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En el transcurso de 17 afos de una ardua y constante labor investigativa, concretando procesos
sistematicos orientados a desarrollar, contribuir y extender el conocimiento humano; es menester
nuestro, emitir y facilitar los frutos obtenidos a lo largo de este tiempo.

La Unidad de Biologia Celular de la Catedra de Bioquimica y Biologia Molecular del Departamento de
Ciencias Funcionales, bajo la tutela de nuestra Casa de Estudios Superiores, ha venido desarrollando
investigaciones biomoleculares y biocelulares con el fin de conocer las caracteristicas tanto bioldgicas
como clinicas de patologias propias de habitantes que viven en altitudes elevadas. Estos estudios
han permitido distinguir las principales patologias asociadas al Mal Crénico de Montafa en nuestra
region, categorizar aspectos moleculares y celulares, describir mecanismos y factores involucrados;
finalmente, proponer tratamientos y protocolos.

Todas estas experiencias se plasman en el presente trabajo denominado “Eritrocitosis Patoldgica
de Altura” como un aporte, todavia modesto, a la comunidad cientifica y en especial al drea de la
salud, proporcionando un discernimiento mas amplio de nuevo entendimiento, util para el disefio
de tratamientos estandarizados y adecuados a nuestra region. Es por tanto, un grato honor y entera
satisfaccion conferirme proporcionar esta informacion para servicio de nuestra sociedad.

Prof. Dr. Heriberto Cuevas Lizarraga MSc.
Docente Emérito de Bioquimica y Biologia Molecular
Facultad de Medicina
Universidad Mayor de San Andrés
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ERITROCITOSIS PATOLOGICAS EN HABITANTES A GRANDES ALTURAS

INTRODUCCION

La tierra, desde su formacion, ha estado marcada
por acontecimientos importantes tales como la
formacion de las montafias del Himalaya (Tibet)
entre 245 a 65 millones de afos y la formacién de
la Cordillera de Los Andes entre 138 a 65 millones
de anos“*’. Las poblaciones nativas del Tibet y
Los Andes colonizaron dichas formaciones desde
hace 25.000 y 11.000 afios atras, respectivamente.
En la actualidad, se estima que en el mundo,
alrededor de unos 140 milliones de personas
viven en regiones superiores a 2.500 msnm de
los cuales 35 millones radican en Los Andes y
80 millones en Asia, incluyendo China y Asia
Centra] #>78,

La baja presion de oxigeno en grandes alturas,
procesos evolutivos y tiempos de exposicion
distintos en los que vivieron ambas poblaciones
permitio una selecciéon natural y adaptacion
genética de modos diferentes™®!. Los
Tibetanos montafeses, gracias a la seleccion
positiva de genes involucrados en el control
de la eritropoyesis, evolucionaron hacia una
concentraciéon de hemoglobina similar al de los
habitantes del nivel del mar; mientras que, los
Andinos evolucionaron a una concentracién de
hemoglobina elevada en relacion a los habitantes
del nivel del mar, esto probablemente por
mecanismos de seleccion genética distintos o por
un periodo insuficiente de exposicién a grandes
alturas. Asi, los nativos montaneses tibetanos y
andinos presentan una baja concentraciéon de
hemoglobina en relacién a los nativos de tierras
bajas que migraron recientemente a grandes
altura812,13,14,15'

La exposicion a baja presion barométrica de los
habitantes de grandes alturas, contribuye a la
presentacion de patologias agudas y cronicas.
Entre las agudas se encuentran la Enfermedad
Aguda de Montana, edema cerebral y edema
pulmonar; mientras tanto, las crénicas estan
representadas por la Enfermedad Cronica
de Montafia cuya repercusion es de caracter
sistémico y donde la eritrocitosis se constituye
como una manifestaciéon hematologica de la
misma. La prevalencia de la esta enfermedad
difiere de acuerdo a la region, el tiempo de
residencia y la altura de radicatoria. De este
modo, la prevalencia es de 1.2% en Tibetanos

Nativos, 5.6% en los Chinos Han, 7% en nativos
de la ciudad de La Paz, Bolivia (3.600 - 4.000
msnm) y 15.6 % en los habitantes de la cordillera
de Los Andes™'s.

CLASIFICACION DE LA ERITROCITOSIS

La eritrocitosis se caracteriza por un aumento de
la masa eritrocitaria por encima de los parametros
normales, y se clasifica en:

a) Eritrocitosis primaria, se caracteriza por
presentar la eritropoyetina sérica disminuida o
normal; ésta eritrocitosis a su vez se subclasifica
en adquiridas o congénitas. La eritrocitosis
primaria adquirida se debe a mutaciones
somaticas como la mutaciéon del gen JAK2
en la Policitemia Vera (PV). La eritrocitosis
primaria congénita se debe a cambios en la linea
germinal del DNA como las mutaciones en el
gen del receptor de la eritropoyetina (EPO-R) y
mutaciones hereditarias recesivas del gen VHL
en la policitemia de Chuvash. Estas mutaciones
se expresan dentro de los progenitores eritroides
que impulsan el aumento de la eritropoyesis
y son detectadas por respuestas EPO BFU-E
hipersensibles o autéonomas (Cuadro 1).

b)Eritrocitosis secundaria, caracterizada
por el aumento de eritropoyetina sérica, también
se subclasifican en adquiridas, como en las en las
patologias cardiopulmonares; y congénitas, como
en las cardiopatias congénitas (Cuadro 1).

Con todo lo descrito anteriormente, las
eritrocitosis de importancia clinica en habitantes
de grandes alturas son: Eritrocitosis Patoldgica
de Altura (EPA), Eritrocitosis secundaria (ES) y
Policitemia Vera (PV).

Eritrocitosis Patologica de Altura (EPA)
Constituye el 9% de las eritrocitosis en consulta
médica. La Eritrocitosis Patologica de Altura
(EPA) es la manifestacion hematologica de
Enfermedad Croénica de Montania (Chronic
Mountain Sickness, CMS) presente en sujetos
que viven en alturas superiores a 2.500 msnm.

Eritrocitosis Secundaria (ES)

Constituye el 90% de todas las eritrocitosis en
consulta médica, representa la consecuencia
de patologias asociadas al aumento de la
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Cuadro 1.
Clasificacion de las eritrocitosis patologicas

1. Eritrocitosis Primaria (eritropoyetina sérica normal o disminuida)
a. Adquiridas

. Policitemia Vera
b. Congénitas
. Eritrocitosis por mutaciones del Epo-R
. Eritrocitosis de Chuvash
. Hemoglobinopatia de alta afinidad con oxigeno
. Deficiencia de 2,3 BPG mutasa

2. Eritrocitosis Secundaria (Eritropoyetina sérica elevada)
a. Adquiridas

. Secundaria a EPOC
. Secundaria a Obesidad / Sindrome metabélico
. Sindrome de apnea obstuctiva del suefio (SAOS)
. Eritrocitosis por cardiopatia adquirida.
. Tabaquismo
. Neoplasias
b. Congénitas
. Cardiopatias congénitas
. Estenosis de arteria renal

Esta clasificacion se argumenta en los trabajos de Tiziano Barbui, Guido Finazzi, Joseph
Prchal y Ricardo Amaru.

eritropoyetina sérica como las patologias
cardiopulmonares, Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC), obesidad, sindrome
metabdlico, Sindrome de Apnea Obstructiva del
Suefio y cardiopatias.

eritroides (BFU-E), eritropoyetina sérica baja y
mutacion somatica de gen JAK2 V617F.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

En la practica clinica, es necesario realizar un
diagnoéstico diferencial entre las 3 principales
eritrocitosis patologicas: ES, EPA y PV
Probablemente estas 3 eritrocitosis comprenden
el 99% de todas las eritrocitosis patoldgicas

propias de los habitantes en grandes alturas.
(Tabla 1)

Tablal.
Diagnostico diferencial de las eritrocitosis patologicas en habitantes de grandes alturas

Policitemia Vera (PV)

Constituye el 1% de las eritrocitosis en
consulta médica, es una verdadera enfermedad
oncohematolégica clonal asociada a leucocitosis,
trombocitosis, crecimiento autonomo de colonias

16

CN

EPA

ES

PV

EPOC,‘ Obesidad, No No Si No
tabaquismo

Esplenomegalia No No No Si
Leucocitosis No No No Si
Er 1.trop oyetina Normal Normal Elevada Baja
sérica

Mutacion JAK2 No No No Si
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CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LA ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

INTRODUCCION

La eritropoyesis es un proceso de proliferacion
y diferenciacion de la linea eritroide, desde
Células Progenitores Hematopoyéticas (CPH)
hasta eritrocitos; este proceso esta regulado por
un delicado equilibrio entre la proliferaciéon
y la apoptosis de los eritrocitos. La citocinas
hematopoyéticas juegan un rol crucial en la
regulacion de este equilibrio homeostatico, y
la falta de estas citocinas inducen la apoptosis
celular. La eritropoyetina (EPO) es wuna
citocina hematopoyética de linaje especifico,
importante para la proliferacion, diferenciaciéon y
supervivencia de la linea eritroide. Todos estos
procesos estan regulados a través de proteinas
anti-apoptdticas que involucran a los reguladores
Bcl-XL y Bim, miembros de la familia Bcl-21%.
En condiciones patoldgicas, como por ejemplo
en las neoplasias, el aumento de la eritropoyetina
produce Eritrocitosis Secundaria (ES)*.

DESCRIPCION

Material y métodos

Para establecer las caracteristicas bioldgicas de
la Eritrocitosis Patolégica de Altura (EPA), se
obtuvé muestras de sangre periférica y aspirado
de médula 6sea de 10 personas saludables como
controles normales (CN) y 30 de pacientes con
eritrocitosis patoldgicas (EPA, ES y PV), todos
ellos con radicatoria en las ciudades de La Paz y
El Alto a 3.600 y 4.000 m.s.n.m. respectivamente.
Las muestras de aspirado de médula osea y
sangre venosa periférica fueron tomadas previo
consentimiento informado, y los datos clinicos se
obtuvieron de la historia clinica.

Niveles de Hemoglobina y Hematocrito
Lasconcentracionesdehemoglobinayhematocrito
fueron obtenidas de las muestras de sangre venosa
periférica depositadas en tubos Vacutainer con
EDTA (BectonDickinson, USA) y procesadas en
un contador hematolédgico automatico (Micro 60,
USA), para confirmar los resultados se llevaron a
cabo estudios con técnicas manuales, utilizando
una microcentrifuga (Hawksley, England)
para el hematocrito y la técnica colorimétrica
(Unico 1200 Spectrophotometer, USA) para la
concentracion de hemoglobina®.

Los niveles de concentracion de hemoglobina en

condiciones normales y patologicas dependen
de la edad, género, grupo étnico y altura de
residencia (Amaru /Prchal datos no publicados).
Los valores normales para los habitantes adultos
de las ciudades de La Paz y El Alto son de 14 a
17 g/dl para las mujeres y de 15 a 18 g/dl para
los varones. Se consideré como eritrocitosis
patoldgicas a los niveles de hemoglobina
mayor a 18 g/dl en las mujeres y mayor a 19 g/
dl en los varones; estos puntos de corte fueron
determinados considerando la presencia de
sindrome de hiperviscosidad sanguinea en
mas del 80% de los pacientes. Es importante
mencionar que, existen pacientes de ambos
sexos que toleran hemoglobinas elevadas sin
sintomatologia de hiperviscosidad sanguinea y
contrariamente también se observa pacientes,
sobre todo mujeres, que presentan este sindrome
a valores inferiores al del punto de corte.

Los controles normales (CN) presentaron un
valor medio de Hb:15,9 g/dl (Ht:50,5%); los
pacientes con Eritrocitosis Patoldgica de Altura
(EPA) presentaron Hb 20,2 g/dl (Ht:62,1%),
Eritrocitosis ~ Secundaria (ES) Hb:22,9g/dl
(Ht:70,7%) y finalmente, Policitemia Vera (PV)
20,3 g/dl (Ht:63,4%).

De esta manera, se evidencié que los pacientes
con EPA tienen la hemoglobina y el hematocrito
estadisticamente diferentes al de los pacientes
con ES y CN; similar al de los pacientes con PV.

Hemoglobina Fetal y Metahemoglobina

La concentraciéon de la hemoglobina fetal se
establecié por método fotocolorimétrico, con el
Kit Emoglobina Fetale Kit (Globe Diagnostic,
Italy) en un espectrofotometro (Unicol200
Spectrophotometer, USA); la metahemoglobina
fue determinada con el método de Evelyn y
Malloy, y la determinacién de la concentracién
de hemoglobina fetal fue revalidada por HPLC
(High Pressure Liquid Chromatography)®.

Los CN presentaron una concentraciéon media
de Hbf:0,46% (MetHb:0,63%), los pacientes con
EPA Hbf:0,57% (metHb:0,43%), ES HbF:0,76%
(metHb:0,34%) y PV Hbf:0,44% (metHb:0,29%).
De acuerdo <con los wvalores citados
anteriormente, tanto la hemoglobina fetal como
la metahemoglobina en pacientes con EPA, ES y
PV son normales.
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Reticulocitos

El recuento de reticulocitos se realizd por
microscopia, previa tinciéon con azul brillante de
cresil.

Los CN presentaron una media de indice de
reticulocitos de 1,3%; EPA 2,9%; ES 3,6% y los
pacientes con PV 2,1%.

El analisis estadistico realizado para verificar
las diferencias entre grupos evidencié que las
eritrocitosispatoldgicas (EPA,ES,PV)presentaron
un incremento del indice de reticulocitos y que
no existen diferencias estadisticas entre ellas.

Niveles de Eritropoyetina Sérica

La determinaciéon de eritropoyetina sérica se
realizé con el método de ELISA, utilizando Kit
comercial (R&D System, USA) y un lector Stat
Fax 2100 (Awareness Technologies Inc., USA),
estos datos fueron revalidados con la técnica de
quimioluminiscencia.

Para ello, se obtuvieron muestras de sangre venosa
periférica depositadas en tubos Vacutainer SST II
Advance (BectonDickinson, Plymouth, UK).

Los CN presentaron una media de eritropoyetina
sérica de 10,0 mU/ml; EPA 10,5 mU/ml; ES 30,5
mU/ml y los pacientes con PV 2,1 mU/ml.

Estos datos reflejan que, la concentraciéon de
eritropoyetina sérica en pacientes con EPA es
normal, elevada en pacientes con ES y disminuida
en pacientes con PV (Cuadro 1).

Cuadro 1.
Concentracion de Eritropoyetina Sérica

120

100

Epo sérica mUI/mL

1 1

CN EPA ES PV

CN (Controles Normales), EPA (Eritrocitosis
Patoldgica de Altura), ES (Eritrocitosis Secundaria),
PV (Policitemia Vera).

Leucocitos y Plaquetas
La cuantificacién de leucocitos y plaquetas se
realizd en sangre venosa periférica obtenida

29

en tubos con EDTA (Becton Dickinson, USA)
y procesados en un contador hematolégico
automatizado (Micro 60, USA).

Los grupos estudiados presentaron una media
de leucocitos y plaquetas de 6.300/ul y 273.000/
ul en CN; 7.200/ul y 229.000/ul en EPA; 6.600/ul
y 193.000/ul en ES; 16.600/ul y 604.000/ul en PV.
Los datos analizados reflejan que, los pacientes
con PV presentan leucocitosis y trombocitosis;
mientras que, la EPA y la ES presentan valores
normales. La leucocitosis y trombocitosis son
caracteristicas de la PV debido a que esta es una
enfermedad neoplasica mieloproliferativa que
compromete a toda la linea mieloide.

Gasometria arterial

La gasometria se determiné por medio de un
gasémetro automatizado (Critical Care Xpress,
Nova Biomedical, UK), la medicion se realiz6 en
muestras de sangre obtenidas de la arteria radial.
Se observo que, el pH de los cuatro grupos
estudiados son normales; la pCO2 esta elevada
tanto en la ES como en la EPA, pero mas elevada
en ES; la pO2 esta disminuida en ES y EPA, pero
mas disminuida en ES; y la saturacién de O2
esta disminuida en ES y EPA. Los resultados se
describen en la tabla 1.

El incremento de pCO2 y la disminucién de pO2
y Sat O2, presentes en la ES, probablemente se
deban a la hemoglobina/hematocrito elevados,
ademas de una etiologia pulmonar que dificulta el
intercambio gaseoso en este grupo de pacientes.

Mutacion del gen Jak2Vé'7F

El DNA de células mononucleares de la médula
Osea fue extraido con método fenol/cloroformo.
Para la amplificacion por PCR, se utilizé 100 ng
de DNA, 50 pM de los oligos JAK2R, JAK2F Y
JAK2FWT. El annealing se realizé a 59°C seguido
de 35 ciclos de amplificacion.

El producto del PCR fue separado en gel de
agarosa al 2%; observandose la banda de 364
bp que corresponde al exdn 12 del gen Jak2 no
mutado y la banda 203 bp que corresponde al gen
Jak2Vé'”F mutado.

