antonioli et al, 2005 y 2008; Campbell
et al, 2005; Wolanskyj et al, 2005; Cheung et al, 2006; Heller et al, 2006;
Vannucchi et al, 2006; Finazzi et al, 2007; Kittur et al, 2007; Pemmaraju et al,

2007; Speletas et al, 2007).

1.3.1.2. Historia de trombosis

En la TE el haber presentado un episodio previo de trombosis es un
factor independiente y predictivo para la trombosis recurrente (Cortelazzo et al,
1990; Colombi et al, 1991; Besses et al, 1999; Dan et al, 2006; Wolanskyj et al,
2006 Radaelli et al, 2007; Carobbio et al, 2007, 2008 y 2008a;Tefferi et al,
2007a; Passamonti et al, 2008). En un estudio retrospectivo, la incidencia de
complicaciones vasculares mayores fue superior en los pacientes con
antecedente de trombosis (13,4% por paciente y afio) que en aquellos sin este
antecedente (3,4% por paciente y afo) (Cortelazzo et al, 1990). Asi, la
existencia de una historia de trombosis aumenta entre 2,3 y 13 veces el riesgo
trombdtico de estos enfermos (Cortelazzo et al, 1990; Besses et al, 1999;
Wolanskyj et al, 2006; Radaelli et al, 2007). Por tanto, la coexistencia de una
enfermedad vascular parece tener un papel importante en la aparicion de
trombosis en los pacientes con TE. De hecho, la historia previa de trombosis o

una edad superior a 60 afios son las principales indicaciones actuales para
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iniciar tratamiento citorreductor, independientemente de otros factores

asociados (Finazzi y Barbui, 2008).

1.3.1.3. Factores de riesgo cardiovascular

Hasta hace poco el estudio y la importancia de los factores de riesgo
cardiovascular (FRCV) en los pacientes con TE ha recibido escasa atencion.
Diferentes estudios retrospectivos han evaluado la contribucion de estos
factores (hipertension, tabaquismo, hipercolesterolemia, diabetes mellitus),
plenamente reconocidos en las enfermedades cardiovasculares, con resultados
contradictorios, posiblemente a causa del tamafio y la heterogeneidad de los
mismos. Como puede observarse en la tabla 7, cuatro estudios han
demostrado que la hipercolesterolemia (Besses et al, 1999), el tabaquismo
(Jantunen et al, 2001; Alvarez-Larran et al, 2007) o la hipertension (Moreno et
al, 2008) son factores de riesgo trombético independientes en la TE. Estos
hallazgos confirman los resultados de estudios previos con un nimero menor
de pacientes en cuanto al tabaquismo (Watson y Key, 1993) y la hipertension
(Shih et al, 2002). Sin embargo, como se aprecia en la tabla 7, la mayoria de
las series no han podido demostrar la asociacion entre la trombosis y los FRCV
estudiados. A la espera de nuevos resultados, parece prudente asumir que los
FRCV en la TE se asocian a un riesgo relativo similar al de la poblacion normal

(Barbui et al, 2004; Landolfi et al, 2006; Finazzi y Barbui, 2008).

1.3.1.4. Alteraciones primarias de la coagulaciéon

Se entiende por trombofilia la tendencia al desarrollo de episodios

trombdticos, determinada genéticamente (trombofilia hereditaria) o asociada a
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determinados procesos clinicos (trombofilia adquirida). Entre las principales
causas de trombofilia se incluyen los déficits de los inhibidores naturales de la
coagulacion (antitrombina y proteinas C y S), las mutaciones del factor V
Leiden y G20210A de la protrombina o la presencia de anticuerpos
antifosfolipidicos (anticoagulante lupico, anticardiolipina o anti-B2-glucoproteina
1) (Middeldorp y van Hyckama Vlieg, 2008). La hiperhomocisteinemia
moderada se ha implicado en la patogenia de la tromboembolia venosa y
arterial, si bien estudios recientes en que se ha administrado vitamina B12 y
folato para reducir los valores de homocisteina no han conseguido prevenir las
complicaciones trombaticas (Bonaa et al, 2006). Dado que la trombofilia puede
ser identificada en aproximadamente la mitad de los pacientes con enfermedad
tromboembdlica venosa (Middeldorp y van Hyckama Vlieg, 2008), es posible
que su presencia en la TE pudiera tener un papel amplificador del riesgo
trombdtico. Desgraciadamente, los estudios disponibles sobre este tema son
escasos y proporcionan una informacion limitada, analizando a menudo
pacientes con TE y PV conjuntamente. Tres estudios prospectivos analizaron la
influencia de la trombofilia hereditaria y adquirida en la incidencia de trombosis
en pacientes con TE. Kornblihtt et al (2003) estudiaron 60 pacientes sin
encontrar una asociacion significativa. Sin embargo, en el estudio de De
Stefano et al (2008), que incluia 494 pacientes (235 PV y 259 TE) y se
analizaba de forma especifica la recurrencia trombotica, la presencia de un
estudio positivo de trombofilia se asocié con un aumento del riesgo trombdético
(RR 1,91, IC al 95%: 1,01-3,60), siendo aun mayor en aquellos pacientes de
edad inferior a 60 afios (RR 2,68, IC al 95%: 1,01-7,16). Por otra parte, en un

estudio reciente de 132 enfermos con TE la existencia de un estado
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trombofilico (Unicamente factor V Leiden o G20210A) determinaba un riesgo
aumentado de trombosis (RR 2,70, IC al 95%: 1,55-4,70) (De Stefano et al,
2009). No obstante, otros dos estudios de 128 (Moreno et al, 2008) y 86
pacientes (43 PV y 43 TE, Afshar-Kharghan et al, 2004) que analizaban las
mismas mutaciones no mostraron esta asociacién. Finalmente, un estudio
retrospectivo de 304 pacientes (178 PV y 126 TE) registré un incremento de la
prevalencia de la mutacion del factor V Leiden en enfermos con historia de
trombosis (16%), en comparacién con aquellos sin trombosis (3%). Hay que
destacar que la presencia de la citada mutacion también se asocio a un riesgo
aumentado de trombosis recurrente durante el seguimiento de los pacientes
(Ruggeri et al, 2002). En comparacion con sujetos normales, Jensen et al
(2002) encontraron un incremento significativo de la prevalencia del factor V
Leiden en 50 pacientes con NMP (3,4% frente a 9%), mientras que Kornblihtt et
al (2003), en 60 pacientes con TE, observaron una mayor prevalencia de la
G20210A (0,7% frente a 5%). En cuanto a esta ultima mutacion de la
protrombina, en un estudio prospectivo de 214 enfermos (131 PV y 83 TE) se
observé una mayor frecuencia de trombosis venosa en los portadores de la
misma (14,7% por 100 pacientes/afo frente a 0,8% por 100 pacientes/afio en
los que no la tenian) (Gisslinger et al, 2005). También se ha observado una
mayor frecuencia de clinica microvascular en pacientes con TE o PV
portadores de la mutacion G20210A (Kornblihtt et al, 2003; Afshar-Kharghan et
al, 2004).

Varios estudios han encontrado una concentracion elevada de
homocisteina en pacientes con NMP, posiblemente relacionada con un déficit

de acido fdlico/vitamina B o debida a una proliferacion mieloide persistente
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(Gisslinger et al, 1999; Faurschou et al, 2000; Amitrano et al, 2003). No
obstante, en otro estudio realizado exclusivamente en pacientes con TE no se
confirmé dicho incremento (Kornblihtt et al, 2003). Unicamente un estudio hall6
Su asociacion con trombosis arterial (Amitrano et al, 2003). Cuatro estudios han
evaluado los inhibidores naturales de la coagulacion en estos pacientes
(Bucalossi et al, 1996; Jensen et al, 2002; Amitrano et al, 2003; Kornblihtt et al,
2003). Asi, Bucalossi et al (1996) describi6 una disminucion de la
concentracion de estos inhibidores en pacientes con TE y PV que presentaban
antecedentes de trombosis, mientras que Amitrano et al (2003) observé que
una reduccion significativa de los niveles de proteina C se asociaba con
trombosis del area esplacnica en pacientes con NMP. En comparacion con los
controles sanos, los pacientes con NMP o TE presentaban concentraciones
inferiores de proteina C o proteina S (Bucalossi et al, 1996; Jensen et al, 2002;
Kornblihtt et al, 2003).

Finalmente, varios investigadores han encontrado un aumento de la
prevalencia de anticuerpos antifosfolipidicos en la TE (Harrison et al, 2002;
Jensen et al, 2002), mientras que otros no lo han confirmado (Kornblihtt et al,
2003; Robertson et al, 2007). En uno de los estudios se observo la asociacion

con el antecedente de trombosis (Harrison et al, 2002).

1.3.2. Factores dependientes de la trombocitemia esencial

1.3.2.1. Activacion de la coagulacion y del endotelio

Un hecho constante en la TE y en otras NMP es la existencia de un

aumento de la activacion de la coagulacién y del endotelio en el torrente
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circulatorio. Asi lo indicaria el aumento de ciertos marcadores plasmaticos de
activacion de la coagulacién o marcadores de hipercoagulabilidad, tales como
el complejo trombina-antitrombina y el fragmento 1+2 de la protrombina (F1+2)
(Falanga et al, 1994 y 2000; Robertson et al, 2007; Alvarez-Larran et al, 2008;
Alvarez-Larrdn, 2008). El F1+2 y la trombina son dos productos generados en
cantidades idénticas cuando la protrombina es activada in vivo, mientras que la
antitrombina es el principal inhibidor de la trombina, con la que forma complejos
covalentes. Esta activacion del sistema hemostatico sobrepasa la capacidad
inhibitoria fisiologica, lo que se traduce en un aumento de la generacion de
trombina y un estado de hipercoagulabilidad.

En cuanto a la activacién del sistema fibrinolitico en la TE, existe cierta
controversia. El dimero D, producto de la accion fibrinolitica de la plasmina
sobre la fibrina, también esta aumentado en pacientes con TE, aunque no
todos los autores lo han encontrado (Falanga et al, 1994 y 2000; Rosc et al,
2000; Blann et al, 2004; Robertson et al, 2007). Ademas, la formacion de
complejos plasmina-a,-antiplasmina, uno de los marcadores de la generacion
de plasmina esta incrementado en pacientes con TE (Rosc et al, 2000). En
general, se ha constatado una alteracion en el balance del sistema fibrinolitico
caracterizada por un aumento de los valores del inhibidor del activador del
plasminégeno tipo 1 (PAI-1) y del inhibidor de la fibrinolisis activado por
trombina (TAFI), ademas de una disminuciéon del activador tisular del
plasmindégeno (tPA), lo que favoreceria un estado de hipofibrinolisis o
resistencia a la fibrinolisis (Cancelas et al, 1994; Posan et al, 1998; Birdane et
al, 2005; Kaftan et al, 2005). No obstante, algunos autores no han encontrado

estas alteraciones o han observado lo contrario (Friedenberg et al, 1992;
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Bellucci et al, 1993; Rosc et al, 2000). En dos estudios, los pacientes con
complicaciones trombdticas presentaban una concentracion superior de PAI-1
plaguetario o plasmatico (Bazzan et al, 1993; Cancelas et al, 1994). El PAI-1
liberado en exceso por las plaguetas o el endotelio durante su activacion podria
explicar estos hallazgos.

Aunque hay autores que no lo han confirmado, en la TE y PV parece
existir de forma concomitante un aumento de marcadores de activacion o dafio
endotelial. Entre ellos destaca la elevacion en plasma de la trombomodulina, el
factor de von Willebrand, la E-selectina y la molécula soluble de adhesién
vascular (VCAM-1) (Bellucci et al, 1993; Falanga et al, 1994 y 2000; van
Genderen et al, 1996a; Musolino et al, 1998 y 2000; Randi et al, 1999;
Cobankara et al, 2001; Blann et al, 2004; Karakantza et al, 2004; Trappenburg
et al, 2009). Ademas, hay estudios que sugieren la existencia de disfuncion
endotelial en estas enfermedades (Schaer et al, 1981; Neunteufl et al, 2001;
Santilli et al, 2008; Lessiani et al, 2009).

Las causas de la activacion de la coagulacion y del endotelio en estos
pacientes estan poco claras, pero las alteraciones en la funcion plaquetaria y

leucocitaria de causa clonal probablemente contribuyen al desarrollo de ambas.

1.3.2.2. Trombocitosis

La presencia de una trombocitosis superior a 450 x10%/L junto a una
proliferacion madura de la megacariopoyesis y la mutacion V617F u otro
marcador clonal, en ausencia de otra neoplasia mieloide o trombocitosis
secundaria, es uno de los criterios diagndsticos de TE en la actual clasificaciéon

de la OMS (Tefferi y Vardiman, 2008). Dado que la propia trombocitosis define
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a esta entidad, se ha pensado que este parametro, podria tener algun papel en
la patogenia de la trombosis de estos enfermos (Walsh et al, 1977). Sin
embargo, los datos de la literatura no han demostrado una relacion entre el
recuento de plaquetas y la frecuencia de eventos tromboticos (Bellucci et al,
1986; Cortelazzo et al, 1990; Fenaux et al, 1990; Colombi et al, 1991; Jantunen
et al, 1998 y 2001; Bazzan et al, 1999; Besses et al, 1999; Jensen et al, 2000;
Passamonti et al, 2004 y 2008; Campbell et al, 2005; Chim et al, 2005;
Wolanskyj et al, 2005 y 2006; Dan et al, 2006; Carobbio et al, 2006, 2008 y
2008a; Alvarez-Larran et al, 2007; Kittur et al, 2007; Radaelli et al, 2007;
Vannucchi et al, 2007; Antonioli et al, 2008; Palandri et al, 2009). De hecho,
algunos autores han observado complicaciones trombdéticas en pacientes con
trombocitosis moderada (< 600 x10%L) (Regev et al, 1997; Lengfelder et al,
1998). No obstante, en el estudio de Carobbio et al (2008), constituido por 1063
pacientes seguidos de forma retrosprospectiva, se observd que recuentos
plaquetarios de entre 650 x10%L y 1.000 x10°L no se asociaban a riesgo
trombético, mientras que un recuento superior a 1.000 x10%L tenia un efecto
protector para la trombosis. En la tabla 8 se muestra el riesgo relativo para la
aparicion de trombosis con o sin ajuste para diferentes variables y segun el
recuento plaquetario en dicho estudio. En este sentido, van Genderen y
Michiels (2004), en una revision de casos de la literatura, observaron que las
complicaciones hemorragicas ocurrian en pacientes con un mayor grado de
trombocitosis. Asi, se documentaron complicaciones trombaéticas en pacientes
con recuentos superiores a 400 x10%L, mientras que las complicaciones
hemorragicas ocurrieron en aquellos con recuentos mayores (entre 800 y >

3.000 x10%L). Una explicacién para estos hallazgos seria la presencia de un
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sindrome de von Willebrand adquirido en pacientes con TE y trombocitosis
extremas (van Genderen y Michiels, 1994; van Genderen et al, 1996 y 1997;

Budde y van Genderen, 1997; Elliott y Tefferi, 2005).

Tabla 8. Riesgo relativo de trombosis en 1063 pacie ntes afectos de TE

segun el recuento plaquetario (Carobbio et al, 2008)

Riesgo relativo (IC al 95%), p
Variable Plaguetas Plaquetas
650-1.000 x10°/L >1.000 x10°/L
No ajustada 0,7 (0,4-1,1), p=0,2 0,5 (0,3-0,9), p=0,03
Ajustada 0,6 (0,4-1,0), p=0,1 0,5 (0,3-0,8), p=0,01
Ajustada 'y V617F 0,6 (0,4-1,0), p=0,1 0,6 (0,3-1,1), p=0,1

Ajustada para sexo, edad > 60 afios o trombosis previa, hemoglobina, recuento
de plaquetas y tratamiento recibido (citolitico o antiagregante); Ajustada y
V617F, las variables previas y la mutacién V617F de JAK2

Asi, es posible que un recuento superior a 1.000 x10%L determine un
aumento del riesgo hemorragico y al mismo tiempo un efecto protector para el
desarrollo de trombosis (van Genderen y Michiels, 2004; Carobbio et al, 2008).
Sin embargo, a pesar de las observaciones previas, existen datos que sugieren
gue, al menos en pacientes de alto riesgo (esto es, edad > 60 afos o
antecedentes de trombosis), la disminucion del recuento de plaquetas por
debajo de 600 x 10%L, puede reducir la incidencia de complicaciones
tromboticas. En este sentido, el tramiento citolitico con busulfan o hidroxiurea,
ademas de conseguir una reduccion del recuento de plaquetas, es capaz de

disminuir las complicaciones tromboéticas en estos pacientes (Michiels et al,
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1985; Cortelazzo et al, 1990 y 1995; Lahuerta-Palacios et al, 1988; van
Genderen y Michiels, 1995). No obstante, la eficacia antitromboética del
tratamiento citorreductor se atribuiria a mecanismos mas complejos que la
simple reduccion del recuento de plaquetas (Landolfi et al, 2006). Asi, en el
ensayo PT-1, la administracion de hidroxiurea méas acido acetilsalicilico fue
superior a anagrelida mas acido acetilsalicilico en la supervivencia libre de
eventos, lo cual sugiere que el efecto panmielosupresor de la hidroxiurea
puede ser la causa de una mayor eficacia antitrombotica (Harrison et al,

2005h).

1.3.2.3. Alteraciones morfoléogicas, bioquimicas y funcionales de las
plaquetas

En los pacientes con trombocitosis secundarias no se ha observado un
aumento en la incidencia de complicaciones tromboéticas (Kuo et al, 2003;
Vannucchi y Barbui, 2007a), lo cual sugiere que en la TE, ademéas del
incremento del recuento de plaguetas, deben coexistir otros mecanismos
involucrados en la aparicion de la trombosis. Asi, las anomalias en la
morfologia, bioquimica y funcidn de las plaquetas son hallazgos frecuentes en
la TE, de tal forma que es probable que estas alteraciones desemperfien algun
papel en la patogenia de la trombosis. En la tabla 9 se muestran las principales
alteraciones descritas en la TE.

El estudio del frotis de sangre periférica demuestra que los pacientes
con TE tienen un aumento de la heterogeneidad plaguetaria con respecto al

tamafio y la granulacion.
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Tabla 9. Principales alteraciones plaquetarias desc  ritas en la TE

Alteraciones

Variables

Morfologicas

Heterogeneidad plaquetaria

Anisocitosis e hipogranularidad plaquetaria

Aumento de plaquetas grandes

Reduccion de granulos a, cuerpos densos y mitocondrias
Dilatacion intensa del sistema canalicular abierto
Hipertrofia del sistema tubular denso

Ausencia o desorganizacion de los microtubulos

Bioquimicas

Glucoproteinas y receptores de membrana
Disminucion de las glucoproteinas Ib y llb/llla
Aumento de la glucoproteina IV
Reduccion de receptores a-adrenérgicos
Reduccion de la expresion del c-MPL
Disminucion de los receptores de la prostanglandina D,
Aumento de receptor Fc de las imnunoglobulinas
Disminucion de la actividad procoagulante

Metabolismo del acido araquidénico
Aumento de la sintesis de tromboxano
Aumento de la actividad de las fosfolipasas

Disminucion de la actividad de la lipooxigenasa

Funcionales

Agregacion plaquetaria
Ausencia de agregacion a epinefrina
Defecto o ausencia de agregacion a colageno o ADP
Enfermedad adquirida del pool de depdésito
Agregacion espontanea
Activacion plaquetaria
Aumento de [3-tromboglobulina y factor plaguetario 4
Aumento de la trombospondina, P-selectina y CD40 ligando
Renovacion plaguetaria
Disminucion de la supervivencia plaquetaria

Aumento de plaquetas reticuladas
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Asi, es frecuente la presencia de anisocitosis e hipogranularidad
plaquetaria, que se acompafia de un nimero aumentado de plaquetas grandes
(Maldonado et al, 1974; Zeigler et al, 1978; Cortelazzo et al, 1980). Estos
pacientes presentan valores elevados de plaquetdcrito, volumen plaquetario
medio y de la amplitud de distribucion del volumen plaquetario cuando se
utilizan autoanalizadores (Small et al, 1981; Sehayek et al, 1988). En el analisis
ultraestructural pueden descubrirse plaguetas de tamafo grande o gigante con
perfil redondeado y forma irregular o alargada. Las plaquetas circulantes
también pueden mostrar alteraciones de las organelas tales como una
reduccion en el nimero de granulos a, cuerpos densos y mitocondrias, ademas
de grandes agregados de particulas de glucégeno, dilatacién intensa del
sistema canalicular abierto y la ausencia o desorganizacion de los microtubulos
e hipertrofia del sistema tubular denso. Con frecuencia se observan granulos
de forma anormal o gigantes e incluso plaguetas nucleadas (Bussi et al, 1966;
Maldonado et al, 1974; Boughton et al, 1980; Woodruff et al, 1980; Feliu et al,
1986; Rozman et al, 1990). Todas estas alteraciones ultraestructurales causan
una disminucion marcada de la densidad plaquetaria (Holme y Murphy, 1984;
Jaremo, 1999). Tanto en los megacariocitos como en las plaquetas, se han
descrito la presencia de particulas retroviricas (Morgan y Brodsky, 2004). En su
mayor parte, el origen de estos hallazgos morfologicas se encuentra en las
alteraciones en la ploidia, crecimiento y demarcacion durante la
megacariopoyesis de la TE, aunque el aumento de la activacion plaquetaria en

la circulacion periférica también puede contribuir.
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1.3.2.3.1. Glucoproteinas y receptores de membrana

Se han descrito diversas alteraciones en las glucoproteinas y receptores
de membrana de las plaquetas en un porcentaje elevado de pacientes con TE y
otras NMP (Schafer, 1984; Finazzi et al, 1996; Wehmeier et al, 1997; Rao,
2004). Una disminuciéon de la expresion de las glucoproteinas Ib y llb/llla,
ademas de un aumento de la glucoproteina IV es un patron constante en la TE
(Eche et al, 1981; Clezardin et al, 1985; Mazzucato et al, 1989; Mistry et al,
1991; Handa et al, 1995; Thibert et al, 1995; Jensen et al, 2000a; Kaplan et al,
2000). Es frecuente que las antedichas glucoproteinas de superficie tengan un
contenido inferior de acido sialico (Clezardin et al, 1985; Mazzucato et al,
1989). Entre ellas, la sintesis de la glucoproteina lIb/llla es normal, pero su
procesamiento celular es anormal, de modo que causa una disminucion de la
expresion en superficie y ademas una alteracion en su activacion (Kaplan et al,
2000). Es por ello que el numero de moléculas de fibrinbgeno unidas en las
plaguetas de estos enfermos es menor, aunque presentan una mayor afinidad
en su unién (Landolfi et al, 1988; Mazzucato et al, 1989; Mistry et al, 1991).
Jensen et al (2000a) demostraron una relacion entre el antecedente de
trombosis y el aumento de la expresion plaquetaria de la glucoproteina IV.

