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Presentacion

El simposio del afio actual ha perseguido, como es habitual, presentar temas de actualidad, procurando
abarcar aspectos bésicos y clinicos que sean capaces de atraer a una mayoria de profesionales con inte-
rés en este apasionante campo de la hematologia. Con la seguridad que la ponencia que expondrd el doc-
tor Gawaz tendrd un contenido atractivo y novedoso, la lectura del tema que presentara la doctora Ma-
ribel Diaz-Ricart entusiasma porque, no sélo ha sabido recoger las experiencias personales de su grupo
sobre la afectacién del endotelio en diferentes patologias, sino que nos recuerda que esa parcela del orga-
nismo es un gran desconocido que participa activamente en los procesos que afectan a la salud. La esca-
sez de conocimientos que tenemos actualmente sobre el endotelio vascular y su relacién con el medio en
el que se ubica, asi como la carencia de marcadores que permitan examinar su estado, son el principal las-
tre para progresar en su estudio. En esta ponencia se exponen los conocimientos de la afectacién del en-
dotelio en diferentes patologias. Se analiza cémo el dafio endotelial por los productos téxicos acumulados
en los pacientes con insuficiencia renal crénica puede contribuir al desarrollo de ateroesclerosis. Cémo la
obesidad condiciona un estrés oxidativo que condiciona una disfuncién de la célula endotelial con cam-
bios en receptores de adhesién e incremento de la trombogenicidad. Analiza también las alteraciones del
endotelio en los estadios iniciales del trasplante hematopoyético, asi como en otras patologias como hi-
pertensién o diabetes.

En el aspecto diagnéstico del simposio, el doctor Ribera hace una magnifica introduccién sobre las dife-
rentes entidades constitucionales que se caracterizan por una disfuncién de las plaquetas. Defectos de re-
ceptores, ya para proteinas adhesivas, o para agonistas solubles, alteraciones en la transmisién del men-
saje que resultan en una incapacidad secretora o adhesiva, o falta de granulos conteniendo elementos de
apoyo para la actividad plaquetaria, son las principales causas de una patologia que se expresa clinicamen-
te en un sangrado mucosocutaneo de temprana aparicién. La buena recogida de esta expresividad clinica
es, como dice en su ponencia, fundamental para sospechar un diagndstico que debe establecerse con un
exhaustivo examen analitico de la funcién plaquetaria y de la competencia de la hemostasia, para comple-
tarse con estudios de biologia molecular. Esta ponencia presenta ademads, por primera vez, un andlisis de
la situacién del diagnéstico de las trombopatias congénitas en Espafia. La dificultad de este procedimien-
to queda reflejada en sus datos. De los 700 pacientes considerados como portadores de una trombopatia
congénita en nuestro pais, un 40% carecen de una filiacién concreta de la disfuncién plaquetaria.

El doctor Pascual Marco cerrard el simposio con un tema eminentemente clinico, de notoria actualidad y
que nos va a generar numerosas consultas en los aflos venideros. Como inicia en su introduccién, muchos
pacientes van a necesitar terapias que asocien un antitrombético y un farmaco antiplaquetario. Nuestra
experiencia se restringe a combinaciones de un farmaco antivitamina K (AVK) y ASA, mucho menos una
tienopiridina. El reto que viene es el progresivo reemplazo de los farmacos AVK por nuevos antitrombéti-
cos, ya sea una antitrombina oral o un inhibidor del factor Xa. La principal pregunta es si se incrementara
el riesgo hemorragico en un contexto nuevo, la ausencia de antidoto. Esta ponencia analiza la bibliografia
disponible y dard la respuesta, con las limitadas evidencias que tenemos, a estos nuevos aspectos.
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Aunque la fibrilacién auricular (FA) constituya la pa-
tologia cardiaca mas prevalente y la principal causa de
indicacién del tratamiento anticoagulante, algunos pa-
cientes identificados como de alto riesgo para padecer
enfermedad isquémica cerebral necesitan la asociacién
de antiagregantes plaquetarios a los anticoagulantes
tipo antivitaminas K para mejorar su eficacia, aunque
considerando que también aparecerdn mayor ndme-
ro de complicaciones hemorragicas. Por otro lado, los
avances en el tratamiento de los sindromes coronarios
agudos (SCA) permiten mejorar la supervivencia de
los pacientes y su calidad de vida.

Hay situaciones clinicas en las que un paciente con FA
padece un SCA y debera recibir tratamiento combina-
do de una antivitamina K y doble antiagregacion, habi-
tualmente acido acetilsalicilico (AAS) y clopidogrel. Se
calcula que aproximadamente un 10% de los pacientes
con indicacién de anticoagulacién a largo plazo pueden
precisar una terapia de revascularizacién cardiaca y, por
ende, la asociacién de dos antiplaquetarios. Las publi-
caciones acerca de esta triple terapia suelen correspon-
der a estudios retrospectivos, con resultados contradic-
torios”. Sin embargo, una revisién de la literatura de
Rubboli et al.?) nos muestra, aunque con datos muy li-
mitados, que la eficacia superaria la seguridad, excep-
to en pacientes previamente catalogados de alto riesgo
de sangrado. No obstante, la mayoria de los pacientes
tenfan indicacién de triple terapia por periodos no su-
periores a 3 meses, por lo que la comparacién de san-
grados con otras modalidades de tratamiento no aporta
diferencias estadisticamente significativas. En realidad,
de la literatura se extrae la conclusion de que los pacien-
tes con mds episodios de sangrado corresponden a los
de edad avanzada o a los que padecen patologia gastro-
intestinal, y que la indicacién debe ser personalizada,
tras una adecuada valoracién del riesgo®.

La aparicién reciente de los nuevos anticoagulantes
orales no antivitaminas K (antitrombinicos directos
o anti-factor X activado), entre cuyas ventajas esta el
perfil farmacocinético estable, menor interaccién con
otros farmacos y no precisar monitorizacién “frecuen-
te”, abre una nueva opcidn para este grupo de pacien-
tes de riesgo.

El dabigatran es un antitrombinico directo, que ha
desarrollado un programa de investigacién clinica en
cirugia ortopédica de alto riesgo, tromboembolismo
venoso, FA y SCA¥. También estd soportado por es-
tudios farmacocinéticos y anélisis de las interaccio-
nes farmacoldgicas, especialmente con el AAS y con
el clopidogrel. Estos estudios de farmacocinética que
asocian dabigatran y AAS o dabigatrdn y clopidogrel
muestran cambios en los pardmetros farmacocinéti-
cos, aunque los autores consideran que no tienen sig-
nificado clinico®®. Conclusiones similares se deducen
de estudios de interaccién con diclofenaco. En el la-
boratorio no se ha observado efectos aditivos sobre la
funcién plaquetaria cuando se han asociado ASS, clo-
pidogrel o diclofenaco®.

El estudio PETRO, un fase II publicado en 20077, es
la primera evaluacién de dabigatran en pacientes con
FA a dosis escaladas, comparado con warfarina. Los pa-
cientes se clasificaron en 10 grupos de tratamiento, en
los que se combinaban, en dosis diferentes del farma-
co en estudio, con AAS a dosis de 81 mg y/o 325 mg
una vez al dia, y se comparaban con warfarina sola a
INR (cociente internacional normalizado) 2-3. Las he-
morragias mayores se observaron en los pacientes que
recibian 300 mg de dabigatran 2 veces al dia y AAS. En
estos pacientes, el comité decidi6 suspender el AAS.
Sin embargo, con las otras dosis de dabigatran no se
observé mayor nimero de sangrados dependientes de
la asociacién o no de AAS, a pesar que los pacientes
que combinaron ambos farmacos mostraban descen-
sos significativos de la excrecién de tromboxano B2.
Mas recientemente, el estudio RE-DEEM® estudia el
efecto de la asociacién de dabigatran a diferentes do-
sis con AAS y clopidogrel en 1.878 pacientes con SCA
durante 6 meses. Los resultados indican que la asocia-
cién de los 3 farmacos con dosis crecientes de dabi-
gatran comparado con placebo suponia un incremen-
to de los sangrados, siendo mas significativos a dosis
mas altas de dabigatran (110 y 150 mg 2 veces al dia),
aunque se observaba una disminucién de la actividad
de la hemostasia. Los autores concluyen en la necesi-
dad de hacer un ensayo en fase Il para analizar el ba-
lance eficacia/seguridad.

Por otro lado, en el andlisis de subgrupos del estudio
RE-LY®, considerando que el 40% de los pacientes in-
cluidos tenfan asociacién con ASS, no se observaron
diferencias significativas en cuanto a seguridad entre
los pacientes que llevaban AAS respecto a los que no;
el riesgo de sangrado tampoco era significativamente
diferente entre los pacientes con AAS y dabigatran y
AAS y warfarina.

Estos resultados podrian trasladarse a los pacientes
con FA que precisen una intervencién coronaria per-
cutanea.

El rivaroxabdn, un inhibidor directo del factor X ac-
tivado, también ha demostrado no ser inferior a la
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enoxaparina en la prevencién del tromboembolismo
venoso en pacientes sometidos a cirugia ortopédica
mayor de prétesis de cadera y rodilla®. Este farmaco,
al igual que el anterior, tiene un amplio programa de
ensayos clinicos: los estudios RECORD 1, 2,3y 4 en
cirugia ortopédica mayor de prétesis de cadera y rodi-
lla, EINSTEIN (enfermedad tromboembdlica venosa),
MAGELLAN (en pacientes con patologias médicas) o
el ROCKET AF, un ensayo en fase III en profilaxis del
ictus isquémico en pacientes con FA en el que se han
incluido més de 14.000 pacientes , en el que los pa-
cientes son aleatorizados a rivaroxaban y warfarina®®.
Los resultados definitivos estan pendiente de publica-
cién. En 2 publicaciones de Kubitza er al.!'? se estudia
la influencia del AAS en la farmacocinética, farmaco-
dinamia, seguridad y tolerancia del rivaroxaban. Este
estudio demostrd que el AAS no altera los efectos del
farmaco sobre la actividad anti-Xa o las pruebas coa-
gulantes. A su vez, demuestran que la agregacién pla-
quetaria y el tiempo de sangrado no se ven afectados
por rivaroxaban, no interaccionan entre si ni modifica
la accién del AAS. Este ensayo demuestra que no hay
una interaccién clinicamente relevante y que ambos
farmacos pueden administrarse simultdneamente a las
dosis programadas. El estudio ATLAS ACS-TIMI 46"
es un fase II en pacientes con SCA. En él se adminis-
tran dosis crecientes de rivaroxabdn asociado a AAS o
a AAS y clopidogrel. El disefio es de doble ciego con
dosis escaladas (5-20 mg) de rivaroxaban .

Incluye 3.491 pacientes, estabilizados tras un SCA,
en los que, ademads de las dosis del formaco en estudio
/placebo, a criterio del investigador a los pacientes se
les anade AAS solo o AAS y clopidogrel. La seguridad
fue evaluada por los sangrados clinicamente significa-
tivos (escala de riesgo TIMI) y la eficacia por la muerte
cardiovascular, infarto de miocardio, ictus isquémico y
nuevos episodios isquémicos que requieran revascula-
rizacién coronaria. Los resultados muestran que riva-
roxaban es mejor que placebo en eficacia y, respecto al
sangrado, se presenta de forma dosis dependiente. Los
autores concluyen que es preciso realizar un nuevo es-
tudio (estd en fase de reclutamiento), con dosis bajas
de rivaroxaban asociado a antiagregacién doble o sen-
cilla. También se esta desarrollando un nuevo estudio
en pacientes que padecen FA y SCA, asociando riva-
roxaban y antiagregantes plaquetarios.

