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TROMBOXANO B, Y FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE LAS PLAQUETAS EN LA
TROMBOCITEMIA ESENCIAL TRATADA CON ANAGRELIDE
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Resumen  Presentamos los resultados obtenidos en 17 pacientes con trombocitemia esencial antes del trata-
miento con anagrelide y durante la remisién hematol6gica y clinica inducida por esta droga. Diez pa-
cientes tenian manifestaciones clinicas relacionadas con la trombocitemia, en 8 de ellos al momento de iniciar el
tratamiento. Se midieron los niveles plasmaticos del TXB, y del PDGF por técnica de ELISA. Antes del tratamiento
los valores plasmaticos del PDGF corregidos por el recuento de plaquetas eran significativamente menores que en
los controles (p = 0.02), y no difirieron de los resultados obtenidos durante la remision. En cambio, los valores
plasmaticos del TXB,, corregidos de acuerdo al recuento de plaquetas, estaban mas elevados que en los controles
(p = 0.04), y disminuyeron significativamente durante la remision (p = 0.04), aunque todavia estaban por sobre los
valores normales (p = 0.008). Los sintomas desaparecieron en todos los pacientes cuando el recuento de plaquetas
se normaliz6. Estos resultados muestran que los pacientes con trombocitemia esencial tratados con anagrelide y
en remision hematolégica y clinica tienen tendencia a normalizar los niveles del TXB,.

Abstract Thromboxane B , and platelet derived growth factor in essential thrombocythemia under anagre-

lide treatment. We present herein studies carried out in 17 patients with essential thrombocythemia
before treatment with anagrelide and on remission. Ten patients had symptoms related to thrombocythemia, 8 of
them at the time of starting treatment. The plasmatic levels of TXB, and PDGF were measured by ELISA technique.
Before treatment, PDGF values corrected for the platelet count were lower than controls, 0.48 ng/10° platelets (0.13-
1.93) and 0.92 ng/10°® platelets (0.33-1.16) respectively (p = 0.02), and they were not different from the results obtained
during remission. Count-corrected TXB, levels before treatment were higher than the control group, 1.0 ng/10° platelets
(0.04-14.4) and 0.25 ng/10° platelets (0.13-0.39) respectively (p = 0.04); these values decreased during remission
0.86 ng/10° platelets (0.07-9.8) (p = 0.04), although they were still above normal values (p = 0.008). Symptoms
disappeared with the normalization of platelet counts in all cases. These results show that patients with essential
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thrombocythemia during remission have a tendency to normalize the count-corrected TXB, values.
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Los pacientes con sindromes mieloproliferativos, en-
tre ellos la trombocitemia esencial (TE), presentan con
frecuencia alteraciones de la funcion plagquetarial 2. Estas
alteraciones consisten en agregacion plaquetaria anor-
mal en respuesta a agonistas tales como la adrenalina, el
ADP y el colageno, asi como también la agregacion es-
pontanea y la activacion in vivo, evidenciada por el au-
mento de los niveles plasmaticos del factor plaquetario 4
(FP4), beta tromboglobulina (B-TG)?, factor plaquetario
derivado de plaquetas (PDGF)* y el aumento en orina
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del tromboxano B, (TXB,). Se buscé la existencia de una
relacion entre estos hallazgos de laboratorio y el cuadro
clinico, pero los resultados ain no son claros. Queda por
establecer si los mecanismos que conducen a la activa-
cién plaquetaria estan relacionados con las alteraciones
plaquetarias, considerando que la TE es de origen clonal
en alrededor del 40% de los casos® 7, o si son secunda-
rias a factores exégenos como el dafio endotelial. Sin
embargo, Bellucci y col.® no hallaron aumento en el plas-
ma de los marcadores de dafio endotelial (trombomo-
dulina, proteina S, inhibidor del activador del
plasmindgeno (PAI-1), activador del plasmindgeno tisular
(t-PA) y factor von Willebrand en 16 pacientes con TE
estudiados, pero hay que tener en cuenta que éstos esta-
ban en el momento del estudio bajo tratamiento con
hidroxiurea y/o con inhibidores de la funcién plaquetaria.
Por otra parte, van Gederen y col.® propusieron que el
aumento de los niveles de trombomodulina en sus pa-
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cientes podria ser secundario al aumento del nimero de
plaguetas, pero no siempre se consiguio la reversién de
las alteraciones plaquetarias en TE después de la norma-
lizacion del nimero de plaquetas por el tratamiento. La
normalizacién transitoria de la respuesta a la agregacion
plaquetaria inducida por adrenalina y el ADP fue descripta
por Orlin y col.’® después de la plaguetoferesis y por
Inceman y col.!* durante la remision de la enfermedad por
quimioterapia. En cambio, otros autores no hallaron cam-
bios de la funcién plaquetaria durante la remisién por el
tratamiento con anagrelide en pacientes con TE*? %3,

