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ABREVIATURAS



bFGF: factor de crecimiento fibroblástico

DAG: diacilglicerol

EPO: eritropoyetina

ERKs: quinasas reguladas por señales extracelulares

FvW: factor von Willebrand
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GP: glicoproteína

IP3: inositol trifosfato

LAP: proteína asociada a la latencia

LMC: leucemia mieloide crónica

LTBP: proteína de unión al TGFB latente

MAPK: proteínas quinasas activadas por mitógenos

MMM: mielofibrosis con metaplasia mieloide

PAF: factor activador plaquetario

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas

PIP2: fosfatidil inositol 4,5 difosfato

PKC : proteína quínasa C

PLAg: fosfolipasa A2

PLC: fosfolipasa C

PPP: plasma pobre en plaquetas

PRP: plasma rico en plaquetas

PV: policitemia vera

TE: trombocitemia esencial

TGFB: factor de crecimiento transformante beta

TPO: trombopoyetina



RESUMEN



La trombocitemia esencial (TE) y la mielolibrosis con metaplasia mieloide

son enfermedades mieloproliferativas crónicas que se caracterizan por aumento de

megacan'ocitos en médula ósea. Los pacientes con TE presentan además, aumento

del recuento plaquetario en sangre periférica Se estudió un grupo de pacientes

con TE sin tratamiento y durante la normali7ación del recuento plaquetario por el

tratamiento con anagrelide. En ellos se evaluó el nivel proteico en el plasma y en

las plaquetas y el nivel de ARN mensajero intraplaquetario de tres citoquinas

relacionadas con el desarrollo de fibrosis medular, el factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transfonnante B (TGFB) y

el factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF). Se observó un incremento

significativo en el nivel plasmático del PDGF que se normalizó con la reducción

del recuento plaquetario por el tratamiento. Los pacientes que tenían fibrosis

reticulinica leve en la biopsia de médula ósea mostraron mayores niveles de

PDGF plasmático con respecto a los pacientes que no tenían fibrosis. Esta

citoquina se encontró disminuida en las plaquetas y nuevamente los valores se

normalizaron con el tratamiento. A diferencia de los niveles plasmáticos, los

intraplaquetarios no se relacionaron con la presencia o ausencia de fibrosis en la

médula ósea. El ARN mensajero se encontró disminuido antes y durante el

tratamiento. La normalización del nivel plasmático de PDGF durante el

tratamiento puede indicar que su incremento en el plasma se debe a liberación

plaquetaria. La disminución del contenido intraplaquetario también podría

atribuirse a una disminución de su síntesis en el megacariocito dado que se



encontró disminuido el ARN mensajero. Los niveles plasmáticos del TGFB se

encontraron aumentados y los intraplaquetarios normales antes y durante el

tratamiento y no se encontró relación con la presencia o ausencia de fibrosis

reticulínica leve. El ARN mensajero intraplaquetario se encontró aumentado y se

normalizó durante el tratamiento. Dado que el nivel plasmático de esta citoquina

permaneció elevado aún con recuento plaquetario normal, se buscó la

participación de otra fiJente celular en este incremento. Se vió por

inmunofluorescencia, la presencia de la citoquina en linfocitos y megacariocitos,

la intensidad de marcación fue similar a la de los controles normales. Por lo tanto,

los megacariocitos y no los linfocitos podrían ser una posible fuente celular

causante del incremento plasmático, dado que su número se encuentra elevado en

los pacientes con esta enfermedad. Los niveles plasmáticos e intraplaquetarios del

bFGF se encontraron aumentados en los pacientes sin tratamiento y si bien

disminuyeron significativamente con la normalización del recuento plaquetario,

permanecieron aumentados con respecto al control. No se encontró relación con la

presencia o ausencia de fibrosis reticulínica leve en la médula ósea. El ARN

mensajero de la citoquina se encontró normal. Dado que el nivel plasmático se

reduce cuando se normaliza el recuento plaquetario la liberación de esta citoquina

podría ser atribuida en parte a las plaquetas. Pero por otro lado, se buscó la

participación de otra fiiente celular. Se vió por inmunofluorescencia, la presencia

de la citoquina en linfocitos y megacariocitos con intensidad de marcación similar

a la de los controles normales. Por lo tanto, también en este caso, los



megacariocitos y no los linfocitos podrían ser una posible fuente celular causante

del incremento plasmático. El aumento de estas citoquinas en el plasma de los

pacientes con TE puede sugerir que éstas juegan un rol en la patogenia de la

enfermedad. Los niveles del TGFB intraplaquetarios normales con el aumento de

su ARN mensajero y el aumento intraplaquetario del bFGF con el nivel de su

ARN mensajero normal puede indicar una desregulación en su síntesis. Por otro

lado se estudió el efecto del TGFB sobre plaquetas normales. Se encontró la

presencia de un número bajo de receptores en la membrana plaquetaria y se

estudió el efecto de la citoquina sobre la agregación plaquetaria. El efecto del

TGFB sobre la función plaquetaria fue variable dependiendo tanto del tiempo de

incubación como de la concentración de ADP utilizada como agonista. Se observó

que el TGFB potencia la agregación plaquetaria tanto en incubaciones de las

plaquetas con la citoquina por pen’odos conos como por períodos largos

utilizando ADP en bajas concentraciones y tiene el mismo efecto cuando se

incuban las plaquetas por periodos largos pero se utilizan concentraciones altas de

ADP para inducir la agregación. En cambio, produce un efecto inhibitorio cuando

las plaquetas se incuban con la citoquina por pen’odos cortos y se las estimula con

concentraciones de ADP altas. En todos los casos el efecto fue leve y se

corresponde con el bajo número de receptores encontrado por plaqueta. Las

incubaciones de plaquetas con TGFB in vitro durante tiempos largos podrían

semejar situaciones patológicas en donde hay niveles altos de la citoquina durante

tiempos prolongados. De esta manera, las plaquetas circulantes están



continuamente expuestas a esta citoquina y ante un estímulo plaquetario las

mismas responderían en forma incrementada Este sería el caso de la TE. La

respuesta inhibitoria observada en tiempos cortos podría indicar un posible

mecanismo de regulación negativa de la activación plaquetaria ante un estímulo

intenso, en el sitio de injuria Al estudiar el mecanismo por el cual la citoquina

modula la función plaquetaria, se vió que cuando la activación plaquetaria está

inhibida, la presencia de la citoquina no induce en forma directa la fosforilación

de proteínas en residuos tirosinas. Al evaluar la fosforilación de proteínas durante

la agregación plaquetaria inducida por ADP, en presencia de la citoquina, se vió

una disminución en la intensidad de dos bandas correspondientes a 100 y 105 kd

que estan relacionadas con la agregación. Este efecto se observó sólo al incubar

las plaquetas durante 5 minutos en precencia de la citoquina y concuerda con el

efecto inhibitorio causado por el TGFB en la agregación plaquetaria.
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1.1 ENFERMEDADES MIELOPROLIFERATIVAS

La trombocitemia esencial junto con la mielofibrosis con metaplasia

mieloide, la policitemia vera y la leucemia mieloide crónica, son enfermedades

mieloproliferativas crónicas (Murphy, 1997). Se postuló que estas enfermedades

resultan de una mutación adquirida en una célula progenitora hematopoyética

pluripotencial que le da a su progenie una ventaja proliferativa sobre los clones

normales (Fialkow, 1981; Blanchard, 1992). Si bien el origen clonal de estas

enfermedades está comúnmente aceptado, no están bien caracterizadas las

lesiones genéticas que inician o promueven el desarrollo de la mayor parte de ellas

(ver mas adelante). Según cual sea la célula progenitora afectada en cada una de

estas entidades, el aumento de la proliferación celular será predominante en una

de las series hematopoyéticas, a veces con aumento de las otras líneas. En la

leucemia mieloide crónica (LMC) se observa un aumento de la proliferación

granulocítica (Pahl, 2000); en la policitemia vera (PV) de la serie eritroide (Berlin,

1997); en la trombocitemia esencial (TE) de la línea megacariocítica y la

mielofibrosis con metaplasia mieloide (MMM) se caracteriza por aumento de

megacariocitos y estimulación secundaria de fibroblastos (Tefferi, 1995). Este

grupo de enfermedades se consideran preleucérnicas y por lo tanto pueden

evolucionar hacia formas de enfermedades más agresivas (Emilia, 1993;

Silverstein, 1976; Randi, 1996). La tasa de transformación leucémica o fibrótica

es variable dentro de cada grupo.



El origen clonal de los síndromes mieloproliferativos se estableció por el

estudio de la enzima glucosa 6-fosfato dehidrogenasa (GóPD), detectándose que

en mujeres heterocigotas para la enzima, sólo una de las isoenzimas se expresa en

las tres líneas celulares derivadas de las células hematopoyéticas (Fialkow, 1981).

Estos estudios se basan en la alteración del patrón de inactivación del cromosoma

X en mujeres (Gale, 1999 a). Más recientemente el grupo de El-Kassar (1997)

demostró la clonalidad empleando la técnica de PCR y la transcriptasa reversa­

PCR (RT-PCR) para el análisis del gen de la GÓPD y de la metilación del gen

HUMARA del cromosoma X, estudios también basados en el patrón de

inactivación del cromosoma X. En el caso de la TE, el origen clonal de la misma

está limitado a un grupo de pacientes (ver mas adelante).

Dentro de los desórdenes mieloproliferativos crónicos, la leucemia

mieloide crónica (LMC) es la única enfermedad que se caracteriza por la

presencia de un marcador citogene’tico,el cromosoma Philadelphia, que consiste

en una translocación entre los cromosomas 9 y 22 que resulta en la formación de

un producto de fusión entre el proto-oncogen BCR y la tirosina quinasa c-Abl.

Dentro de los síndromes mieloproliferativos crónicos Philadelphia negativos, se

encuentran las otras tres entidades (PV, TE y MMM) en las que aún no se ha

encontrado una mutación genética asociada a las mismas.



1.1.1 Desordenes mieloprohferativos Philadelphia negativos

Policiremia Vera

La policitemia vera se caracteriza principalmente por aumento de la

eritropoyesis pero también se observa un incremento en la proliferación de los

linajes granulocítico y megacariocítico (Ellis, 1979). Esto resulta en la producción

aumentada de glóbulos rojos, asociada al aumento de granulocitos y plaquetas

(Bilgrami, 1995). Esta enfermedad puede presentar eventos trombóticos.

El origen clonal de la PV se demostró por el estudio de la enzima glucosa

6 fosfato deshidrogenasa como se mencionó anteriormente (Adamson, 1976), si

bien las variaciones de las manifestaciones de la enfermedad entre individuos

sugiere que la policitemia vera puede desarrollarse de un set de mutaciones

geneticamente heterologas (Pahl, 2000).

Otra característica de la PV es la proliferación espontánea de células

eritroides. Estudios realizados in vitro demostraron que los progenitores

eritropoyéticos son hipersensibles a una gran variedad de factores de crecimiento

como eritropoyetina (EPO), IL-l y 3, factor estimulante de colonias granulocito­

macrofágico y factor de células progenitoras (srem cell factor) (Casadevall, 1982;

Dai 1991, 1992; Muller, 1993; De Wolf, 1994). Estas células mostraron además,

hipersensibilidad al factor de crecimiento de tipo insulina-l (IGF-l) y aumento de

la fosforilación basal del receptor IGF-l (Correa, 1994; Mirza, 1995). Los

progenitores megacariocíticos también se encuentran alterados y son

hipersensibles a la trombopoyetina (Martin, 1996). Dado que las células en esta



enfermedad son hipersensibles a una gran variedad de factores de crecimiento se

sugiere una posible alteración en las vías de transducción de señales. El receptor

de la EPO no se encontró alterado estructural ni funcionalmente, ni se encontraron

anomalías genéticas (Hess, 1994; Gregg, 1997; Le Couedic, 1996). Por otro lado

se encontró, en granulocitos, firertemente aumentada la expresión de un receptor

de superficie de las células hematopoyéticas recientemente descripto llamado

policitemia rubra vera-l (PVR-l) (Temerinac, 2000).

Mielofibrosis con Metaplasia Mieloide

La mielofibrosis con metaplasia mieloide (MMM) se caracteriza por

proliferación clonal de progenitores hematopoyéticos y una extensa fibrosis

medular (Ward, 1971) generada posiblemente por megacariocitopoyesis

inefectiva. La muerte y/o injuria de los megacariocitos produce liberación de

citoquinas, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), que

provocan la estimulación de fibroblastos con proliferación y producción de

colágeno (Castro-Malaspina, 1981). El linaje megacariocitico es importante en el

desarrollo de esta enfermedad y, a diferencia de la TE, tiene anormalidades

morfológicas, en su estructura y maduración, con proliferación y agruparniento

(Thiele, 1991). Los clusters de megacariocitos displásicos o necróticos se asocian

con la acumulación de tejido fibrótico (Burkhardt, 1974). Los fibroblastos en la

mielofibrosis son morfológica y funcionalmente similares a los normales (Castro­

Malaspina, 1984 a). En el estroma de la médula ósea se observó un incremento de



la neovascularización con deposición aumentada de colágeno principalmente de

tipo I y III (McCarthy, 1985) y otras proteínas de la matriz extracelular (Gay,

1984; Apaja, 1986; Reilly, 1995). El contenido de colágeno de la matriz

extracelular de la médula ósea es un proceso muy controlado dependiente de un

balance entre su producción y degradación. Por lo tanto, la fibrosis es el resultado

de la síntesis incrementada de colágeno y/o la disminución de su degradación por

la interacción anormal entre las células hematopoyéticas, las células productoras

de colágeno y las colagenasas (Castro-Malaspina, 1982).

Esta enfermedad se caracteriza por presentar anemia, un cuadro

leucoeritroblástico con presencia de precursores mieloides y eritroides en sangre

periférica y hematopoyesis extramedular (Ward, 1971) (principalmente en bazo e

hígado) como consecuencia de un defecto de la célula progenitora proliferante.

Según la fase evolutiva de la enfermedad, puede presentar leucocitosis o

leucopenia, trombocitosis o trombocitopenia.

Factores de crecimiento y su relación con la mielofibrosis

Castro-Malaspina y col (1981; 1984 b) demostraron la relación entre el

aumento de megacariocitos y la mielofibrosis. Postularon que la megacariopoyesis

inefectiva lleva a una concentración excesiva de citoquinas en el espacio

intrarnedular, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el

factor plaquetario 4 y como consecuencia se produce aumento de la proliferación

de fibroblastos y de la síntesis de fibras de colágeno.



El PDGF, un polipéptido de aproximadamente 30 kd (Heldin, 1985)

formado por dos cadenas, se sintetiza principalmente en los megacariocitos, se

almacena en los gránulos a de las plaquetas y se libera en los sitios de injuria

(Hammacher, 1988; Hart, 1990; Kaplan, 1979). En las plaquetas, la mayor parte

del PDGF es un dímero de cadenas A y B, pero también se purificaron los

homodímeros (Hammacher, 1988; Ross, 1986). Esta citoquina es el principal

mitógeno en suero, estimula el crecimiento y la división celular de fibroblastos y

es quirniotáctico para estas células, neutrófilos y monocitos (Reilly, 1994). Se

determinó que el PDGF AB y el BB son los mitógenos más potentes sobre los

fibroblastos humanos (Ostman, 1989) y que el PDGF AB es más potente en la

inducción de la respuesta sobre fibroblastos dermales humanos y sobre células

Swiss 3T3 (Hart, 1990).

El PDGF se encontró aumentado en las plaquetas, en el suero y en el

plasma de los pacientes con MMM (Martyre, 1991; Caenanzo, 1989; Gersuk,

1989). La liberación anormal por megacariocitos en la médula ósea o por

plaquetas en circulación es una posible explicación para el incremento plasmático.

Además, el grupo de Katoh (1990) encontró aumentado el ARN mensajero para

las dos cadenas del PDGF (A y B) en megacariocitos de pacientes con desórdenes

mieloproliferativos.

Sin embargo, la liberación de PDGF no es suficiente para explicar la

complejidad del estroma mielofibrótico ya que no tiene, por ejemplo, propiedades

angiogénicas ni induce la transcripción de genes como de laminina, tenasina y



fibronectina, proteínas que se hallaron aumentadas en la matriz extracelular de los

pacientes con MMM (Gay, 1984; Apaja, 1986; Reilly, 1995). Por lo tanto, se

planteó la participación de otros factores de crecimiento como el factor de

crecimiento transformante-B (TGFB) y el factor de crecimiento de fibroblastos

básico (bFGF).

El factor de crecimiento transformante-B (TGFB) pertenece a una familia

de polipéptidos multifuncionales relacionados (TGFBI, 2, B3) que son

sintetizados como una molécula precursora siendo luego procesada para dar un

monómero de 12,5 kd. La proteína biológicamente activa es un dímero de 25 kd

formado por dos monómeros idénticos unidos por puentes dlSUlfilI’O(Derynck,

1985). Esta citoquína es sintetizada por megacariocitos así como también por el

sistema monocito/macrófago, linfocitos y células endoteliales (Fava, 1990;

Martyre, 1994; Terui, 1990; Martyre, 1991) y al igual que el PDGF, se almacena

en los gránulos a de las plaquetas y se libera en los sitios de injuria (Assoian,

1986; Fava, 1990). La matriz extracelular puede funcionar como un reservorio de

la citoquína en forma inactiva ya que ésta se asocia a componentes de la misma y

en forma activa ya que se puede unir por ejemplo a fibronectina inmovilizada

(Munger, 1997; Tapiale, 1997; Mooradian, 1989).

El TGFB tiene numerosos efectos biológicos, entre ellos es quimiotáctico

para fibroblastos y monocitos (Postlethwaite, 1987; Wahl, 1987), regula

negativamente la hematopoyesis en estadios tempranos (Ottmann, 1988) y

estimula la proliferación de fibroblastos (Roberts, 1986). Además se demostró que



esta citoquina tiene efecto en la reparación de lesiones tisulares y propiedades

angiogénicas (Roberts, 1986; ¡996; O’Kane, 1997). El efecto más importante en

relación con el desarrollo de la fibrosis medular es su capacidad para regular la

síntesis de la matriz extracelular, aumentando la transcripción de genes que

codifican para fibronectina, colágeno tipo l, lll, lV y tenasina (proteínas que se

encontraron aumentadas en la MMM) (Spom, 1987; Pearson, 1988). Además

puede disminuir la síntesis de enzimas tipo colagenasas o metaloproteinasas que

degradan la matriz extracelular, mientras que estimula la síntesis de inhibidores de

proteasas como el inhibidor del activador de plasminógeno (Overal, 1989;

Jackson, 1973). Su efecto es incrementar la síntesis y la acumulación de la matriz

extracelular.

El TGFB se encontró aumentado en las plaquetas de pacientes con MMM

(Martyre, 1991). El mismo grupo demostró por inmunocitoquímica, que este

factor de crecimiento se localiza en megacariocitos. Encontraron además, aumento

del ARN mensajero del TGFB en células mononucleares de sangre periférica

utilizando la técnica de Northern blot o RT-PCR (Martyre, 1994). Posteriormente

comprobaron, en células CD34+ (progenitores hematopoyéticos), una

significativa disminución de la expresión del receptor del TGFB tipo Il, pudiendo

ser éste uno de los mecanismos que le permite a los progenitores hematopoyéticos

escapar de la inhibición de la proliferación ejercida por el TGFB (Le Bousse­

Kerdiles, 1996).