Los pacientes con PV presentan mutacion del gen
Jak2Vé'7F; mientras que, las muestras de CN, EPA
y ES no presentan la mutacion de este gen
(Figura 1).
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Tabla 1.
Gasometria Arterial
CN
10
pH (mmHg) (SD) 7.39 7.41 7.39 7.42
(+0.01) (+0.02) (+0.02) (+0.02)
paCO2 (mmHg) (SD) 30.0 34.1 37.8 27.5
(+0.1) (+3.3) (+3.5) (+3.8)
paO2 (mmHg) (SD) 60.2 49.9 434 48.3
(+0.4) (+4.3) (+1.6) (+3.4)
Sat 02 % (SD) 93.2 86.1 78.3 91
(+1.6) (+3.8) (+2.7) (+2.6)

CN (Controles Normales), EPA (Eritrocitosis Patolégica de Altura), ES (Eritrocitosis Secundaria),

PV (Policitemia Vera).

Figura 1.
Mutacion del Gen JAK2V6!'7F

Control EPA ES 7

PV

~

hasae

CN (Controles Normales), EPA (Eritrocitosis
Patolégica de Altura), ES (Eritrocitosis Secundaria),
PV (Policitemia Vera).

BFU-E Endégenas

Las Células Progenitoras Hematopoyéticas
(CPH) de la médula dsea fueron separadas
por centrifugaciéon en gradiente de densidad
Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, USA), luego
lavadas con tampoén de lisis y RPMI1640 con
suero fetal bovino al 2%. Posteriormente, fueron
identificadas y cuantificadas por citometria de
flujo con anti CD34; finalmente, la viabilidad se
determind con Azul Tripan.

Se cultivd 2x105cel/ml de CPH en cajas petri
de 33 mm con grilla en 1 ml de Metilcelulosa
(MethoCult H4230 Without Epo, StemCell
Technologies, Canada), penicilina 250 UI/ml,
estreptomicina 50 ug/ml; suplementadas con y
sin 2 UI/ml de Epo. Los cultivos se realizaron a 37
°Cy 5% de CO, ylalectura de las colonias BFU-E
se realiz6 a los dias 7 y 14 de acuerdo a criterios
estandarizados.

De esta manera, se observd un crecimiento
autéonomo de las colonias eritrocitarias BFU-E
(BFU-E endégenas) en pacientes con PV y EPA;

aunque, el nimero de colonias fue menor en la
EPA (Cuadro 2).

Cuadro 2.
BFU-E Enddgenas

50”

Wooa
v

_- N
QLU e v

Numero de CEE

CN EPA ES PV

CN (Controles Normales), EPA (Eritrocitosis
Patolégica de Altura), ES (Eritrocitosis Secundaria),
PV (Policitemia Vera).

Sensibilidad de Células Progenitoras
Hematopoyéticas a la eritropoyetina

La sensibilidad de las Células Progenitoras
Hematopoyéticas (CPH) a la eritropoyetina se
determiné por técnica de cultivo celular. Para
ello se cultivaron 2x105 cel/ml de CPH en medio
de Metilcelulosa (Metho Cult 4531medium,
StemCell Technologies Inc, Vancouver, Canada)
con penicilina 250 UI/ml, estreptomicina 50 ug/
ml yluego suplementadas con eritropoyetina a las
siguientes concentraciones: 0; 0.03; 0.06; 0,125;
0.250 y 2 U/ml. El cultivo fue realizado en cajas
Petri de 35 mm a 37°C y 5% de CO, y la lectura
de colonias BFU-E se realiz6 al dia 14 de acuerdo
a criterios estandarizados.

La evaluaciéon de este experimento evidencia
que, las CPH de los pacientes con EPA y PV
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son hipersensibles a la eritropoyetina; mientras
que, las CPH de los CN y pacientes con ES
responden de manera normal a la presencia de
eritropoyetina. (Figura 2).

Figura 2.
Sensibilidad a la eritropoyetina

BFU - E%
IS = © )
S <3 S 1S3

N
o

=]

0 0.03 0.06 0.125 0.25 2
Epo mU/mL

CN (Controles Normales), EPA (Eritrocitosis
Patoldgica de Altura), ES (Eritrocitosis Secundaria),
PV (Policitemia Vera).

Apoptosis celular

El estudio de la apoptosis celular se realiz6 con las
técnicas DNA ladder, cultivo de colonias BFU-E
y Anexina V/7AAD.

Para el DNA ladder, se cultivaron 5x106cel/ml
de células mononucleares en 700ul de RPMI-
1640 con 300 ul de suero fetal bovino, 2nM de
L-Glutamina, 250 UI de Penicilina, 50 mg de
estreptomicina y 2 UI/ml de Epo. Los cultivos se
realizaron en placas CCW (Corning Cell Well,
USA) a 37°C y 5%de CO,. Fueron cultivadas
durante 1, 2, 7y 14 dias; luego estas células fueron
adquiridas, lavadas con PBS y lisadas en solucién
de guanidio; posteriormente fueron expuestas a
proteasa K. Se procedid ala incubacion de células
a 58 °C por 60 minutos, para luego separlas
a través de electroforesis en gel de agarosa al
2%. El patron de DNA ladder fue visualizado y
fotografiado bajo luz ultravioleta (Figura 3).

Para el cultivo de BFU-E, se emplearon 2x105
cel/ml de CPH en metilcelulosa (Metho Cult

4531medium, StemCell Technologies Inc.
Vancouver, Canada) con 250 Ul/ml de penicilina,
50 ug/ml de estreptomicina y 2 Ul/ml de
eritropoyetina. Los cultivos fueron realizados en
cajas Petri de 35 mm a 37°Cy 5% de CO, durante
14 dias. La lectura de BFU-E se realiz6 de acuerdo
a criterios estandarizados (Figura 4).

Para la  técnica de  Anexina-V/7AAD
(BectonDickinson, Pharmigen, USA), se
cultivaron 5x106cel/ml de células mononucleares
en RPMI-1640 al 30% de suero fetal bovino con
2 nM de L-Glutamina, 250 UI de Penicilina, 50
mg de estreptomicina y 2 Ul/ml de Epo por un
tiempo de 48 horas; posteriormente, las células
fueron marcadas con Anexina V/7AAD de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante
y evaluadas en un citometro de flujo FASCAN
(Becton Dikinson, USA) (Figura 5).

Los estudios realizados evidenciaron que los
progenitores eritropoyéticos de los pacientes con
EPA presentan una apoptosis celular retardada
en relacion a los controles normales.

CONCLUSION

La Eritrocitosis Patoldgica de Altura (EPA) es la
manifestacion hematologica de la Enfermedad
Croénica de Montafa (enfermedad de Monge),
caracterizada por el aumento de ndmero
de eritrocitos, hemoglobina y hematocrito.
Clinicamente se expresa por la presencia
de sindrome de hiperviscosidad sanguinea y
cianosis.

La EPA tiene caracteristicas propias que la
distinguen de las demas eritrocitosis patoldgicas;
siendo las caracteristicas mas representativas la
concentracién de eritropoyetina sérica normal,
apoptosis celular retardada, presencia de colonias
BFU-E enddgenas y ausencia de mutacion de gen
JAK2V6'F (Tabla 2).

Figura 3.
DNA ladder
EPA

C con EPO sin Epo
1 2 7 141 2 7 14

C con EPO sin Epo C con EPO sin Epo

1 2 7 14 1 2 7 14

1 2 7 141 2 7 14

M S W — W

CN (Controles Normales), EPA (Eritrocitosis Patolégica de Altura), PV (Policitemia Vera). Los niimeros
representan los dias de cultivo celular.
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Figura 4.
Apoptosis de colonias BFU-E
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LII.I 4
= 120
L
w 71 pv
© 80 EPA
) 1 ES
g 40
3 T CN
P4 0 T T
7 14 21
dias

CN (Controles Normales), EPA (Eritrocitosis Patoldgica de Altura), ES (Eritrocitosis Secundaria),

PV (Policitemia Vera). Los niimeros representan los dias de lectura de las colonias.

Figura 5.
Técnica de Anexina-V/7AAD
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Tabla 2.
Caracteristicas biocelulares de la Eritrocitosis Patologica de Altura
CN EPA ES PV
(n=10) (n=10) (n=10) (n=5)
Hemoglobina g/dl (DS) 15,9 (+0,6) 20.2(+0,8) 22,9 (+1,1) 20,3 (+2.5)
. ) ] 0,46 0,57 0,76 0,44
Hb fetal % (mediana y rangos) (0,27-0,55) (0,36-0,72) (0,31-1,24) (0,28-0,84)
o . 0,63 0,43 0,34 0,29
MetHb % (mediana y rangos) (0,98-0,40) (024-2,35) (0,28-0,99) (0,11-0,82)
Hematocrito % (DS) 50,5 (+2,7) 62,1 (+3,7) 70,7 (+3,7) 63,4 (+5.9)
Indice de reticulocitos % (DS) 1,3 (+0,3) 2,9 (+1,3) 3,6 (+1,2) 2,1(+0.3)
Leucocitos x103/ul (DS) 6,3 (+1.6) 7,2 (+1,9) 6,6 (+1,7) 16,6 (+4,8)
Plaquetas x103/ul (DS) 273 (+80) 229 (+58) 193 (+54) 604 (+177)
Eritropoyetina sérica mU/ 10,5 (+1,1) 30,5 (+2,8) 2,1 (+0,6)
ml (O8) 10,0 (+1,7)
pH 7,39 (+0,01) 7,41 (+0,02) 7,39 (+0,02) 7,42
pCO2 (mmHg) 30 (+0,1) 34,1 (+3,3) 37,8 (+3,5) 27,5
pO2 (mmHg) 60,2 (+0.4) 49,9 (+4,3) 43,4 (+1,6) 48,3
Sat 02 (%) 93.2 (+1.6) 86,1 (+3,8) 78,3 (+2,7) 91
Mutacion Jak2 V617F 0/10 0/10 0/10 5/5
BFU-E auténomos, No (rangos) 0 11 (2-25) 0 46 (25-70)
Hipersensibilidad a EPO 0/3 3/3 0/3 3/3
Apoptosis celular Normal Retardada Normal Retardada

CN (Controles Normales), EPA (Eritrocitosis Patologica de Altura), ES
(Eritrocitosis Secundaria), PV (Policitemia Vera).

B 25




ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

REFERENCIAS

1. Barminko J, Reinholt B, Baron MH. Development and differentiation of the erythroid lineage
in mammals. Dev Comp Immunol. 2015 Dec 18. pii: S0145-305X(15)30095-1. doi: 10.1016/j.
dci.2015.12.012. [

2. LiuJ, Han X, An X. Novel methods for studying normal and disordered erythropoiesi. Sci China
Life Sci. 2015;58(12):1270-5.

3. Moura IC1, Hermine O, Lacombe C, Mayeux P. Erythropoiesis and transferrin receptors. Curr
Opin Hematol. 2015;22(3):193-8.

4. Tandon R, Goel P, Kataria S, Saha PK, Punia RPS, Dimri K. Paraneoplastic erythrocytosis in a
malignant ovarian steroid cell tumour. Indian ] Hematol Blood Transfus.2014;30(1):54-55.

5. Amaru R, Miguez H, Pefaloza R, Torres G, Vera O, Velarde ], Huarachi N, Mamani R, Cuevas H.
Eritrocitosis patoldgica de altura: Caracterizacion bioldgica, diagnéstico y tratamiento. Rev Med
La Paz. 2013; 19(2):5-18.

6. Tsewang Tashi, Tang Feng, Parvaiz Koul, Ricardo Amaru, Dottie Hussey, Felipe R. Lorenzo, Ge
RiLi, Josef T. Prchal High altitude genetic adaptation in Tibetans: no role of increased hemoglobin-
oxygen affinity. Blood Cells Mol Dis. 2014; 53: 27-29.

26




Capitulo III

CARACTERIZACION CLINICA
DE LA ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

Ricardo Amaru, Josue Mamani, Ariel Amaru, Maria Aguilar, Heriberto Cuevas.

Unidad de Biologia Celular, Facultad de Medicina, Universidad Mayor de San Andrés, La Paz-Bolivia.

Correccion vy estilo:

Tania Daniela Paton Mamani
Disefio y Diagramacion:
Jhonny Alfredo Ticona Limachi

B 27



ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

28




CARACTERIZACION CLIINICA DE LA ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

INTRODUCCION

La eritrocitosis se caracteriza por el incremento
patolégico de la masa de eritrocitos en la
sangre circulante. Este incremento se da por
encima del rango normal, establecido en
cada region, y esta asociado a un aumento de
hemoglobina y hematocrito"**. El cuadro clinico
de las eritrocitosis patologicas se manifiesta por
sintomas de hiperviscosidad y complicaciones
sistémicas.

Los sintomas de hiperviscosidad sanguinea se
caracterizan por cefaleas, parestesias, tinnitus,
hipersomnias, disneas, alteraciones del estado
de conciencia, visién borrosa y mialgias*. Del
mismo modo, las principales complicaciones
sistémicas observadas se caracterizan por eventos
tromboticos, Hipertension Arterial — Sistémica
(HAS), Hipertension Arterial Pulmonar (HAP),
hemorragia e Insuficiencia Cardiaca Congestiva’.
Estos sintomas de hiperviscosidad son
caracteristica comun de las principales
eritrocitosis patologicas (EPA: Eritrocitosis
Patolégica de  Altura, ES: Eritrocitosis
Secundaria, PV: Policitemia Vera)*S; sin embargo,
cada una de ellas presenta sintomatologia
adicional que la distingue una de otra. Asi
por ejemplo, la ES generalmente presenta una
patologia cardiopulmonar”®; mientras que, la
Policitemia Vera presenta sintomatologia propia
de enfermedades neoplasicas, como evento
trombotico frecuente, esplenomegalia y pérdida
de peso®!®!.,

El punto de corte de los valores de hemoglobina/
hematocrito para el diagndstico de eritrocitosis
en una poblacion, depende de muchas variables,
entre ellas, edad, género, raza y lugar de
residencia. Asi por ejemplo, en la ciudad de La
Paz se considera eritrocitosis cuando el paciente
presenta una hemoglobina superior a 18 g/dl en
las mujeres y superior a 19 g/dl en los varones.
De acuerdo a nuestras primeras observaciones,
de todas las eritrocitosis patologicas observadas
en la consulta externa, el 90% corresponden a ES,
9% a EPAy 1% aPV.

Adicionalmente, se pudo evidenciar que los
pacientes con dano pulmonar leve, que viven a
nivel del mar no presentan ninguna manifestacion
clinica; mientras que, estos mismos pacientes, a
grandes alturas, tienen mayor riesgo de presentar
Eritrocitosis Secundaria.

DESCRIPCION

Material y métodos

El estudio clinico realizado incluyé 175 sujetos,
distribuidos en Controles Normales (CN),
pacientes con EPA, pacientes con ES y con
PV. Todos los participantes fueron varones
con radicatoria en las ciudades de La Paz y El
Alto a 3.600 y 4.000 m.s.n.m respectivamente.
El seguimiento de los pacientes fue realizado
mensualmente  por  consultorio  externo.
El diagndstico de eventos trombdticos fue
confirmado con Eco doppler y Tomografia axial
computarizada.

CLINICA DE LAS ERITROCITOSIS
Las eritrocitosis patologicas (EPA, ES, PV)
presentan como manifestacion clinica comun:

o sintomas de hiperviscosidad sanguinea
(cefaleas, parestesias, tinnitus, hipersomnias,
disneas, vision borrosa, mialgias y
alteraciones del estado de conciencia),

o signos de aumento de masa eritrocitaria
(hiperemia),

o signos de disminucién de la saturaciéon de
oxigeno (cianosis periférica) y

o signos de hipervolemia (facies pletodrica,
ingurgitacion venosa y edema) (Tabla 1).

Cefalea

La cefalea en la eritrocitosis es de tipo indefinido,
la mayoria de los pacientes la detallan como
una “pesadez’, ubicada usualmente en la regién
occipital, deintensidad moderada alevey presente
en las mafanas; algunas veces los pacientes son
despertados por el dolor. La cefalea, cuando se
asocia a Hipertension Arterial Sistémica, se hace
mas intensa y no remite totalmente a analgésicos.
En el estudio realizado, todos los pacientes
con eritrocitosis patoldgicas (EPA, ES y PV)
presentaron cefalea, la cual constituyo Ila
sintomatologia mas frecuente y el primer motivo
de consulta médica.

Parestesia

La parestesia se presenta generalmente en
miembros superiores e inferiores, se inicia
durante la noche mientras el paciente duerme y
usualmente se asocia a la falta de movimiento.
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Tabla 1.