Un rasgo caracteristico de las plaquetas en la TE es la reduccion de la
expresion de receptores a-adrenérgicos (Kaywin et al, 1978). Ademas, otros
autores también han observado una respuesta anormal del receptor tras su
activacion (Swart et al, 1984; Ushikubi et al, 1990). Otro hallazgo constante en
la TE es una expresion reducida del c-MPL como se ha comentado
previamente en otro apartado de la presente tesis (Horikawa et al, 1997;

Moliterno et al, 1998; Harrison et al, 1999a). Por otra parte, cabe destacar una
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resistencia plaquetaria a la actividad inhibitoria de la prostanglandina D, debido
a una disminucién marcada de su receptor, lo que indica que este mecanismo
de inhibiciébn normal esta comprometido (Cooper et al, 1978; Cooper y Ahern,
1979; Cortelazzo et al, 1988). En otro trabajo también se ha documentado un
aumento del nimero de receptores Fc para las inmunoglobulinas (Moore et al,
1981).

Con frecuencia, se ha encontrado una deficiente actividad procoagulante
de la membrana plaquetaria en la TE, que se ha puesto de manifiesto mediante
la demostracion de una disminucion de la actividad del factor X y de la
expresion del complejo protrombinico (Semeraro et al, 1979; Cortellazzo et al,
1981; Crook et al, 1990; Lee y Baglin, 1995; Presseizen et al, 2002). Algunas
de las alteraciones descritas pueden en teoria ser causa de trombosis,
mientras que otras podrian asociarse a clinica hemorragica. No obstante, en
general, estas alteraciones no se han asociado de forma inequivoca a estas
manifestaciones clinicas. Seguramente esto se deba a que las alteraciones por
si solas no tengan suficiente entidad como para causar manifestaciones

clinicas o que varien con el tiempo o la evolucion de la enfermedad.

1.3.2.3.2. Metabolismo del acido araquidénico

Un hallazgo caracteristico en la TE y la PV es la presencia de un
trastorno del metabolismo del acido araquidénico que conlleva un aumento
mantenido en la sintesis de tromboxano A2 (Okuma y Uchino, 1979; Schafer,
1982; Rocca et al, 1995). La ciclooxigenasa 1 (COX-1) plaquetaria convierte el
acido araquiddnico en tromboxano A2, el cual es un potente vasoconstrictor e
inductor de la agregacion plaquetaria. El acido acetilsalicilico a dosis bajas es

capaz de inhibir su produccién y causar una mejoria de la clinica microvascular
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de estos pacientes (Michiels et al, 1985; Rocca et al, 1995; Cortelazzo et al,
1998). Aunque la excesiva produccion de tromboxano A2 en la TE podria tener
un papel importante en la trombosis de estos pacientes, su utilidad clinica
todavia no ha sido demostrada. En este sentido, un estudio aleatorizado ha
mostrado que el acido acetilsalicilico a dosis bajas es eficaz en la prevencion
de la apariciéon de complicaciones tromboticas en la PV (Landolfi et al, 2004).
Dicho efecto se ha atribuido a la inhibicidn de la ciclooxigenasa plaquetaria y la
consiguiente disminucion de la produccién de tromboxano A2.

En la actualidad no se conoce el mecanismo que causa un incremento
en la sintesis de tromboxano A2. Se sabe que el contenido de fosfolipidos de
membrana plaquetaria en la TE no difiere del encontrado en los sujetos
normales (César et al, 1993; Mayordomo et al, 1995). No obstante, las
plaquetas de los pacientes con TE tienen un aumento del contenido de
proteinas del citoesqueleto y liberan mas metabolitos del acido araquidonico y
tromboxano tras el estimulo con trombina que las plaquetas de controles sanos
(Maresca et al, 1993; Mayordomo et al, 1995; Rocca et al, 1995). En un
principio, estos hallazgos son compatibles con un aumento de la actividad de
las fosfolipasas o con una facilitacion de la via de la ciclooxigenasa en las
plaguetas de estos pacientes (Mayordomo et al, 1995). En un experimento en
el que se utilizaba el ionoforo A23187 como activador de la fosfolipasa A2 en
plaquetas de TE o controles sanos no se objetivaron diferencias significativas
(Vecino et al, 2006).

En algunos casos de NMP se ha objetivado un déficit selectivo de la
lipooxigenasa plaquetaria, que causa un aumento en la sintesis de tromboxano

A2 (Schafer, 1982; Tomo et al, 1997). Si bien en estos pacientes se podria

71



esperar un incremento de las complicaciones tromboticas, paraddjicamente se
encontrdé un aumento de las complicaciones hemorragicas (Schafer, 1982). Sin
embargo, en los enfermos con eritromelalgia que presentaban este déficit el
tratamiento con acido acetilsalicilico causaba la normalizacién de la actividad
sintética de la lipooxigenasa, lo que sugiere que no se trataba de un verdadero
déficit sino que mas bien era consecuencia de la propia activacién plaquetaria

(van Genderen et al, 1994).

1.3.2.3.3. Agregacion plaquetaria

En la practica clinica, la funcidn plaguetaria se valora habitualmente
mediante agregometria plaquetaria y el principal objetivo de este estudio es
determinar el mecanismo subyacente en la patogenia de la trombosis y la
hemorragia de los pacientes con TE. Mediante estos estudios se pretendia
identificar a aquellos pacientes con riesgo para el desarrollo de complicaciones
trombdticas a fin de realizar un tratamiento preventivo adecuado (Schafer,
1984; Barbui et al, 1983; Wehmeier et al, 1990; Balduini et al, 1991).

Se observa una agregacion plaquetaria deficiente en el 35-100% de los
pacientes con TE (Tangun, 1971; Neemeh et al, 1972; Zucker y Mielke, 1972;
Adams et al, 1974; Ginsburg, 1975; Cooper et al, 1978; Kaywin et al, 1978;
Nishimura et al, 1979; Boneu et al, 1980; Fabris et al, 1981, Pareti et al, 1982;
Barbui et al, 1983; Bellucci et al, 1986; Mitus et al, 1990; Baker y Manoharan,
1988; Cortelazzo et al, 1988; Hehlmann et al, 1988; Sehayek et al, 1988;
Bazzan et al, 1989; Wehmeier et al, 1990 y 1989; Balduini et al, 1991; Zahavi et
al, 1991; Handa et al, 1995; Raszeja-Specht et al, 2001; Niittyvuopio et al,

2004; César et al, 2005; Zeidman et al, 2005; Hattori et al, 2008). En frecuencia
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decreciente, la agregacion plaquetaria es anormal con epinefrina, adenosin
difosfato (ADP) o colageno, mientras que suele ser normal con &cido
araquiddnico o ristocetina. En un estudio reciente de 55 pacientes con TE, el
58% tenian respuestas anormales a la epinefrina, el 38% al colageno y el 11%
al ADP (César et al, 2005). Los defectos de agregacion consisten en una
disminucién de la agregacion maxima, la ausencia de la curva secundaria o la
total ausencia de respuesta al agonista. El defecto funcional més caracteristico
de las plaquetas en la TE es la disminucién o ausencia de respuesta a la
epinefrina y es debido a una reduccién de la expresion de receptores a-
adrenérgicos (Kaywin et al, 1978) y su alteracion en la transduccién de sefial y
la movilizacién del calcio intracelular (Swart et al, 1984; Ushikubi et al, 1990).
La enfermedad adquirida del pool de depdésito (storage pool disease) es
también un hallazgo frecuente y se caracteriza por desagregacion a ADP y
disminucién de la agregacion maxima a epinefrina (Wehmeier et al, 1990 y
1989). Probablemente es una manifestacion de la disminuciéon del niumero y
contenido de los granulos a y cuerpos densos (Tangun, 1971; Nishimura et al,
1979; Pareti et al, 1982; Yamamoto et al, 1984; Lofvenberg y Nilson, 1989;
Leoncini et al, 1990) por activacion anormal de las plaquetas en sangre
periférica (Finazzi et al, 1996). En este sentido, la tincibn con mepacrina de los
granulos densos también ha puesto de manifiesto una reduccién del contenido
de los mismos en pacientes con NMP (Bermejo et al, 2004). Hattori et al (2008)
no encontraron diferencias en la respuesta agregométrica inducida por ADP o
colageno en las plaguetas de pacientes afectos de NMP con o sin la mutacion
de JAK2, pero si hallaron un acortamiento del tiempo de formacion del coagulo

(r) mediante tromboelastografia en los pacientes con la mutacion. Por otra
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parte, mediante el uso del analizador de funcion plaquetaria (PFA) también se
han evidenciado alteraciones en la hemostasia primaria de los pacientes con
TE (César et al, 2005).

La posibilidad de una hiperactividad plaquetaria se sugiri6 ya hace
décadas tras la observacion de agregacién plaquetaria espontanea (en
ausencia de agonistas) o una respuesta exagerada a determinados agonistas
en estos enfermos (Vreeken y van Aken, 1971; Wu, 1978; Barbui et al, 1973 y
1983; Bellucci et al, 1986; Balduini et al, 1991; Nurden et al, 1996).
Desgraciadamente, aunque los estudios agregométricos son a menudo
anormales (demostrando hipo o hiperfuncion), sus resultados no han mostrado
una correlaccién evidente con las complicaciones trombaticas. Ello se deberia
a la posible activacién plaguetaria inducida por la propia técnica, a la
coexistencia de hipo e hiperreactividad plaquetaria en un mismo paciente o a
los cambios de los patrones de agregacion durante el curso de la enfermedad

(Baker y Manoharan, 1988; Balduini et al, 1991; Landolfi et al, 2006).

1.3.2.3.4. Activacion plaquetaria

La activacion plaguetaria es un proceso complejo, que se inicia en la
superficie de la membrana tras la interaccion de un agonista a su receptor.
Después de producirse dafo endotelial, las proteinas de la matriz subendotelial
guedan expuestas (colageno y factor de von Willebrand) y el contenido de los
cuerpos de Weibel Palade (factor de von Willebrand y P-selectina entre otras)
de las células endoteliales se libera inmediatamente a la luz vascular (ver la

figura 4).
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Figura 4. Adhesion, activacion y agregacion plaquet  aria. Tras la lesion
endotelial se produce la exposicién del subendotelio que contiene substratos
trombogénicos tales como el factor tisular (no mostrado), el factor de von
Willebrand (FVW) y el colageno. La plagueta en reposo circula con una
morfologia discoidea, y tras su activacion por contacto con el subendotelio
(union del factor de von Willebrand con la glucoproteina Iba y del colageno con
las glucoproteinas VI y a231), se genera un cambio de forma con la emision de
seudopodos, degranulaciéon y la expresiéon de determinadas proteinas de
superficie (P-selectina, CD40 ligando y lIb/llla o allbf3 activada). Al mismo
tiempo se liberan determinados mediadores solubles (P-selectina soluble y
CD40 ligando soluble, ADP, tromboxano AZ2) y microparticulas (MP).
Finalmente se produce el tapon plaguetario como consecuencia de la

interraccion entre las moléculas de adhesién del subendotelio, ademas de la

75



unién de la P-selectina con la glucoproteina Iba, el CD40 ligando con la
glucoproteina allb3 y ésta dltima con el fibrinbgeno (Fg) que contienen las
plaquetas activadas (Hagberg y Lyberg, 2000; McEver, 2001; Bennett, 2005;
Jackson, 2007; Furie y Furie, 2008).

Ello condiciona la interacciéon del factor de von Willebrand con la
glucoproteina Iba, y la del colageno con las glucoproteinas VI y a2B31, y la
subsiguiente activacion plaquetaria. Dos vias intracelulares estan implicadas en
la activacion: la de los fosfoinositoles y la metabdlica del acido araquidonico,
qgue se inician con la hidrdlisis enziméatica de los fosfolipidos especificos de la
membrana plaquetaria. Todo este proceso se acompafia de un cambio en la
forma de la plaqueta y de la glucoproteina llb/llla, asi como de la rapida
secrecion del contenido de los granulos (Hagberg y Lyberg, 2000; Flaumenhatft,
2003; Jackson, 2007; Rivera et al, 2009). La glucoproteina llb/llla (allbp3)
activada se unira con el factor de von Willebrand, el fibrindgeno y la fibronectina
para causar agregacion plaquetaria y finalmente la formacién de un tapon
plaquetario (Hagberg y Lyberg, 2000; McEver, 2001; Bennett, 2005; Jackson,
2007; Furie y Furie, 2008).

La plaqueta activada da soporte a las reacciones de coagulacién que
generan trombina (Monroe et al, 2002), expone en su superficie determinadas
proteinas y libera microparticulas y mediadores con importantes funciones en la
hemostasia primaria, coagulacion, inflamacion e interaccion adhesiva con otras
células, tales como la trombospondina, P-selectina, CD40 ligando, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, B-tromboglobulina, factor plaquetario 4,

factor de von Willebrand, P-selectina soluble, CD40 ligando soluble y entre
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otras. En la figura 5 se muestran las principales proteinas de activacion y

adhesioén de las plaquetas.
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Figura 5. Principales moléculas de adhesion y activ  acion plaquetaria.

Esquema de los dominios de superficie, transmembrana y citoplasmatico de la
P-selectina, de la PSGL-1 (glucoproteina ligando de la P-selectina), de la
glucoproteina allbB3 (llb/1lla), del CD40 ligando (CD40L) y del CD40. La P-
selectina y el CD40L son dos proteinas presentes en los granulos alfa de las
plaguetas que rapidamente se translocan a la superficie plaquetaria tras su
activacion. Existen dos formas solubles para cada una de estas proteinas: la P-
selectina soluble y el CD40L soluble. La P-selectina es la integrina de mayor
tamafio y tiene un peso molecular de 140 KDa; la PSGL-1 (homodimero de 240
KDa) es el receptor de la P-selectina y se encuentra fundamentalmente en las
plaguetas y en las microvellosidades de los leucocitos participando en la
interaccion leucocito-plagueta (Andre, 2004). La glucoproteina allbp3 es la

principal integrina de la plaqueta, la cual tiene importantes funciones en la

77



agregacion y adhesion celular homotipica y heterotipica por su unién al
fibrinbgeno, factor de von Willebrand y CD40L (Bennett, 2005). EI CD40L
(también conocido como CD154) es una glucoproteina de 39 KDa, que junto a
su receptor (CD40) tiene importantes funciones en la inflamacién, inmunidad,

ateroesclerosis, activacion plaquetaria y estabilizaciéon del trombo (Rizvi et al,

2008). EGF: factor de crecimiento epidérmico; TNF: factor de necrosis tumoral.

Entre las citadas proteinas, la P-selectina se expresa de forma
constitutiva en la membrana interna de los granulos a de las plaquetas y se
trasloca rapidamente a la superficie tras la activacion (Andre et al, 2000, Andre,
2004). Dicha proteina interviene en la agregacion plaquetaria, en la sintesis de
metabolitos del acido araquiddnico y en la desgranulacion de los neutréfilos, asi
como en la génesis de microparticulas leucocitarias ricas en factor tisular, las
cuales, a su vez, aumentan la produccion de fibrina (Merten et al, 2000; Merten
y Thiagarajan, 2000; Andre, 2004; Maugeri et al, 2006; Furie y Furie, 2008).

Existe una amplia evidencia cientifica que indica que las plaguetas
circulantes de la TE y otras NMP estan en un estado de activacion continda en
una proporcion importante de estos enfermos (Wehmeier et al, 1997; Landolfi
et al, 2006). Asi, en la TE, el incremento de la activacion plaguetaria in vivo se
ha demostrado por el aumento de los valores plasmaticos y urinarios de los
metabolitos del &cido araquidénico (tromboxano B;) y de las proteinas
liberadas de los granulos a (factor de crecimiento derivado de las plaquetas, 3-
tromboglobulina y factor plaquetario 4), asi como por la presencia de ciertos
marcadores de superficie (trombospondina, P-selectina, CD40 ligando y
glucoproteina lIb/llla activada) (Boughton et al, 1978; Cortelazzo et al, 1981;
Ireland et al, 1982; Fabris et al, 1984; Burstein et al, 1984; Lawler et al, 1986;

Wehmeier et al, 1991 y 1989; Bellucci et al, 1993; Gersuk et al, 1989; Cahill et
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al, 1996; van Genderen et al, 1996a; Griesshammer et al, 1999; Jensen et al,
2000a; Cahill et al, 2001; Raszeja-Specht et al, 2001; Viallard et al, 2002;
Bellucci y Michiels, 2006; Lessiani et al, 2009). Ademas, se ha observado una
elevacion de microparticulas (de < 1,5 um de didmetro) con propiedades
procoagulantes que expresan marcadores de activacion plaquetaria y endotelial
(Trappenburg et al, 2009). Los granulos a de los megacariocitos contienen una
concentracion normal de [(-tromboglobulina en comparacibn con una
concentracion mas baja en las plaquetas circulantes, lo que indica que la
sintesis de esta proteina es normal y se libera como consecuencia de la
activacion plaquetaria (Grossi et al, 1986).

La expresion de trombospondina, P-selectina y CD40 ligando en las
plaguetas de los pacientes con TE o NPM estan aumentadas si se comparan
con controles sanos (Griesshammer et al, 1999; Jensen et al, 2000a; Cahill et
al, 2001; Viallard et al, 2002; Alvarez-Larran et al, 2008; Lessiani et al, 2009).
En un estudio de 50 pacientes con NMP encontraron un incremento de la
expresion de trombospondina en pacientes con una historia de trombosis
(Jensen et al, 2000a). Por su parte, Musolino et al (2000) observaron que los
pacientes con TE afectos de trombosis previa tenian unos valores superiores
de P-selectina soluble, aunque estudiaron un reducido nimero de sujetos. Los
pacientes afectos de TE con complicaciones tromboéticas o microvasculares
tienen una reduccidn en la supervivencia plaquetaria, ademas de un
incremento de la concentracion plasmatica o urinaria de marcadores de la
activacion plaquetaria como la B-tromboglobulina, factor plaquetario 4 vy

tromboxano B,. En estos pacientes, el tratamiento con acido acetilsalicilico
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causa una mejoria clinica y una normalizacibn de estos parametros de
activacion plaquetaria (van Genderen et al, 1995 y 1999).

Las razones para este aumento de la activacion plaquetaria en la TE no
son bien conocidas. En la PV, el propio estrés reoldgico podria tener alguna
influencia (Alvarez-Larran, 2008), pero no explicaria los hallazgos en la TE. Las
alteraciones del metabolismo del acido araquidénico y el origen clonal de las
plaquetas podrian estar implicadas en la patofisiologia de la disfuncion

plaquetaria de estos enfermos.

1.3.2.3.5. Renovacion plaquetaria

Las plaquetas reticuladas (reticuloplaquetas) son las plaquetas jévenes
recientemente liberadas al torrente circulatorio (en analogia a los reticulocitos)
gue contienen RNA mensajero residual (Harrison et al, 1997; Harrison y
Goodall, 2008; Arellano-Rodrigo, 2009). Es conocido que en la TE existe un
incremento de la renovacion plaquetaria con el paso de plaquetas jovenes al
torrente circulatorio por disminucion de la vida media plaguetaria e
hiperproliferacion megacariocitica (Wiik et al, 1971; Brodsky et al, 1972;
Branehdg et al, 1975; Berild et al, 1987; Chavda et al, 1996; Harrison et al,
1997; Robinson et al, 1998; Ryningen et al, 2006).

Asi, con el uso de plaguetas marcadas con radionuclidos se ha
constatado que la supervivencia plaquetaria esta disminuida (Wilk et al, 1971;
Brodsky et al, 1972; Branehotg et al, 1975; Berild et al, 1987). Aunque poco
frecuente en la TE, la propia esplenomegalia puede causar secuestro y
eliminacién precoz de las plaquetas del torrente circulatorio. Adicionalmente,

también se ha propuesto que el incremento de la activacion plaguetaria y el
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consumo subsiguiente en sangre periférica puede contribuir a una
supervivencia menor. Esta hipétesis se ha visto confirmada en los pacientes
con TE y eritromelalgia, en los que se observo una disminucion marcada de la
vida media plaguetaria en comparacion con los pacientes sin clinica o
trombocitosis secundaria. Ademas, el tratamiento con &cido acetilsalicilico
resultaba en una normalizacion de la vida media de las plaquetas de los
pacientes afectos de eritromelalgia (van Genderen et al, 1995). Por otra parte,
Rinder et al (1988) encontraron un aumento del porcentaje de plaquetas
reticuladas en un reducido grupo de pacientes con NMP e historia de
trombosis.

Por tanto, podemos concluir que, si bien no se ha podido establecer con
claridad una relacion entre trombocitosis y/o alteraciones funcionales de las
plaquetas y la apariciéon de trombosis en la TE, los hallazgos anteriormente
citados sugieren que las plaquetas probablemente desempefien un papel en la

génesis de la trombosis.

1.3.2.4. Leucocitosis

En torno al 21% de los pacientes con TE presenta leucocitosis moderada
(superior a 11x 10%L) (Carobbio et al, 2008). Como se observa en la tabla 10,
en tres estudios en los que se analizaron los diferentes factores asociados a un
mayor riesgo de trombosis en pacientes afectos de TE la leucocitosis resultd
ser un factor de riesgo independiente en el analisis multivariado (Carobbio et al,
2006, 2008 y 2008a). No obstante, mientras algunos autores han confirmado
estos hallazgos (Wolanskyj et al, 2006; Hsiao et al, 2007), otros no lo han

hecho (Tefferi et al, 2007).
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Tabla 10. Leucocitosis como factor de riesgo asocia  do a trombosis en

tres series de pacientes con TE

_ Punto corte Riesgo relativo
Estudio N o
leucocitosis (IC al 95%), p
Carobbio et al, 2006 439 > 8,7 x10°/L 2,3 (1,4-3,9), p= 0,001
Carobbio et al, 2008a 657 >10 x10°/L | 3,27 (1,54-6,95), p= 0,002
Carobbio et al, 2008 1063 | =11 x10%L 2,0 (1,1-3,6), p= 0,02

Ademas, se ha observado que el tratamiento con hidroxiurea disminuye
el recuento leucocitario en un 30% (de una media de 8,7 x10%/L a 6,1 x10%/L) y
determina que los pacientes con TE de bajo riesgo con leucocitosis tengan un
riesgo vascular similar al observado en los pacientes de alto riesgo con un
recuento leucocitario normal (RR de 3,1, IC al 95 %: 1,4-7,1y 2,5, IC al 95 %:
1,0-6,0) (Carobbio et al, 2006). Otro aspecto importante a destacar es la
interaccion entre la trombocitosis y la leucocitosis en el riesgo trombotico de los
pacientes con TE (Carobbio et al, 2008). Asi, considerando a los pacientes con
un recuento de leucocitos < 11 x 10%L y trombocitosis > 1.000 x 10°/L como
grupo de referencia, la incidencia y el riesgo relativo de trombosis y la
positividad para V617F aumenta progresivamente (ver figura 6). En cuanto a la
relacion del recuento leucocitario entre el fenotipo y la localizacion de la
trombosis en la TE, se ha observado que los pacientes con leucocitosis tienen
un mayor riesgo de desarrollo de trombosis arterial, en especial cardiopatia
isquémica. Sin embargo, su relacion con la trombosis venosa o el accidente

cerebrovascular no parece clara (tabla 11) (Carobbio et al, 2008a).
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Figura 6. Interaccidén entre la trombocitosis y la | eucocitosis y el riesgo
trombatico de los pacientes con TE.  Distribucion de la incidencia y el riesgo
relativo de trombosis, ademas de la positividad para V617F para diferentes
grupos segun el recuento plaquetario y leucocitario (Carobbio et al, 2008).
WBC: leucocitos, > 6 < 11 x 10%/L, PLT: plaquetas, > 6< 1.000 x 10°/L.