Hay publicaciones que analizan el efecto aditivo de
naproxeno, AAS a dosis altas y clopidogrel cuando se
asocia a rivaroxaban. En todos los casos se observa
que rivaroxaban solo no modifica las pruebas de fun-
cién plaquetaria. El naproxeno no tiene efectos clini-
camente relevantes cuando se asocia a rivaroxaban, al
igual que la asociacién de AAS o clopidogrel. Y las al-
teraciones de funcion plaquetaria inducidas en los pa-
cientes en tratamiento con AAS, naproxeno o clopido-
grel no se potencian por rivaroxaban!.
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El apixaban también estd desarrollando un amplio
programa de estudios clinicos en cirugia ortopédi-
ca mayor de prétesis de rodilla (ADVANCE-1 y AD-
VANCE-2, fase III). En este Ultimo ensayo, apixaban
fue superior a enoxaparina a dosis de 40 mg al dia en
la prevencién del tromboembolismo venoso tras pré-
tesis de rodilla®. El estudio ADOPT (fase III) en pre-
vencién del tromboembolismo venoso en pacientes de
enfermedades médicas, o en el tratamiento de la trom-
bosis venosa profunda y el embolismo pulmonar es-
tan en la actualidad en desarrollo.

El estudio AVERROES un fase Il en pacientes con
FA, apixaban comparado con AAS, en pacientes que
no podian recibir antivitaminas K; fue parado prema-
turamente dada la superioridad del farmaco®. También
estd en desarrollo el estudio AROSTOTLE, un fase III
en pacientes con FA, comparando apixaban con warfa-
rina, cuyos resultados se esperaban en abril de 2011.

El estudio APPRAISE", un fase Il cuyo objetivo es
la prevencién de eventos isquémicos en pacientes con
SCA, incluye a 1.715 pacientes y los resultados globa-
les indican que se observa un sangrado dosis depen-
diente de apixaban y una tendencia a en la reduccién
de accidentes isquémicos. Es un estudio doble ciego,
controlado con placebo, con dosis escaladas de apixa-
ban (2,5 mg 2 veces al dia; 10 mg 1 vez al dia; 10 mg
2 veces al dia; y 20 mg 1 vez al dia), todos los pacien-
tes recibieron AAS y el 76% clopidogrel. La valora-
cién de seguridad se realizé segun la International So-
ciety on Thrombosis and Haemostasis (ISTH). Los
autores indican que la asociacién de apixaban a la te-
rapia antiplaquetaria mostraba un incremento del san-
grado dosis dependiente del farmaco en estudio. Res-
pecto a la eficacia, los resultados indican una tendencia
a la mejoria, pero no significativa respecto a los even-
tos isquémicos. En los pacientes que recibieron una
doble terapia antiplaquetaria se vio un claro incremen-
to de sangrado clinicamente significativo y fue menos
aparente en aquellos pacientes que sélo estaban con
AAS. Paraddjicamente, los pacientes que sélo lleva-
ban apixaban y AAS tuvieron un mejor grado de efi-
cacia que aquellos que estaban con apixaban, AAS y
clopidogrel (los autores, no obstante, aconsejan tomar
estos resultados con precaucién y se debe esperar a
los resultados de los estudios por subgrupos). La dosis
de apixaban de 10 mg diarios parece la mas adecuada
en un subgrupo especial de pacientes de alto riesgo de
eventos isquémicos, en los que sea ademas necesario
asociar terapia antiplaquetaria.

En la actualidad se estd desarrollando el estudio
APPRAISE-2, un fase Il en pacientes con SCA.

En conclusién, la asociacién de los nuevos anticoa-
gulantes orales con la terapia antiplaquetaria debe ser
completada connuevos ensayos clinicos en fase III, que
permitan optimizar la dosis del farmaco a fin de mejo-
rar su perfil de seguridad, manteniendo o mejorando,
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si cabe, su eficacia en pacientes seleccionados con alto
riesgo de padecer nuevos episodios isquémicos.

En el futuro, en que aparecerdn nuevos y mas poten-
tes farmacos antiplaquetarios, serd preciso desarrollar
nuevos estudios en los que podamos extraer conclusio-
nes acerca de cémo combinar los anticoagulantes con
los antiplaquetarios, reconociendo que las dosis pue-
den cambiar con la préctica diaria y que también puede
depender de la técnica de revascularizacién empleada
en cada caso, por lo que hay que adaptarla al riesgo de
sangrado de cada paciente de forma individual.
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DISFUNCION ENDOTELIAL
COMOQ ALTERACION COMUN
EN MULTIPLES SITUACIONES
PATOLOGICAS

M. Diaz-RicART, E. CARRERAS, A. CASES,
A.M. GALAN, R. Gowmis, M. HERAS,
G. EscoLARr

Hospital Clinic. Barcelona

El endotelio es el érgano de mayor tamarfio del orga-
nismo, cuya funcién no se limita a la contencién de
la sangre, ya que mantiene el flujo sanguineo a nivel
venoso y arterial, modula el tono vascular, regula el
paso de células y fluidos entre la sangre y los tejidos
interviniendo en los fenémenos inflamatorios de cual-
quier origen, controla las propiedades hemostaticas de
la sangre y participa en la generacién de nuevos va-
sos sanguineos. Todas estas propiedades son hetero-
géneas y variables en funcién de la localizacién anaté-
mica y el momento en el que se analicen®.

El endotelio estd implicado en la mayoria de las en-
fermedades, ya sea como determinante principal de
la fisiopatologia o como victima colateral. A pesar de
ello, es dificil trasladar el conocimiento adquirido en
el laboratorio a la practica médica. El endotelio no es
susceptible de ser abordado a través de las maniobras
tradicionales de diagnéstico, como la inspeccién, la
palpaciodn, la percusién y la auscultacién. Y, desde un
punto de vista de laboratorio, no existen todavia bio-
marcadores exclusivos que permitan el diagndstico del
dafio endotelial. Pero, por todo ello, el endotelio pre-
senta un potencial enorme, atin sin explotar, como dia-
na terapéutica.

Heterogeneidad del endotelio

Una de las dificultades a la hora de trasladar los co-
nocimientos generados desde el laboratorio a la ca-
becera del paciente reside en la concepcién errd-
nea de que todas las células endoteliales son iguales.
Tanto la busqueda de un marcador universal como
la definicién del endotelio suponen un reto en la ac-
tualidad. Algunas de las caracteristicas ultraestructu-
rales adscritas al endotelio no se encuentran en to-
das las células endoteliales. Hay pocos marcadores,
si hay alguno, que sean especificos y que estén uni-
formemente expresados en el endotelio. Desde el
punto de vista funcional, se puede hablar de divi-
sién de funciones del endotelio dependiendo de su
localizacién anatémica. Por lo tanto, para entender
los procesos fisiopatolégicos que ocurren en el en-
dotelio deben tenerse en cuenta distintos aspectos:
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el fenotipo de las células endoteliales dependiendo
de la localizacién de las mismas, los condicionantes
microambientales (extracelulares) y epigenéticos, asi
como aquellas diferencias fenotipicas condicionadas
por la evolucién®.

Activacion y disfuncion del endotelio

Los términos usados mas frecuentemente para definir
alteraciones del funcionalismo endotelial son “activa-
cién endotelial” y “disfuncién endotelial”, cuya defi-
nicién ha ido evolucionando a lo largo de los afios. El
endotelio funcional siempre esta “activo”, ya que tie-
ne unas tareas determinadas y es capaz de responder
a estimulos diversos. Hablamos de “activacién endo-
telial” cuando un estimulo es intenso y/o prolonga-
do en el tiempo e induce la expresién temporal de un
fenotipo proinflamatorio y/o procoagulante en la cé-
lula endotelial®. En cambio, la “disfuncién endote-
lial” implica cambios funcionales (hemostaticos, ad-
hesividad y migracién leucocitaria, tono vasomotor,
pérdida de la funcién de barrera, cambios en la apop-
tosis celular) y estructurales (vacuolizacién nuclear,
edema y fragmentacién citoplasmatica, denudacién
y pérdida de adhesién a la matriz extracelular) en el
endotelio®™. Esta es una condicién que precede al de-
sarrollo de aterosclerosis.

Marcadores de dano endotelial

Considerando que la disfuncién endotelial puede ser
un indicador temprano de enfermedad cardiovascu-
lar subclinica, la medida de marcadores especificos
en el laboratorio ayudarfa a mejorar su diagndsti-
co. Actualmente, no existe un marcador universal de
disfuncién endotelial y, en general, los laboratorios
han optado por la medida de distintos parametros
relacionados con la activacién y el dafio endotelia-
les, como los niveles plasmaticos de receptores de
adhesién solubles —como VCAM-1 soluble—, la de-
terminacion del factor de Von Willebrand (FVW) en
plasma y el anélisis de células endoteliales circulan-
tes (CEC) y de progenitores endoteliales circulantes
(PEC) en sangre. Un numero elevado de CEC seria
indicativo de la pérdida de capacidad adhesiva de las
células endoteliales, ya sea por apoptosis o necrosis
de las mismas. Por otro lado, el significado de deter-
minados niveles de PEC es mds especulativo, pero
su presencia en sangre podria indicar una mayor o
menor capacidad regenerativa del endotelio. La ma-
yor dificultad de estas determinaciones reside en en-
contrar las caracteristicas precisas de cada una de es-
tas poblaciones para hacer un andlisis fidedigno y
reproducible.
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Disfuncion endotelial en la insuficiencia renal
cronica

Un ejemplo claro de disfuncién endotelial ocurre
en la insuficiencia renal crénica terminal (IRCT). El
endotelio de los pacientes con IRCT estd en conti-
nua exposicién a los téxicos urémicos. La mortali-
dad en los pacientes sometidos a diélisis es supe-
rior a la de la poblacién normal, siendo en un 50%
debida a complicaciones cardiovasculares. La pre-
valencia de enfermedad cardiovascular en la IRCT
es entre 10 y 30 veces superior a la de la pobla-
cién normal®. De hecho, existe una aceleracién
de la progresién de la aterosclerosis en la pobla-
cién de enfermos con IRCT, responsable de que las
complicaciones trombéticas aparezcan prematura-
mente en comparacién con la poblacién normal®,
siendo dificil atribuir esta situacién Gnicamente a
la mayor prevalencia de factores de riesgo cardio-
vascular clasicos como hipertensién arterial, diabe-
tes, hiperlipemia o tabaquismo.

La etiopatogenia del cuadro de aterotrombosis
acelerado en la IRCT es compleja. Estudios reali-
zados in vivo e in vitro reconocen la coexistencia de
un alto grado de disfuncién endotelial, un estado
inflamatorio crénico y de estrés oxidativo en los
pacientes urémicos. En el desarrollo de estos pro-
cesos patoldgicos intervienen factores humorales
téxicos, debidos al fallo renal, y factores derivados
de la activacién celular debidos a las terapias sus-
titutivas.