Sin embargo, los megacariocitos no son la única fuente celular de TGFB,

ya que se encontraron depósitos de esta citoquina en el estroma de la médula ósea

que se correlacionan con fibrosis aún donde el número de megacariocitos esta

normal o reducido (Johnston, 1995). Por otro lado, esta proteína es producida por

linfocitos y monocitos/macrófagos activados (Rondeau, 1983; Martyre, 1991) y el

número de estos últimos está aumentado en la médula ósea de los pacientes con

MMM (Titius, 1994). Por lo tanto, además del rol de los megacariocitos en la

fibrosis medular, otra población celular podría estar involucrada como fuente de

TGFB.

El factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) es otra de las

citoquinas propuestas como participante en el desarrollo de la rnielofibrosis, ya

que está involucrada en la proliferación de fibroblastos, angiogenesis, reparación

de heridas, modulación de células del estroma y megacariocitopoyesis

(Gospodarowicz, 1987; Folkman, 1987; Davidson, 199]; Oliver, 1990; Bruno,

1993; Han, 1992; Avraham, 1994). El bFGF pertenece a una familia de nueve

miembros, el primero y el segundo (ácido y básico, respectivamente) son los más

estudiados. Sus nombres implican que difieren en sus puntos isoeléctricos (pH 5.6

para el ácido y pH 9.6 para el básico) (Baird, 1994). El bFGF es una proteína de

¡8-24 kd, producida por una variedad de tipos celulares, como células del estroma

y células hematopoyéticas incluyendo megacariocitos (Bugler, 1991; Klagsbrun,

1989; Brunner, 1993). La presencia de receptores para la citoquina en la

membrana celular sugiere la existencia de un modo de acción extracelular de la



misma. Si bien esta proteína carece de péptido señal para su liberación mediante

las vías de exportación conocidas, existen evidencias de un sistema de transporte

alternativo que no involucra el camino clásico de secreción de proteínas

(Wiedmann, 1994; Yoeman, 1993). Este factor, al igual que el PDGF y el TGFB

se almacena en los gránulos a de las plaquetas (Brunner, 1993). Una característica

importante de la familia de los FGF es su capacidad de asociación a la matriz

extracelular por la unión a heparina y heparan sulfatos (Saksela, 1988; Rapraeger,

1991). El heparan sulfato protege al bFGF de la degradación proteolítica y

aumenta su afinidad por el receptor (Kiefer, 1990). Esto hace que la citoquina esté

disponible para ser liberada por enzimas como heparinasas, catepsinas D o

colagenasas que son liberadas en el sitio de injuria, por lo tanto la matriz

extracelular se comporta como un sitio de almacenamiento (Bennett, 1993).

Por inmunoflorescencia se determinó que los megacariocitos son la fuente

principal de este factor en los pacientes con MMM y se lo encontró aumentado

tanto en plaquetas como en megacariocitos de estos pacientes (Martyre, 1997). En

células CD34+ también se observó un aumento del ARN mensajero del bFGF y

de su receptor (Le Bousse-Kerdiles, 1996).

Trombocitemia Esencial

La trombocitemia esencial, como los otros síndromes mieloproliferativos,

se origina a nivel de una célula primitiva pluripotencial (Raskind, 1985), aunque

estudios recientes sugieren que el evento de transformación podría ocurrir en



diferentes estadios de diferenciación de esta célula primitiva e incluso, algunos

pacientes podrían tener hematopoyesis policlonal (Jaussen, 1990; Turhan, ¡992;

El-Kassar, 1997; Harrison, ¡997). No se han encontrado genes específicos

causantes de la enfermedad y son poco frecuentes las anormalidades citogenéticas

(Gugliotta, 1997).

El diagnóstico de esta enfermedad se realiza de acuerdo a los criterios del

Grupo de Estudio de la Policitemia Vera (PVSG), por exclusión de otros

síndromes mieloproliferativos, mielodisplasias y trombocitosis reactiva (Murphy,

1997; Gale, 1999). Los criterios diagnósticos propuestos por este grupo son los

siguientes:

o Recuento plaquetario >600.000/p.l.

o Hematocrito <40, o masa globular normal (hombres

<36ml/kg, mujeres <32ml/kg).

o Hierro de depósito en médula ósea normal o ferritina en

suero normal o volumen corpuscular medio de glóbulos

rojos normal.

o Cromosoma Philadelphia negativo o rearreglo bcr/abl

génico ausente.



o Fibrosis colágena medular:

A. ausente

B. menor de 1/3 del área de la

biopsia, sin esplenomegalia marcada

ní reacción leucoeritroblástica.

o Sin evidencia citogenética o morfológica de síndrome

mielodisplásíco.

o Sin causa de trombocitosis reactiva.

La TE se caracteriza por aumento de la proliferación del linaje

megacariocítico con aumento de plaquetas en circulación (Murphy, 1986). Las

células de la médula ósea no presentan el cromosoma Philadelphia, si bien en

algunos casos se halló la translocación bcr/abl, esto no parece tener significado

clínico (Blickstein, 1997; l-Ieller, 2001). En la médula ósea se observa aumento

del número de megacariocitos de mayor tamaño que los normales e

hiperlobulados (Thiele, 2000). En algunos casos el exámen de la médula puede

presentar fibrosis reticular leve.

La mayoría de los pacientes con trombocitemia esencial son asintomáticos

(Tefferi, 2001a) o tienen manifestaciones relacionadas con alteraciones de la

microcirculación como eritromelalgia, acromelalgia, vértigo, cefaleas y trastornos

transitorios de la visión (Kurzrock, 1991; Michiels, 1990, 1993; Jabaily, 1983).

Algunos pacientes pueden presentar eventos trombóticos o hemorrágicos



(Hehlmann, 1938; Fenaux, 1990). La fiJnción plaquetaria puede estar alterada,

responden en forma normal o disminuida a los agonistas comunmente utilizados

en estudios de agregación plaquetaria y pueden presentar agregación espontánea

(Leoncini, 1990). La disfunción más frecuente es la disminución o ausencia de

agregación plaquetaria en respuesta a la epinefrina (Kaywin, 1978) atribuida a la

disminución del número de receptores az-adrenérgicos de baja afinidad (Swart,

¡984). Otros defectos frecuentes son la disminución de la agregación con ADP y

colágeno y disminución del contenido intraplaquetario de ADP, serotonina y

PDGF entre otras moléculas (Baker, 1988; Leoncini, 1990; Baglin, 1988). En

nuestro laboratorio, en 44 pacientes con TE se encontró disminución de la

agregación plaquetaria a la epinefrina y al ADP en el 70% y el 45% de los casos

respectivamente; agregación espontánea en 20 pacientes; disminución de la

liberación de ATP en el 56% (Laguna, 1996; 1997). Wehmeier y col demostraron

que las anormalidades en el funcionamiento plaquetario no tienen relación con las

complicaciones trombóticas ni hemorrágicas (Wehmeier, l997a).

Aún no se ha establecido con claridad el rol de las citoquinas y factores de

crecimiento relacionados con la hematopoyesis en la proliferación de

megacariocitos en esta enfermedad. Han y col, demostraron el crecimiento

espontáneo de colonias megacariocíticas de sangre periférica o médula ósea aún

en medios de cultivos libres de suero y sin la presencia de células accesorias

capaces de sintetizar citoquinas (Han, 1987; Kobayashi, 1993; Taksin, ¡999). Las

colonias tienen aumento del tamaño, desarrollo endomitótico anormal y son



hipersensibles a la trombopoyetina (Mazur, 1988; Axelrad, 2000). La

trombopoyetina (Tpo) es una cítoquina involucrada en la regulación del desarrollo

de los megacariocítos tanto in vivo como in vitro (Kaushansky, 1995). Tahara y

col. (1996), así como Usuki y col. (1997) hallaron aumento del nivel plasmático

de esta citoquina en algunos pacientes con TE. Estos autores también demostraron

su efecto potenciador sobre la activación plaquetaria inducida por diferentes

agonistas. En nuestro laboratorio se encontró aumento de IL-3 plasmática en el

20% de los pacientes, en cambio la IL-6, IL-l l, SCF y GM-CSF se encontraron

normales (Marta, 1998).

En la trombocitemia esencial, los estudios realizados para determinar la

importancia de factores de crecimiento como el PDGF, el TGFB y el bFGF son

escasos. En ellos se demostró que el PDGF se encuentra elevado en el plasma de

los pacientes (Gersuk, 1989) y disminuido a nivel intraplaquetario (Katoh, 1988).

El TGFB intraplaquetario se encontró normal (Zalui, 1993) y no se evaluó su nivel

plasmático, en tanto que el bFGF se encontró elevado en el plasma (Wehmeier,

1997).

En los pacientes con esta enfermedad se ha descrito, además, la presencia

de plaquetas activadas en sangre periférica por la medición de proteínas como el

factor plaquetario 4, B-tromboglobulina y PDGF (Cortelazzo, 1981; Gersuk,

1989).



Tratamiento de los pacientes

La expectativa de vida de los pacientes con trombocítemia esencial con

recuento plaquetario normalizado por el tratamiento es similar a la de la población

normal (Rozman, 1991) y la tasa de transformación a leucemia aguda o

mielofibrosis con metaplasia mieloide es entre l y 5% (Tefieñ, 2001 b; Fenaux,

1990; Besses, 1999). Sin embargo, los pacientes con esta enfermedad tienen un

incremento en el riesgo de trombosis (Cortelazzo, 1990). Los pacientes de más de

60 años y aquellos con complicaciones trombóticas previas son considerados

pacientes de alto riesgo y la disminución del recuento plaquetario a menos de

600000/ul disminuye el riesgo de trombosis (Cortelazzo, 1990; Barbui, 1996;

Cortelazzo, 1995). Sin embargo, Regev y col (1997) hallaron complicaciones

trombóticas aún con cifras de plaquetas cercanas a valores normales.

Los tratamientos están dirigidos a reducir la morbilidad y prevenir las

complicaciones trombóticas (Cortelazzo, 1990; Tefferi, l995). Los agentes

alquilantes y la radiación ionizante (P32) pueden ser efectivos, pero aumentan el

riesgo de transformación a leucemia aguda (Berk, 198]). El interferon-a se utiliza

también para disminuir el recuento plaquetario pero su utilización a largo plazo

puede inducir el desarrollo de enfermedades autoinmunes y con frecuencia su uso

debe ser discontinuado debido a su intolerancia (Conlon, 1990; Burman, 1986;

Akard, 1986; McLaughlin, 1985). La hidroxiurea es un agente mielosupresor de

uso frecuente en enfermedades mieloproliferativas, pero es potencialmente



leucemogénico (Donovan, 1984). Por este motivo, el anagrelide surge como una

nueva posibilidad de tratamiento.

Anagrelide

El anagrelide es un derivado de imidazoquínazolina que inhibe la enzima

adenina monofosfato fosfodiesterasa cíclica y la fosfolipasa A2 (Gillespie, 1988;

Spencer, 1994). Su efecto provoca la disminución del número de plaquetas y no se

observó acción a nivel del ADN (Silverstein, 1988). Inicialmente, por su actividad

anti-adenina monofosfato fosfodiesterasa cíclica, fue utilizado para inhibir la

agregación plaquetaria pero en dosis más elevadas que las utilizadas actualmente

para el tratamiento de los pacientes con TE. Con las dosis utilizadas para la

disminución del recuento plaquetario no se observaron anormalidades en la

fiinción plaquetaria (Balduini, 1992). Se cree que actúa directamente sobre la serie

megacariocítica sin afectar otras líneas celulares de la médula ósea ya que no se

observó inhibición de la formación de colonias eritroides ni granulocíto­

macrofágicas de médula ósea (Silverstein, 1988; Andes, 1984). Si bien no se

conoce el mecanismo de acción, se sabe que el anagrelide no actúa acortando la

vida media de las plaquetas (Solberg, 1989), sino que su mecanismo es a través de

la inhibición de la maduración del megacariocito dado que actúa disminuyendo su

tamaño y ploidía (Mazur, 1992). Recientemente se ha observado una reducción

del número de megacariocitos en la médula ósea basado en la comparación del

número de megacariocitos con el recuento de progenitores eritroides nucleados

(Tomer, 2002). Como consecuencia de la acción de la droga se produce una



disminución del recuento plaquetan'o de manera dosis dependiente, aunque la

respuesta es variable en cada paciente.

El anagrelide es, actualmente, una droga de elección en el tratamiento de

pacientes jóvenes con TE dado que no es mutage'nica y no tiene efecto

leucemogénico a diferencia de los otros tratamientos mencionados.

1.2 MEGACARIOCITOS Y PLAQUETAS

Como ya se mencionó, la línea celular afectada en la trombocitemia

esencial es la megacariocítica. La alteración en esta serie celular lleva a un

incremento del recuento plaquetario en circulación.

En la formación de la plaqueta participan principalmente 2 procesos: la

megacariocitopoyesis y la trombopoyesis.

1.2.l Megacariociros

Los megacariocitos son células hematopoyéticas con capacidad para

producir plaquetas (Stenberg, 1989), se caracterizan por su gran tamaño y

citoplasma abundante, encontrándose en la médula ósea en baja frecuencia (0.02­

0.05% de la población de células nucleadas) (Harker, 1968).

La megacariocitopoyesis comienza con una célula hematopoyética

primitiva pluripotencial que se compromete a un linaje, prolifera y se diferencia.
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Durante la etapa proliferativa la célula progenitora se diferencia y

atraviesa por tres estadios: unidad formadora burst de megacariocitos (BFU-MK),

unidad formadora de colonias megacariociticas (CPU-MK) y unidad formadora de

colonias megacariociticas de baja densidad (LD-CFU-MK). Cada estadío se

caracteriza por la expresión de determinados antígenos de membrana que

permiten una identificación más precisa.

El último estadío celular del desarrollo de la serie es el megacariocito. Su

maduración incluye un proceso de endomitosis, con repetidos ciclos de

duplicación nuclear sin división celular hasta que alcanza una ploidía de 32N,

64N y/o 128N, donde la célula aumenta su citoplasma, dando lugar a células de

gran tamaño y de múltiples núcleos.

En la megacariocitopoyesis participan una serie de factores de crecimiento.

Los principales reguladores positivos son: trombopoyetina, Stem cell factor

(SCF), lL-3, IL-6, lL-ll (Nichol, 1995; Avraham, 1992; Debili, 1993; Carrington,

1991; Asano, 1990; Neben, 1993). Además participan otros factores como el GM­

CSF (factor estimulante de colonias granulocito-macrofágicas), factor inhibidor

de leucemia (LIF), eritropoyetina y factor de crecimiento fibroblástico ácido y

básico (lshibashi, 1987; Han, 1992). En este proceso participan también

reguladores negativos: factor plaquetario 4, B-tromboglobulina y TGFB (Han,

1990; Kuter, 1992). El TGFBl es el inhibidor mas potente de la

megacariocitopoyesis. Sin embargo, estudios realizados por Bursuker y col (1992)



indican que este factor de crecimiento puede actuar como inhibidor o estimulador

según el estadío celular de los progenitores hematopoyéticos.

El proceso final de la megacariocitopoyesis es la trombopoyesis, proceso

por el cual los megacariocitos maduros forman y liberan plaquetas en circulación

(Behnke, 1968). Este proceso de generación de la plaqueta requiere la formación

de extensiones citoplasmáticas del megacariocito que se fiagmentan en sitios

preestablecidos, liberando fragmentos citoplasmáticos de medida variable a la

circulación (proplaquetas) (Thiery, 1956 a y b). En este proceso también

participan factores de crecimiento como IL-3, IL-6, eritropoyetina, IL-ll, SCF

(Carrington, 1992; Ishibashi, 1989; An, 1994; Neben, 1993; Debili, 1993;

Avraham, 1992). Los reguladores negativos son también el factor plaquetario 4,

TGFB y óxido nítrico (Han, 1991; Kuter, 1992).

CITOQUINAS INVOLUCRADAS EN LA MEGACARIOCITOPOYESIS
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l .2.2 Plaquetas

Las plaquetas fueron identificadas como elementos pequeños en

circulación, son discos biconvexos de 2-3 micrones de diámetro. Al no poseer

núcleo no tiene capacidad proliferativa. El principal sitio de formación de

plaquetas es la médula ósea, si bien los megacariocitos que quedan retenidos en la

microcirculación pulmonar pueden actuar también como una fuente plaquetaria

importante (Trowbridge, 1982; Martín, 199]). El número de plaquetas en

circulación es de 150.000 a 450.000 por 109/L. Permanecen en la sangre periférica

entre 8 y 12 días siendo eliminadas principalmente en el bazo por las células del

sistema mononuclear-fagocitico.

PLAQUETAS EN REPOSO



El papel funcional más importante de las plaquetas es en la hemostasia.

Participan en este mecanismo a través de su adherencia a la pared vascular en

sitios de injuria, formación de agregados plaquetarios arnplificados por la

liberación de sustancias pro-agregantes, prevención del sangrado inicial,

iniciación de la coagulación por la liberación de sustancias pro-coagulantes y

exposición de fosfolípidos de superficie para la generación de trombina

(Baumganner, 1976; Mac lntyre, ¡976; Holmsen, 1975; Cohen, 1973). También

participan en la reparación de tejidos mediante la liberación de factores de

crecimiento (Gimbrone, 1969; Niewiarowski, 1981). Para cumplir este proceso las

plaquetas atraviesan por tres fases principales, la adhesión primaria al

subendotelio, activación con liberación del contenido granular y la agregación a

otras plaquetas (ver más a delante). Desde el punto de vista funcional la plaqueta

se puede dividir en cinco partes: la membrana, el citoesqueleto, sus gránulos, el

sistema canalicular abierto y el sistema tubular denso.

oMembrana:

La membrana externa de la plaqueta está compuesta por fosfolípidos,

proteínas v glicoproteinas. La cara interna está enriquecida en./

fosfatidiletanolamina fosfatidilserina, fosfatidilinositol y fosfatidilcolina. El

contenido de colesterol y la relación de ácidos grasos saturados e insaturados entre

los componentes fosfolipídicos son importantes en la fluidez de la membrana

plasmática (Schick, ¡986). La membrana contiene, además, una serie de
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glicoproteínas (GP) que son receptores celulares importantes en su relación con

los vasos sanguíneos, con otras plaquetas y otras células.

Las principales glicoproteínas son las siguientes:

GP llb Illa: es receptor para fibrinógeno y para factor von Willebrand

(sustancias fundamentales en la adhesión de la plaqueta al endotelio) (Phillips,

1988). Es la glicoproteína de mayor relevancia en la fimcionalidad plaquetaria y el

complejo más abundante en la membrana de éstas. La activación de este complejo

ocurre por la exposición de la plaqueta a colágeno, factor von Willebrand (FvW),

trombina, ADP y/o tromboxano, requiere calcio y es necesaria para la unión a

diferentes proteínas adhesivas como fibrinógeno, fibronectina, factor von

Willebrand y vitronectina. La unión de fibrinógeno lleva a la agregación

plaquetaria, en cambio mediante la unión de fibronectina o factor von Willebrand

participa de la adhesión de las plaquetas al subendotelio. Este complejo participa

también en los eventos de transducción de señal.

