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RESUMEN

La hematotoxicologia es un drea poco estudiada en nuestro pais y es
limitado el conocimiento sobre el efecto que ciertos contaminantes
atmosféricos inducen en la sangre y en la médula osea. La contami-
nacion por particulas suspendidas ha cobrado mds interés, por los
contaminantes que se adhieren a su superficie. Un ejemplo es el
benceno, relacionado con aplasia medular y leucemia. Algunos
metales que también estan en las particulas inhaladas son hemato-
toxicos. Uno de ellos es el vanadio, que nuestro grupo ha identifica-
do como un agente inductor de alteraciones en la megacariopoyesis,
lo que motivo esta revision. Las plaquetas desemperian un papel nury
importante en la hemostasiay derivan de la célula mas grande de la
médula dsea: el megacariocito. Hasta hace algunos aiios descono-
ciamos casi todo del megacariocito, pero con la clonacion de la
trombopoyetina, en 1994, la principal hormona reguladora de la
produccion plaquetaria, ha existido un desarrollo acelerado en el
conocimiento de la megacariopoyesis. Este articulo hace una revi-
sion de la megacariopoyesis y su regulacion, con énfasis en las vias
de serializacion implicadas. Ademds, se mencionan algunas enfer-
medades relacionadas y se discuten las perspectivas de investiga-
cion de este proceso, con énfasis en la toxicologia.
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Introduccioén

E ntre las consecuencias que el desarrollo no planeado
ha dejado a la humanidad, ademas del confort, estan
las multiples repercusiones que sus residuos dejan en el
ambiente. La velocidad y la comodidad en el transporte han
generado la liberacion a la atmésfera de gran cantidad de
particulas, que quedan suspendidas en el aire y se inhalan.
De acuerdo con su tamafio y composicion, las particulas
suspendidas se han clasificado en las que se pueden inhalar
y de acuerdo con su tamafio se identifica el sitio del tracto
respiratorio al que pueden llegar. Lo relevante de estas
particulas es lo que acarrean en su superficie, ya que ahi se
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SUMMARY

Hematotoxicology has been studied with less interest than other
fields associated with atmospheric pollution. There is limited
knowledge about on the effects that certain atmospheric pollutants
may provoke in the blood and bone marrow. Suspended particle
pollution has become an area of scientific inquiry due to the
contaminants adhering to its surface. We have identified the
association of inhaledvanadium andvariations in megakaryopoyesis
and thrombopoyesis. Platelets are the smallest elements in the blood,
but they play a strategic role in hemostasis. They are derived from
the largest cell of the bone marrow, the megakaryocite. This cell size
is about 150um, with a polyploid nucleus and unknown origin until
few years ago. When TPO was cloned in 1994 the knowledge about
megakaryocyte began to growth exponentially, elucidating the
mechanisms of proliferation, differentiation and release of platelets.
More information is still needed in order to translate knowledge into
clinical application for diseases such as thrombocytopenia or
thrombocytosis. A review of the current concepts of megakaryopoiesis
andits regulation, with emphasis on signaling pathways are presented
in this paper; aclassification in TPO-dependent and TPO-independent
is also detailed. In addition, we review some diseases associated
with changes in the signaling pathway of megakaryopoyesis, as well
as possible perspectives in this field, including toxicology.

Key words:
Megakaryopoiesis, platelets, TPO,
signaling pathways

han identificado compuestos organicos volatiles y metales.
Estos ultimos son el interés de nuestro grupo de trabajo, en
especial el vanadio, elemento liberado a la atmdésfera como
consecuencia de la quema de combustibles de origen orga-
nico, en especial de los combustibles cuyo origen es el
petréleo mexicano, el venezolano o kwaitiano.!

Este elemento indujo en nuestro modelo animal megaca-
riocitosis y trombocitosis.?® El hallazgo nos condujo a iden-
tificar los mecanismos por los cuales se producen estas
alteraciones, y como consecuencia exploramos las vias
normales de sefializacion que nos permitiran tener un mejor
conocimiento de la regulacién de este fenémeno, como la
produccién de megacariocitos y plaquetas.
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Las plaguetas son indispensables para la hemostasia, ya
que son las encargadas de facilitar la reparacion de las
pequefias rupturas que suceden a diario en los vasos
sanguineos de pequeiio calibre y, en el caso de heridas mas
grandes, son totalmente indispensables para formar el coa-
gulo primario que sirve para detener de manera inmediata la
pérdida de sangre porque pueden adherirse a la colagena
del subendotelio expuesto y agregarse entre ellas. Ademas,
su membrana lipidica sirve como base para que se anclen
ahi los factores de coagulacion, cuya activacién culmina con
la formacion de fibrina que le da estabilidad al coagulo, lo que
facilita la reparacion del vaso sanguineo dafiado. Otras
funciones menos conocidas estan relacionadas con la repa-
racion de heridas, la respuesta inmunolégica innata y la
biologia de las metastasis tumorales, ya que se ha demos-
trado que los pacientes con cancer y elevadas cuentas
plaquetarias tienen mas riesgo de metastasis.”® Poco son
estudiadas las funciones de las plaquetas, como su actividad
fagocitica o bactericida, o su papel en la inflamacion; sin
embargo, existen nuevos conocimientos que revelan la
importancia de las plaguetas en estos y otros procesos.®

