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Introducción

Hematopoyesis y Megacariopoyesis

EI desarrollo de las células sanguíneas (hematopoyesis) involucra un complejo

proceso en el cual las células progenitores, stem hematopoyéticas, se ven

influenciadas por factores de crecimiento endócrinos, parácrinos y células del

estroma del microambiente de médula ósea (1). El microambiente, compuesto

por células endoteliales, fibroblastos, adipocitos, monocitos y células

intersticiales, actúa para proveer moléculas de matriz extracelular y secretar

factores de crecimiento, quimoquinas y citoquinas, que ayudan a regular el

crecimiento, maduración y el tránsito de células progenitoras. En este

microambiente las células hematopoyéticas proliferan y se diferencian. Luego

de madurar, las células deben atravesar los sinusoides para entrar a la

circulación. Las interacciones celulares entre precursores, células estromales y

células endoteliales de medula ósea, sirven de múltiples funciones, incluyendo

retención de células progenitoras en el tejido hematopoyético y regulación de la

liberación de células maduras hacia la circulación.(2)

Los megacariocitos se originan a partir de una célula stem hematopoyética

pluripotencial, la cual en un primer momento prolifera para luego diferenciarse a

células progenitoras comprometidas al linaje megacariocítico. La siguiente fase

involucra poliploidización nuclear, aumento del tamaño celular y formación del

sistema de membranas de demarcación en el citoplasma. Por último se

producen los fragmentos proplaquetarios que darán lugar a las plaquetas,

generando además un cuerpo apoptótico residual correspondiente al núcleo del

megacariocito (3). Todo el proceso está dirigido por Ia acción coordinada de

citoquinas hematopoyéticas y factores de transcripción restringidos al linaje.



(Figl). Además de los efectores que actúan promoviendo este proceso,

también están aquellos que lo regulan negativamente (4).

Citoguinas involucradas en la megacariocitogozesis
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Fig.1.‘ Esquema del desarrollo del linaje megacariocítíco a partir de la celula Stem hasta la

formación de plaquetas. Puede verse la participación de las distintas citoquinas y quimoquinas

intervinientes.

Quimoguinas: generalidades y acciones

Las quimoquinas constituyen una superfamilia de pequeñas proteínas de 8 a

10 Kda. Existen más de 50 quimoquinas conocidas, las cuales son clasificadas

en 4 subgrupos de acuerdo a Ia posición de un residuo de cisteina invariable

cerca de Ia porción amino terminal de Ia molécula. Las dos familias mas

grandes son la CC y CXC, donde X puede ser cualquier aminoácido; también

existen las quimoquinas C y CX3C (5). Fig.2.



Las quimoquinas son citoquinas inducibles, de secreción, proinflamatorias

involucradas en una amplia variedad de respuestas, actuando principalmente

como quimioatractantes y activadores de tipos específicos de leucocitos (6, 7).
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Fíg. 2.‘ Quimoquinas y sus receptores. Puede observarse la distribuciónde los residuos de

cisteínas en las moléculas de quimoquinas que darán lugar a las diferentes subfami/ias.

Tambien se describe la correspondencia entre los distintos ligandos y los correspondientes

receptores, así como la distribución de los mismos en los diferentes tipos celulares. N Engl J

Med. 1998 Feb 12,‘338(7):436-45.



Además de su rol como reguladoras del reclutamiento y el tráfico leucocitario

(8) , las quimoquinas actúan sobre otros tipos celulares no Ieucocitarios tales

como fibroblastos, células del músculo liso, queratinocitos y líneas celulares de

melanomas. Otras quimoquinas están implicadas en la reparación de heridas,

angiogénesis e infección viral.

Accion de las guimoguinas en la megacariopoyesis

Se vio que ciertas quimoquinas actúan sobre células progenitoras

hematopoyéticas demostrándose que un número de quimoquinas de las

subfamilias C, CC y CXC como por ejemplo PF4, lL-8 y GRO-1, son potentes

inhibidores de la megacariocitopoyesis humana (9). Dentro de las quimoquinas

CXC sin actividad supresora se encuentran: GRO-a, GRO-Iyy SDF-1 entre

otras. Se observó además, que los megacariocitos, plaquetas y progenitores

expresan receptores para quimoquinas (9-11) Estudios fenotipicos de

moléculas en la superficie celular muestran variaciones en la expresión de

receptores de quimoquinas a Io largo del desarrollo megacariocítico. Estos

datos sugieren que las quimoquinas presentes en el microambiente medular,

pueden jugar un rol fisiológico de regulación en el desarrollo del megacariocito

humano, tanto por mecanismos autócrinos como parácrinos.