El anagrelide, una imidazoquinazolina, que se usoé
inicialmente como agente antiagregante'#, tiene un efecto
trombocitopénico reversible®. Las dosis utilizadas para
disminuir el nimero de plaquetas en pacientes con
trombocitemia asociada a sindromes mieloproliferativos
no afectan la funcion plaquetaria, la sobrevida plaquetaria
ni el numero de megacariocitos®. En cambio, produce
disminucion del tamafio y otros cambios morfométricos
en esta célula, sugiriendo que el anagrelide disminuye el
numero de plaquetas por interferencia con la madura-
cién megacariocitica'® 6. Silverstein y col.'” fueron los
primeros en demostrar la efectividad del anagrelide para
controlar la trombocitosis asociada con el SMP crénico.

Con el objeto de evaluar la influencia del aumento
del nimero de plaquetas sobre los niveles plasmaticos
de TXB, y del PDGF, se hicieron estos estudios en pa-
cientes con TE antes y durante el tratamiento con
anagrelide, cuando tenian plaquetas normales y esta-
ban en remisién clinica.

449

Materiales y métodos

Pacientes y controles normales: Se incluyeron en el estu-
dio 17 pacientes consecutivos con diagnostico de
trombocitemia esencial de acuerdo a los criterios del Grupo
de Estudio de la Policitemia Vera®® *°. La edad mediana al
diagnostico era de 34 afios (rango 21-68), 12 eran muje-
res. Los estudios se realizaron entre 3 meses y 8 afios
después del diagndstico de TE, antes del tratamiento con
anagrelide y durante la remisién clinica y hematoldgica de
la enfermedad, con un seguimiento entre 2 y 6 afios. Las
caracteristicas clinicas de estos pacientes aparecen en otra
publicacion® y se resumen en la Tabla 1. Sintomas relacio-
nados con la trombocitemia presentaron 10 pacientes, en 8
casos estaban presentes al momento de iniciar el tratamiento
y consistieron en: equimosis, gingivorragias, eritromelalgia,
acroparestesia, accidente isquémico transitorio (AIT), y una
paciente tuvo episodios sucesivos de trombosis y hemo-
rragias entre 4 y 8 afios antes del estudio. Como controles
se estudiaron 12 sujetos normales (personal de laborato-
rio) que tenian una edad mediana de 43 afios (25-60), 6
eran mujeres. La dosis inicial de anagrelide oscil6 entre 4.0
y 3.0 mg/dia, con reduccion progresiva hasta lograr una
dosis de mantenimiento entre 1.0 y 2.5 mg/dia. Se debe
tener en cuenta que no hay una dosis estandar, sino que
se debe evaluar en cada caso la dosis minima necesaria
para mantener las cifras de plaquetas dentro de limites
normales. Este protocolo fue aprobado por el Comité de Etica
Institucional (IDIM A. Lanari) y los pacientes firmaron el
consentimiento informado.

Muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la
vena antecubital con el sistema de la doble jeringa. Tanto
los controles normales como los pacientes no habian to-
mado aspirina ni ninguna otra medicacién que altere la fun-

TABLA 1.— Manifestaciones clinicas en los pacientes con trombocitemia esencial relacionadas con los
niveles de TXB, y PDGF corregidos por el numero de plaquetas

