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RESUMEN

La enfermedad tromboembélica venosa (ETV) en su expresion trombosis venosa profunda
y/o embolia pulmonar es una enfermedad multifactorial compleja de considerables
dimensiones. Su relacién con el cancer esta bien establecida, un porcentaje no despreciable
de pacientes con ETV son posteriormente diagnosticados de cancer y a su vez una de las
complicaciones mas frecuentes en los pacientes con cancer es la enfermedad
tromboembdlica. En todas las neoplasias se genera un estado de hipercoagulabilidad, pero
determinados tipos como el cancer de pulmon, el de pancreas, o los canceres gastricos tienen
una mayor incidencia de ETV y se encuentran mas asociados a la trombosis. La apariciéon de
ETV en pacientes con cancer se asocia con un peor pronodstico y un dificil manejo desde el
punto de vista clinico. La comunidad cientifica se centra en el hallazgo de biomarcadores que
permitan un diagnoéstico precoz de la neoplasia subyacente en los pacientes con ETV y una
mejor estratificacion del riesgo de ETV en los pacientes con cancer. En este sentido, uno de
los biomarcadores estudiados mas prometedores son las microparticulas (MPs). Las MPs son
unas microvesiculas de entre 0,1- y 1-um de diametro liberadas al torrente circulatorio por
diferentes tipos celulares en situaciones de activaciéon dafio celular o apoptosis. Inicialmente
se consideraban polvo celular desprovisto de cualquier funciéon biolégica pero hoy en dia se
consideran un fiel reflejo de la activacion y/o regeneracion tisular 7z vive. Sus propiedades y
caracteristicas dependen de la célula y el estimulo que las origine y aunque se han detectado
MPs en sujetos sanos, niveles elevados se han encontrado en pacientes con diversas
patologias entre las que se incluyen la ETV y el cancer. Hasta ahora la mayorfa de estudios
disefiados son estudios de cohortes longitudinales centrados en las MPs como posibles
biomarcadores del evento tromboético en el paciente con cancer y aun no resultados
concluyentes al respecto. La facilidad con la que los niveles y propiedades de las MPs
circulantes se alteran ex vivo y la variabilidad de protocolos utilizados en los laboratorios
porque no existe un protocolo estandarizado de aislamiento y detecciéon de MPs podrian

explicar los resultados inconsistentes entre los diferentes trabajos.

Esta tesis se centra en el estudio, caracterizacion y cuantificacion de diferentes tipos de MPs
circulantes en pacientes con ETV idiopatica y pacientes con cancer que no han desarrollado
ETV. Nuestro objetivo fue identificar alguna poblacién o poblaciones de MPs caracteristicas
de la ETV o del cancer que nos permitieran discriminar entre ambas enfermedades y que
pudieran servir para el disefio de futuros estudios. Debido a la necesidad de conseguir un
protocolo consensuado que facilite una mediciéon precisa, objetiva y reproducible de las
MPs, como paso previo a la caracterizacion de MPs en los pacientes con ETV y pacientes

con cancet, se llevaron a cabo dos estudios metodologicos que también se han recogido en
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RESUMEN

esta tesis. El primero de ellos evaluaba el impacto de la centrifugacién y congelacién del
plasma sobre los niveles de MPs y su capacidad procoagulante. Se preparé plasma de 21
sujetos sanos siguiendo 4 protocolos de centrifugacion: 1500 g 30 min 4 °C; 1500 g 30 min
20 °C; 2x2500 g 10 min 4 °C y 2x2500 g 10 min 20 °C. Se determinaron los niveles de MPs
totales y su actividad progoaculante mediante citometria y ensayos funcionales
respectivamente. Las determinaciones se realizaron sobre el plasma freso y sobre el plasma
tras un ciclo de congelaciéon-descongelacion. En nuestros resultados observamos que el
aumento de la velocidad de centrifugaciéon disminufa significativamente los niveles y la
actividad de las MPs detectados en el plasma, mientras que la temperatura de centrifugacion
no afectaba a ninguna de las propiedades de las MPs. La congelacién-descongelacion del
plasma también afectaba, aumentando significativamente los niveles de MPs totales y su
actividad procoagulante. Estas observaciones indicaban que la comparacion de resultados
entre laboratorios estaba muy limitada si la velocidad de centrifugaciéon y condiciones de
conservacion de la muestra no habfan sido las mismas. Sin embargo, habria puertas hacia la
comparacion de resultados entre muestras procesadas con protocolos idénticos de velocidad