Utilizando un modelo de cultivo de células endo-
teliales expuestas a medio urémico, se ha podido
caracterizar la disfuncién endotelial. Estas células
presentan un crecimiento acelerado, con alteracio-
nes morfoldgicas y un incremento de células en
fase S+ G2M© 7). Su adherencia al subendotelio
es inferior cuando son expuestas a condiciones de
flujo®, hecho confirmado por una mayor presen-
cia de células endoteliales circulantes®. Ademas,
las células expuestas al medio urémico generan
una matriz extracelular mds trombogénica debido,
en parte, a una mayor presencia de factor tisular y
FVW®?. Aunque la exposicién de células endote-
liales en cultivo a suero urémico induce una mayor
actividad MAP cinasa”, no se detectan marcado-
res de apoptosis en estas células. Ademads, estudios
inmunocitoquimicos han evidenciado aumentos
en los receptores de adhesién ELAM-1, VCAM-1 e
ICAM-1 en la superficie de estas células, caracteris-
ticos de procesos inflamatorios®.

Este estado de inflamacién crénica concurre con
la existencia de estrés oxidativo en estos pacientes,
que podria ser en gran parte responsable de la le-
sién citotdxica que sufre el endotelio de estos pa-
cientes® ya que la generacién de radicales libres y
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de productos oxidados en la uremia supera la habi-
lidad de los antioxidantes intra- y extracelulares.
La utilizacién de técnicas proteémicas®™ nos ha
permitido detectar incrementos en la expresién de
proteinas de cardcter proinflamatorio, como dos
componentes del proteasoma, la citocina HMGB1
y la proteina enzimdtica aldosa reductasa, asi como
de una proteina antiinflamatoria, como la superdxi-
do dismutasa. Asimismo, la exposicién de las célu-
las endoteliales al medio urémico genera una res-
puesta de adaptacién con una mayor expresién de
proteinas antioxidantes y antiapoptéticas, como
la glutatiéon peroxidasa, la superéxido dismutasa y
la peroxiredoxina. Es interesante destacar que al-
gunas de estas proteinas estan directa o indirecta-
mente relacionadas con el factor nuclear kappa B
(nuclear factor kappa B: NFxB)1V, que juega un papel
crucial en el desarrollo de procesos inflamatorios,
inmunoldgicos y de estrés oxidativo.

Activacion y dano endotelial en la obesidad

La obesidad es una situacién de inflamacién sisté-
mica crénica que conduce a estrés oxidativo, dis-
funcién endotelial y vasculopatia. Es un factor de
riesgo mayor de morbilidad y mortalidad cardio-
vascular aterotrombética’. La obesidad estd es-
trechamente relacionada con la dislipidemia, la hi-
pertension, la resistencia a la insulina y la diabetes
mellitus, condiciones todas ellas que se asocian
con dafo endotelial.

En individuos obesos existen alteraciones en los
patrones de citocinas y adipocinas proinflamatorias
y protrombéticas circulantes®. Estudios in vitro,
exponiendo células endoteliales al medio secreta-
do (secretoma) por el tejido adiposo de localiza-
cién subcutdnea y visceral de individuos obesos,
asi como al secretoma de las fracciones celulares
adipociticas y estromales de cada localizacién, han
permitido caracterizar un fenotipo de activacién y
dafio endoteliales en la obesidad y determinar la
contribucién de las distintas fracciones del tejido
adiposo. En general, observamos un incremen-
to en la proliferacién de las células en cultivo, con
una alteracién en la morfologia de las mismas, un
aumento en la expresién de receptores de adhesion
VCAM-1 e ICAM-1 en la superficie celular y una
mayor trombogenicidad de la matriz extracelular,
generada posiblemente debido a una mayor expre-
sién del FVW. Estos cambios, relacionados con la
activacion de las proteinas p38 MAPK, Erk42/44 y
el factor de trascripcién NFkB, fueron mucho mas
evidentes en células expuestas al secretoma del te-
jido adiposo visceral, en especial a los componen-
tes secretados por la fraccién estromal.

Lesion endotelial y trasplante de progenitores
hematopoyéticos

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH)
es una estrategia terapéutica de eleccién no sélo en de-
terminadas hemopatias, sino también en otras patolo-
gias no hematoldgicas. A pesar de ello, este tratamien-
to se asocia a una elevada morbimortalidad atribuible
a complicaciones de diversa indole. Existen complica-
ciones que aparecen en la fase inicial del trasplante y
que parecen tener un origen endotelial comun.

A través de estudios i vivo e in vitro, hemos podido
demostrar que existe activacién y dafio endoteliales en
asociacién con el TPH tanto alogénico como autdlo-
go™19 cuya magnitud estd en relacién directa con la
intensidad del tratamiento de acondicionamiento y se
hace ademads evidente durante la fase del implante del
injerto. La activacién del endotelio durante el TPH se
traduce en una reaccién inflamatoria en ambos tipos de
trasplante, con un aumento de los receptores de adhe-
sion VCAM-1 e ICAM-1 en la superficie celular, junto
con un fenotipo protrombético en el alogénico con una
mayor expresion del FVW en la matriz extracelular®.
Utilizando un modelo de célula endotelial microvascu-
lar, pudimos evidenciar que el TPH autélogo también
conlleva un riesgo protrombético posiblemente asocia-
do a una mayor expresién del factor tisular en la matriz
extracelular generada por estas células®. Es interesan-
te destacar el papel protector del defibrotide, derivado
del 4cido desoxirribonucleico, cuyo efecto parece es-
tar mediado a través de la inhibicién de las vias depen-

dientes de p38 MAPK y la proteina de estrés Akt

Disfuncion endotelial en otras patologias

Existen evidencias que indican la presencia de disfun-
cién endotelial en otras patologias denominadas car-
diometabdlicas, como la diabetes y la hipertensién.
Pero también se ha demostrado la existencia de un
estado inflamatorio, asi como un mayor riesgo de
complicaciones cardiovasculares, en la depresién®.
Los pacientes con depresién presentan niveles incre-
mentados en circulacién de citocinas inflamatorias
como la interleucina 6 (IL-6) y la proteina C reactiva
(PCR)™. Es conocido que la serotonina o 5-hidroxi-
triptamina (5-HT) actia como agente proinflamato-
rio e inmunorregulador en diferentes condiciones cli-
nicas. Aunque son necesarios mas estudios, existen
evidencias generadas in vivo e in vitro que demuestran
una asociaciéon entre el tratamiento con inhibidores
de la recaptacién de serotonina y una disminucién
del estado inflamatorio, asi como del riesgo cardio-
vascular, en pacientes depresivos. Por todo ello, se es-
pecula que en la depresién pudiera existir un compo-
nente de disfuncién endotelial.
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Consideraciones finales

La evolucién de las investigaciones realizadas utilizan-
do modelos celulares nos ha llevado a la caracteriza-
cién de las alteraciones fisiolégicas y bioquimicas de la
disfuncién endotelial en distintas situaciones patoldgi-
cas. Ahora bien, queda por determinar aquellos meca-
nismos que desde la recepcién de un estimulo “t6xico”
conducen al desarrollo de la disfuncién. Este estimu-
lo téxico podria ser detectado por receptores encarga-
dos de la “defensa” celular, como los receptores toll like
(TLR) y los inflamasomas. Ambos sistemas tienen en
comun la activacién del factor de trascripcién NFkB y
la produccién de citocinas proinflamatorias.

Por otro lado, no debemos olvidar que la mayoria de
las situaciones patolégicas en las que se produce disfun-
cién endotelial son situaciones complejas cuyo fenotipo
proviene de la combinacién de factores tanto ambienta-
les como genéticos. Por lo tanto, no puede descartarse
un cierto grado de inestabilidad epigenética en situacio-
nes patoldgicas cronicas en las que tanto el componen-
te inflamatorio como el de estrés oxidativo, entre otros
factores, generan un ambiente propicio para ocasionar
alteraciones en la regulacién de la expresién de algunos
genes?. La exposicion permanente del endotelio a la
presencia de moléculas téxicas, elementos proinflamato-
rios y productos de la oxidacién podria tener un impacto
directo en la organizacién de la cromatina o en aquellos
elementos que la regulan, como son las histonas y otros
elementos no codificantes (micro-ARN, si-ARN).

La disfuncién endotelial es un factor patofisioldgico
comin en multiples patologias, en especial en aque-
llas denominadas cardiometabdlicas, y constituye una
condicién que precede a la enfermedad cardiovascular.
Aunque las causas que conllevan al desarrollo de dis-
funcién endotelial en cada una de las patologias pue-
den ser diferente, los mecanismos moleculares parecen
ser en gran parte coincidentes. El hecho de que la dis-
funcién endotelial sea un evento precoz le confiere po-
tencial valor prondstico de enfermedad cardiovascular
y ofrece una diana terapéutica para el desarrollo de far-
macos disefiados para prevenir su desarrollo.

El conocimiento de los mecanismos moleculares ba-
sicos abrird nuevas posibilidades terapéuticas para, si
no prevenir, al menos contrarrestar las consecuencias
de un estado inflamatorio crénico, como es el que su-
cede en la insuficiencia renal crénica y otras patologias
cardiometabdlicas, asi como en situaciones de infla-
macién aguda, como ocurre en asociacién a procedi-
mientos terapéuticos como el TPH.

Agradecimientos

Agradecemos la colaboracion en estos estudios de los doctores
Marta Palomo, Felicia Hanzu, Irene Lopez-Vilchez, Caro-

| 186 | haematologica/edicion espafiola | 2011; 96 (Extra 1)

lina Caballo, Patricia Molina, Marc Pino y Alba Carmona.
Los estudios descritos han sido parcialmente financiados por
la ayudas P108/0156, CP04-00112, PS09/00664 (Fondo
de Investigaciones de la Seguridad Social), la German José
Carreras Leulaemia Foundation (R 07/41v) y SAF 2009-
10365 (Ministerio de Ciencia y Tecnologia).

Referencias bibliograficas

1. Aird WC. The endothelium: a primer’. UpToDate 13.1; 2005
(http://www.uptodateonline.com).

2. Aird WC. Endothelium in health and disease. Pharmacologi-
cal reports 2008; 60: 139-43.

3. Pober ]S, Gimbrone MA Jr. Expression of la-like antigens by
human vascular endothelial cells is inducible in vitro: dem-
onstration by monoclonal antibody binding and immuno-
precipitation. Proc Natl Acad Sci USA 1982; 79: 6641-5.

4. Cybulsky MI, Gimbrone MA Jr. Endothelial expression of
a mononuclear leukocyte adhesion molecule during athero-
genesis. Science 1991; 251: 788-91.

5. Levey AS, Eknoyan G. Cardiovascular disease in chronic re-
nal disease. Nephrol Dial Transplant 1999; 14: 828-33.

6. Serradell M, Diaz-Ricart M, Cases A, Zurbano M], Aznar-
Salatti ], Lépez-Pedret ], et al. Uremic medium disturbs the
hemostatic balance of cultured human endothelial cells.
Thromb Haemost 2001; 86: 1099-105.