Caracteristicas clinicas de pacientes con eritrocitosis patologicas

y controles normales al momento del diagndstico

CN EPA ES PV
Numero de pacientes 15 17 51 8
Sexo Masculino/Femenino 15/0 17/0 51/0 6/2
iizjl:;:; rangos) 36.5 (28-46) 49,3 (43-71) 51,2 (36-76) 61 (56-73)
Cefalea, n (%) NA 17 (100%) 51 (100%) 8 (100%)
Parestesias, n (%) NA 17 (100%) 51 (100%) 5 (62%)
Tinnitus, n (%) NA 9 (53%) 24 (47%) 3 (50%)
Hipersomnia, n (%) NA 8 (47%) 24 (47%) 1(12%)
Disnea, n (%) NA 17 (100%) 51 (100%) 8 (100%)
Cianosis, n (%) NA 17 (100%) 51 (100%) 8 (100%)
Evento trombotico, n (%) 0 0 6(11.3%) 2 (25%)
HAS n (%) 0 2(11,85) 25 (49%) 1(12,5%)

CN: controles normales, EPA: eritrocitosis patologica de altura, ES: eritrocitosis secundaria,
PV: policitemia vera. El estudio fue realizado con sujetos masculinos para eliminar el confundente género,
por la accion inhibitoria de la eritropoyesis de las hormonas femeninas.

Se pudo evidenciar que todos los pacientes con
EPA y ES presentaron parestesias, sin embargo,
los pacientes con PV manifestaron esta condicion
solo en un 62%.

Tinnitus

Se presenta como silbido, soplo o chirrido,
exacerbandose probablemente durante la noche
debido a la disminucién de los ruidos externos
propios del dia. Se observé que el 50% de los
pacientes con eritrocitosis presentaron tinnitus,
pero estos remitieron posterior a las primeras
sangrias.

Hipersomnia

La hipersomnia en pacientes eritrociticos es
frecuente durante la marea alcalina post prandial
y/o mientras observan la television.

E1 47% de los pacientes con EPA y ES presentaron
hipersomnia, y solo el 12% de los pacientes con
PV reflejaron esta condicion.

Disnea

La disnea se observd como otro de los sintomas
comunes en pacientes con eritrocitosis patologicas
(EPA, ES, PV), esta fue de medianos esfuerzos

30

y frecuentemente asociada a palpitaciones
precordiales.

Prurito

El prurito se manifestd en el 50 % de los pacientes
con PV generalmente evidenciable después de
las duchas con agua caliente, sintoma propio de
pacientes con enfermedad mieloproliferativa.
En contraste, los pacientes con EPA y ES no
presentaron este sintoma.

Hiperemia

La hiperemia se manifiesta con mayor evidencia
en la palma de las manos, labios y lobulos de
las orejas. Todos los pacientes con eritrocitosis
patoldgicas presentaron hiperemia y se evidencid
que a mayor concentracion de Hemoglobina/
Hematocrito mayor fue la hiperemia.

Cianosis periférica

Todos los pacientes con eritrocitosis presentan
diversos grados de cianosis, desde lo leve hasta
lo mas severo, evidenciable principalmente en
los pulpejos de los dedos, labios y lébulos de la
oreja. Los pacientes con habitos de tabaquismo
presentaron cianosis mas severas probablemente
por la methemoglobinemia.
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Hipervolemia

Los signos de la hipervolemia se caracterizaron
por facies pletorica, ingurgitacion venosa y
edema en miembros inferiores. Estos signos se
reflejaron con mayor intensidad en pacientes con
hemoglobina/hematocrito muy incrementados.

COMPLICACIONES DE LAS
ERITROCITOSIS

Las eritrocitosis patoldgicas suelen presentar
complicaciones que agravan el cuadro clinico,
mismas que requieren una atencién meédica
de urgencia. Entre las complicaciones mas
frecuentemente observadas se encuentran los
eventos trombdticos, Hipertension Arterial
Sistémica (HAS), Hipertension Arterial Pulmonar
(HAP), hemorragias e insuficiencias cardiacas.

Evento trombotico

Los pacientes con PV presentaron un 25% de
evento trombotico, seguido de los pacientes con
ES con un 12%; mientras que, los pacientes con
EPA no presentaron estos eventos (Cuadro 1).

Cuadro 1.
Eventos trombdticos en pacientes
con eritrocitosis patologicas

30%

25%

20%

15%
10%

9 .
» 12%

0%

25%

0% de evento trombético

CN (100) EPA (16) ES (51) PV (8)

El evento trombdtico mas comunmente
observado fue la Trombosis Venosa Profunda
(TVP); mientras que, la trombosis mesentérica,
tromboembolia pulmonar y trombosis en vena
porta fueron poco frecuentes. Estos ultimos 3
generalmente se asociaron a comorbilidades
como la obesidad morbida, la dislipidemia y la
Hipertension Arterial Sistémica (Tabla 2) .

Hipertension Arterial Sistémica (HAS)

La HAS fue otra de las complicaciones observadas
en el estudio, 13 % en pacientes con EPA y 49%
en pacientes con ES. Estas complicaciones

se normalizaron posterior a las sangrias, con
excepcion de pacientes con ES (12%) que
continuaron con HAS, los mismos presentaron
comorbilidades de obesidad y dislipidemia
(Cuadro 2) (Tabla 3).

Hipertension Arterial Pulmonar (HAP)

Los pacientes con eritrocitosis patoldgicas en
la altura presentaron HAP y se evidenci6 que a
mayores niveles de Hemoglobina/Hematocrito
mayores fueron los valores de HAP. Esta
hipertension disminuyd notablemente posterior a
las sangrias aunque, sin llegar a niveles normales.

Epistaxis

Esta complicacion se present6 aproximadamente
en un 5%, la mayoria de estos pacientes
presentaron PA elevada.

Insuficiencia Cardiaca congestiva

Dos de los pacientes observados presentaron
Insuficiencia Cardiaca Congestiva (ICC). Esos
pacientes presentaron en comun rasgos de
obesidad y un hematocrito superior a 70%. El
cuadro clinico remitié con sangrias de volumenes
menores hasta alcanzar niveles normales de
Hemoglobina/Hematocrito.

Convulsiones

Esta complicacion se observo en un solo paciente,
con un hematocrito superior a 70% y saturacién
de oxigeno inferior a 70%. El uso de acido
valproico fue necesario.

CONCLUSION

La caracterizacion clinica de la Eritrocitosis
Patologica de Altura (EPA) se manifiesta
clinicamente por sintomas de hiperviscosidad
sanguinea, signos de aumento de masa
eritrocitaria, signos de disminuciéon de la
saturacion de oxigeno y signos de hipervolemia.
Los pacientes con EPA seguidos por mas de
3 afos, no presentaron eventos tromboticos,
probablemente porque la eritrocitosis aislada no
es un factor de riesgo para eventos trombéticos.
Sin embargo, estos eventos son frecuentes en
la PV y la ES, ambas asociadas a la obesidad; y
en el caso de la PV, por la presencia de factores
procoagulantes propios de una enfermedad
neoplasica.

Bl



ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

La  EPA  presenta como  principales ambas secundarias a hipervolemia; y cuando la
complicaciones a la Hipertensiéon Arterial eritrocitosis esta asociada a HAS, la presencia de
Sistémica y la Hipertensién Arterial Pulmonar, epistaxis es mas frecuente.

Tabla 2.

Comorbilidades asociadas a trombosis en pacientes con eritrocitosis patologicas

Diagnoéstico  Edad Comorbilidad Hb (g/dl)  P/A diagnéstico Trombosis

PV 60 afos No 23,5 130/88 Vena porta
PV 73 anos DM, HAS 18,7 150/120 TVP
ES 68 aftos | Obesidad, varices 19,1 105/90 TVP
ES 38 aftos | Obesidad, varices 22,9 125/90 TVP
ES 64 anos Obesidad 21,3 114/80 Mesenterio
ES 71 anos Dislipidemia 19,0 110/80 Vena porta
ES 43 afos Obesidad 18,8 110/80 TEP
ES 38 anos | Obesidad, Has 22,9 126/90 TVP

PV: Policitemia Vera, ES: Eritrocitosis Secundaria, DM: Diabetes Mellitus, HAS:
Hipertension Arterial Sistémica, TVP: Trombosis Venosa Profunda, TEP: Tromboembolia

Pulmonar.
Cuadro 2.
Hipertension Arterial Sistémica en pacientes con eritrocitosis patologicas
60%
49%
50%
40%
30%
20%
10%
0% 0%
0%
EPA 16 (16) ES (51) PV (8)
W Al diagndstico M Post sangria
Las barras negras representan la HAS al momento del diagnéstico y las
barras gris a post sangrias.
Tabla 3. Comorbilidades de pacientes con ES
1D)'¢ Edad Evol  Comorbilidad Hb P/A P/A
ES 42 2 Obesidad 25.3 140/102 120/90
ES 53 10 Obesidad, HAS 20.9 150/120 130/90
ES 38 5 Obesidad, HAS 22.3 126/90 150/110
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TRATAMIENTO IN VITRO DE LA ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

INTRODUCCION
Lasestatinassonungrupodefarmacosinhibidores
de la HMG CoA reductasa (3-hidroxi-3-
metilglutaril-Coenzima A reductasa) que inhibe
la sintesis del colesterol"**. Debido a su efecto
pleiotrdpico han sido extensamente investigadas
en varios ensayos clinicos tales como trastornos
cardiovasculares**®, enfermedades neoplasicas
789, alteraciones en la hemostasia'®!'* y procesos
de angiogénesis'>'*'*; por lo que se considera,
que sus beneficios podrian ser mas amplios de lo
que se suponia en un principio. Por otra parte,
se ha reportado que las estatinas poseen un
mecanismo de inhibicién de la proliferacion y
diferenciacion celular donde estdn involucrados
los productos derivados de la via del mevalonato
como el farnesil y el geranilgeranil'®'”!%.

La Eritrocitosis Patoldgica de Altura (EPA),
propia de las poblaciones ubicadas en grandes
alturas, presenta alteraciones en la eritropoyesis
y la apoptosis de progenitores eritroides, y como
consecuencia la proliferacién celular de los
eritrocitos es excesiva'>?.

El presente capitulo describe la accion inhibitoria
“in vitro” de las estatinas sobre la eritropoyesis en
pacientes con eritrocitosis patologicas.

DESCRIPCION

Material y métodos

Se estudié la accion farmacolégica de las
estatinas en lineas celulares y células progenitoras
hematopoyéticas. Las lineas celulares estudiadas
fueron UKE1*"*** con el gen JAK2V%"" mutado y
K562*%>% con el gen JAK2 normal. La Células
Progenitoras Hematopoyéticas (CPH) fueron
obtenidas de la médula désea de los siguientes
grupos de pacientes:

« Controles Normales, (sujetos sin
patologia de eritrocitosis)

o Pacientes con EPA sin tratamiento

 Pacientes con EPA en tratamiento
con atorvastatina, 20 mg dia

 Pacientes con ES

o Pacientes con PV

Todos de sexo masculino con una edad promedio
de 48 afos.
Los pacientes con EPA en tratamiento recibieron

20 mg de atorvastatina por mas de 6 meses; la
prescripciéon médica fue hipercolesterolemia.
Sellevaron a cabo pruebas de proliferacion celular,
cultivo de colonias y test de apoptosis. Para ello,
las células mononucleadas de médula désea de
todos los pacientes fueron aisladas por gradiente
de concentracién con una viabilidad superior a
95%. Los progenitores hematopoyéticos fueron
evaluados por citometria de flujo con anticuerpo
CD34. Los cultivos realizados en medio
semisolido de metilcelulosa y en medio liquido de
RPMI fueron suplementados con Eritropoyetina
y Simvastatina.

Inhibicion de la proliferacion celular

Las pruebas de proliferacion celular realizadas en
las lineas celulares UKE-1y K562 demostraron
que, la Simvastatina inhibe la proliferaciéon de
UKE-1; mientras que, las células K562 no se
inhiben en concentraciones similares, pero
expuestas a concentraciones mayores si son
inhibidas. Esta ha sido la primera demostracién
evidente de la actividad antiproliferativa de las
estatinas en estas lineas celulares (Cuadro 1).

Inhibicion de colonias BFU-E

El cultivo de las colonias BFU-E realizadas en
las lineas celulares UKE-1y K562 demostraron
que, la simvastatina inhibe la formacién de las
colonias a partir de UKE-1; mientras que, la
simvastatina en la linea celular K562 no inhiben
estas colonias. De acuerdo a estos experimentos
realizados, se considerd que la concentraciéon de
3,5 uM de simvastatina es la mas adecuada para
estudios de biologia celular (Cuadro 2).

Cuadro 2.
Inhibicion de las colonias BFU-E con simvastatina

—&— UKE-1
—{—HEL
--A-- K562

100 1

0 T T T T T ]
0 1 35 7 10 20

uM, Simvastatin

% BFU-E growth inhibition

Estudio de cultivo de lineas celulares en medio de metilcelulosa
a diferentes concentraciones de simvastatina.
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Cuadro 1.
Inhibicion de la proliferacion celular en UKE-1y K562

UKE-1, JAK2 VoI7E N=3 K 562, JAK2 wild-type N=3

7 7 ~* Untreated

o, T —iw
2 1x10° | syr7um = SVIT7uM
(P (]
S ] m-svT 14 um 3 -B-SVT 14 uM
S S
o o
5 5x10° 2
- =
Z Z
0x10 T T T T \
Day0 Day3 Day5 Day0 Day3 Day5

STV: Simvastatina (estatina), N: niimero de experimentos.
UKE-1: Linea celular homocigota con mutacién del gen JAK-2, obtenida de un paciente

con trombocitemia esencial.

K562: Linea celular inmortalizada a partir de Leucemia Mieloide Crénica (BCR/ABL) en fase bldstica.

Inhibicion de colonias BFU-E
en Policitemia Vera
Las CPH de médula 6sea de pacientes con PV
y CN fueron cultivadas en medio semisdlido de
metilcelulosa con suplemento de simvastatina
a diferentes concentraciones. Se observd que,
las colonias BFU-E en pacientes con PV se
inhibieron a partir de 2.5 uM de simvastatina;
mientras que, en la misma concentracion estas
colonias no se inhibieron en los Controles
Normales, sin embargo, la inhibicién se presentd
a concentraciones mayores (Cuadro 3).

Cuadro 3.

Inhibicion de las colonias BFU-E con simvastatina
en pacientes con Policitemia Vera

—aA— ND
—a— PV

100 17

50 4

N=2 ™
0o 5 . 0 15 _ 20
uM, Simvastatin

~

0

% BFU-E growth inhibition

Cultivo en medio semisélido de metilcelulosa de
CPH de médula ésea a diferentes concentraciones de
simvastatina en pacientes con Policitemia Vera (PV)
y Controles Normales (CN).

Inhibicion de las colonias BFU-E en pacientes
con eritrocitosis patologica

Las CPH de médula dsea de sujetos normales
(CN), Eritrocitosis Patolégica de Altura (EPA),

38

Eritrocitosis Secundaria (ES) y Policitemia Vera
(PV) fueron cultivadas en medio semisélido
de metilcelulosa con suplemento de 3.5 uM
de simvastatina. Las colonias BFU-E fueron
inhibidas en un 25% en CN, 40% en EPA, 45% en
ES y 50% en PV (Cuadro 4).

Cuadro 4.
Inhibicion de las colonias BFU-E en
CN, EPA,ESy PV
200 | pmmm EEC

/3 Epo
180 Epo/Simvastatin ]

160
140
120
100
804
601

40 ’l‘

118 i
CN EPA ES PV
Cultivo en medio semisélido de metilcelulosa
de CPH de médula ésea de CN, EPA, ES y PV
sin suplemento (barra negra), con suplemento de
Eritropoyetina 2UI (barra clara) y suplementos de

Eritropoyetina 2UI mds 3.5 uM de simvastatina
(barra gris). Niimero de experimentos: 10

Number of BFU-E colonies

o

(=]

Inhibicion de Colonias BFU-E en EPA sin
tratamiento de atorvastatina

Las CPH de médula 6sea de pacientes con EPA sin
tratamiento conatorvastatina, cultivadasen medio
semisolido de metilcelulosa suplementadas con
2 Ul de eritropoyetina indujeron la proliferacion
de colonias BFU-E hasta el dia 18; mientras que,
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las suplementadas con 2 Ul de eritropoyetina y 30
uM de simvastatina inhibieron esta proliferacion;
al dia 18 no se observaron colonias viables.

Por otro lado, en el medio de cultivo sin
eritropoyetina, se observo una proliferacion de
colonias BFU-E hasta el dia 18, pero no en la
misma intensidad que en las suplementadas con
eritropoyetina. Mientras, en el medio de cultivo
sin eritropoyetina y con suplemento de 30 uM

de simvastatina la proliferaciéon de colonias fue
inhibida (Tabla 1).

Tabla 1.
Colonias BFU-E en pacientes con EPA sin
tratamiento

Pacien- Suple- Suple-

Numero de BFU-E
tes mento

meznto dia 70 NaEe Ndiais

EPA 1
Sin
Epo2 |SMV 71 111 90
. Ul SMV
Sin 30uM 48 73 0
trata- Sin
miento T SMV 2 25 13
F SMV 2 19 0
30uM

Las  Células  Progenitoras  Hematopoyéticas (CPH
suplementadas con Epo y simvastatina.

EPA: Eritrocitosis Patolégica de Altura; Epo: Eritropoyetina;
SMV: Simvastatina.