Complejo GPlb/lX/V: es receptor para el factor von Willebrand (Nurden, 1987).

Tiene un rol crítico en el estado primario de la interacción de la plaqueta con el

subendotelio expuesto deteniendo y anclando a la plaqueta al mismo. La

interacción es esencial cuando la adhesión se realiza bajo las condiciones de alto

shear stress en la microcirculación (Roth, l99l). Esta interacción activa las

plaquetas desencadenando cambios del citoesqueleto que controlan el cambio de

forma, spreading, secreción, agregación y contracción plaquetaria (Kroll, 1996;

Ruggeri, ¡997; Andrews, 1998).
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GPlalla y GPIV: son receptores para colágeno (Pischel, 1988; Santoro, 1988),

participan en la adhesión y la agregación plaquetaria.

La ausencia y anomalías de estas proteínas conducen a enfermedades

hemorrágicas.

IIbIIIa

temprana

Colágeno Adhesión/

Además de estas glicoproteínas, las plaquetas tienen otros receptores para

agonistas que estimulan o inhiben la función plaquetaria. Entre los receptores para

agonistas estimuladores de la función se encuentran los de ADP, tromboxano A2,

factor activador plaquetario (PAF), trombina y epinefi’ina. También se encuentran

receptores para agonistas inhibidores como prostaciclina, prostaglandina D2

(PGD2) y adenosina.

oCiIoesqueletoplaquetario

Adyacente a la membrana plasmática se encuentra el citoesqueleto

formado por filamentos cortos de actina entrecruzados por proteínas de unión a

34



actina y conectado a la membrana plasmática principalmente por el complejo

GPlb/IX/V (Fox, 1987) y la GPlaIla. El citoesqueleto cumple numerosas

funciones incluyendo estabilización de la membrana lipídica, regulación del

complejo GPlb/IX/V, regulación de la forma de la membrana plasmática y posee

una banda de microtúbulos, formada principalmente por tubulina polimerizada,

que sirven para mantener la forma discoide de la plaqueta en estado de reposo

(While, 1971).

oGránqus intraplaquetarios:

La plaqueta posee tres tipos de gránulos: a, densos y gamma. Los gránulos

a contienen moléculas adhesivas, citoquinas, factores de coagulación (V y Vlll) ,

IgG y factores de crecimiento (Harrison, 1993). Entre las moléculas adhesivas

presentes en estos gránulos se encuentran el fibrinógeno, fibronectina y

trombospondina que tienen un rol en la consolidación del trombo plaquetario que

se forma en el sitio de injuria. Estos gránulos tienen además, factor plaquetario 4,

B-tromboglobulina, factor von Willebrand, factor de crecimiento derivado de las

plaquetas (PDGF) (Blockmans, 1995), factor de crecimiento transformante beta

(TGFB) y factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF). Estos factores son

secretados después de la activación plaquetaria y participan en la reparación de la

lesión. Los gránulos densos contienen serotonina, calcio, ADP y ATP.

Finalmente, los gránulos gamma poseen enzimas lisosomales como hidrolasas

ácidas, catepsina, colagenasa, prolactasa y elastasa y factores de permeabilidad
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vascular. Estos gránulos son liberados durante la activación plaquetaria y tienen

una participación importante en la lisis del coágulo y clearing del trombo

plaquetario (van Oost, 1986) .

o Sistema canalicular abierto:

Se denomina así a la invaginación de la membrana plasmática de la

plaqueta. Este sistema sirve como un conducto al cual los gránulos de

almacenamiento intracelular se fusionan y permite la descarga posterior de los

mismos en la reacción de liberación, después de la activación plaquetaria. Además

es un reservorio de membrana para facilitar la extensión (spreading) de la

plaqueta y formación de pseudópodos después de la adhesión y es un reservorio

de glicoproteínas de membrana que aumentan sobre la superficie plaquetaria

después de la activación (Suzuki, 1992).

o Sistema tubular denso:

El sistema tubular denso es equivalente a] retículo endoplasmático liso de

otras células. Es el principal lugar de secuestro de calcio y serotonina, y donde se

localizan las enzimas que participan en la síntesis de prostaglandinas y de ATP

(Culter, 1978; Stabland, 1969).
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Función plaquetaria

Las plaquetas tienen tres funciones básicas: adhesión al tejido

subendotelial cuando el vaso es injuriado, activación que lleva a liberación de su

contenido granular (función secretora) y agregación entre si para formar un

trombo hemostático (hemostasia primaria).

La estructura vascular está compuesta de tal forma que impide el contacto

de los elementos de la sangre con el subendotelio vascular, una superficie

altamente trombógena. Cuando por algún mecanismo se produce una alteración

del endotelio, que permite establecer un contacto entre las plaquetas y el

subendotelio, se desencadenan una serie de eventos celulares. El objetivo de este

proceso es la formación del trombo hemostático.

Adhesión

La matriz subendotelial es muy rica en contenido de colágeno, factor von

Willebrand, vitronectina, fibronectina, larninina, proteoglicanos y otras proteinas.

Ante un daño vascular, el colágeno de la pared queda expuesto y la plaqueta se

adhiere a él por interacción con su receptor, el complejo Ia/lla y la GPIV; este es

el estímulo inicial para la activación de la plaqueta in vivo (Gerrard, 1988). Por

otra parte el factor von Willebrand se une a su receptor en las plaquetas, la

GPlb/lX/V y al subendotelio para asistir al proceso adhesivo (Nurden, 1987;

Ruggeri, 1993 a). Este factor es esencial para la unión de la plaqueta a la fibra de
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colágeno del subendotelio (Stel, 1985). El complejo IIbIIIa también tiene una

participación importante, pero este complejo requiere una activación previa para

ejercer su función adhesiva.

Activación

La primera manifestación de la activación plaquetaria se caracteriza por un

cambio en su forma, pierde la forma discoide y pasa a ser redondeada. Esto es

seguido por dos procesos: la emisión de pseudópodos, que aumenta el contacto

plaqueta-plaqueta y puede ayudar a la estabilización del trombo en formación y la

centralización de las organelas intracelulares (Carroll, 1982). Después de la

activación, las plaquetas inician un proceso fisico-químico que finaliza en la

liberación de las sustancias almacenadas en sus gránulos. La velocidad e

intensidad de esta respuesta está condicionada por los umbrales de activación de

los diferentes agonistas.

lnductores débiles como bajas concentraciones de ADP y adrenalina, sólo

provocan la liberación de proteínas almacenadas en los gránulos a;

concentraciones altas de estos agonistas o bajas de colágeno producen, además del

efecto mencionado, la liberación del contenido de los gránulos densos. Estímulos

más fuertes como altas concentraciones de colágeno o trombina causan también la

salida del contenido enzimático de los lisosomas.

En el proceso de exocitosis del contenido granular la membrana del

gránulo se une a la membrana plaquetaria, por lo tanto las proteínas de la cara
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interna de la membrana del gránulo se expresan sobre la superficie externa de la

membrana de la plaqueta y quedan expuestas proteínas de adhesión como la P­

selectina, CD62 y CD63 (ps3) (McEver, 1984; Stenberg, 1985). Para que este

proceso ocurra, es importante la formación de tromboxano A2 (ver más adelante).

La liberación del contenido granular es crítica para el reclutamiento de

plaquetas circulantes, para formar el trombo y para la subsiguiente estabilización

del agregado plaquetario.

PLAQUETAS ACTIVADAS
Cambio de forma y emisión de pseudópodos

Agregacio'n

Como se mencionó anteriormente, las plaquetas activadas por colágeno y

otros agonistas como trombina exponen proteínas adhesivas sobre su superficie y
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liberan mediadores como ADP y tromboxano A2, para estimular plaquetas

circulantes adicionales (Seiss, 1989). En presencia de las proteínas adhesivas las

plaquetas circulantes se unen a las ancladas al subendotelio para formar el trombo

o agregado plaquetario. La agregación ocurre por la formación de puentes de

fibrinógeno entre moléculas de la GPIIbllla de plaquetas adyacentes. Esto

requiere la activación previa de la plaqueta, que induce un cambio conformacional

de la glicoproteina exponiendo el sitio de unión a fibrinógeno (Blockmans, 1995).

Como ya se mencionó, la superficie plaquetaria contiene receptores para

diferentes agonistas que pueden desencadenar la agregación, moléculas que

pueden encontrarse en el lugar de la lesión vascular. Sustancias como trombina,

ADP, epinefrina y colágeno pueden alcanzar concentraciones elevadas en zonas

de injuria, siendo por ello candidatas fisiológicas de primer orden para la

activación plaquetaria.

La agregación plaquetaria in vivo es dependiente del shear stress (fuerza

de zizallamiento). Con shear srress alto, como ocurre en arterias estenóticas y en

la microcirculación, la adhesión y la agregación plaquetaria es muy dependiente

de factor von Willebrand que interactúa con la GPIb. La unión del FvW a la GPlb

lleva a la apertura de canales transmembrana de calcio, aumento en los niveles de

calcio citoplasmáticos y cambio conformacional en la GPllbIIIa, que asi puede

unir fibrinógeno formando puentes entre las plaquetas adyacentes. En esta

situación, el FvW es responsable de la activación y la agregación plaquetaria. En

condiciones de bajo shear stress, como en las arterias no estenóticas o en las

40



venas, es más importante el rol de activadores plaquetarios como fibrinógeno y

fibronectina en la formación de los puentes intraplaquetarios. Esta situación es

similar a los estudios de agregación in vitro (Ruggeri, 1993 b).

Inhibición de la activación plaquetaria

La activación plaquetaria está controlada por dos vías inhibitorias: la del

AMP cíclico que es la más imponante y la del GMP cíclico. Como se mencionó

anteriormente, la prostaciclina (PGlz), la prostaglandina D2(PGDz) y la adenosina

inhiben la agregación plaquetaria, mediante el aumento de la concentración

intracelular de AMPc (Aktories, 1985). El óxido nítrico, liberado por las células

endoteliales, inhibe la respuesta plaquetaria a través del aumento del GMP cíclico

(Radomski, 1987).

Agregación plaquetaria in vitro

La función plaquetaria in vitro se estudia por el método desarrollado por

Bom (1962) que mide la transmisión de luz en un agregómetro. Esto permite la

medición de la agregación plaquetaria en respuesta a los agonistas por medio de la

observación de variaciones en la intensidad de la luz transmitida a trave's de la

muestra (ver materiales y metodos). Los agonistas utilizados comúnmente para

estudiar la agregación son: ADP, ácido araquidónico, colágeno y epinefrina;

sustancias que se encuentran normalmente en la circulación y en la pared vascular.

41



La agregación requiere la presencia de cationes divalentes y fibrinógeno en el

medio. Por este mecanismo se estudia la funcionalidad de las plaquetas y su

capacidad de respuesta ante diferentes estímulos.

Los mayoría de los agonistas utilizan un camino común para inducir la

agregación plaquetaria, esto se resume en el siguiente esquema:

AGONISTA

RECEPTOR

mz l

Aumento de Ca 2+

P'Kc

AcidoAraquidóníco i

l Secreciónde gránulosy
_ exposición del sitio para

SínteSISde TromboxanoA2 —) fibrinógenode la GPIIbIIIa

Esquema general de la agregación plaquetaria
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Los agonistas fuertes generalmente estimulan la hidrólisis de

fosfoínositidos, aumento de calcio citosólico libre, formación de tromboxano A2 y

la activación de la PKC. El ADP es un agonista debil que causa cambio de forma,

secreción granular y agregación, estimula mínimamente la hidrólisis de

fosfoínositidos o la activación de la PKC, pero induce la formación de

tromboxano A2, sugiriendo que su receptor esta unido a la PLAzy no a la PLC.

Señales intraplaquetarias que llevan a la activación

La transducción de señales en plaquetas es un mecanismo complejo que se

inicia cuando un receptor interactúa con su agonista y resulta en las respuestas

celulares mencionadas anteriormente. Este proceso está mediado por la

generación de segundos mensajeros en el que estan involucradas cascadas de

activación de fosfatasas y quinasas y que desencadenan respuestas específicas,

dependiendo de la señal primaria. Aún no se conoce con exactitud la totalidad de

las proteínas que se fosforilan durante el proceso.

La respuesta que desencadena la mayoría de los agonistas a los receptores

ocurre a través de la activación de proteínas ligadoras de GTP (proteínas G), que

activan una proteina quinasa que a su vez actúa sobre el citoesqueleto induciendo

el cambio de forma. Las proteínas G participan, además, en la regulación de la

fosfolipasa C, la fosfolipasa A2 y la adenilato ciclasa, enzimas asociadas con la

agregación plaquetaria.
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Activación a través de los diferentes receptores y segundos
mensajeros.

Fosfolipasa C:

La activación de la fosfolipasa C es inducida por agonistas como trombina,

colágeno, epinefiina, PAF, serotonina y tromboxano A2 (Blockmans, 1995). En

las plaquetas activadas, esta enzima induce la hidrólisis de fosfatidil inositol 4,5

difosfato (PIPz) de la membrana, llevando así a la formación de inositol trifosfato

(IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 se une a sus receptores específicos en el

sistema tubular denso y libera el calcio almacenado al citosol (Seiss, 1989), lo
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cual lleva a un incremento en la actividad metabólica de la plaqueta y activación

de la enzima fosfolipasa A2. El DAG activa la proteína quinasa C que produce a

su vez una cascada de fosforilaciones de proteínas que inducen, finalmente, el

proceso de contracción celular. A su vez el DAG es degradado por la enzima

diglicérído lipasa para liberar ácido araquidónico que es metabolizado a

tromboxano A2 y conduce a la amplificación de la activación plaquetaria. El

AMP y GMP cíclico inhiben la actividad de la enzima fosfolipasa C.

AGONISTA

RECEPTOR

Proteína G

P1P2

Diglicérido DAG + IP3

lípasaf‘ l
liberación de

Proteína quinasa C
Acido

araquidónico l l

l Aumento de la fosforilación Fosfolipasa A2
de roteínas

Tromboxano A2 p

calcio cítosólico

Activación de la GPIIbIIIa

Transducción de señales a partir de la activación de la fosfolipasa C
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Fosfolipasa A2:

La fosfolipasa A2 es activada por agonistas como el ADP, cliva de la

membrana lipídica (principalmente a partir de fosfolipidos como fosfatidilcolina,

fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol) ácido araquidónico (Mahadevappa,

1986) que es metabolizado por la ciclooxigenasa y por la lipooxigenasa. La

ciclooxigenasa induce la formación de tromboxano A2 y la lipooxigenasa genera

principalmente ácido l2-hidroxiperoxi-5,8,l0,14-eicosatetraenoico (lZ-HPETE) y

ácido lZ-hidroxi-5,8,10,l4 eicosatetraenoico (lZ-HETE). El tromboxano A2,

como se mencionó anteriormente, es un potente agente agregante necesario para la

amplificación de la respuesta plaquetaria, estimula la incorporación de plaquetas

hacia el trombo plaquetario en formación y media la agregación secundaria

observada in vitro. La función del lZ-HPETE y del l2-HETE en la hemostasia no

se conoce claramente, pero se sabe que el lZ-HETE tiene una actividad

quimiotáctica débil que puede tener un rol en la aparición de neutrofilos en el sitio

de injuria (Marcus, 1993). La fosfolipasa A2 se inhibe con el aumento de AMP

cíclico y en forma indirecta por la disminución de la concentración de calcio

citoplasmático libre.
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AGONISTA

¿
RECEPTOR

T Ca“ citosólico

Fosfolípidos de membrana+C
Acido araquidónico

ciclooxigenasa l l “poongenasa

lZ-HPETE

lZ-HETE
Tromboxano A2

Transducción de señales a partir de la activación de la fosfolipasa A2

Adenilato ciclasa:

La adenilato ciclasa utiliza ATP para formar AMP cíclico. La activación

de esta enzima tiene un efecto importante en la fisiología de la plaqueta ya que el

aumento de AMPc inhibe todas las respuestas causadas por agonistas como

trombina, colágeno, epinefiina, tromboxano A2 y factor activador plaquetario

(PAF). La mayoría de los agonistas plaquetarios suprimen 1aformación del AMPc
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por la inhibición de esta enzima. Inhibidores de la agregación plaquetaria como la

prostaglandina El y D2 activan receptores de membrana acoplados a la adenilato

ciclasa aumentando el AMPc.

Fosforilación de proteínas

Como se mencionó anteriormente, durante los procesos de activación y

agregación plaquetaria descriptos se activan un gran número de proteínas tirosina

quinasas entre ellas miembros de la familia Src y se fosforila un gran número de

proteínas plaquetarias, la mayoría todavía no identificadas. La fosforilación de

proteínas y el sistema mencionado anteriormente (generación de inositol fosfato, y

diacilglicerol que lleva a un incremento del calcio citosólico y la activación de la

PKC) están cercanamente relacionados (Rendu, 199]). Se ha descrito la relación

entre las proteínas fosforiladas en tirosinas, la activación de la GPIIblIIa y

reorganización del citoesqueleto (Elmore, 1990) asi como también con el sistema

de transducción de señales intracelular, la elevación de calcio, la activación de la

PKC o la elevación del AMP cíclico. Se sabe, además, que existe una relación con

los diferentes pasos de la agregación, reflejando diferentes estados de activación

(Bachelot, 1992) y con la liberación del contenido granular (Rendu, 1991).

Por lo tanto, activadores fisiológicos causan la fosforilación en tirosina de

diferentes proteínas plaquetarias. El patrón de las proteínas que se fosforilan

durante la agregación plaquetaria es diferente dependiendo de la potencia del
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agonista utilizado. En las plaquetas en reposo se observan algunas proteínas

fosforiladas y durante la activación por el agonista algunas proteinas se mantienen

fosforiladas, otras se fosforilan más intensamente y también se observa la

fosforilación de proteínas nuevas (Bachelot, 1992). (El patrón de activación se

describe en resultados)

1.3 FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE

Como mencionamos anteriormente, el TGFB se encuentra involucrado en

diversos procesos biológicos, entre ellos el desarrollo de fibrosis, la inhibición de

la proliferación de algunos tipos celulares como la serie hematopoyética e

inducción de la proliferación de otras células como los fibroblastos. Por lo tanto,

resulta necesario conocer su mecanismo de acción para comprender mejor la

diversidad de las respuestas que desencadena.