y tiempo de centrifugacién pero con diferentes condiciones de temperatura.

El segundo estudio metodoldgico se centraba en la evaluacién de una nueva estrategia de
calibracion de los citémetros de flujo como herramienta para la optimizacién en la deteccion
de MPs y la comparaciéon de resultados entre diferentes plataformas citométricas. La
citometria de flujo, es el método mas empleado para la medicién de MPs, la mayoria de
trabajos utilizan bolas fluorescentes de diferentes tamafios para la calibraciéon de los
citbmetros pero la falta de un protocolo de calibracién consensuado junto con la variabilidad
que existen en los citbmetros en cuanto a su capacidad de resolucién se refiere hace que la
comparacion fiable de resultados sobre MPs entre citbmetros con diferentes caracteristicas
técnicas esté muy limitado. Nuestro objetivo era evaluar una nueva estrategia de calibracion
basada en dos combinaciones diferentes de bolas fluorescentes especialmente disefiadas para
establecer una regién de MPs que sea comparable entre citbmetros que tengan una mayor
capacidad de resolucién en el parametro citométrico “ forward scattered light” (FS, da
informacién sobre el tamano de las MPs) y citbmetros que tengan una mayor capacidad de
resolucion en el parametro “side scattered light” (SS, da informacién sobre la complejidad de
las MPs). Para llevarla a cabo se cuantificaron en muestras de plasma de 65 pacientes los
niveles de MPs totales y MPs de procedencia plaquetar (PMPs) en dos tipos de citdbmetros,
uno optimizado para el parametro FS (citometro Navios) y otro optimizado para SS

(citometro LSR Fortessa). En nuestros resultados observamos que los niveles tanto de MPs
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RESUMEN

totales como de PMPs detectados en el citometro Navios se encontraban significativamente
mas elevados que en el citometro LSR Fortessa. Sin embargo, se encontré una alta y
significativa correlaciéon positiva entre los resultados de ambos citémetros tanto para los
niveles de MPs totales como para los niveles de PMPs. Basandonos en nuestros hallazgos
podemos decir que la determinacion de MPs en citémetros calibrados siguiendo esta
estrategia es un método fiable. La comparaciéon de resultados en valor absoluto entre
citbmetros con diferentes caracteristicas técnicas para FS y SS no es posible, en su lugar debe

realizarse una comparacion relativa o porcentual de los resultados la cual si es fiable y precisa.

Por ultimo, escogiendo como protocolo preanalitico la centrifugaciéon de 1500 g 30 min a 4
°C y como método analitico el citometro LSR Fortessa calibrado con las Megamix-Plus, se
llevé a cabo la caracterizacion de MPs circulantes en pacientes con ETV idiopatica y
pacientes con cancer que no desarrollaron ETV. En concreto se cuantificaron niveles de
MPs totales, procedencia celular de las MPs (endotelial, plaquetar o leucocitaria) y niveles de
MPs que expresaran en superficie factor tisular (MPs+FT) o glicoproteina ligando 1 de la P-
selectina (MPs+PSGL1), proteinas conocidas por su implicaciéon en el proceso de formacion
del trombo. Para ello se utilizé plasma de 138 pacientes con ETV de naturaleza idiopatica, 96
pacientes con cancer (47 pulmodn, 21 gastrico o pancreatico y 28 colon)que no desarrollaron
trombosis y 14 sujetos sanos utilizados a modo de referencia. De forma adicional en todos
los pacientes se determinaron concentraciones plasmaticas de dimero D, P-selectina soluble y
FT antigénico, marcadores también implicados en el proceso de coagulaciéon. En nuestros
resultados encontramos que ademas de los niveles dimero D y de sP-selectina, los niveles de
MPs+FT se encontraban significativamente mas elevados en los pacientes con ETV
idiopatica que en los pacientes con cancer que no desarrollaron ETV. Ademas en los
pacientes con cancer gastrico o pancreatico se detectaron niveles de MPs+PSGL1
significativamente mas elevadas que en el grupo de ETV idiopatica. Estos resultados ayudan
a pensar que determinados tipos de MPs circulantes podrian tener capacidad discriminante
entre el cancer y la trombosis y sustentarian el disefio de futuros estudios de cohortes con