Los receptores de quimoquinas CXCR4 para SDF-1, CXCR1 y CXCR2 para IL

8 y GRO-1 están presentes en la superficie de progenitores de megacariocitos,

en las células maduras (10, 12, 13) y en la membrana plaquetaria. Se ha

descripto la capacidad de algunas quimoquinas para potenciar la función

plaquetaria iniciada por otros agonistas específicos o inducir la activación

plaquetaria por si mismas (12, 14, 15).



En relación al proceso de megacariocitopoyesis normal, se encontró que el

SDF-1 incrementa Ia poiiploidización y migración transendotelial de los

megacariocitos favoreciendo Ia producción plaquetaria. Avecilla y

colaboradores describieron Ia habilidad del SDF-1 y FGF-4 para reiocalizar los

progenitores megacariociticos en el nicho vascular, promoviendo Ia

supervivencia, maduración y liberación de proplaquetas, permitiendo de ésta

manera restaurar la trombopoyesis en ratones K.O para Ia trombopoyetina o su

receptor cmp-I, mediante un mecanismo independiente de citoquinas (16).

Wild-type Tnpo”‘

, ve
Vascularnrche

FGMSDH ProgemioroFGF-4, sor-1

Bonemarrow

:cégaa

Stern coll (marrOWSUWGSSKW som 7; marmw su ressuon

Osteoblastic nlche Osteoblastic nlche

Fig. 3. La trombopoyetina induce proliferación en el ratón wild-type(izquierda), mientras que la

maduración y diferenciación ocurre en ausencia de trombopoyetina (derecha). Las quimoquinas

promueven la interacción de los progenitores con el nicho vascular induciendo la expresión de

moléculas de adhesión y la mati/¡dad del megacariocito. El incremento en los niveles de

quimoquinas pueden compensar la ausencia de trombopoyetina (derecha) loca/¡zando los

progenitores en el nicho vascular, lo que conduce a la diferenciación, maduración y producción

plaquetaria.



Receptores de guimoguinas
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Las quimoquinas median sus efectos a través de Ia unión a una variada gama

de receptores. Algunas quimoquinas se unen a más de un receptor y algunos

receptores unen más de una quimoquina. Aunque cada receptor puede ligar

solamente un subgrupo de quimoquinas, ellos pueden unir varios miembros de

la misma clase con alta afinidad. Para Ia subfamilia CXC existen cinco

receptores identificados, denominados desde CXCR1 a CXCR5. Los

receptores CXCR1, CXCR2 y CXCR3 unen numerosas quimoquinas mientras

que CXCR4 y CXCR5 han mostrado unir solo una cada uno. Los receptores

pertenecen a una subfamilia de la superfamilia de receptores acoplados a

proteína G (GPCR) los cuales se caracterizan por poseer siete dominios

transmembrana con un segmento amino terminal extracelular y un carboino

terminal citoplasmático. EI receptor está acoplado a una proteína G

heterotrimérica (G a -|3ay)determinando múltiples funciones biológicas.



Mecanismo general de transduccion de señal

ls Mecanismo proteina G dependiente

Cuando la quimoquina se une a su receptor se iniciauna serie de cascadas

de eventos intracelulares que culmina en la expresión de los efectos biológicos.
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Fig. 5.‘cascada de señales a partir de la unión del SDF-I con su receptor CXCR4en un

linfocito. Fuente: Biocarta.

El primer paso en este complejo proceso es la unión del receptor a su Iigando

con alta afinidad. Este induce un cambio conformacional que lleva a la

disociación de la proteína Gi heterotrimérica asociada al receptor en las

subunidades a y el complejo [3-7.Tanto la subunidad a como el complejo B-y

actúan como segundos mensajeros para ia traducción de la señal. Esas

subunidades pueden activar varios efectores que finalmente conducirán a la



regulación de diversos procesos tales como trascripción génica, migración

celular y adhesión celular.

vt Mecanismos independientes de proteina G

AI unirse al receptor, SDF induciría la asociación transiente de JAK2 y JAK3

con el CXCR4 llevando a la activación y traslocacion nuclear de las proteinas

STAT.

Tambien se vio que las arrestinas además de funcionar como interruptores de

la señal actuarían como soporte de una serie de moléculas de señalización

permitiendo la activación de cascadas y la migración.

Desordenes mieloproliferativos cronicos

Los desórdenes mieloproliferativoscrónicos se caracterizan por la expansión

cional de células progenitoras hematopoyéticas que llevan a la proliferación de

uno o más linajes celulares en médula ósea y sangre periférica. Estos

desórdenes pueden clasificarse en dos grupos de acuerdo a la presencia o no

del cromosoma Philadelphia, t(9:22). Así, la leucemia mieloide crónica que

presenta esta anormalidad cromosómica se halla dentro del primer grupo y el

resto, Policitemia Vera, Mielofibrosis con Metaplasia Mieloide y Trombocitemia

Esencial, se encuentran dentro del grupo cromosoma Philadelphia negativo.