Los mecanismos subyacentes que relacionan la propia leucocitosis con
la trombosis en estos enfermos no son bien conocidos (Marchetti y Falanga,
2008). En este sentido, estudios epidemioldgicos y de laboratorio han atribuido
un papel patogénico de los leucocitos como promotores de aterogénesis y
trombogénesis (Barbui et al, 2009). Ademas, se ha sugerido que dicha
leucocitosis podria empeorar las propiedades reolbégicas de la sangre en la
microcirculacion. A pesar de que la propia leucocitosis se relaciona

frecuentemente con un hipotético aumento de la activacion leucocitaria, todavia
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no se ha demostrado (Barbui et al, 2009). Con independencia del mecanismo
implicado, hay autores que han especulado con la posibilidad de que ciertas
alteraciones funcionales de los leucocitos de estos pacientes puedan estar
relacionadas con un mayor riesgo trombdético, aunque faltan datos
experimentales y clinicos para apoyar esta hip6tesis (Marchetti y Falanga,

2008; Barbui et al, 2009).

Tabla 11. Riesgo relativo de trombosis segun el fen  otipo y la localizacion
de la trombosis en 657 pacientes afectos de TE con un recuento

leucocitario superior a 10 x10 °/L (Carobbio et al, 2008a)

Variable Riesgo relativo (IC al 95%) P
Trombosis arterial 3,12 (1,20-8,08) 0,019
Infarto de miocardio 8,08 (1,0-65,5) 0,05
Accidente cerebrovascular/AIT 1,32 (0,42-4,11) 0,631
Trombosis venosa 2,51 (0,86-7,29) 0,092

AIT: accidente isquémico transitorio.

1.3.2.5. Activacion leucocitaria

Estudios recientes han demostrado un papel activo de los neutrofilos y
los monocitos en los mecanismos de la trombogénesis (Hernandez et al, 1997;
Goel et al, 2001; Hoffman y Monroe, 2001; Leone et al, 2001; Bouchard y
Tracy, 2003; Afshar-Kharghan y Thiagarajan, 2006). Ademas, el monocito es
una célula clave en el modelo actual de la coagulacion por su capacidad de

expresar factor tisular (ver figura 7) (Hoffman y Monroe, 2001).
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Figura 7. Participacion de los leucocitos y de la i  nteraccidén leucocito-

plagueta en los mecanismos de coagulacion y de lesi ~ 6n endotelial. Los
polimorfonucleares neutrofilos (PMN) y los monocitos (M®) activados expresan
moléculas de superficie con gran afinidad por sus ligandos, tales como la
integrina CD11b/CD18 y la glucoproteina ligando de la P-selectina (PSGL-1)
que facilitan la fagocitosis y la adhesion al endotelio (mediante su union a la
ICAM-1 o molécula 1 de adhesion intercelular) y a las plaquetas (P-Sel o P-
selectina). Ademas, los neutréfilos y monocitos pueden degranularse vertiendo
su contenido enzimético y dafiando el endotelio o afectando a los factores
hemostaticos o inhibidores naturales de coagulacion. Por otra parte, los M®
pueden expresar factor tisular (FT) en su superficie, que tras su unién con el
factor VII, activan la cascada de la coagulacion generando trombina. Por su
parte, la plaqueta activada es capaz de interaccionar con los leucocitos,
formando complejos PMN-plaqueta y monocito-plaqueta, que cumplen
importantes funciones en la coagulacion y los fenbmenos inflamatorios (ver
texto). La unién de la PSGL-1 con la P-selectina y la glucoproteina allbp3
(llb/llla) con el fibrindbgeno (Fg) y ésta ultima a su vez con el CD11b son

importantes en la formacion de estos complejos heterotipicos.
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Dado que la TE es una enfermedad clonal, el papel potencial de las
alteraciones fenotipicas y funcionales de los leucocitos en la patogenia de la
trombosis de esta enfermedad ha recibido escasa atencion (Falanga et al,
2005a). Los leucocitos sufren cambios funcionales tras ciertos estimulos que
conllevan a un proceso de activacion y respuesta celular programada. Ello
causa degranulacién celular y un cambio marcado en la expresion de multiples
proteinas de superficie, la mayoria de las cuales proceden del propio contenido
granular leucocitario (Dale et al, 2008). Una de las mas importantes es la
integrina leucocitaria 32, el CD11b/CD18 (Mac-1), que es un heterodimero
formado por dos cadenas o y B que se encuentran en una configuracion
cerrada y de baja afinidad para su ligando en estado reposo (figura 8). Al recibir
la sefial de activacion, se produce un aumento de la concentracién de
moléculas de CD11b, asi como la separacién de las subunidades a y B de la
misma en la membrana leucocitaria, dando lugar a una configuracion abierta
con una gran afinidad de unién por su ligando, facilitando por tanto, sus
propiedades adhesivas y de fagocitosis (Arnaout, 1990; McEver, 2001; Hynes,
2002; Wagner y Frenette, 2008; Maugeri et al, 2009). Por ello, se considera al
CD11b como marcador del estado de activacion de los leucocitos. Esta Ultima
se une a la molécula de adhesion intercelular (ICAM-1) del endotelio o al
fibrinbgeno y es capaz de formar puentes de fibrinbgeno entre los leucocitos y
la glucoproteina llb/llla de las plaquetas (Arnaout, 1990; Weber y Springer,

1997; Cerletti et al, 1999).

86



Ligando

ol
CD18 CDi1b CD18 (B2) CD11b (aM)
Figura 8. Modelo esquematico de los dominios de la integrina
CD11b/CD18 (aMB2) y su cambio conformacional tras su activacion. La

integrina aM[32 es el recepetor mas importante de los leucocitos y participa en
las reacciones de adhesion, fagocitosis y respuesta inflamatoria. A la derecha
de la figura se puede observar la integrina en reposo (forma cerrada) y a la
izquierda la forma activa o abierta. La integrina esta formada por dos cabezas y
dos piernas. La molécula CD18 (en tonos verdes) estad constituida por una
cabeza llamada unidad BA que esta unida a una pierna formada por un dominio
hibrido (H) similar al de las inmunoglobulinas, seguido de 4 domininios con
homologia para el factor de crecimiento epidérmico (EGF, E1-E4) y finalmente
un dominio B terminal (BTD). En el CD11b (en tonos rojizos), la cabeza la
constituye un dominio propulsor (P) o hélice unido al dominio intermedio o0 0A, y
la pierna por el dominio denominado muslo y gemelo 1 y 2. En la molécula en
reposo, el BTD contacta con los dominios BA e H, y las dos piernas
permanecen muy proximas (figura de la izquierda). La union del ligando al
dominio oA causa una apertura de la bisagra BA-H y una extension y
separaciéon de las piernas, asi como la transduccién de sefial. En la actualidad
se conocen mas de 30 moléculas que son capaces de unirse a esta integrina.
Entre ellas, destacan las moléculas de adhesion intercelular, el fragmento C3b
del complemento, fibrindgeno, factor X, la glucoproteina Ib, la E-selectina, el
colageno, fibronectina, trombospondina, elastasa o mieloperoxidasa (Yang et
al, 2002). Modificado de Arnaout et al (2007) y Gupta et al (2007).

87



Los leucocitos activados pueden liberar microparticulas, proteasas y
radicales libres que, a su vez, pueden alterar el estado funcional de las
plaquetas, dafiar el endotelio o facilitar la coagulacién, induciendo por tanto un
estado protrombdtico (figura 7) (Pluskota et al, 2008). En este sentido, es bien
conocido el hecho de que en los individuos normales los neutrofilos activados
liberan radicales de oxigeno y proteasas intracelulares que pueden actuar
sobre la célula endotelial y las plaquetas (Falanga et al, 1999). Concretamente,
la elastasa leucocitaria y la catepsina G pueden dafiar la membrana endotelial,
provocando alteraciones en la producciéon de prostaciclinas, liberacion del
inhibidor del plasmindgeno o protedlisis de la trombomodulina. Ademas, se ha
demostrado que la catepsina G activa directamente las plaquetas y que la
elastasa inactiva determinados inhibidores de la coagulacion, tales como las
proteinas C y S, la antitrombina y el cofactor Il de la heparina (Weksler et al,
1989; Marchetti y Falanga, 2008) (ver tabla 12).

El gen CD177 o PRV-1, un marcador de la proliferacion, liberacién y
activacion del neutrdfilo (Stroncek et al, 2004), esta sobreexpresado en el 50 %
de los pacientes con TE (Teofili et al, 2002; Kravolics et al, 2003; Passamonti et
al, 2004a; Tefferi et al, 2004; Goerttler et al, 2005; Bellosillo et al, 2006). Los
pacientes con TE y un aumento de la expresion del ARN mensajero de este
gen tienen un incremento del riesgo trombético cuando se comparan con los
pacientes con una expresion normal del gen (Johansson et al, 2003; Goerttler
et al, 2005a). No obstante, se desconoce si el aumento de la expresion del gen
es directamente responsable del incremento de las complicaciones vasculares
o simplemente es un marcador de un subgrupo de pacientes con una

enfermedad de curso més grave.
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Tabla 12. Efectos sobre el sistema hemostéatico y el endotelio de las
enzimas proteoliticas liberadas de los granulos azu réfilos (elastasa y
catepsina G) y de los radicales libres de oxigeno p  roducidos por los

neutrofilos activados

Producto Efecto
Elastasa Proteolisis e inactivacion de inhibidores naturales
Catepsina G Proteina C y proteina S

Antitrombina y cofactor Il de la heparina
Inhibidor de la via del FT
Proteolisis y activacion de factores de la coagulacion
Factor V
Factor X
Endotelio
Lisis y dafio endotelial
Disminucion de la produccién de prostaciclina
Liberacion del PAI-1
Proteolisis del heparan sulfato y trombomodulina

Activacion plaquetaria

Radicales libres Inactivacion de proteinas de la coagulacion
de oxigeno Fibrindbgeno

Factores V, VIl y X

PAI-1y az-antiplasmina
Endotelio

Dafio endotelial

Liberacion de FVW:Ag y trombomodulina

Expresion de FT en el monocito

FT. factor tisular; PAI-1: Inhibidor del plasmindgeno activado de tipo 1;
FVW:Ag: antigeno del factor de von Willebrand. Datos obtenidos de Falanga et

al, 2000 y 2005; Marchetti y Falanga, 2008.
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Falanga et al (2000) describieron un aumento de la activacion
leucocitaria en los pacientes con PV y TE, como demostraba el incremento en
la expresion del antigeno CD11b en la membrana de los neutrofilos y el de la
fosfatasa alcalina granulocitaria, asi como en el contenido de elastasa celular y
plasmatica. En estos enfermos observaron asimismo un aumento de los
marcadores plasmaticos de activacion de la coagulacion y su correlaciéon con
los marcadores de activaciéon de los neutréfilos (CD11b y elastasa). Dichos
resultados se afiadian a estudios previos que habian puesto de manifiesto la
existencia de un fenotipo activado en los neutrdfilos de los pacientes con TE
(Borregaard et al, 1993; Carulli et al, 1995 y 1995a). Se ha estudiado asimismo
la produccion de radicales de oxigeno por los neutréfilos, si bien los resultados
han sido contradictorios (Iki et al, 1997; Wolach et al, 1998). Otros autores
también han confirmado el aumento de la expresiéon del CD11lb en los
neutréfilos de pacientes con PV, TE y MFP (Burgaleta et al, 2002; Alvarez-
Larran et al, 2004 y 2008). Passamonti et al (2006) describieron un incremento
de la fosfatasa alcalina granulocitaria y CD14 en los neutrofilos de los pacientes
con NMP y su relacion directa con la presencia de la mutaciéon V617F. En este
sentido, Puigdecanet et al (2008) han demostrado una sobreexpresion de
ciertos genes relacionados con la activacion del neutréfilo (CD44) y la
respuesta inmune en los pacientes con TE y la mutacién V617F, lo que sugiere
un efecto de esta Ultima en los mecanismos de activacion del leucocito.

Sin embargo, en los estudios anteriores no se determiné si existian
diferencias en dichos parametros de activacion entre los pacientes con y sin
antecedente de trombosis. Nuestro grupo ha demostrado que la expresion del

antigeno CD11b granulocitario y el metabolismo oxidativo de los neutrdfilos
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eran significativamente mas altos en los pacientes con PV gue en los pacientes
sin NMP o los controles sanos (Alvarez-Larran et al, 2004). Ademas, la
expresion del CD11b del neutrdfilo, tanto basal como tras estimulo con N-
formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina (F-MLP), fue significativamente mas
elevada en los pacientes con PV y trombosis tipo SBC o TEEP que en los
pacientes con PV sin trombosis. Estos resultados sugieren que la activacion
leucocitaria, y en concreto la sobreexpresién del antigeno CD11b, puede
desempefiar un papel en la patogenia del SBC y la TP en la PV. Se podria
especular que los granulocitos de los pacientes con PV tienen una capacidad
incrementada de inducir dafo tisular y, especialmente, endotelial, el cual se
veria facilitado por el aumento en la capacidad adhesiva de los granulocitos de

la PV gracias a la sobreexpresion de CD11b (Alvarez-Larran et al, 2004).

1.3.2.6. Interaccion leucocito-plaqueta

Existe una evidencia cada vez mayor de que las plaguetas podrian
iniciar y propagar procesos inflamatorios y tromboéticos a través de su
interaccién con los leucocitos (figura 7) (Weyrich et al, 2003). En este sentido,
en individuos normales se ha descrito la presencia en sangre periférica de
complejos neutrofilo-plaqueta y monocito-plaqueta, que constituirian una
subpoblacién de los granulocitos con un perfil inmunofenotipico de activacion
(Peters et al, 1999). Cabe destacar el potencial trombogénico de los complejos
monocito-plaqueta, ya que la activacion celular puede dar lugar a la sintesis de
factor tisular, con la consiguiente activacion de la cascada de la coagulacion, la
cual, a su vez, se veria facilitada por la superficie procoagulante que aporta la

plagueta (Monroe et al, 2002). Actualmente se cree que la adhesién entre
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plaquetas y leucocitos desempefia un papel importante en los fendmenos
trombdticos, ya que se ha observado una estrecha relacién entre la activacion
celular y la adhesiéon de leucocitos y plaguetas en distintas enfermedades con
alto riesgo de trombosis (Faraday et al, 2001; Evangelista et al, 2007).

Las plaquetas y los leucocitos pueden agregarse a través de diferentes
vias adhesivas, todas las cuales requeririan, como primer paso, de la
activacion plaquetaria, con la consiguiente expresion de P-selectina (Yang et al,
1999; Evangelista et al, 2007). La P-selectina es considerada un agonista de la
activacion leucocitaria, de modo que una vez expresada en la superficie celular,
se une a su contrarreceptor (glucoproteina ligando de la P-selectina), el cual
se expresa de manera constitutiva sobre la superficie leucocitaria, induciendo la
transduccion de la activacion leucocitaria, entre las que se incluyen la
activacion de la integrina CD11b (figuras 7 y 8) (Yang et al, 1999; Evangelista
et al, 1999 y 2007; Ma et al, 2004). En condiciones fisiologicas, la funcion de la
P-selectina es reclutar leucocitos en el lugar de la inflamacion o la lesion
vascular, permitiendo la migracion leucocitaria desde el torrente sanguineo
hacia los tejidos (Lorant et al, 1993). La importancia del efecto de la P-selectina
sobre los leucocitos aumento al observarse que la P-selectina expresada sobre
las plaquetas activadas ejercia el mismo efecto que la presente en el endotelio
inflamado (Yang et al, 1999; Evangelista et al, 2007).

Se ha investigado la presencia de complejos leucocito-plaqueta en
grupos heterogéneos de pacientes con NMP y en un reducido niumero de
pacientes con TE en los primeros estudios. En ellos se encontraron de forma
constante una proporcion elevada de complejos neutrofilo-plaqueta y monocito-

plagueta en los pacientes en comparacion a los controles sanos (Carulli et al,
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1995; Kaplar et al, 2000; Villmow et al, 2003; Alvarez-Larran et al, 2008).
Jensen et al (2001) observaron que los pacientes con PV y TE tienen un
incremento del porcentaje de complejos leucocito-plaqueta circulantes y que la
presencia de estos agregados se correlacionaba con el antecedente de
trombosis. Por su parte, Falanga et al (2005) objetivaron la existencia de un
elevado porcentaje de complejos neutrofilo-plaqueta en los pacientes con TE y
PV, asi como que la presencia de dichos agregados se correlacionaba con
parametros de activacion leucocitaria tales como una mayor expresion de
CD11b de membrana. Ademas, el tratamiento con aspirina disminuia la
formacion de dichos agregados (Falanga et al, 2005).

Maugeri et al (2006a), en un estudio en pacientes con PV y TE,
demostraron que la expresion de P-selectina y los complejos neutréfilo-
plagueta circulantes se correlacionaban con la desgranulacion de los
neutroéfilos y la presencia de fibrindgeno ligado de forma estable a la superficie
leucocitaria, asi como con un mayor contenido y expresion extracelular de
factor tisular. Ademas, dichas alteraciones se normalizaron tras tratamiento con
hidroxiurea, farmaco capaz de bloquear la unién entre P-selectina y
glucoproteina ligando de la P-selectina (PSGL-1).

En resumen, como se puede apreciar en la tabla 13, los pacientes con
TE presentan un fenotipo de activacion hemostatica y celular (plaguetaria,
leucocitaria y endotelial) in vivo que probablemente condiciona un estado

pretrombotico.
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Tabla 13. Pardmetros de activacion celular y de la  coagulacién en la TE

Localizacion Parametros

Coagulacion t Complejos trombina-antitrombina
1 Fragmento 1+2 de la protrombina
t/N Dimero D

1 Complejos plasmina-a,-antiplasmina

Plaqueta 1 B-tromboglobulina y factor plaquetario 4
t Trombospondina, P-selectina y CD40 ligando

t Microparticulas, 1t Sintesis de tromboxano

Neutrofilo t CD11b
1 Fosfatasa alcalina granulocitariay 1 Elastasa

1 Complejos neutrofilo-plaqueta

Endotelio 1 /N Trombomodulina
+ Factor de von Willebrand

t E-selectina

t Molécula soluble de adhesion vascular (VCAM-1)

1.3.2.7. Clonalidad y mutaciéon V617F de JAK2

Antes del descubrimiento de la mutacion V617F de JAK2 se habia
observado que las enfermas con TE y patrén de clonalidad del cromosoma X
presentaban un incremento del riesgo trombdtico (El-Kassar et al, 1997,
Harrison et al, 1999; Chiusolo et al, 2001; Shih et al, 2001).

Los efectos de la presencia de la mutacion V617F sobre el fenotipo
clinico en la TE son bastante reproducibles en diversos estudios. Asi, aunque
no todos los estudios lo han confirmado, en comparacion con los pacientes sin
la mutacion, los enfermos que tienen la mutacion se caracterizan por presentar

una mayor edad, hemoglobina y recuento leucocitario y un menor recuento
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plaguetario, ademas de una médula 6sea hipercelular (Antonioli et al, 2005 y
2008; Campbell et al, 2005; Wolanskyj et al, 2005; Cheung et al, 2006; Heller et
al, 2006; Alvarez-Larran et al, 2007; Kittur et al, 2007; Pemmaraju et al, 2007;
Finazzi et al, 2007; Rudzki et al, 2007; Speletas et al, 2007; Vannucchi et al,
2007). Kittur et al (2007), en un estudio realizado a partir de material obtenido
de laminillas de médula ésea procedentes de 176 pacientes con TE,
encontraron una correlacion positiva entre el porcentaje de alelos mutados y el
recuento plaguetario, leucocitario o la presencia de esplenomegalia, indicando
por tanto una mayor estimulacién de la trombocitopoyesis y la mielopoyesis.
Sin embargo, un estudio de 260 pacientes con TE no observd esta correlacion
con los datos del hemograma, pero si con la esplenomegalia o la edad
(Antonioli et al, 2008). Estos hallazgos sugieren que los pacientes afectos de
TE con la mutacion V617F tienen un espectro biolégico mas cercano a la PV o
representan formas incompletas de PV (Campbell et al, 2005). Debido a esto,
tal vez se podria especular que en los pacientes positivos para la mutacion otro
factor, como es el aumento de la viscosidad sanguinea, podria contribuir al
incremento de riesgo trombotico de forma similar a lo que ocurre en la PV
(Spivak, 2002; Kwaan y Wang, 2003; Alvarez-Larran, 2008; Landolfi et al,
2008). En este sentido, en la PV se ha descrito un aumento de la adhesion del
eritrocito al endotelio mediada por el CD239 (grupo sanguineo
Lutheran/molecula de adhesién basal, Lu/BCAM), el cual esta fosforilado y a su
vez se relaciona con la mutacion de JAK2 (Wautier et al, 2007). Sin embargo,
en un reciente estudio no se ha observado un aumento de la expresion de
dicha molécula, aunque utilizando diferente metodologia para estudiarla

(Hussein et al, 2008).
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Tras el descubrimiento de la mutacion de V617F de JAK2 se ha
investigado si la presencia de la misma se correlaciona con un mayor riesgo
para el desarrollo de complicaciones trombdéticas (Hexner, 2007; Austin y
Lambert, 2008). Dos estudios retrospectivos con 50 y 60 pacientes encontraron
una mayor frecuencia de trombosis en pacientes con la mutacion (Cheung et al,
2006; Heller et al, 2006). Ademas, en el estudio prospectivo PT-1, los pacientes
con TE de alto riesgo y la mutacion V617 tenian un riesgo mayor de trombosis
venosa (RR 4,9, IC al 95%: 1,1-22,3) (Campbell et al, 2005). En un reciente
estudio de 179 pacientes, la frecuencia de trombosis en pacientes con la
mutacion era superior a aquellos sin la misma (33% frente a 17%) y similar a la
encontrada en la PV (Finazzi et al, 2007). Tres estudios con 126, 176 y 260
pacientes demostraron que la presencia de la mutacidon se asociaba a un
mayor riesgo de trombosis arterial, trombosis venosa durante el seguimiento o
de trombosis arterial al diagnostico, respectivamente (Kittur et al, 2007;
Antonioli et al, 2008; Moreno et al, 2008). En otro estudio de 132 pacientes con
TE se observo un aumento del riesgo trombético (RR 3,83, IC al 95%: 1,27—
11,49) unicamente en aquellos enfermos con una edad inferior a 60 afios (De
Stefano et al, 2009). Sin embargo, en tres estudios retrospectivos con mas de
100 enfermos no se ha hallado relacion entre la presencia de la mutacién y
riesgo trombdtico (Antonioli et al, 2005; Wolanskyj et al, 2005; Carobbio et al,
2006). La existencia de la mutacién es un factor predictivo independiente para
el desarrollo de complicaciones durante la gestacion en la TE (RR 2.02, IC al
95%: 1,1-3,8 en 62 pacientes con 103 gestaciones, Passamonti et al, 2007),
aunque otro estudio con un numero menor de pacientes (36 pacientes con 63

gestaciones), no ha confirmado este hallazgo (Gangat et al, 2009).