Inhibicion de Colonias BFU-E en EPA con
tratamiento de atorvastatina

Las CPH de médula o6sea, de pacientes con
EPA en tratamiento con 20 mg de atorvastatina
VO dia por méds de 6 meses, fueron cultivadas
en medio semisdlido de metilcelulosa con
suplemento de 2 Ul de eritropoyetina. Se observd
que la eritropoyetina indujo la proliferacion
de colonias BFU-E hasta el dia 14; mientras
que, en los cultivos suplementados con 2 UI de
eritropoyetina y 30 uM de simvastatina, esta
proliferacion fue inhibida.

Asi mismo, las CPH de pacientes con EPA
en tratamiento con 20 mg de atorvastatina
cultivadas en medio semisolido de metilcelulosa
sin eritropoyetina y sin simvastatina indujeron
la proliferaciéon de colonias BFU-E hasta el
dia 14, pero no en la misma intensidad que las
suplementadas con eritropoyetina; sin embargo,
en las colonias cultivadas sin eritropoyetina y

suplementadas con 30 uM de simvastatina, la
proliferacion fue totalmente inhibida (Tabla 2).

Tabla 2.
Colonias BFU-E en pacientes con EPA en
tratamiento con atorvastatina

Suple-  Suple-

Numero de BFU-E

LHEREON SMERTON N Niia4) Ndia 18

1 2
Sin
Con Epo2 [SMV 19 159 0
trata- Ul SMV
miento 30uM 67 o2 0
de Sin
atorvas- Sin Epo SMV 10 1 0
tatina P SMV 0 ) 0
30uM

Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH) suplementadas
con Epo y simvastatina.
EPA: Eritrocitosis Patolégica de Altura; Epo: Eritropoyetina;

SMYV: Simvastatina.

Inhibicion de la diferenciacion de colonias
BFU-E

Las CPH de médula 6sea, cultivadas en medio
semisdlido de metilcelulosa con suplemento
de 3.5 uM de simvastatina, inhibieron la
diferenciacion de las colonias BFU-E de
pacientes con EPA, expresandose en colonias
pequenas y sin hemoglobinizacién (Figura 1).

Induccion de apoptosis celular

Las CPH de pacientes con EPA fueron
cultivadas en medio liquido de RPMI con
suplemento de simvastatina. Este estudio fue
realizado con latécnica de Annexina V/7AAD
utilizando un citémetro de flujo. Se observé
que la apoptosis celular fue de un 28,9% con
suplemento de simvastatina y un 12,3% sin
suplemento de simvastatina (Figura 2).

CONCLUSION

Existen evidencias experimentales de que
los productos del mevalonato tales como el
farnesil, el dolicol, el geranil y la ubiquinona
estan implicados en la regulaciéon de la
proliferacidn celular, la diferenciacion celular
y la apoptosis celular. Los inhibidores de la
HMG-CoA reductasa bloquean la via del
mevalonato reduciendo todos sus productos

finales.
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Los experimentos realizados han evidenciado Altura. La demostracion ‘in vitro’ de la eficacia del
que la simvastatina inhibe la proliferacion y tratamiento de la EPA con estatinas se constituye
diferenciacion tanto de lineas celulares como de en una base fundamental para el tratamiento de
CPH de pacientes con Eritrocitosis Patologica de pacientes con EPA, ESy PV.

Figura 1.

Inhibicion de la diferenciacion de colonias BFU-E en EPA

Sin simvastatina Con simvastatina
A la derecha, se observa la inhibicién de la diferenciacion de las colonias BFU-E suplementadas

con simvastatina, caracterizada por la presencia de colonias pequerias y un retardo en la
hemoglobinizacién. Niimero de experimentos: 15.

Figura 2.
Induccion de la apoptosis de CPH de pacientes con eritrocitosis
Control 72 h Simvastatin 72 h
105 | Necrosis| Ap Tardia 10° ; P
Vlse% | 75 A I i
9 iy g
< 10 < 10
< <
2 103 z 10°
o o
£ £
o o
o o :
102 % : 10?
Vlaboes : - Ap Temprana Viables . Ap Temprana
0 818 %o ¢ 4.4%% 0| 64.8% | - 13.3%%
0 102 10°® 10* 10° 0 102 10® 10* 10°
Annexina V PE Annexina V PE

El cdlculo de porcentaje de la apoptosis es producto de la sumatoria de la apoptosis tardia y la
apoptosis temprana. Niimero de experimentos: 12.
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INTRODUCCION

La proliferacion y la diferenciacion celular esta
regulada por un complejo mecanismo molecular
donde los productos finales de la via del
mevalonato juegan un rol importante'? esto hace
que exista un interés especial en los farmacos
que inhiben esta via permitiendo asi, disefiar
protocolos de tratamiento en enfermedades cuya
etiologia esta relacionada con la alteracion de
la proliferacién y diferenciacion celular, como
por ejemplo en las neoplasias y las eritrocitosis
patoldgicas®*.

Las estatinas, inhibidores de la enzima HMG-
CoA reductasa, bloquean la via del mevalonato
reduciendo la concentracién de sus productos
derivados tales como el farnesil, el geranil, el
dolicol y otros>®.

DESCRIPCION

MECANISMO FARMACOLOGICO Y
MOLECULAR

Larghero ] et al” reportd que el tipifarnib,
un inhibidor de la farnesiltransferasa, inhibe
la proliferacion de las colonias BFU-E en
pacientes con Policitemia Vera (Cuadro 1). El
tipifarnib inhibe especificamente a la enzima
farnesiltransferasa disminuyendo asi las proteinas
farnesiladas”®. De igual manera, las estatinas
inhiben especificamente, “rio arriba” en la via del
mevalonato, a la enzima HMG-Co A reductasa
disminuyendo de este modo las concentraciones
de todos los metabolitos de esta via (Cuadro 2).
Esta observacion constituyé un fundamento para
disefar protocolos experimentales con estatinas.

Cuadro 1.
Mecanismo farmacologico de tipifarnib

1wy

H Patients

8o [@ Control

60
40

20

% BFU-E growth inhibition

0
& & S
&0 R
N LN

Las columnas oscuras representan a pacientes con
Policitemia Vera y las columnas claras a controles normales.
Las concentraciones de 15 nM deTipifarnib solo inhiben las
colonias BFU-E de pacientes con Policitemia Vera, pero a
150 nM de concentracién se inhiben tanto las colonias de
pacientes como las de controles normales. Larghero ] et al.

Blood 2005;105:3743-3745.

Cuadro 2.
Mecanismo molecular de las estatinas y el
tipifarnib
HMG-CoA

Statin PP

FPP
Squalene synthase

[Cholesterol ¢— [Squalene | athase ™55 %} R

Ggpp  FTI
synthase

Ubiquinone | ¢ | GGPP | — | Dolichol |

GGPTasel}— GGTI

El Tipifarnib, inhibidor especifico de la farnesilacion de las
proteinas. Las estatinas, inhibidores de los productos finales
de la via del mevalonato. Sumaya N et al. JPET 2006;316:403-
409.

ACCION FARMACOLOGICA

DE LAS ESTATINAS

La accién farmacoldgica de las estatinas tiene
que ver con la disminucién de las proteinas
geranilgeranilizadas, la inactivacién de la
proteina Rho y el aumento de las proteinas p21/
p27. Subsecuentemente, la disminuciéon de las
proteinas geranilgeranilizadas induce apoptosis
celular; la inactivacion de la proteina Rho provoca
efectos anti-invasivos y finalmente, el aumento de
las proteinas p21/p27 bloquea la fase S del ciclo
celular produciendo efectos antiproliferativos®!°
(Cuadro 3).

Cuadro 3.
Accion farmacologica de las estatinas

Antiproliferative effects Apoptosis
M ¢

¥ 63._
G e

ey R
Geranyl
s l geranyl

roteins
P21 HMG-CoA B
p27 Reductase

inhibitors

Gy

Rho inactivation

'

Cell migration
Cell adhesion

Anti-invasive effects
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Efecto apoptdtico

Las estatinas disminuyen la concentraciéon del
geranilgeranilo, seguida de un incremento de
proteinas no geranilgeranilizadas (proteinas
biolégicamente inactivas) que no logran unirse a
la membrana celular, provocando de este modo la
apoptosis celular ' (Cuadro 4).

Cuadro 4.

trombosis venosa profunda en 740 pacientes
con cancer, donde los pacientes que recibieron
atorvastatina presentaron un 8% de evento
trombotico; mientras que, el grupo que no
recibié atorvastatina present6 un 21%. Asi
también, el grupo del profesor Parra, del Hospital
Universitario de Madrid en Espafa, reportd

Inhibicion de la isoprenilacion de las proteinas.

-statins
R

AW R L

proper localization and function of
genarylgerany lated proteins

l
oL

survival and growth

MM TR

function of genarylgenary lated

+statins

o =

improper localization and

proteins

apoptosis

A la izquierda, proteinas geranilgeranilizadas biolégicamente activas. A la derecha, proteinas
no geranilgeranilizadas bioldgicamente inactivas (Wong W. Leukemia.2002;16:508-519).

Este mecanismo de apoptosis causado por las
estatinas esta mediado por la disminucion de
la geranilgeranilizaciéon de la proteina Ras, lo
que impide activar a ERK y AKT, inhibidores
naturales de Caspasa 3. Esta caspasa al no tener
inhibicion queda libre para inducir apoptosis '>**
(Cuadro 5).

Inhibicidon del ciclo celular

La simvastatina, gracias a su efecto pleiotrdpico,
induce al aumento de la proteina p27 (proteina
responsable de la regulaciéon G1), bloqueando el
ciclo celular entre las fases G1 a S, lo que favorece
la induccién de apoptosis de la serie eritroide '*'°
(Cuadro 6).

Efectos antitromboticos de la atorvastatina

El grupo dirigido por Danai Khemasuwan, del
Centro Médico Albert Einstein, ha evaluado la
influencia de las estatinas en la incidencia de la
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Cuadro 5.
Estatinas en la induccion de la apoptosis

]

Mevalonate
}
¥
Geranylgeranyl
pyrophosphate

l Geranylgeranylation

7N

i

Statins I

Las estatinas inducen apoptosis via BCL-xL y Caspasa 9
debido a la inhibicién de la geranilgeranilizacion. Kidney
International 2003; 64:181.

que las estatinas favorecian en la recanalizacion
venosa tras un episodio de Trombosis Venosa
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Cuadro 6. a) Bloqueo de la isoprenilacion de las proteinas
Bloqueo del ciclo celular por la atorvastatina Rho y Ras.
B Medium AT 1-0 uM b) Inhibicion de la fosforilacion de Jak2 y Stat5.
CJaTo-1um  [JAT10uM ¢) Inhibicién de la glicosilacién de la EpoR.
0 100% d) Alteracion de dominios lipid raft.
O (I
|OL 80% Bloqueo de la isoprenilacion por las estatinas
S cow | La simvastatina reduce los productos de la via del
8 . mevalonato. La deplesion del farnesil produce la
e 40% inactivacion de la proteina RAS y la deplesion
52 20% del geranilo geranilo produce la inactivaciéon de
. H_%ﬁ . D—W la proteina Rho. De este modo la proliferacion
G1-phase S-phase G2-phase celular y la diferenciacion celular son inhibidas.
Los linfocitos T son bloqueados por la atorvastatina en la En el western blot suplementado con simvastatina,
transicién de fases G1 a S del ciclo celular. la proteina RhoAm farnesilada esta disminuida,

mientras que la proteina RhoAc no farnesilada o

3 A+ 18,19
Profunda (TVP), lo que evitaria la progresion del citoplasmdtica esta aumentada™" (Cuadro 8).

sindrome post trombético'®". Inhibicion de la fosforilacion de Jak2 y Stat5

Por lo descrito anteriormente, los pacientes, con La HMG CoA reductasa esinhibida porla estatina,

Eritrocitosis Secundarias y con probabilidades de en consecuencia la sintesis de geranilgeranil PP

presentar evento trombdtico, se beneficiarian de disminuye, y por mecanismos atin desconocidos

esta accion farmacoldgica (Cuadro 7). esta disminucién inhibe la fosforilacién de Jak-2
Cuadro 7.

Efectos antitrombdticos de las estatinas

[Acetyl-CoA |—>[HMG-CoA | statins

HMG-CoA
reductase

|

¥
1 Geranyl-PP |«— [VIsopentyl-PP
v E
[V Geranylgerany-PP |

{ Hepatic [ ¥ Isoprenylation of Ras, Rho, Rac |
Cholesterol
\ Pleiotropic effects on CV system:
+LDL: lipid-lowering - Endothelial protection
effects -Antithrombotic, antiplatelet activity

- Plaque stabilization
- Inhibition of inflammation
(¥ROS, hsCRP, MMPs)

Esquema de eventos moleculares que explica la proteccion endotelial, el
efecto antitrombdtico y la actividad antiplaquetaria.

MECANISMO MOLECULAR DE LAS y Stat-5, bloqueando deestemodola proliferaci(’)n
ESTATINAS y diferenciaciéon celular. El Western Blot

suplementado a diferentes concentraciones de
lovastatina refleja la inhibicién de la fosforilacion
de Jak2 y Stat-5° (Cuadro 9).

Los mecanismos moleculares de las estatinas en
la inhibicién de la proliferacién y diferenciacion
de la linea eritroide son:
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Cuadro 8.
Bloqueo de la isoprenilacion de las proteinas RAS y Rho

m_.. Mevalonate
HMG-CoA

Reductase

T

Simvastatin

Isoprenyl PP

Geranyl PP

Cholesterol |._| Squalene |._ Famesyl PP *
— Geranyl
-_ Goranyl PP *

active active

+
+
+

]

Inactive Inactive

@@ @
0 0102505 1.0 . .
- - e . RhoA m m .......

s @ RhoA c

proliferation
differentiation

Se observa la inhibicion de la HMG-CoA reductasa seguida de la inhibicion de la
geranilgeranilizacion de la proteina Rho y la farnesilacion de la proteina Ras. Las proteinas Rho
¥ Ras no logran anclarse en la membrana bilipidica, bloqueando las sefiales de proliferacion y
diferenciacion de los progenitores eritroides. Se presenta un Western blot con anticuerpos anti
Rho a concentraciones de 0.5 y 1 mM de simvastatina, la proteina RhoAc esta incrementada en el
citoplasma. (Weber M, Nature Reviews Neurology 2005;1:106-112, Kang S 2009; Wong W 2002).

Cuadro 9.
Inhibicion de la fosforilacion de Jak-2 y Stat-5 por las estatinas

Comt 2 5 10 20 30uMLov

Epo  + +  +  + + -
e R plak2
EssEse=asees .
Epo e pSts
E Inhibits Stat5

phosphorylation of
Jak2, Stat5 and Erk

Lovastatin
T Mevalonate W HMG-CoA
eductase
Y343 Isoprenyl PP
Y401
STATS ‘

.

STATS Y443 Geranyl PP
q Y460 y

Y464
Y479
Famesyl PP l—>| C ol

Proliferation differentiation

Geranyl
Geranyl PP

La deplesion de geranil geranilo inhibe la fosforilacion de JAK2 y STATS, de este modo se
bloquea la via de sefializacion para la proliferacion celular. En este Western Blot suplementado
con lovastatina, la fosforilacion de JAK2 y el STATS esta inhibida (Sumaya N, 2006).
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Cuadro 10.
Inhibicion de la glicosilacion del Receptor de Eritropoyetina por las estatinas
‘/4/@ w*’lv
Control Lov
4h  24h 4h  24h
- . - ' EpoR
Lovastatln
kil R
Epo R 66Kda v
glycosylated mature
v
f
v
Golgi G |
complex W - Ge;rna;lypp Ubiquinone
Epo R 64Kda
no glycosylated

La deplesién del dolicol inhibe la sintesis de EpoR maduro de 66 Kda o forma glicosilada, de
modo que el EpoR a nivel de la membrana celular estd reducido. En este Western Blot con

suplemento de lovastatina, el EpoR maduro esta disminuido, mientras que el EpoR inmaduro
estd aumentado. (Hamadmad SN., 2007).

Cuadro 11.

Alteraciones de microdominios Lipid Raft

Mevalonate
u cfase
Simvastatln Isoprenyl PP

Proliferation differentiation

‘\I Cholesterol Iq_l Squalene I,._

| Ubiquinone |._

Geranyl
Geranyl PP

La deplesion del colesterol dafia la estructura del Lipid Raft. En consecuencia el EpoR no realiza sus
funciones fisiologicas normales (Lori N. Griner 2012).




Inhibicion de la glicosilacion del Receptor de la
Eritropoyetina (EpoR)

La inhibiciéon de la HMG CoA bloquea la
sintesis del dolicol, seguida de la inhibicion de
la glicosilacion del Receptor de la Eritropoyetina
(EpoR 64 Kda), de ese modo los EpoR 64 Kda
no migran a la membrana celular y disminuyen
la concentraciéon de EpoR 66 Kda a nivel de la
membrana, por lo tanto la eritropoyetina no
encuentra receptores disponibles para su accién
farmacolégica. Se observa un Western Blot con
la disminucién del EpoR glicosilado (66 KD)
y aumento del EpoR no glicosilado (64 KD)*
(Cuadro 10).