1.3.1 Estructura del TGFB

El TGFB se sintetiza como una molécula precursora y se procesa

proteoliticamente por endoproteasas en el aparato de golgi, de donde sale como

una molécula madura unida en forma no covalente a una proteína asociada a la

latencia (LAP) que previene la unión al receptor (Munger, 1997). Este complejo
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se llama complejo latente pequeño y es mas estable que la molécula bioactíva. A

este complejo se le puede asociar una proteina de unión al TGFB latente (LTBP)

que se une a través de LAP. Las LTBP aumentan la secreción y estabilidad del

complejo pequeño, aseguran el folding correcto del TGF y lo dirigen a la matriz

extracelular para su almacenamiento o a la superficie celular donde es activado

(Munger, 1997; Tapiale, 1997). La activación del complejo es por un clivaje que

puede ser llevado a cabo por enzimas como trombospondina (activador principal),

plasmina, calpaina, transglutaminasa, metaloproteasas de la superficie celular

como MMZ y MM9, por la unión de LAP a receptores de tipo manosa 6 fosfato,

acidificación del microambiente celular, especies reactivas de oxígeno (generadas

por irradiación) y tratamiento por drogas como antiestrógenos, retinoides,

vitamina D, y glucocorticoides (Munger, 1997; Tapiale, 1997; Barcellos-Hoff,

1996; Jullien, 1989; Crawford, 1998).
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Estructura del TGF-B: estructura, latencia y activación. LAP, peptido asociado a la

latencia; LTBP, proteína de unión a TGF-B latente; M6P/IGFII-R, receptores manosa-ó­

fosfato/typo II insulina-like growth factor; PLg, plasminógeno; PL, plasmina; TGase,

transglutaminasa; TBR-I, -II, -III, TGF-B receptor tipo I, II, III; TSP, thrombospondina; uPA,

urokinasa activadora del plasminógeno; y uPA-R, receptor uPA.(Fortunel, 2000)

1.3.2 Receptores del TGFB

Los receptores del TGFB fueron identificados sobre la superficie de la

mayoría de las células examjnadas. Se han descrito nueve tipos diferentes de
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receptores (Massague, 1992) que unen los distintos miembros de la familia del

TGFB (mencionados anteriormente) con diferente afinidad. Dos de ellos, el de

tipo I y el de tipo II, son glicoproteínas de 53 y 73-95 kd respectivamente. Estos

receptores pertenecen a la familia de receptores serina/treonina quinasa y tienen

mayor afinidad para TGFBl que para TGFBZ o B3 (Chiefetz, 1987). Un tercer tipo

de receptor, el tipo III o betaglicano, es un proteoglicano de membrana de 200­

400 kd que une BI y BZcon igual afinidad (Segarini, 1988). Los receptores de tipo

I y II están involucrados en la transducción de la señal inducida por el TGFB, el de

tipo II es esencial para la unión del ligando mientras que el de tipo I lo es para la

transducción de la seña] al núcleo. El receptor de tipo III regula el acceso de la

citoquina a los receptores señalizantes (Sankar, 1995). Ante la unión del TGFB,

los receptores de tipo I y lI forman un complejo junto con la citoquina, el receptor

tipo II que se encuentra fosforilado en forma constitutiva en residuos serínas, se

autofosforila en forma ligando dependiente también en este tipo de residuos y

fosforila al receptor tipo I en residuos serina/treonina en la región GS (Wrana,

1992, 1994; Luo, 1997). Este último, que posee actividad de serina/treonina

quinasa es el que finalmente realiza la transducción de la señal down stream

fosforilando proteínas específicas. Por lo tanto, el receptor tipo I es el que

determina la especificidad de la señal intracelular inducida por diferentes

miembros de la familia del TGFB. Existen diferentes isoformas de estos dos

receptores por lo que la interacción entre ellos resulta en una amplia variedad de
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respuesta dependiendo del tipo celular y de la cantidad relativa de subunidades de

cada receptor (Massague, 1994).

A" (B) l orY
hands 5 21613-553406

Receptores del TGFB. A) Formación del complejo por la unión del

ligando. B) El receptor tipo II fosforila al tipo I en residuos serina o

treonina específicos en la región GS. El receptor tipo I activado puede

fosforilar proteínas Smad y transducir la señal río abajo.

Como se mencionó anteriormente el TGFB induce diferentes tipos de

señales, por lo tanto activa distintas vías de transducción de señales al núcleo,

entre ellas la vía de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAP­

Quinasas) y la vía de las proteínas Smad. Esta última es la mejor estudiada en la

actualidad para esta citoquina.
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1.3.3 Transducción de señales inducidas por TGFB

Víade las proteínas Smad

Se han descrito 9 proteinas Smad diferentes cuyos pesos moleculares se

encuentran entre 42 y 60 kd. Estas proteinas poseen una estructura común

formada por dos dominios de homologia llamados MHl (dominio N-terminal),

que media la unión al DNA y MHZ (dominio C-terminal) que tiene actividad

transcripcional y es responsable de la asociación con otras proteínas Smad o

factores de transcripción. Estos dominios estan conectados por una región rica en

prolinas que, en las Smad activadas por receptor, posee sitios concenso de

fosforilación para MAPK y son responsables del crosstalk entre las Vías de las

Smad y la de las MAPK (Mulder, 2000; Yue, 1999). En su estado inactivo, el

dominio MHl de la proteína se une al MHZ para inhibir la actividad

transcripcional.

Sitios de fosforilación
por el receptor de tipol

5X—S (Smad 1,2,3,5,8)

MH] MHZ Interaccióncon el
receptor, proteínas
Smad, factores de
transcripción

Unión al DNA Sitios de
(smad 1,3,4) fosforilacíónpara

MAPK (Smadl)

Estructura de la proteína Smad
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Estas proteínas se pueden agrupar según su función en transductoras de

señal, llamadas activadoras de receptor (R-Smad l,2,3,5,8 y 9); mediadora (Co­

Smad 4) e inhibidoras (I-Smad 6 y 7) (Heldin, 1997).

Las proteínas Smad activadoras de receptor se pueden dividir en dos

grupos: las Smad 2 y 3 que median las señales del TGFB y de receptores de

activina (Nakao, 1997 a) y las Smad l, 5, 8 y 9 que median señales de receptores

de proteínas morfogénicas medulares (BMP), también pertenecientes a la familia

del TGFB (Hoodless, 1996; Nishirnura, 1998; Chen, 1997; Watanabe, 1997). En

algunos tipos celulares se observó que la señal inducida por TGFB puede ser

mediada también por Smadl (en células de cancer de mama) y Smad 5 (en células

hematopoyéticas) (Liu, 1998; Bruno, 1998). La fosforilación de estas proteínas es

dependiente del ligando (Zhang, 1997).

El modelo de señalización que se propone es que una R-Smad se une al

receptor quinasa tipo I (RI) y es fosforilada en dos serinas por éste

(Souchelnytskyi, 1997; Abdollah, 1997). Esta unión es promovida por la acción

de SARA (Smad anchor for receptor activation), una proteína que se une al RI

activado e interactúa directamente con Smad 2 y 3 facilitando el acceso de éstas al

receptor (Tsukazaki, 1998; ten Dijke, 1998). Cuando la R-Smad se fosforila se

produce un cambio conforrnacional en la proteína, se disocia del complejo y se

asocia a Smad 4, formando un complejo heteromérico que se transloca al núcleo

donde regula la transcripción génica.



Una vez en el núcleo, el complejo puede unirse directamente al ADN o

interactuar con proteínas de unión al mismo (Lagna, 1996; Yingling, 1997;

Zawel, 1998).

La unión de Smad al ADN mediada por su dominio MHI es de baja

afinidad y no selectiva, la formación de un complejo Smad-ADN de alta afinidad

y selectiva requiere la participación de otros factores de unión al ADN (Shi,

1998). El conjunto de proteínas (coactivadores, correpresores, factores de

transcripción) con las que se encuentran las Smad en el núcleo, que dependen del

tipo y estado celular, determina el tipo de respuesta. (Massagué, 2000).

En el mecanismo de transducción de señales a traves de la vía de las Smad,

las señales convergen en la proteína Smad 4 y algunos autores sugieren que la

convergencia de múltiples señales a una sola proteína puede servir para modular

el crosstalk entre los diferentes receptores de la familia del TGFB y controlar la

intensidad de la respuesta por la competencia por una cantidad limitada de Smad 4

(Candia, 1997).

Las proteínas Smads inhibitorias funcionan como un feedback negativo

para terminar o reducir la fuerza de la señal, pueden asociarse con el receptor tipo

l activado y prevenir la fosforilación y translocación nuclear de las Smad

activadoras de receptor o unirse a la proteína R-Smad e inhibir la transducción de

la señal (Hayashi, 1997; lrnamura, 1997; Nakao, 1997 b; Hata, 1998).
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Transducción de señales a través de las proteínas Smad, regulación y activación de la

transcripción. El complejo de activación formado por el ligando y los receptores tipo I y tipo II

permite que el receptor tipo I se active y fosforile a la proteína R-Smad. R-Smad fosfon'lada se

asocia con Smad 4 y transloca al núcleo donde puede unirse a factores de transcripción y

coactivadores para facilitar la transcripción génica o a correpresores que la inhiben. (Nature

Reviews Cancer , 2002)

Vía de las MAPK

Las MAPK (proteínas quinasas activadas por mitógenos) son quinasas

serina/treonina que requieren una doble fosforilación en residuos treonina y

tirosina para ser activadas en respuesta a una gran variedad de estímulos
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extracelulares (Davis, 1998, Kyriakis, 1998). Son importantes en la transducción

de las señales para la regulación el crecimiento celular, diferenciación, apoptosis y

respuestas celulares a estrés ambiental. Su large! principal es el factor AP-l

(acrivaror protein-1) (Whitmarsh, 1996).

En células de mamíferos fueron identificados tres grupos de MAPKs: las

quinasas reguladas por señales extracelulares (ERKs), las quinasas c-Jun N

temiinal/ proteína quinasa activada por estrés (JNKs/SAPKs) y p38 (Davis, 1998;

Kyriakis, ¡998). Los tres grupos son mediadores de la transducción de la señal

desde la superficie celular hacia el núcleo. En la vía de transducción de señal, las

MAPK pueden ser activadas por una MAPK quinasa que son activadas por

quinasas serina/treonina llamadas MAPKK quinasas. Proteínas G de bajo peso

molecular como las Ras, Rac y RhoA pueden activar a las MAPKKKs (Kyriakis,

¡998). Aunque las MAPK pueden fosfonlar diferentes proteínas, algunos de sus

targets principales son factores de transcripción que después de ser fosforilados

por ellas se unen al promotor de cienos genes para inducir la transcripción génica

(Whitmarsh, l996).

El TGFB pueden activar los tres tipos de MAPK en varios tipos celulares

(Hansough, 1997; Ravanti, 1999; Yue, 2001). En células epiteliales se vió que la

activación de la vía RAS/ERK tiene un rol crítico en la señalización por TGF. La

activación de esta vía y de la vía JNKs/SAPKs ocurre entre 3-10 minutos después

del tratamiento con la citoquina (Mulder, 1992; Hartsough, 1995; Frey, 1997). La

activación de estas quinasas por TGFB es importante en las señales que llevan a la
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inducción de la síntesis de TGF [31 por TGFB3 (SAPKs y ERKS), inhibición del

crecimiento celular (Ras/MAPK) y la síntesis de fibronectina (SAPK/JNK) (Yue

2000; Hartsough, 1996; Hocevar, 1999).

Las ERKs son activadas principalmente por las proteínas Ras pero también

pueden ser activadas por la proteína quinasa C y AMPc (Burgering, 1993;

Marquardt, 1994). Pueden fosforilar, además de factores de transcripción y

proteínas citoplasmáticas como la fosfolipasa A2 (enzima importante en la

activación plaquetaria) (Lenormand, 1993). Están involucradas entre otras cosas

en la proliferación de fibroblastos (Mulcahy, 1985).

Cascada MAPKinasas

TGFB

Pro/temasG'pequeñas Ras Tak Ras, Rho, Rae, cdc42

1 TAB\ \
MAPKKK RÏf MEKKl/otros
MAPKK MEK 1/2 MKK7, 4/Sek1 MKK3,6

MAPK ERKl/Z JNK/SAPK p38

Factores de transcripción Elk-l, Rsk Jun, API Elk-l, ATF 2

Activación de MAPKs inducida por TGFB
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Crosstalk entre Ras/MAPK y Smad

Como se mencionó anteriormente, las proteínas R-Smad tienen sitios

concenso para la fosforilación por MAPK. Por lo tanto la señal de las Smad puede

ser modulada también por otros caminos de señalización como RAS/MAPK. La

actividad de la Smad2 puede ser regulada positivamente por MEKKl, una

MAPKKK, la fosforilación de Smad2 por esta quinasa aumenta la interacción

Smad2/Smad4 y la translocación nuclear, llevando a un aumento en la actividad

transcripcional de Smad2 (Brown, 1999). También se observó que la vía

Ras/MEK/ERK es requerida parcialmente para la activación de Smadl por TGFB

(Yue, 1999 a y b) y que la activación de las SAPK/JNK por el TGFB puede llevar

a la fosforilación de Smad3 que aumenta la translocación nuclear de la proteína y

su actividad transcripcional (Engel, 1999).
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En este trabajo nos propusimos:

Evaluar en plasma y en plaquetas los niveles de tres factores de

crecimiento involucrados en el desarrollo de fibrosis medular, el PDGF, el

TGFB y el bFGF en la trombocitemia esencial y su relación con la fibrosis

reticulínica medular.

Determinar los niveles de estas citoquinas cuando los pacientes alcanzan

un recuento plaquetario normal por el tratamiento con anagrelide y

compararlos con los niveles iniciales.

Determinar los niveles del ARN mensajero del PDGF, TGFB y del bFGF.

Determinar la participación de linfocitos y megacariocitos en la

producción del TGFB y el bFGF en sangre periférica de los pacientes con

trombocitemia esencial.

Estudiar la función del TGFB sobre plaquetas normales. Para esto se

evaluó lo siguiente:

. Si las plaquetas expresan receptores para el TGFB.

. El efecto del TGFB sobre la función plaquetaria.

. La participación del TGFB en la activación de proteínas

plaquetarias por fosfon'lación en residuos tirosina
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Sujetos estudiados

Se incluyeron en el estudio 34 pacientes con trombocitemia esencial (TE)

con una edad promedio de 47 años (15-78) (mediana y rango). El diagnóstico de

la enfermedad se estableció de acuerdo a los criterios, ya mencionados

anteriormente, del Grupo de Estudio de la Policitemia Vera (PVSG) (Murphy,

¡997) que incluye la ausencia del cromosoma Philadelphia y del rearreglo

cromosómico bcr/abl además de fibrosis colágena medular ausente o limitada a

menos de un tercio del área de la biopsia medular estudiada y hematocrito igual o

menor de 40%. Once de los 34 pacientes mostraron fibrosis reticuliníca leve en el

estudio de la biopsia medular. Los pacientes se trataron con una

imidazoquinazolina (anagrelide hydrochloride) (Agrylin, Roberts

Pharmaceuticals, Eatontown, NJ, USA), droga utilizada para reducir el recuento

plaquetario. El tratamiento se inició entre 5 y 75 meses después del diagnóstico.

Los pacientes se estudiaron antes y durante la remisión hematológica por el

tratamiento. La muestra obtenida durante la remisión se extrajo luego de un

tiempo no inferior a los dos meses del tratamiento (2-12 meses), cuando el

recuento plaquetario permaneció estable y dentro del rango normal. La mediana

del recuento plaquetario antes del tratamiento fue de 896000 plaquetas/ul

(5200002100000) y durante el mismo 290000 plaquetas/ul (240000-554000).

Simultáneamente se estudió un grupo de 31 controles normales, con una mediana

de 34 años de edad (26-62) y 249000 plaquetas/pl (188000-379000). Para efectuar
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estos estudios se solicitó el consentimiento por escrito de los pacientes y de los

controles normales. Este proyecto fue autorizado por el Comité de Ética del

Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari.

Muestras de sangre

La sangre se obtuvo por un procedimiento de doble jeringa con aguja de

tipo mariposa, para evitar la activación plaquetaria. Tanto los pacientes como los

controles no tomaron aspirina ni ninguna otra droga que afecte el funcionamiento

plaquetario durante los lO días previos a la extracción de la muestra.

Metodología

Cuantificación proteica

Preparación delplasma pobre en plaquetas

La sangre se anticoaguló con citrato trisódico 3.8% en una proporción 9:1

(v/v). El plasma pobre en plaquetas (PPP) se obtuvo inmediatamente después de

la extracción por dos centrifugaciones sucesivas, primero a 1800g durante 15

minutos (Beckman TJ-ó, USA), luego se separó el plasma de la muestra _vse

centrifugó nuevamente a lZOOOg por 5 minutos en una micro centrífuga

(Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Todos los procedimientos se llevaron a cabo a
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temperatura ambiente. Las muestras se guardaron a -70°c hasta el momento de su

USO.

Preparación delplasma rico en plaquaas:

La sangre se anticoaguló con ACD-C en una proporción 9:] (v/v). El

plasma rico en plaquetas (PRP) se preparó por centrifugación de la muestra a

150g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se recuperaron los dos tercios

superiores del plasma enriquecido en plaquetas teniendo cuidado de no agitar el

paquete de células de la parte inferior, para evitar la contaminación con leucocitos

y glóbulos rojos.

Preparación del Iisadoplaquetario

El plasma rico en plaquetas (PRP) obtenido de la manera descripta se

centrifugó a 900g durante l() minutos a temperatura ambiente para obtener un

pelle! plaquetario, luego las plaquetas se lavaron dos veces con solución de Hanks

(ver soluciones) que contiene, además, citrato trisódico 3,8%, adenosina lmM y

teofilina ZmM para inhibir la activación plaquetaria Finalmente el número de

plaquetas se ajustó a l x log/ml y las muestras se guardaron a -70°C hasta su

utilización. El recuento plaquetario se efectuó por medio de un contador

electrónico (Analizador AcT diff, Coulter corporation, USA). Previamente a la

medición de las citoquinas las plaquetas se lisaron por sonicación (Fisher, NY,

USA) durante 30 segundos y se centrifugaron l() minutos a 10000g.
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Cuannficación proteica de las citoquínas PDGF AB, TGFfl, y bFGF

Los niveles proteicos de estas citoquinas se analizaron en el PPP _ven las

plaquetas por un inmunoensayo enzimático (enzyme-linked immunosorbent assay,

ELISA) utilizando equipos comerciales (Quantikine= R&D Systems, Minneapolis,

MN, USA). Las mediciones se realizaron según las recomendaciones de la

empresa comercial que los produce. Brevemente, la muestra se incubó durante el

pen'odo de tiempo recomendado (que varía según la citoquína a detenninar) en la

placa que posee el primer anticuerpo específico para la citoquína de interés, luego

se lavó la placa 3 veces con solución de lavado, se agregó el segundo anticuerpo,

también especifico para la citoquína conjugado a peroxidasa de rabanito y se

incubó nuevamente durante el tiempo recomendado. A continuación se lavó la

placa 3 veces con solución de lavado, se incubó durante 20 minutos con el

sustrato, un cromógeno, tetrametilbenzidina junto con una solución de peroxido

de hidrógeno para obtener un producto coloreado cuya intensidad es dependiente

de la cantidad de proteína de la muestra unida a la placa. Finalmente la reacción se

detuvo con una solución de ácido sulfúrico 2N. La placa se leyó en un lector de

ELISA (microplate reader 450, Bio-rad) a 450nm dentro de los 30 minutos de

detenida la reacción.

Para cuantificar el TGFBl total en el plasma, fue necesario activar

previamente el TGFB. latente por incubación de la muestra durante 10 minutos

con una solución ácida de urea [0M y ácido acético 2.5N _vsu posterior
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neutralimción con una solución de NaOH 2.7N/ Hepes 1M. Para medir las

proteínas plasmáticas se realizaron diluciones de forma que las determinaciones

estuvieran dentro del rango de detección del equipo. En el caso del PDGF la

dilución utilizada fue l/lO y para el TGFB 1/3. La muestra para medir el bFGF se

utilizó sin diluir.