Las plaguetas son fragmentos del citoplasma de una
célula de médula 6sea muy grande, el megacariocito. Tienen
forma de disco en su forma inactiva y miden dos a cuatro
micrometros de diametro. La cuenta plaquetaria en huma-
nos varia en un rango normal de 150 a 400 x 10°/l. La vida
media de las plaquetas es de siete a 14 dias y, para
mantener los valores normales en sangre se producen
aproximadamente 1 x 10** plaquetas diariamente en médula
Osea. Las alteraciones tanto en la cantidad como en la
calidad plaquetaria dan lugar a patologias muy diversas
ligadas con eventos trombohemorragicos. Por citar algunos
ejemplos: la trombocitopenia, o disminucién del nimero de
plaguetas en sangre, cuyas causas pueden ser diversas,
predispone a hemorragias, sobre todo de piel y mucosas,
pero puede llegar a poner en riesgo la vida si las cuentas son
muy bajas; por otro lado, la trombocitosis, o aumento en el
numero de plaquetas en sangre, puede aumentar el riesgo
de eventos tromboticos. De hecho, existe evidencia de que
adultos con rangos normales en el cuartil superior tienen dos
veces mas probabilidades de un evento cardiovascular
trombdtico.1°

Pero no solo las alteraciones cuantitativas de las plaque-
tas son importantes, también algunos padecimientos en los
que la calidad de las plaquetas es deficiente predisponen a los
pacientes a hemorragias, como la enfermedad de Bernard-
Soulier, en la cual existen mutaciones en el complejo gluco-
proteina Ib/V/IX que resulta en macrotrombocitopenia. Debi-
do a que esta glucoproteina es importante para la agregacion,
estas plaquetas presentan un mal funcionamiento.**

Como consecuencia de la importancia que las plaquetas
representan, es relevante conocer los mecanismos que
controlan su produccion para entender el origen de las
enfermedades y, posteriormente, incidir de manera terapéu-
tica en los pacientes con enfermedades relacionadas con
ellas. Esta revision pretende hacer una actualizacién de la
megacariopoyesis y de las vias de sefializacion involucradas
en el proceso.
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Megacariopoyesis y trombopoyesis

Se llama megacariopoyesis al proceso de diferenciacién de la
linea megacariocitica, y trombopoyesis al proceso de libera-
cion de plaquetas a partir del citoplasma del megacariocito
maduro. Cabe mencionar que algunos autores consideran
estos dos términos como sinénimos. Estos procesos se llevan
a cabo en médula 6sea, aunque existen algunos autores que
proponen que el pulmén es uno de los sitios donde ocurre
trombopoyesis y se le postula como uno de los sitios importan-
tes para la liberacion de plaquetas a la sangre.*?

El megacariocito es una célula enorme, 10 veces mas
grande que el resto de células de médula ésea, mide hasta
150 wm de didmetro debido a que presenta un proceso
llamado endomitosis, en el cual la célula duplica su material
genético y tiene mitosis pero sin cariocinesis ni citocinesis, por
lo que es de gran tamafio y con nlcleo poliploide, llega a tener
hasta 64 n de material genético, de hecho debe su nombre a
esta caracteristica (mega = grande; karyo = nucleo). La
poliploidia de la célula aparentemente es necesaria para la
subsecuente acumulacion de citoplasma para liberar una
adecuada cantidad de plaquetas. Este citoplasma es muy
granular, contiene granulos alfa y densos que tienen sustan-
cias importantes para la activacion y agregacion plaquetaria.
El citoplasma del megacariocito se fragmenta para dar lugar
a miles de plaquetas; se dice que cada megacariocito maduro
puede dar lugar a 10* plaquetas® (Figura 1).