pacientes con cancer y ETV que permitieran validar nuestra hipotesis.
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1. Enfermedad tromboembdlica venosa

1.1. Definicion

La enfermedad tromboembdlica venosa (ETV) es una entidad clinica que comprende la
trombosis venosa profunda (TVP) de miembros inferiores o superiores y su complicacion
mas temida, el embolismo pulmonar (EP). La ETV es ocasionada por la obstruccién total o
parcial del flujo sanguineo provocada por la formacién de una trombosis en el sistema
venoso profundo, generalmente de las extremidades inferiores, aunque también en menor
frecuencia pueden afectarse las extremidades superiores. El trombo en un proceso que forma
parte de su evoluciéon natural, puede desprenderse de la pared vascular y sus fragmentos
migrar a través del sistema circulatorio impactando en las arterias pulmonares, dando lugar a
la embolia o EP. Hay una estrecha relacién entre la aparicién de TVP y EP, en el 85 - 90 %
de los casos de EP sintomaticos hay una TVP asociada [1] y en el 50 % de los pacientes con
TVP sintomatica existe una EP, en su mayoria silente [2]. Las causas de la ETV son
multifactoriales en ellas intervienen antecedentes del paciente, factores clinicos e

interacciones genético-ambientales [3-7].

1.2.  Epidemiologia

1.2.1. Incidencia

Aungque es dificil calcular la incidencia real de esta enfermedad, de forma global el trabajo de
White de 2016 [8] estima una tasa en Europa entre 104 y 183 casos por cada 100000
personas-afo [9-18]. Esta cifra va aumentando de forma progresiva con la edad para las TVP
y EP tanto en hombres como en mujeres[11, 17, 18], llegando hasta una tasa de incidencia de
1 caso por cada 100 personas-ano a la edad de 85 afios [19]. Rara es su apariciéon durante o
antes de la adolescencia [9, 11-14, 17, 18] a no ser que el paciente presente algin factor de
riesgo ya sea congénito como ciertas mutaciones especificas o adquirido como infeccion,
cancer o presencia de un catéter venoso central [20, 21]. Ajustada por edad la incidencia es
ligeramente mayor en hombres, 130 casos por cada 100000 personas-afio, que en mujeres,
110 casos por cada 100000 personas-afio mostrando una relacién hombre:mujer de 1,2:1 [11,
13, 18]. Sin embargo es algo mas alta en mujeres durante la edad fértil mientras que a partir
de los 45 afios es mayor en hombres [13]. En cuanto a la etnia, la incidencia de ETV parece
ser superior entre afroamericanos e inferior entre los asiaticos y los americanos nativos [22-

25]. El diagnéstico de la ETV ha permanecido relativamente constante durante el periodo
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comprendido entre 1981-2000, pero sufrié un aumento entre los afios 2001-2009 [8, 11, 16,
17, 26]. Este aumento de la incidencia pudiera haber sido debido a un mejor diagnéstico por

el uso mas extendido de equipos con mayor resoluciéon de tomografia axial computerizada

(TC) [16].