Fíg. 6.‘Diagrama de clasificación de los desordenes mieloproliferativoscrónicos (DMPC). (Ph:

cromosoma philadelphia, LMC: leucemia mieloide crónica, PV: policitemia vera, TE:

trombocitemia esencial, MMM:mie/ofibrosis con metaplasia mieloide)

La trombocitemia esencial (TE) se caracteriza por una hiperplasia

megacariocitica y trombocitosis persistente (17-19). El diagnóstico se realiza

por exclusión de trombocitosis asociada a otros desordenes mieloproliferativos,

trombocitosis reactiva y mielodisplasia. Aunque se dispone de una creciente

cantidad de conocimientos concernientes a la patología, el marcador molecular

de esta enfermedad aún no se conoce. La mutación somática descripta

recientemente, en el dominio autoinhibitorio de la Janus Kinasa 2, V617F JAK2

y que le confiere una ganancia funcional, no explica Ia fisiopatologia de la TE

ya que sólo se ha hallado en el 30 al 50% de los pacientes (20-22).

Existen referencias sobre la participación de las quimoquinas en otros

desórdenes mieloproliferativos. Se ha descripto un aumento en los niveles

séricos de lL-8 en pacientes con mielofibrosis con metaplasia mieloide (23) así

como en policitemia vera (24).



Obietivo

EI objetivo del presente trabajo fue evaluar la participación de las quimoquinas

hematopoyeticas de la familia CXC, involucradas en la megacariopoyesis: SDF

1, IL-8 y GRO-1, en un grupo de pacientes con un desorden mieloproliferativo

caracterizado por el aumento de megacariocitos en medula osea y plaquetas

en circulación, denominado trombocitemia esencial.

Materiales y métodos

Pacientes y controles

Para este estudio se incluyeron 40 pacientes con TE, diagnosticados de

acuerdo a los criterios del Grupo de Estudio de la Policitemia Vera (PVSG) (19)

La edad media fue de 45 años, 32 fueron del sexo femenino. También se

tomaron para este estudio muestras de 40 sujetos sanos apareados por edad y

sexo. El estudio fue aprobado por el Comité de Ética del instituto A. Lanari y el

consentimiento informado se obtuvo tanto de los pacientes como de los

controles, de acuerdo a la declaración de Helsinki.

Muestras de sangre

El plasma pobre en plaquetas (PPP) fue obtenido a partir de sangre

anticoagulada con citrato de sodio 129 mmol/ly separado por centrifugación a

25009 durante 20 min. Con una centrifugación adicional a 138009 durante 10

min. se eliminó Ia posible contaminación plaquetaria residual. Las muestras se



guardaron a -70° C hasta su uso. El plasma rico en plaquetas (PRP) se obtuvo

por centrifugación a 2009 durante 10 min. Los anticoagulantes utilizados fueron

los siguientes: EDTA 0.342 mol/L para citometria de flujo y para estudios de

internalización, citrato trisodico 129 mmol/L para agregación plaquetaria, y

ACD-C (7 mmol/L de ácido cítrico, 93 mmoI/L de citrato, 139 mmoI/L de

dextrosa, pH 6.4) para estudios de fosforilación y RT-PCR. Para citometria de

flujo y estudios de PCR, se adicionó indometacina 0.042 mol/L (Sigma, St

Louis, MO, USA) para prevenir la activación plaquetaria. Para reducir la

contaminación con leucocitos y glóbulos rojos, el PRP fue subsiguientemente

centrifugado a 2009 durante 5 min y filtrado a través de un filtro que permite

eliminar leucocitos con alta eficiencia ( Purecell PL; Pall Biomedical Products,

East Hills, NY, USA). Después de este procedimiento la relación leucocito:

plaquetas fue menor de 1:106. Las células mononucleares de sangre periférica

y los granulocitos fueron recogidos a partir de sangre anticoagulada con EDTA

0.077 mol/Lusando protocolos estándar.

Quimoquinas plasmáticas

Los niveles plasmáticos de las quimoquinas IL-8, GRO-1 y SDF-1 fueron

analizados por técnicas de ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA). Los

valores normales fueron obtenidos de 19 controles y los mismos fueron

similares a los publicados por los fabricantes. Los niveles de detección mínimos

fueron de 2.8 pg/ml para lL-8, de 10 pg/mL para GRO-1 y de 18 pg/ml para

SDF-1. Las muestras se analizaron por duplicado. Para evitar variaciones

interensayo todas las muestras se analizaron en el mismo momento.