96



Por otra parte, hay que resaltar que los pacientes con la citada mutacion
y un estado trombofilico (Unicamente factor V Leiden o G20210A) tienen un
riesgo aumentado de trombosis al diagndstico (RR 4,57, IC al 95%: 1,88-11,10)
cuando se compara con aquellos sin estos hallazgos, lo que sugiere una
interaccion aditiva entre ambos factores. Esta interaccion era mas evidente en
pacientes con una edad inferior a 60 afios (De Stefano et al, 2009). Algunas de
las limitaciones de estos estudios son su caracter retrospectivo y la
heterogeneidad de los mismos y el hecho de que la determinacion de JAK2 se
habia realizado en algunos pacientes al diagnéstico y en otros posteriormente,
siendo variable el intervalo de tiempo transcurrido entre el diagndstico y la
obtencién de la muestra. En un intento de dilucidar el significado de la mutacion
de JAK2 en el riesgo trombdético de los pacientes con TE se han realizado 3
metaanalisis que han mostrado, en general, un aumento del riesgo para el
desarrollo de trombosis en este grupo de pacientes, especialmente para la

trombosis venosa (Tabla 14).

Tabla 14. Resultados de 3 metaanalisis sobre el rie sgo trombdético que

confiere la presencia de la mutacion V617F enlos p  acientes con TE

Riesgo relativo (IC al 95%)

Estudio N _ Trombosis Trombosis
Trombosis .
arterial venosa
Ziakas, 2008 2095 | 1,84 (1,40-2,43) | 1,96 (1,43-2,67) | 2,09 (1,44-3,05)
Dahabreh et al, 2008 | 2436 | 1,83 (1,32-2,53) | 1,68 (1,31-2,15) | 2,50 (1,71-3,66)
Lussana et al, 2009 | 3150 | 1,92 (1,45-2,53) | 1,77 (1,29-2,43) | 2,49 (1,71-3,61)

97




Otro aspecto de gran importancia ha sido valorar si la existencia de la
mutacion de V617F en estado homocigoto, presente en una minoria de
pacientes con TE, se relacionaba con una mayor incidencia de trombosis.
Vannucchi et al (2007) realizaron un estudio en 639 pacientes afectos de TE,
368 de los cuales eran heterocigotos y 14 homocigotos. Los pacientes con
mutacion de JAK2 en estado homocigoto presentaron un hematdécrito y una
cifra de leucocitos mas altas al diagnéstico, asi como una mayor frecuencia de
esplenomegalia que los pacientes heterocigotos, confirmando, por tanto, que el
estado homocigoto de JAK2 en la TE se asocia con un perfil clinico de
hiperproliferaciéon. Ademas, la tasa de incidencia de trombosis fue del 1,3%
para los pacientes con la JAK2 nativa, del 2,1% para los heterocigotos y
finalmente del 7,7% para los homocigotos, alcanzando un riesgo relativo de
3,97 veces para estos Ultimos en comparacion con los pacientes sin la
mutacion (Vannucchi et al, 2007). En este sentido, otros estudios también han
demostrado una relacién entre la presencia de la mutacion en estado
homocigoto y el riesgo de trombosis arterial (Carobbio et al, 2008a; De Stefano
et al, 2009).

Cuando se cuantifica el porcentaje de alelos mutados para la V617F, dos
estudios en pacientes con TE, han demostrado una asociacion con la trombosis
venosa durante el seguimiento, trombosis arterial al diagnostico o clinica
microvascular (Kittur et al, 2007; Antonioli et al, 2008), mientras que otros dos
no lo han confirmado (Pemmaraju et al, 2007; Carobbio et al, 2008a). La propia
edad avanzada y la elevacién de la hemoglobina y el recuento leucocitario que
caracteriza a los pacientes V617F positivos pueden ser factores de confusion

en relacibn con el riesgo trombdtico, especialmente en los pacientes
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homocigotos. No obstante, el valor predictivo de la carga alélica se mantiene
cuando en el modelo multivariado tiene en cuenta la edad, episodio previo de
trombosis o la leucocitosis (Kittur et al, 2007; Vannucchi et al, 2007; Antonioli et
al, 2008; Carobbio et al, 2008a).

Finalmente, las mutaciones W515L/K en los pacientes con TE se
asocian a una menor concentracion de hemoglobina y a un mayor recuento de
plaguetas en comparacion con los pacientes V617F positivos (Beer et al, 2008;
Vannucchi et al, 2008), y a un aumento de la clinica microvascular o de la
trombosis arterial cuando se comparan con los pacientes sin ambas

mutaciones (Vannucchi et al, 2008).
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I1. HIPOTESIS DE TRABAJO
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El curso clinico de la TE se caracteriza por un elevado riesgo de
aparicion de complicaciones trombaticas, las cuales constituyen la principal
causa de muerte en estos pacientes. Dado que el objetivo de su tratamiento es
prevenir la aparicion de esta complicacion, la identificacion de los pacientes con
mayor riesgo de trombosis es importante. Si bien la causa fundamental de la
trombosis en esta enfermedad parece ser el aumento del nimero de plaguetas
y sus alteraciones bioquimicas y funcionales, no existe una correlaciéon clara
entre estos factores y el desarrollo de trombosis. Por otra parte, estudios
recientes sugieren un posible papel al respecto de los leucocitos. Asi, se ha
comunicado que la presencia de leucocitosis en el momento del diagndstico de
se asocia a un riesgo trombético mayor, a lo que hay que afadir estudios que
demuestran una mayor activacion plaguetaria y leucocitaria y un porcentaje
mayor de complejos leucocito-plaqueta circulantes en los pacientes con TE con
respecto a los individuos sanos. Ciertos estudios han encontrado una
correlacion entre la activacion leucocitaria y la activacién de la coagulacion en
estos enfermos. Todos estos hallazgos sugieren gque la activaciéon plaquetaria y
leucocitaria puede tener un papel en la patogenia de la trombosis de la TE. Sin
embargo, no se han realizado estudios que correlacionen los diferentes
parametros de activacion plaquetaria y leucocitaria con el antecedente de
trombosis en estos enfermos. Por tanto, la existencia de ese tipo de correlaciéon

ha constituido la hipotesis de la presente tesis doctoral.
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III. OBJETIVOS
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En este contexto, nos planteamos realizar dos trabajos de investigacién con

los siguientes objetivos:

1. Confirmar si los pacientes con TE presentan una mayor activacion
plaguetaria, leucocitaria, endotelial y de la coagulacion cuando se

comparan con controles sanos apareados por edad y sexo.

2. Analizar la renovaciéon plaquetaria, activacion plaquetaria y leucocitaria,
asi como la interaccion leucocito-plaqueta y determinados factores de la
coagulacion en pacientes afectos de TE, con y sin antecedentes de
trombosis, a fin de contribuir al conocimiento de los mecanismos que

intervienen en la patogenia de la trombosis en dichos enfermos.

3. Determinar si estos pardmetros de activacion celular o de la coagulacion
en los pacientes con TE son, ademas, factores de riesgo para el

desarrollo de trombosis.

4. Investigar si en la TE el antecedente de trombosis o la posible

sobreexpresion de dichos parametros de activacion se correlaciona con

la presencia de la mutacion V617F del gen JAK2 o con su carga alélica.
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IV. RESULTADOS
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4.1. TRABAJO 1

Aumento de la activacion plaquetaria y leucocitaria como mecanismo
contribuyente a la trombosis en la trombocitemia esencial y su correlacion con

el estado mutacional de JAK?2.

Arellano-Rodrigo E , Alvarez-Larran A, Reverter JC, Villamor N, Colomer D,
Cervantes F. Increased platelet and leukocyte activation as contributing
mechanisms for thrombosis in essential thrombocythemia and correlation with

the JAK2 mutational status. Haematologica 2006; 91: 169-175.
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4.1.1. RESUMEN

La trombocitemia esencial (TE) se caracteriza por una intensa
proliferacion de la serie megacariocitica, siendo las complicaciones trombéticas
una causa importante de morbilidad y mortalidad en estos pacientes. La
identificacion de los pacientes con mayor riesgo tromboético es muy importante,
ya que el objetivo fundamental del tratamiento es prevenir la aparicién de esta
complicacion. La patogenia de la trombosis no se conoce bien, pero se cree
que la causa fundamental es el aumento de las plaquetas, junto con las
alteraciones bioquimicas y funcionales de éstas. No obstante, no se ha
encontrado una correlacion evidente entre estas alteraciones y el desarrollo de
complicaciones vasculares. Ademas, estudios recientes sugieren un posible
papel de los leucocitos. Asi, se ha descrito un aumento de la activacion
leucocitaria en los pacientes con TE, demostrado por un incremento en la
expresion del antigeno CD11b en la membrana de los neutréfilos y de la
fosfatasa alcalina granulocitaria, asi como del contenido de elastasa celular y
plasmatica.

El objetivo de este estudio fue conocer el papel de la activacion
plaquetaria y leucocitaria en la trombosis de los pacientes con TE. Para ello, se
determind mediante citofluorometria el estado de activacion plaquetaria y
leucocitaria en 49 pacientes con TE (22 con trombosis previa y 27 sin historia
de trombosis) y en un grupo de individuos sanos apareados por edad y sexo.
Las determinaciones incluyeron la expresion de P-selectina en plaquetas (en
condiciones basales y después del estimulo con ADP, trombina, acido

araquidonico [AA] o colageno), los complejos plaqueta-neutrofilo y plaqueta-
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monocito, el CD11b en neutrdéfilos y monocitos y la expresiéon de factor tisular
en los monocitos (FTm). Ademas, se estudié la presencia de la mutacion
V617F de JAK2 y se correlacioné con la activacion de plaquetas y leucocitos.
En comparacién con los controles, los pacientes con TE tenian una
mayor expresion de P-selectina basal e inducida por trombina o AA, asi como
unos valores significativamente mas elevados de complejos plaqueta-neutrofilo
y plagueta-monocito, expresiéon de CD11b en neutréfilos y expresion basal de
FTm. La P-selectina plaquetaria, el CD11b monocitario y la expresion de FTm
inducida por lipopolisacérido se hallaron significativamente mas elevados en
pacientes con historia de trombosis que en aquellos sin trombosis. Los
pacientes con la mutacion V617F de JAK2 o trombosis tuvieron unos valores
mas elevados de P-selectina basal e inducida por AA que los pacientes sin esta
condicion. Ademas, la expresion del CD11b del neutréfilo y del FTm tras
estimulo con lipolisacarido (LPS) fue superior en los pacientes con la mutacion.
Estos resultados sugieren que la activacion plaquetaria y monocitaria
pueden desempefiar un papel importante en la patogenia de la trombosis de los
pacientes con TE. En estos pacientes, la presencia de la mutacién V617F de

JAK2 se asocia con una mayor activacion plaquetaria.

114



Myeloproliferative Disorders ® Research Paper

Increased platelet and leukocyte activation as
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Background and Objetives. The mechanisms accounting for the increased risk of
thrombosis in patients with essential thrombocythemia (ET) are not well known. The
aim of the present study was to ascertain the role of platelet and leukocyte activation
in the thrombosis of ET.

Design and Methods. The activation status of platelets and leukocytes was assessed
by flow cytometry studies in 49 patients with ET (22 with previous thrombosis and 27
without a history of thrombosis) and in a group of age- and sex-matched heaithy indi-
viduals. The assessment included platelet P-selectin expression (measured both at
baseline and after stimulation with ADE thrombin, arachidonic acid (AA), and collagen),
platelet-neutrophil and platelet-monocyte compiexes, determination of CD11b in the
neutrophils and monocytes, and expression of tissue factor in the monocytes (mTF).
The JAK2 VB17F mutation was studied and correlated with platelet and leukocyte acti-
vation. E

Results. As compared with controls, ET patients had significantly higher values of base-
line P-selectin and thrombin- and AA-induced platelet:P-selectin expression, as well as
higher platelet-neutrophil and platelet-monocyte complexes, neutrophil CD11b expres-
sion and baseline mTF expression. Platelet electin, monocyte CD11b, and
lipopolysaccharide-induced mTF expression was significantly higher in ET patients with
a history of thrombosis than in patients without thrombosis. Patients with the JAK2
V617F mutation or thrombosis showed higher baseline and AA-induced platelet P-
selectin expression than did those without thrombosis.

Interpretation and Conclusions.. These. results wouid support a rote for platelet and
monocyte activation in the thrombosis of ET. In these patients, the presence of the
JAK2 VB17F mutation is associated with higher platelet activation.
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myeloproliferative disorder associated

with an increased tendency to thrombo-
sis."? Since its treatment is primarily aimed at
preventing the appearance of such a compli-
cation,’ identification of patients at higher risk
of thrombosis is important. The pathogenesis
of the thrombosis in ET is not well known.
Thrombocytosis and the morphological, bio-
chemical and functional abnormalities of the
platelets are considered possible mecha-
nisms,’ but no clear correlation has been
found between such abnormalities and the
occurrence of thrombosis. Based on the pres-
ence of an activated neutrophil phenotype, it
has been suggested that leukocytes have a
role in the thrombosis of ET.* Platelets and
leukocytes interact and modulate each other’s
functions. In this sense, an increase in circu-
lating platelet-leukocyte complexes has been
observed in subjects with unstable angina,
myocardial infarction and stroke.** Such an
increase has also been found in the myelopro-
liferative disorders, suggesting a role in the
thrombosis of ET Tissue factor (TF), a glyco-

Essential thrombocythemia (ET) is a

protein synthesized by monocytes and con-
sidered the main initiator of blood coagula-
tion and thrombus formation,’ has also been
implicated in the thrombosis of several condi-
tions,® but information on its role in the
thrombosis of ET is scarce.

Recently, a gain-of-function mutation
exchanging valine to phenylalanine at posi-
tion 617 (V617F) of the Janus kinase 2 (JAKZ)
protein has been identified in most patients
with polycythemia vera and half of those
with ET or idiopathic myelofibrosis.”” In one
study, patients with chronic myeloprolifera-
tive disorders harboring the JAK2 V617F
mutation had a higher rate of thrombotic
complications than those with wild-type
JAK2."® The aim of the present study was to
determine the role of platelet and leukocyte
activation in the thrombosis of ET. For such
purpose, the activation status of platelets and
leukocytes was assessed by flow cytometry
studies in patients with and without throm-
bosis. Additionally, the JAK2 V617F mutation
status was studied and correlated with the
results of platelet and leukocyte activation.
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Design and Methods

Patients and diagnostic criteria

Fifty-three patients diagnosed with ET according to the
criteria of the Polycythemia Vera Study Group™ at the
Hospital Clinic of Barcelona between 1990 and 2003
were studied. Forty-nine age- and sex-matched healthy
individuals served as controls. Thrombosis was defined
as a history of major or minor occlusive vascular events.
Major events? included: (i) central nervous system (CNS)
vascular complications, including transient ischemic
attacks (TIA), stroke, and retinal vessel thrombosis; (i)
cardiac vascular complications (angina pectoris and
myocardial infarction) documented by electrocardio-
graphic and enzymatic findings; (iii) intra-abdominal vas-
cular complications, including Budd-Chiari syndrome
and splenic-portal thrombosis,” and (iv) peripheral
thrombosis, such as intermittent claudication of the legs,
peripheral arterial thrombosis, deep venous thrombosis,
and pulmonary thromboembolism. Minor events were:
(i) erythromelalgia and (ii) superficial thrombophlebitis of
the extremities. Microvascular arterial disturbances (acro-
paresthesias, tinnitus, dizziness, headache or visual com-
plaints) were not considered thrombotic events.

To exclude underlying prothrombotic disorders, all
subjects were screened for antithrombin, protein C activ-
ity, total and free protein S, plasmipogen activity, activat-
ed protein C resistance, factor V Leiden mutation, pro-
thrombin gene G20210A mutation, lupus anticoagulant
and anticardiolipin antibodies as described elsewhere.™

Samples and reagents

Blood was obtained from an antecubital vein through a
21-gauge butterfly needle with a light tourniquet. After
the first 5 mL of blood had been discarded,; 4.5 mlL of
blood were collected into a citrate-containing tube (0.129
M, 3.8%, Vacutainer system, Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA). All studies were started within ten minutes
after sample collection. Phosphate-buffered saline (PBS)
was used as universal diluent (pH 7.4, Roche, USA). PE-
Cy5 mouse anti-CD42b directed against the platelet gly-
coprotein Ib was used to identify platelet and leukocyte-
platelet complexes and . FITC-conjugated mouse anti-
human CD62 monoclonal antibody was used to detect
platelet P-selectin expression. PE-conjugated mouse anti-
human CD11b monoclonal antibody was used for neu-
trophil and monocyte CD11b expression. Monocytes
were identified with FITC-conjugated anti-CD14 mono-
clonal antibody. Monocyte tissue factor expression was
determined by PE-conjugated anti-CD142 monoclonal
antibody. Anti-CD42b, anti-CD62, anti-CD11b, anti-
CD14 and anti-CD142 were purchased from Becton
Dickinson (San Josg, CA, USA). Irrelevant subclass-
matched monoclonal antibodies served as negative con-
trols. Electronic compensation was used to remove spec-
tral overlap and aligned daily with CaliBrite beads
(Becton Dickinson). The DNA stain, DRAQ-5 (BioStatus,
Shepshed, UK), was used to distinguish intact nucleated
cells from non-nucleated cells, damaged nucleated cells
and cell aggregates. The human thrombin, the tetrapep-
tide glycyl-L-prolyl-L-arginyl-L-proline (GPRF) and the
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lipopolysaccharide (LPS, from E. coli, strain 026: B6) were
obtained from Sigma Chemical (St Louis, MO, USA).
Adenosine diphosphate (ADP) and collagen were pur-
chased from Arkray (Aggrepack, Japan) and arachidonic
acid (AA) from Menarini Diagnostica (Milan, Italy).

Piatelet P-selectin determination by flow cytometry

For the platelet P-selectin assay, a whole blood flow
cytometry method was used as described by Shattil er al.™®
and following the recommendations of the European
Working Group on Cell Analysis."” To minimize artificial
platelet activation, no washing, centrifugation or fixation
steps were performed. Thus, 5 uL of whole blood were
aliquoted in a polypropylene tube containing 50 ulL of
PBS solution, anti-CD42b-PE and anti-CD62P-FITC. For
the activation assay, ADP (final concentration 10 uM),
thrombin (0.1 U/ml) plus GPRP (2.5 mM), collagen (10
ug/mL) or AA (0.1 mM) were added to diluted whole
blood with saturating monoclonal antibodies. After 15
minutes of incubation at. reom. temperature, samples
were resuspended in 1 ml of PBS before analysis.

Flow cytometry data“were collected on a FACScan
(BDIS, San Jose, CA,"USA). Samples were analyzed in a
side scatter and the fluotescence data obtained in the log-
arithmic mode.-Single platelet populations were identi-
fied in whole blood by their characteristic side scatter and
CD42b positivity. Ten thousand events were collected
from-each: sample. Baseline and agonist-induced activa-
tion of platelet membrane P-selectin expression was

measured in arbitrary units of mean fluorescence intensi-
‘ty (MFI) and as the percentage of positive platelets com-
“pared with a negative control. Platelet P-selectin expres-

sion was quantified by converting MFI values into mole-
cules of equivalent soluble fluorochrome (MESF) units
using standardized fluorescent beads (Quantum™ FITC
and Quantum™ PE Medium Level, BangsLabs, USA).

Determination of platelet-leukocyte complexes

Platelet-neutrophil (PNC) and platelet-monocyte (PMC)
complexes were measured by flow cytometry using an
adapted no-lyse, no-wash method.” Briefly, 125 uL of a
PBS-diluted blood sample containing 0.5x10° leukocytes
were incubated for 15 minutes at room temperature with
anti-CD42b-PE, anti-CD14-FITC and DRAQ-5. Before
analysis, 125 uL of PBS solution were added to the tube.
Neutrophils were selected in a forward versus side scatter
dot plot and monocytes were selected in a FL-1 versus side
scatter dot plot by gating CD14 positive cells. After gating
neutrophil and monocyte populations, PNC and PMC
were identified as those events expressing the platelet
marker CD42b, selected in a FL-2 versus side scatter dot
plot. Results were expressed as a percentage of the neu-
trophils or the monocytes, respectively.

Determination of CD11b in neutrophils and
monocytes and tissue factor in monecytes by flow
cytometry

Neutrophil and monocyte membrane CD11b expres-
sion was measured as previously described.15 Monocyte
membrane tissue factor (mTF) expression was measured
as described” and adapted from the method by
Amirkhosravi et al.” A blood sample containing 0.5x10°



leukocytes was diluted in PBS buffer. For the baseline
assay, 125 pL of the sample dilution were labeled during
15 minutes at room temperature with anti-CD14-FITC,
anti-CD11b-PE and DRAQ-5 for the CD11b determina-
tion or anti-CD14-FITC, CD142-PE, and DRAQ-5 for the
mTE For the activation assay, two aliquots were incubat-
ed with LPS (10 ug/mL at 37°C for 1 hour) and subse-
quently stained for 15 minutes with anti-CD14-FITC,
anti-CD11b-PE and DRAQ-5 or anti-CD14-FITC, anti-
CD142-PE and DRAQ-5 for the CD11b and mTF deter-
mination, respectively. An acquisition threshold was set
in the red fluorescence channel (FL-3) to exclude erythro-
cytes. Sample acquisition was performed at a low-medi-
um rate (150 events/second). Nucleated cells were labeled
with DRAQ-5 and measured through a 670 LP filter (FL-
3). Flow cytometric acquisition and analysis of at least
2,500 monocytes were performed. A side scatter versus
FL-3 dot plot was used to distinguish nucleated cells from
erythrocytes and debris, and in this first dot plot a region
was created in order to exclude leukocyte aggregates
from the analysis. Neutrophils were selected in a forward
versus side scatter dot plot. CD11b histograms were then
obtained from a second gate, selecting CD11b positive
events in a FL-2 versus side scatter dot plot. Monocytes
were selected in a FL-1 versus side scatter dot plot by gat-
ing CD14 positive cells. For the measurement of CD11b
and TE, FL-2 histograms were obtained from gated mono-
cytes. CD11b was measured in MFI arbitrary units and
tissue factor also in MFI units and as the percentage of
CD14 positive cells staining positive for CD142. The pos-
itive delineator was determined by gating 1% back-

ground staining on the isotype control fluorescence: As:

for platelet P-selectin, the expression of neutrophil and
monocyte CD11b and monocyte tissue factor was also
quantified in MESF units.