El megacariocito deriva de una célula de la médula 6sea
llamada célula troncal hematopoyética, la cual tiene la capa-
cidad de autorrenovarse, es multipotencial y se ha encontra-
do que en su superficie expresa antigenos como CD34,
CD90, CD117 y CD133 y carece de la expresion de antige-
nos de linajes especificos. Estas células dan origen a células
progenitoras hematopoyéticas que pierden la capacidad de
renovacion, pero siguen conservando su multipotencialidad,
bipotencialidad o monopotencialidad, segin sea el caso,
puesto que si bien aun conservan el antigeno CD34, ya
expresan antigenos del linaje al cual daran origen. La célula

Figura 1. Ultraestructura de un megacariocito maduro. Se
observa su nucleo y citoplasma muy granular, asi como los

canales de demarcacion que daran lugar a las pro plaquetas.
Médula ésea de ratén. Micrografia electrénica de transmision.
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progenitora multipotente da origen al PLC (progenitor linfoi-
de comun) y al PMC (progenitor mieloide comun), que da
origen a las PGM (progenitores granulocito/monociticos) y
PEM (progenitores eritroides/megacariociticos).

La diferenciacion de progenitores a células precursoras
depende de la activacion de genes especificos para cada
linaje en particular, como de la presencia de diversos factores
de crecimiento, citocinas y quimiocinas, las cuales determinan
el destino de cada célula en particular. PU1, junto con los
factores de transcripcion GATAL, GATA2 y FOG, son esen-
ciales para la maduracion y diferenciacion eritroide y megaca-
riocitica.*® Existen estudios recientes en los que las células
troncales hematopoyéticas FLT3 positivas no produjeron
eritrocitos ni megacariocitos in vivo ni in vitro, por lo que se
postula que la células troncales hematopoyéticas FLT3 nega-
tiva puede dar origen directamente a la célula PEM.**

La célula bipotencial megacariocitica-eritroide PEM da
lugar a la unidad formadora de brotes de megacariocitos o
BFU-Meg, que se diferencia de la unidad formadora de
colonias de megacariocitos o CFU-Meg.*>'” Los marcadores
de las CFU-Meg y BFU-Meg que indican que ya se diferencio
a linea megacariocitica son CD34, CD33 y CD41. De impor-
tancia especial es el CD41 (glicoproteina Ilb), un marcador
especifico de este linaje. La primera célula identificable de la
linea megacariocitica es el pro megacarioblasto. Esta célula,
de 15 a 50 um de diametro, con un nudcleo ovalado o
arrifionado, tiene dos juegos de cromosomas (4N) y el
citoplasma muy basofilo, ya que tiene una gran cantidad de
ribosomas, pero aln no presenta granulos. Esta célula es
acetilcolina esterasa positiva. El pro megacariocito mide 20
a 80 um de didametro con un citoplasma menos basdfilo, pero
ya con presencia de granulos. El megacariocito es la célula

! TPO/Mpl
SDF-1/CXCR4

mas grande de la médula 6sea con diametro de hasta 150
um, presenta un nudcleo multilobulado (hasta 64N), un cito-
plasma basdfilo y con abundantes granulos. A partir del pro
megacarioblasto ya tiene los antigenos de superficie CD41,
CD42 (glucoproteina Ib) y CD61 (glucoproteina llla), asi
como el factor de von Willebrand®*®1° (Figura 2).

La liberacion de las plaquetas a la sangre se parece al
proceso de la apoptosis, se observan protrusiones citoplas-
micas, fragmentacion del citoplasma y existe activacion de
caspasas.?® Se extienden largas prolongaciones de citoplas-
ma, las pro plaguetas, y esto involucra la reorganizacién de
filamentos de actina seguida de la extensién de microttbulos
en los que esté involucrada la tubulina B1, dependiente de
NF-E2, parte esencial del proceso. Este conocimiento se
adquirié en parte gracias a la videomicroscopia, que permitio
ver que es un proceso dinamico donde hay extension y
retraccion de las pro plaquetas. Incluso se forman ramifica-
ciones para dar lugar a mayor nimero de extremos libres, de
donde se desprenden las plaquetas maduras. Recientemen-
te se ha utilizado la microscopia intravital utilizando fluores-
cencia, que ha permitido comprobar que esto ocurre no solo
en cultivos in vitro sino también en condiciones in vivo.?*24