Citometría de flujo para CXCR1, CXCR2 y CXCR4

El PRP se ajustó a 108 plaquetas/ml y se marcaron con cantidades saturantes

de anticuerpos anti-CXCR1-FITC, CXCR2-HTC o CXCR4-PE (Becton

Dickinson, San José, CA, USA). Como control isotípico negativo se utilizaron

anticuerpos monoclonales irrelevantes de Ia misma subciase de IgG. Se utilizó

un citómetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson) para Ia identificación de

plaquetas por su capacidad de unir anti-CD42b-PE o CDG1-FITC (Becton

Dickinson). Para evaluar la expresión de CXCR4 sobre la membrana

Ieucocitaria, las subpoblaciones de glóbulos blancos se individualizaron

mediante la adición de MoAbs dirigidos contra CD45 marcados con PerCP y

CD3 y CD14 marcados con FITC (Becton-Dickinson). Los valores se

expresaron como la intensidad de fluorescencia relativa (RFl, tasa entre Ia

intensidad de fluorescencia media de cada anticuerpo anti-CXCR y el

correspondiente isotipo control). La relación entre RFI de pacientes y el

correspondiente control normal (RFI-P/RFl-N) se calculó para buscar

correlación entre Ia intensidad de marcación para el receptor CXCR4, el

recuento plaquetario y los datos clinicos.

RT-PCRsemicuantitativa para CXCR4

Se partió de 4 x 109 plaquetas para aislar RNA. Las plaquetas se lisaron con

Trizol (LifeTechnologies, Bethesda, MD) y procesaron de acuerdo al protocolo

de Chomcynski y Sacchi (25). La primera cadena de cDNA se sintetizó

partiendo de 1ug RNA y de hexámeros al azar con el sistema de

preamplificacion Super-Script (Life Technologies). Para la amplificación de

13



CXCR4, la PCR se realizó con técnicas estándar usando Taq Polimerasa y 32

ciclos de 45 seg de desnaturalización a 94° C, una etapa de annealing de 45

seg. a 59° C y el paso de extensión durante 60 seg. a 72°C. Un fragmento de

cDNA de CXCR4 fue amplificado con los siguientes primers F5’

TCATCAGTCTGGACCGCTA-3’ y R 5’-TGCACAGTGTTCTCAAACTCA-S’, (nt

481 al 937, GenBank N°de acceso NM__003467)cuyo producto esperado es de

457 pb. Para la semicuantificación de CXCR4, se coamplificó GAPDH como

control interno usando los siguientes oligonucleótidos: F5’

TGCACCACCAACTGCTT-B’ y R 5’-TACTCCTTGGAGGCCAT—3’ cuyo

producto tiene 554 pb. Las muestras de cDNA se amplificaron en distintas

diluciones para asegurar que la intensidad de bandas se corresponda con la

región lineal de trabajo. Los productos amplificados se analizaron mediante

electroforesis en gel de agarosa al 2% con posterior tinción con bromuro de

etidio. La semicuantificación se llevó a cabo por análisis densitométrico de los

productos amplificados utilizando un densitómetro de imágenes (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, USA).

Estudios de internalización de CXCR4

Las plaquetas se ajustaron a 1.5 x 104/ml con medio lMDMy se estimularon

con SDF-1 a una concentración de 1000 nmoI/L durante 10 min a 37°C. Las

muestras se Iavaron y marcaron como previamente fue descripto con anti

CXCR4-PE y CD61-FITC. Muestras incubadas con lMDMsin el agregado de

SDF-1 se consideraron como control negativo.



Estudios de agregación plaquetaria

La agregación plaquetaria se evaluó por el método turbidimétrico como fue

descripto por Born (26), utilizando un Lumi-agregómetro (Chrono-Log Corp,

Havertown, PA, USA). El PRP se ajustó a 3 x 108/mly se estimuló con 10 a 100

nmol/L de SDF-1 (PeproTech lnc.Rocky Hill, NJ, USA) y/o 0.8 a 2.0 umoI/L de

ADP bajo agitación constante.

Estudios de fosforilación de proteínas

Las plaquetas se filtraron en gradiente de metrizamide 10-25% como fue

previamente descripto (27) y se resuspendieron a concentración final de 5 x

108/ml en buffer conteniendo 8.6 mmoI/L NazHPO4, 1.4 mmoI/L NaHzPO4, 145

mmoI/L NaCl, 11 mmoI/L glucosa, pH 7.4, adicionando con fibrinógeno 1.84

mg/ml y CaCIz 0.922 mmol/L. Las plaquetas se incubaron con 200 ng/ml de

SDF-1 durante 30 seg. y 5 min. La reacción se detuvo por adición de 50 ul de

SDS al 20%, PMSF 1 mmol/L, EDTA 1 mmoI/L, vanadato de sodio, 1 mmoI/L,

fluoruro de sodio 50 mmol/L, aprotinina 2 ug/ml y Ieupeptina 2 ug/ml.