La cuantificación del TGFB1 total intraplaquetario se realizó mediante la

activación previa de la muestra como en el caso anterior. Para medir las proteínas

intraplaquetan'as también se realizaron diluciones. En el caso del PDGF la

dilución del lisado plaquetario utilizada fue 1/120; para el TGFB 1/360 y para el

bFGF 1/5.

La concentración final de cada muestra se obtuvo a partir de una curva

estándar realizada con la proteína recombinante de cada citoquina. Cada muestra

se analizó por duplicado y los resultados se calcularon como el promedio de las

lecturas (en todos los casos fueron reproducibles). El limite de detección para

PDGF, TGFB1y bFGF es de 84 pg/ml, 7 pg/ml y l pyml, respectivamente.

Como control de las condiciones de extracción de las muestras y de su

preparación se realizó la cuantificación del factor de crecimiento del endotelio

vascular (VEGF) utilizando los mismos equipos comerciales (R&D), siguiendo la

técnica antes descripta y las recomendaciones de la empresa y se obtuvieron

resultados en los pacientes dentro de los valores normales.
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RT-PCR semicuantitativa

Preparación del ARN mensajero

El nivel de expresión de PDGF, TGFB y bFGF se estudió por RT-PCR.

Para obtener la suspensión plaquetaria, el PRP se preparó a partir de sangre

anticoagulada en ACD-C (9:1 v/v) y se siguió el procedimiento antes mencionado.

El PRP se centrifugó nuevamente a 150g durante 5 minutos y se filtró (filtros Pall,

Purecell PL, NY, USA) para eliminar los leucocitos contaminantes, se fraccionó

para obtener 4 x 109 plaquetas totales y se centrifugó para obtener un pellet

plaquetario. Con esta técnica se obtiene una contaminación menor de l leucocito

cada 100000 plaquetas. El ARN total se extrajo a partir del pellet por medio del

reactivo TRIZOL (Gibco BRL, NY, USA) con el método de Chomczynski y

Sacchi. (1987)

Trascripción reversa

Síntesis de la primer cadena.

La primera cadena de ADN complementario se sintetizó utilizando el

equipo comercial Superscript Preamplification System (Gibco BRL). Para esto a

lug de ARN se le agregó SOng de hexameros al azar, se completó el volumen a

12m con agua-DEPC y se incubó durante lO minutos a 70°C y posteriormente l

minuto en hielo. Luego se agregó buffer de PCR (Tris-HC] 200 mM pH 8.4, KCl

500 mM), MgClg 25mM, lOmM de cada dNTP, DTT 0.1 M y se incubó durante 5
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minutos a 25°C. Después de agregar 200 unidades de la enzima SuperScript II RT

se incubó la reacción durante lO minutos a 25°C, 50 minutos a 42°C , 15 minutos

a 70°C y l min en hielo. Finalmente se agregó 2 unidades de RNasa H de E. Coli,

se incubó 20 minutos a 37°C y se guardó la muestra a —20°Chasta su utilización.

Reacción en cadena dela polímerasa (PCR)

La semicuantificación de la expresión del gen de PDGF, TGFB y bFGF se

realizó por la co-amplificación y normalización con un gen control interno de

expresión constitutiva. Los genes utilizados como control fueron [32

microglobulina o gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) según el

caso.

Se realizaron experimentos preliminares para determinar las condiciones

en que el cDNA de cada citoquina es amplificado en la región lineal de la curva

de la reacción de la PCR.

Semicuantificación (lePDGF

La semiquantificación del nivel de ARN mensajero del PDGF se realizó

por su coamplificación y normalización con el ARNm GAPDH como control

interno. La secuencia nucleotidica de los primers utilizados es la siguiente:

Para PDGF: upstream: S’-CCTGACGTATTCCACCT-3’, downstream: 5’­

CTGGAGATAGACTCCGT-3’, dando un producto de 336 pb.
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Para GAPDH: upstream: 5’-TGCACCACCAACTGCTT-3’, downstream: 5’­

TACTCCTTGGAGGCCAT-3’, dando un producto de 554 pb.

La PCR se realizó en un termociclador automático (Biometra UNO­

Thermoblock, BIOTRON, Alemania). La mezcla de reacción se realizó de la

siguiente manera: se utilizaron diluciones seriadas del cDNA (de 1/20 a l/ 160)

obtenido a partir de lug de ARN, primers upstream y downstream de PDGF, l

uM; primers upstream y downstream de GAPDH, l uM; 200 uM de cada dNTP

(GIBCO), 1.2 U de Taq DNA polimerasa (GIBCO), lO x PCR buffer, 1.5 mM

MgClz en un volumen final de 25 ul.

Ciclo de amplificación:

Después del paso inicial de desnaturalización de las cadenas de ADN por

incubación durante 5 minutos a 94°C, el programa de amplificación fue el

siguiente: desnaturalización a 94°C durante l min., aníling a 56°C durante l min.

y extensión durante l min. a 72°C . Este proceso se realizó por 29 ciclos. (ver

tabla). Finalmente se realizó un paso de extensión durante 5 min a 72°C. El

control negativo de la reacción se realizó omitiendo la incorporación de cDNA en

el tubo.

Semicuantificación de TGFB

La semiquantificación del nivel de ARN mensajero de TGFB se realizó por

su coamplificación y normalización con el ARNm de B2 microglobulina como

control interno. La secuencia nucleotidica de los primers utilizados es la siguiente:
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Para TGFB: upstream: 5’-TAAAAGTGGAGCAGCACGTG-3’, downslream: 5’­

GAACCCGTTGATGTCCACTT-3’ dando un producto de 233 pb.

Para B2 microglobulina: upstream: 5’-AAAGATGAGTATGCCTGCCG-3’,

downslream: 5’-ACTCAATCCAAATGCGGC-3’ dando un producto de 120 pb.

La PCR se realizó de la forma antes mencionada con algunas

modificaciones: se utilizaron diluciones seriadas del cDNA de 1/4 a 1/32 obtenido

a partir de lug de ARN, 0.5 uM de primers upstream y downstream para TGFB,

0.4 uM de primers upstream y downstream para Bzmicroglobulina, 250 uM de

cada dNTP (GIBCO), 1.25 U de Taq DNA polimerasa (GIBCO), 10 x PCR

buffer, 1.7 mM MgClz en un volumen final de 25 ul. Después de un paso inicial

de desnaturalización de 5 min a 94°C, el ciclo de amplificación fiJe el siguiente:

94°C 50 seg, 57°C 50 seg, 72°C 20 seg, 33 ciclos de amplificación y finalmente,

72° 5 min (ver tabla). El control negativo de la reacción se realizó omitiendo 1a

incorporación de cDNA en el tubo.

Semicuantificación de bFGF

La semiquantificación del nivel de ARN mensajero del bFGF se realizó

por su coamplíficación y normalización con el gen de GAPDH como control

interno. La secuencia nucleotidica de los primers utilizados es la siguiente:

Para bFGF: upstream: 5’-AAGA(1CGACCC’l'CACA’l‘CAA-3’,downstream: 5’­

'l'GCCACA'I‘ACCAACTGG'I‘GT-3’dando un producto de 216 pb.



La PCR se realizó de la forma antes mencionada con algunas

modificaciones: se utilizaron diluciones seriadas del cDNA de 1/4 a 1/32 obtenido

a partir de lug de ARN, 1 pM de primers upstream y downstream para bFGF,

0.1pM para GAPDH y 1.4 mM MgClz. El ciclo de amplificación fiJe similar al

utilizado para el TGFB, pero en este caso la temperatura de aníling fue 59°C (el

ciclo realizado fue: 94°C 50 seg, 59°C 50 seg, 72°C 20 seg, 33 ciclos de

amplificación y 5 min a 72°C) (ver tabla). El control negativo de la reacción se

realizó omitiendo la incorporación de cDNA en el tubo.

PRIMERS Producto T.anil.

PDGF Up: 5-’CCTGACGTATTCCACCT-3’ 336 pb 56°C

Down:5’-CTGGAGATAGACTCCGT-3 ’

TGF [3 Up: 5’-TAAAAGTGGAGCAGCACGTG-3’ 233 pb 57°C

Down:5’-GAACCCGT'I'GATGTCCAC'I'T-3 ’

bFGF Up: 5’-AAGAGCGACCCTCACATCAA-3’ 216 pb 59°C

Down: 5’-TGCCACATACCAACTGGTGT—3 ’

[32microglobulina Up: 5’-AAAGATGAGTATGCCTGCCG-3’ 120 pb

Down: 5’-ACTCAATCCAAATGCGGC-3’

GAPDH Up: 5’-'I‘GCACCACCAACTGC'ITJ’ 554 pb

Down: 5’-TACTCCTTGGAGGCCA’I‘J ’



Visualizacióndel resultado dela amplificación

Todas las reacciones de PCR se realiïaron utilizando diluciones seriadas

del templado para obtener la región lineal de amplificación y la cuantificación se

realizó en la mayor dilución donde ambos productos fueron visibles y sin observar

saturación de la amplificación con respecto al punto anterior.

La visualización del producto de la amplificación se realizó por

electroforesis, en un gel de agarosa al 2%, a 100 volts en solución TAE. Se reveló

con bromuro de etidio y se visualizó por transilurninación (Mini-transilluminator,

Bio-Rad) con luz ultravioleta. El gel se fotografió con una cámara polaroid

(Polaroid DS 34). La cuantificación se realizó por densitometría (Imaging

Densitometer, BIO-RAD model GS-670), evaluando el área de la banda del

producto de amplificación del gen de interés y la del gen de control interno y

obteniendo la relación entre ellas.

lnmunofluorescencia de células mononucleares

Preparación de las células

La sangre se anticoaguló con citrato trisódico 3,8% en una proporción 9:1

(v/v) y se sembró sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque (densidad 1.077 g/ml)

(Histopaque, Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) para separar las células

mononucleares que quedan en una interfase de baja densidad, de las células

granulociticas y los glóbulos rojos que quedan en el fondo del tubo. El gradiente

se centrifugó a 450g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células

74



monunucleares se recuperaron de la interfase de baja densidad, se lavaron dos

veces en PBS y se resuspendieron en una concentración de 7.5 x lO5 células/ml.

La suspensión celular se citocentrifugó durante 2 minutos a 1600 rpm sobre un

portaobjetos en una citocentrifuga (StatSpin Technologies, Massachusetts, USA).

Las células se fijaron por incubación durante 10 minutos a temperatura ambiente

en paraformaldeido 4% en PBS, luego se lavaron los preparados con PBS y se

conservaron a —20°Chasta el momento de su uso. Previamente a la utilización de

los preparados para la marcación con los anticuerpos específicos, las células se

permeabilizaron con triton X-lOO 0.05 % en PBS por incubación durante lO

minutos a temperatura ambiente v los preparados se lavaron con PBS por.r

incubación de 5 minutos a temperatura ambiente.

Inmunofluores'cencia

Se realizó una doble marcación con anticuerpos especificos para

identificar el tipo celular y para una de las citoquina estudiadas (TGFB o bFGF).

Se utilizó un anticuerpo anti-GPllla (CD61) (Becton Dickinson, San Jose, USA)

para identificar los megacariocitos y un anticuerpo anti-CD3 para identificar los

linfocitos T (Becton Dickinson, San Jose, USA). Junto con estos anticuerpos se

utilizó un anticuerpo anti-TGFB1 humano hecho en pollo o anti-bFGF humano

hecho en cabra (R&D). Para realizar la marcación, las células se incubaron con el

anticuerpo anti-TGFB1 biotinilado (40 pg/ml) o con el anticuerpo anti-bFGF

biotinilado (10 ug/ml) durante toda la noche a 4°C, en cámara húmeda. Se lavaron
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los preparados con PBS dos veces incubándolos 5 minutos a temperatura

ambiente. Luego las células se incubaron con el anticuerpo CDól conjugado a

FITC (10 ug/ml) o el anticuerpo CD3 conjugado a FITC (lO ug/ml) bajo las

mismas condiciones. Los preparados se lavaron nuevamente 2 veces con PBS

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se incubaron con el

conjugado avidina-TRITC (dilución l:200) (Sigma, St Louis, USA) durante una

hora a temperatura ambiente _vse lavaron 5 veces por incubaciones con PBS

durante 5 minutos. La marcación inespecífica se evitó por preincubación de la

muestra con IgG no específica (Becton Dickinson, San Jose, USA). Los controles

negativos se realizaron reemplazando el anticuerpo primario con lgs no inmunes

de la especie correspondiente (R&D). Para la visualización de las células

marcadas los preparados se montaron en glicerina y se mantuvieron en la

oscuridad a 4°C hasta su observación. Las células se observaron y se fotografiaron

por medio de un microscopio de fluorescencia (Zeiss, Alemania)

Citometría de flujo

Para detectar la presencia del receptor de TGFB en las plaquetas se utilizó

la técnica de citometría de flujo. Para ello se extrajo sangre anticoagulada en

ACD-C en una proporción 9:1 (v/v). Las plaquetas (PRP) se obtuvieron y se

lavaron de la manera descripta anteriormente. Finalmente, se las ajustó a una

concentración de 8000 plaquetas/ul (recuento en el cual la marcación observada

fue máxima en una curva de concentración plaquetaria). Para la marcación de las
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plaquetas se utilizó el equipo comercial Fluorokine (R&D systems) y se siguieron

sus recomendaciones. Se utilizó como ligando del receptor de TGFB, la citoquina

recombinante conjugada a biotina y un conjugado avidina-FITC. Como control

negativo se utilizó una proteína inespecífica (inhibidor de la tripsina de soja)

biotinilada en igual grado que la citoquina. Para la realización del ensayo, la

muestra se incubó con la citoquina biotinilada durante 60 min a 4°C, luego se

agregó el conjugado avidina-FITC y se incubó 30 min a 4°C en la oscuridad.

Finalmente, se lavo la muestra 2 veces con buffer de lavado, se resuspendió en el

mismo buffer y se estudió la muestra en un cit'ómetro de 'fl'üïó (B’éCtonDickinson).

Se determinó la intensidad de fluorescencia media (Gmean) y se calculó la

relación entre la Gmean del TGFB y la de la proteína inespecífica.

Agregación plaquetaria

Para determinar si el TGFB tiene algún efecto sobre el funcionamiento de

las plaquetas se realizaron experimentos de agregación plaquetaria utilizando

ADP como agonista y distintas concentraciones de la citoquina.

Agregacío'nplaquetaria en PRP

La agregación plaquetaria se evaluó por el método turbidimétrico de Bom,

utilizando un Lumi-agregómetro (Chrono-Log Corporation). Este método se basa

en la diferencia de densidad óptica entre el plasma rico y el pobre en plaquetas. A

medida que las plaquetas se agregan, por la adición de un agonista, permiten el



mayor pasaje de luz disminuyendo la densidad óptica Las plaquetas en reposo

disminuyen la transmisión de la luz, el agregado de un agonista inicia el proceso

de activación plaquetaria, que se puede dividir en tres fases. Primero, se observa

una reducción de la transmisión de la luz debido al cambio de forma de las

plaquetas y emisión de pseudopodos, este cambio se observa sólo con algunos

agonistas. Segundo, comienzan a formarse pequeños agregados que pemtiten un

incremento en la transmisión de la 1ng este evento puede llegar a un plateau,

dependiendo del agonista utilizado, en este punto la agregación es reversible y se

denomina agregación primaria. Después de la agregación inicial las plaquetas

liberan su contenido granular, se sintetiza tromboxano A2 y esto actúa como

estímulo para otras plaquetas llevando a una agregación irreversible que se

denomina agregación secundaria o total.

Para la medición de la agregación plaquetaria, el plasma rico en plaquetas

se diluyó con plasma pobre de la misma muestra para obtener una concentración

de 300.000 plaquetas/ul. Las plaquetas se contaron en un contador electrónico.

Una muestra de 450 ul de PRP se coloca en un tubo de agregómetro con un

magneto para permitir una agitación constante (la agitación es necesaria para la

colisión inter-plaquetaria y para mezclar con las plaquetas el agonista agregado).

La temperatura durante la agregación se mantuvo constante a 37°C.

Para estudiar la agregación plaquetaria se utilizan habitualmente diferentes

agonistas, entre ellos el ADP, el ácido araquidónico y el colágeno. La

concentración de ADP que produce una agregación primaria y secundaria (total)
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es 2 uM. Previamente a] experimento, se induce la agregación plaquetaria con

ácido araquidónico lmM para probar la función plaquetaria mediada por

ciclooxigenasa.

Para estudiar el efecto del TGFB, se probaron diferentes concentraciones

de la citoquina diferentes tiempos de incubación y por ultimo diferentes

concentraciones del agonista, ADP. Para evaluar un posible efecto inhibitorio de

la citoquina, el ADP se utilizó en una concentración de 2 uM y para poder

observar efectos de potenciación se utilizaron concentraciones que variaron entre

0.8 y 1.6 para inducir una agregación mínima.

El TGFB se utilizó en una concentración entre lO y 100 ng/ml. Los

tiempos de incubación fueron 0, 5 y 60 minutos a 37°C. Las agregación se realizó

con y sin la presencia del agonista.

Fosforilación de proteínas

Muestra

Separación de plaquetas por gradiente de melrizamia'e

El plasma rico en plaquetas se obtuvo a partir de sangre anticoagulada con

ACD-C según el protocolo descripto. El PRP se diluyó agregándole 50 % de

buffer fosfato pH 6 (este pH evita la agregación plaquetan'a) y se sembró luego

sobre un gradiente de metriïamide. El gradiente se preparó colocando primero un

mililitro de la solución de metn'zamide 25% en bufler fosfato pH 6, sobre ella se

agregó un mililitro de la solución de metn'zamide 10% en el mismo buffer
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cuidando que se forme la interfase. La muestra sembrada en el gradiente se

centrifiigó a lSOOg durante 15 minutos. Se recuperó la interfase plaquetaria,

eliminando la fase superior y la inferior del gradiente. Las plaquetas se

resuspendieron en el mismo buffer y se repitió el procedimiento. Las plaquetas

recuperadas de la forma descripta se resuspendieron en buffer fosfato pH 7.4. El

recuento plaquetario se ajustó a 600.000 plaquetas/ul, concentración óptima para

obtener una cantidad adecuada de proteínas para la realización del western blot.

Agregación deplaquetasfiltradas por metrizamide

La agregación plaquetaría se realizó de forma similar a la mencionada para

el caso del PRP, con algunas modificaciones. Se utilizaron 350 ul de muestra

ajustada a 600.000 plaquetas/pl; fue necesario la incorporación de CLzCa lmM y

fibrinógeno humano 45 mg/ml (necesarios para la agregación de las plaquetas). El

ADP se utilizó en una concentración 10 uM, concentración necesaria para que se

produzca la agregación. En estas condiciones se requiere una concentración mayor

de los agonistas para obtener una respuesta adecuada. Se incubó la muestra

durante 5 y 60 min a 37°C con las mismas concentraciones de TGFB utilizadas

para la agregación con PRP.

La agregación se interrumpió un minuto después de iniciada para obtener

el nivel máximo de fosforilación de proteínas. La reacción se detuvo por la

agregación de 50 ul de SDS 20% e inhibidores enzimáticos: PMSF lmM y

aprotinina (Ing/ml) (inhibidores de serinoproteasas), EDTA lmM (inhibidor de
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metaloproteasas) y vanadato lmM (inhibidor de fosfatasas). La muestra se guardó

a —20°chasta el momento de su uso.