7. Serradell M, Diaz-Ricart M, Cases A, Petriz ], Ordinas A, Es-
colar G. Uremic medium accelerates proliferation but does
not induce apoptosis on endothelial cells. Nephrol Dial
Transplant 2003; 18: 1079-85.

8. Koc M, Bihorac A, Segal MS. Circulating endothelial cells as
potential markers of the state of the endothelium in hemodi-
alysis patients. Am ] Kidney Dis 2003; 42: 704-12.

9. Serradell M, Diaz-Ricart M, Cases A, Zurbano MJ, Lépez-Pe-
dret], Arranz O, et al. Uremic medium causes expression, re-
distribution and shedding of adhesion molecules in cultured
endothelial cells. Haematologica 2002; 87: 1053-61.

10. Himmelfarb J, Stenvinkel P, Ikizler TA, Hakim RM. The ele-
phant in uremia: oxidant stress as a unifying concept of car-
diovascular disease in uremia. Kidney Int 2002; 62: 1524-38.

11. Carbo C, Diaz-Ricart M, Fuste B, Fusté B, Cases A, Carrascal
M, et al. Differential expression of proteins from cultured en-
dothelial cells exposed to uremic versus normal serum. Am ]
Kidney Dis 2008; 5: 603-12.

12. Berg AH, Scherer PE. Adipose tissue, inflammation, and car-
diovascular disease. Circ Res 2005; 96: 939-49.

13. Alberti KG, Zimmet P, Shaw ]J. The metabolic syndrome. A
new worldwide definition. Lancet 2005; 366: 1059-62.

14. Hanzu FA, Palomo M, Kalko SG, Parrizas M, Garaulet M,
Escolar G, et al. Translational evidence of endothelial dam-
age in obese individuals: inflammatory and prothrombotic
responses. ] Thromb Haemost 2011; 9 (6): 1236-45.

15. Palomo M, Diaz-Ricart M, Carbo C, Rovira M, Fernandez-
Aviles F Escolar G, et al. The release of soluble factors con-
tributing to endothelial activation and damage after he-
matopoietic stem cell transplantation is not limited to the
allogeneic setting and involves several pathogenic mecha-
nisms. Biol Blood Marrow Transplant 2009; 15: 537-46.

16. Palomo M, Diaz-Ricart M, Carbo C, Rovira M, Fernandez-
Aviles F, Martine C, et al. Endothelial dysfunction after he-
matopoietic stem cell transplantation: role of the condi-
tioning regimen and the type of transplantation. Biol Blood
Marrow Transplant 2010; 16: 985-93.

17. Palomo M, Diaz-Ricart M, Rovira M, Escolar G, Carreras E.
Defibrotide prevents the activation of macrovascular and mi-
crovascular endothelia caused by soluble factors released to



LIl Reunién Nacional de la SEHH y XXVII Congreso Nacional de la SETH. Simposios

blood by autologous hematopoietic stem cell transplanta-
tion. Biol Blood Marrow Transplant 2011; 17: 497-506.

18. Leén-Ponte M, Ahern GP, O’Connell P]. Serotonin provides
an accessory signal to enhance T-cell activation by signaling
through the 5-HT7 receptor. Blood 2007; 109: 3139-46.

19. Miller GE, Stetler CA, Carney RM, Freedland KE, Banks WA.
Clinical depression and inflammatory risk markers for coro-
nary heart disease. Am J Cardiol 2002; 90: 1279-83.

20. Stenvinkel P, Ekstrom TJ. Epigenetics and the uremic pheno-
type: a matter of balance. Contrib Nephrol 2008; 161: 55-62.

SITUACION DIAGNOSTICA
ACTUAL EN TROMBOPATIAS
CONGENITAS
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Centro Regional de Hemodonacion.

Unidad de Hematologia y Oncologia Médica.
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Trombopatias congénitas: tipos
y aproximacion al diagnéstico

Tanto la hemostasia primaria, el mecanismo fisiolégi-
co de defensa de la integridad vascular, como la for-
macién de un trombo patoldgico son procesos dinami-
cos que conllevan una serie coordinada de eventos que
implican a las plaquetas: a) adhesién de una monocapa
de plaquetas al subendotelio expuesto (fase de inicia-
cién); b) reclutamiento de nuevas plaquetas de la cir-
culacién, activacién y agregacién de las mismas mer-
ced a la liberacién local de agonistas plaquetarios (fase
de extension); c) estabilizacién del tampén plaquetario
mediante una segunda ola de sefiales de activacién por
contacto plaquetario estrecho y formacién de la red de
fibrina (fase de estabilizacién); y d) control negativo de
la activacién plaquetaria incontrolada y del crecimien-
to del trombo mediante diferentes proteinas®. Para
desempeniar su funcidn, las plaquetas emplean distin-
tos tipos de receptores altamente especializados, in-
cluyendo glicoproteinas (GPs) adhesivas no integrinas
(complejo GPIb/IX/V), integrinas (o, B., a.,B,, etc.), re-
ceptores de agonistas solubles (receptores de trombina
-PAR-1y PAR-4-, de tromboxano A, -TXA -, de epi-
nefrina —~ADRA2A-, de ADP-P,Y , P,Y -, etc.), recep-
tores de la superfamilia de inmunoglobulinas (GPVI,
receptores Fc, PECAM-1) y una misceldnea de otros.
La interaccién de estos receptores con sus ligandos in-
duce eventos de sefalizacién intraplaquetaria de den-
tro a fuera (inside-out) y de fuera a dentro (outside-in),
que favorecen la activacién y conducen a la agregacién
plaquetaria®. Adicionalmente, las plaquetas emplean
en este proceso su flexible citoesqueleto, que les per-

mite el cambio dramatico de su morfologia, y un siste-
ma de granulos a y 8 que liberan proteinas hemostati-
cas (factor de Von Willebrand -FVW-, fibrinégeno
—Fg—, selectina-P, etc.), nucleétidos (ADP y ATP) y cal-
cio, que actian de forma autocrina y paracrina poten-
ciando la activacién plaquetaria®.

Las anormalidades hereditarias en cualquiera de es-
tos elementos de la fisiologia plaquetaria, trombopa-
tias congénitas, comprometen la capacidad hemosta-
tica de las plaquetas y favorecen el sangrado. Segin el
elemento afectado, las trombopatias se suelen clasifi-
car en diferentes grupos: 1) defectos de receptores de
proteinas adhesivas; 2) defectos de receptores para los
agonistas solubles; 3) defectos de transmisién de sefia-
les de activacidn; 4) defectos de granulos; y 5) otros de-
fectos. La sintomatologia hemorrdgica de los pacientes
con trombopatias congénitas es la tipica de los trastor-
nos de hemostasia primaria (petequias, epistaxis, gin-
givorragias, menorragias) y su severidad es muy va-
riable, no sélo en funcién del tipo de trastorno, sino
también entre pacientes con la misma patologia. Al-
gunas trombopatias, las denominadas sindrémicas,
se asocian también a otras alteraciones clinicas mas o
menos severas (alteraciones auditivas, albinismo, in-
munodeficiencia, etc.). El manejo clinico incluye tanto
medidas educativas, el uso de farmacos hemostéticos
(desmopresina, antifibrinoliticos, FVIIr) en situaciones
de sangrado moderado o ante maniobras clinicas de
moderado riesgo hemorragico, transfusiones de pla-
quetas en situaciones de sangrado relevante o alto ries-
go hemorrégico y, en casos muy severos, el trasplante
de progenitores hematopoyéticos se puede contem-
plar como opcidn curativa. En un congreso reciente de
nuestra Sociedad Espafiola de Trombosis y Hemorra-
gia (SETH) hemos revisado en detalle las caracteristi-
cas de los diferentes tipos de trombopatias®?.

Por su heterogeneidad clinica y de laboratorio, el
diagnéstico de los pacientes con trastornos plaquetarios
congénitos es dificil y requiere una experiencia clinica
y de laboratorio que suele estar restringida a centros
especializados. Ademads, no existen guias bien estable-
cidas para el diagnéstico y manejo de estos pacientes,
y s6lo en algunos paises como Reino Unido algunos
grupos de expertos han elaborado estrategias diagnos-
ticas para estas patologias®. Sin embargo, el diagnds-
tico correcto de los pacientes con trombopatias con-
génitas es relevante no sélo para su clasificacién, sino
también para su correcto manejo clinico, especialmen-
te ante situaciones de riesgo hemorrégico. En el recien-
te IV Curso de formacién continuada de trombosis y
hemostasia organizado por la SETH, detallamos nues-
tra visién, basada en la literatura y en nuestra propia
experiencia, del abordaje diagnéstico de los enfermos
con sospecha de padecer una trombopatia congénita®.
Basicamente, este diagndstico incluye en primer lugar
una exhaustiva historia clinica, una caracterizacién
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biolégica de sus plaquetas
usando apropiadamente
la amplia y diversa bateria
de pruebas de funcién pla-
quetaria disponibles ac-
tualmente?” vy, finalmen-
te, el estudio molecular
para identificar la(s) altera-
cién(es) molecular(es) sub-
yacente(s), si conocemos
el gen o genes diana®?.
Aunque algunas son pa-
tologias conocidas desde
hace més de un siglo, si-
gue habiendo en la actua-
lidad importantes lagunas
en cuanto a incidencia,
diagnéstico y manejo cli-
nico de las trombopatias

® Encuestarecibida.........37

O Encuesta no recibida.......28

congénitas. Esta presenta-
cién pretende ilustrar la si-

Figura 1. Centros que han respondido la encuesta sobre Diagndstico y manejo de pacientes con
trastornos plaquetarios congénitos.

tuacién en Espafa de es-

tos pacientes, basandonos

en los datos de una encuesta distribuida a hospitales
de todo el pals, y mostrar nuestra experiencia en la ca-
racterizacién funcional y molecular de enfermos con
sospecha de trombopatias congénitas.

Incidencia y diagnostico de pacientes
con trombopatias congénitas: perspectiva
en Espana

La incidencia real de trastornos plaquetarios congéni-
tos en nuestro pais, como en la mayoria de los paises,
es desconocida. Algunas fuentes como la Federacién
Mundial de Hemofilia refieren para Espafia unos 20 ca-
sos de patologias severas, como sindrome de Bernard-
Soulier (SBS) o tromboastenia de Glanzmann (TG), y
en la literatura cientifica se han descrito hasta la fecha
menos de 15 pacientes espafioles con este tipo de alte-
raciones. Por otra parte, segin nuestra informacién, no
existe un registro oficialmente reconocido de estos en-
fermos, ni tampoco centros de referencia para su diag-
néstico y/o seguimiento clinico. Esta situacién no es
muy distinta en la mayoria de los paises desarrollados,
que también carecen de estos centros; en nuestro en-
torno sélo Francia cuenta con una red estatal de cen-
tros de referencia y competencia para el diagnéstico
e investigacién de trastornos plaquetarios congénitos,
coordinada cientificamente por el profesor A.T. Nur-
den'’%, y de un registro oficial de pacientes con estas
patologias (http://www.maladies-plaquettes.org/).
Nuestro servicio ha tenido histéricamente un gran
interés en la fisiopatologia de las plaquetas y, tras mds
de 20 afios de trabajo en este campo, disponemos de
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la experiencia y los medios técnicos necesarios para la
caracterizacién funcional y molecular de pacientes con
trombopatias congénitas. Este interés se ha reflejado
recientemente en 2 acciones concretas: 1) promover,
en el seno del Grupo de Trabajo de Biologia y Patolo-
gla Hemorrdgica de la SETH, un proyecto de Carac-
terizacion funcional y molecular de pacientes con trombo-
patias congénitas, con el que pretendemos facilitar a la
comunidad médico-cientifica espafiola el diagndstico
y estudio de estos enfermos y fomentar la investiga-
cién basica y clinica de estas patologias en nuestro pais
(http://www.seth.es/grupos/activos/ByP_Hemorragi-
ca.asp); y 2) realizar una encuesta entre comparfieros
hematdlogos de toda Espafia (Figura 1), intentando te-
ner una perspectiva mas aproximada sobre la inciden-
cia nacional de los trastornos plaquetarios congénitos
y de la situacién actual en relacién con el diagnéstico
clinico-biolégico y molecular de estos pacientes.