Finalmente las muestras se centrifugaron a 140009 durante 10 min y el

sobrenadante se almacenó a —20°C hasta su uso. Para el inmunobloting, 50

ug de proteínas se sometieron a SDS-PAGE al 8% bajo condiciones reductoras

y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules,CA).

Después del bloqueo de sitios de unión no específicos, las proteínas

inmunoreactivas se incubaron con IgG de conejo antifosfotirosinas unidas a

HRP (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, United Kingdom).

Después de lavados, la detección se realizó por quimioluminiscencia (ECL;

Amersham Pharmacia Biotech).



Análisis estadístico

Los datos se presentaron como valores de mediana y rango. El test de suma

de rangos de Mann-Whitney-Wilcoxonse utilizó para comparar variables entre

pacientes y controles, y pacientes con y sin sintomas. El test de rangos

señalados de Wilcoxonse usó para evaluar el nivel de receptores entre cada

paciente y el control normal correspondiente evaluado el mismo dia, evitando

variaciones interensayo en la citometría de flujo y en estudios de RT-PCR. Se

usó el test de Spearman para buscar si existía relación entre la expresión de

CXCR4 y el recuento plaquetario. La significancia estadística fue definida como

p<0.05.



Resultados

Niveles plasmáticos de las quimoquinas lL-8,GRO-1y SDF-1

Se estudiaron los niveles de las quimoquinas IL-8, GRO-1 y SDF-1 en 19

pacientes con TE sin tratamiento. No encontramos diferencias estadísticamente

significativas cuando comparamos los datos con los controles normales, estos

fueron: para IL-8de 2.5 pg/ml (0.8- 28.2) (mediana y rango) y de 2.8 pg/ml (1.1

16.5), (pacientes y controles respectivamente), GRO-1, 30.0 pg/ml (7.4-463.1) y

de 23.9 pglml (9.6-148); SDF-1a 1895 pg/ml (1246-2719) y 1915 pg/ml (822
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Fig. 7.‘diagramas de box que representan los valores plasmáticos obtenidos dela mediciónde

las quimoquinas en circulación por técnica de ELISA. TE: pacientes con trombocitemia

esencial. El analisis estadístico se realizó con el test de Mann-Whitney- Wilcoxon.



CXCR4sobre la superficie plaquetaria

Para determinar el nivel de expresión de los receptores de quimoquinas en Ia

superficie del principal linaje afectado en los pacientes con TE, se midieron los

receptores para IL-8, GRO-ocy SDF-1 en Ia membrana plaquetaria mediante

citometría de flujo. Encontramos una disminución en la expresión de CXCR4

sobre la membrana de las plaquetas, RFI 17.6 (1.3-39.0), en 20 pacientes con

TE comparados con los 20 controles normales, 27.4 (2.4-58.4), p= 0.0012,

figura 8. Este grupo de pacientes comprenden 11 pacientes tratados con

anagrelide, una imidazo-quinazolina utilizada para disminuir el recuento

plaquetario, y 9 pacientes sin medicación. Cuando se analizaron

separadamente, ambos grupos, mostraron resultados similares (pacientes sin

tratamiento vs. controles normales, p=0.018, pacientes en tratamiento vs.

controles normales, p=0.029).

TE CONTROL

Fig. 8.”expresión de CXCR4sobre la membrana plaquetaria de pacientes con TEy controles evaluados

por citometria de flujo y expresados como intensidad de fluorescencia relativa (RFI). El analisis

estadístico se realizo con el test de suma de rangos señalados de Wilcoxon.P=0. 0012, n=20.



La expresión de los receptores CXCR1 y CXCR2 en la superficie plaquetaria

de pacientes con TE fue normal, RFI 1.58 (1.33-1.78) y 1.43 (0.94474),

comparados con controles normales, RFI 1.57 (1.07-1.99) y 1.28 (1.01-1.47).

Para investigar si Ia disminución observada en los niveles de CXCR4 sobre la

membrana plaquetaria estaba relacionada con el volumen plaquetario, las

plaquetas se clasificaron de acuerdo a su tamaño en pequeñas, medianas y

grandes. EI RFI para CXCR4 estuvo disminuído en cada subset de plaquetas

como se muestra en la figura 9.

A B
10‘

10’ 10’

sscaagn

10:

seca'rn

13’?