Segun los datos del Ministerio de Salud y Consumo, en Espafia desde 1999 hasta 2002, ha
habido un aumento paulatino y constante del nimero de casos diagnosticados de ETV [27] y
un incremento de la incidencia de EP entre los pacientes hospitalizados desde 20,44 por
100000 habitantes en el 2002 a 32,69 en el 2011 (p < 0,05) [28]. Segun el grupo RIETE
(registro informatizado de pacientes con enfermedad tromboembdlica), la tasa de incidencia
de ETV en nuestro pafs durante el afilo 2003 giraba en torno a 116 casos por cada 100000
habitantes, estimandose que durante ese afio el 1% del total de ingresos hospitalarios fueron
por episodios de ETV [29]. Se estima que en 2002 el coste anual en Espafia por ingresos

hospitalarios relacionados con esta enfermedad fue de 50484193 euros [27, 30].

1.2.2. Mortalidad

Los trabajos que analizan la mortalidad y la supervivencia varian ampliamente en sus disefios
(retrospectivo o prospectivo), en los criterios de inclusion o en el seguimiento de los
pacientes. Existe cierta controversia sobre si la mortalidad por ETV se esta estabilizando [31-
33] o esta descendiendo [34-37]. Durante el primer mes se estima que la tasa de mortalidad
oscila entre el 3 % y el 5 % para la TVP [18, 38] y el 10 % - 31 % para EP [18, 38]. Dentro
de la EP el 37 % de las muertes tienen lugar justo después de la aparicion del evento [39] y el
40% tras los 7 dias [39]. El numero de estudios de supervivencia a largo plazo es limitado
[40, 41] y la informacién disponible en dichos trabajos es variable [9, 42]. Algunos autores
sitian la tasa de mortalidad a largo plazo en el 14 %, otros en el 40 %. En un reciente estudio
se observé que el riesgo de muerte en estos pacientes es mayor que en una poblaciéon sana
incluso pasados los 30 afios desde la aparicion del evento [38]. La tasa de supervivencia para
esta patologia es peor de la esperada sobre todo cuando se trata de una EP [8, 39, 43, 44]. En
las ultimas décadas el aumento de la profilaxis [45, 46] y la mejora en la deteccién y
tratamiento de la enfermedad han contribuido a mejorar la supervivencia. No obstante el
indice de sospecha clinica sigue siendo bajo y los sintomas son atribuidos con frecuencia a
otras patologias, retrasando con ello el diagnostico [47]. En EEUU, aproximadamente el 10
% de los pacientes con EP fallecen antes de ser diagnosticados [47] y esta descrito que la
muerte por esta patologia podria ser prevenible hasta en el 50 % de los casos considerandose

la causa de muerte mas prevenible dentro de los ingresos hospitalarios [48-51]. Un estudio
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realizado en Francia revela que la mayoria de los facultativos no estaban al corriente del
algoritmo diagnéstico del EP y que el conocimiento sobre los factores de riesgo no eran los
suficientes [52]. Durante una campafia de concienciacion realizada sobre 100000 personas en
Polonia, la tasa de diagnéstico de TVP aument6, volviendo a los niveles iniciales tras la

finalizacion de la misma [53].

En relacién a otras patologias vasculares altamente prevalentes y segun datos del Ministerio
de Sanidad de Espafia, los pacientes hospitalizados con EP fueron de 3 a 4 veces menos
frecuentes que los que ingresan por otras enfermedades vasculares, como la cardiopatia
isquémica o el accidente vasculocerebral (AVC). No obstante uno de cada 3 pacientes con
EP frente a solo uno de cada 10 con cardiopatia isquémica o AVC, tuvieron un diagnostico

secundario asociado y estos pacientes fueron mas complejos con mayor mortalidad [54].

1.3.  Diagnostico y tratamiento

1.3.1. Sintomas y signos

Las manifestaciones clinicas de la ETV son muy inespecificas y variadas. Entre las mas
frecuentes para TVP se encuentra el dolor, edema blando con févea, calor, cianosis, eritema y
circulacién colateral. En el caso de EP, los sintomas mas frecuentes son la disnea, el dolor
toracico y la taquipnea las cuales aparecen entre el 70 % y el 90 % de los casos. De forma

menos frecuente pueden aparecer sincopes, hemoptisis, fiebre o palpitaciones [55].