Allele-specific polymerase chain reaction (PCR) for
JAK2 V617F mutation

Genomic DNA was extracted from blood samples using
a QlAamp DNA Mini kit (Qiagen, Germany). PCR was
used to amplify the portion of ‘the JAK2 region that
acquires the JAK2 V617F mutation. An amplicon product
of 360 bp was generated using primers conjugated with
fluorescent dyes JAK2F: (6-FAM) GGTTTCCICA-
GAACGTTGATGG and JAK2R: (5-HEX) CCTAGCTGT-
GATCCTGAAACTGAAT and then digested with the
BsaXl restriction enzyme (New England Biolabs, Hitchin,
UK). Digested products were detected in an ABI 310
sequence detector (Applied Biosystems, Foster City, USA)
using the Genescan software. Samples harboring the JAK2
V617F mutation no longer have the BsaXI restriction site.

Statistical methods

The SPSS 10.0 statistical package (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA) was used. The results of platelet-leukocyte com-
plexes and platelet P-selectin, neutrophil and monocyte
CD11b and tissue factor expression were expressed as
the mean and 95% confidence intervals. Differences
between groups were analyzed with one-way ANOVA
followed by post-hoc analysis using the Student-
Newman-Keuls test. The y’ test was used to compare cat-
egorical variables and the Mann-Whitney U test to com-

Platelet and leukocyte activation in ET

pare continuous variables between the groups. All p val-
ues were two-sided. p values <0.05 were considered sta-
tistically significant.

Results

Llinical and hematologic data and JAK2 V617F
mutational status

No patient had protein C, protein S, plasminogen or
antithrombin deficiency. Four patients with thrombosis
were excluded from the study because they were demon-
strated to have a thrombophilic factor {two cases each of
prothrombin gene G20210A mutation carriership and
antiphospholipid antibodies). Therefore, 4% patients (26
males and 23 females, median age 68 years, range: 28-91)
were finally analyzed. The median plasma concentrations
of natural anticoagulants did not differ in the two ET
groups (data not shown). In three patients the diagnosis of
ET and the thrombosis were simultaneous, in two the
thrombosis preceded the ‘diagnosis of ET, whereas in the
remaining 17 it was.a complication of a known ET. Table
1 summarizes the vascular events registered in 22 ET
patients. In 19 patients it was a major complication and it
affected thevarterial circulation in the same number of
cases. The ‘median interval between ET diagnosis and
blood: samipling was 86 months (range: 16-231) for
patients with thrombosis and 59 months (range: 11-210)
for patients without thrombosis (p not significant). The
median interval between thrombosis and blood sampling
was 61 months (range: 4-154). No patient was studied
during the acute phase of the thrombosis. At the time of
study, patients were receiving different therapies (Table
2). Controls had higher hemoglobin concentrations and,
leukocyte, neutrophil and monocyte counts than had
patients, probably related to the use of hydroxyurea,
whereas patients had significantly higher platelet counts.

The JAK2 mutation was detected in 21 out of 50 assess-
able patients (42%). At diagnosis, ET patients with the
JAK2 mutation had higher hemoglobin levels than those
without the mutation (140 g/L, 95% CI: 134-146 vs 131
g/L, 95% CI: 128-135, p=0.01). Age, sex, disease duration
and proportion of patients with a history of thrombosis
were not different depending on the presence or not of
the mutation.

Baseline and agonist-induced platelet P-selectin
expression

As shown in Table 3, in unstimulated samples, ET
patients with thrombosis had a significantly higher per-
centage of platelets expressing P-selectin than had
patients without thrombosis and controls (#=0.0001 for
both comparisons). Thrombin-induced stimulation
increased the percentage of platelets expressing P-selectin
in ET patients (p=0.001, Table 3). Following AA activa-
tion, ET patients with thrombosis had a significantly
higher mean percentage of platelet P-selectin expression
than had patients without thrombosis and controls
(p=0.0001, Table 3). AA-induced platelet P-selectin
expression in MESF units was significantly higher in ET
patients than in the controls (=0.0001, data not shown),
but no differences were observed between patients with
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Table 1. Occlusive vascular events in 22 patients with essential
thrombocythemia.

Table 2. Treatment administered to 49 patients with essential
thrombocythemia (ET).

Number of patients (%)}*
Erythromelalgia 6(27)
Transient ischemic attack 6(27)
Stroke 4(18)
Myocardiat infarction 4(18)
Intermittent claudication 3(14)
Deep vein thrombosis 314
Superficial thrombophlebitis 2(9)
Budd-Chiari syndrome 2(9)

*Some patients had more than one type of cvent: erythromelalgia and myocardial
infarction (n=2), deep venous thrambosis, pulmonary thromboembolism and
intermittent clapdication (n=1), deep venous thrombosis and pulmona
thromboembolism (n=1), myocardial infarction and intermittent clandication
(n=1), recurrent superficial thrombophlebitis and deep venous thrombosis (n=1),
superficial thrombophlebitis and ransient ischemic attack (TIA) (n=1), and
recurrent TIA and stroke (n=1).

and without thrombosis. No differences in P-selectin
expression between patients and controls were observed
following stimulation with ADP or collagen (Table 3).

Platelet-leukocyte complexes

ET patients had higher percentages of circulating PNC
and PMC (Table 4, »=0.0001) but no difference was found
between patients with and without thrombosis. A posi-
tive correlation was seen between P-selectin expression
and both PNC (R=0.529, p=0.01) and PMC percentages
(R=0.470, p=0.01).

Leukocyte CD11b expression
The results of neutrophil and monocyte CD11b expres-

sion are shown in Table 4. Significant differences were

detected among the three groups in the baseline CD11b
leukocyte expression. Patients with thrombosis showed
higher monocyte baseline CD11b expression than did
patients without thrombosis and controls (=0.0001 for
all comparisons, Figure 1). Although ET patients had a
significantly higher neutrophil CD11b expression than
had the controls, the expression was not significantly
higher in patients with thrombasis. Following LPS activa-
tion, an increase in CD11b expression was seen in the
three groups, with ET patients showing the highest val-
ues (Table 4).

Monocyte tissue factor expression

When expressed in MESF units, mTF expression was
higher in the two ET groups both at baseline and follow-
ing LPS activation (Table 5). LPS activation increased mTF
expression in all groups, but the percentage of positive
monocytes was higher in patients with thrombosis than
in those without thrombosis and in the controls
(p=0.0001 in all cases, Figure 2).

Correlation between JAK2 mutation and platelet and
leukocyte activation

The results of platelet and leukocyte activation in ET
patients according to JAK2 mutational status are shown in
Table 6. As can be seen, the median percentage of
platelets expressing P-selectin both at baseline and after
stimulation with AA were significantly higher in patients
with the mutation than in those with the wild-type allele
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ET without thrombosis  ET with thrombosis

(n=27) (n=22)
No therapy 3 (11%} 1 (5%)
Cytolytic drug 23 (85%) 21 (95%)
Hydmxyurea 13 (48%) 14 (64%)
Anagrelide 3(11%) 4 (18%)
“Phosphorus 7 (26%) 3 (14%)
Aspirin {100 mg) 4 (15%) 8 (36%)
Ticlopidine 1{4%) 4 (18%)
Acenocoumarol 3(11%) 4 (18%)

Data presented are number of patients (percentages are given in parentheses).
There were no significant differences between the two groups using the - test.

Table 3. Percentages of platelets expressing P-selectin at baseline
and after agonist-induced activation in heaithy controls and ET
patients.

£T without *  ET with p

Controls h
(n=49) thtombosis - thrombosis  value*
=g (n=22)

Baseline 31(2.7-35) \4'.7*:('3.8-5.5) 6.3 (54-7.1)  0.0001°
ADP 51 (4,8—55){4‘ ‘57 (51-62) 56 (50-63) NS
Thrombin 38 (3;574’6) 55(46-64)  54(4663)  0.001
Collagen _ 9811 9(811) 10 (8-12) NS
Arachidenic dcid 37(30-45)  63(53-73)  81(73-89)  0.0001°

Values giten as mean and 95% confidence intervals (in parentheses); NS: not
sigrificant; ADP: adenosine diphosphate; *one-way ANOVA test followed by post-
bag analysis using the Student-Newman-Keuls test for paired comparisons; the p
valises refer to the comparisons between controls and ET patients with or without
thrombosis; “significant difference among the three groups.

Table 4. Platelet-leukocyte complexes and neutrophil and mono-
cyte CD11b expression in healthy controls and ET patients.

Controls ET without ET with p
(n=49} thrombosis thrombosis value*
(n=27) (n=22}
PNC 17(13-22) 56 (52-63) 60 (53-67) 0.0001
PMC 33(28-41)  81(75-88) 85 (78-91) 0.0001
Baseline CD11b
Neutrophil 32(27-37)  84(63-106)  93(70-115)  0.0001
Monocyte 62(53-72) 128(111-146) 157 (138-177) 0.0001°
LPS-induced CD11b
Neutrophil 178 (161-187) 280 (248-312) 303 (259-348)  0.0001
Monocyte 162 (157-189) 244 (215-272) 263 (230-295)  0.0001

PNC (platelet-nentrophil complexes) and PMC (plaselet-monocyte complexes)
are given as percentages and CD11b in MESF {(molecules of equivalent soluble
fluorochrome) units x 10°; Values given as mean and 95% confidence intervals (in
parentheses); LPS: lipopolysaccharide; *one-way ANOVA test followed by
post-hoc analysis using the Student-Newman-Keuls test for paived comparisons;
the p values refer to the comparisons between controls and ET patients with

or without thrombosis; °significant difference among the three groups.

(Figure 3A and 3B). Moreovet, baseline, thrombin- and
AA-induced platelet P-selectin expression in MESF units
were significantly higher in ET patients with the mutation
than in those without (data not shown). Higher values of
platelet-leukocyte complexes and leukocyte CD11b and
mTF expression were observed in ET patients with the
JAK2 mutation when compared with those with the
wild-type, but the difference did not reach statistical sig-



300
£=0.0001

B
k"
3 " "
= 2“0" - 7]
b3 n
o
B o
- £ _t_
£ . e %
= [ ]
& 100 o s
£ . =
(L]
e #
= it

0 Soe

Controls ET without ET with
n=49 thrombosis thrembosis
n=27 n=22

Figure 1. Baseline monocyte CD11b expression from the three
groups in molecules of equivalent soluble fluorochrome (MESF)
units, The horizontal lines represent the median values.

Platelet and leukocyte activation in ET

100 p=a0.l:001
3 :
o 8
& 75 . L
% ¢ " K
[+
-1 | ]
E 50+ o = +
* o* n é
§ & T ':
B e 3 ol
o 22 o
ﬁ oe® ."
0 ()
Controls ET without ET with
n=49 thrombosis thrombosis
n=27 n=22

Figure 2. Percentage of monocytes expressing tissue factor (TF)
after lipopolysaccharide (LPS) actiyation in the three groups in

study. The horizontal lines represent the median values.

Table 5. Baseline and LPS-induced monocyte tissue factor expres-
sion in healthy controls and ET patients.

Table 6. Comparison off‘p}ate“let and leukocyte activation parame-
ters of ET patients with and without the JAK2 V617F mutation.

Controls £T without ET with p
thrombosis thrombosis value*
(n=49) (n=27) (n=22)
Baseline
% 7(4-8) 10 (6-14p 9(7-12) NS
MESF 9 (8-10) 15 (14-17) 14 (13-15) 0.0001
Lipopolysaccharide
% 21(16-26) 36 (27-46) 51 (42-60) 0.0001°
MESF 10 (10-11) 18 (16-20) 19(17-22) 0.0001

Values given as mean and 95% confidence intervals (in parentheses) and
expressed as percentage of positive monocytes and as intensity of the expréssion in
MESF (molecules of equivalent soluble jaorochmme ) units x10%; NS: not signifi-
cant; *oneway ANOVA test followed by post-hoc analysis usingthe Student-
Newman-Kels test for pasred comparisons; the p values refer-to the comparisons
between contvols and ET patients with or without thrombosis; significant differ-
ence among the three groups.

nificance (Table 6). Following LPS activation, neutrophil
CD11b expression was higher in patients with the muta-
tion (310 MESFx10?, 95% CI: 263-358) than in those with-
out (267 MESFx10%, 95%. ClI: 241-294) and in the controls
(178 MESEx10?, 95% CI: 161-187) (¢=0.0001 for all com-
parisons). In addition, LPS-induced mTF expression in
MESF units was significantly higher in ET patients with
the mutation (19x10%, 95% CI: 17-22) than in those with-
out (17x10%, 95% Cl: 15-19) and in the controls (10x107,
95% CI: 9-11) (=0.0001, for all comparisons). No influ-
ence of treatment modality, type of thrombosis or pres-
ence of recurrent thrombosis was noted for any of the
parameters analyzed in the study (i.e., the platelet and
leukocyte activation parameters and the JAK2 mutational
status).

Discussion

P-selectin (CD62P) is constitutively expressed on the
internal membrane of the o granules of the platelets and
is translocated to the platelet surface upon stimulation.”
It may be involved in platelet-platelet and shear-induced

Wild-type JAK2  JAK2 V6IT7F p
(n=29) (n=21) value
Platelet P-selgttin, %
Baseline 4.7 (4-5) 64(-1 0006
“ADP 54 (49-59) 61 (54-67) NS
Thepmbin 56 (49-64) 53 (41-62) NS
Collagen 9 (7-11) 10(9-12) NS
Arachidonic acid 63 (63-73) 80(72-87)  0.03
‘Platelet-neutrophil complexes, % 57 (51-62) 59 (52-66) NS
Platelet-monocyte complexes, % 82 (71-88) 84 (77-90) NS
Baseline neutrophil CD11b, MESF 81 (63-99) 92 (65-118) NS

Baseline monocyte CD11b, MESF 135 (118-151)
Baseline monocyte TF, % 8 (5-11)
LPS-induced monocyte TF, % 41 (33-49)

148 (125171} NS
9 (6-11) NS
43 (32-55) NS

Values given as mean and 95% confidence intervals (in pareniheses) and
expressed as percentage or as intensity of the expression in MESF (molecules of
equivalent soluble fluorochrome) wnits x10°; NS: not significant; ADP: adenosine
diphosphate; LPS: lipopolysaccharide; TF: tissue factor.

platelet aggregation™ and in the genesis of leukocyte-
derived microparticles containing active tissue factor that
enhance fibrin deposition.® In the present study, the
platelets of ET patients with thrombosis showed an
increased P-selectin membrane expression at baseline and
after AA-induced activation. This is in keeping with the
results of a recent study in patients with myeloprolifera-
tive disorders and arterial thrombosis® and supports a
role for platelet activation in the genesis of thrombosis in
ET. This could be explained by the clinical and experi-
mental evidence of increased cyclo-oxygenase platelet
activity and thromboxane A2 generation in ET.**#In the
present study, a significant increase in P-selectin expres-
sion was observed in ET patients following thrombin
stimulation. In this sense, Jensen et al.* found decreased
MESF P-selectin expression following platelet activation
induced by either ADP or thrombin receptor activating
peptide (TRAP) in both ET and polycythemia vera, a dis-
parity that might reflect differences in patient selection or
in the flow cytometry methods used. In the present
study, patients with ET had higher percentages of circu-
lating PNC and PMC than the controls. Besides, a positive
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Figure 3. Flow cytometry quantification of platelet P-selectin:

expression at baseline (A) and following arachidonic acidi{AA)acti-
vation (B) in ET patients based on the mutational status of JAK2.
The horizontal lines represent the median values.

correlation was found between P-selectin percentage,
platelet count, and circulating PNC and PMC, in agree-
ment with results recently reported in patients with
myeloproliferative disorders.”’** Enhanced platelet-
leukocyte interaction is known to facilitate leukocyte
adhesion, activation and tissue factor transfer between
monocytes and platelets.®**%

Integtin CD11b is the am subunit of the CD11b/CD18
(am Bz, Mac-1) heterodimer responsible for firm attach-
ment of the leukocytes to endothelium and platelets.®
Upon activation, the leukocytes upregulate membrane
CD11b expression promoting their adherence to the
endothelium, phagocytosis, homotypic aggregation,
adhesion-dependent respiratory burst, and degranula-
tion.”” In addition, the phagocytes, especially mono-
cytes, are involved in the process of fibrin deposition and
modulate the activation of blood coagulation through the
release of TF proteases and reactive oxygen species.”
Baseline monocyte CD11b expression was significantly
higher in ET patients with thrombosis. Increased baseline
neutrophil CD11b expression was also observed in ET
patients, although those with thrombosis did not have a
higher expression. It is possible that the increase in leuko-
cyte and platelet activation contributes to the local lesion
of the endothelium and/or the progression of the coagu-
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lation reactions by engagement of the adhesion receptors
and release of proteases or cytokines. Data on mTF
expression in ET are scarce.” In our study, ET patients
had higher mTF expression than had the controls, and
patients with thrombosis had a higher percentage of
monocytes with LPS-induced TF expression. Since the
monocyte is considered a key cell in the coagulation
proeess,” our data suggest that increased mTF expression
can be important in the pathogenesis of the thrombosis in
ET. It could be hypothesized that up-regulation of the
phagocyte CD11b antigen could be due to the clonal
hematopoietic proliferation of ET. In this sense, mTF
overexpression would reflect both cell activation status
and CD11b up-regulation. Enhanced monocyte-platelet
interaction would be a second possibility.*"**

The frequency of the JAK2 V617F mutation observed in
our patients was similar to that reported by other
authors.™%*2 The lack of association between the JAK2
mutation and the incidence of ‘thrombotic events is in
agreement with the findings of two recent studies in ET
patients. A significant ‘association between the JAK2
mutation and increased~baseline and thrombin- or AA-
induced platelet P-selectin expression was found in the
present study. This ‘gbsérvation would suggest a possible
JAK2-mediated effect on platelet P-selectin expression and
is consistent-with the presence of JAK2 in human platelets
and its subsequent phosphorylation on challenge with
thrombin® The current evidence of the role of throm-
bopoietin in platelet activation and its enhanced response
after agonist stimulation via the JAK2 pathway signaling™
could explain in part our findings. Besides, ET patients

‘with the JAK2 mutation showed higher expression of neu-

trophil CD11b and mTF in MESF units after LPS stimula-
tion, which would be consistent with the involvement of
JAKZ in LPS-induced leukocyte activation.™

Although in our study no differences in P-selectin,
CD11b or mTF expression were seen depending on the
use of hydroxyurea, a lower incidence of arterial throm-
bosis has recently been reported in ET patients treated
with hydroxyurea plus low-dose aspirin as compared to
in those receiving anagrelide plus low-dose aspirin.*
Whether increased P-selectin, CD11b or mTF could iden-
tify ET patients at higher thrombotic risk remains to be
confirmed in prospective studies.

In conclusion, ET patients with previous thrombosis
show a marked increase in platelet and especially mono-
cyte activation, whereas the presence of the JAK2 muta-
tion is associated with higher platelet activation in these
patients. Such alterations might play a role in the patho-
genesis of the thrombosis of ET but further studies are
required to ascertain whether such findings could identi-
fy ET patients at greater thrombotic risk.
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4.2. TRABAJO 2

Renovacion plaquetaria, factores de coagulacion y marcadores solubles de
activacion plaquetaria y endotelial en la trombocitemia esencial: relacién con la

presencia de trombosis y la carga alélica V617F de JAK2.

Arellano-Rodrigo E , Alvarez-Larran A, Reverter JC, Colomer D, Villamor N,
Bellosillo B, Cervantes F. Platelet turnover, coagulation factors, and soluble
markers of platelet and endothelial in essential thrombocythemia: Relationship
with thrombosis occurrence and JAK2 V617F allele burden. American Journal

of Hematology 2009; 84: 102—-108.
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4.1.1. RESUMEN

La trombocitemia esencial (TE) es una neoplasia mieloproliferativa
caracterizada por trombocitosis y la presencia de la mutacion V617F del gen
JAK2 en la mitad de los pacientes. La trombosis es la principal causa de
morbilidad y mortalidad en estos pacientes y existe evidencia reciente que
implica a la activacion plaguetaria y leucocitaria en la patogenia de estas
complicaciones. Ademas, estudios recientes sugieren un posible papel de la
renovacion plaquetaria, de la resistencia adquirida a la proteina C activada
(RAPCA) y de las concentraciones de los factores de coagulacion y
marcadores solubles de activacion plaguetaria en la patogenia de ciertas
enfermedades trombaticas.

Con la finalidad de dilucidar los mecanismos involucrados en la génesis
de la trombosis de los pacientes con TE, en 53 pacientes con TE (26 con
historia de trombosis previa) y en otros tantos sujetos sanos de igual edad y
sexo se determinaron el porcentaje de plaquetas reticuladas (PR), la RAPCA,
la expresion plaquetaria de factor tisular (FT) y las concentraciones plasmaticas
de FT, factores de coagulacion, P-selectina soluble (sP-selectina), CD40
ligando soluble (sCD40L), antigeno del factor de von Willebrand (VWF:AQ),
trombomodulina soluble (sTM), dimero D y fragmento 1+2 de la protrombina.
Estos parametros se correlacionaron también con la carga mutacional de JAK2.

Los pacientes con trombosis previa tenian valores significativamente
mas elevados que los pacientes sin trombosis y controles para el porcentaje de
PR, RAPCA y las concentraciones plasmaticas del factor V, factor VIII,

VWEF:Ag, sP-selectina y sCD40L. En el estudio multivariado, el porcentaje de
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PR, la concentraciéon de factor V y la presencia de RAPCA se asociaron
independientemente con un aumento del riesgo de trombosis. Los pacientes
con la mutaciéon de JAK2 mostraron una disminucion de la concentracion de
proteina S (PS) libre y un aumento de FT, sP-selectina, sCD40L y VWF:Ag en
comparaciéon con aquellos sin la misma. Finalmente, se objetivd un efecto dosis
del porcentaje mutacional (= 12%), asociandose éste a una mayor
concentracion de FT, sP-selectina, sCD40L, FVW:Ag y menor de PS.

Los anteriores resultados sugieren un papel de la renovacion
plaquetaria, factor V y RAPCA en la trombosis de la TE, asi como la posibilidad
de la deteccion de pacientes con un mayor riesgo tromboético. La asociacion
entre la carga alélica de V617F con la disminucion de PS o incremento de FT y
de los marcadores solubles de activacion plaquetaria y endotelial sugiere que

dicha mutacién podria promover un estado pretrombatico en la TE.
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Research Article

Platelet turnover, coagulation factors, and soluble markers of platelet
and endothelial activation in essential thrombocythemia: Relationship
with thrombosis occurrence and JAK2 Vo1 /F allele burden

Eduardo Arel!ano—Rodrigo,1 Altéerto AIyarez-Larrén,l Juan-Carlos Reverter,? Dolors Colomer,3
Neus Villamor,> Beatriz Bellosillo,* and Francisco Cervantes!