Citocinas y quimiocinas

y las vias de sefializacion implicadas

en la megacariopoyesis

Megacariopoyesis dependiente de trombopoyetina

La principal hormona reguladora de la produccién plaquetaria
es la TPO, glucoproteina de 353 aminoacidos con peso
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Figura 2. En la parte superior, con flechas, las citocinas y quimiocinas mas
importantes que activan el proceso de maduracion y diferenciacion de los
megacariocitos. Con llaves se hace notar en qué sitio se lleva a cabo la
diferenciacion del megacariocito, recordando el papel fundamental de SDF1 y
FGF4 en la migracion hacia el nicho vascular. En la parte inferior, los marcadores
de superficie de acuerdo con la etapa de maduracion de los megacariocitos.
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molecular de 30 kDa, que comparte cierta homologia con la
eritropoyetina; su gen esta localizado en el cromosoma 3g27.
La TPO es producida principalmente en el higado (en hepa-
tocitos), rifién (en células de tubulos contorneados) y estroma
de la médula 6sea. También existen informes en los que se
demuestra produccién de TPO en células musculares lisas,
pulmén, cerebro, ovario y testiculo, por lo que se sugiere que
debe tener alguna funcion en esos tejidos, actualmente
desconocida.?®?% Su receptor es el protooncogen celular Mpl.
El descubrimiento de esta hormona es muy reciente, en 1986
se identifico el virus de la leucemia murina mieloproliferativa,?”
y el oncogen v-Mpl responsable de esta mieloproliferacion en
1990. En 1992 se descubrié el protooncogen celular c-Mpl, %
que resulté ser de la familia de receptores de citocinas
hematopoyeéticas, pero se desconocia su ligando; fue hasta
1994 cuando varios grupos al mismo tiempo lograron clonar
este ligando, ahora conocido como TPQO.2:30

Los niveles aumentados de TPO ocasionados por sobre-
expresion genética en ratones transgénicos tienen como
consecuencia aumento en las colonias de precursores mega-
cariociticos, incremento en el nimero de megacariocitos y en
su tamafio, asi como en el nimero de plaguetas y en su
volumen. También se observa leve anemia en estos ratones,
por lo que se postula que TPO desvia la diferenciacion de la
célula madre bipotencial (PEM) hacia megacariocitos a ex-
pensas de la linea eritroide.?* La administracion exdgena de
TPO también produce megacariocitosis y trombocitosis,* y
en estudios de agregometria se ha observado que aumenta la
activacion plaquetaria ante diferentes agonistas.®

Después de numerosas investigaciones se ha visto que
los niveles de TPO en sangre y médula 6sea son inversa-
mente proporcionales a la cuenta plaquetaria, aunque exis-
ten algunas excepciones como la trombocitopenia por des-
truccién plaquetaria, en la que no estan elevados como se
podria esperar, y en la trombocitosis reactiva secundaria a
inflamacion, en la que se esperaria un nivel de TPO bajo, sin
embargo, ocurre lo contrario. La regulacion de los niveles de
TPO se basa principalmente en la unidén a su receptor Mpl,
su internalizacion y destruccion.®* Existen receptores Mpl
tanto en megacariocitos como en plaquetas circulantes. Si
aumenta el nimero de plaquetas, aumenta el nimero de
receptores en su superficie y, por lo tanto, disminuye la TPO.
En cambio, si disminuye el nUmero de plaquetas disminuye
también el nimero de receptores y la TPO aumenta en
sangre porque queda libre y puede actuar en los megacario-
citos de médula 6sea para estimular la produccion plaqueta-
ria. Aunque se ha demostrado que las células endoteliales
tienen receptores Mpl, esto no afecta los niveles de TPO.®

La produccién de TPO por el higado y el rifién aparente-
mente es constitutiva y no aumenta ni disminuye ante los
cambios en el numero de plaquetas circulantes. En algunos
casos puede estar aumentada la produccion de TPO, como en
latrombocitosis reactiva secundaria a inflamacién, caracteriza-
da por el aumento en el TNFa que estimula el aumento de IL6
y se ha demostrado que esta interleucina estimula la transcrip-
cion de TPO en el higado.*® Otro factor que estimula su
produccion en higado es el factor de crecimiento de hepatoci-
tos. Algunos factores que aumentan la produccion de TPO en
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células del estroma de médula 6sea son el PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas) y FGF2 (factor de creci-
miento fibroblastico-2). Otros factores la disminuyen, como el
TGFB, factor-4 plaquetario, trombospondina, etcétera.