10' 10'

CONTROL

10° 10°

10° 10' 1D: 10’ 0‘
FSCMeigll

C D E

m
5 ¡e 3

fl

‘E E gIIÍ 7
W ¡U Il

o O
1 10‘ 1 1 tu' i' l ' 1‘ 1° 10' D1 10‘ 1 1 ' 1 ‘

cxcmFnc cxcmFIIC a“ me
plaquetasPequeñas Plaun medianas Phquetasgrandes

Fíg. 9.’ ejemplo representativo de analisis de citometria de flujo del CXCR4 sobre la membrana

plaquetaria de acuerdo al tamaño. Linea superior: logaritmo del forward scatter (ordenada) versus

logaritmo del side scatter (absisa) para (A)paciente TEy (B) control. El gate se dibujó agrupando las

subpoblacionesplaquetarias enpequeñas (P), medianas M y grandes(G). Línea inferior: conteo celular

lineal (ordenada) versus el logaritmo de la fluoresceína CXCR4 (absisa). Trazados correspondientes a

la fluorescencia plaquetaria obtenida en el paciente (histograma en lila) y en un control (en rosado)

cuando se examinaron las subpoblaiciones pequeñas (C), medianas (D)y grandes (E).



Los hallazgos clínicos en este grupo de 20 pacientes fueron los siguientes: el

50% asintomáticos y el resto tuvieron eventos trombóticos o microvasculares.

Ningún paciente en este grupo tuvo manifestaciones hemorrágicas. No se

hallaron diferencias en la expresión del CXCR4 en la membrana (relación RFI

Paciente/RFI-Normal) entre pacientes con y sin sintomas (suma de rangos de

Mann-Whitney-Wilcoxon, p=0.39). Además no hallamos correlación entre el

recuento de plaquetas y los niveles de CXCR4 en los pacientes sin

tratamiento (test de correlacion de Spearman, r=-0.05, p>0.5).

CXCR4sobre la superficie leucocitaria

Con el objetivo de investigar si el linaje megacariocítico es el único afectado,

medimos el nivel de receptor CXCR4 en leucocitos de sangre periférica de 7

pacientes y 7 controles. El RFl para CXCR4 en granulocitos de pacientes

estuvo elevado, 11.1 (2.22-22.74) comparado con los controles normales, 7.54

(1.73-9.52), p=0.036. Resultados similares se hallaron para linfocitos CD3

positivos, pacientes 40.0 (678-6791), controles 17.23 (5.22-29.97), p=0.036.

Por el contrario, el CXCR4 sobre la membrana del monocito fue normal, RFI de

pacientes, 49.81 (1.17-11828), y controles normales, 74.23 (SO-80.49), p=0.8.

Figura 10 a-c.
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Fig. 10.’ Expresión del receptor CXCR4por citometría de flujo sobre la superficie Ieucocitaria. El

receptor CXCR4 sobre la membrana de granulocitos(a) y linfocitos (b) se halló aumentada (ambos,

p=0. 036) en pacientes con TE, mientras quefue normal sobre la superficie de monocitos (n= 7) (c). Estos

resultados indican que no hay otras células sanguíneas periféricas, además de las plaquetas, que

presenten la reducción de la expresión del CXCR4.

RNAmde CXCR4en plaquetas

Para determinar las posibles causas de Ia disminución en la expresión del

receptor CXCR4 sobre la superficie plaquetaria, evaluamos los niveles del RNA

mensajero en plaquetas de 11 pacientes sin tratamiento por técnicas de RT

PCR semicuantitativa. La relación entre los niveles de ARNm para CXCR4 y los

niveles del gen constitutivo GAPDH en plaquetas de pacientes se encontró

significativamente disminuido comparado con los controles, 0.16 (0.1-0.24) vs

0.35 (018-086), respectivamente, p=0.0002. Figuras 11 A y B.



Control ET patient

A MW

1/16 1/321/32 1/16

. p= 0.0002

CXCR4/GAPDH

A
A AAMA- 0.16
AAAA

0.33
CONTROLS TE PATIENTS

Fig. 11.‘Análisis de la RT-PCR semi-cuantitativapara CXCR4plaquetaria.

(A) Un ejemplo representativo de la expression del ARNmpara CXCR4 (banda inferior) y GAPDH

(banda superior) en un control (izquierda) y en un paciente (derecha). Se evaluaron cuatro diluciones

para cada cADN . (B) La relacion CXCR4/GADPHen 11 controles y 11 pacientes con ET, P=0. 0002

(test de suma de rangos señalados de Wilcoxon).

Internalización de CXCR4

Para investigar la funcionalidad del CXCR4 en los pacientes con TE,

evaluamos Ia capacidad del receptor para ¡nternalizarse después de la unión

del Iigando especifico SDF-1. El CXCR4 sobre la membrana plaquetaria fue

evaluado por citometría de flujo después de la incubación con o sin 1000

600pb

500pb

400pb

300pb



nmol/L de SDF-1. Las plaquetas de 9 pacientes con TE y sus respectivos

controles normales mostraron una tasa similar de internalización, 34.5% (26

44) y 30% (2-56), respectivamente.
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Fig. 12.‘ Se evaluó la capacidad del receptor para internalizarse cuando se unía al ligando SDF-I. El

CXCR4en la membranafue medidopor citometría deflujo después de la incubación con o sin la adición

de SDF-I (derecha e izquierda respectivamente).