Patients with essential thrombocythemia (ET) have an increased frequency of thrombosis, but the relation-
ship of both thrombosis and JAK2 V617F allele burden with platelet turnover, acquired activated protein C
resistance (aAPCR), and levels of coagulation factors and soluble markers of platelet, and endothelial acti-
vation is not well known. In 53 ET patients (26 with a history of thrombosis), reticulated platelets (RP) per-
centage, aAPCR, platelet tissue factor (TF) expression, and plasma levels of TF, coagulation factors, soluble
P-selectin (sP-selectin), soluble CD40 ligand (sCD40L), von Willebrand factor antigen (VWF:Ag), soluble
thrombomodulin (sTM), o-dimer and prothrombin fragment 1 + 2 were compared with those in matched
heaithy individuals and correlated with thrombosis occurrence and JAK2 mutational load. ET patients with
thrombosis had significantly higher values for RP percentage, aAPCR, and levels of factors V and VIiI,
VWF:Ag, sP-selectin, and sCD40L than patients without thrombosis and controls. At multivariate study, RP
percentage, factor V levels, and aAPCR were independently associated with an increased risk of thrombo-
sis. Patients with JAK2 mutation had significantly lower levels of free protein S (PS) and higher levels
of TF, sP-selectin, sCD40L, VWF:Ag, and sTM than those with wild-type allele. A mutant allele dosage effect
(= 12%) was observed for TF, sP-selectin, sCD40L, VWF:Ag, and PS levels. These results support a role for
platelet turnover, factor V, and aAPCR in the thrombosis of ET as well as the association between JAK2
V617F allele burden and either decreased free PS or increased TF and soluble markers of platelet and endo-

thelial activation. Am. J. Hematol. 84:102--108, 2009.

Introduction

Essential thrombocythemia (ET) is a chronic myeloprofifer-
ative disorder associated in half of the patients with the muta-
tion V617F of the Janus kinase 2 (JAK2) gene {1]. Thrombo-
sis is a major cause of morbidity and mortality in ET patients
[1), and there is increasing evidence that platelet and leuko-
cyte activation plays an important role in the development of
this complication [2—4]. On piatelet activation, P-selectin and
CD40 ligand are rapidly translocated to the platelet surface
and subsequently cleaved to generate soluble forms fully
active biologically, termed soluble P-selectin (sP-selectin) and
soluble CD40 ligand (sCD40L) [5,6], both of which promote
coagulation by inducing tissue factor (TF) expression on the
monocytes and the endothelial cells [7). Soluble CD40L also
causes platelet activation and appears to be required for
thrombus formation in vivo [6,8]. Although it has been
reported that platelets contain functionally active TF, its exact
role is not well known [S]. The contribution of sCD40L to
acute coronary syndromes [10] and acute cerebral ischemia
{11] has been demonstrated, but no study has been
addressed at determining its relationship with the thrombosis
of ET. Recent studies have found that presence of acquired
activated protein C resistance (APCR) phenotype and ele-
vated levels of coagulation factors are associated with
increased risk of thrombosis [12]. Of note, an increased per-
centage of young or reticulated platelets (RP) has been
reported in nine ET patients with thrombosis [13]. Presence
of acquired APCR, elevated platelet turnover and levels of
TF hemostatic factors, sP-selectin and sCD40L may be
directly involved in the pathophysiology of ET thrombotic
complications. Therefore, these markers might be potentially
useful to identify patients at greatest risk of thrombosis.

The aim of this study was to determine the relationship
of platelet turnover, APCR, platelet-associated TF, circulat-
ing TF and coagulation factors or soluble markers of plate-
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let, endothelial and coagulation activation with the thrombo-
sis of ET patients and their JAK2 V617F allele burden. For
such purpose, the above laboratory parameters were stud-
ied in a group of ET patients with and without thrombosis
or the JAK2 mutation and in a group of matched controls.

Results

Clinicohematological data and JAK2 V617F allele burden

The main clinicohematological data of patients and controls
are summarized in Table |. Twenty-six patients had a positive
history of major or minor occlusive vascular events, including
erythromelalgia (eight patients), transient ischemic attack
(seven patients), stroke (four patients), myocardial infarction
(four patients), intermittent claudication (four patients), deep
vein thrombosis (three patients), superficial thrombophlebitis
(two patients), or Budd-Chiari syndrome (two patients). Me-
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TABLE I. Main Clinical and Hematological Data of Controis and ET Patients at the Time of Study

Controls (n = 53) ET without thrombosis (n = 27) ET with thrombosis (n = 26) P value
Age, years {range) 83.0 + 15.0 (28-90) 63.3 + 14.9 (28-91) 63.1 x 15.2 (32-81) 0.973
Sex, M/F 27126 14/13 1313 0.846
Hemogilobin, g/L 134 = 11 120 = 16 119 = 16 0.001
Leukocytes, X 109/L 6.3+ 1.1 51+22 4721 0.001
Platelets, X 107L 242 £ 33 322 = 111 2702 70 0.001

Values given as mean = standard deviation; the P values refer 1o the comparisons between controls and ET patients with or without thrombosis; patients had fower he-

mogtobin and leukocyte counts because of the use of cytoreductive treatment.

TABLE ). Chinical Features In 53 Patients with ET According to the JAK2 Mutation Status or its Allele Burden

JAK2 mutation status

JAR2 V617F allele burden

Wild-type JAK2 (n = 31) JAK2 V617F (n=22) Pvalue <12% (n=4) 12-24%(n=11) 225%(n=7) Pvalue

Age, years 62 + 16 65 + 14 0.381 62 £ 16 66 = 12 69 £15 0.753
Sex, M/F 14/17 13/9 0.408 an 7/4 34 0.528
Disease duration, months 89 + 62 68 + 43 0.177 57 + 34 65 + 43 79+ 51 0.682
Splenomegaly (%) 3{10) 1 (5) 0.629 ¢ 0 1(14) 0.325
Cytoreductive treatment (%) 17 (55) 15 (68) 0.218 3 (75) 8 (73) 4 (57) 0.747
Thrombosis (%) 14 (45) 12 {55) 0.501 1 (25) 7 (64) 4 (87} 0.408
Venous thrombosis (%) 3(10) 3 (14) 0.778 0 2 (18) 1(14) 0.735
Arterial thrombosis (%) 11 (36) 9 (41) 0.573 1 {25) 5 (46) 3 (43) 0.588
Thrombosis at diagnosis (%) [¢] 3(14) 0.861 0 2(18) 1(14) 0.229
Thrombosis during follow-up (%) 13 {(42) 7 (32) 0.134 1 (25) 3(27) 3 (43) 0.220
Venous thrombosis (%) 3(10) 1 (5) 0.165 0 o] 1(14) 0.523
Arterial thrombosis (%) 10 (32) 6 (27) 0.153 1 (25) 3(27) 2 (29) 0.423
Major thrombosis (%) 10 (32) 10 {46) 0.329 1 (25) 6 (55) 3 (43) 072
Major bleeding (%) 2(7n 3 (14) 0.579 0 32N 0 0.085
Minor occlusive vascular events (%) 14 (45) 11 (50) 0.728 2 (50) 6 (55) 3 (43) 0.890

Values given as number of patients (percentages are given in parenthesis) and mean + standard deviation; the P values refer to the comparisons between patients
with and without JAK2 mutation or its allele burden (three subgroups having <12 %, 12-24 % and > 25 % JAK2 V617F mutant alleles).

L 3
dian interval between thrombosis and blood sampling was
64 months {range: 5 to 148), and no patient was studied
during the acute phase of the thrombosis. At the time of
study, ET patients received one or more of the following
therapies: cytolytic drugs (hydroxyurea, n = 29; radioactive
phosphorus, n = 10; anagrelide, n = 9), antiplatelet agents
(aspirin, n 13; ticlopidine, n = 5), and acenocoumarol
{n = 7). There were no significant differences in the duration
of the disease or in the treatment between patients with or
without thrombosis (data not shown).

Detectable amounts of JAK2 V617F DNA in whole blood
were found in 22 patients (41.5%), with the mean value of
the allele percentage being 24.1% (range: 8.6-69.3%). Four
patients had a JAK2 V617F allele burden <12%, 11 had 12—
24% and 7 > 25%. At diagnosis, ET patients with the JAK2
mutation showed higher Hb levels (142 = 11 g/l vs. 131 «
9 g/L, P = 0.001), leukocyte counts (10.2 + 2.6 x 10°%/L vs.
8.5 + 2.4 x 10%L, P = 0.03), and leukocyte alkaline phos-
phatase score (72.8 + 27.4 vs. 38.1 £ 233, P = 0.001) than
those without the mutation. A significant relationship was
found between JAK2 V617F allele percentage and leukocyte
counts {r = 0.467, P = 0.029). As summarized in Table I,
there were no significant differences in age, sex, disease du-
ration, splenomegaly rate, or thrombosis occurrence accord-
ing to JAK2 mutation status or its allele burden. Thus, mean
JAK2 V617F allele percentage was similar in patients with
and without thrombosis (23.3 * 9.3% vs. 24.9 + 18.0%, P =
0.809), type of thrombosis (venous thrombosis, 24.2 + 7.0%
vs. arterial thrombosis, 23.1 + 10.3%, P = 0.840), or timing
of the event (at diagnosis, 28.7 + 14.1% vs. during follow-up,
22.3 + 8.4%, P = 0.521).

Correlation of platelet turnover, platelet and circulating
TF, coagulation factors, APCR, and soluble markers of
platelet, endothelial and coagulation activation
with the thrombosis

**Patients with a history of thrombosis had a significantly
higher mean percentage of RP and circulating factor V, fac-
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tor VIIl, von Willebrand factor antigen (VWF:Ag), sP-selec-
tin and sCD40L levels than those without thrombosis and
the controls (P = 0.0001 for both comparisons, Table lll).
For these soluble markers of platelet activation, the differ-
ences persisted when the values were adjusted by ptatelet
counts (Fig. 1A,B). Of note, a positive correlation between
sCD40L and either sP-selectin (r = 0.448, P = 0.01) or
factor V (r = 0.297, P = 0.032) was observed.

No significant difference was noted between patients and
controls in platelet TF expression given in either percentage
(ET without thrombosis, 0.23 + 0.18%; ET with thrombosis,
0.29 + 0.24%; controls, 0.34 = 0.31%, P = 0.216) or mole-
cules of equivalent soluble fluorochreme (MESF) units (ET
without thrombosis, 12.9 + 6.0 MESF units X 103, ET with
thrombosis, 15.1 + 8.7 MESF units x10% controls, 14.3 &
7.2 MESF units X10°, P = 0.538).

Patients showed lower free protein S (PS) levels than con-
trols (ET without thrombosis, 87.1 + 9.6 Ul/dL; ET with throm-
bosis, 89.5 = 10.1 UldL; controls, 95.3 + 8.3 UldL, P =
0.001). No subject had the factor V Leiden mutation. Patients
with previous thrombosis (2.01 = 0.13) had a significantly
lower mean activated protein C resistance (APC) sensitivity
ratio than those without thrombosis (2.12 + 0.08) and the
controls (2.53 = 0.21, P = 0.0001 for both comparisons). In
ET patients, sP-selectin, factor Vill and VWF:Ag were inver-
sely correlated with APC .sensitivity ratio (r = —0.340, P =
0.01; r = —0.397, P = 0.01 and r = ~0.338, P = 0.01,
respectively). Acquired APCR (APC sensitivity ratio <2 in the
absence of factor V Leiden) was more common in patients
with thrombosis (8 of 26, 31%) than in those without (1 of 27,
4%, P = 0.01) or in the controls (0 of 53, 0%, P = 0.0001).
Two patients with previous thrombosis and acquired APCR
had also antiphospholipid antibodies.

There was a significant difference between patients and
controls in prothrombin fragment 1 + 2 (F1 + 2) levels but
not in TF, soluble thrombomodulin (sTM), D-dimer (Table
1), antithrombin, protein C, and total PS concentrations
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TABLE Il Platelet Turnover, Plasma Levels of Tissue Factor, Coagulation

Factors and Platelet, Endothelial and Coagulation Activation Markers in
Healthy Controls and ET Patients with and Without Thrombosis

ET without ET with

Controls thrombosis thrombosis

{n = 53) {n=27) (n = 26) P value
Reticulated platelets, % 6.8 +4.4 141x73 204 £ 6.7 0.0001"
Tissue factor, pg/mL 792+ 266 763+269 80.91x201 0.823
Factor |l, IU/dL 10122195 974118 1021+ 125 0518
Factor V, IJ/dL 925221 107.9x21.8 131.3x215  0.0001
Factor VII, iU/dL 1182+ 195 1271 x311 1263x281  0.261
Factor VIII, IU/dL 107.0+16.1 1297 £ 27.3 15554 45.2 0.0001
Factor IX, IU/dL 1128 £27.0 1087 x 191 1187 + 231 0.325
Factor X, U/dL 1025153 1037171 1075+ 158 0442
Factor X, IU/dL 1083+ 266 1101+193 1183+28.2 0.197
Factor XII, tU/dL 1002 +289 936145 1085x243 0087
Factor XIII, U/l 1251 £ 256 1366451 1346481 0356
sP-selectin, ng/mL 324119 706:378 9981471 0.0001
sCD40L, pg/mL 8132220 18642920 22671047 0.0001
VWF:Ag, iU/dL 8852202 1014285 1181349 0.0001"
sTM, ng/mbL 25196 306232 31.1=x231 0.249
D-dimer, pg/L 86.0 + 611 775+ 509 717 %488 0541
F1+2, nmol/lL 076+ 022 273zx24 235113 0.0001

Values given as mean  standard deviation; sP-selectin indicates soluble P-selec-
tin; SCD40L, soluble CD40 ligand; VWF:Ag, von Wiliebrand factor antigen; sTM, solu-
ble thrombomodulin; F1-+2, prothrombin fragment 1+2; the P values refer to the
comparisons between controls and ET patients with or without thrombasis.

* significant difference among the three groups.

(data not shown). Moreover, a positive correlation was
observed between plasma levels of sP-selectin and F1 -+
2, an established marker of thrombin generation (r =
0.378, P = 0.01). In the multivariate analysis, patients with
RP >16%, plasma concentration of factor V > 143 IU/dL,
and acquired APCR had higher risk of thrombosis (Table
fV). Finally, no influence of the treatment modality was
noted in any of the laboratory parameters analyzed.

Correlation of platelet turnover, TF, coagulation factors,
APCR and soluble markers of platelet, endothelial and
coagulation activation with the JAK2 mutational load

Table V shows the laboratory parameters of ET patients
according to JAK2 mutation status. As can be seen, mean
TF, sP-selectin, sCD40L, VWF:Ag, and sTM concentrations
were significantly higher in patients with the mutation, who
had also significantly lower free PS levels (82.1 + 9.5 Ul/dL
vs. 92.7 + 7.5 Ul/dL, P = 0.001). Similarly, patients with
the mutation showed lower APC sensitivity ratios than
patients without the mutation, but the difference was not
significant (2.03 + 0.14 vs. 2.09 + 0.09, P = 0.09). No dif-
ference was observed between patients with or without the
mutation in platelet TF expression (data not shown),
acquired APCR rate (5 of 22 vs. 4 of 31, P = 0.464), RP
percentage or plasma concentrations of coagulation activa-
tion markers and coagulation factors (Table V) and inhibi-
tors (data not shown).

As above mentioned, a significant increase in VWF:Ag
was found in ET patients with the JAK2 mutation. Because
plasma levels of VWF:Ag are lower in patients with the O
blood group than in those with non-O groups [12], ABO typ-
ing was performed, with the frequency of group O being
not significantly different in patients with and without the
mutation (28.5% vs. 32.1%, P = 0.571).

To identify a mutant allele dosage effect on the plasma
markers of activation, patients were subdivided into four
groups according to the percentage of JAK2 mutant alleles
(0%, <12%, 12-24% and >25%). As can be seen in Fig.
2, plasma levels of sP-selectin, sCD40L, TF, VWF:Ag, and
sTM increased or PS levels decreased in parallel with the
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Figure 1. Concentration of soluble markers of platelet activation in matched

healthy controls and ET patients without or with thrombosis. Plasma leveis of sP-
selectin {A) and sCD40L (B) expressed per platelet. Results expressed as mean
and standard mean error. P value correspond to one-way ANOVA.

allele percentages, with the differences being statistically
significant, except for sTM.

Discussion

In this study, the role in the thrombosis of ET of platelet
turnover, platelet-associated TF, circulating TF, hemostatic
factors, APCR, and soluble markers of platelet and endo-
thelial activation was assessed, as well as their relationship
with the patients’ JAK2 mutation allele burden. This study
shows that an excessive platelet turnover is a significant in-
dependent risk marker of thrombosis in ET patients, which
is probably related to the autonomous thrombopoiesis of
the disease and to the increased platelet consumption
because of the platelet activation during the thrombogene-
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TABLE IV. Multivariate Analysis of the Prognostic Factors for the
Appearance of Thrombosis in 53 Patients with ET

Odds ratio (95 % Ci) P value
Acquired APCR 28.8 (1.3-622) 0.03
Factor V 11.4 (1.8-73.3) 0.01
Reticulated platelets 8.4 (1.1-37) 0.04
sP-selectin 5.6 (0.9-33.6) 0.06
sCD40L 3.1 (0.5-20.1} 0.2
VWF:Ag 2.8 (0.5-16.3) 0.2
Factor Vil 0.6 (0.2-3.5) 0.6
F1+2 0.2 (0.02-1.4) 0.1

APCR indicates activated protein C resistance (defined as an activated protein
C sensitivity ratio < 2); sP-selectin, soluble P-selectin, sCD40L, soluble CD40
ligand; VWF:Ag, von Willebrand factor antigen; F1+2, prothrombin fragment 1+2.

sis. It must be pointed out that RP, when compared with
mature platelets, have higher platelet volume and granular
content and exhibit increased reactivity for aggregation, o
granule release, and surface P-selectin expression in
response to different agonists [13-15].

In keeping with previous studies [16—18], increased sP-
selectin and sCD40L levels were found in ET patients. An
association between increased sP-selectin and thrombosis
was previously reported by Musolino et al. [18] in a study
of 24 ET patients. In this study, not only sP-selectin but
also sCD40L were found to be significantly increased in ET
patients with thrombosis. Indeed, the positive correlation
between sP-selectin and F1 + 2 would suggest that sP-
selectin overexpression might be a stimulus for clotting acti-
vation in ET. In this sense, high sP-selectin plasma levels
have been shown to induce a procoagulant state in mice
[19]. Thus, sP-selectin might be involved in phosphatidyl-
serine exposure in the monocytes and in the genesis of
leukocyte-derived microparticles containing active TF, which
enhance thrombin generation and fibrin deposition through
a P-selectin giycoprotein ligand-1 dependent mechanism
[9,20]. In addition, sCD40OL induces platelet P-selectin
expression, aggregation, leukocyte activation, platelet-leu-
kocyte conjugation, and platelet release of reactive oxygen
intermediates [6,8,21,22). Our findings suggest that sP-
selectin and sCD40L, which are released from the activated
platelets, could play a role in the pathogenesis of ET throm-
bosis. Of note, we have recently reported that platelet P-
selectin expression is significantly higher in ET patients
with a history of thrombosis than in those without [4].

It has been previously shown that TF is the principal acti-
vator of the coagulation in vivo and that it circulates in the
bicod associated with monocyte-derived membrane micro-
particles and as a soluble alternatively spliced form [9]. In
spite of the recently described increase in monocyte and
neutrophil TF expression in ET [4,23], no increase in plate-
let TF expression and TF plasma concentration was found
in this study and similar results have been reported in poly-
cythemia vera (PV) [24]. In contrast, Falanga et al. [25]
showed a higher platelet TF expression in ET patients
when compared with controls not age- and sex-matched.
On turn, elevated plasma levels of VWF:Ag, a large glyco-
protein mainly synthesized by the endothelial cells that
plays an important role in platelet thrombus formation [9],
were observed in ET patients, especially in those with pre-
vious thrombosis. Increased levels of factor V were associ-
ated with higher risk of thrombosis at multivariate analysis,
a finding that was reported in ET for the first time by our
group. Presumably, increased levels of these factors resuit
in the acceleration of clotting, leading tc enhanced risk of
thrombus formation. The higher thrombin generation values
observed by Marchetti et al. [26] in ET and PV patients with
previous thrombosis are in agreement with this finding.
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TABLE V. Platelet Turnover, Plasma Levels of Tissue Factor, Coagulation
Factors and Platelet, Endothelial and Coagulation Activation Protein Markers
in ET Patients According to JAK2 Mutation

Wild-type JAK2 JAK2 VB17F

{(n=31) {n=22) P value
Reticulated platelets, % 171 £ 81 73«71 0.938
Tissue factor, pg/mbL 67.6 + 16.1 881+ 326 0.023
Fagtor H, 1U/dL 1018 £ 146 994 + 135 0.576
Factor V, IU/dL 1189 + 236 1200 + 26.2 0.871
Factor VII, 1U/dL 1242+ 31.4 1203+ 279 0.566
Factor VIII, 1U/dl. 1371+ 41.2 149.8 + 35.2 0.232
Factor IX, 1U/dl. 1145+ 218 1121 £21.3 0.609
Factor X, 1U/dL 1049 £ 148 106.7 £ 19.0 0.720
Factor XI, iU/dL 1172+ 266 1096 + 19.4 0.257
Factor XII, {U/dL 955 + 205 979 + 20.1 0.677
Factor XIII, tU/dL 136.5 + 53.5 136.7 + 36.2 0.988
sP-selectin, ng/mL 67.9 = 36.2 1043 £ 453 0.004
sCD40L, pg/mL 173.2 = 74.6 248.2 = 115.4 0.007
VWF:Ag, W/dL 99.9 + 30.5 121.1 £ 323 0.019
sTM, ng/mL 242 +£57 40.3 £ 33.2 0.026
D-dimer, pg/L 76.8 + 52.9 702 +434 0.226
Fi+2, nmol/L 236 £1.7 280 £22 0.362

Values given as mean x standard deviation; sP-selectin indicates soluble P-
selectin; sCD40L, soluble CD40 ligand; VWF:Ag, von Willebrand factor antigen;
sTM, soluble thrombomodulin; F1-+2, prothrombin fragment 1+2; the p values
refer to the comparisons between ET patients with and without JAK2 mutation,

In this study, a high prevalence of acquired APCR and its
independent association with an increased risk of throm-
botic events in patients with ET was observed, which sug-
gest that a reduced sensitivity for APC may represent an
important mechanism of thrombosis in these patients. Pre-
viously, Bucalossi et al. [27] detected APCR in 3 of 20 ET
and PV patients with thrombosis when compared with none
of 11 patients without thrombosis. Our resuits are also in
line with the frequent finding of acquired APCR in ET and
other hematological malignancies using a thrombin genera-
tion assay [26,28]. Confirming previous observations, we
found decreased levels of free PS [26—-29] and its inverse
relationship not only with mutational status [26] but also
with allele percentage. The mechanisms causing acquired
APCR are not clear, although it has been suggested to be
related to antiphospholipid antibodies, reduced PS levels
and high levels of factors V, VIl and VWF:Ag, as it was
observed in the present ET series [26,28,30]. However,
whether our data could identify ET patients at higher throm-
botic risk remains to be confirmed by larger prospective
clinical studies.