La TPO ejerce sus efectos a través de su receptor Mpl.
Los eventos de fosforilacion de tirosina son esenciales para
el inicio de esta via de sefializacion y Mpl no tiene actividad
de tirosincinasa. Este receptor tiene sitios llamados caja 1y
caja 2 en su extremo proximal a la membrana, donde se une
constitutivamente la tirosincinasa JAK2 (Janus cinasa 2),
aun en estado inactivo. Las JAK tienen tres dominios impor-
tantes: JH1, que tiene la actividad de tirosincinasa; JH2,
regulador de la tirosincinasa o pseudocinasa; y FERM, que
se une al dominio citoplasmico del receptor Mpl. Al unirse la
TPO a Mpl, éste se dimeriza y JAK2 se transfosforila y
fosforila ciertas tirosinas especificas en la region distal del
receptor para que sirvan como sitios de union para proteinas
gue seran fosforiladas por la misma JAK2, como STAT3 y
STATS, que se unen a las tirosinas 112y 117.%

STAT3 y STATS5 fosforiladas forman homodimeros y se
translocan al nlicleo para servir como factores de transcripcion
que activan genes que promueven la supervivencia e inhiben
la apoptosis, como Bcl-xl, p27, p21, ciclina D1, etcétera.?>%’
También el adaptador Shc se une a la tirosina-112 fosforilada
de Mply al ser fosforilado por JAK2 recluta a Grb2 fosforilada,
que junto con GEF y SOS activan a Ras. La activacion de Ras
lleva al reclutamiento de la serina-treonina cinasa Raf y a la
activacion de la MAPK ERK. Se ha propuesto que la activacion
transitoria de MAPK promueve proliferacion, pero en la activa-
cién prolongada promueve la diferenciacion de los megacario-
citos. En la sefializacién por TPO se han visto implicadas dos
vias de MAPK: p42/44 ERK1, ERK2 y p38. Ambas vias
inducen la transcripcion del factor HoxB4 y la translocacion de
HoxA9 al nucleo con lo se favorece la expansion de células
troncales hematopoyéticas.®=° ERK % induce la proliferacion
y poliploidizacion de los megacariocitos*® y aumenta la activa-
cion plaquetaria inducida por trombina.*142

Ademés de estimular la via de las MAPK, la activacién de
Ras lleva a la activacién de PI3K (fosfoinositol-3 cinasa), que
activa la serina-treonina cinasa AKT que también promueve
la supervivencia y la entrada al ciclo celular. AKT puede
fosforilar a la proteina pro apoptoética Bad, con lo que impide
su asociacion con Bcl2. Por otro lado, inhibe la apoptosis
porque bloguea la unién de la proteina antiapoptoética Bcl-xI
(que se ha encontrado elevada en todos los estadios de
maduracién megacariocitica) con la caspasa-3.*> Ademas,
es capaz de fosforilar a Forkhead, con lo que impide su
translocacion al nacleo y que Forkhead active la transcrip-
cion de genes pro apoptéticos como Fas y p27.% Todas
estas vias estimuladas por la presencia de TPO en su
receptor culminan en inhibicion de la apoptosis y aumento en
la proliferacion de megacariocitos.

De igual forma, también es importante conocer la regula-
cién negativa de las vias de sefializacion activadas por TPO.
Las proteinas fosfatasas desempefian un papel fundamental
en la regulacion de estas vias, por ejemplo, se han hecho
modelos murinos de deficiencia de SHP1, llamados mothea-
ten, en los cuales se ha encontrado un aumento en la
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proliferacion e hipersensibilidad a los factores de crecimiento
en general, aunque no hay informes de lo que sucede en la
megacariopoyesis.* Otro regulador negativo es la familia de
supresores de sefializacién de citocinas o SOCS, inducidos
por STAT vy, por lo tanto, regulan negativamente la via JAK/
STAT. Por un lado se pueden unir a la JAK inhibiendo su
funcién de cinasa, ademas pueden unirse alas STAT impidien-
do su dimerizacioén o incluso inhibiendo su unién al ADN. En un
estudio realizado por Wang en 2000 se encontré que el IFNo
induce SOCS-1, la cual inhibe la megacariopoyesis a través de
la inhibicion de la fosforilacion STAT3 inducida por TPO.