Alteracion de dominios Lipid Raft

Los microdominios Lipid Raft, ricos en colesterol,
son utiles para el anclamiento de los EpoR a nivel
de la membrana celular. Las estatinas reducen
la concentraciéon de la sintesis del colesterol,
esto altera la estructura del los microdominios
y evita el anclamiento adecuado de los EpoR,
bloqueando de esta manera la proliferacion y
diferenciacion celular® (Cuadro 11).

Aumento de p27

Las estatinas inducen el incremento de la
proteina p27, éste a la vez bloquea la ciclina A/
Cdk2 seguida de la induccién de la apoptosis®
(Cuadro 12).

ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

CONCLUSION

Las eritrocitosis patoldgicas se caracterizan por:
a) el aumento de la hemoglobina y el
hematdcrito, como expresion del incremento
de la eritropoyesis y disminucion de la apoptosis
de la serie eritroide; b) la presencia de eventos
trombéticos, sobre todo en aquellas Eritrocitosis
Secundarias asociadas a obesidad o dislipidemia;
¢) el aumento de la Presién Arterial Pulmonar
que esta directamente relacionado con los niveles
de hematocrito elevado.

Precisamente, las estatinas actdan sobre estos
3 mecanismos fisiopatologicos, ya que gracias
a la reduccion de los productos de la via del
mevalonato, la eritropoyesis disminuye y la
apoptosis de la serie eritroide se incrementa;
reflejandose en la clinica por la disminucién de
la Hb y Ht.

Los efectos pleiotropicos de las estatinas, al
regular el proceso inflamatorio y la biologia del
endotelio, disminuyen la probabilidad de eventos
trombdticos en pacientes con eritrocitosis
patoldgicas y a través de este mismo mecanismo
las estatinas tienen la propiedad de regular la
Presiéon Arterial Pulmonar.
Portodolodescritoanteriormente, aparentemente
las estatinas se constituyen en un medicamento
de primera linea que deberia de usarse en
pacientes con eritrocitosis patoldgicas, incluso
en la Policitemia Vera como medicamento
coadyuvante al tratamiento estandar.

Cuadro 12.
Mecanismo molecular de las estatinas en la induccionde la apoptosis
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Cyclin D N
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50




MECANISMO MOLECULAR DE LAS ESTATINAS EN EL TRATAMIENTO DE LA ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

REFERENCIAS

1. Miettinen TP, Bjorklund M. Mevalonate Pathway Regulates Cell Size Homeostasis and Proteostasis
through Autophagy. Cell Rep. 2015 Dec 22;13(11):2610-20.

2. Tricarico PM, Crovella S, Celsi E. Mevalonate Pathway Blockade, Mitochondrial Dysfunction and
Autophagy: A Possible Link. Int ] Mol Sci. 2015;16(7):16067-84.

3. Amaru R, Vera O, Miguez H, Pefialoza R, Torres G, Velarde ], Huarachi N, Mamani R, Cuevas H.
Mecanismo molecular de las estatinas en el Tratamiento de la Eritrocitosis Patologica de Altura.
Rev Med La Paz. 2013;19(2):19-27.

4. Crosbie ], Magnussen M, Dornbier R, Iannone A, Steele TA. Statins inhibit proliferation and
cytotoxicity of a human leukemic natural killer cell line. Biomark Res. 2013;1(1):33.

5. Stryjkowska-Gora A, Karczmarek-Borowska B, Gora T, Krawczak K. Statins and cancers. Contemp
Oncol (Pozn). 2015;19(3):167-75.

6. Garcia-Ruiz C, Morales A, Fernandez-Checa JC. Anticancer Agents Statins and protein prenylation
in cancer cell biology and therapy. Med Chem. 2012;12(4):303-15

7. Larghero J1, Gervais N, Cassinat B, Rain JD, Schlageter MH, Padua RA, Chomienne C, Rousselot
P. Farnesyltransferase inhibitor tipifarnib (R115777) preferentially inhibits in vitro autonomous
erythropoiesis of polycythemia vera patient cells. Blood. 2005;105(9):3743-5.

8. Sumaya N. Hamadmad, Matthew K. Henry,1 and Raymond J. Hohl. Erythropoietin Receptor Signal
Transduction Requires Protein Geranylgeranylation. JPET 2006;316:403-409.

9. Denoyelle C, Vasse M, Korner M, Mishal Z, Ganné F, Vannier JP, Soria J, Soria C. Cerivastatin, an
inhibitor of HMG-CoA reductase, inhibits the signaling pathways involved in the invasiveness and
metastatic properties of highly invasive breast cancer cell lines: an in vitro study. Carcinogenesis.
2001;22(8):1139-48.

10. Feldt M, Bjarnadottir O, Kimbung S, Jirstrom K, Bendahl PO, Veerla S, Grabau D, Hedenfalk
I, Borgquist S. Statin-induced anti-proliferative effects via cyclin D1 and p27 in a window-of-
opportunity breast cancer trial. ] Transl Med. 2015;13:133.

11. WW-L Wong, ] Dimitroulakos, MD Minden, LZ Penn. HMG-CoA reductase inhibitors and the
malignant cell: the statin family of drugs as triggers of tumor-specific apoptosis. Leukemia. 2002:16;
508-519.

12. Masashi Yanae, Masanobu Tsubaki. Statin-induced apoptosis via the suppression of ERK1/2 and
Akt activation by inhibition of the geranylgeranyl-pyrophosphate biosynthesis in glioblastoma.
Journal of Experimental & ClinicalCancerResearch. 2011;30:2-8.

13. Luis Miguel Blanco-Colio, Pilar Justo, Ilse Dachn, Corina Lorz, Alberto Ortiz and Jesus Egido. Bcl-
xL overexpression protects from apoptosis induced by HMG-CoA reductase inhibitors in murine
tubular cells. Kidney International. 2003;64:181-191.

14. P-T Brinkkoetter, U Gottmann, J Schulte, F J van der Woude, C Braun, and B A Yard. Atorvastatin
interferes with activation of human CD4+ T cells via inhibition of small guanosine triphosphatase
(GTPase) activity and caspase-independent apoptosis. Clin Exp Immunol. 2006; 146(3):524-532.

15. Wolfe AR, Debeb BG, Lacerda L, Larson R, Bambhroliya A, Huang X, Bertucci F, Finetti P, Birnbaum
D, Van Laere S, Diagaradjan P, Ruffell B, Trenton NJ, Chu K, Hittelman W, Diehl M, Levental I,
Ueno NT, Woodward WA. Simvastatin prevents triple-negative breast cancer metastasis in pre-
clinical models through regulation of FOXO3a. Breast Cancer Res Treat. 2015;154(3):495-508.

16. Lassila R, et al. Statin use offers protection against first ever VTE events and appears as a primary
prevention tool in patients without anticoagulation or antiplatelet medication. Theassociation of
statin use with reduced incidence of venous thromboembolism: a population-based cohort study.
BMJ, 2014;4

17. Emil Kozarov, Teresa Padro, Lina Badimon. View of statins as antimicrobials in cardiovascular risk
modification. Cardiovascular Research. 2014;102: 362-374.

B 51



ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

18. Wong WWL, Dimitroulakos J, Minden MD, Penn LZ. HMG-CoA reductase inhibitors and
the malignant cell: the statin family of drugs as triggers of tumor-specific apoptosis. Leukemia.
2002;16(4):508-519.

19. Kang S, Kim E-S, Moon A. Simvastatin and lovastatin inhibit breast cell invasion induced by H-Ras.
Oncol. Rep. 2009;21(5):1317-1322.

20. Hamadmad SN, Henry MK, Hohl R]. Erythropoietin receptor signal transduction requires protein
geranylgeranylation. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2006;316(1):403-409.

21. Lori N. Griner, Kathy L. McGraw, Joseph O. Johnson, Alan E List, Gary W. Reuther. JAK2-V617F-
mediated signalling is dependent on lipid rafts and statins inhibit JAK2-V617F-dependent cell
growth. British Journal of Haematology. 2013;160:177-187.

22. Ashraful H. Statin Induces Apoptosis and Cell Growth Arrest in Prostate Cancer Cells. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2008;17:88-94

52




Capitulo VI

TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA
ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

Ricardo Amaru, Teddy Quispe, Josue Mamani, Ariel Amaru, Maria Aguilar, Heriberto Cuevas.

Unidad de Biologia Celular, Facultad de Medicina, Universidad Mayor de San Andrés, La Paz-Bolivia.

Correccion vy estilo:

Tania Daniela Paton Mamani
Disefio y Diagramacion:
Jhonny Alfredo Ticona Limachi

B 53



ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

54




TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA

INTRODUCCION

El tratamiento de las eritrocitosis, particularmente en la
Eritrocitosis Patoldgica de Altura (EPA) yla Eritrocitosis
Secundaria (ES), ha recurrido a medidas terapéuticas
como la flebotomia* y el uso de farmacos tales
como Medroxiprogesterona **, Acetazolamida®®,
Almitrina™®, teofilina®® y  enalapril'>'2. Sin
embargo, estos fairmacos no son considerados
tratamientos de primera linea debido a la
presencia de eventos adversos, disponibilidad de
los medicamentos y respuestas no satisfactorias.
Esto hace necesario, realizar estudios y proponer
farmacos que puedan controlar la etiopatogenia
de la eritropoyesis y las complicaciones presentes
en las eritrocitosis como los eventos tromboticos
y la Hipertension Arterial Pulmonar (HAP).

La atorvastatina, por su accion inhibidora de
la sintesis de novo del colesterol, es uno de los
farmacos mas utilizados en el mundo'*'; suaccién
pleiotrépica como inhibidor de la eritropoyesis
415" regulador de los eventos trombdticos'®! e
Hipertension Arterial Pulmonar '*** la constituye
en uno de los medicamentos mas importantes
para el tratamiento de las eritrocitosis patoldgicas.

DESCRIPCION

Material y métodos

Elestudio realizado incluy¢ 88 sujetos distribuidos
en 3 grupos: 15 sujetos como Controles Normales
(CN), 22 pacientes con Eritrocitosis Patolédgica
de Altura (EPA) y 51 pacientes con Eritrocitosis
Secundaria (ES), todos ellos de sexo masculino
y con radicatoria en las ciudades de La Paz y El
Alto a 3.600 y 4.000 msnm respectivamente. Las
muestras de aspirado de médula 6sea, sangre
venosa periférica fueron obtenidas previo
consentimiento informado. Los datos clinicos
y familiares fueron extractados de la historia
clinica.

El seguimiento de los pacientes fue realizado
mensualmente  por  consultorio  externo.
El diagndstico de eventos tromboticos fue
confirmado con Eco Doppler y Tomografia
Axial Computarizada. Durante el estudio los
tratamientos concomitantes prohibidos fueron la
eritropoyetina, los estrogenos, los androgenos y
los corticoides.

Los pacientes fueron diagnosticados de
acuerdo a criterios establecidos™®, seguidos de

estudios de laboratorio (glucemia, acido urico,
creatinina, bilirrubinas, trasnaminasas, lactato
deshidrogenasa, reticulocitos) y estudios de
gabinete ( Rx de torax, Ecocardiografia).

Para establecer el tratamiento, se realiz6 un
protocolo de dos fases, la primera constituida
por flebotomias y la segunda por tratamiento
farmacologico.

La primera fase establecié sangrias de 450 ml
semanales, sin reposicion, hasta alcanzar una
hemoglobina inferior a 18 g/dl. Los CN no
aplicaron en esta fase.

La segunda fase se inicié apenas alcanzados
los niveles de hemoglobina establecidos. Esta
fase tuvo una duracién superior a un afo. Los
pacientes con eritrocitosis patoldgicas (EPA, ES)
y Controles Normales (CN) recibieron 20 mg de
atorvastatina. Los CN recibieron atorvastatina
por diagndstico de hipercolesterolemia.

La evaluacion fue realizada posterior a los 12
meses de tratamiento farmacologico de acuerdo
a criterios especificados en la tabla 1.

Tabla 1.
Criterios para la valoracion de respuesta al
tratamiento
. Sintomas de Requerimiento de
e e hiperviscosidad flebotomias
Completa <18 g/dl No No
Parcial 18a19 g/dl No Si
Sin respuesta >19 g/dl Si Si

RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Los Controles Normales no presentaron
cambios en los niveles de Hb y Ht que fueran
estadisticamente significativos (Tabla2).

Los pacientes con diagnostico de EPA presentaron
una Respuesta Completa de 64%, Respuesta
Parcial 27% y Sin Respuesta 9% (Tabla 3). En
pacientes con ES los resultados fueron similares
(Tabla 4).

Tabla 2.
Respuesta a tratamiento farmacolégico de CN

Nimerode Edad HbPre HtoPre Hb post Hto Post

Respuesta | . entes | adios Txg/dl Txg/dl txg/dl Txg/dl

NA 27 59.6 16.2 51.6 16.8 53.6

El niimero de pacientes considerd 20 varones y 7 mujeres.
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Tabla 3.

Respuesta a tratamiento farmacologico de la EPA

Ntmero de HbPre Hbpost Remision Sangrias

Edad afos

Respuesta R . q
P pacientes Txg/dl txg/dl sintomas sesiones

Completa 64% 59.2 19.7

Parcial 27% 6 58.3 20.5 16.9 Si 2.5

Sin respuesta 9% 2 47.5 21.8 19.9 No 7

Total pacientes 22 55.6 20.0 17.0 Si 1.3
Tabla 4.

Respuesta a tratamiento farmacologico de la ES

Nuamero de
Respuesta )
pacientes
Completa 15 53.8 20.7 16.6 733
Parcial 6 47 19.7 18.5 83.3
Sin respuesta 2 49.5 24.8 20.2 0
TOTAL 23 51.6 20.8 17.4 69.6

Requerimiento de Flebotomias

Los pacientes con diagndstico de EPA y ES,
en tratamiento con atorvastatina, requirieron
menor nimero de sangrias conforme transcurrié
el tratamiento. De entre 73 pacientes con EPA y
ES, 23 pacientes fueron controlados durante 24
meses para evaluar el requerimiento del nimero
de sangrias. Al sexto mes, 10 de los 23 requirieron
sangrias; a los 12 meses, solo 6 y finalmente, a los
24 meses el requerimiento de sangrias se redujo a
4 pacientes (Cuadro 1).

Cuadro 1.
Requerimiento de sangrias durante el tratamiento
con atorvastatina

Necesidad de flebotomia
=Sj =No

Meses Linea base

Los pacientes evaluados corresponden a EPA y ES.

Asimismo, este grupo fue controlado para evaluar
los niveles de hemoglobina. En los primeros 6
meses, la concentracion media de hemoglobina
fue inferior a 18 g/dl; estos niveles permanecieron
durante los 24 meses de seguimiento (Cuadro 2).
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Cuadro 2.
Concentracion de hemoglobina durante el
tratamiento con atorvastatina

N
S =

— =
o \O

Linea base

Hemoglobina g/dL

—_ =
[©) NN

Meses

Los pacientes evaluados corresponden a EPA y ES.

CONCLUSION

El tratamiento de las eritrocitosis patoldgicas,
referidas a EPA y ES, con atorvastatina
evidencid un resultado favorable, expresado
en la significativa reducciéon de los niveles de
concentracion de hemoglobina/hematocrito y la
remision de la sintomatologia de hiperviscosidad
sanguinea.

Aproximadamente, el 60% de los pacientes
tratados con atorvastatina alcanzé una Respuesta
Completa seguida de una buena calidad de vida
y un performance status de 0. Asimismo, un
30% de los pacientes lograron una Respuesta
Parcial, y a pesar de tener hemoglobinas por
encima de los valores normales, la calidad de vida
mejord notablemente suficiente para continuar
sus actividades cotidianas. El 10% restante no
presentd ninguna evolucioén favorable ni en la
clinica ni en los resultados de laboratorio.
Existen suficientes datos de que los efectos
pleiotrépicos de la atorvastatina benefician a
pacientes con eritrocitosis patoldgicas asociadas
a Hipertension Arterial Pulmonar (HAP),
evento clinico desavorable para los pacientes*.
Ademas, disminuye los daflos pulmonares
producidos por HAP por medio de la inhibicion
de mecanismos antiinflamatorios e infiltrado
pulmonar de macrdfagos®***.

Finalmente, las estatinas presentan acciones
pleiotrdpicasenlaprevenciondetrombosisvenosa
profunda y el sindrome post-trombdtico, sobre
todo en pacientes sin terapia de anticoagulacién
o sin terapia de antiagregantes plaquetarios®®*"*.
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INTRODUCCION

La  eritrocitosis, = comunmente  llamada
poliglobulia, es un sindrome caracterizado por
un incremento anormal de la masa eritrocitaria,
la hemoglobina y el hematocrito; es de etiologia
multifactorial y desencadena el deterioro de
la salud, la vida social, familiar y laboral del
paciente.