Western blot

La muestra se preparó con buffer de muestra en relación 3:1, se colocó

durante dos minutos en un baño a 100°C y se mantuvo en frío hasta el momento

de la siembra.

Las muestras se sembraron en un gel de poliacrilamida 7% con SDS que se

sometió a una electroforesis utilizando buffer de corrida pH 8,3 con un voltaje

constante de 100 volts.

Transferencia

El gel de poliacrilamida y una membrana de nitrocelulosa se equilibraron

durante 15 minutos en el buffer de transferencia. Luego se realizó la transferencia

de proteínas a la nitrocelulosa (Trans-blot, semi-dry transfer cell, Bio-Rad, USA)

durante 30 minutos a 15 volts.

Inmunoblat

La presencia de proteínas fosforiladas en residuos tirosina se determinó

por medio de un equipo comercial, ECL Western blotting detection (Amersham

Pharmacia Biotech, Inglaterra). Para esto se siguieron las recomendaciones del

equipo. Brevemente, se incubó la membrana con TBS-T con 1% de bloqueante

(albúmina) en agitación durante l hora a temperatura ambiente. Luego se

realizaron dos lavados consecutivos con TBS-T durante 3 min en agitación. La

membrana se incubó nuevamente durante l hora en agitación en TBS-T y
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albúmina 1% con el anticuerpo anti-fosfotirosinas (PY20, Amersham pharrnacia

biotech, Inglaterra) diluido 121000. Por ultimo se realizaron varios lavados

sucesivos con TBS-T (2 lavados de 2 min, uno de 15 min, 2 de 5 min).

Revelado

Se incubó la membrana con los reactivos del equipo durante l minuto.

Luego se quitó el exceso de reactivo y se expuso la membrana a diferentes

tiempos en una cámara luminométrica para ECL (ECL Mini-camera, Amersham

Pharrnacia Biotech, Inglaterra).

Actividad del receptor del TGFB

Se obtuvo el PRP a partir de sangre anticoagulada en ACD-C, como se

describió anteriormente. El PRP fue diluido en un volumen igual de PBS-BSA

O.S%-citrato 0.6% con la adición de inhibidores (teofilina 2 Mm e indometacina

lul/ml). Luego la muestra se lavó por centrifugación 2 veces en el mismo buffer y

se resuspendió. Las plaquetas fiJeron ajustadas a lxl 06 plaq/ul y se incubó durante

5 o 60 min. a 37°C en presencia o ausencia de TGFB (100 ng). Finalmente la

muestra fue lisada en bufi‘er de lisis, centrifiJgada a l4000g durante lO min. y

guardada a —20°Chasta su utilización. La concentración de proteínas por muestra

es de 4 ug/ul determinada por el método de Lowry. Para determinar la presencia

de proteínas fosforiladas en tirosina se siguió el mismo protocolo de western blot,

transferencia e inmunoblot utilizados para determinar la presencia de estas

proteínas en las palquetas lavadas por metrizamide.



Análisis estadístico

Los datos se presentan como mediana y rango. Para la comparación

realizada entre el grupo de pacientes y el control se utilizó el test de suma de

rangos de Mann-Withney Wilcoxon, mientras que para la comparación entre el

mismo grupo de pacientes, antes del tratamiento y durante la remisión

hematológica se utilizo el test suma de rangos para muestras apareadas. En el caso

del bFGF plasmático, donde algunos valores estuvieron por debajo del limite de

detección, los datos se categorizaron para su análisis; la primera categoría incluyo

los valores no detectables. Un valor de p<0.05 se consideró como

estadísticamente significativo.

Soluciones

Amicoagulame

ACD-C

citrato de Na 12.4mM

ácido cítrico 13 mM

glucosa l l mM

Lavado de plaquetas

Solución Hanks

KC! 2.7 mM

NaCl 137 mM
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N32C03 12 mM

NaPO4H2 0.36 mM

CaClz 2 mM

MgClz 1 mM

Glucosa 55 mM

pH 7.4

Buffer Fosfato

ClNa 0.145M

NaHzPOd-le 15.9mM

Nazl-IPO4 8.6mM

glucosa 11.1mM

Western bla! e Inmunoblol

Buffer Muestra

Tn's-HCL pH 6,8 62.5mM

Glicerol 2%

SDS 2%

B-mercaptoetanol 5%

Azul de bromofenol 0.05%

Buffer de corrida

Tris base 24.8mM

glicina 0. 19M

SDS 0. 1%

Buffer de transferencia (Towbin) pH 8,3
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Tris 25mM

Glicina l92mM

Etanol 20%

TBS-T

Tris pH 7,5 lOmM

ClNa 0. l M

Tween 20 0.1%

Electroforesispara geles de agarosa

TAE

Tris-acetato 0.04 M

EDTA 0.001 M

Actividad del receptor de ’I‘GFfl

Buffer de lisis

Tris 20 mM pH 7.5

NP40 1%

ClNa l37 mM

Glicerol 10%

FlNa 50 mM

ClMg 5 mM

EDTA l mM

VaNa l mM

PMSF l mM
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Aprotinina 2pg/ml

Leupeptina Zpg/ml

SDS 10%
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4.I Niveles del PDGF

Niveles Plasmálicos

Se estudió el nivel plasmático del PDGF en el plasma pobre en plaquetas

de 33 pacientes con trombocitemia esencial. Se encontró un aumento significativo

del nivel de esta citoquina con respecto al grupo control, 3702.5 (630-10310)

pg/ml (mediana y rango) y 2115 (614-5370) pg/ml, respectivamente p=0.00001.

Diez de los 33 pacientes tuvieron valores superiores al rango normal (Figura lA).

Dieciocho de estos pacientes fiJeron estudiados durante la remisión clínica y

hematológica por el tratamiento con anagrelide. En ellos el nivel de esta citoquina

alcanzó el rango normal (pacientes en tratamiento vs control, p=0.86). El valor

encontrado en este grupo de pacientes previamente al tratamiento fue de: 3228.5

(630-10310) pg/ml y en los pacientes durante el tratamiento: 1920 (674-6970)

pg/ml (Fig 1B) y ambos grupos difieren significativamente entre si, p=0.019 .
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Figura l : Niveles plasmáticos de PDGF en pacientes con trombocitemia esencial. A)
Grupo total de pacientes. B) Dieciocho pacientes sin tratamiento, en tratamiento y
controles normales. La mediana se representa por líneas horizontales. *, pacientes sin
tratamiento vs control, P=0.00001.

En el exámen de la biopsia medular, once de los pacientes presentaron

fibrosis reticulinica leve. Este grupo de pacientes difiere significativamente en sus

valores de PDGF plasmático con respecto al grupo de pacientes que no presenta

fibrosis medular. Los valores fueron: 4641 (1869-103100) pg/ml y 3439 (630­

8164) pg/ml respectivamente, p=0.04.

NivelesIntraplaquetaríos

En 26 pacientes se estudió el nivel intraplaquetario del PDGF. Los niveles

de esta citoquina en las plaquetas se encontraron disminuidos significativamente

con respecto al grupo control, 107 (2-374) ng/ml y 166 (70-303) ng/ml,
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respectivamente, p=0.0001. Nueve de los 26 pacientes estudiados tuvieron los

valores de la citoquina por debajo del rango normal (figura 2A). Catorce de estos

pacientes fueron estudiados durante la remisión hematológica de la enfermedad y

solo uno de ellos mostró valores inferiores al rango normal. Los valores

encontrados en ambos grupos de pacientes fueron: 107 (2-374) ng/ml previo al

tratamiento y 148 (21-338) ng/rnl durante el mismo. La diferencia entre ambos

grupos no fue significativa, p=0.38, tampoco se encontraron diferencias

significativas entre los pacientes en tratamiento y el grupo control (p=0.l9). Los

resultados se muestran en la figura ZB.

No se hallaron diferencias significativas en los valores intraplaquetarios de

la citoquina comparando los pacientes que tenían fibrosis reticulinica leve y los

que no la tenían.
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Figura 2 : Niveles intraplaquetarios de PDGF en pacientes con
trombocitemia esencial. A) Grupo total de pacientes. B) Se representan 14
pacientes sin tratamiento, en tratamiento y controles normales. La mediana
se representa por líneas horizontales. *, pacientes sin tratamiento vs control:
p=0.0001.

Las plaquetas en los pacientes con trombocitemia esencial liberarían parte

de la proteína al plasma por encontrarse en un estado preactivado debido al alto

número de ellas en sangre periférica (Cortelazzo, 1981; Gersuk, 1989). Si se

calcula la cantidad de proteína liberada por cada plaqueta relacionando el nivel

plasmático de la citoquina y el número de plaquetas en cada paciente y se

compara con el grupo control, se puede ver que la cantidad de proteína liberada

por plaqueta está significativamente disminuida en los pacientes sin tratamiento

(p=0.0008). Por lo tanto cada plaqueta en los pacientes con trombocitemia

esencial libera menos citoquina que las plaquetas en condiciones normales. Esta

liberación por plaqueta se normaliza en los pacientes tratados.
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Niveles de expresión

Para estudiar la posibilidad de una desregulación en la síntesis de esta

citoquina se evaluó el nivel del ARN mensajero en las plaquetas de los pacientes,

para poder estimar así indirectamente, el nivel de expresión que posee el

megacariocito (lugar donde se sintetiza la citoquina).

Por la técnica de RT-PCR semicuantitativa se midió el nivel del ARN

mensajero del PDGF en las plaquetas de 9 pacientes con trombocitemia esencial

antes y durante el tratamiento con anagrelide y un grupo similar de controles

normales. La figura 3 muestra un ejemplo de un paciente sin tratamiento, un

control normal y un paciente tratado.
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Figura 3: Amplificación del ARN mensajero del PDGF. Se realizó una íelectroforesis en gel de agarosa de una muestra de un paciente sin tratamiento
(calles 1-4), un control normal (calles 5-8) y un paciente tratado (calles 9-12). En
la calle 13 se observa el control negativo de amplificación de la PCR y en la calle
14 el marcador de pesos moleculares (marcador lOOpb). Las muestras fueron
amplificadas en diluciones seriadas. La banda superior corresponde a la
amplificación del control interno la enzima GAPDH (554 pb) y la inferior a la
amplificación del PDGF (336 pb).

El nivel del ARN mensajero del PDGF se calculó obteniendo la relación

entre la densidad de la banda de amplificación de este y la del control interno.

Observarnos que el ARN mensajero se encuentra disminuido en las plaquetas de

los pacientes sin tratamiento comparado con el grupo control, relación PDGF/

GAPDH: 0.28 (O.25-0.44) y 0.59 (035-215), respectivamente, p=0.013. Cuando

el recuento plaquetario se normaliza, el nivel del ARN permanece disminuido con

respecto al control (relación PDGF/ GAPDH: 0.37 (0.12-0.55), p=0.009, aunque

se puede ver que la mediana de este grupo se eleva levemente con respecto al

93



valor inicial. Los resultados se muestran en la figura 4, en la que se representa la

relación obtenida entre la densidad de la banda de amplificación del PDGF y la

del control (la GAPDH).
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Figura 4: Niveles intraplaquetarios de ARN mensajero de PDGF. Se
representan: pacientes sin tratamiento, tratados y controles normales. Los
valores representan la relación obtenida entre la densidad de la banda de
amplificación del ARN mensajero del PDGF y la del control interno. Las
barras horizontales representan las medianas de los grupos. *, p=0.013 y
**, p=0.009 comparados con el grupo control.

Si se considera que existe una relación directa entre el nivel del ARN

plaquetario y la cantidad de la proteína sintetizada en el megacariocito, se puede

suponer que la síntesis de la proteína se encuentra disminuida en estas células. Por

lo tanto, ésta sería una explicación posible para la disminución de la proteína

encontrada en las plaquetas.
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Como ya se mencionó, durante el tratamiento, el nivel del ARN mensajero

intraplaquetario tiende a normalizarse (figura 4), al igual que la proteina

intraplaquetaria, la plasmática y la liberación por plaqueta.

4.2 Niveles de TGFB,

Niveles Plasmáricos

Se estudió el nivel plasmático de TGFBl en 34 pacientes con

trombocitemia esencial. Los valores de esta citoquina se encontraron

significativamente elevados con respecto al grupo control, 1644 (852-2805) pg/ml

y 611 (107-1286) pg/ml, p<0.00001, respectivamente. Solo 7 de los 34 pacientes

tuvieron valores dentro del rango normal (figura 5A).

Dieciocho de estos pacientes fueron estudiados durante la remisión

hematológica por el tratamiento con anagrelide, los niveles de la citoquina no se

modificaron con la normalización del recuento plaquetarío. Los valores

encontrados en este grupo de pacientes previo al tratamiento fiaeron: 1392 (852­

1851) pg/ml y 1361 (618-2346) pg/ml durante el mismo. Por lo tanto, el nivel

plasmático de la citoquina se mantuvo elevado comparado con el grupo control,

p<0.00001 y no difiere significativamente de los pacientes sin tratamiento

(P=0.96) (figura 5B).
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No se encontró diferencia significativa en los niveles plasmáticos de TGFB

entre los pacientes que poseen o no fibrosis reticulinica leve, tanto en los

pacientes sin tratamiento como en los tratados.

TGFp(pg/ml)
TGFB(Pg/ml)

Figura 5 : Niveles plasmáticos de TGFB en pacientes con trombocitemia esencial. A)
Grupo total de pacientes. B) Dieciocho pacientes sin tratamiento, en tratamiento y
controles normales. La mediana se representa por líneas horizontales. *, pacientes vs
control p<0.00001 .

NivelesIntraplaquetaríos

Se estudiaron los niveles de TGFB intraplaquetarios en 28 pacientes con

trombocitemia esencial. Los valores de TGFBI encontrados fiieron: 171 (46-4225)

ng/ml que no difirieron significativamente del grupo control, 161 (80-377) ng/ml,

p=0.66 (figura 6A).
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Dieciseis pacientes fueron estudiados durante la remisión hematológica de

la enfermedad, con el recuento plaquetario normal. Los valores encontrados

fueron similares al grupo control; 233 (83-442) ng/ml y 180 (124-267) ng/ml en

pacientes sin tratamiento y tratados respectivamente, p=0.49 (pacientes tratados vs

control)(figura 6B).

IGF6618/10mamas)
IGFB(ng/109p1aqmtas)

Figura 6: Niveles intraplaquetarios de TGFB de pacientes con trombocitemia
esencial. A) Grupo total de pacientes. B) Pacientes sin tratamiento, en tratamiento y
controles normales. La mediana se representa por líneas horizontales.

Niveles de expresión

A pesar de que el TGFB se encontró normal en las plaquetas de los

pacientes con trombocitemia esencial está elevado en el plasma de estos pacientes,
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por lo tanto, su síntesis en los megacariocitos podría estar incrementada y por

liberación plaquetaria, ser detectado en forma normal dentro de las plaquetas. Por

esto se estudió el nivel del ARN mensajero de la citoquina en las plaquetas de los

pacientes asumiendo que reflejan el estado de síntesis del megacariocito.

El nivel del ARN mensajero para esta citoquina se estudió en 9 pacientes

con trombocitemia esencial sin tratamiento y durante el tratamiento con

anagrelide y en un grupo similar de controles normales por RT-PCR

semicuantitativa.

En la figura 7 se muestra un ejemplo representativo de la amplificación del

ARN mensajero para TGFB de un paciente sin tratamiento, un control y un

paciente tratado.
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Figura 7: Amplificación del ARN mensajero del TGFB. Se muestra el resultado de
la amplificación por PCR en un gel de agarosa de una muestra de un paciente sin
tratamiento (calles 1-4), un control normal (calles 5-8) y un paciente tratado
(calles 9-12). En la calle 13 se observa el marcador de pesos moleculares
(marcador 25 pb) y en la calle 14 el control negativo de amplificación de la PCR.
Las muestras fueron amplificadas en diluciones seriadas. La banda superior
corresponde a la amplificación del TGFB (233 pb) y la inferior a la amplificación
del control interno la Bzmicroglubulina (120 pb).

El nivel del ARN mensajero de TGFB se calculó obteniendo la relación

entre la densidad de la banda de amplificación de éste y la del control interno. Se

encontró un aumento del ARN mensajero del TGFB en los pacientes sin

tratamiento. La relación TGFB/ Bzmicroglobulina obtenida en el grupo de

pacientes fue: 0.74 (O.62-1.31) y 0.37 (0.29-O.67) en el grupo control, p= 0.009.

Durante la normalización del recuento plaquetario por el tratamiento con

anagrelide, el nivel del ARN mensajero disminuye y no se diferencia

significativamente del grupo control. La relación TGFB/ BZ microglobulina
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obtenida fue: 0.61 (0.30-1.64), p=0.097, si bien se observa que la mediana del

grupo permanece levemente elevada con respecto a éste.

Los resultados se muestran en la figura 8. Se representa la relación

obtenida entre la densidad de la banda de amplificación del ARNm del TGFB y

del mensajero control (B; microglubulina).
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Figura 8: Niveles de ARN mensajero intraplaquetario de TGFB en pacientes
con trombocitemia esencial. Se representan: pacientes sin tratamiento, en
tratamiento y controles normales. Los valores representan la relación
obtenida entre la densidad de la banda de amplificación del ARN mensajero
del TGFB y la del control interno. La línea horizontal representa la mediana
de la muestra. *, pacientes sin tratamiento vs control: p<0.009.

El aumento del ARN mensajero para la citoquina en los pacientes sugeriría

un aumento de la síntesis de la proteína en el megacariocito y se esperaría que se
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encuentre por lo tanto, un aumento de la misma en las plaquetas (si bien no se

puede descartar la existencia de una desregulación a nivel de la síntesis). La

diferencia entre el nivel del ARN mensajero aumentado y la proteína

intraplaquetaria normal podria explicarse si parte de la proteína es liberada por las

plaquetas. Sin embargo, dado que el valor de la citoquina en el plasma no se

corrige cuando se normaliza el número de plaquetas, su contribución al

incremento plasmático observado en los pacientes no parece ser significativo. Por

lo tanto, debe haber otra fuente celular que sintetice esta proteína en forma

incrementada.

Detección intracelular de TGFB,en linfocitosy megacariocitos:

Como se mencionó anteriormente, las plaquetas no parecen ser la causa

principal del incremento del TGFB plasmático en los pacientes con trombocitemia

esencial, ya que el nivel plasmático de la citoquina continúa aumentado en los

pacientes con recuento plaquetario normalizado por el tratamiento con anagrelide.

Por lo tanto, se quiso determinar cual sería una posible fuente celular causante de

este incremento.

Para esto, se estudió por inmunofluorescencia, la presencia de la citoquina

en linfocitos T y en megacariocitos de sangre periférica en un grupo de ocho

pacientes en tratamiento y en un grupo similar de controles normales, utilizando
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una marcación simultanea para identificar el tipo celular al mismo tiempo que el

TGFB.

Los resultados mostraron que el TGFB se expresa tanto en linfocitos como

en megacariocitos, con un patrón de intensidad de fluorescencia similar en los

pacientes y en los controles. La figura 9 muestra la marcación del TGFB en ambos

tipos celulares en un paciente con trombocitemia esencial.