La proteina adaptadora Lnk implicada en receptores de
citocinas y sefializacion de inmunorreceptores, tiene un
efecto negativo en la proliferacion y endomitosis inducida por
TPO. Lnk disminuye la progresién a fase S inducida por TPO,
disminuye el crecimiento de megacariocitos de médula ésea
en cultivo. Ademas, los ratones deficientes en Lnk tienen un
aumento en el nUmero de megacariocitos tanto en médula
6sea como en bazo debido a hipersensibilidad a TPO.* La
activacion de MAPK y STATS5 inducida por TPO esta dismi-
nuida ante la unién del megacariocito con VCAM1 de células
endoteliales, y este proceso es mediado por Lnk, por lo que
esta inhibicion podria regular negativamente la liberacion de
plaquetas a la circulacion.*

Por otro lado, de igual manera se ha estudiado la activa-
cion de Lyn, una proteina de la familia Src cinasas estimulada
por TPO, la cual en apariencia regula negativamente la
proliferacién inducida por TPO disminuyendo la duracion y la
intensidad de la actividad de las MAPK.*" Las cinasas de
adhesion focal son tirosincinasas no receptoras que se acti-
van sobre todo cuando hay unién con integrinas. Las cinasas
de adhesion focal regulan negativamente la megacariopoye-
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sis inducida por TPO y es posible que interactiien con Mpl
porque tienen un dominio FERM que pueden usar para unirse
a este receptor. Las cinasas de adhesion focal también
pueden interactuar con Lyn, asi que su regulacion negativa
pudiera estar relacionada con esta proteina® (Figura 3).

La ausencia de TPO o mutaciones en el receptor Mpl en
nifios se manifiesta con trombocitopenia y disminucién de
las células troncales hematopoyéticas y células progenitoras
de todos los linajes hematopoyéticos. La trombocitopenia
amegacariocitica congénita es una rara enfermedad ocasio-
nada por mutaciones en Mpl, en la cual el paciente se
encuentra en riesgo de desarrollar una anemia aplasica por
el papel de la TPO sobre las células troncales hematopoyé-
ticas.**%! Es notorio que los ratones TPO-y Mpl”- tengan
una hematopoyesis normal, quiza porque la cinética de las
células troncales hematopoyéticas de raton es diferente que
la de las células troncales hematopoyéticas de humano.®

Existen mutaciones activantes en el promotor del gen
de TPO y Mpl (c-Mpl Baltimore) que resultan en un tipo de
trombocitemia esencial familiar, una enfermedad en la cual
existe megacariocitosis y trombocitosis que suele estar
acompafiada de hiperagregabilidad plaquetaria.>>* La trom-
bocitemia esencial adquirida se ha relacionado mas bien
con mutaciones en JAK2, especificamente un cambio de
una valina por una fenilalanina en la posicién 617
(JAK2V617F) y estas diferencias en el mecanismo de
produccion de la enfermedad hacen que la forma familiar
tenga un mejor pronostico que la adquirida, en la que el
riesgo de transformaciéon leucémica es mayor. Aln se
desconoce por qué la mutacion de JAK2 puede dar lugar a
policitemia vera en algunos casos y a trombocitemia esen-
cial en otros.*>5

'SDF-1,

Extracelular

e Ve
- i —iBcl-xl-Caspasa-3
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" Trascripcion de genes: Anti-apoptaticos
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Figura 3. Vias de sefializacion implicadas en la megacariopoyesis, con énfasis en
la TPO. La tirosicinasa JAK2 inicia la fosforilacion del receptor Mpl y de proteinas
importantes como STAT. Ademas, activa la via de Ras y MAPK, asi como PI3K
y AKT. La quimiocina SDF1 a través de su receptor CXCR4 activa p42/44 MAPK
y AKT, sinergizando la accién de la TPO. Se ilustran también algunos puntos de
regulacion negativa explicados en el texto.
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La TPO continlia siendo objeto de investigacién como un
agente trombopoyético o hematopoyético que pudiera apli-
carse en la clinica y también como un agente que estimula
la expansion ex vivo de las células troncales hematopoyéti-
cas.® Por otro lado, la investigacion actual apunta a descu-
brir otras citocinas y quimiocinas que pueden estimular la
megacariopoyesis de manera independiente ala TPO y que
se comentan a continuacion.

Megacariopoyesis independiente de TPO

Ademas de TPO, son importantes la IL3, IL6 e IL11 y
recientemente ha crecido la importancia del factor-1 deriva-
do del estroma (SDF1 o CXCL12) y el factor de crecimiento
fibroblastico-4 (FGF4 o CXCL4) en la megacariopoyesis y
liberacion plaquetaria, como se discute a continuacion.