La encuesta Diagndstico y manejo de pacientes con tras-
tornos plagquetarios congénitos incluyé 13 preguntas rela-
tivas a la frecuencia, procedencia y clasificacién de pa-
cientes con trombopatias congénitas en sus centros,
herramientas para el diagndstico biolégico y molecu-
lar y opinién respecto a la necesidad de disponer de
centros de referencia para el diagndstico bioldgico y
molecular y el seguimiento clinico de este tipo de en-
fermos. La encuesta fue distribuida entre octubre de
2010 y marzo de 2011, tanto de forma generalizada a
través de las listas de correo electrénico de los socios
de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemotera-
pia (SEHH) y la SETH, como por envio personalizado
a los jefes de servicio de hematologia, o personas de-
legadas, de 60 hospitales de 41 ciudades con represen-
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tacién de todas las comunidades auténomas, asi como
a 5 centros en 3 ciudades de Portugal. Completaron y
nos remitieron la encuesta un total de 37 (57 %) cen-
tros de 25 ciudades de 16 comunidades auténomas y 1
centro portugués. La inmensa mayoria (> 95%) de las
respuestas obtenidas fue contestacién al envio de la
encuesta de forma personalizada.

Los datos mds destacables de las repuestas obtenidas

en estas encuestas son:

a) Un 80% de los centros evalia y realiza seguimien-
to clinico de pacientes con sospecha de trombo-
patia congénita, generalmente remitidos de aten-
cién primaria (80%).

b) Estos pacientes se evaltan clinicamente en con-
sultas de hematologia general o coagulacién. Sélo
el 15-25% de los centros disponen de consultas
especificas de hemostasia primaria o patologia
plaquetaria.

¢) Sélo el 50% de los centros realiza una valoracién
cuantitativa (escalas de sangrado propias o propues-
tas en la literatura) de la clinica hemorragica de los
pacientes con sospecha de trombopatia congénita.

d) Para el diagnéstico bioldgico de estos enfermos:

* E] 100% de los centros cuenta con laboratorio de
coagulacién y hematimetria.

* Un 43% emplea el tiempo de sangrado, pese a ser
una técnica no recomendada actualmente?.

* Un 90% usa el sistema PFA-100, pese a la reco-
mendacién experta® de un uso opcional en estos
enfermos.

* La agregacion plaquetaria en PRP se usa en un 62 %
de los centros y la agregacién plaquetaria en san-
gre total en el 35%.

® Un 35% de los centros disponen de citometria de
flujo para el estudio de estos enfermos.

e Otras técnicas (ensayos bioquimicos, microscopia
electrénica) estan disponibles en menos del 20%
de los centros.

e) Sélo el 31% de los centros aborda el diagnéstico
molecular de estos enfermos y, mayoritariamen-
te, en un centro externo (hospital o centro de in-
vestigacion).

£)El 81 y el 92% de los encuestados opinan que es
necesaria la creacién de centros de referencia para
el diagndstico clinico-bioldgico y molecular, res-
pectivamente, de los pacientes con sospecha de
trombopatia congénita. Sin embargo, sélo el 50%
creen necesario disponer de centros de referencia
para el seguimiento clinico de estos enfermos.

g) Como era esperable, la casuistica de pacientes con
sospecha de trombopatias congénitas en Espana

desvelada por esta encuesta es muy superior a la
descrita en la literatura. Asi, sélo los 37 servicios
que han respondido a la encuesta refieren mas de
701 pacientes con sospecha de alteraciones pla-
quetarias hereditarias, distribuidos en:

* Trombocitopenias hereditarias: 159.

* SBS: 41.

* TG: 58.

e Déficit de granulos (sindrome de Hermansky-Pu-

dlak —=SHP—-, sindrome de Chediak-Higashi -SCH-
y otros): 158.

® Trombopatias no filiadas: 285.

Obviamente, la informacién obtenida en estas en-
cuestas no puede interpretarse como la realidad in-
equivoca de la situacién espafiola en relacién con la
prevalencia y el abordaje diagnéstico de los pacientes
con trombopatias congénitas, pero creemos que ofre-
ce una perspectiva bien aproximada.

Caracterizacion bioléogica y molecular
de casos espaiioles de trombopatias
congénitas: nuestra experiencia

Pese a la rareza de las trombopatias congénitas mads re-
levantes, nosotros hemos acumulado una casuistica de
unos 50 pacientes con sospecha de estas patologias, de
nuestra propia clinica o remitidos por compafieros de
otros hospitales de Espafia con quienes mantenemos
colaboracién en este ambito. Entre esta casuistica, has-
ta ahora hemos confirmado el diagnéstico funcional y
molecular de 4 casos de SBS, 7 casos de TG, 2 con SCH,
y 1 con SHP. En el resto de los pacientes, el estudio cli-
nico biolégico descartd defectos de receptores de mem-
brana o de otra patologia especifica y era sugerente de
defectos moderados de los granulos densos o anomalias
de senalizacion. En estos casos, no se ha realizado estu-
dio molecular, salvo en 2 familias con alteraciones fe-
notipicas de la sefializacién plaquetaria similares, en las
que se ha iniciado experimentalmente un andlisis de li-
gamiento genético®.

Casuistica del sindrome de Bernard-Soulier

Hasta la fecha hemos estudiado 10 pacientes con la
sospecha de SBS establecida por sus médicos sobre la
base de su valoracién de la clinica hemorrégica, la pre-
sencia de macrotrombocitopenia importante y un es-
tudio de laboratorio muy variable. Tras reevaluar la in-
formacién clinica y de laboratorio existente, en todos
ellos realizamos una valoracién biolégica normaliza-
da de las plaquetas de estos enfermos, incluyendo al
menos: hemograma y frotis, expresién de las princi-
pales GPs plaquetarias (Ib/IX, IIb/11la, la/Ila) por cito-
metria de flujo (en algunos casos con ensayos de unién
de ligandos marcados radiactivamente) y Western blot y
agregacién plaquetaria, en los casos en los que la trom-
bocitopenia lo permiti6, inducida al menos con risto-
cetina y TRAP (péptido estimulador del receptor de
trombina PAR-1). En algunos casos, también se valo-

haematologica/edicién espafiola | 2011; 96 (Extra 1) | 189 |



LIII Reunién Nacional de la SEHH y XXVII Congreso Nacional de la SETH. Simposios

Tabla 1. Caracterizacion funcional y molecular de nuevos pacientes espaioles con sindrome de Bernard-Soulier

Estudios
Plaquetas (x 10°%/L)
Hemograma
VPM (frotis, +, ++, +++)
» : TRAP (25 uM)
Agregacion plaquetaria
Ristocetina (1,25 mg/mL)

Tamafio plaquetario
(FSC; normal < 50)

Unién FYW FITC con ristocetina
+/+/_/_

Citometria de flujo Ibat

Expresion GPs X
(% PLT positivas/IFM)

(Normal > 80/> 100) B3

allb

Ibat
Western blot IX
& %)==
B3
allb
5 Ibo
Alteracion molecular

Diagndstico

Caso

08-005 09-034 09-086 11-061
2 4 4 1
+++ +++ +++ +++
nr 42 nr 30
nr BY5 nr 5

157 873 213
nr nr Negativo Negativo
0/- 1/- 5/60 100/35
nr nr 65/89 100/34
100/828 93/620 100/1.485 100/305
100/2.559 94/498 100 /922 100/148
- +/- +/- i
+/_ +/_ nr +/_
+ nr + +
+ nr + +
N Cys209Ser GIn90_Leu92del NF
Trp71Arg N N NF
SBS SBS SBS ¢SBS?

N: normal; NF: estudio no finalizado; nr: no realizado o no valorable; SBS: sindrome de Bernard-Soulier

16 la posibilidad de que se tratara de formas variantes
que expresan un receptor GP Ib/IX no funcional, me-
diante ensayos de unién inducida con ristocetina de
FVW marcado radiactivamente (FVW FITC) y citome-
tria de flujo. De los casos citados, 2 se estudiaron hace
unos 20 afos y, aunque el estudio bioldgico era su-
gestivo de formas variantes de SBS®?, en aquella épo-
ca no disponiamos de la infraestructura y experiencia
para realizar el estudio molecular y, por lo tanto, no
se pudo realizar el estudio genético. En otros 3 casos,
nuestro estudio biol6gico no confirmé la sospecha ini-
cial de SBS, al demostrar una expresién normal de las
GPs Ib/IX y una agregacién y/o unién de FVW indu-
cida con ristocetina no alterada. Estos casos estan atin
bajo investigacién y la(s) alteracién(es) molecular(es)
responsable(es) de la macrotrombocitopenia y el fe-
notipo hemorragico ain se desconoce(n). En un caso
referido a nuestro servicio muy recientemente, el es-
tudio clinico-biolégico también sugeria inequivoca-
mente el diagnéstico de SBS, pero el estudio molecu-
lar estd atin en marcha. En los 4 casos restantes, tanto
el estudio biolégico como el molecular ha confirmado
el diagnéstico de SBS. El mds antiguo de ellos es un pa-
ciente de una familia de etnia gitana en cuya caracte-
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rizacién funcional participamos hace 20 afios, y cuyo
estudio molecular realizado por el grupo de la docto-
ra Gonzalez Manchén (CSIC, Madrid) revelé un cam-
bio 89G/A en el gen GPIBB que provoca la sustitucién
del aminodacido Cys5Tyr en la GP Ibp, impidiendo la
formacién normal del puente disulfuro Cys5-Cys7 y
alterando dramaticamente el procesamiento y trafi-
co del complejo Ib/IX a la membrana plaquetaria®.
En los otros 3 estudiados recientemente (Tabla 1), los
pacientes son portadores de las mutaciones 673T/A
[Cys209Ser] en el gen GPIBA, 316-325del9pb [GIn90_
Leu92del], también en GPIBA y 259T/C [Trp71Arg] en
el gen de GP9, todas ellas causando inestabilidad con-
formacional de la proteina afectada. Curiosamente, la
alteracién molecular Cys209Ser que hemos encontra-
do en un paciente de Castellén ha sido previamente
identificada en otros 2 pacientes espanoles no relacio-
nados!“1), Por el contrario, la otras 2 mutaciones en-
contradas, GIn90_Leu92del en GPIBA y Trp71Arg en
GP9 son mutaciones nuevas no descritas previamente
en pacientes con SBS. De particular interés es el pacien-
te cataldn con la mutacién GIn90_Leu92del en GPIBA,
ya que, a diferencia de los demds casos, este enfermo
es portador heterocigoto y la mutacién sélo esta pre-
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sente en uno de sus progenitores. Asi, de acuerdo con
la creencia bien establecida, esta mutacién heterocigo-
ta no justificaria por si sola el fenotipo clinico y de la-
boratorio que inequivocamente apunta el diagndstico
de SBS. Actualmente, estamos ampliando el estudio
molecular familiar, con el fin de averiguar si se trata de
un caso de haploinsuficiencia o si el fenotipo esta cau-
sado por la asociacién de mutaciones no detectadas en
otros genes.