Figura 9: Inmunofluorescencia de células mononucleares de sangre
periférica. Marcación conjunta de A) megacariocitos marcados con CD61
conjugado a FITC, anticuerpo que reconoce la glicoproteína IIIa (verde)
(panel superior) y el anticuerpo anti TGFB (rojo) (panel inferior); B)
linfocitos marcados con CD3 conjugado a FITC (verde) (panel superior) y
el anticuerpo anti-TGFB (rojo) (panel inferior). Magnificación original:
400x. Los controles negativos se realizaron reemplazando los anticuerpos
por inmunoglobulinas no inmunes y no se observó marcación positiva.
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Dado que la intensidad de inmunofluorescencia observada file similar

tanto en los pacientes como en los controles, podemos pensar que los linfocitos no

estarian contribuyendo en el incremento observado del nivel de esta citoquina en

el plasma. Los megacariocitos, por otro lado, podrian ser una fuente causante de

este incremento; si bien no producirían la citoquina en forma incrementada, el

número de estas células en los pacientes con trombocitemia esencial se encuentra

aumentado y esto podría generar una mayor liberación de la citoquina.

4.3 Nivelesde bFGF

Niveles Plasmáticos

El nivel plasmático de bFGF se midió en 33 pacientes con trombocitemia

esencial.

Los valores en el grupo control se encontraron por debajo del límite de

detección del ELISA (< lpg/ml), sólo cuatro de los 29 normales estudiados

tuvieron valores dosables, por lo que los datos fueron categorizados para la

realización del análisis estadístico.

Se encontró un aumento significativo del nivel de esta citoquina en los

pacientes sin tratamiento con respecto al grupo control, 4.4 (<l—16) pg/ml,

p<0.00001 (figura 10A). El valor de bFGF fue dosable en 26 de los 33 pacientes

estudiados. Dieciocho de estos pacientes fiJeron estudiados nuevamente cuando

tenían recuentos de plaquetas normales, durante la remisión hematológica por el
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tratamiento con anagrelide. Los niveles del bFGF disminuyeron con respecto a los

pacientes sin tratamiento (p<0.0016). En los dieciocho pacientes sin tratamiento

los valores fueron: 3.75 (<1-15.94) pg/ml, 17 de ellos tuvieron valores dosables.

En los pacientes tratados los valores fueron: 0.91 (<1-4.4) pg/ml y 7 de los 18

pacientes estudiados tuvieron valores dosables. Sin embargo estos valores se

encuentran aún elevados con respecto al grupo control, p<0.025 (figura lOB).

No se encontraron diferencias significativas en los niveles plasmáticos de

esta citoquina entre los pacientes que poseen o no fibrosis reticulínica leve.

bFGF(pg/ml)

bFGF(pg/ml)

Figura 10: Niveles plasmáticos de bFGF en pacientes con trombocitemia esencial A)
Grupo total de pacientes no tratados B) Dieciocho pacientes sin tratamiento, en
tratamiento y controles normales. La mediana se representa por lineas horizontales. *,
pacientes sin tratamiento vs control, p<0.00001; ** pacientes en tratamiento vs
control, p<0.025; #, pacientes sin tratamiento vs pacientes tratados, p<0.0016 .
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NivelesIntraplaquetarios

Se estudiaron los niveles del bFGF en las plaquetas de 28 pacientes con

trombociternia esencial. Los valores de la citoquina se encontraron

significativamente elevados con respecto al grupo control, 1037.7 (69.5-2424)

pg/ml y 211.6 (56-926) pg/ml, respectivamante, p<0.00001 (figura llA). Quince

de los 28 pacientes estudiados tuvieron valores mayores al rango de los controles

normales. Dieciseis de los 28 pacientes sin tratamiento fiieron estudiados durante

la remisión hematológica de la enfermedad. El nivel intraplaquetario en estos

pacientes disminuyó con respecto a los pacientes sin tratamiento, P=0.0059. Los

valores encontrados en estos grupos fueron: 1130 (502-2424) pg/ml en los

pacientes sin tratamiento y 844 (372-1645) pg/ml en los tratados. A pesar que el

nivel intraplaquetario disminuye en los pacientes tratados se mantiene

significativamente elevado con respecto al control, p<0.00001. Ocho de los 16

pacientes permanecen con valores superiores al rango normal (figura l lB).
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Figura 11: Niveles intraplaquetarios de bFGF en pacientes con trombocitemia
esencial. A) Grupo total de pacientes no tratados. B) Díeciseís pacientes sin
tratamiento, en tratamiento y controles normales. La mediana se representa por líneas
horizontales. *, pacientes sin tratamiento vs control p<0.00001; ** pacientes en
tratamiento vs control p<0.00001; # pacientes sin tratamiento vs tratados, P=0.0059.

Niveles de expresión

Para evaluar si existe una desregulación de la sintesis de la citoquina en el

megacariocito, se estudió el nivel del ARN mensajero del bFGF en 9 pacientes

con trombocitemia esencial antes del tratamiento con anagrelide y durante la

remisión hematológica por RT-PCR semicuantitativa.

En la figura 12 se muestra un ejemplo representativo de la amplificación

del ARN mensajero para bFGF de un paciente sin tratamiento, un control y un

paciente tratado.
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Figura 12: Amplificación del ARN mensajero del bFGF. Se muestra un
ejemplo de una muestra de un paciente sin tratamiento (calles 1-4), un control
normal (calles 5-8) y un paciente tratado (calles 9-12). En la calle 13 se
observa el marcador de pesos moleculares (lOOpb). Las muestras fueron
amplificadas en diluciones seriadas. La banda superior corresponde a la
amplificación del control interno, GAPDH (554 pb) y la inferior a la
amplificación de] bFGF (216 pb).

El nivel del ARN mensajero de bFGF se calculó obteniendo la relación

entre la densidad de la banda de amplificación del mismo y la del control interno.

El nivel de ARN mensajero de esta citoquina se encontró normal tanto en los

pacientes sin tratamiento como en los tratados. La relación bFGF/GAPDH

obtenida fue: 0.81 (O.50-l.78) en los pacientes sin tratamiento, 1.43 (0.60-2.53) en

los tratados y 0.75 (0.36-2.10) en el grupo control. Los valores no difirieron
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significativamente del grupo control, p=0.81 y p=0.15, respectivamente (pacientes

sin tratamiento y tratados con respecto al grupo control).

Los resultados se muestran en la figura 13, donde se representa la relación

entre la densidad de la banda de amplificación del bFGF y de la GAPDH.
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Figura 13: Niveles de ARN mensajero de bFGF íntraplaquetario en
pacientes con trombocítemia esencial. Se representan: pacientes sin
tratamiento, en tratamiento y controles normales. Los valores representan la
relación entre la densidad de la banda de amplificación del ARN mensajero
del bFGF y la del control interno. La línea horizontal representa la mediana
de la muestra.

Dado que la proteína se encontró aumentada en las plaquetas y su ARN

mensajero normal, podemos pensar en la existencia de una desregulación en la

síntesis de esta proteína en el megacariocito.
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Detecciónintracelular de bFGF en linfocitosy megacariocitos:

La liberación del bFGF por las plaquetas explicaría una parte del

incremento de esta citoquina observado en el plasma de los pacientes con

trombocitemia esencial, ya que al disminuir el recuento plaquetario se observó

una reducción parcial del nivel plasmático de la misma. Sin embargo, debe haber

otra fuente celular que contribuya con el aumento de esta citoquina en el plasma y

justifique la persistencia del incremento en los pacientes con recuento plaquetario

normal.

Para determinar cual sería una posible fuente celular causante de este

incremento, se estudió por inmunofluorescencia, la presencia de la citoquina en

los linfocitos T y megacariocitos de sangre periférica en un grupo de 8 pacientes

con trombocitemia esencial y un número similar de controles normales, utilizando

una marcación simultanea para la identificación del tipo celular y la citoquina.

Los resultados mostraron que el bFGF se expresa tanto en linfocitos como

en megacariocitos y el patrón de intensidad de fluorescencia fire similar en los

pacientes y en los controles normales.

La figura 14 muestra la marcación del bFGF en ambos tipos celulares en

un paciente con trombocitemia esencial.
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Figura 14: Inmunofluorescencia de células mononucleares de sangre
periférica. Marcación conjunta de A) megacariocitos marcados con CD61
conjugado a FITC, anticuerpo que reconoce la glicoproteina Illa (verde)
(panel superior) y el anticuerpo anti-bFGF (rojo) (panel inferior); B)
linfocitos marcados con CD3 conjugado a FITC (verde) (panel superior) y
un anticuerpo anti-bFGF (rojo) (panel inferior). Magnificación original:
400x. Los controles negativos se realizaron reemplazando los anticuerpos
por inmunoglobulinas no inmunes y no se observó marcación positiva.

A.“..‘.

Dado que la intensidad de fluorescencia observada fue similar en los

. pacientes y en los controles, los linfocitos no estarían causando el incremento de
l

j bFGF observado en los pacientes con trombocitemia esencial. En cambio, los

A megacariocitos sí podrían ser una filente responsable de la presencia del

‘ incremento de la citoquina en el plasma ya que como mencionamos

. anteriormente, el número de estas células se encuentra aumentado en los pacientes

con TE.
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TGFB y plaquetas normales

Dado que el TGFB se encontró aumentado en los pacientes con

trombocitemia esencial, que este incremento persiste durante la remisión

hematológica de la enfermedad y que estos pacientes presentan anomalías en el

funcionamiento plaquetario (como fue descrito en la introducción) se estudió el

efecto que esta citoquina ejerce in vitro sobre las plaquetas y el posible

mecanismo de esta acción.

Presencia del receptor en la membranaplaquaaria

Por citometn’a de flujo se determinó la presencia del receptor para TGFB

en la membrana plaquetaria utilizando como ligando del receptor, la citoquina

marcada Se evaluó la intensidad de fluorescencia media (Gmean). Los resultados

se expresan como la relación entre la Gmean obtenida con TGFB y la obtenida

con la proteína inespecífica (STl).

En la figura 15 se muestra un ejemplo de la marcación de la citoquina con

respecto a la proteína inespecíñca en una muestra de plaquetas.
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Figura 15: citometría de flujo. Las plaquetas fueron incubadas en presencia
de una proteína incspecífica control o de TGFB biotinilado y luego un
conjugado avidina-FITC. En rojo se muestra la intensidad de fluorescencia
obtenida con la proteína inespecífica y en la línea sin color, la intensidad de
fluorescencia producida por el TGFB.

Se observó una marcación con TGFB que difiere significativamente de la

marcación obtenida con la proteína inespecífica (p=0.0005), la relación entre la

Gmean del TGFB y la Gmean de la proteína inespecífica file: 1.2 (l.12-1.7)

(mediana y rango). Los resultados se muestran en la figura 16.
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Figura 16: Citometría de flujo. Se representa la relación entre la Gmean
del TGFB y la de la proteína inespecífica control (STI) en 21 controles
normales.

La intensidad de fluorescencia refleja el número de sitios por plaqueta, por

lo tanto esta relación implica la presencia de un bajo número de receptores por

plaqueta. Como se observa en la figura 16, la relación de intensidad de

fluorescencia entre la citoquina y la proteína inespecífica control fire de l en 3 de

las 21 muestras estudiadas, lo que indicaría que algunas muestras tienen presencia

del receptor en un nivel por debajo de la sensibilidad de la técnica o ausencia de

este.

AgregaciónPlaquetaria
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Dado que se encontró aumentada la concentración plasmática del TGFB en

los pacientes con trombocitemia esencial se estudió si esta citoquina tenía algún

efecto sobre la función plaquetaria. Esto se evaluó por estudios de agregación en

controles normales.

Como se mencionó en la introducción, para evaluar la función plaquetaria

se utilizan diferentes agonistas, entre ellos el ADP. En los estudios de agregación

realizados normalmente el ADP se utiliza en una concentración 2uM. Esta

concentración produce una agregación primaria y secundaria (agregación total)

(figura 17). Con concentraciones de ADP entre 0.8 y 1.6 uM se obtiene solamente

agregación primaria (figura 17). La concentración necesaria para obtener esta

respuesta varía con cada control normal y por lo tanto debe ser ajustada en cada

experimento.
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Figura 17: registro de una agregación. La linea registrada representa el
aumento del paso de la luz como consecuencia de la agregación
plaquetaria.

TGF[3como inductor de la agregación

El TGFB se utilizó como agonista de la activación plaquetaria. Para esto se

lo incubó con la muestra de plaquetas durante 1 o 60 minutos con 10 o 100 ng/ml

de TGFB a 37° C y luego se colocó la muestra en agitación en el agregómetro, sin

la adición de ningún agonista. Los resultados mostraron que el TGFB por sí

mismo no es capaz de inducir la agregación plaquetaria (figura 18).
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Figura 18: Agregación de plaquetas incubadas durante 60 minutos
con TGFB (100ng/ml). En estas condiciones no se observó
agregación plaquetaria.

Efecto del TGF[3sobre la agregación plaquetaria inducidapor ADP

Dado que el TGFB no induce agregación plaquetaria por si mismo, se

utilizó el ADP como inductor de la respuesta. De forma similar a la anterior se

incubó la muestra de plaquetas con TGFB (lOOng/ml) a 37°C, pero ahora la

agregación se indujo con diferentes concentraciones de ADP.

Los resultados obtenidos fueron variables.

o Concentraciones bajas de ADP:
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Al incubar durante 5 minutos con 100 ng/ml de TGFB, se observó una

potenciación de la agregación: en las concentraciones en que el ADP produce

solamente agregación primaria se vio una agregación total o un incremento de

entre 12 y 20 %. Los resultados se muestran en la figura 19A.

Al incubar durante 60 minutos a 37°C con las misma concentración de

TGFB también se observó un incremento de la agregación secundaria. Cabe

destacar que las plaquetas al ser incubadas a 37°C durante períodos prolongados

disminuyen su fimcionalidad, el porcentaje basal de agregación total observado es

menor con respecto a la misma muestra sin incubación. El aumento de la

agregación obtenido en presencia de TGFB fue de 30 a 50% (figura 19B).

Figura 19: Agregación plaquetaria con concentraciones bajas de ADP. A)
Muestra incubada con TGFB durante 5 minutos. B) Muestra incubada con
TGFB durante 60 minutos. La línea negra representa el registro de la
agregación basal y la línea roja el registro de la agregación producida por la
incubación de la muestra con TGFB.
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o Concentraciones altas de ADP:

Al incubar durante 5 minutos en presencia de TGFB (100 ng/ml) se

observó una disminución del 10 al 20% de la agregación (figura 20A).

En cambio, al incubar la muestra durante 60 minutos a 37°C con las

mismas concentraciones de TGFB se observó un incremento del 10 al 12% de la

agregación secundaria (figura 20B).

Figura 20: Agregación plaquetaria con concentraciones altas de ADP. A) Muestra
incubada con TGFB durante 5 minutos. B) Muestra incubada con TGFB durante 60
minutos. La linea negra representa el registro de la agregación basal y la linea roja el
registro de la agregación producida por la incubación de la muestra con TGF B.
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Fosforflación de Proteínas

Como se mencionó en la introducción, la inducción de una respuesta

celular a través de] TGFB está mediada por los receptores específicos de tipo I y el

de tipo II (53 y 73-95 kd, respectivamente). El receptor de tipo II se encuentra

fosforilado, se autofosforila por la unión del ligando y fosforila al receptor de tipo

I en residuos serina y/o treonina y ambos poseen actividad de serina/treonina

quinasas (Wrana, 1992, 1994; Luo, 1997). Estos receptores pueden activar las vías

de las MAPK y/o la de las proteínas Smad, y no se conoce a través de que

proteínas participan en el proceso de agregación plaquetaria.

Para determinar si el receptor transduce una señal específica en la plaqueta

se incubaron las plaquetas en presencia de inhibidores como teofilina (inhibidor

de la fosfodiesterasa cíclica) e indometacina (inhibidor de la ciclooxigenasa) que

bloquean las vías de activación plaquetaria. En estas condiciones se incubó la

muestra en presencia o ausencia de TGFB. No se observó por western blot la

aparición de proteinas fosforiladas en residuos de tirosina en presencia de la

citoquina (figura 21). En la figura se observa la proteína de 60 kd, identificada

como Src, que se encuentra fosforilada en la plaqueta en reposo.
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Figura 21: Fosforilación de proteínas en residuos de tirosina

inducida por el TGFB. Las plaquetas inhibidas en su

capacidad de agregar fueron incubadas durante 60 min a 37°C

en presencia o ausencia de la citoquina, lisadas, sembradas en

un gel 7%, tranferidas y reveladas por un anticuerpo dirigido

contra proteínas fosforiladas en tirosina. Calle 1, muestra

incubada con buffer de incubación; calle 2, muestra incubada

con TGFB.

Los resultados concuerdan con el hecho de que el TGFB por si mismo no

es capaz de inducir la agregación plaquetaria, por lo tanto no iniciaría la cascada

de fosforilación de proteínas en residuos de tirosina.

Por otra parte, se quiso determinar si el efecto observado en la agregación

se ve reflejado en la vía de transducción de señales que se genera ante la

activación plaquetaria inducida por ADP. Para esto se evaluó nuevamente la

presencia de proteínas fosforiladas en residuos de tirosina.

Para estudiar el mecanismo de transducción de señales es necesario

separar las plaquetas del plasma para evitar la presencia de proteínas

contaminantes, por lo tanto se utilizan plaquetas filtradas por gradiente de



metrizamide. Esta técnica se emplea además, para evitar la activación plaquetaria

durante el proceso.

Como se mencionó en la introducción, en el estudio de las proteínas

fosforiladas en tirosina en plaquetas se ve un patrón característico para el agonista

que depende de su potencia (Bachelot 1992) y de la via de transducción de señales

que este utilice para la activación plaquetaria. No todas las proteínas activadas

observadas en este patrón se encuentran caracterizadas. En las plaquetas en

reposo, se observan algunas proteínas fosforiladas de las siguientes masas

moleculares: 130, 80 (identificada como cortactina; Rosa, 1997), 64, 60

(identificada como proteína quinasa Src; Golden 1986) y 36 kd. Después de la

estimulación por diferentes agonistas, algunas proteínas se fosforilan más

intensamente y se fosforilan proteínas nuevas (Bachelot 1992).