Las principales eritrocitosis patoldgicas de
importancia clinica son la Eritrocitosis Patologica
de altura (EPA), Eritrocitosis Secundaria (ES) y
Policitemia Vera (PV), estas 3 patologias engloban
mas del 98% de todas las eritrocitosis patoldgicas.
En consulta médica, la EPA constituye el 7% de
las eritrocitosis patologicas, la ES el 90% y PV el
1% aproximadamente'.

En la region andina, comprendida por Bolivia,
Pert, Ecuador y Chile, millones de habitantes
residen a mas de 2.500 msnm* En Bolivia,
alrededor de 2.000.000 de habitantes residen en
las ciudades de La Paz y El alto, y se considera que
existen mas de 150.000 pacientes con eritrocitosis
patoldgicas.

El presente documento, destinado a los cuatro
niveles de atenciéon médica, tiene la finalidad de
establecer criterios comunes para el diagnostico,
tratamiento y seguimiento de las eritrocitosis
patoldgicas en la altura.

CLASIFICACION DE LAS ERITROCITOSIS
PATOLOGICAS

Las eritrocitosis patologicas de importancia
clinica se clasifican en:

I. Eritrocitosis ~ primaria, caracterizada
por presentar la eritropoyetina sérica
disminuida o normal; ésta eritrocitosis
a su vez se subclasifica en adquiridas o
congénitas. (Cuadro 1).

II. Eritrocitosis ~ secundaria, caracterizada
por el aumento de eritropoyetina sérica,
también se subclasifica en adquiridas y
congénitas. (Cuadro 1).

Esta linea guia centra su atenciéon en las 3
eritrocitosis patologicas de importancia clinica,
presentes en poblaciones residentes de grandes
alturas.

Eritrocitosis Patologica de Altura (EPA)

La EPA es la manifestacion hematoldgica del
mal cronico de montana (Chronic Mountain
Sickness, CMS), presente en sujetos que viven en
alturas superiores a 2.500 msnm.

Eritrocitosis Secundaria (ES)

La ES se presenta como una consecuencia
de patologias asociadas al aumento de la
eritropoyetina sérica como las patologias
cardiopulmonares, = Enfermedad  Pulmonar
Obstructiva  Crénica  (EPOC), obesidad,
sindrome metabdlico, Sindrome de Apnea
Obstructiva del Suefio (SAOS), cardiopatias y
neoplasias secretoras de eritropoyetina.

Policitemia Vera (PV)

La PV es una enfermedad oncohematoldgica
clonal asociada a leucocitosis, trombocitosis,
crecimiento auténomo de colonias eritroides
(BFU-E), eritropoyetina sérica baja y mutacion
somatica de gen JAK2 V617E.

ETIOPATOGENIA
Cadaunadelas diferentes eritrocitosis patoldgicas
(EPA, ES, PV) tienen una etiopatogenia especifica.

Eritrocitosis Patologica de Altura

La EPA es el resultado de una adaptacion genética
inadecuada a grandes alturas, superiores a 2.500
msnm; donde los progenitores hematopoyéticos
delamédula 6sea presentan una hipersensibilidad
a la eritropoyetina, seguida de una eritropoyesis
incrementada y una disminucion de la apoptosis
en la linea eritroide'.

Eritrocitosis Secundaria

La ES basa su etiopatogenia en el incremento de
la eritropoyetina sérica, esta asociada a patologias
cardiopulmonares, enfermedades neoplasicas y
obesidad'®.

Policitemia Vera

Esta enfermedad neoplasica se caracteriza
por una mutacion del gen JAK-2V4"E esta
mutacion permite la fosforilacién continua
(hiperactivacion) de JAK2 y STATS5, factores de
transcripcion involucrados en la eritropoyesis;
dando como resultado wuna eritropoyesis
incrementada’®.
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disminuida)
a. Adquiridas
« Policitemia Vera

b. Congénitas

o Eritrocitosis de Chuvash

a. Adquiridas
o Secundaria a EPOC

« Tabaquismo

b. Congénitas
« Cardiopatias congénitas
« Estenosis de arteria renal

Cuadro 1.
Clasificacion de las eritrocitosis patologicas

1. Eritrocitosis Primaria (eritropoyetina sérica normal o

« Eritrocitosis Patoldgica de Altura
« Eritrocitosis por mutaciones del Epo-R
« Hemoglobinopatia de alta afinidad con oxigeno

o Deficiencia de 2,3 BPG mutasa
2. Eritrocitosis Secundaria (Eritropoyetina sérica elevada)

o Secundaria a Obesidad / Sindrome metabolico
« Sindrome de Apnea Obstructiva del Suefio (SAOS)
« Eritrocitosis por cardiopatia adquirida

« Neoplasias (secretoras de eritropoyetina)

Esta clasificacion se argumenta en los trabajos de Tiziano Barbui, Joseph Prchal

¥ Ricardo Amaru"**.

INCIDENCIA

Los diferentes estudios epidemiologicos
realizados en la regién andina han reportado
datos de eritrocitosis patologicas (EPA, ES y
otras) en forma conjunta; por ello, no se tiene
datos sobre la incidencia real de cada una de ellas.
La incidencia de las eritrocitosis patoldgicas en
la region andina varia de acuerdo a la poblacidn,
ocupacion y lugar de residencia. Por ejemplo en
las ciudades de La Paz y El Alto (3.600 y 4.000
msnm) se considera una incidencia del 10% de la
poblaciéon®’.

Los datos histéricos de la incidencia de la
Policitemia Vera se encuentran alrededor de 1
por cada 100.000 habitantes por afio'*'".

FACTORES PREDISPONENTES
Las eritrocitosis patoldgicas presentan diferentes
factores predisponentes para su desarrollo.
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Eritrocitosis Patoldgica de Altura
« Radicatoria en alturas mayores a
2.500 msnm
« Ausencia de adaptacion genética
« Sujetos nacidos a nivel del mar
» Historia familiar de residencia a
nivel del mar

Eritrocitosis Secundaria
« Secuelas de patologias pulmonares
« Patologias pulmonares cronicas
« Obesidad / Sindrome metabdlico.
o Sindrome de Apnea Obstructiva

del Sueno (SAOS).

« Cardiopatia
« Tabaquismo

Policitemia Vera
« Edad, adulto mayor
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MANIFESTACIONES CLINICAS
Las eritrocitosis patoldgicas (EPA, ES, PV)
presentan manifestaciones clinicas comunes.

Sintomas de hiperviscosidad sanguinea
o cefaleas,
* parestesias,
e tinnitus,
o hipersomnias,
« disneas,
e Vision borrosa,
« mialgias 'y
« alteraciones del estado de conciencia

Signos de aumento de masa eritrocitaria
« hiperemia
« facies pletdrica

Signos de disminucion de la saturacion de
oxigeno
« cianosis periférica

Signos de hipervolemia
« ingurgitacion venosa
o edema

Sin embargo, cada una de las eritrocitosis
patoldgicas presentan sintomatologia adicional
propia que las distingue una de otra. Asi por
ejemplo, la ES generalmente presenta una
patologia cardiopulmonar”®; mientras que, la PV
presenta sintomatologia propia de enfermedades
neoplasicas, como evento trombotico frecuente,
esplenomegalia y pérdida de peso®'*!’.

Asi  mismo, las eritrocitosis patoldgicas
suelen presentar complicaciones que agravan
el cuadro clinico y que por ende requieren
una atencién médica de urgencia; entre las
complicaciones mas frecuentes se tiene eventos
tromboticos, Hipertension Arterial Sistémica
(HAS), Hipertensién Arterial Pulmonar (HAP),
hemorragias e insuficiencias cardiacas"'>"*.

MANIFESTACIONES LABORATORIALES
Las  eritrocitosis ~ patolégicas  presentan
alteraciones de quimica sanguinea relacionadas
con un aumento en la eritropoyesis, la hemolisis
y la apoptosis de precursores eritroides.

a) Aumento de eritropoyesis
» Hemoglobina elevada
» Hematocrito elevado

El punto de corte de los valores de hemoglobina
para el diagndstico de eritrocitosis en una
poblaciéon depende de muchas variables, entre
ellas, edad, género, raza y lugar de residencia.
Asi por ejemplo, en Bolivia, en las ciudades de
La Paz y El Alto, los valores normales son de 14
a 17 g/dl para las mujeres y de 15 a 18 g/dl para
los varones. Se considera eritrocitosis, cuando el
paciente presenta una hemoglobina superior a 18
g/dl en mujeres y superior a 19 g/dl en varones '*".

b) Aumento de hemolisis
«Lactato deshidrogenasa
ligeramente incrementada
« Bilirrubina indirecta ligeramente
incrementada'®"’

c)Incremento de apoptosis en progenitores
eritroides
o Acido trico elevado!®1%2°

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA
ERITROCITOSIS PATOLOGICAS
Probablemente, la EPA, ES, y PV comprendan
el 98% de todas las eritrocitosis patoldgicas en
habitantes de grandes alturas. Sin embargo,
en la practica clinica es necesario realizar un
diagnoéstico diferencial entre estas 3 principales
eritrocitosis patologicas**%. (Tabla 1)

Tablal.
Diagnéstico diferencial de las eritrocitosis
patologicas en habitantes a grandes alturas

(O\] EPA IS PV
EPOC,
Obesidad, No No Si No
tabaquismo
Esplenomegalia No No No Si
Leucocitosis No No No Si
Er 1j[ropoyet1na Normal | Normal | Elevada Baja
sérica
Mutacion JAK2 No No No Si

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO
Cada una de las eritrocitosis patolégicas presenta
criterios de diagndstico especificos y diferenciales >
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a) Eritrocitosis Patologica de Altura

« Eritropoyetina sérica normal

o Ausencia de Enfermedad pulmonar
cronica

o Ausencia de Obesidad/Sindrome
metabdlico

« Ausencia de Cardiopatia

« Presencia de colonias
BFU-E aut6nomas

b) Eritrocitosis Secundaria

« Eritropoyetina sérica aumentada >
40 UI/ml

« Enfermedad pulmonar crénica

« Obesidad/Sindrome metabdlico

« Cardiopatia

« Tabaquismo

« Ausencia de colonias auténomas
BFU-E

¢) Policitemia Vera
o La PV tiene criterios establecidos
internacionalmente.

Criterio Mayor
Al: Masa eritrocitaria aumentada (>25% por
encima de la media normal)
Hemoglobina > 18 g/dl o Hematocrito >
60% en mujeres
Hemoglobina >19 g/dl o Hematocrito > 63%
en varones
A2: Ausencia de criterios para eritrocitosis
secundaria
A3: Esplenomegalia palpable
A4: Marcador de clonalidad
(mutacién JAK2)

Criterio Menor
B1: Trombocitosis (>400/ul)
B2: Leucocitosis con neutrofilia (Neutrofilos
>10.000/ul en no fumadores y 12.000/ul
en fumadores)
B3: Esplenomegalia, documentada por ecografia.
B4: Presencia de colonias BFU-E auténomas
El diagnoéstico definitivo de la PV resulta de la
sumatoria de los criterios descritos.

Al + A2 + A3or A4 =PV
Al + A2 +2B=PV
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HISTORIA CLINICA

La anamnesis debe considerar antecedentes
familiares, laborales y patologicos, ademas del
lugar de residencia.

Antecedentes familiares
o Historia familiar de eritrocitosis

Antecedentes laborales
« Trabajadores de interior mina
« Trabajadores con riesgo de
desarrollar silicosis

Antecedentes patologicos
« Asma bronquial
« Tuberculosis pulmonar
+ Enfisema
o Cardiopatia

Lugar de residencia
o Altura de residencia

ESTUDIOS LABORATORIALES
a) Fase 1 (imprescindible)
» Hemograma
« Eritropoyetina sérica
« Acido trico
o Deshidrogenasa lactica
« Colesterol
« Triglicéridos
« Ferritina sérica
« Saturacion de oxigeno
« Rx PA de térax

En caso de no tener atin un diagnoéstico definido,
pero alta sospecha de Eritrocitosis Secundaria,
pasar a fase 2.

b) Fase 2. (Sospecha de Eritrocitosis
Secundaria)
o Ecocardiografia
v Hipertension arterial pulmonar
« Pruebas funcionales respiratorias
v Patologia pulmonar
o« TAC toraco-abdominal.
v Sospecha de secrecion anormal
de eritropoyetina por neoplasia
» Gasometria arterial
v Acidosis respiratoria

En caso de no tener un diagndstico definitivo
aun, pero sospecha de Policitemia Vera, pasar a
fase 3.
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c) Fase 3. (Sospecha de Policitemia Vera)
o Aspirado de médula 6sea
o Estudio biomolecular de la
mutacion del gen JAK-2 V617F

En casos excepcionales, de no tener diagnéstico
definitivo, pasar a fase 4.

d) Fase 4. (Estudios especificos)

« Cultivo de colonias BFU-E

» Polisomnografia (estudio del suefio)

» Electroforesis de hemoglobina

 Mutacién del gen EpoR (Receptor
de Eritropoyetina)

 Mutacion del gen VHL (Von
Hippel Lindau)

TRATAMIENTO DE LA EPA

El tratamiento de las Eritrocitosis Patologica de
Altura (EPA) se realiza en dos fases; la primera,
el procedimiento de flebotomias, el cual tiene
el objetivo de disminuir la sintomatologia
del paciente; la segunda, el tratamiento
farmacolodgico, con la finalidad de mantener el
cuadro clinico estable y evitar recaidas.

Flebotomia

La flebotomia se realiza con frecuencia semanal,
hasta alcanzar valores normales de Hb/
Ht (Varones < 18 g/dl, mujeres <17g/dl). La
flebotomia se realiza con una bolsa de transfusion
sanguinea, al nivel de la vena del pliegue del codo.

o Flebotomia de 450 ml, sin reposicion
v Edad menor a 60 anos
v Hemodinamicamente estable
v Hipertension Arterial Sistémica

« Flebotomia de 250 ml, sin reposicion
v Edad de 60 a 75 afios
v Hemodindmicamente estable
v Hipertension Arterial Sistémica

o Flebotomia de 100 ml, sin reposicion
v Edad mayor a 75 afios
v Hemodinamicamente inestable
v Hipotension Arterial Sistémica

Tratamiento farmacologico
Iniciar el tratamiento inmediatamente después
de la ultima flebotomia. El tratamiento dura un

afno como minimo y luego se procede a valorar su
continuidad.
o Atorvastatina 20 mg VO djia, a horas
21; en pacientes mayores de 60 afnos,
10 mg VO dia.

TRATAMIENTO DE LA ERITROCITOSIS
SECUNDARIA

Flebotomia

La flebotomia se realiza con frecuencia semanal,
hasta alcanzar valores normales de Hb/
Ht (Varones < 18 g/dl, mujeres <17g/dl). La
flebotomia se realiza con bolsa de transfusion
sanguinea al nivel de la vena del pliegue del codo.

« Flebotomia de 450 ml, sin reposicién
v Edad menor a 60 anos
v Hemodinamicamente estable
v Hipertension Arterial Sistémica

« Flebotomia de 250 ml, sin reposicién
v Edad 60 a 75 afios
v Hemodinamicamente estable
v Hipertension Arterial Sistémica

« Flebotomia de 100 ml, sin reposicién
v Edad mayor a 75 afios
v Hemodindmicamente inestable
v Hipotension Arterial Sistémica

« En caso de hematocrito superior
o mayor a 75%, se recomienda
administrar 3 L/min de oxigeno
himedo durante la flebotomia.

Tratamiento farmacologico
Iniciar el tratamiento inmediatamente después
de la ultima flebotomia. El tratamiento dura un
afo como minimo y luego se procede a valorar su
continuidad.
o Atorvastatina 20 mg VO djia, a horas
21; en pacientes mayores de 60
anos, 10 mg VO dia.
« ASA 100 mg VO dia, horas
almuerzo.
» Warfarina en pacientes con historia
de evento trombotico. En caso de
tomar Warfarina no debe recibir ASA.
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TRATAMIENTO DE LA POLICITEMIA Insuficiencias cardiacas
VERA o Sangrias de 100 ml, cada dia, durante
La PV al ser una enfermedad neoplasica 5 dias. Posteriormente, efectuar una
adecuadamente caracterizada, presenta lineas valoraciéon para continuar sangrias
guia establecidas internacionalmente. hasta alcanzar niveles normales de
Hemoglobina/Hematocrito.
TRATAMIENTO DE LAS  Coordinar manejo con cardiologia para
COMPLICACIONES EN LAS tratamiento farmacolégico.
ERITROCITOSIS
Las eritrocitosis patoldgicas suelen presentar RECOMENDACIONES
complicaciones que agravan el cuadro clinico, lo Las eritocitosis patoldgicas, por su complejidad
cual requiere una atencién médica de urgencia. y presentacion clinica variada, requieren el
Los eventos trombéticos, Hipertension Arterial concurso de los cuatro niveles de atencion
Sistémica (HAS), Hipertension Arterial Pulmonar médica.
(HAP), Hemorragias e insuficiencias cardiacas
son las complicaciones mas frecuentemente Niveles de Resolucion
observadas. Primer nivel
« Promocién de vida saludable.
Evento trombético « Prevencién de la Obesidad
o Proceder de acuerdo a protocolo o Estimulacion de una actividad
establecido. fisica permanente
o Tratamiento de patologias crénicas
Hipertension Arterial Sistémica (HAS) de vias respiratorias
o Proceder con sangrias, considerando « Seguimiento del tratamiento de las

que la HAS en ES es secundaria a
hipervolemia, ya que en estos casos la PA
disminuye posterior a las sangrias. Mas
de 50% de pacientes con ES presentan
HAS secundaria a hipervolemia.