La incidencia real del SBS en Espafa no se cono-
ce, pero considerando sélo los 3 casos ya descritos en
la literatura®19 y los 3 recientemente caracterizados
por nosotros, la incidencia serfa de 0,15 casos/millén.
Dado que la prevalencia genéricamente establecida
para esta patologia es de 1 caso/millén, nuestros datos
sugieren que en nuestro pais un porcentaje relevante
de pacientes con SBS no completa apropiadamente el
estudio bioldgico y molecular o esta informacién no se
divulga en revistas cientificas. La promocién del pro-
yecto de estudio de pacientes con trombopatias con-
génitas en el seno de la SETH quizds sirva para facilitar
el diagndstico y registro de estos pacientes.

Casuistica de la tromboastenia de Glanzmann

Como el SBS, la TG es otra rara y severa patologia
plaquetaria congénita de incidencia desconocida en
Espafia. Seglin nuestro conocimiento y la bisqueda
bibliografica realizada (en PubMed, con las claves de
busqueda Glanzmann, thrombasthenia, Spain, Espa-
fa) hasta la fecha se han descrito en la literatura 12
pacientes espafioles con TG, en 11 de los cuales el
grupo de la doctora Gonzalez-Manchén identificé la
alteracién molecular responsable en el gen ITGA2B
[allb] (8 casos) o ITGB3 [B3] (3 casos). Nuestro grupo
realizd la caracterizacion clinico-biolégica de 2 de es-
tos pacientes. Se trata de un varén diagnosticado en
la infancia con clinica hemorrdgica muy leve, que atn
seguimos regularmente en nuestro servicio, que es
portador homocigoto de la mutacién Arg597Stop en
el gen ITGA2B®9 v de una mujer canaria remitida a
nuestro servicio con un historial hemorragico severo
y un fenotipo de laboratorio compatible con una for-
ma variante de TG, que resultd ser portadora hetero-
cigota de la mutacién Leu718Pro en el gen [TGB3!7.
Estudios en modelos celulares demostraron que la
mutacién Leu718Pro en heterocigosis se traduce en la
expresién de una integrina allbf3 mutante constitu-
tivamente activa que causa agrupamiento o clustering
aberrante de los receptores allbp3 normales y muta-
dos, ocasionando el fenotipo de tromboastenia®”.
Més recientemente hemos tenido la oportunidad
de estudiar otros 11 pacientes remitidos por com-
paferos hematdlogos de distintos hospitales (Va-
lencia, Zaragoza, Murcia, Corufia y Cérdoba) con la

sospecha diagnéstica de TG. Analizamos su fenoti-
po plaquetario con un amplio panel de pruebas que
incluye: hemograma; frotis; PFA-100, retraccién de
coagulo; agregacién plaquetaria (acido araquidénico,
ADP, epinefrina, fosfatasa dcida resistente a tartrato
—TRAP-, ristocetina, coldgeno, PMA y ditiotreitol —
DTT-); valoracién por citometria de flujo de las GPs
Iba, IX, Ia, IIb y Illa; activacién y secrecién plaqueta-
ria con agonistas (IRAE, PMA y ADP) por citometria
de flujo (allb/B3 activo -PAC-1-, CD62, CD63 y me-
pacrina); y expresion plaquetaria global de allb, B3 y
Iba por Western blot. Para el estudio molecular poten-
cial se purificé por métodos convencionales ARN y
ADN total de muestras de sangre de los propositi. En
2 de estos casos, nuestro estudio bioldgico descarté
el diagnéstico de TG al demostrar expresion normal
de las GPs IIb y Illa, retraccién de codgulo normal, un
patrén de agregacién con respuesta anémala a ago-
nistas débiles como ADP y epinefrina, pero normal
a otros agonistas mas fuertes como coldgeno, acido
araquidénico o TRAP, y niveles normales de granulos
densos (test de captacién de mepacrina y de seroto-
nina radiactiva). Con estos datos, el diagndstico se ha
reorientado hacia un trastorno de sefalizacién que
aun estamos investigando. En los restantes 9 pacien-
tes, nuestro estudio biolégico normalizado si ha con-
firmado el diagnéstico de TG (tipo I en 6 pacientes,
tipo Il en 1 y TG variante en otro) y hemos procedi-
do al estudio molecular. Como muestra la Tabla 2, en
4 casos identificamos las mutaciones responsables en
el gen ITGA2B: 1 caso portador de Leu183Pro [641T/
C, exén 6]; 2 hermanos con el cambio Cys674Arg
[2118T/C, exdn 21]; 1 paciente doble heterocigoto
para las mutaciones Val951Met [2943G/A, exén 29]
y Ala958Thr [2965G/A, exdn 29]; y otro doble he-
terocigoto de Pro848fsdelC [2637delC, exdn 26] y
Glu507STOP [G1644T, ex6nl7]. Presentan alteracio-
nes moleculares en el gen ITGB3 3 pacientes: 1 porta-
dor de las mutaciones Met124Val [448A/G, ex6n 4],
282STOP [773-774delTG, exdén 5] y [33784-33787 del-
TTTGT, intrén 5]; 1 homocigoto para la mutacién
Tyr190Cys [667A/G, exén 4]; v 1 caso de TG varian-
te homocigoto para el cambio Met118Arg [451T/G,
ex6n 4].

En 3 de los casos no podemos descartar atn la exis-
tencia de otras alteraciones moleculares, ya que hemos
observado que, si bien las mutaciones referidas se en-
cuentran en homocigosis en el ARNm de los propositi, se
presentan en heterocigosis en su ADN y no se identifi-
can en uno de los progenitores. Ello sugiere la existencia
de otra alteracién no identificada que anula la expresién
del alelo heredado de unos de los progenitores.

De las 11 mutaciones encontradas en estos en-
fermos, 5 de ellas ya han sido descritas previamen-
te, de las cuales 2, Met124Val y Cys674Arg, fue-
ron identificadas por la doctora Gonzalez-Manchén
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Tabla 2. Caracterizacion funcional y molecular de nuevos pacientes espaioles con tromboastenia de Glanzmann

Caso
Estudios 09-024 09033 09-096 10011 10012  10-015  10-016 11020  11-034
Plaquetas (x 10%/L) 135 280 169 156 159 176 176 152 109
S VPM 89 9,0 9,1 89 10,0 10,4 93 11,1 107
Colageno-epinefrina 296 >300 278 300 >300 286 >300  >300 NR
e Colégeno-ADP >300 >300 215 218 >300 >300 288 >300 NR
Retraccion de codgulo (+, +/-, -) +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
TRAP (25 M) 17 16 23 19 21 18 18 12 16
ADP (10 M) 0 0 7 2 3 0 0 1 0
Epinefrina (5 M) 8 35 4 2 5 2 3 3
Agregacion  Ristocetina (1,25 mg/ml) 91 76 95 81 32 38 53 87 82
plaquetaria Acido araquidénico (1,6 mM) 0 11 15 11 13 14 5 12 12
Colageno (2 pg/ml) 4 5 NR 3 4 5 3 16 35
DTT (10 mM) 10 3 55 35 25 4 3 25 3
PMA (100 nM) 7 12 NR 9 17 7 6 1 16
Mepacrina i 4 W W W W i NR NR
Activacion plaquetaria % CD62 72 76 35,4 57 55 30 78 NR 67
(TRAP -25 uM-) % CD63 70 77 42 47 63 62 69 NR 7
Citometria GPba.  95/193 98/202  9/141  88/189  97/181 98/274  97/271  86/914 100/1.036
deflujo (E;p;ﬁf/"lfl\:)s B3 12/16 18/10 813  0/- 0/- 0o/-  31/69 1/~ 24/16
allb 18/26 0/- 13/39 1/- 0/- 5/42  57/196  0/- 1/-
Activacion ADP 0,4 0,16 NR 06 06 05 04 NR 18
GPIIb/Illa (PAC-1) PMA 05 0,20 NR 1,5 1,5 05 0,42 NR 1,6
Western blot p3 - - = ) +/- +/ +/- +/ +/-
(=) allb - +/- - +/ +/- +/ +/- +/- +/-
Met124Val, c.
B3 77;;;‘;d8‘jm N Tyrl90Cys N N Met118Arg  NF NF
Alteracion molecular 87. delTTTGT
allb N leul83Pro Cys67dhg N Pé:’f:g:‘:g:]c \:\TL%?%'\TA:: NF NF
Diagnéstico 61 TG TGl 161 161 61 TGvariante TG I 161

nr: no realizado o no valorable; N: Normal; NF: Estudio no finalizado

en pacientes espafioles con TG!#"). Por el contra-
rio, los cambios Pro848fsdelC y Glu507STOP en
el gen ITGA2B, y las mutaciones 232stop, 33784-
33787delTTTGT y Tyr190Cys las identificamos por
primera vez en pacientes con TG.

En los 2 pacientes restantes de nuestra serie actual, el
estudio molecular se ha iniciado recientemente y ain
no se han localizado las potenciales alteraciones mo-
leculares responsables. Recientemente nos han pro-
puesto para estudio otros 5 nuevos pacientes con sos-
pecha de TG.

Asi, considerando los 11 casos previamente descri-
tos y nuestra actual serie de 7 nuevos pacientes con
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diagnéstico molecular confirmado y otros 2 con un es-
tudio bioldgico compatible, podemos estimar que la
incidencia de TG en Espafa es aproximadamente de
0,5 casos/millén, semejante a la estimada en otras po-
blaciones. Nuestra serie también pone de manifies-
to que un laboratorio no especializado puede ocasio-
nalmente llevar al diagnéstico equivocado de TG, y
potencialmente a un manejo clinico incorrecto de los
enfermos. Nuevamente, queremos resaltar que la pro-
mocién del proyecto de estudio de paciente con trom-
bopatias congénitas en el seno de la SETH quizas sir-
va para facilitar el diagnéstico y registro de pacientes
con TG.
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Casuistica de los trastornos severos de granulos
plaquetarios: sindromes de Hermansky-Pudlak
y de Chediak-Higashi

Estas dos trombopatias que afectan a los granulos den-
sos plaquetarios®? se consideran moderadas en cuan-
to a la disfuncién plaquetaria y la sintomatologia he-
morragica, sin embargo son cuadros severos en cuanto
a otras manifestaciones clinicas (albinismo oculocuta-
neo, colitis granulomatosa y fibrosis pulmonar en el
SHP; infecciones y fase acelerada en el SCH, con alta
prevalencia de fallo orgdnico y muerte en la primera
década de la vida en la variante infantil de la enferme-
dad). El SHP esta causado por alteraciones molecula-
res hasta en 8 genes distintos (HPS-1 a HPS-8), que co-
difican proteinas implicadas en la génesis y trafico de
organelas tipo lisosomas, entre las que se encuentran
los granulos densos de las plaquetas. EI SCH se debe
a mutaciones en el gen CHS1, que codifica la proteina
LYST, reguladora también del trafico lisosomal.