Paciente  Edad Sintomas TXB, PDGF
ng/10° plaquetas
NT T NT T
1 a7 Acroparestesia/gingivorragia 0.27 0.15 0.69 0.44
2 34 Acroparestesia 3.60 1.15 0.66 0.74
3 32 2.98 0.88 0.22 0.73
4 67 AIT? 1.01 1.54 0.45 0.86
5 34 0.68 0.86 0.24 0.94
6 68 0.04 1.32 0.48 0.87
7 30 6.84 1.36 0.45 0.42
8 29 Gingivorragia/equimosis 0.97 0.09 0.89 0.45
9 21 Eritromelalgia 0.06 0.22 0.76 0.47
10 55 0.21 0.54 0.13 0.68
11 44 Trombosis? (portal, mesentérica, 14.42 9.8 0.56 0.62
esplénica)/gingivorragia
12 44 Gingivorragia 0.09 0.11 0.82 0.48
13 34 Metrorragia 1.76 0.75 0.21 0.46
14 24 Eritromelalgia 4.29 0.98 0.26 0.60
15 28 2.51 0.07 0.27 0.07
16 67 0.07 2.06 1.08 0.99
17 35 AIT 3.21 0.41 1.93 0.56
Rango normal 0.13-0.39 0.33-1.16

1Estos episodios ocurrieron 3-4 afios antes del estudio. NT: no tratados; T: tratados con anagrelide; AlT, accidente

isquémico transitorio; N: negativo; P: positivo.
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cién plaquetaria en los 10 dias anteriores. Las muestras se
anticoagularon con citrato trisédico 129 nM (9:1, v/v). El
plasma pobre en plaquetas (PPP) se obtuvo de la siguiente
manera: primero el plasma rico en plaquetas (PRP) se pre-
paré por centrifugacién de la muestra de sangre a 180 g
durante 10 min, luego se separaron los dos tercios superio-
res de la columna de PRP y el PPP se obtuvo por dos
centrifugaciones sucesivas de la muestra remanente, la
primera a 1 800 g durante 20 min y la segunda a 12 000 g
por 3 min en una microcentrifuga (Eppendorf, Hamburg,
Alemania), y se mantuvo a —70 °C. Todos los procedimien-
tos se realizaron a temperatura ambiente.

Niveles plasmaticos de PDGF y de TBX,

Los niveles de PDGF y TXB, se determinaron en el PPP usan-
do una técnica de enzimoinmunoensayo (Quantikine immu-
noassay, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA y Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA, respectivamente). En
tres pacientes las determinaciones se efectuaron en varias
oportunidades en muestras diferentes.

Analisis estadistico

Los valores se expresaron en mediana y rango. Se uso el test
Mann-Whitney para comparar los datos de los controles nor-
males y pacientes. El test de rangos sefialados de Wilcoxon
se emple6 para comparar datos continuos antes del tratamien-
to y durante la remision?. El significado estadistico se definio
como p < 0.05.

Resultados

Las caracteristicas clinicas, los recuentos de plaguetas,
los niveles de PDGF y del TXB, corregido por el nimero
de plaquetas de 17 pacientes con TE aparecen en la
Tabla 1. Los recuentos de plaquetas antes del tratamiento
y en la remisién fueron respectivamente (x 1 000/ul), 980
(610-2 030) y 378 (212-546).

Niveles plasmaticos de PDGF y TXB,

Los niveles de PDGF en los controles normales fue de
2.77 ng/ml (0.99-4.66) y en los pacientes antes del tra-
tamiento 4.8 ng/ml (1.9-14.5), p = 0.005; en 12 casos
(70%) los valores estuvieron por sobre el rango normal.
Durante la remisién de la enfermedad estos valores vol-
vieron a lo normal, 2.13 ng/ml (0.41-3.50), p = 0.003,
aungue en un caso la cifra se mantenia aun alta. Los
valores de TXB, en los controles era de 0.63 ng/ml (0.34-
0.97) y en los pacientes antes del tratamiento 13.8 ng/
ml (0.52-92), p = 0.0002. No obstante, niveles superio-
res a 1.0 ng/ml se observaron en 13 casos (76%). Los
valores de TXB, durante la remisién fueron menores
que antes del tratamiento, 3.2 ng/ml (0.37-37.0), p =
0.004, pero eran aun superiores a los valores normales,
p = 0.004. No se hallé ninguna correlacion entre los
valores de PDGF y TXB, ni entre éstos y los recuentos
de plaguetas. Los niveles de PDGF y TXB, evaluados
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en varias ocasiones en tres pacientes mostraron varia-
ciones minimas entre las determinaciones.