« Coordinar con cardiologia el posible uso
de anti-hipertensivos.

Hipertension Arterial Pulmonar (HAP)

o Proceder con sangrias. La HAP disminuye
con las sangrias, por lo que es preciso
valorar la HAP posterior a las mismas.

« Coordinar con cardiologia para iniciar el
tratamiento farmacoldgico de la HAP.

Hemorragias

e Proceder de acuerdo a protocolo
institucional. Generalmente las
hemorragias remiten con el descenso de
la HAS.

eritrocitosis patoldgicas

Segundo Nivel

« Flebotomias

o Tratamiento farmacoldgico: inicio
y seguimiento

Tercer Nivel
o Tratamiento de las complicaciones
en las eritrocitosis patologicas

Cuarto Nivel

« Estudios de eritrocitosis
patoldgicas con etiologia no definida

« Disefio y analisis de estudios clinicos
para el tratamiento de eritrocitosis
patoldgicas
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INTRODUCCION

Las eritrocitosis patologicas  (Eritrocitosis
Patoldgica de Altura, Eritrocitosis Secundaria,
Policitemia Vera) tienen como tratamiento de
inicio a las flebotomias, cuyo objetivo tiene
que ver con la remisiéon de los sintomas de
hiperviscosidad sanguinea (cefalea intensa,
parestesias en las extremidades superiores e
inferiores, tinnitus, disnea), los cuales llegan a
dificultar las actividades cotidianas del paciente.
Generalmente,  se realizan 3 sesiones de
flebotomia de 450 ml en cada paciente, esto con
una frecuencia semanal hasta alcanzar valores
de hemoglobina inferiores a 18 g/dl."*. Cuando
los pacientes llegan al consultorio, normalmente
tienen una historia de flebotomias anteriores
superiores a 5 sesiones. Estas frecuentes sangrias
hacen que el hierro del organismo disminuya a
niveles que producen una disminucién del VCM
de los eritrocitos y de la ferritina sérica. Por cada
2 ml de sangre retirada por flebotomia, se pierde
alrededor de 1mg de hierro; por lo tanto, en cada
flebotomia de 450 ml se pierde aproximadamente
250 mg de hierro**’; subsecuentemente, se pierde
alrededor de 750 mg de hierro en 3 sesiones de
flebotomia. Por tanto, teniendo en cuenta que el
25 % del hierro del organismo se encuentra en el
tejido hematopoyético, que el depdsito total del
hierro en el organismo es de 3000 a 4000 mg, y
que la absorcion del hierro por via intestinal es
de 1 mg dia, las flebotomias estan directamente
relacionadas con la deficiencia de hierro®’.

La eritropoyesis en condiciones de deficiencia
de hierro produce una eritrocitosis que presenta
VCM disminuido (microcitosis) y una membrana
eritrocitaria alterada, esto disminuye el transporte
de oxigeno y la movilidad de los eritrocitos®°.

La deficiencia de hierro es frecuente en donantes

ERITROCITOSIS MICROCITICA POST FLEBOTOMIA

voluntarios para Bancos de Sangre'®''>"* y en
pacientes con Policitemia Vera, estos ultimos
disminuyen su reserva de hierro debido a las
constantes flebotomias'*. En una etapa inicial de
esta deficiencia, el nivel de ferritina sérica es el
indicador mas fidedigno de la reserva de hierro,
pero en un estadio avanzado, se debe considerar
también el VCM de los eritrocitos'>'®"".

DESCRIPCION

Material y métodos

Se estudié muestras de pacientes con eritrocitosis
patoldgicas, 19 varones y 3 mujeres, mismos que
presentaron deficiencia de hierro posterior a
flebotomias. Las caracteristicas de los pacientes
estudiados se detallan en la tabla 1.

Se obtuvo muestras de sangre venosa periférica
depositadas en tubos Vacutainer con EDTA
(BectonDickinson, USA) y procesadas en un
contador hematoldgico automatico (Micro 60,
USA), para confirmar los resultados se llevaron a
cabo estudios con técnicas manuales, utilizando
una microcentrifuga (Hawksley, England)
para el hematocrito y la técnica colorimétrica
(Unico 1200 Spectrophotometer, USA) para la
concentracion de hemoglobina.

La evaluacién para el diagnostico de deficiencia
de hierro fue realizada a los 2 meses de iniciada
la flebotomia, posteriormente, la evaluacion de la
respuesta al tratamiento con hierro fue realizada
a los 4 meses de iniciada la flebotomia.

RESULTADOS

Flebotomia y deficiencia de hierro

Los pacientes con eritrocitosis patoldgicas,
posterior a flebotomias realizadas hasta alcanzar
valores normales de <18 g/dl en varones y <17
g7dl en mujeres, fueron evaluados a los dos meses
posteriores a la primera flebotomia. Se observo

Tabla 1.
Caracteristicas de los pacientes con eritrocitosis patologicas

Sujetos INEES- Edad (anos) Hb (g/dl) Hto % VCM 1l Flebg:fmia

Varones 19 e (595545 (818—999) (500.5850)
' e ' DS 6.8 DS 6.1 DS 1364

Mujeres 3 (48-655)7DS g5 (18.3-23.8) DS2.9 150/120 (869—295) (175201-627500)
' e ' DS 5.2 DS382
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que los pacientes presentaron niveles normales
de hemoglobina y hematocrito; sin embargo, el
VCM presenté una disminuciéon en relacién a
valores normales, reflejando asi una deficiencia
de hierro (Tabla 2, Tabla 3).

Tabla 2.
Caracteristicas de pacientes varones
post flebotomia

Pre flebotomia

Tratamiento con hierro por via endovenosa

Diez pacientes con eritrocitosis microcitica
fueron tratados con 500 mg de hierro por via
endovenosa (sacarato de hierro) 100 mg dia
por 5 dias. La hemoglobina y el hematocrito no
presentaron cambios significativos; sin embargo,
el VCM mejord sin llegar a valores normales
(Tabla 5). Esto evidencié que la administracion
por via endovenosa fue mas beneficiosa que la via

Post flebotomia p

21.7 17.9
Hb g/dL (18.6-26.4) (15.4-22.7) 0.000
DS2.3 DS1.9
69.6 57
Hto % (59.5-84.5) (45.8-72.6) 0.000
DS 6.8 DS 6.5
89 71
VCM fl (81-99) (59-81) 0.000
DS 6.1 DS 6.4
Tabla 3.

Caracteristicas de pacientes mujeres
post flebotomia

Pre flebotomia  Post flebotomia P
21.6 16.7
Hb g/dL (18.3-23.8) (15.7-17.7) 0.064
DS2.9 DS 1.0
66.9 53.4
Hto % (60.3-72) (50.1-56.6) 0.033
DS 6 DS 3.2
92 64
VCM fl (86-95) (60-67) 0.024
DS5.2 DS 3.7

Tratamiento con hierro por via oral
Doce pacientes con eritrocitosis microcitica
fueron tratados con hierro por via oral (hierro
bisglicina), dosis estaindar por dos meses. La
hemoglobina y el hematocrito no presentaron
sin  embargo, el
VCM continud disminuyendo en relacién al
diagndstico, esto reflejo la poca efectividad del
aporte de hierro para contrarrestar la deficiencia

cambios

(Tabla 4).

significativos;

Tabla 4.

Caracteristicas de pacientes con eritrocitosis
microcitica post tratamiento con hierro/via oral

Pre flebotomia  Pre tratamiento Post tratamiento p
21.6 17.8 16.9
Hbg/dL | (18.3-26.4) (15.7-22.7) (14.5-19.1) 0.328
DS2.6 DS2 DS 1.5
69 56.5 54.3
Hto % (59.5-84.5) (45.8-72.6) (46.3-61.1) 0.600
DS 7.6 DS7.1 DS 4.8
89 72.5 66.6
VCM fl (82-99) (66-81) (58-77) 0.008
DS 6.0 DS 5.5 DS 6.3

oral.

Tabla 5.

Caracteristicas de pacientes con eritrocitosis
microcitica post tratamiento con sacarato de
hierro/via endovenosa

Pre flebotomia

Pre tratamiento Post tratamiento

21.9 17.6 18.8
Hbg/dL | (20.0-23.3) (15.4-19.9) (16.9-21.8) 0.161
DS 1.2 DS 1.5 DS 1.7
69.7 56.5 60.5
Hto % (65.8-73.6) (52.9-60.5) (55.3-69.9) 0.097
DS 3.1 DS 3.2 DS 5.4
88.8 64.1 78.5
VCM fl (81-95) (59-73) (66-96) 0.002
DS 6.3 DS 5.3 DS 10.7
CONCLUSION

El hierro es un elemento de vital importancia en
el mecanismo de la eritropoyesis, la proliferacion,
la diferenciacion y la apoptosis celular.

Los pacientes con eritrocitosis patoldgicas (EPA,
ES), sometidos a flebotomias (sangrias) hasta
alcanzar valores normales tanto en varones
como en mujeres, presentan deficiencia de
hierro; asi lo refleja el control realizado a los
dos meses desde la primera flebotomia. Esta
deficiencia, similar a la observada en donadores
voluntarios de sangre, depende no del nimero de
flebotomias o donaciones sino de la frecuencia
de las mismas; este mismo hecho hace que los
pacientes con eritrocitosis patoldgicas presenten
una eritropoyesis acelerada seguida de una
disminucion de las reservas de hierro (ferritina).
Mas del 90% de pacientes con eritrocitosis
patologicas presentan sintomas de
hiperviscosidad sanguinea. Igualmente, esta
sintomatologia esta presente en pacientes con
eritrocitosis microcitica, cuyos valores de
Hemoglobina y Hematocrito se encuentran por
debajo del punto de corte (varones >19 g/dl y
mujeres > 18 g/dl). Esto posiblemente se deba a
que los eritrocitos microciticos producen mayor



viscosidad sanguinea y presentan una alteracion
de la membrana celular eritrocitaria.

Se debe asegurar que los pacientes a quienes se
les realiza las flebotomias tengan las adecuadas
reservas de hierro, por lo que sera preciso
administrar hierro sérico posterior a las
flebotomias; y de esta manera, reponer el hierro
disminuido. Se evidencié que los pacientes que
fueron tratados con hierro parenteral (dosis
recomendadas para anemia ferropénica) no

ERITROCITOSIS MICROCITICA POST FLEBOTOMIA

presentaron mejoria; sin embargo, los pacientes
tratados con hierro endovenoso (sacarato de
hierro) presentaron una mejoria expresada en el
VCM de los eritrocitos.

En conclusidn, este es un reporte preliminar que
describe una nueva entidad clinica denominada
Eritrocitosis ~ Microcitica Post  Flebotomia
(EMPEF), empero sera necesario realizar estudios
prospectivos que permitan caracterizar y prevenir
este cuadro clinico.
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AFINIDAD DE LA HEMOGLOBINA POR EL OXIGENO EN LA ADAPTACION A GRANDES ALTURAS

INTRODUCCION

Vivir en zonas con una altitud elevada ejerce
una presion evolutiva selectiva, esto debido
principalmente al entorno hipobérico que da
lugar a multiples respuestas adaptativas'. Asi
por ejemplo, estudios realizados en los Sherpas
del Himalaya han reportado una alta afinidad
de la hemoglobina por el oxigeno®. Del mismo
modo, los tibetanos, que han vivido en la meseta
Qinghai-Tibet durante miles de afios a una altura
de 3000-5000 m, han desarrollado fenotipos
unicos tales como una reducciéon del bajo peso
neonatal, una baja prevalencia de la hipertension
pulmonar y la proteccion a la policitemia,
vinculada con la mutacion PDH2 y resultando en
la baja regulacion de la via HIF?#3675,

DESCRIPCION

Hipoxia en grandes alturas

La hipoxia en grandes alturas plantea un
gran desafio para mantener una oxigenacion
tisular adecuada, ademas multiples respuestas
fisiologicas se producen para adaptarse a ese
entorno. Las mutaciones aleatorias que alteran
estas respuestas pasan por una seleccién natural
cuando son beneficiosas, entonces la frecuencia
de presentacion de estas mutaciones continua en
las generaciones posteriores. Asi, los amerindios
de Los Andes muestran un aumento del efecto
Bohr en comparacion con los no Amerindios a
la misma altitud®. Estos cambios o respuestas de
adaptacion a la hipoxia garantizan el suministro
de oxigeno adecuado a nivel celular, sin embargo
labase genética de estas adaptaciones atin requiere
ser dilucidado. Beall y otros en 1994, a través
de un analisis estadistico complejo, sugirieron
una base genética para el transporte de oxigeno
mejorado en los tibetanos, esto como parte de su
adaptacion a grandes alturas'. Recientes estudios
genémicos han informado que los haplotipos
B-globina de la hemoglobina adulta (subunidad
3 codificada por el gen HBB) y la subunidad
y2 de la hemoglobina fetal (HbF, subunidad y2
codificada por el gen HBG2) han sido objeto de
una seleccidon genética en los Tibetanos [11], lo
que sugiere que la hemoglobina variante y/o de
transicion modificada de HbF a hemoglobina
adulta puede ser un factor beneficioso en la
adaptacion a grandes altitudes’.

Afinidad de la hemoglobina por el oxigeno

El rol de la afinidad de la hemoglobina por el
oxigeno en el transporte de oxigeno en grandes
alturas es complejo y no se basa inicamente en
la saturacion arterial de oxigeno. La saturacién
arterial de oxigeno es en gran medida un reflejo
de la funcion alveolar y no indica un incremento
de la afinidad por el oxigeno, el cual se mide
correctamente mediante la derivaciéon de su
valor P50, la presion parcial de oxigeno en la
que la hemoglobina se satura 50% con oxigeno.
Ademas de una alta afinidad de las hemoglobinas
mutantes, varias variables fisioldgicas, incluyendo
2,3-difosfoglicerato (2,3 DPG), temperaturay pH,
pueden aumentar la afinidad de la hemoglobina
con oxigeno y por lo tanto disminuir el valor P50".
Asimismo, una mayor proporciéon de HbF, que
ha reducido la interaccién con 2,3 DPG, también
podria aumentar la afinidad de la hemoglobina-
oxigeno.

Considerando lo reportado por Morpurgo en
1976, se estimaba que la presencia de una alta
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno podia
ser un elemento constitutivo de la adaptacion de
habitantes tibetanos en grandesalturas®. Entonces,
con la finalidad de comprobar si los tibetanos
desarrollaron una alta afinidad de hemoglobina-
oxigeno como parte de su adaptacién genética,
se llevd a cabo un estudio que midié directa e
indirectamente el P50 de sujetos tibetanos que
vivian a diferentes altitudes. Este estudio también
incluy6 sujetos Aymaras y caucasicos, habitantes
de la region andina (La Paz, Bolivia) con una
altitud de 3.600 a 4.000 msnm.

Medicion del P50

Se llevé a cabo un estudio de cohorte en 15
tibetanos étnicos que vivian en 3 diferentes
altitudes, la meseta tibetana en China, India y los
EE.UU,, con alturas que oscilan desde los 1300
m, 1730-2300 m y 4320 metros respectivamente.
El rango de edad de los sujetos estudiados
fue de 30 a 75 afos. Cuatro voluntarios no
tibetanos constituyeron el grupo de control y
adicionalmente, otros 29 tibetanos, 25 Aymaras
y 5 caucasicos residentes en grandes alturas
(en Bolivia) participaron en la evaluacion de la
hemoglobina fetal (HbF) (Tabla 1).
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Tabla 1.

Caracteristicas demograficas
Salt Lake

Srinagar,Jammu Huashixia,

City,UT, & Kashmir, provincia de
Estados Unidos India Qinghai, China
Altura 1320m 1730m 4320m
Sujetos 5 5 9
le'etanos/ no 5/0 5/0 59/4
tibetanos
Hombre/mujer 2/3 2/3 8/1
Rango de edad 40-77 37-70 23-66

a: inclusion adicional de 29 tibetanos, 25 Aymaras y 5
caucdsicos procedentes de La Paz, Bolivia (4000m.s.n.m.)
que participaron en la evaluacion de la HbE,

Fuente: Blood Cells, Molecules ¢ Diseases 2014;

53(1-2):27-29.