Fuera de algunas poblaciones cerradas, como Puerto
Rico en el caso del SHP tipo I, la incidencia de estos
trastornos es posiblemente inferior a otras trombopa-
tias mas severas como el SBS o la TG. En Espafa no se
conoce su incidencia, pero en la literatura sélo aparecen
citados 2 casos espafioles de SHF, 1 de ellos caracteriza-
do funcional y molecularmente por nuestro grupo hace
algunos afios®. Se trataba de un nifio de 8 afos, actual-
mente con 21 afos y seguido regularmente en nuestra
clinica, con albinismo oculocutaneo tirosinasa positivo,
retraso mental y tendencia al sangrado moderado ante
situaciones de riesgo hemorragico menor. El estudio de
la funcionalidad plaquetaria reflejé niveles normales de
las principales GPs, PFA-100 moderadamente prolon-
gado para el cartucho de Col-Epi, agregacién plaqueta-
ria reducida a dosis bajas de ADP, coldgeno, epinefri-
na y acido araquidénico y captacién muy disminuida
de "“C-serotonina. Mediante microscopia electrénica de
montaje total se constatd la ausencia de granulos den-
sos en sus plaquetas. La secuenciacién del gen HPS-1
demostrd la presencia en heterocigosis de 2 mutacio-
nes, InsCys974fs en el exén 11, de herencia materna, y
el cambio adquirido Arg131Stop en el exén 5, que no ha
sido identificado en otros pacientes con HPS@.

Actualmente estamos desarrollando el estudio mo-
lecular de otros 2 pacientes con un fenotipo clinico-
biolégico compatible con el diagnéstico de HPS, asi
que la incidencia de esta patologia en Espafa podria
estar en torno a 0,1 casos.

El SCH es incluso mds raro (< 500 casos en todo el
mundo) y, segin nuestro conocimiento, hasta la fecha
se han descrito 37 pacientes portadores de 36 muta-
ciones distintas en el gen CHS1 (16 mutaciones pun-
tuales, 15 deleciones y 5 inserciones). Mds del 70% de
los pacientes presentan la forma grave de SCH “forma
infantil”, que cursa con una fase acelerada, infecciones

de repeticién, sangrado y fallo organico, y una mino-
ria exhiben formas “adolescente” o “adulta”, clinica-
mente mas leves. Se ha observado una cierta correla-
cién genotipo-fenotipo en esta enfermedad, de forma
que las mutaciones que causan un coddn stop prema-
turo (nonsense o frameshiff) se dan en pacientes con la
forma infantil o grave de CHS, mientras que las mu-
taciones de sentido erréneo o missense se han observa-
do exclusivamente en pacientes con las formas adoles-
cente o adulta.

Pese a su rareza, también hemos tenido la oportuni-
dad de caracterizar funcional y molecularmente 2 ca-
sos de SCH. Uno de ellos®? fue un nifio de 3 afios de
origen marroqui cuyos padres eran primos hermanos,
que debuté en la fase acelerada de la enfermedad con
fiebre, distensién y dolor abdominal. El propositus tenia
una piel clara, cabello de color gris metalizado, hepa-
toesplenomegalia, pancitopenia y, en el frotis de san-
gre periférica, se observaron granulos gigantes en neu-
tréfilos. El aspirado medular constaté grandes cuerpos
de inclusién en células mieloides que reaccionan con
peroxidasa y el estudio ultraestructural mostré estruc-
turas lamelares y en forma de anillo. El estudio de la
funcién hemostatica evidencié prolongacién de los
tiempos de obturacién con PFA-100, agregacién defec-
tuosa a agonistas débiles, reduccién de la captacion de
1C-serotonina y de mepacrina y ausencia de externa-
lizacién a la superficie plaquetaria de CD63 sugerente
de déficit de lisosomas y granulos densos. La sospecha
de diagnéstico de SCH se confirmé en el andlisis mo-
lecular del ARN del propositus que reveld la presencia
en homocigosis de la mutacién missense Gly3752Arg
(11362 G>A en exdn 51) que afecta al sexto domino
WD altamente conservado de la proteina. El modela-
do de la proteina mutada y el anélisis de su potencial
electrostatico, como software especificos (ModWeb y
método de Poisson-Boltzmann implementado en
Swiss-PdbViewer 4.01), indica que la sustitucién del
pequefio aminoacido hidrofébico y neutro glicina por
uno de mayor tamafo y caracter basico como arginina
ocasiona la reorientacién en el domino B-propeller de la
proteina LYST y una redistribucién de la carga, convir-
tiéndose en una zona mds bdsica y una modificacién
relevante del potencial electrostatico (datos no publi-
cados). Este paciente es especialmente interesante en
el conocimiento de esta enfermedad, pues representa
el primer caso de SCH infantil que se presenta con una
mutacioén missense.

El segundo caso de SCH que hemos tenido la opor-
tunidad de estudiar nos fue remitido recientemente
desde Galicia y se trata una adolescente de 19 afios
que a los 6 consultd por una infeccién respiratoria del
tacto superior. A la exploracién presentaba palidez y
pelo gris metalizado sin visceromegalias. En el frotis
se observaron granulos gigantes en los granulocitos.
El menor de sus dos hermanos también se diagnosti-
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c6 de SCH en base al frotis de sangre periférica y su
pigmentacién. En nuestra caracterizacién funcional
confirmamos la granulacién atipica en los neutréfilos
enlos dos hermanos, disminucién de granulos densos
en las plaquetas por microscopia electrénica (montaje
total) y un déficit significativo en la captacién de “C-
serotonina y mepacrina, compatible con la sospecha
de SCH. El estudio molecular del gen CHS1 ha reve-
lado que los dos hermanos son homocigotos para la
mutacién Cys258Arg (961T>C en ex6n 5), que afecta
al ARM/HEAT, domino de la proteina LYST. Los pa-
dres también son primos hermanos y se encuentran
completamente asintomaticos, siendo portadores he-
terocigotos de esta mutacién, que no ha sido descrita
previamente en pacientes con SCH.

Casuistica de otros trastornos plaquetarios

Ademas de los casos descritos arriba, esporddicamen-
te nos remiten pacientes con tendencia hemorragica
moderada, con o sin otra sintomatologia asociada, y
sospecha de disfuncién plaquetaria al haberse descar-
tado otras patologias hemorrdgicas como la enferme-
dad de von Willebrand (EvW). En algunos de estos pa-
cientes, la entrevista clinica inicial desvelé un trastorno
plaquetario adquirido generalmente por toma de me-
dicacién no informada previamente, lo que refuerza
la importancia de esta fase de cribado en el diagnés-
tico inicial.

En esta misceldnea de pacientes, recientemente es-
tudiamos una familia con un posible trastorno del gen
MYHOY, al presentar el propositus, un nifio de 1 afio, ma-
crotrombocitopenia e hipoacusia. Estas caracteristicas
estaban presentes también en su hermana y su padre,
ambos portadores de audifonos, y también habia an-
tecedentes familiares de cataratas, todo ello apoyando
la sospecha clinica de un cuadro MYH9 tipo Fechtner
o Sebastian®. Nuestro estudio bioldgico confirmé la
macrotrobocitopenia moderada con macrodismorfia
plaquetaria, si bien no se apreciaba claramente granu-
lacién atipica clara ni cuerpos de inclusién leucocita-
rios. La valoracién estandar de la funcién plaquetaria
no mostré alteraciones significativas (PFA-100, patrén
de agregacion, GPs plaquetarias, captacién de mepa-
crina y externalizacién de CD62 y CD63 normales).
La secuenciacién del cADN con oligonucleétidos es-
pecificos de los exones del gen MYH9 no ha revela-
do ninguna mutacién en la porcién codificante de este
gen'y, por tanto, no apoya el diagnéstico de un sindro-
me MYH9 en esta familia. No obstante, no podemos
descartar la presencia de mutaciones en regiones in-
trénicas flanqueantes que altere la expresiéon normal
del gen, o la existencia de alteraciones moleculares en
otros genes que den lugar al fenotipo clinico de estos
pacientes.
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Para terminar, en nuestra casuistica de pacientes te-
nemos tipificados varios pacientes con alteracién de la
sefalizacion intraplaquetaria, que parece ser una for-
ma relativamente comtn de disfuncién plaquetaria
entre los pacientes con sintomatologia hemorragica
moderada de caracter hereditario. En estos pacientes,
el estudio analitico muestra comtinmente recuento y
morfologia plaquetaria normal, PFA-100 normal o dis-
cretamente alargado para el cartucho de Col-Epi y ni-
veles normales de las principales GPs plaquetarias. La
captacién de “C-serotonina y/o mepacrina y la mi-
croscopia electrénica plaquetaria son normales, exclu-
yendo un defecto granular. Sin embargo, la disfuncién
plaquetaria se refleja en un patrén de agregacién redu-
cida con dosis bajas de multiples agonistas y en valores
disminuidos de multiples pardmetros de activacién en
respuesta a agonistas, como externalizacién de CD62,
generaciéon de TxA2, movilizacién de calcio, fosfori-
lacién general de proteinas en tirosina o la fosforila-
cién selectiva de proteinas como VASP en respuesta a
ADP o EPI. En uno de estos casos®, estas anomalias
de sefializacién parecen relacionadas con un déficit del
50% en los niveles de Gai, una proteina G inhibidora
de la generacién de AMPc acoplada a receptores como
ADRAZ2A, receptor de epinefrina, y P,Y,,, uno de los
receptores plaquetarios de ADP que es diana de tiano-
piridinas como el clopidogrel.