1.3.2. Diagnéstico

Diagndstico de TT'P

La inespecificidad de los sintomas asociados a la TVP hace que el diagnéstico se base en la
valoracién clinica y en exploraciones complementarias. Actualmente la combinacién de la
estratificacion de la sospecha clinica de TVP mediante escalas de probabilidad (PTP) [506],
los niveles de dimero D y las pruebas de imagen permiten un diagnéstico en la mayoria de
los casos sin necesidad de recurrir a métodos invasivos. El dimero D es el producto de
degradacién de la fibrina que forma el codgulo, puede encontrarse elevado en los pacientes
con ETV pero también en otros contextos como en procesos inflamatorios. Debido a su
escasa especificidad y a su alta sensibilidad es utilizado en los algoritmos diagndsticos de
ETV por su alto valor predictivo negativo. La determinaciéon del dimero D < 500 ng/ml

junto con una sospecha clinica moderada o baja, es una buena herramienta para descartar la
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TVP. Cuando se requieren pruebas complementarias no invasivas las técnicas ecograficas
mas empleadas para el diagnéstico de ETV son la ecografia venosa compresiva, la ecografia
daplex y la eco-Doppler color. Dentro de las pruebas invasivas la flebografia de TVP esta
considerada como prueba de referencia ya que permite la visualizacién directa del trombo.
Sin embargo, su caracter invasivo, la necesidad del uso de contrastes yodados y el desarrollo
de otras técnicas han provocado que su empleo haya disminuido a favor de la TC, que
permite tanto la visualizacién del sector infrapopliteo, como territorios mas proximales,
venas cavas y pélvicas. Otras pruebas de imagen como la resonancia magnética nuclear son

poco frecuentes para el diagnoéstico de TVP aunque potencialmente utiles [55].
Diagndstico de EP

La variabilidad de la EP es tan inespecifica, que se requieren técnicas de valoracion clinica
para acercarnos al problema de la forma mas objetiva posible. La estratificaciéon de la
sospecha mediante reglas de prediccion vuelve a ser un aliado que facilita la interpretacion
de las demas pruebas diagnodsticas. Las escalas de prediccion de Wells y de Ginebra han sido
las mas utilizadas y validadas [57, 58]. Generalmente las exploraciones complementarias de
facil acceso como la gasometria arterial, el electrocardiograma y la radiologia de torax tienen
un valor para establecer o descartar diagnosticos alternativos. En la gasometria arterial la
existencia de hipoxemia es una alteracion frecuente en la EP aunque una presiéon de oxigeno
normal no descarta el diagnéstico. Las alteraciones en el electrocardiograma son frecuentes
en los pacientes con EP y con una sospecha clinica apropiada sustentan firmemente el
diagnoéstico de EP. En cuanto a la radiografia de térax, su utilidad mas que en su capacidad
diagnoéstica, radica en la posibilidad de descartar otras enfermedades capaces de simular una

EP.

Una mencién especial es la determinaciéon del dimero D cuyo papel en el diagnéstico de EP
es similar al de la TVP. Un dimero D de alta sensibilidad con resultado negativo (< 500
ng/mlL) excluye EP en pacientes con probabilidad clinica baja o intermedia. Sin embargo, la
determinacién del dimero D no es rentable en pacientes con alta probabilidad clinica, en los
cuales el porcentaje de pacientes con cifras < 500 ng/mL es bastante menor que en otras
categorias. Ademas, en el hipotético caso de un dimero D negativo en una alta sospecha
clinica, no eximirfa de continuar el algoritmo diagnéstico y solicitar otras pruebas.
Finalmente el diagnoéstico es descartado o confirmado mediante pruebas de imagen la