Utilizando el ADP como agonista (agonista débil) se observó la

fosforilación de las siguientes proteínas: 130-125, 105-100, 80, 64 y 60 kd. La

intensidad de las bandas varía según el tiempo de agregación.
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Figura 22: Patrón de las proteínas fosforiladas obtenido por
la inducción de la agregación plaquetaria por ADP (Lévy­

Toledano, 1998)

Las plaquetas fileron incubadas a 37 °C en presencia o ausencia de la

citoquina, para ver si sin inhibir la capacidad de activación plaquetaria el receptor

fosforila en forma directa proteínas en residuos de tirosina. No se observaron

diferencias con respecto a la muestra incubada con buffer. Las proteínas

fosforiladas son producto de la activación plaquetaria basal (figura 23)
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Figura 23: Fosforilación de proteinas en
130/125 residuos de tirosina. Las plaquetas lavadas por
105/100 gradiente de metrizamide fueron incubadas

durante 60 minutos en ausencia (calle 1) o

80 presencia (calle 2) de TGFB.
64

60

Cuando se incubaron las plaquetas durante 5 minutos en presencia de

TGFB y se estimularon luego con ADP se observó una modificación en el patrón

de proteínas fosforiladas comparando con el que se obtiene utilizando solo ADP

como agonista. Se observó una disminución en la intensidad de la fosforilación de

dos bandas, una de 100 kd y otra de 105 kd (figura 24). Esto no se observó cuando

se incubaron las plaquetas durante 60 minutos en presencia de la citoquina.
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Figura 24: Fosforilaeión de proteínas en residuos de tirosina.
Las plaquetas lavadas por gradiente de metrizamide fueron
incubadas en ausencia o presencia de TGFB. Calle 1, control;
calles 2 y 3, plaquetas incubadas con buffer 0 TGFB durante
5 min a 37°C; calles 4 y 5, plaquetas incubadas con buffer 0
TGFB durante 60 min a 37°C.
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DISCUSIÓN
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5.I Factores (lecrecimiento en enfermedades mieloproliferativas

Uno de los criterios de inclusión para el diagnóstico de la trombocitemia

esencial (TE) es la ausencia de fibrosis colágena en la biopsia de la médula ósea o

que ésta este limitada a 1/3 del área de estudio. La presencia de fibrosis

reticulínica leve no es excluyente del diagnóstico. La diferenciación entre la etapa

celular de la rnielofibrosis y la trombocitemia esencial por histología no resulta

sencilla. Los pacientes con trombocitemia esencial pueden evolucionar a

rnielofibrosis en un 4-15 % según los diversos estudios. Uno de los objetivos de

éste estudio fue medir los niveles de factores de crecimiento involucrados en el

desarrollo de la mielofibrosis, como el PDGF, el TGFB y el bFGF en pacientes

con TE para conocer el rol que desempeñan estas citoquinas en esta enfermedad.

Ninguno de los pacientes estudiados presentó fibrosis colágena medular y once

de ellos tienen fibrosis reticulínica leve en la médula ósea.

El incremento plasmático observado en el nivel proteico del PDGF-AB en

los pacientes con trombocitemia esencial se normaliza con la reducción del

recuento plaquetario, por lo tanto, se puede inferir que este incremento es

producido por liberación plaquetaria. Esto es apoyado por la descripción realizada

previamente por otros autores de que las plaquetas en los pacientes con

trombocitemia esencial se encuentran en un “estado preactivado” (Cortelazzo,

1981; Gersuk, 1989). Cuando se evaluó, en el grupo de pacientes estudiados, la

cantidad de proteína liberada por cada plaqueta relacionándola con el nivel



plasmático de la citoquina y el número de plaquetas en cada paciente se vió que la

cantidad de proteína liberada por plaqueta está disminuida en los pacientes sin

tratamiento con respecto al grupo control. Por lo tanto cada plaqueta en los

pacientes con trombocitemia esencial libera menos citoquina que las plaquetas en

condiciones normales. Esto concuerda con el nivel intraplaquetario disminuido de

la citoquina que se observó en las plaquetas de estos pacientes. Sin embargo, el

aumento del número de plaquetas en los pacientes produciría el incremento

plasmático de la citoquina

El hallazgo de niveles de PDGF más elevados en los pacientes que poseen

fibrosis reticulinica leve en el estudio de la médula ósea, avala el importante rol

que se le adjudica a esta citoquina en el proceso de desarrollo de la fibrosis

medular en la mielofibrosis con metaplasia mieloide. Castro-Malaspina y col

demostraron la existencia de una relación entre el aumento de megacariocitos y la

mielofibrosis y postularon que la liberación de citoquinas en el espacio

intramedular como consecuencia de la megacariopoyesis inefectiva produciría

aumento de la proliferación de fibroblastos y de la síntesis de fibras de colágeno

(Castro-MalaSpina 1981; l984b).

Por otro lado, en este estudio se encontró una disminución del nivel

intraplaquetario del PDGF que se corrige con la normalización del número de

plaquetas por el tratamiento de los pacientes con anagrelide. Estos datos difieren

de los reportados en la bibliografia para la MMM, donde el nivel de PDGF

intraplaquetario se encontró aumentado (Martyré, 1990) y se postula que esta
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citoquina se libera del megacariocito al rnicroambiente medular participando asi,

en el desarrollo de la fibrosis (Castro-Malaspina, l981; 1984). Por lo tanto, la

diferencia encontrada entre los pacientes con estas enfermedades podría ser una de

las posibles explicaciones para la ausencia de fibrosis colágena en los pacientes

con trombocitemia esencial.

Para determinar si la disminución del nivel de la citoquina intraplaquetaria

se debe a una disminución en su síntesis además de la causada por liberación, se

estudió el nivel del ARN mensajero del la cadena A del PDGF. Los resultados

mostraron una disminución del ARN mensajero de esta citoquina en las plaquetas

de los pacientes sin tratamiento. Por lo tanto, la disminución del contenido

intraplaquetario del PDGF podría atribuirse a una disminución de su síntesis en el

megacariocito sumado a un aumento de la liberación de la proteína al plasma

causado por un “estado preactivado” de las plaquetas en los pacientes con esta

enfermedad (Cortelazzo, 1981; Gersuk, 1989). Por el contrario, el grupo de Katoh

(1990) por la técnica de hibridización in situ, encontró aumentada la expresión de

las dos cadenas del PDGF (A y B) en megacariocitos de pacientes con desórdenes

mieloproliferativos. La diferencia con respecto a este grupo podn'a deberse al

empleo de técnicas que poseen diferente sensibilidad.

El nivel plasmático del TGFB en los pacientes con trombocitemia esencial

se encontró aumentado y el intraplaquetario normal. Los valores intraplaquetarios

coinciden con los datos publicados previamente en la bibliografia (Zalui, 1993).

El nivel del ARN mensajero para el TGFB se encontró aumentado en las plaquetas
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si la relación entre el ARN y la proteína sintetizada fuera lineal, se esperaría

que la proteína estuviese también aumentada en las plaquetas. Sin embargo, la

citoquina se encontró normal lo cual podría sugerir que el TGFB se está liberando

de las plaquetas al plasma, pero cuando se disminuye el recuento plaquetan'o por

el tratamiento con anagrelide el nivel plasmático de la citoquina no se modifica.

Por lo tanto, si bien no se descarta la liberación plaquetaria, ésta no sería la

principal causa de su incremento en el plasma y sugiere la participación de otra

fuente celular. Si bien los megacariocitos podrían ser las células responsables de

este incremento, no se puede descartar la panicipación de células de otra estirpe.

Esta citoquina también fue estudiada en los pacientes con mielofibrosis con

metaplasia mieloide, como una proteína de imponante participación en el

desarrollo de la fibrosis medular, dado los numerosos efectos que posee sobre la

síntesis de matriz extracelular y en la quimiotaxis y proliferación de fibroblastos

(Jackson, 1973; Roberts, 1986; lgnotz, 1986; Pearson, 1988; Overal, 1989). El

TGFB se encontró aumentado en las plaquetas de pacientes con MMM (Manwe,

1991) y también se demostró un aumento del ARN mensajero del TGFB en

células mononucleares de sangre periférica. La diferencia entre los niveles

proteicos intraplaquetarios de la citoquina en estas dos enfermedades (TE y

MMM) podría ser otra de las razones por la cual no se encuentra fibrosis colágena

en la médula de los pacientes con TE.

El incremento plasmático de bFGF hallado en este estudio en los

pacientes con TE sin tratamiento concuerda con lo publicado previamente en la
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bibliografia (Wehmeier, l997b). Este incremento puede explicarse en parte por

liberación plaquetan'a, dado que al disminuir el recuento plaquetario, el nivel

plasmático de la citoquina también disminuye. Sin embargo, en base a que estos

valores permanecen significativamente aumentados con respecto al grupo control

luego de nonnalizarse el recuento plaquetario, se puede suponer que habría otras

fuentes celulares participando en su producción. Por inmunofluorescencia se

observó que los linfocitos no estarían involucrados, dado que expresan la

citoquina con una intensidad similar a la normal y su número no esta afectado en

los pacientes con trombocitemia esencial. Los megacariocitos, en cambio,

podrían ser responsables de parte del incremento plasmático ya que si bien

expresan la citoquina con igual intensidad que los controles, su número se

encuentra aumentado en los pacientes. Por lo tanto, en este caso la causa del

incremento plasmático puede adjudicarse a por lo menos dos fuentes: las

plaquetas y los megacariocitos. No se puede descartar la participación de otra

linea celular en la liberación de la citoquina en el plasma El incremento de la

citoquina intraplaquetaria podría explicarse por una desregulación de la síntesis

en el megacariocito, dado que el ARN mensajero se encontró normal y la proteína

aumentada. El bFGF también fue estudiado en la MMM por el grupo de Martyré

como otra citoquina de importante participación en el desarrollo de la fibrosis

medular debido a que posee propiedades angiogénicas, esta involucrada en la

proliferación de fibroblastos, reparación de heridas, modulación de células del

estroma y megacariocitopoyesis (Folkman, 1987; Gospodarowicz, 1987;
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Davidson, 1991; Oliver, 1990; Bruno, 1993). En los pacientes con esta

enfermedad se determinó que los megacariocitos son la fuente principal de

producción de este factor y se lo encontró aumentado tanto en plaquetas como en

megacariocitos (Martyré, 1997). En células CD34+ también se observó un

aumento del ARN mensajero del bFGF (Le Bousse-Kerdiles, 1996). Dado que los

resultados en pacientes con TE muestran un aumento en la concentración

intraplaquetaria de la citoquina, y esto concuerda con los resultados publicados en

la MMM, los datos no permiten explicar las diferencias en la fibrosis medular

observada entre ambas enfermedades. Esto también está apoyado por el hecho de

que los pacientes con TE que tienen fibrosis reticulínica leve no poseen valores

mas elevados de la citoquina que los que no tienen fibrosis.

Las variaciones en los niveles del ARN mensajero entre las tres

citoquinas estudiadas y de la síntesis proteica de ellas sugiere la existencia de una

desregulación en diferentes niveles.

5.2 El efecto del TGFBsobre la agregación plaquetaría

El TGFB tiene un importante rol en la reparación de lesiones tisulares

(Roberts, 1996; O‘Kane, 1997). La reparación de heridas es un proceso regulado

que involucra inflamación, proliferación y migración celular, angiogenesis y

producción de matriz extracelular (Clark, 1996). El TGFB regula la mayoría de

estos eventos, incluyendo la quimiotaxis de células inflamatorias (Wahl, 1987),
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angiogénesis (Roberts, 1986), depósito de matriz extracelular y formación de

tejido de granulación (Roberts, 1986; Clark, 1997) promoviendo así la reparación

de la lesión. Las plaquetas también desempeñan una función importante en la

reparación de heridas mediante su activación y liberación del contenido de sus

gránulos al medio.

Dado que los pacientes con trombocitemia esencial tienen aumento del

TGFB plasmático y disfunciones plaquetarias resultó de interés estudiar si esta

citoquina ejerce algún efecto sobre la función plaquetaria En primer lugar se

observó por citometn’a de flujo que las plaquetas poseen receptor para la

citoquina y que la función plaquetan'a está afectada por la presencia del TGFB en

el medio de incubación. Si bien el TGFB no es capaz de causar agregación

plaquetaria por sí mismo, se vió que puede modular la agregación cuando se

utilin el ADP como agonista. El efecto de la citoquina sobre la agregación

plaquetaria fue variable, dependiente del tiempo de incubación y de la

concentración del agonista utilizado para inducir la agregación. El TGFB potencia

la agregación plaquetaria cuando se utilizan plaquetas incubadas con la citoquina

durante periodos largos (60 minutos) o durante períodos cortos (5 minutos) si se

induce la agregación con concentraciones bajas de ADP. El mismo resultado se

observa incubando la muestra con la citoquina por periodos largos, utilizando

concentraciones altas de ADP para la agregación. En cambio, produce un efecto

inhibitorio cuando se incuban las plaquetas con la citoquina por pen’odos cortos y

se estimulan con concentraciones de ADP altas. Se puede hipotetizar que las
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incubaciones a tiempos largos podrían equipararse a patologías donde las

plaquetas se encuentran expuestas en forma continua a altos niveles de TGFB

(como la trombocitemia esencial) y ante una activación plaquetaria causada por

ejemplo, por un daño tisular, las plaquetas responder-¡an en forma incrementada.

La respuesta observada cuando las plaquetas son incubadas por pen’odos cortos

en presencia de la citoquina y estimuladas luego con altas concentraciones de

ADP, podría asimilarse a una respuesta hemostática fisiológica en la cual se

generan altas concentraciones locales de ADP como concecuencia de la

liberación de los gránulos plaquetarios. En este caso la presencia de la citoquina

liberada localmente por las plaquetas podría generar una disminución de la

respuesta plaquetaria, lo cual podn’a indicar un posible mecanismo de regulación

negativa de la activación. Los pacientes con trombocitemia esencial se

caracter-iran por presentar anormalidades en la función plaquetaria, en ellos la

agregación puede estar alterada, pueden responder en forma disminuida a los

agonistas comunmente utilizados en estudios de agregación plaquetaria y pueden

presentar agregación espontánea (Leoncini, 1990). El efecto del TGFB sobre las

plaquetas podría ser uno de los mecanismos relacionado con las anormalidades en

la función de las mismas.

El efecto causado por la citoquina sobre la agregación sería mediado por

su receptor, presente en la superficie plaquetaria. Los principales receptores que

transducen la señal del TGFB son los llamados de tipo l y de tipo ll. Estos

receptores pertenecen a la familia de receptores serina/ treonina quinasa (Chiefetz,
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l987). El receptor de tipo ll es esencial para la unión del ligando y el de tipo l lo

es para la transducción de la señal al núcleo. Ante la unión del TGFB, los

receptores de tipo I y ll forman un complejo junto con la citoquina, el receptor

tipo II que se encuentra fosforilado en forma constitutiva en residuos serinas, se

autofosforila en forma ligando dependiente también en este tipo de residuos y

fosforila al receptor tipo I en residuos sen'na y treoninas (Wrana, 1992; Luo, l997;

Wrana, 1994). Este último, que posee actividad de serina/treonina quinasa es el

que finalmente realiza la transducción de la señal down stream fosforilando

proteínas específicas. La transducción de la señal puede ser realizada a trave’sde

diferentes caminos, entre ellos el de las MAPK y el de las Smad. La activación de

estos mecanismos en la plaqueta ante la unión de la citoquina a su receptor podria

estar causando el efecto observado sobre la función plaquetan'a El mecanismo por

el que este efecto se lleva a cabo podría ser por una estimulación de las vías

normalmente activadas por agonistas como el ADP o por una activación de

proteínas específicas de la vía de transducción de señales del TGFB através de su

receptor que de manera indirecta potencia las vías ya conocidas. La ausencia de

fosforilación de proteínas en residuos de tirosina ante la unión de la citoquina al

receptor indica que el mecanismo de acción sobre la agregación plaquetaria no es

a través de una activación directa y concuerda con el hecho de que esta

interacción es insuficiente para iniciar la activación plaquetaria

Dado que la citoquina modula la función de las plaquetas, este

mecanismo sería a trave’sde la participación de manera indirecta en la vía clásica
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de la activación plaquetaria o a traves de la fosforilación de proteinas en residuos

serina/treonina, como la vía de las Smad. La disminución de la fosforilación de

dos bandas relacionadas con la agregación plaquetaria observada durante

incubaciones cortas con la citoquina, sugiere la activación de un inhibidor o una

tirosina fosfatasa Estas ultimas se encuentran descriptas en plaquetas (levy­

Toledano, 1997). Este efecto no se observó en las incubaciones de 60 min, esto

podria sugerir la presencia de un mecanismo diferente involucrando posiblemente

la fosfon'lación de proteinas en residuos diferentes a las tirosinas, posiblemente

las Smad.
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En este trabajo se estudiaron, en primer lugar, las variaciones de los

niveles proteicos plasmáticos, intraplaquetarios y de expresión del PDGF, TGFB y

bFGF en un grupo de 34 pacientes con trombocitemia esencial, así como también

a los linfocitos y a los megacariocitos como firentes celulares de liberación de

TGFB y bFGF en el plasma y la relación de estos factores con la presencia de

fibrosis medular. Los pacientes fueron estudiados antes y durante la remisión

hematológica por el tratamiento con anagrelide, droga que ejerce su efecto sobre

la maduración del megacariocito disminuyendo su tamaño y la ploidia celular

(Mazur 1992), llevando a una reducción en la producción de plaquetas. Se estudió

también, la presencia de receptores para TGFB sobre la membrana plaquetaria, el

efecto del TGFB sobre la función plaquetaria y a través de que mecanismo actúa.

PDGF

Se encontró un aumento del nivel plasmático del PDGF en los pacientes

sin tratamiento que se nonnaliza durante la remisión hematológica de la

enfermedad, cuando el recuento plaquetario se reduce por el tratamiento de los

pacientes con anagrelide. Los pacientes sin tratamiento que mostraron presencia

de fibrosis reticulínica medular en el estudio de la biopsia tuvieron niveles

mayores de esta citoquina con respecto a los pacientes sin fibrosis. En las

plaquetas esta citoquina se encontró disminuida y se nomializó con la reducción

del recuento plaquetario. El ARN mensajero se encontró disminuido en las

plaquetas antes y durante el tratamiento.
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TGFB

Se encontró un aumento del nivel plasmático del TGFB en los pacientes

estudiados que no se modificó durante el tratamiento con anagrelide. No se

encontró relación entre los niveles de esta citoquina en el plasma y la fibrosis

reticulínica leve medular. En las plaquetas esta citoquina se encontró normal antes

y durante el tratamiento. El ARN mensajero intraplaquetario se encontró

aumentado y se normalizó durante la remisión hematológica por el tratamiento.

Por inmunofluorescencia se determinó que tanto los linfocitos como los

megacariocitos expresan esta citoquina y que el nivel de expresión es similar al

observadó en los controles.

bFGF

Se encontró un aumento del nivel plasmático y del intraplaquetario del

bFGF en los pacientes sin tratamiento que disminuye, pero sin llegar a valores

normales, cuando los pacientes alcanzan un recuento plaquetario normal. No se

encontró relación entre los niveles plasmáticos de esta citoquina y la presencia de

fibrosis reticulínica leve medular. El ARN mensajero se encontró normal tanto en

los pacientes sin tratamiento como en los tratados. Por inmunofluorescencia se

determinó que tanto los linfocitos como los megacariocitos expresan esta

citoquina y que el nivel de expresión es similar al observado en los controles.
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Receptor de TGFB

Se encontró presencia del receptor para TGFB en la membrana plaquetaria

por la técnica de citometría de flujo. El número de receptores por plaqueta parece

ser bajo.

Efecto del TGFB sobre las plaquetas

Se observó que el TGFB actúa sobre la agregación plaquetaria. Este efecto

puede ser inhibitorio o estimulante dependiendo del tiempo de incubación de las

plaquetas con TGFB y de la concentración de ADP utilizada.

Transducción de señales en la plaqueta inducidas por TGFB

Cuando se estudió la activación de proteínas a través del receptor del

TGFB, inhibiendo la agregación plaquetaria, no se observó la presencia de

proteínas fosforiladas en residuos de tirosina.

Cuando se evaluó el mecanismo por el cual el TGFB modula la agregación

plaquetaria, se vió la disminución de la fosforilación en residuos de tirosina de dos

bandas una de 100 kd y otra de 105 kd.
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