SDF1/FGF4

Los megacariocitos en cultivo son capaces de liberar pro
plaguetas incluso sin contacto directo con células del estro-
ma, sin embargo, liberan menos plaquetas que in vivo.
Estudios recientes han demostrado que las quimiocinas
SDF1 que actlan a través de su receptor CXCR4 y FGF-4
son capaces de restablecer la trombopoyesis en ratones
TPOy Mpl", debido a que guian a los progenitores
megacariociticos del “nicho osteoblastico” al “nicho vascu-
lar”, mediante la molécula de adhesién vascular celular-1
(VCAML1) y el antigeno muy tardio 4 (VLA4), promoviendo la
supervivencia, maduracion y liberacion plaquetaria.®®

Esto pone de manifiesto la gran importancia del microam-
biente creado por las células del estroma para facilitar este
proceso. De hecho, al interferir experimentalmente con la
motilidad del megacariocito o al alterar el nicho vascular se
inhibe la trombopoyesis en condiciones fisiologicas y después
de mielosupresion. Es interesante también mencionar que
FGF4 y SDF1 disminuyen la trombocitopenia debida a mielo-
supresion, por lo que estos datos sugieren que mientras la
TPO es indispensable para la expansién de células progeni-
toras, las quimiocinas son importantes para que estas proge-
nitoras se localicen en el nicho vascular en un microambiente
adecuado para su maduracion y liberacion plaquetaria.>”°

FGF4 tiene actividad de tirosincinasa intrinseca y au-
menta tanto el nimero como el tamafio de los megacarioci-
tos y el numero de plaquetas circulantes aparentemente
porque aumenta la adhesion de los progenitores megacario-
citicos a las células endoteliales de médula 6sea y actia en
conjunto con SDF1, como se demostro utilizando un adeno-
virus recombinante que expresaba FGF4.

SDF1 es miembro de la familia CXC de quimiocinas que
se une a CXCR4 y activa las vias de PI3K y MAPK, MAPK
p42/44y p38, conlo que aumenta la sobrevida y proliferacion
de los megacariocitos, ademas de ser quimiotactico para
gue los megacariocitos se adhieran a las células endoteliales
de médula 6sea y favorecer la liberaciéon plaquetaria.®

Una posible aplicacion de SDF1, aparte del tratamiento
en la mielosupresion, es en la trombocitopenia secundaria a
infeccion por VIH, ya que este virus infecta a los megacario-
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citos a través de la interaccion con el receptor CXCR4, asi
que farmacos analogos de SDF1 podrian competir con el
virus y mejorar la trombocitopenia relacionada con esta
enfermedad.®*

Sefializacion por receptores Gp130

Algunas citocinas de la familia de la IL6 que utilizan vias de
sefializacion dependientes de la glucoproteina 130 (Gp130),
como la IL11 y LIF, promueven la maduracion y proliferacion
de megacariocitos in vitro y aumentan los efectos de IL3y TPO,
como se comenté. Estas citocinas participan en las modifica-
ciones del citoesqueleto de los megacariocitos que preceden
a la liberacion de plaquetas. Incluso la IL6 ha demostrado
aumentar la agregacion plaquetaria in vitro inducida por varios
agonistas ademas de que aumenta la cuenta plaquetaria.®? La
IL11 recombinante (Neumega) es el Ginico medicamento apro-
bado para tratar la trombocitopenia en pacientes sometidos a
quimioterapia®® (Orazi y colaboradores, 1996).

La Gp130 es una glucoproteina de 130 kD anclada en la
membrana que sirve como subunidad receptora y activa la
via JAK/STAT y la via Ras/Raf/MAPK. Se activa la proteina
JAK1 fundamentalmente, pero también se ha visto que JAK2
y TyK2 pueden activarse y posteriormente éstas fosforilan
STAT1/STAT3 y SHP2. Los ratones Gpl307 presentan
trombocitopenia moderada, aunque no hay reduccion en el
namero de progenitores de megacariocitos, por lo que estas
citocinas deben tener un papel importante, sobre todo en la
maduracion de los megacariocitos, mas que en la prolifera-
cion de sus precursores.®®

Sefalizacién NOTCH

Notch y sus ligandos son proteinas transmembranales de las
que se conocen cuatro tipos (1-4) y sus respectivos ligandos
(Jaggedl, 2y Delta-like 1, 3, 4), los cuales estan presentes en
todos los mamiferos. Las proteinas N1, N3, N4, Jaggedl y
Delta-like 1 estan presentes en los megacariocitos.