Previo consentimiento informado, se obtuvo
muestras de 5ml de sangre venosa periférica,
recolectadas de la vena antecubital, en tubos
ACD. La evaluacion de la sangre de tibetanos
habitantes en Salt Lake City, EE.UU. se realizd
utilizando Hemox Analyzer (TCS Scientific
Corporation, New Hope, PA). La gasometria
venosa se realizd a través de Nova pHOx (Nova
Biomedical, Waltham, MA) en residentes de
Huashixia en Qinghai, China y el GEM Premier
3000 (Instrumentation Laboratory, Lexington,
MA) en residentes de Srinagar, India; finalmente,
la evaluacion de variantes de hemoglobina y HbF
se realizd6 por medio de HPLC (cromatografia
liquida de alta presion).

El rango normal de P50 fue 22-28 mmHg
utilizando Hemox Analyzer y 22,6 - 29,4 mmHg
utilizando una férmula descrita por Lichtman'~

Resultados

Elestudiorealizado evidenci6 quetodoslossujetos
residentes de diferentes alturas estaban dentro
del rango normal de P50, independientemente de
su oxigenacion arterial medida por un oximetro
de pulso de dedo.

Asimismo, a través de HPLC, no se detectd
variantes de hemoglobina en ninguno de los
sujetos y la HDbF fue menos del 1% en los 19
tibetanos; la HPLC realizada en los sujetos
adicionales, 29 tibetanos (Huashixia 4.320 m), 25
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aymaras y 5 caucasicos bolivianos residentes en
la ciudad de La Paz (3.800 m - 4100 m) revelaron
una HbF de menos del 1% (media HbF 0,45%, SD
0,14). (Tabla 2)

Tabla 2.
La hemoglobina y el P50 en sujetos
residentes a grandes alturas

Ubicacién P50 (mmHg) HbF% HbA2% Hb (g/dl)
geografica (rango) (rango) (rango) (rango)
Salt Lake City,
EE.UU. (1320m)| 22352516 | 02-03 | (rango) | 12,0-137
Srinagar, India
(1730m) 22,72-26,38 0,5-0,8 1,8-2,3 11,8-15,3
Huashixia, Chi-
na (4320m) | 22742599 | 0307 | 2327 | 138193
Controles
no tibetanos 25,42-26,01 0,3-0,7 1,5-2,6 15,3-17,8
(4320m)

Los controles no tibetanos incluyen 4 voluntarios no
determinados, 25 Aymaras y 5 caucdsicos bolivianos.
Fuente: Blood Cells, Molecules ¢ Diseases 2014; 53(1-2):27-

29.

CONCLUSION

Contrastando la existencia de reportes de un
aumento de HbF en individuos expuestos a
hipoxia®, se pudo evidenciar que la cuantificacién
de HbF en 29 sujetos tibetanos que viven en 4.320
m, 25 aymara y 5 residentes caucdsicos andinos
fue normal. Este dato coincide con un informe
acercadela HbF normal en sujetos con policitemia
Chuvash que tienen sensibilidad aberrante a
la hipoxia debido a una mutacién genética von
Hippel-Lindau que lleva a una sensibilidad de
hipoxia aumentada a baja altitudes'.

La adaptacion a un ambiente hipobarico implica
una serie de complejas respuestas fisioldgicas que
tienen por objeto garantizar el objetivo de una
adecuada oxigenacion a nivel celular y aunque,
unaaltaafinidad hemoglobina-oxigeno habia sido
postulada como ventaja en grandes alturas®, se
pudo concluir que la afinidad de la hemoglobina
por el oxigeno no esta alterada en los habitantes
a grandes alturas y que probablemente sean otros
los mecanismos fisiologicos adaptativos que
aseguren una oxigenacion apropiada.
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BOLIVIAN AYMARA NATIVES WITH CHRONIC MOUNTAIN SICKNESS

BACKGROUND

Erythrocytosis / polycythemia is divided into
primary and secondary. Primary polycythemia
can be either acquired; i.e. polycythemia vera
(PV) due to somatic JAK2 mutation, or congenital
due to germ-line DNA changes (erythropoietin
(EPO) receptor and VHL mutations in Chuvash
polycythemia). These mutations are expressed
within erythroid progenitors, drive increased
erythropoiesis and are detected by hypersensitive
or autonomous EPO BFU-E responses. In
contrast, secondary erythrocytosis (SE), such as
seen with cardiopulmonary pathologies, is driven
by the circulating EPO.

Chronic  mountain  sickness (CMS) is
characterized by high altitude pathological
erythrocytosis and by cognitive and neurological
impairments. CMS is found in subjects living in
high altitude (2500 meters and higher). In La Paz,
Bolivia, (3600m) there is 7% incidence of CMS
erythrocytosis.

Some human populations (Tibetans, Andean
Quechuas and Aymaras, and Ethiopians) are
adapted to very high altitudes and their adapted
phenotypes and, in some instances, evolutionarily
selected haplotypes, have been reported. Whole
genome was evaluated in Andeans and two

genes, SENP1 and ANP32D were found to be
evolutionarily selected and correlated with
presence or absence of erythrocytosis. The genes
down-regulation in hypoxia had survival benefit
in Drosophila ortholog (1).SENP1 desumoylate
GATA-1 and other regulatory proteins and is
critical for definitive erythropoiesis (2,3).

Here we evaluated native Aymara La Paz dwellers
with three types of polycythemia: CMS, SE
secondary to cardiopulmonary disease, and PV,
by clinical studies and by in vitro evaluation of
erythroid progenitors, and compared them to
non-polycythemic subjects.

PATIENTS AND METHODS

Complete blood count was performed by
automatic hematologic counter (Micro 60, USA).
Serum EPO was measured by Elisa (R&D System,
USA) and JAK2V®"F mutation analysis by PCR
assay. Erythroid progenitors were isolated by
density gradient centrifugation and cultured in
methylcellulose medium with and without EPO
(Stem Cell technologies, Canada) at 37° C and 5
% CO,. BFU-E colonies reading was carried out
according to standardized criteria at 7 and 14
days.

Normal Control

(n=10)

Results

Secondary
Erythrocytosis
(n=10)

Polycythemia
Vera
(n=5)

1.Gender M/F 10/0 15/0 10/0 3/2

Age (range) 42 (40-47) 48 (29-58) 53 (34-72) 67 (42-74)
Hb g/dl (SD) 16.2 (+ 0.9) 20.3 (+0.9) 22.8 (+1.4) 20.0 (+ 2.5)
Ret % (SD) 1.3 (+0.1) 2.9 (+1.3) 3.6 (+1.2) 2.1 (+0.3)
WBC /ul (SD) 6300 (+ 1600) 7200 (+ 1900) 6600 (+ 1700) | 16600 (+ 4800)
PLT 10° ul (SD) 273 (+ 80) 229 (+58) 193 (+ 54) 604 (+ 177)
sEPO mUI/ml (SD) 10.0 (+ 3.9) 10.5 (+2.2) 82.9 (+ 30.4) 3.0 (+1.2)
JAK2 V¢'7E, No. (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 100
Apoptosis Normal Delayed Normal Delayed
BFU-E: EEC 0 (0-0) 10 (2-25) 0 (0-0) 45 (25-70)
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Conclusions

a) Endogenous erythroid colony (EEC) are present in Aymaras with CMS, indicating primary
polycythemia.

b) Endogenous EECs are higher in PV than in CMS.

c) CMS subjects have normal serum EPO levels.

d) The role of SENP1, and hypoxia-regulated RUNX1 and NF-E2 (4) that promote erythropoiesis,
is being interrogated in native erythroid cells.

e) It remains to be determined if the autonomous BFU-E growth is specific for Aymara’s CMS or
present in CMS individuals of other ethnicities.
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SUCCESSFUL TREATMENT OF HU-REFRACTORY POLYCYTHEMIA VERA WITH ATORVASTATIN AND LOW DOSE HYDROXYUREA

BACKGROUND

Polycythemia Vera (PV) is a clonal
myeloproliferative neoplasm, characterized by
the JAK2V¢'”F mutation.

The main goal of current therapies for PV
is to prevent thrombotic events and delay
transformation to Myelofibrosis (MF) or Acute
Myeloid Leukemia (AML).Treatment for PV to
keep an hematocrit (Hct) level <45 %, has been
associated with a reduction in cardiovascular
deaths and thrombotic events (Marchioli, R
et al. NEJM 2013). Currently, low-risk PV
patients (<60 years and no previous thrombotic
events) are treated with aspirin and phlebotomy
while high-risk patients require additional
cytoreductive therapy, usually with Hydroxyurea
(HU). Resistance to HU is associated with an
increased risk of transformation and reduced
survival. This is why for HU-refractory patients,
second line treatments with interferon alpha,
anagrelide or even ruxolitinib are recommended.
In Latin America, because of high cost and drugs
availability, this last group reflects difficulties to
be treated. Because statins have been reported
to modulate the erythroid clonogenic activity of
normal BM erythroid colonies we performed a
pilot study to investigate in vitro and in vivo the
biologic and clinical activity of atorvastatin in PV
patients.

Patients and Methods

Ten high risk PV patients with a median age of
64.3 years (range 58-73) entered into this study.
The diagnosis of PV was done according to the
2008 World Health Organization diagnostic
criteria and patients were stratified according to
analgorithm proposal provided by Griesshammer
et al. (Ann Hematol, 2015). The definition of
HU resistance (Barosi, G et al.: BJH 2009) was
applicable to five patients (median age 63.9 years)
failing to achieve a satisfactory hematologic
response upon treatment with more than 2 g of
HU, 100 mg of Aspirin and phlebotomies. The
assessment of the JAK2V617F mutation was
performed as previously described (Guerini et
al.: Leukemia 2009). Colony assay, proliferation
and apoptosis tests were performed with or
without Simvastatin (3.5 uM), as previously
described (Amaru, A, Experimental Hematology

2012), on cell lines (UKEI and K562) and bone
marrow mononuclear cells obtained from PV
patients and healthy donors. Patients with HU
refractory PV (n=5) and high risk PV with
hypercholesterolemia (n=5) were eligible to
receive Atorvastatin (20 mg/day) added on the
top of the ongoing treatment with phlebotomies,
Aspirin (100 mg/day) and cytoreductive HU
therapy (500 mg/day). All treated patients were
high altitude residents (> 3.600 m.a.s.l.) of La
Paz (Bolivia) where the normal Hct level of
healthy subjects is 48-57% for men and 44-54%
for women. This pilot study was approved by the
Review Board of the Hospital and the University
of San Andres, La Paz.

RESULTS

In a preliminary set of in vitro proliferation cell
assays, simvastatin (3.5 uM), added for 5 days,
induced a 33% inhibition of cell proliferation of
UKE-1 (JAK2V617F mutated) as compared to 5
% of K562 (BCR/ABL positive). A comparable
result was obtained in a 7-day clonogenic cell
assay where the colony inhibition was 50 % for
UKE-1 and 10 % for K562. On the basis of these
results similar experiments were also performed
using BM mononuclear cells derived from PV
patients and healthy donors. In these experiments
performed with the addition of simvastatin, it
induced a 41% of inhibition in BFU-E colonies
of PV patients and a 25% of inhibition in
healthy donors. Furthermore, BFU-E colonies
inhibited by simvastatin presented a decrease in
hemoglobinization and the size of colonies.

HU refractory PV patients and High-risk PV
patients with hypercholesterolemia treated
with the addition of Atorvastatin, Aspirin,
cytoreductive HU and phlebotomies; after a
follow-up of 2.6 years (1-7 years), induced a
decrease of WBC from 16.500t09.270/ul, Hct61.1
t0 52.3% and PLT 457.900,000 to 324.7000/ul. The
number of required phlebotomies is reduced in
comparison to the required at starting treatment.
None of the patients presented thrombotic
or cardiopulmonary event. One patient died
within two years of starting treatment, due to
complications of diabetes mellitus.
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CONCLUSIONS

In vitro and in vivo, statins showed some evidence of inhibitory activity of the hematopoiesis of PV
patients. These preliminary results might indicate the opportunity to further investigate the potential
clinical value of these molecules in the treatment of PV.

Disclosures Off Label Use: Atorvastatin was used for its antiproliferative activity on myeloid progenitor
cells shown by in vitro experiments.
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HEMATOPOIETIC PROGENITOR CELLS FROM PATIENTS WITH CHRONIC MOUNTAIN SICKNESS LACK THE

JAK2V617F MUTATION, SHOW HYPERSENSITIVITY TO ERYTHROPOIETIN AND ARE INHIBITED BY STATINS

BACKGROUND

Chronic Mountain Sickness (CMS) is a clinical
entity that occurs in native or long-life residents
above 2500 meters of altitude. The disease
is characterized by massive erythrocytosis,
hyperviscosity syndrome (headache, dyspnea and
cyanosis) severe hypoxemia and cardiopulmonary
symptoms. The etiology is unknown and no
association has been found with Erythropoietin
(EPO), Epo receptor (EpoR), Hypoxia Inducible
Factor la (HIF-1a), von Hippel Lindau (VHL),
as well as PHD1, PHD2, PHD3 or PTEN genes.
Therapy relies on phlebotomy and oxygen support.
Acetazolamide, =~ Medroxyprogesterone  and
Enalapril have also been tested, but their use has
not been largely implemented. Since HMG-CoA
inhibitors such as farnesyltransferase inhibitors
(Larghero, Blood 2005) may inhibit the in vitro
autonomous erythropoiesis of polycythemia
vera patients, we studied in CMS the therapeutic
potential of statins that have similar pharmacologic
activity.

PATIENTS AND METHODS

Normal controls (NC, n= 10) and patients were
native Bolivians from the city of La Paz, Bolivia
(3600-4000 mt altitude). The diagnosis of CMS
(n=15) was made according to the consensus
statement on this disease (Leon-Velarde, 2005).
The diagnosis of Polycythemia Vera (PV, n= 5)
or secondary erythrocytosis (SE, n= 10) was
done according to WHO criteria or established
clinical guidelines. Serum Erythropoietin (sEpo)
was assessed by chemiluminescent assay. Burst
forming units-erythroid (BFU-E) assay was
performed by plating 105 BM mononuclear cells
in methylcellulose with or without recombinant
human rhEpo (2IU/ml) and Simvastatin (20 mM).
Evaluation of apoptosis by Annexin V/7-AAD and
JAK2V617F mutational analyses were performed
as described (Guerini et al, Leukemia 2008).

RESULTS

CMS patients (median age 48 years, range 29-58)
had median values of hemoglobin and hematocrit
(Hb 20.3 gr/dl, range: 19.1-22 and Hct, 62%)
significantly higher than observed in NC (Hb 16.2
gr/dl, range 14.8-16.5 and Htc 52%), respectively
(p< 0.001) and significantly lower than SE patients
(Hb: 22.8 gr/dl, range 20.2-25 and Htc: 71%),
(p<0.001). Hb and Hct were not different in CMS

and PV patients (p= 0.875). In CMS sEpo values
(median 22 mIU/mL, range: 16.1-45.1) were
significantly higher compared to NC (median
10.7 mIU/mL, range 7-18.8) (p<0.001) and lower
compared to SE patients (median 82.9 mIU/mL,
range 44.8-135) (p<0.001); as expected, PV patients
showed very low sEpo levels (median 3 mIU/ml,
range 2.5-5.2). The JAK2V617F mutation analysis
proved negative in all NC, CMS and SE patients
and positive in PV. In the absence of exogenous
rhEpo, a median of 0, 10, 0, 45 BFU-E colonies
were obtained from NC, CMS, SE and PV patients.
When rhEpo was added, 21, 40, 47 and 130 BFU-E
were counted, respectively; this difference was
significant when comparing NC and PV to CMS
(p<0.001; p< 0.001 respectively), but not in the case
of SE vs. CMS (p= 0.227). Interestingly, in PV and
CMS patients, BFU-E colonies remain remarkably
viable between day 14-21 while viability declined
rapidly in NC and SE colonies after day 14. The
prolonged viability and higher sensitivity to rhEpo
of BFU-E obtained from CMS and PV erythroid
progenitors was also confirmed by plating BM
mononuclear cells with suboptimal doses of rhEpo
(0.03 to 1 IU/ml). Moreover, when simvastatin (20
M) was added in vitro to rhEpo driven BFU-E
colonies, it induced a median inhibition of 29%
in NC as compared to 37, 56 and 44 in CMS, SE
and PV (p <0.013: p<0.001; p<0.001, respectively).
Finally, 11 CMS patients who had a concomitant
hypercholesterolemia (median cholesterol level
238 mg/dl, range 206- 310) had the opportunity
to be treated with statins (atorvastatin, 20-40 mg/
day). Before starting treatment with atorvastatin,
all patients, who had median Hb and Htc values
of 19.9 gr/dl and 63 % respectively, performed
phlebotomy. After a median follow up of 18 months
with atorvastatin, the median Hb and Htc values
were 17.1 gr/dl and 54.6 %, respectively. The need
of phlebotomy was apparently reduced, from 4-6
sessions/year to 1.

CONCLUSIONS

Our results underline that a) hematopoietic
progenitor cells from CMS patients may promote
an autonomous erythroid colony growth and show
hypersensitivity to hrEpo b) statins may induce
in vitro a significant inhibition of this accelerated
erythropoiesis so that they could play a therapeutic
role in the treatment of this and other chronic
myeloproliferative disorders.
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