Correccion de los niveles de PDGF y TXB, por el
recuento de plaquetas

Los niveles de PDGF y TXB, se analizaron después de
corregir los valores por el recuento de plaquetas. Los
valores de PDGF corregidos eran menores en los pa-
cientes que en los controles, 0.48 ng/10° plaquetas (0.13-
1.93) y 0.92 ng/10° plaquetas (0.33-1.16) respectiva-
mente, p = 0.02 (Fig. 1). Los niveles de PDGF corregi-
dos por el recuento de plaquetas durante el tratamiento
eran 0.60 ng/10° plaquetas (0.07-0.99), que no diferian
de los obtenidos antes del tratamiento. Los valores de
TXB, corregidos por el nimero de plaquetas obtenidos
antes del tratamiento eran mas elevados que en el gru-
po control, 1.0 ng/10° plaquetas (0.04-14.4) y 0.25 ng/
10° plaquetas (0.13-0.39) respectivamente, p = 0.04 (Fig.
2). Durante la remision los valores corregidos de TXB,
disminuyeron, 0.86 ng/10° plaquetas (0.07-9.8), p =0.04,
pero estaban aun por encima de lo normal p = 0.008.
No se hallé ninguna correlacién entre los valores corre-
gidos del TXB, y la edad o los eventos trombdticos. La
paciente que tenia niveles elevados de TXB, y la edad
o los eventos tromboticos. La paciente que tenia nive-
les elevados de TXB, corregidos por las plaguetas an-
tes del tratamiento y durante la remision (15.59 ng/10°
plaguetas y 9.8 ng/10° plaquetas) y persistencia de la
agregacion plaguetaria espontanea, habia presentado
trombosis portal, mesentérica y esplénica.
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Fig. 1.— Niveles plasméticos de PDGF corregidos por el recuen-
to de plaquetas en pacientes con trombocitemia esencial
antes y durante el tratamiento con anagrelide. Los valores
pre tratamiento son significativamente diferentes del rango
normal, p = 0.02. Los rombos abiertos representan los va-
lores normales.
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Fig. 2.— Valores de TXB, corregidos por el recuento de
plaquetas en trombocitemia esencial antes y durante el tra-
tamiento con anagrelide. Los rombos abiertos representan
los valores normales.

Discusion

En este estudio de 17 pacientes con diagndstico de TE se
hallaron aumento de los niveles plasmaticos de TXB, y
PDGF. Estos resultados sugieren la existencia de
plaquetas que podrian estar activadas in vivo ylo de
plaquetas susceptibles de activarse ex vivo en las condi-
ciones estandar de su preparacion. Al inicio del tratamiento
con anagrelide, 4 pacientes estaban con sintomas de
oclusién vascular (eritromelalgia y acroparestesia) y 5 te-
nian manifestaciones hemorragicas leves. Las manifes-
taciones clinicas desaparecieron y las alteraciones de la-
boratorio tendieron a normalizarse cuando el nimero de
plaquetas disminuyd por el tratamiento. Creemos que es-
tos resultados establecen una relacion entre el aumento
del numero de plaquetas y la presencia de plaquetas
inusualmente sensibles a la activacion, asi como con las
complicaciones hemorragicas y trombéticas. Como ya se
demostré, las dosis de anagrelide usadas en estos pa-
cientes con TE, si bien son suficientes para disminuir el
numero de plaquetas no modifican su funcién* 22,