gammagrafia pulmonar, la angiografia por tomografia computerizada helicoidal (angio TC) y
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la resonancia magnética nuclear. La gammagrafia pulmonar ha sido la técnica de eleccion
como procedimiento de cribado durante mas de 20 afios, tiene la ventaja de ser un método
seguro y poco invasivo. Hoy en dia su uso ha sido desplazado por la angio TC que desde su
desarrollo en el inicio de la década de los 90 para el diagnoéstico de EP  se ha establecido
como técnica de eleccién [55]. La resonancia magnética nuclear tiene un papel mas tedrico

que real, sin embargo no ha obtenido buenos resultados en términos de sensibilidad [59].

1.3.3. Tratamiento

Los episodios de ETV requieren tratamiento con anticoagulaciéon. En una ETV aguda la
duracién estandar del tratamiento debe ser 3 meses, aunque en algunos casos puede ser
necesario un periodo extendido mas alla de los 3 meses o incluso de forma indefinida para la
prevencién secundaria de futuros eventos tromboembdlicos sopesando en cada paciente el

riesgo de recurrencia frente al riesgo de sangrado.
Anticoagulantes parenterales

La hepatrina de bajo peso molecular (HBPM)/fondapatinux debe ser el tratamiento de
eleccion en los pacientes hemodinamicamente estables. El tratamiento, sobretodo en
pacientes con probabilidad clinica alta o intermedia, se debe iniciar a la espera de los

resultados de las pruebas complementarias que descarten o no la enfermedad.
Antagonistas de la vitamina K

La anticoagulacion oral debe iniciarse tan pronto como sea posible. Las Guias de Practica
Clinica sefalan iniciarla en el mismo dia que el anticoagulante parenteral. La warfarina,
acenocumarol, fenprocumona, fenindiona y flunidiona son los principales anticoagulantes

orales antagonistas de la vitamina K utilizados hoy dia [60].
Nuevos anticoagnlantes orales

El uso y la experiencia con anticoagulantes orales directos es bastante menor. Actualmente el
rivaroxaban, dabigatran y apixaban estan aprobados en la Unién Europea para el tratamiento

dela ETV.
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1.4. Factores de riesgo

Son aquellas condiciones inherentes al paciente o aquellas situaciones clinicas que aumenten
la incidencia de episodios de ETV. Pueden ser factores heredados o provocados. Con
frecuencia se pueden encontrar la combinacién entre dos o mas factores de riesgo que

aumentan de forma exponencial la probabilidad de desarrollar ETV [61].

1.4.1. Factores de riesgo heredados

Estudios familiares indican que la ETV tiene un alto componente genético y sigue un modo
complejo de interaccion ambiental [3, 5, 6]. Como factores de riesgo heredados se incluye: el
descenso congénito de anticoagulantes naturales del plasma (antitrombina, proteina C,
proteina S) [62, 63], las alteraciones en la regulacion del sistema procoagulante como la
resistencia a la proteina C activada o el factor V (FV) Leiden [26, 64, 65] y la elevacién de la
actividad de los factores procoagulantes en plasma como el fibrindgeno, la protrombina, el

factor VIII (FVIII), el factor IX (FIX) o el factor XI (FXI) [66-69].

El FV Leiden (resistencia a la proteina C activada) y la mutacion del gen de la protrombina se
consideran las alteraciones mas comunes de trombofilias. La prevalencia en la poblacién del
FV Leiden oscila entre el 4 % - 5% [61, 70] aumentando hasta el 13 % en pacientes con ETV
[71]. El riesgo de ETV en estos sujetos es de 2 a 7 veces mayor en los individuos
heterocigotos y hasta 40 veces en los homocigéticos [61, 72]. La mutacién del gen de la
protrombina (G20210A), tiene una prevalencia poblacional de entre el 2 % - 4 % [26, 73] y
una frecuencia en pacientes con ETV que oscila entre el 6 % y el 17 % [73]. Otro factor a
tener en cuenta en las trombofilias es el aumento de la concentraciéon del factor FVIII
presente en el 25 % de los pacientes con ETV frente al 10 % en la poblacién sana [74]. Las
trombofilias congénitas interactian con los factores de riesgo adquiridos o provocados,
potenciando aun mas el riesgo de ETV. De igual forma, la combinacién de varias

alteraciones genéticas incrementa atin mas el riesgo de ETV [75].