Qur study also shows that ET patients with the JAK2
mutation have enhanced plasma concentrations of both TF
and soluble markers of platelet and endothelial activation.
The relationship between JAK2 mutation status and these
activation markers was further analyzed according to the
proportion of mutant alleles. A JAK2 mutant allele dosage
effect could be demonstrated on sP-selectin, sCD40L, TF,
and VWF:Ag levels, with the highest plasma levels being
found in patients with more than 12% JAK2 V617F mutant
alleles. These findings are consistent with the increase in
platelet P-selectin expression recently reported by us in ET
patients with the JAK2 mutation [4], supporting a role for
the mutation in the ET platelet activation. In keeping with
these findings, an increase in circulating sP-selectin has
also been observed in patients with JAK2-positive myelo-
proliferative disorders [31]. The increase of the signals
mediated by both platelet-derived sP-selectin and sCD40L
would increase the TF synthesis by the endothelial cells or
the monocytes [7].

Presence of the JAK2 mutation has also been associated
with higher sTM levels in ET [25]. However, although in this
study, a certain JAK2 V617F allele dosage effect on sTM
levels was observed, it did not reach statistical significance.
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Plasma levels of sP-selectin (A), sCD40L (B), tissue factor (C), von Willebrand factor antigen (D), soluble thrombomeodulin (E) and free protein S (F) in ET

patients according to the JAK2 VB17F aliele percentage. Total of 53 patients were divided into four subgroups having 0%, <12%, 12-24% and > 26% JAK2 V617F mu-
tant alleles, respectively. Results are expressed as mean and standard mean error. P value corresponds to one-way ANOVA. Posthoc analysis using the Student-New-
man-Keuls test paired comparisons: ‘P < 0.05 with respect to patients without the mutation or less than 12% JAK2 VB17F mutant alieles.

Because sTM is an early marker of initial endothelial cell
membrane damage [28,32], it is possible that the JAK2
mutation promotes leukocytosis and higher platelet and leu-
kocyte activation, probably causing endothelial activation or
damage by engagement of the soluble adhesion receptors
and release of proteases, cytokines, or reactive oxygen
species [1,2,4,21-23,32-34]. Defective endothelial cells
that could derive from the JAK2 mutated hematopoioetic
stem cells or sTM synthesized by the megakaryocytes, pla-
telets, and neutrophils would be an alternative explanation
[35-37].

The above data suggest that, in ET, the JAK2 mutation
would promote an enhanced prethrombotic state. In this
regard, the higher rate of overall thrombosis or venous
thrombosis in ET patients with the JAK2 mutation found in
some studies is noteworthy, although such association was
not confirmed in ours and other studies [1,38,39]. Besides,
an increased percentage of JAK2 allele burden was found in
ET patients with venous or arterial thrombosis by Kittur et al.
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[40], Antonioli et al. [41], and Carobbio et al. [42], whereas
no significant differences were observed in this nor in other
study [43], probably due to the lower number of patients.

In conclusion, the presence of acquired APCR pheno-
type, elevated platelet turnover, and factor V are related
with an increased risk of thrombosis in ET patients. The
load of JAK2 mutant alleles in ET is associated with lower
PS levels and higher plasma levels of TF and soluble
markers of platelet and endothelial activation.

Patients and Methods

Patients and diagnostic criteria. This study was performed in con-
junction with a previously published flow cytometry study that examined
platelet and leukocyte activation status in ET [4]. The subjects of both
studies were 53 patients diagnosed with ET according to the criteria of
the polycythemia vera study group [44]. Thrombosis was defined by a
history of major or minor occlusive vascular events as previously
described [4]. Fifty three age- and sex-matched healthy individuals
served as controls. The study was approved by the local ethics commit-
tee and written informed consent was obtained.
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Samples and reagents. Blood was obtained from an antecubital vein
through a 21-gauge butterfly needle with a light tourniquet. After the
first 2 mL of blood was discarded, 4.5 mL of blood was coltected into a
citrate-containing tube (0.129 M, 3.8%, Vacutainer system, Becton
Dickinson, San Jose, CA). For ¢oagulation factors, APCR, and soluble
markers, the sample was centrifuged at 4,500 rpm for 15 min, and ali-
quots of the plasma were frozen at —80°C until assayed. For flow
cytometry, PE-Cy5 mouse anti-CD42b directed against the platelet giy-
coprotein Ib was used for platelet identification and platelet TF expres-
sion determined by PE-conjugated anti-CD142 monoclonal antibody
(Becton Dickinson). Irrelevant subclass-matched monoclonal antibodies
served as negative controls.

RP and platelet TF determination by flow cytometry. RP are young
platelets that have been recently released into the circulation, contain a
residual amount of megakaryocyte derived mRNA and its measurement
is useful for evaluating platelet kinetics as marker of platelet production
and turnover [13]. The study was started within 10 min after sample
collection. Circulating RP and platelet TF expression were measured
by tiow cytometry using a previously described whole blood method
[4]. For this purpose, thiazole orange at a final concentration of
0.1 mL/mL (Retic-Count, Becton Dickinson) and anti-CD42b-PE-Cy5
were used. For the platelet TF assay, 5-ul of whole blood was
aliquoted in a polypropylene tube containing 50 ul of phosphate
buffered saline (PBS) solution, anti-CD42b-PE-Cy5, and anti-CD142-
PE. After 15 min of incubation at room temperature, samples were
resuspended in 1 mL of PBS before analysis, Flow cytometry data
were collected on a FACScan (BDIS, San Jose, CA). Single platelet
population was identified in whole blood by their characteristic side
scatter and CD42b positivity, and 10,000 events were collected from
each sample. The platelet fluorescence of thiazole orange was
expressed as the percentage of platelets showing fluorescence pOSi-
tivity in more than 99% of platelets incubated with the correspondent
unstained isotype control. Platelet membrane TF expression was
measured in arbitrary units of mean fluorescence intensity (MF1) and
as the percentage of platelets positive compared with a negative
control. Platelet TF expression was quantified by converting MFI
values into MESF units using standardized fluorescent beads
(Quantum® PE Medium Level, BangsLabs).

TF, coagulation factors, and APCR. Plasma TF levels were deter-
mined using a commercially available kit according to the manufac-
turers protocol (American Diagnostica, Stamford) and the results
expressed in pg/mi. Coagulation factors N, v, VL, iX, X, Xi, and Xii
were measured by one-stage clotting assays using factor deficient plas-
mas (Dade Behring, Marburg, Germany). Coagulation factors VIl and
Xl were determined using chromogenic and photometric assay,
respectively (Chromogenix, Mdindal, Sweden and Berichrom FXill,
Dade Behring). Antithrombin, protein C activity, and total and free PS
measurements were determined using commercial kits (Dade Behring,
Chromogenix and Stago, Asniéres, France, respectively). The results
were expressed in IU/dL. Screening for lupus anticoaguiant and anti-
cardiolipin antibodies was carried out as described [30]. APCR was
determined in plasma measuring the prolongation of activated partial
thromboplastin time (aPTT) in response to the addition of APC after
sample dilution with factor V deficient plasma [30] (Chromogenix).
Results were expressed as APC sensitivity ratio between aPTT with
and without APC. Factor V Leiden mutation was assessed by a nucleic
acid sequence-based amplification assay (Organon Teknika, Boxtel,
The Netherlands). Patients with an APC sensitivity ratio lower than 2,
in the absence of factor V Leiden, were considered to have acquired
APCR.

Soluble markers of platelet activation. As soluble markers of platelet
activation, plasma levels of sP-selectin and sCD40L were measured
by enzyme-linked immunosorbent assays (R&D Systems, Abingdon,
UK). Results were expressed in ng/mL for sP-selectin and in pg/mb
for sCD40L. Additionally, because of the tight correlation between
platelet count and either plasma sP-selectin or sCD40L [17,18]
levels of sP-selectin and sCD40L per platelet were calculated by
dividing the concentration of these soluble markers by the individual
platelet count.

Soluble markers of endothelial activation. The plasma levels of
VWF:Ag and sTM were determined as markers of endothelial activation
or damage by enzyme-linked immunosorbent assays (Corgenix, West-
minster and American Diagnostica, Stamford). The results were
expressed in [U/dL for VWF:Ag and in ng/mL for sTM.

Soluble markers of coagulation and fibrinolysis activation. Plasma
levels of F1 + 2 and D-dimer were measured-as markers of coagula-
tion and fibrinolysis activation using commercially availabie kits
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(Enzignost F1 + 2 and D-dimer Plus, Dade Behring) and the results
were given in nmol/L for F1 + 2 and in ug/L for the o-dimet.

Real time quantitative PCR assay for JAK2 V617F mutation.

Genomic DNA was extracted from blood samples using QlAamp
DNA Mini kit (Qiagen, Germany). The presence of the JAKR VB17F
mutation was analyzed in duplicate by real-time allele-specific polymer-
ase-chain-reaction with probes specific for the mutated and the wild-
type form as previously described [45]. A ratio between the Ct (JAK2
V617F) and Ct {JAK2 wild-type) was calculated for sach sample. To
correlate this ratio with the percentage of JAK2 VB17F allelic burden, a
standard curve was obtained by diluting granulocytes from homozygous
PV patients in normal cells.

Statistical methods. The SPSS 12.0 statistical package (SPSS, Chi-
cago) was used. Results were expressed as mean = standard deviation.
Chi-square test was used to compare categorical variables and the
Mann-Whitney U test to compare continuous variables between the
groups. Differences between groups were analyzed with one-way ANOVA
followed by post-hoc analysis using the Student-Newman-Keuls test. The
affect of the different variables on thrombosis was adjusted through muiti-
variate logistic regression. The cut-off for each variable was settled at the
median value. The adjusted odds ratio for each binary variable was
cbtained by exponentiating the B coefficient of that variable. All independ-
ent variables were forced to stay in the logistic model. All reported
p values are two-sided. Statisticat significance was considered at P
values < 0.05.

Acknowledgments

Eduardo Arellano-Rodrigo is a recipient of an Emili Letang post-
Fellowship Research Award from the Hospital Clinic. The authors
sincerely thank Montserrat Corbelia for her excellent technical
assistance.

References

1. Cervantes F, Passamonti F, Barosi (. Life expectancy and prognostic factors
in the classic BCR/ABL-negative myeloproliferative disorders. Leukemia
2008;22:905-914,

2. Falanga A, Marchetti M, Evangelista V, et al. Polymorphonuclear leukocyte
activation and hemostasis in patients with essential thrombocythemia and
polycythemia vera. Biocod 2000;96:4261--4266.

3. Falanga A, Marchetti M, Vignoli A, et al. Leukocyte-platelet interaction in
patients with essential thrombocythemia and polycythemia vera. Exp Hematol
2005;33:523-530.

4. Arellano-Rodrigo E, Alvarez-Larrén A, Reverter JC, et al. Increased piatelet
and leukocyte activation as contributing mechanisms for thrombosis in essen-
tial thrombocythemia and correlation with the JAK2 mutational status. Haema-
tologica 2006;91:169-175.

5. Berger G, Hartwell DW, Wagner DD. P-selectin and platelet clearance. Blood
1908;92:4446-4452,

6. Inwald DP, McDowall A, Peters MJ, et al. CD40 is constitutively expressed on
platelets and provides a novel mechanism for platelet activation. Circ Res
2003;92:1041--1048.

7. Lindmark E, Tenno T, Seigbahn A. Role of P-selectin and CD40 ligand in the
induction of monocyte tissue factor expression. Arterioscler Thromb Vasc Biok
2000;20:2322-2328.

8. Prasad KSS, Andre P, He M, et al. Soluble CD40 ligand induces B3 integrin
tyrosine phosphorylation and triggers platelet activation by outside-in signal-
ing. Proc Natl Acad Sci USA 2003;100:12367-12371.

9. Furie B, Furie BC. Mechanisms of thrombus formation. N Engl J Med
2008;359:938-849.

10, Heeschen C, Dimmeler S, Hamm CW, et al. Soluble CD40 ligand in acute
coronary syndromes. N Engl J Med 2003;348:1104-111%.

11. Garlichs CD, Kozina S, Fateh-Moghadam S, et al. Upregulation of CD40-
CD40 ligand (CD154) in patients with acute cerebral ischemia. Stroke
2003;34:1412-1418.

12. Lowe GDO. Can hasmatological tests predict cardiovascular risk? The 2005
Kettle lecture. Br J Haemato! 2006;133:232-260.

13. Rinder HM, Schuster JE, Rinder CS, et al. Correlation of thrombosis with
increased platelet turnover in thrombocytosis. Blood 1998;91:1288-1294.

14. Rinder MM, Tracey JB, Recht M, et al. Differences in platelet a-granule
release between normals and immune thrombocytopenic patients and
between young and old platelets. Thromb Haemost 1998:80:457-462.

15. Balduini CL, Noris P. Spedini P, et al. Relationship between size and thiazole
orange fluorescence of platetets in patients undergoing high-dose chemother-
apy. Br J Haematol 1999;106;202-207.

16. Fijnheer R, Frijns CJ, Korteweg J, et al. The origin of P-selectin as a circulat-
ing plasma protein. Thromb Haemost 1997,77:181-185.

17. Viallard JE Solanilla A, Gauthier B, et al. Increased soluble and platelet-asso-
ciated CDA40 ligand in essential thrombocythemia and reactive thrombocyto-
sis. Blood 2002;99:2612-2614.

107



research article

18.

19.

20.

21.

22,

23,

24,

25,

26.

27.

28,

29,

30.

31

108

Musolino C, Alonci A, Bellomo G, et al. Markers of endothelial and platelet
status in patients with essential thrombocythemia and polycythemia vera. Me-
matology 2000;4:397-402.

André P, Hartwell D, Hrachovinové |, et al. Pro-coagulant state resulting from
high levels of soluble P-selectin in blood. Proc Natl Acad Sci USA
2000;97:13835-13840.

del Conde |, Nabi F, Tonda R, et al. Effect of P-selectin on phosphatidylserine
exposure and surface-dependent thrombin generation on monocytes. Arte-
rioscler Thromb Vasc Biol 2005;25:1065-1070.

Chakrabarti S, Varghese S, Vitseva O, et al. CD40 ligand influences platelet
release of reactive oxygen intermediates. Arterioscler Thromb Vasc Biol
2005;25:2428-2434.

Khan SY, Kelher MR, Heal JM, et al. Soluble CD40 ligand accumulates in
stored blood components, primes neutrophils through CD40, and is a poten-
tial cofactor in the development of transfusion-related acute tung injury. Blood
2006;108;2455-2462.

Maugeri N, Giordano G, Petrilli MP, et al. Inhibition of tissue factor expression
by hydroxyurea in polymorphonuclear leukocytes from patients with myelopro-
liferative disorders: A new effect for an old drug? J Thromb Haemost
20086;3:245-250,

Kornberg A, Rahimi-Levene N, Yona R, et al. Enhanced generation of mono-
cyte tissue factor and increased plasma prothrombin fragment 1+2 levels in
patients with polycythemia vera: Mechanism of activation of blood coagula-
tion. Am J Hematot 1997,56:5-11.

Falanga A, Marchetti M, Vignoli A, et al. V617F JAK-2 mutation in patients
with essential thrombocythemia: Relation to platelet, granulocyte, and plasma
hemostatic and inflammatory molecules. Exp Hematol 2007;35:702-711.
Marchetti M, Castoldi E, Spronk HMH, ‘et al. Thrombin generation and acti-
vated protein C resistance in patients with essential thrombocythemia and
polycythemia vera. Blood 2008;112:4061-4068; Prepublished on September
3, 2008, as DO} 10.1182/blood-2008-06-164087.

Bucalossi A, Marotta G, Bigazzi C, et al. Reduction of antithrombin &I, protein
C. and protein S levels and activated protein C resistance in polycythemia
vera and essential thrombocythemia patients with thrombosis. Am J Hematol
1996;52:14--20.

Negaard HFS, Iversen PO, Dstenstad B, et al. increased acquired activated
protein C resistance in unselected patients with hematological malignances. J
Thromb Haemost 2008,6:1482-1487.

Jensen MK, de Nully Brown P, Thorsen S, Hasselbalch HC. Frequent occur-
rence of anticardiolipin antibodies, factor V® Leiden mutation, and perturbed
endothelial function in chronic myeloproliferative disorders. Am J Hematol
2002;69:185-191.

Mufoz-Rodriguez FJ, Reverter JC, Font J, et al. Clinical significance of
acquired activated protein C resistance in patients with systemic lupus ery-
thematosus. Lupus 2002;11:730-735.

Robertson B, Urquhart C, Ford |, et al. Platelet and coagulation activation
markers in myeloproliferative diseases: Relationships with JAK2 VB17F sta-

32,

33.

4

35,

36,

37.

38,

39.

40.

41.

42.

43,

44,

48.

tus, clonality and antiphospholipid antibodies. J Thromb Haemost 2007;5:
1679-1685.

Boehme MWJ, Galle P, Stremmel W. Kinetics of thrombomodulin release and
endothelial cell injury by neutrophil-derived proteases and oxygen radicals.
Immunology 2002;107:340-349.

Passamonti F, Rumi E, Pietra D, et al. Relation between JAK2 (V617F) muta-
tion status, granulocyte activation, and constitutive mobilization of CD34+
cells into peripheral blood in myeloproliferative disorders. Blood 2006;107:
3676-3682.

. Alvarez-Larran A, Arellano-Rodrigo E, Reverter JC, et al. Increased platelet,

leukocyte and coagulation activation in primary myelofibrosis. Ann Hematol
2008;87:268-276.

Conway EM, Nowakowski B, Steiner-Mosonyi M. Human neutrophils synthe-
size thrombomodulin that does not promote thrombin-dependent protein C
activation. Blood 1992,80:1254-1263.

Jamieson CH, Gotiib J, Durocher JA, et al. The JAK2 VB17F mutation occurs
in hematopoietic stem cells in polycythemia vera and predisposes toward ery-
throid differentiation. Proc Natl Acad Sci USA 2006;103:6224-6229.

Sozer S, Wang X, Zhang W, et al. Circulating angiogenic monocyte progenitor
cells are reduced in JAK2VB17F high allele burden mysloproliferative disor-
ders. Biood Cells Mol Dis 2008;41:284-291; Prepublished on August 19,
2008, as DOI 10.1016/.bcmd. 2008.06.008.

Ziakas PD, Effect of JAK2 VB17F on thrombotic tisk in patients with essential
thrombocythermnia: Measuring the uncertain. Haematologica 2008;93:1412-1414.
Carobbio A, Finazzi G, Antonioli E, et al. Thrombocytosis and leukocytosis
interaction in vascular complications of essential thrombocythemia. Blood
2008;112:3135-3137.

Kittur J, Knudson RA, Lasho Ti, et al. Clinical correlates of JAK2 V617F
allele burden in essential thrombocythemia. Cancer 2007;109:2279~
2284,

Antonioli E, Guglielmelli P, Poli G, et al. Influence of JAK2VE17F allele burden
on phenotype in essential thrombocythemia. Haematologica 2008;93:41-48.
Carobbio A, Antonioli E, Guglielmelli P, ot al. Leukocytosis and risk stratifica-
tion assessment in essential thrombocythemia. J Clin Oncol 2008;26:2732—
2736.

Permmaraju N, Moliterno AR, Williams DM, et al. The quantitative JAK2
VE17F neutrophil allele burden does not correlate with thrombotic risk in
essential thrombocytosis. Leukemia 2007;21:2210~2212.

Murphy 8, Peterson P, lland H, Laszlo J. Experience of the Polycythemia vera
study group with essential thrombocythemia: A final report on diagnostic crite-
ria, survival, and lsukemic fransition by treatment. Semin Hematol 1997,
34:29-39.

Levine RL, Belisle C, Wadleigh M, et al. X-inactivation based cionality analy-
sis and quantitative JAK2VB17F assessment reveals a strong association
between clonality and JAK2V617F in PV but not ET/MMM, and identifies a
subset of JAK2V617F negative ET and MMM patients with clonal hematopoie-
sis. Blood 2006;107:4139-4141.

American Journal of Hematology



134



V. DISCUSION

135



136



5.1. Aumento de la activacion plaquetaria y leucocitaria como
mecanismo contribuyente a la trombosis en la trombocitemia

esencial y su correlacion con el estado mutacional del gen JAK2

Las complicaciones trombdéticas son la principal causa de morbilidad y
mortalidad en la TE (Passamonti et al, 2004). Si bien las trombosis arteriales
son las mas frecuentes, las venosas también son habituales (Passamonti et al,
2004; Elliott y Tefferi, 2005; Campbell et al, 2005). Aunque los mecanismos
implicados en la patogenia de la trombosis no son bien conocidos, es probable
gue la propia trombocitosis y las alteraciones en el funcionalismo plaquetario y
leucocitario puedan ser factores involucrados (Schafer, 1984; Finazzi et al,
1996; Wehmeier et al, 1997; Falanga et al, 2000, 2005 y 2005a; Jensen et al,
2000). Sin embargo, no se han realizado estudios dirigidos especificamente a
averiguar si existen diferencias en los parametros de activacion plaquetaria y
leucocitaria entre los pacientes con y sin antecedente de trombosis.

La P-selectina es una proteina que se expresa de forma constitutiva en
la membrana interna de los granulos a de las plaguetas y se trasloca
rapidamente a la superficie tras la activacion (Andre et al, 2000, Andre, 2004).
Dicha proteina interviene en la agregacion plaguetaria y en la sintesis de
metabolitos del acido araquiddnico, asi como en la génesis de microparticulas
leucocitarias ricas en factor tisular que sustentan la produccién de fibrina
(Merten et al, 2000; Merten y Thiagarajan, 2000; Andre, 2004; Maugeri et al,
2006; Furie y Furie, 2004 y 2008). En el presente estudio se ha observado que
las plaquetas de los pacientes con TE y trombosis previa tienen un aumento de

la expresién de P-selectina basal y tras estimulo con acido araquidénico en
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comparacién con los pacientes con TE sin trombosis y los donantes sanos.
Este hallazgo esta relacionado con los resultados de un estudio reciente de
pacientes con NMP y trombosis arterial (Karakantza et al, 2004) y apoya el
papel de la activacion plaguetaria en la génesis de la trombosis en la TE. Ello
podria explicarse por la evidencia clinica y experimental del aumento de la
actividad de la ciclooxigenasa plaquetaria y el incremento de la produccién de
tromboxano A2 (Schafer, 1982; Michiels et al, 1985; Mayordomo et al, 1995;
Rocca et al, 1995; Finazzi et al, 1996; van Genderen et al, 1995 y 1999).