Agregación plaquetaria con SDF-1

Para evaluar las consecuencias funcionales de la disminución del CXCR4,

probamos los efectos del SDF-1 en la agregación plaquetaria de los pacientes

con TE. El SDF-1 induce en PRP de controles normales una agregación

completa, bifásica, dosis dependiente. Por el contrario, en los pacientes

observamos anormalidades en la respuesta al SDF-1. Nuestros resultados

muestran que la respuesta al SDF-1 en los pacientes con TE van en estrecho

paralelismo con la respuesta al ADP. Dos de 6 pacientes evaluados no

respondieron al SDF-1 ni al ADP. De los restantes cuatro, tres tuvieron un

retraso en la aparicion de la segunda onda de agregación inducida por SDF-1
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y el restante mostró solamente una primera onda de agregación. Esos

pacientes tuvieron una respuesta normal al ADP cuando se usaron

concentraciones estándar de 2 umoI/L, sin embargo Ia respuesta estuvo

disminuida comparada con los controles normales cuando la dosis usada fue

subóptima (0.8 a 1.2 umol/L). Además, se observó un efecto sinérgico entre el

ADP y el SDF-1 en todos los controles normales y solo en 1/3 pacientes con TE

cuando ambos agonistas fueron añadidos simultáneamente. Un ejemplo

representativo puede verse en la figura 13.
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Fig. 13.‘ Agregacio’nplaquetaria inducida por SDF-I (A,B) y ADP.(C, D) y con ambos agonistas en

concentraciones subóptimas agregadas simultáneamente (E, F). Un efecto sinérgico se muestra en F. En

la columna de la izquierda se muestra la agregación de un paciente, en la de la derecha, un control

normal.

Fosforilación de tirosinas de proteínas plaquetarias inducida por SDF-1

Se evaluó la fosforilación de tirosinas de proteínas de plaquetas filtradas en

gradiente de metrizamide después de la estimulación con SDF-1. Se observó

un patrón de proteínas fosforiladas en tirosinas a pesar de una completa

ausencia de agregación plaquetaria. Pacientes y controles normales mostraron

similares perfiles de activación, Io que sugeriría que no hay anormalidades en

la transducción de señal mediada por éste mecanismo. Puede verse un

ejemplo en la figura 14.

Control TE

SDF- 1 + - + 

Fig. 14.‘ Patron de proteinas plaquetariasfosforiladas en tirosinas inducidaspor 200 nmol/Lde SDF

1(Iineas 1 y 3) en un control normal (izquierda) y en un paciente con TE (derecha). Las muestras no

estimuladas se muestran en las lineas 2 y 4 respectivamente.



Discusión

En los últimos años una creciente cantidad de evidencia establece la

participación de las quimoquinas en la megacariopoyesis y especialmente en la

trombopoyesis. De interés particular es el hallazgo de que el SDF-1 incrementa

la formación de plaquetas lnduciendo la migración transendotelial de

megacariocitos (11, 16, 28). En el presente trabajo evaluamos los ejes de

quimoquinas/receptores de quimoquinas en pacientes con TE, una enfermedad

caracterizada por hiperplasia megacariocítica y elevado recuento plaquetario.

Los niveles plasmáticos de las quimoquinas activas en megacariocitos

incluyendo lL-8, GRO-1 y SDF-1 se hallaron normales en los pacientes con TE.

La quimoquina SDF-1 al unirse a su receptor CXCR4, una glicoproteína que

atraviesa siete veces la membrana plasmática y está acoplado a proteína G,

lleva a la internalización del mismo (29). Encontramos una disminución en los

niveles de CXCR4 en la membrana plaquetaria de los pacientes con TE. Las

causas de este hallazgo podrían ser: 1) un aumento en Ia tasa de

internalización debida a un incremento en el estímqu ó 2) a una anormalidad

en el mecanismo de internalización del receptor. La primera hipótesis parece

improbable ya que no hallamos niveles aumentados del SDF-1 en el plasma

como se mencionó antes. La segunda fue descartada por estudios de

internalización. 3) Otra posibilidad para la disminución del CXCR4 en Ia

membrana plaquetaria es la reducción de su producción. Asumiendo que el

RNAm plaquetario refleja el del megacariocito, el hallazgo de una disminución

en los niveles de expresión del mensajero apoya fuertemente esto último. La

sostenida reducción de las cantidades de transcriptos podria indicar Ia
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activación de un mecanismo de represión de Ia transcripción o bien una

reducida estabilidad del mensajero de CXCR4.