Esta descripto en pacientes con sindromes mielo-
proliferativos el aumento plasmatico de los marcadores
de activacion plaquetaria como la B-TG y el PF438 y la
agregacion plaquetaria espontanea?. En un estudio ante-
rior encontramos agregacion plaguetaria espontanea en
21 de 47 pacientes con TE?:, En concordancia con lo pu-
blicado por Wu y col.?, esta alteracion se hallé mas fre-
cuentemente en pacientes que tuvieron episodios
trombéticos. En este estudio encontramos aumento de
los niveles plasmaticos de TXB,, que atribuimos inicial-
mente al aumento de la masa plaquetaria. Sin embargo,
esta hipétesis no se pudo sostener debido a la falta de
correlacion entre los niveles de TXB, y el recuento
plaquetario. El aumento de la biosintesis de TXB, se con-
firmd por la persistente elevacion de los niveles de este
metabolito cuando el valor se corrigié por el nimero de
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plaquetas (Fig. 2). Dado que los niveles de TXB, en los
controles estaban siempre dentro del rango ya estableci-
do en el equipo comercial (< 1.0 ng/ml), pensamos que el
aumento hallado en nuestros pacientes podria ser la con-
secuencia de un aumento de la susceptibilidad de las
plaguetas para ser activadas ya sea in vivo o ex vivo. Por
otra parte, Nurden y col.®® encontraron la presencia de
plaquetas activadas en el PRP de un paciente con TE, lo
que les sugiri6 tanto la existencia de activacion plaquetaria
in vivo como la presencia de plaquetas mas susceptibles
de activarse que las normales. Rocca y col.® encontraron
aumento del TXB, en un grupo de pacientes con TE que
tenian alto riesgo de trombosis y el incremento de este
metabolito se correlacionaba con la edad. Pensamos que
estos resultados apoyarian la hipétesis de la existencia
de activacion plaguetaria in vivo. Sin embargo, en nues-
tros pacientes con TE no hallamos correlacién entre los
niveles plasmaticos de TXB, con la edad o las complica-
ciones trombdticas. Tampoco encontramos ninguna co-
rrelacion entre el aumento plasmatico del PDGF y el re-
cuento de plaquetas. Con el objeto de establecer si exis-
tia un aumento de la liberacion de PDGF, sus niveles se
corrigieron por el nimero de plaquetas. Sin embargo, no
se hallaron diferencias entre los valores corregidos de
PDGF antes del tratamiento y durante la remisiéon (Fig.
1). Los pacientes presentaron niveles corregidos de PDGF
mas bajos que los controles y pensamos que una expli-
cacion podria ser la disminucién de la sintesis de PDGF
por los megacariocitos. De manera similar a lo publicado
por otros autores? 2" encontramos disminucion del PDGF
intraplaquetario en 15 pacientes con TE?, confirmando
asi una posible disminucién de su sintesis. Los pacientes
con TE que se hallaban en remisién hematoldgica y clini-
ca por el tratamiento con anagrelide, tuvieron disminu-
cion de los niveles del TXB, y desaparicion de la agrega-
cion espontanea® y de las manifestaciones hemorragicas
y trombdticas. Pensamos que nuestros resultados
enfatizan la relacion entre el nimero de plaquetas y la
aparicién de las complicaciones hemorragicas y
trombdticas en los pacientes con TE. Esta demostrado
gue en las trombocitosis severas las manifestaciones
hemorragicas mejoran después de la disminucién de las
plaguetas. Se sabe también que la trombocitemia se aso-
cia con alteraciones de la microcirculacion, tales como la
eritromelalgia y las manifestaciones neurolégicas y visua-
les, mientras que éstas son poco usuales en pacientes
con TE que normalizaron el nimero de plaquetas®.
Cortelazzo y col.*® mostraron que el tratamiento con
hidroxiurea reduce las manifestaciones trombéticas en
pacientes con TE de alto riesgo y atribuyeron este efecto
a la reduccion del nimero de plaquetas. También se des-
cribié la normalizacién de la actividad del PDGF intra-
plaquetario en pacientes con SMP tratados con busulfan?.

Ademas, van Gederen y col.° comprobaron que en
los pacientes con trombocitemia esencial tratados con
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aspirina desaparecia la eritromelalgia. Por otra parte,
Rocca y col.® encontraron disminucién por aspirina tanto
de la 11-dehydro-TXB, en la orina como del nivel
plasmatico del TXB,, pero no hallaron cambios del au-
mento de la biosintesis del TXB, en 4 pacientes con TE
tratados con hidroxiurea.

Consideramos que para interpretar estos resultados hay
gue tener en cuenta que existen dos poblaciones de pa-
cientes con TE, una clonal y otra policlonal, pero no se sa-
be aun cdmo diferenciarlas ni por la clinica ni por el cuadro
hematologico. Los valores corregidos de TXB, que dismi-
nuyen durante la remision hematoldgica y clinica por el
tratamiento pero que persisten aumentados sobre los va-
lores normales, podrian estar en relaciéon con este hecho.

En conclusion, la normalizacion de las cifras de
plaguetas en estos pacientes con TE tratados con
anagrelide coincide con una tendencia a la normaliza-
cién de los valores plasmaticos de TXB, y a la desapari-
cién de la agregacion espontanea®, junto con las com-
plicaciones trombdticas y hemorragicas.
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