La identificacion de la(s) alteracion(es) molecular(es)
subyacente(s) en estos casos de trastornos de sefiali-
zacién no puede abordarse de forma convencional,
puesto que el estudio de laboratorio es en general
inespecifico y no sefala cudl es la proteina (gen) que
puede estar alterada entre los muchos candidatos po-
sibles. De modo experimental, en 2 familias de nues-
tra casuistica de trastornos de sefializacién hemos
abordado un estudio molecular con la aproximacién
metodoldgica del andlisis de ligamiento genético. Este
método se basa en el andlisis de la transmisién de mar-
cadores polimérficos del ADN distribuidos por todo
el genoma en los miembros disponibles de la familia
en estudio, para identificar alelos que cosegregan con
la enfermedad y que los familiares no afectados no
presentan. Mediante soffware especifico se determina,
con distintos modelos de herencia, la probabilidad de
ligamiento entre la enfermedad y los alelos marcado-
res. Ello permite la localizacién de regiones cromosé-
micas que albergan genes potencialmente implicados
en el desarrollo de la enfermedad, cuyas secuencias
se analizan y comparan en los familiares afectos y no
afectos. Aplicando esta metodoldgica en estas 2 fa-
milias, hemos identificado sefiales de ligamiento ge-
nético significativo (LOD >2,5) con el fenotipo de
sangrado en varios cromosomas y, en particular, en
las regiones 5q18.2-q13.31 (LOD = 2,5; marcadores
151200485 a rs4704233) y 22q13.31(LOD = 2,9; mar-
cadores rs714022 a rs2017931). Entre los 21 genes co-
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nocidos y 2 micro-ARNs que albergan estas zonas se
encuentran genes como (p190RhoGEF), implicado en
los procesos de reorganizacién de actina, y los genes
CERK y COL4A3BE, asociados con el transporte de
ceramidas y su transformacién a esfingolipidos sus-
trato de la fosfolipasa A,. Estos genes pueden tener re-
levancia en la fisiologia plaquetaria y, llamativamen-
te, zonas cromosémicas proximas contienen genes
responsables de trastornos plaquetarios conocidos,
como MYHY (22q12-13, sindrome de May-Hegglin) o
GP1BB (22q11, SBS). No obstante, la implicacién real
de estos genes candidatos en la disfuncién plaquetaria
en estas 2 familias estd atn bajo investigacién.

Conclusiones

La patologia plaquetaria congénita es muy heterogé-
nea en cuanto a sus manifestaciones clinicas, altera-
ciones funcionales y base molecular. Su incidencia real
en Espafia, como en el resto del mundo, no es cono-
cida por la escasez y dificultad de estudios epidemio-
légicos en este campo. No obstante, se estima que la
prevalencia de trastornos plaquetarios es globalmente
igual o superior a otras patologias hemorragicas como
la EvW, si bien las trombopatias mas severas como el
SBS o la TG son patologias raras. Para tener una pers-
pectiva aproximada de la realidad espafola respecto
de la incidencia y gestién del diagndstico de pacien-
tes con trombopatias congénitas, hemos realizado una
encuesta a servicios de hematologia de hospitales de
toda Espana. De las respuestas proporcionadas por 37
servicios se deduce que esta patologia es mas frecuen-
te en Espafa de lo que se referencia en la literatura,
que el diagnéstico molecular es un objetivo pendiente
y que existe gran interés en la disponibilidad de cen-
tros de referencia para el diagndstico clinico-bioldgi-
co y molecular de estos enfermos. Una colaboracién
estrecha con otros centros nos ha permitido reciente-
mente la caracterizacién biolégica y molecular de nue-
vos casos esparfioles de trombopatias clinicamente re-
levantes (SBS, TG, SHP y SCH), identificando nuevas
mutaciones no descritas previamente en enfermos con
estas patologias.

Agradecimientos

Damos las gracias a la SEHH y a la SETH por su ayuda
en la difusion de la encuestas sobre trombopatias congéni-
tas. También a la SETH por su apoyo a la puesta en mar-
cha del proyecto sobre estudio de pacientes con trombopatias
en el seno del Grupo de Trabajo de Patologia Hemorrdgica.
Queremos agradecer la colaboracion de todos los comparie-
ros hematologos que amablemente han contestado y nos han
enviado la encuesta. Asimismo, agradecemos muy especial-

mente a los doctores F. Velasco, A. Cid, E Candel, M. Lo-
zano, MLE Lépez, |.L. Fustet, J.E. Lucia, N. Bermejo, R./VI.
Fisac, C. Pascual, |.M. Rodriguez, ].M. Couselo, A. Gale-
ra y M. Maicas, por enviarnos informacion clinica y mues-
tras de sangre de pacientes. Nuestro grupo de investigacion
estd financiado por el Fondo de Investigaciones Sanitarias-
Instituto de Salud Carlos IIl y Fondos Feder (P110/02594),
Fundacion Séneca (04515/GERM/06, 03116/P1/05) y Red
RECAVA (RD06/0014/0039). Isabel Sinchez Guiu es be-
caria del Fondo de Investigaciones Sanitarias (N.° Expte.:
FI10/00535). Ana Isabel Anton es investigadora sénior con-
tratada por Red RECAVA (Instituto de Salud Carlos I1I).

Referencias bibliograficas

1. Rivera J, Lozano ML, Navarro-Nufiez L, Vicente V. Platelet
receptors and signaling in the dynamics of thrombus forma-
tion. Haematologica 2009; 94: 700-11.

2. Broos K, Feys HB, De Meyer SE, Vanhoorelbeke K, Deckmyn
H. Platelets at work in primary hemostasis. Blood Rev 2011;
25 (4): 155-67.

3. Navarro-Nufiez, Lozano ML, Antén Al, Roldén V, Martinez
C, Vicente V, Rivera J.- Trastornos de receptores de membrana
plaquetar. Haematologica (ed. esp.) 2008; 93 (Supl. 1): 253-62.

4. Pujol-Moix N. Patologia intraplaquetaria de base genética.
Haematologica (ed. esp.) 2008; 93 (Supl. 1): 263-9.

5. Bolton-Maggs PH, Chalmers EA, Collins PW, Harrison P,
Kitchen S, Liesner R], et al. A review of inherited platelet dis-
orders with guidelines for their management on behalf of the
UKHCDO. Br ] Haematol 2006; 135: 603-33.

6. Rivera], Lozano ML, Vicente V. Trastornos plaquetarios con-
génitos: aproximacién al diagndstico funcional y molecular.
Trombosis y Hemostasia. IV Curso de Formacién Continua-
da. SETH. pp 1-15. SETH.

7. Rivera ], Navarro-Nufez L, Lozano ML, Martinez C, Co-
rral J, Gonzalez Conejero R, Vicente V. Valor diagndstico de
las pruebas de funcién plaquetaria. Haematologica (ed. esp.)
2007; 92 (Supl. 1): 48-62.

8. Nurden P, Nurden AT. Congenital disorders associated with
platelet dysfunctions. Thromb Haemost 2008; 99: 253-63.

9. Salles II, Feys HB, Iserbyt BF, De Meyer SE, Vanhoorelbeke K,
Deckmy H. Inherited traits affecting platelet function. Blood
Rev 2008; 22: 155-72.

10. Nurden P, Dreyfus M, Favier R, Négrier C, Schlégel N, Sie P,
Nurden A. Reference center for platelet diseases. Arch Pedi-
atr 2007; 14: 679-82.

11. Hayward CP, Harrison P, Cattaneo M, Ortel TL, Rao AK.
Platelet function analyser (PFA-100) closure time in the eval-
uation of platelet disorders and platelet function. ] Thromb
Haemost 2006; 4: 312-9.

12. Sanchez M]J, Rivera J, Moraleda JM, Vicente V. Quantitative
and qualitative abnormalities of glicoprotein Ib in Bernard-
Soulier syndrome. Thromb Haemost 1993; 69 (6 Suppl.): ab-
stract 1519.

13. Gonzélez-Manchén C, Butta N, Iruin G, Alonso S, Ayuso
MS, Parrilla R. Disruption of the Cys5-Cys7 disulfide bridge
in the platelet glycoprotein Ibbeta prevents the normal mat-
uration and surface exposure of GPIb-IX complexes. Thromb
Haemost 2003; 90: 456-64.

14. Simsek S, Noris B, Lozano M, Pico M, von dem Borne AE, Ribera
A, Gallardo D. Cys209 Ser mutation in the platelet membrane
glycoprotein Ib alpha gene is associated with Bernard-Soulier
syndrome. Br ] Haematol 1994; 88: 839-44.

15. Gonzédlez-Manchén C, Larrucea S, Pastor AL, Butta N, Arias-
Salgado EG, Ayuso MS, Parrilla R.Compound heterozygosity of

haematologica/edicién espafiola | 2011; 96 (Extra 1) | 195 |



LIl Reunién Nacional de la SEHH y XXVII Congreso Nacional de la SETH

16.

17.

18.

19.

the GPIbalpha gene associated with Bernard-Soulier syndrome.
Thromb Haemost 2001; 86: 1385-91.

Arias-Salgado EG, Tao ], Gonzdlez-Manchén C, Butta N, Vi-
cente V, Ayuso MS, Parrilla R. Nonsense mutation in exon-19
of GPIIb associated with thrombasthenic phenotype. Failure
of GPIIb(delta597-1008) to form stable complexes with GPIlla.
Thromb Haemost 2002; 87: 684-91.

Jayo A, Conde I, Lastres B, Martinez C, Rivera ], Vicente V,
Gonzalez-Manchén C. L718P mutation in the membrane-prox-
imal cytoplasmic tail of beta 3 promotes abnormal alpha IIb beta
3 clustering and lipid microdomain coalescence, and associates
with a thrombasthenia-like phenotype. Haematologica 2010;
95: 1158-66.

Gonzélez-Manchén C, Butta N, Larrucea S, Arias-Salgado EG,
Alonso S, Lépez A, Parrilla R. A variant thrombasthenic pheno-
type associated with compound heterozygosity of integrin be-
ta3-subunit: (Met124Val)beta3 alters the subunit dimerization
rendering a decreased number of constitutive active alphallb-
beta3 receptors. Thromb Haemost 2004; 92: 1377-86.
Gonzélez-Manchén C, Fernandez-Pinel M, Arias-Salgado
EG, Ferrer M, Alvarez MV, Garcia-Mufoz S, et al. Molecu-
lar genetic analysis of a compound heterozygote for the gly-
coprotein (GP) IIb gene associated with Glanzmann’s throm-

| 196 | haematologica/edicién espafiola | 2011; 96 (Extra 1)

20.

21

22.

23.

24.

. Simposios

basthenia: disruption of the 674-687 disulfide bridge in GPIIb
prevents surface exposure of GPIIb-Illa complexes. Blood
1999; 93: 866-75.

Gonzélez-Conejero R, Rivera ], Escolar G, Zuazu-Jausoro I, Vi-
cente V, Corral J. Molecular, ultrastructural and functional char-
acterisation of a Spanish family with Hermansky Pudlak Syn-
drome. Role of insC974 in the organogenesis of platelet dense
granules and clinical relevance. Br ] Haematol 2003; 123: 132-8.
Antén A, Sanchez-Guiu I, Ferndndez-Navarro ], Fuster JL, Gon-
zdlez MH, Ortuio E, et al. Primer caso de mutacién missense en
un caso de Chediack-Higashi infantil con presentacién en fase
acelerada: cae el dogma de correlacién fenotipo-genotipo. Hae-
matologica (ed. esp.) 2010; 95 (Supl. 2): 22.

Althaus K, Greinacher A. MYH9-related platelet disorders.
Semin Thromb Hemost 2009; 35: 189-203.

Guerrero JA, Lozano ML, Zuazu-Jausoro I, Corral ], Martinez C,
Gonzalez-Conejero R, et al. Platelet dysfunction associated with
reduced Gai expression in a family with inherited bleeding dis-
order. ] Thromb Haemost 2005; 3 (Suppl. 1): 2118.

Bernal A, Lozano ML, Pita G, Navarro N, Baeza M, Gonzalez
A, et al. Identificacién de determinantes genéticos en dos fami-
lias con disfuncién plaquetaria congénita de causa desconocida.
Haematologica (ed. esp.) 2009; 94 (Supl. 2): 25.