Esta via de sefializacion promueve la megacariopoyesis
sobre la eritropoyesis. De hecho, la presencia de ligandos
Notch en el microambiente de la médula 6sea inhibe la
diferenciacion celular hacia el linaje eritroide, esto mediado
en parte por inhibicion de JNK. Ademas, se ha demostrado
gue también regula la decisién de las células precursoras de
diferenciarse a linaje eritroide/megacariocitico porque supri-
me a GATA1.%°

BMP4

La familia de TGF, incluyendo activinas y proteinas morfo-
genéticas de hueso (BMP), regula muchos eventos celulares
como proliferacion, diferenciacion, migracion y desempefia
un papel importante en la hematopoyesis. La BMP4 es
fundamentalmente generada por las células del estroma de
la médula ésea y puede ser producida también por progeni-
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tores megacariociticos; en estudios in vitro ha demostrado
regular todas las etapas de la megacariopoyesis, aparente-
mente a través de las mismas vias de sefializaciéon que
induce TPO. Se ha propuesto que se estudie como posibili-
dad terapéutica en la trombocitopenia.®®

NMDA

Genever y colaboradores, en 1999, demostraron que exis-
ten receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) para glutamato
en megacariocitos. Estos receptores se utilizan en la neuro-
transmision sinaptica en el sistema nervioso central, pero se
han visto involucrados en la diferenciacion de células mega-
carioblasticas y, mas aun, el bloqueo de estos receptores
provoco inhibicion en el aumento del tamafio y disminucion
de la expresion de CD41 en megacariocitos.5®

Los NMDA son receptores para glutamato y existen
subtipos: NR1, NR2 (A, B, Co D) y NR3 (Ay B). Los mega-
cariocitos expresan los subtipos NR1y NR2y se ha visto que
ante glutamato y glicina, NR1 y NR2D forman un heterodi-
mero que abre canales de calcio, con lo que aumenta el
calcio intracelular, el cual forma complejo con calmodulina 'y
con ello se activan cinasas dependientes de este complejo,
como la proteincinasa C (PKC) y la tirosincinasa Src. La PKC
estimula la diferenciacion via PMA (Phorbol 12-myristate 13-
acetato) y Src activa la via de Ras/MAPK. Todas estas vias
de sefializacion estimulan la maduracion, proliferacion, for-
macion de plaquetas, adhesién y agregacion. De hecho, el
empleo de inhibidores farmacolégicos provoca un arresto en
la maduracion in vitro. En ratones Mpl~- no estéa afectado el
receptor NR1, lo que apunta a que es totalmente indepen-
diente de la sefalizacién por TPO.%6-¢8

Perspectivas

Como se menciond previamente, el descubrimiento de TPO
y su receptor permitié que se pudieran hacer cultivos de
megacariocitos y que nuestro conocimiento sobre la mega-
cariopoyesis se incrementara en forma exponencial en los
Ultimos afios. Los recientes avances en los mecanismos
moleculares que regulan la megacariopoyesis, tanto depen-
dientes de TPO como independientes de ella, nos permiten
comprender gran parte del proceso, pero aun tenemos
algunas preguntas por responder respecto a los megacario-
citos. Un ejemplo de estas preguntas es conocer la razén por
la que son células poliploides, ¢es Unicamente por qué
requieren gran cantidad de citoplasma para crear miles de
plaguetas? En cuanto a las vias de sefializacion, cada vez
sabemos mas y se encuentran puntos de interaccion entre
las diferentes vias involucradas. Aln falta investigar sobre
los mecanismos de accion de las proteinas que regulan
positiva 0 negativamente la megacariopoyesis, como Lyn,
cinasas de adhesion focal, BMP4, etcétera. Cobra cada vez
mas relevancia la interaccion de los megacariocitos con las
células del estromay las células endoteliales como mecanis-
mos de regulacion de la formacién de plaquetas. A pesar del
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gran avance en este tema, falta mucho por investigar y en los
préximos afios comprender con mayor profundidad los me-
canismos moleculares que regulan la megacariopoyesis,
para poder incidir terapéuticamente en los pacientes con
afecciones en el nimero o calidad de las plaquetas.

No podemos dejar de lado la importancia que el ambiente
tiene como un factor predisponente o desencadenante de
diversas alteraciones, en este caso las que afecten la produc-
cion o funcionalidad de las plaquetas y su progenitor. Raravez,
al menos en el campo de la hematologia, el médico recuerda
que en la atmoésfera que su paciente inhala puede estar el
origen de la patologia que observa en su paciente. Hay que
estudiar con mas cuidado esta relacién ambiente-salud, ya
que cada vez mas se asocia el aumento en los contaminantes
ambientales con la mayor incidencia de enfermedades trom-
bohemorragicas. En nuestro grupo de investigacion estamos
determinando el efecto del vanadio en las vias de sefializacion
del megacariocito y sus consecuencias en la funcién plaque-
taria, y pensamos continuar el estudio en este campo anali-
zando el efecto de otros contaminantes ambientales.
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