Se describió que normalmente Ia expresión del CXCR4 va incrementándose

durante el desarrollo megacariocítico (30). No obstante, tambien se ha probado

que hay una progresiva desensibilizacion para el SDF-1, sugiriendo una

disociación entre la expresión y la función (13) a lo largo del desarrollo del

progenitor. Este fenómeno puede explicarse por el aumento de la expresión del

RGSlG, un regulador negativo de la señal inducida por proteína G asociada al

eje SDF-1/CXCR4, durante la megacariopoyesis (31). Además, Shen et al (32)

reportaron que a pesar de los bajos niveles de CXCR4, las células CD34+ de

medula ósea muestran proporcionalmente una mayor respuesta al SDF-1 que

las CD34+ que se encuentran en sangre periférica, demostrando la disociación

antes mencionada también en éstas células progenitoras. Basados en esta

divergencia, se propuso comprobar las consecuencias funcionales de la

disminución del CXCR4 en los pacientes con TE. Con este objetivo, evaluamos

Ia agregación plaquetaria inducida por SDF-1. Los pacientes muestran una

anormal respuesta caracterizada por un retraso o ausencia de segunda onda

de agregación o aún una ausencia de respuesta. Es interesante el hecho de

que la inducción de agregación por SDP-1 va en estrecho paralelismo con la

del ADP. La alteración de la agregación plaquetaria por ADP es un defecto bien

conocido en los pacientes con TE y en otros desordenes mieloproliferativos

crónicos (33, 34). Asi, el 41% de los pacientes con TE estudiados en nuestro

laboratorio desde el año 1992 muestra esta anormalidad (35). Se demostró que

bajas dosis de agonistas tales como el ADP presentes en el PRP en

condiciones normales, son necesarias para producir activación plaquetaria



completa inducida por SDF-1. La disminución de la expresión de CXCR4 en

pacientes con TE podría contribuir a una anormal agregación inducida por

SDF-1. Sin embargo, el estrecho paralelismo en la respuesta ejercida por el

ADP y el SDF-1 pueden sugerir que la agregación inducida por éste último es

un fenómeno ADP-dependiente.

Hallamos que la fosforilación en tirosinas de las proteínas plaquetarias

obtenidas por gradiente de metrizamide se modifica cuando las plaquetas son

estimuladas con SDF-1 (36). El patrón de fosforilación fue similar en pacientes

y controles normales en las condiciones experimentales a pesar de la anormal

agregación plaquetaria demostrada en los pacientes en estudios con PRP. Por

lo tanto, tendemos a pensar que las diferencias observadas en los estudios de

agregación entre pacientes y controles estarían más relacionados a una

disminución del CXCR4 y/o a un defecto en la respuesta al ADP que a una

alteración de las vías de transducción inducidas por el agonista.

Además de Ia disminución del CXCR4, se han descripto disminución en una

variedad de receptores en éstos pacientes, tales como c-mpl, receptores de

prostaglandina DZ, glicoproteínas lb y complejo glicoproteico llb/llla (37-39).

Por Io tanto, es posible que las anormalidades moleculares involucradas en el

desarrollo de la TE estén relacionadas con la regulación de varios productos

génicos en megacariocitos, incluyendo CXCR4. El hecho de que el CXCR4

permanezca disminuido durante la normalización del recuento plaquetario en

los pacientes en tratamiento con anagrelide apoya esta ultima hipótesis.

Liles et al (40) demostraron que el bloqueo de CXCR4 lleva a un incremento

del egreso de células progenitoras desde la medula ósea a la sangre periférica,

demostrando que la disfunción en el eje CXCR4/SDF-1 permite a los
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progenitores perder el anclaje al estroma medular. Podria hipotetizarse que la

disminución del CXCR4observada en las plaquetas de los pacientes puede ser

reflejo de la de los megacariocitos. Si este fuese el caso, esta disminución

podría aumentar la relocalización de éstas células desde el estroma medular al

nicho vascular donde la producción piaquetaria esta favorecida. Están en

progreso estudios para clarificar esto último.

Alternativamente, basados en el hecho de que el SDF-1 favorece la producción

piaquetaria, induce quimiotaxis y adhesión a Ia célula endotelial , Ia disminución

del CXCR4 observada en los pacientes podría representar un mecanismo para

contrabalancear la sobreproducción piaquetaria.

Los estudios de citometría de flujo sobre subpoblaciones leucocitarias

demuestran que la disminución del CXCR4 está restringida al linaje

megacariocítico. lnesperadamente, la expresión del CXCR4 en linfocitos y

neutrófilos de pacientes se encontró aumentada. Serán necesarios mas

estudios para aclarar este asunto.

En conclusión, los resultados aquí presentados muestran una desregulación

en el eje SDF-1/CXCR4 en plaquetas de pacientes con TE. Además, la

participación de éste en la megacariopoyesis y trompoboyesis convierte este

hallazgo en un hecho relevante en la TE, una enfermedad que afecta

exclusivamente al linaje megacariocítico.
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