Tras el estimulo con trombina las plaquetas de los pacientes con TE
presentaban una expresion de P-selectina significativamente mayor que los
controles. En este sentido, Jensen et al (2000) encontraron una disminucion de
la expresion de P-selectina en unidades MESF tras estimulo con ADP o el
péptido activador del receptor de la trombina (TRAP) en pacientes con TE y
PV, una disparidad que se podria explicar por la seleccién de pacientes o la
técnica de citometria de flujo utilizada. Asi mismo, en el presente estudio, los
pacientes con TE presentaban un porcentaje de complejos plaqueta-neutréfilo y
plagueta-monocito significativamente superior al de los controles. Asi,
encontramos una correlacion positiva entre el porcentaje de P-selectina,
recuento plaquetario y complejos leucocito-plagueta, en concordancia con otros
resultados en pacientes con NMP (Carulli et al, 1995; Kaplar et al, 2000;
Jensen et al, 2001; Villmow et al, 2003; Alvarez-Larran et al, 2004 y 2008;
Falanga et al, 2005). Es bien conocido que el incremento de la interaccion
leucocito-plagueta facilita la activacion y adhesion leucocitaria, asi como la
transferencia de factor tisular entre monocitos y plaquetas (Jsterud, 1998;

McEver, 2001; Mackman, 2004; Dale et al, 2008).
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La integrina CD11b es la subunidad ay del complejo CD11b/CD18 (ay
B2, Mac-1), cuya funcion fundamental es la adhesion firme de los leucocitos al
endotelio y a las plaguetas (Yakubenko et al, 2002; Bouchard y Tracy, 2003;
Dale et al, 2008). Tras la activacion, los leucocitos aumentan la expresion del
CD11b de membrana facilitando su adhesion al endotelio, la fagocitosis,
agregacion homo o heterotipica, la produccion de radicales de oxigeno y la
desgranulacion (McEver, 2001; Yakubenko et al, 2002; Bouchard y Tracy,
2003; Dale et al, 2008). Ademas, los granulocitos, especialmente los monocitos
estan implicados en el proceso de deposicion de fibrina mediante la activacion
de la coagulacion a través de la expresion de factor tisular y la liberacion de
proteasas o radicales libres (Bouchard y Tracy, 2003; Marchetti y Falanga,
2008). En el presente estudio hemos observado un incremento de la expresion
de CD11b en el neutréfilo y monocito de pacientes con TE con respecto a los
donantes sanos. Ademas, la expresion de CD11b monocitario era
significativamente méas alta a aquellos pacientes con trombosis previa. A este
respecto, nuestro grupo ha demostrando la posible implicacion del aumento de
expresion del CD11b en el neutréfilo en el desarrollo de sindrome de Budd-
Chiari o trombosis del eje esplenoportal en pacientes con PV (Alvarez-Larran
et al, 2004). Es posible que el incremento de la activacion leucocitaria y
plaquetaria contribuya a la lesibn del endotelio y/o a la progresion de las
reacciones de coagulaciéon mediante las moléculas de adhesion o liberacién de
proteasas. En cuanto a los datos sobre la expresion del factor tisular del
momocito (FTm) en la TE, son escasos (Bazzan et al, 1996).

En nuestro estudio, los pacientes con TE tenian un aumento de la

expresion de FTm en comparacion a los controles sanos, siendo superior el
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porcentaje de monocitos que expresaban factor tisular tras estimulo con
lipopolisacéarido (LPS) en aquellos con trombosis previa. Dado que el monocito
es una célula clave en el modelo actual de la coagulacion, nuestros resultados
sugieren gque el aumento del FTm podria ser importante en la patogénesis de la
trombosis en la TE. Se podria hipotetizar que la sobreexpresiéon del CD11b es
debida a la proliferacién clonal de la TE. En este sentido, el aumento de la
expresion del FTm podria reflejar el propio incremento de la activacion
monocitaria y/o ser debido a la interaccion monocito-plaqueta (Reverter et al,
1996; Qsterud, 1998; Andre et al, 2000; Andre, 2004; Furie y Furie, 2004 y
2008).

La frecuencia de la mutacion V617F de JAK2 en nuestros pacientes es
similar a la encontrada por otros autores (Baxter et al, 2005; James et al, 2005;
Kralovics et al, 2005; Levine et al, 2005; Zhao et al, 2005). La ausencia de
asociacion entre esta mutacién y la incidencia de eventos trombaéticos también
esta de acuerdo con dos estudios recientes de pacientes con TE (Antonioli et
al, 2005; Wolanskyj et al, 2005). Nosotros observamos una asociacion
significativa entre la presencia de la mutacion V617F y un aumento de la
expresion de P-selectina basal y tras estimulo con trombina o &cido
araquiddnico. Esta observacion sugiere que la expresion de P-selectina esta
mediada por JAK2 y es consistente con la presencia de JAK2 en plaquetas y su
subsiguiente fosforilacion después del estimulo con trombina (Rodriguez-
Lifares y Watson, 1994). La actual evidencia del papel de la trombopoyetina en
la activacion plaquetaria y su capacidad de mejorar la respuesta después del
estimulo con agonistas por medio de la via de JAK2 podria explicar en parte

nuestros hallazgos (Bellucci y Michiels, 2000; Tibles et al, 2001). Asi mismo, los
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pacientes afectos de TE con la mutacion de JAK2 mostraron un aumento de la
expresion del CD11b del neutréfilo y FTm en unidades MESF tras estimulo con
LPS, lo cual es consistente con la participacion de JAK2 en la activacion
leucocitaria mediada por LPS (Okugawa et al, 2003). En un estudio aparecido
después de la publicacion de la presente investigacion (Arellano-Rodrigo et al,
2006), se estudi6 la relacién existente entre diferentes parametros de
activacion leucocitaria y plaquetaria y la presencia de la mutacién V617F de
JAK2 en 75 pacientes afectos de TE, observandose que los pacientes con la
mutacion presentaban un incremento de la fosfatasa alcalina granulocitaria y
CD14 en los neutrdfilos y un mayor porcentaje de complejos neutréfilo-plagueta
circulantes (Falanga et al, 2007).

Aunque en nuestro estudio no observamos diferencias en los pardmetros
analizados dependiento del tipo de tratamiento realizado, un ensayo clinico ha
demostrado una disminucién de la incidencia de eventos trombdticos en
pacientes tratados con hidroxiurea mas acido acetilsalicilico en comparacion
con anagrelida mas acido acetilsalicilico, lo que sugiere que el efecto
panmielosupresor de la hidroxiurea es mas eficaz y podria guardar relacién con
la implicacion de los leucocitos en la patogenia de la trombosis (Harrison et al,
2005b), tal como se describe en la presente investigacion. Si el aumento de P-
selectina, CD11b o FTm pudiera identificar a aquellos pacientes con TE con un
mayor riesgo de trombosis requiere la realizaciéon de estudios prospectivos.

En conclusion, los pacientes afectos de TE con trombosis previa
muestran un marcado aumento en la activacion plaquetaria y monocitaria,
mientras que la presencia de la mutacion de JAK2 se asocia con un incremento

en la activacion plaquetaria en estos pacientes. Estas alteraciones pueden
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tener un papel en la patogenia de la trombosis en la TE, pero se requieren
nuevos estudios para valorar si estos hallazgos pueden identificar a aquellos

pacientes con mayor riesgo trombético.
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5.2. Renovacion plaquetaria, factores de coagulacion y marcadores
solubles de activacion plaquetaria y endotelial en la trombocitemia
esencial: relacion con la presencia de trombosis y la carga alélica

V617F de JAK2

La trombosis constituye la principal complicacion en los pacientes con
TE (Passamonti et al, 2004; Elliott y Tefferi, 2005; Campbell et al, 2005). A
partir de los resultados de diferentes trabajos publicados en los ultimos afios,
se ha sugerido que la activacion de los leucocitos y de las plaquetas, asi como
las interacciones entre ambos desempefian un papel importante en la
patogenia de la trombosis de los pacientes con TE (Falanga et al, 2000, 2005 y
2005a; Jensen et al, 2000 y 2001; Arellano-Rodrigo et al, 2006). Durante la
activacion plaquetaria, la P-selectina y CD40 ligando son rapidamente
translocados a la superficie plaguetaria y subsiguientemente son clivados para
generar formas solubles biologicamente activas, denominadas P-selectina
soluble (sP-selectina) y CD40 ligando soluble (sCD40L) (Berger et al, 1998;
Henn et al, 2001; Inwald et al, 2003), las cuales estimulan la coagulacion
mediante la expresion de factor tisular (FT) en los monocitos y células
endoteliales (Lindmark et al, 2000). Aunque se sabe que las plaquetas
expresan FT, su papel exacto no se conoce bien (Siddiqui et al, 2002; Camera
et al, 2003; Panes et al, 2007; Furie y Furie, 2008). La implicacion del sCD40L
en los sindromes coronarios agudos y accidentes cerebrovasculares se ha
descrito recientemente (Heeschen et al, 2003; Garlichs et al, 2003), pero su
relacion con la trombosis en la TE no se ha estudiado. Estudios recientes han

observado que la presencia de la resistencia adquirida a la proteina C activada
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(RAPCA) y la elevaciéon de los factores de coagulacion o del porccentaje de
plaquetas reticuladas (PR) estan asociados a un incremento del riesgo
trombdtico (Rinder et al, 1998; de Visser et al, 1999; Lowe, 2006). La presencia
de RAPCA y el aumento de la renovacion plaquetaria y los niveles plasmaticos
de los factores de coagulacion, sP-selectina y sCD40L pueden estar implicados
en la fisiopatologia de la trombosis en la TE y ser Utiles para identificar a
pacientes con un mayor riesgo trombatico.

En este estudio (Arellano-Rodrigo et al, 2009) se ha evaluado el posible
papel de la renovacion plaquetaria, del factor tisular circulante o expresado en
la plaqueta, de la RAPCA, de los factores de coagulacién y de ciertos
marcadores solubles de activacion plaquetaria o endotelial en la trombosis de
los pacientes con TE, asi como su relacion con la carga alélica de la mutacién
de JAK2. Nuestro estudio ha demostrado que un aumento de la renovacion
plaquetaria medida por el porcentaje de plaquetas reticuladas es un marcador
independiente de riesgo trombdtico en pacientes con TE, lo que probablemente
se relaciona con la propia trombocitopoyesis autobnoma de la enfermedad y con
el consumo plaquetario por activacion plaquetaria durante la trombogénesis. A
este respecto, las PR cuando se comparan con plaquetas maduras, tienen un
volumen y contenido granular superior y exhiben un aumento de la reactividad
para la agregacion, liberacién de granulos a y expresion de P-selectina en
respuesta a diferentes agonistas (Rinder et al, 1998 y 1998a; Tassies et al,
1998; Balduini et al, 1999; Guthikonda et al, 2008).

En concordancia con estudios previos, hemos observado un aumento de
las concentraciones de sP-selectina y sCD40L en pacientes con TE (Fijnheer et

al, 1997; Musolino et al, 2000; Viallard et al, 2002). La asociacion entre el
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aumento de sP-selectina y trombosis habia sido previamente descrito por
Musolino et al (2000) en un estudio de 24 pacientes con TE. En nuestro
estudio, ademas de la sP-selectina, también observamos unos valores
elevados de sCD40L en pacientes con trombosis previa. Ademas, la presencia
de una correlacion positiva entre la sP-selectina y el fragmento 1+2 de la
protrombina (F1+2) sugiere que la sP-selectina podria ser un estimulo para la
activacion de la coagulacion en estos enfermos. En este sentido, una
concentracion elevada de sP-selectina en plasma induce un estado
procoagulante en el raton (Andre et al, 2000). Asi, la sP-selectina esta
involucrada en la exposicion de fosfatidilserina en monocitos y en la génesis de
microparticulas derivadas de los leucocitos que contienen FT, las cuales
incrementan la generacién de trombina y el depdsito de fibrina mediante un
mecanismo dependiente de la glucoproteina ligando de la P-selectina (del
Conde et al, 2005; Furie y Furie, 2008). Ademas, el sCD40L induce la
expresion de P-selectina plaquetaria, agregacion, activacién leucocitaria,
conjugacion plaqueta-leucocito liberacion plaquetaria de radicales libres de
oxigeno y participa en la formacion del trombo in vivo (Inwald et al, 2003;
Prasad et al, 2003; Chakrabarti et al, 2005; Khan et al, 2006; Rizvi et al,
2008). Nuestros hallazgos sugieren que la sP-selectina y el sCD40L liberados
de las plaquetas activadas pueden tener un papel en la patogénesis de la
trombosis en la TE. De hecho, nuestro grupo ha observado que las plaquetas
de los pacientes con TE y trombosis previa tienen una expresion aumentada de
P-selectina en comparacién con aquellos sin este antecedente (Arellano-
Rodrigo et al, 2006). A este respecto, un reciente estudio de 687 pacientes con

cancer (91 con neoplasias malignas hematolégicas) ha demostrado que
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concentraciones elevadas de sP-selectina predice el riesgo de trombosis
venosa en estos enfermos (Ay et al, 2008).

El FT es el principal activador de la coagulacion in vivo y circula en
plasma en forma soluble o asociado a las microparticulas procedentes de los
monocitos (Furie y Furie, 2008). A pesar de la reciente descripcién del aumento
de la expresion de FT en monocitos y en neutrofilos en la TE (Arellano-Rodrigo
et al, 2006; Maugeri et al, 2006), nosotros no hemos observamos un
incremento de la expresion del FT de la plaqueta ni en la concentracion de FT
de forma similar a lo hallado en la PV (Kornberg et al, 1997). En contraste,
Falanga et al (2007 y 2008) mostraron un aumento de la expresion de FT
plaquetario en pacientes con TE cuando se comparaba con controles no
apareados por edad y sexo. Por otra parte, hay que destacar que en pacientes
con TE encontramos concentraciones elevadas de factor de von Willebrand
(FVW:AQ), una proteina multimérica de sintesis predominantemente endotelial
gue juega un importante papel en la formacion del trombo plaquetario (Furie y
Furie, 2008), especialmente en aquellos pacientes con antecedentes
personales de trombosis. Ademas, el aumento de la actividad del factor V se
asoci6 de forma independiente en el andlisis multivariado con un mayor riesgo
trombdético. Presumiblemente, el aumento de estos factores podria resultar en
una aceleracion de la coagulacion y en un aumento del riesgo de
trombogénesis. El incremento de los valores de generacion de trombina
encontrados por Marchetti et al (2008a) en pacientes afectos de TE y PV con
trombosis previa estan de acuerdo con este hallazgo.

Otro hallazgo del presente estudio fue la alta prevalencia de RAPCA y su

asociacion independiente con un aumento del riesgo trombotico, lo que sugiere
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gue una reduccién de la sensibilidad para la proteina C activada (PCA) puede
representar un importante mecanismo de trombosis en estos pacientes.
Previamente, Bucalossi et al (1996) detectaron la presencia de resistencia a la
PCA en 3 de 20 pacientes afectos de TE y PV con trombosis en comparacion
con ninguno de los 11 sin trombosis. Nuestros resultados estan en consonancia
con el hallazgo frecuente de RAPCA en la TE y otras neoplasias hematoldgicas
malignas mediante el uso de un ensayo de generaciéon de trombina (Marchetti
et al, 2008a; Negaard et al, 2008). Confirmando resultados previos hemos
observado una disminucion de los valores de proteina S (PS) libre (Bucalossi et
al, 1996; Jensen et al, 2002; Marchetti et al, 2008a) y su relacion inversa no
anicamente con el estado mutacional de JAK2 (Marchetti et al, 2008a), sino
también con la carga alélica. Los mecanismos que causan RAPCA no estan
claros, pero se ha sugerido su relacion con la presencia de anticuerpos
antifosfolipidicos, una reduccion de los niveles de proteina S libre o un aumento
de los valores de los factores V, VIII y FVYW:Ag, como hemos observado en la
presente serie (Reverter et al, 1996; Mufoz-Rodriguez et al, 2002; Negaard et
al, 2008; Marchetti et al, 2008a). Sin embargo, el que nuestros hallazgos
permitan identificar a pacientes con TE y alto riesgo trombdético queda
pendiente de confirmacion en estudios clinicos prospectivos.

Nuestro estudio también ha demostrado que los pacientes con TE y la
mutacion de JAK2 tienen un aumento de las concentraciones plasmaticas de
FT y de los marcadores solubles de activacion plaquetaria y endotelial. La
relacion existente entre esta mutacion y los marcadores de activacion se
analizé de nuevo teniendo en cuenta el porcentaje de alelos mutados. De este

modo, se objetivd un efecto dosis del porcentaje mutacional (=12%)
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asociandose con una mayor concentracion de sP-selectina, sCD40L, FT y
FVW:Ag. Estos hallazgos son compatibles con el aumento de la expresion de
P-selectina plaquetaria en pacientes con la mutacion recientemente descrito
por nuestro grupo y apoya el posible papel de la mutacion V617F en la
activacion plaquetaria en la TE (Arellano-Rodrigo et al, 2006). En este sentido,
se ha descrito un aumento de la concentracion plasméatica de sP-selectina en
pacientes con NMP JAK2 positivas (Robertson et al, 2007). Es posible que el
aumento de las sefiales mediadas por la sP-selectina y el sCD40L pueda
incrementar la sintesis de FT por parte de las células endoteliales y monocitos
(Lindmark et al, 2000).

La presencia de la mutacion de JAK2 se ha asociado previamente con
valores mas elevados de trombomodulina soluble (sTM) en la TE (Falanga et
al, 2007). No obstante, en nuestro estudio, a pesar de observar un cierto efecto
de dosis de la mutacién V617F, ésta no alcanzo la significacion estadistica.
Debido a que la sSTM es un marcador inicial de dafio endotelial (Boehme et al,
2002), es posible que la propia mutacion promueva leucocitosis y un aumento
de la activacion plaquetaria y leucocitaria que a su vez ésta cause activacion o
dafio endotelial mediante la liberacion de proteinas solubles de adhesion,
proteasas, citocinas o radicales libres de oxigeno (Falanga et al, 2000, 2005 y
2005a; Jensen et al, 2000 y 2001; Chakrabarti et al, 2005; Arellano-Rodrigo et
al, 2006; Khan et al, 2006; Passamonti et al, 2006; Alvarez-Larran et al, 2008;
Marchetti y Falanga, 2008). Otras explicaciones alternativas podrian incluir la
presencia de una célula endotelial anormal procedente de una célula madre
con la mutacion de JAK2 (Jamieson et al, 2006; Ishii et al, 2006; Leibundgut et

al, 2006; Delhommeau et al, 2007; Sozer et al, 2008 y 2009) o la sintesis
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aumentada por parte de los megacariocitos, plaquetas o neutréfilos (Conway et
al, 1992).

En conjunto, los datos del presente estudio sugieren que en la TE la
mutacion V617F de JAK2 podria promover un estado pretromboético. En este
sentido, se ha descrito una mayor frecuencia de trombosis en pacientes con TE
y la mutacion (Baxter et al, 2005; Campbell et al, 2005; Cheung et al, 2006;
Heller et al, 2006; Finazzi et al, 2007; Kittur et al, 2007; Ohyashiki et al, 2007a y
2008; Hsiao et al, 2007; Speletas et al, 2007; Vannucchi et al, 2007; Antonioli et
al, 2008; Moreno et al, 2008; Wong et al, 2008; De Stefano et al, 2009), aunque
esta asociacion no ha sido confirmada por nosotros ni en otros estudios
(Antonioli et al, 2005; Wolanskyj et al, 2005; Alvarez-Larran et al, 2007,
Pemmaraju et al, 2007; Rudzki et al, 2007; Cervantes et al, 2008; Dahabreh et
al, 2008; Ziakas, 2008; Zhang et al, 2008; Lussana et al, 2009). Ademas, hay
gue destacar que se ha encontrado un aumento de la carga mutacional de
JAK2 en pacientes afectos de TE con trombosis venosa o arterial por diferentes
autores (Kittur et al, 2007; Antonioli et al, 2008; Carobbio et al, 2008), mientras
gue no se han observaron diferencias significativas en los pacientes de nuestra
serie ni en otro estudio (Pemmaraju et al, 2007), probablemente debido al
reducido niumero de pacientes.

En conclusion, la presencia de un fenotipo de RAPCA vy la elevacion de
la renovacion plaquetaria y del factor V estan relacionadas con un aumento del
riesgo trombdtico en pacientes con TE. La carga de los alelos mutados se
asocia a una concentraciéon mas baja de PS libre y a un nivel mas alto de FT y

de los marcadores solubles de activacion plaquetaria y endotelial.
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VI. CONCLUSIONES
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1. Los pacientes con TE presentan un aumento de la renovacion
plaquetaria y una mayor activacion plaquetaria, leucocitaria, endotelial y
de la coagulaciéon cuando se comparan con controles sanos apareados

por edad y sexo.

2. La P-selectina plaguetaria basal e inducida por acido araquidénico, el
CD11b monocitario y el factor tisular monocitario tras estimulo con
lipopolisacéarido estan notablemente incrementados en los pacientes con
TE y complicaciones trombéticas. Este aumento de la activacion
plaguetaria y monocitaria podria intervenir en la patogenia de la
trombosis en la TE, al facilitar la adhesion de las plaquetas y los

monocitos al endotelio y promover la activacion de la coagulacion.

3. Enla TE, la presencia de la mutacion V617F de JAK2 se relaciona con
un aumento de las concentraciones plasmaticas de P-selectina soluble y
CD40 ligando soluble, asi como de una sobreexpresion de P-selectina
basal y tras estimulo con trombina o &cido araquidonico. Dichos
hallazgos apoyan un posible papel de esta mutacién en la activacion

plaquetaria de esta enfermedad.

4. El porcentaje de plaquetas reticuladas, la resistencia adquirida a la
proteina C activada y las concentraciones plasmaticas del factor V,
factor VIII, factor de von Willebrand, P-selectina soluble y CD40L soluble

estan significativamente aumentados en los pacientes con TE vy
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trombosis previa. En conjunto, estas alteraciones podrian contribuir a la

trombogénesis de la TE.

La presencia de una resistencia adquirida a la proteina C activada y el
aumento de la renovacion plaquetaria y del factor V se asocian a un

incremento del riesgo trombdético en los pacientes con TE.

La asociacion entre la carga alélica de V617F y la disminucion de la
proteina S libre y el aumento del factor tisular y de los marcadores de
activacion plaquetaria (P-selectina soluble y CD40L soluble) y endotelial
(factor de von Willebrand) sugiere que esta mutacién podria promover

un estado pretrombético en la TE.
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