1.4.2. Factores de riesgo provocados

Los factores de riesgo provocados hacen referencia a aquellos que el individuo va
adquiriendo a lo largo de su patobiografia o historia clinica. La edad serfa el primer factor
dentro de este capitulo a analizar, de hecho es uno de los factores adquiridos mas
importantes en la ETV. El riesgo de ETV esta directamente asociado al incremento de la

edad independientemente del resto de factores de puesto que con el aumento de la edad los
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anticoagulantes naturales del plasma (proteina C y proteina S) disminuyen en mayor
proporcion que los factores procoagulantes favoreciéndose asi un estado protrombotico. La
inmovilizacién junto con la cirugfa son otros factores de riesgo importantes en la ETV sobre
todo la inmovilizacion de mas de una semana y la inmovilizacién prolongada pre y
postoperatoria [70]. La ingesta de anticonceptivos orales también se encuentra asociada con
la aparicion de ETV [77, 78] debido en gran medida a su alto contenido de estrégenos. Se ha
observado que otros tratamientos hormonales como el tratamiento hormonal sustitutivo
aumentan entre 2y 4 veces el riesgo de trombosis [79] y aunque parecen existir evidencias de
peso que avalen esta asociaciéon [77, 80], no hay un consenso entre autores sobre la
asociacion entre el tratamiento hormonal sustitutivo y el riesgo de ETV. El embarazo, la
obesidad, la insuficiencia cardiaca, la exacerbacion de la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), la sepsis, los accidentes cerebrovasculares agudos o el cancer son también

considerados otros factores de riesgo adquiridos de la ET'V.

1.5. El cancer como factor de riesgo de la ETV

Desde que Trousseau observé en 1865 casos de tromboflebitis migratoria en pacientes con
cancer y apunt6 que en el cancer se generaba un estado espontaneo de hipercoagulabilidad
son muchos los trabajos que han estudiado la asociaciéon entre cancer y trombosis estando
hoy en dia firmemente establecida. El cancer es el factor de riesgo adquirido de mayor
relevancia tanto en episodios primarios de ETV como en recidivas. El 10 - 20 % de todos
los casos de ETV se producen en pacientes con cancer, con una presencia de hasta el 50 %
en las autopsias de enfermos con neoplasias [81] y se estima que entre el 5 % y el 15 % de
todas las neoplasias desarrollan eventos trombéticos [82] con una incidencia de TVP y EP en
pacientes con cancer del doble que en pacientes sin cancer [61]. Esta incidencia estd en
aumento debido en gran medida al mejor diagndstico y a la incorporaciéon de nuevos
tratamientos [81]. Esta relacion entre cancer y ETV es bidireccional, puesto que también
existen casos en los que la trombosis es la primera manifestaciéon del cancer [83, 84|. Un
estudio realizado con mas de 15000 pacientes diagnosticados de TVP recoge que el 11,3 %
de estos pacientes son posteriormente diagnosticados de neoplasia [85]. En 1992, Prandoni y
colaboradores publicaron los resultados de un estudio de 145 pacientes con ETV idiopatica
los cuales fueron seguidos durante al menos un afio después del diagnéstico. Once de los 145
pacientes desarrollaron cancer en 12 meses (7,6 %) [86, 87]. Varios estudios prospectivos y
retrospectivos sustentan que el riesgo para un diagnodstico de cancer en pacientes con ETV

era de 4 a 7 veces mayor que en una poblacion sana [806].
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Debido a la considerable incidencia de cancer en pacientes con ETV, se han propuesto
métodos de cribado para la deteccidon del cancer oculto en pacientes con una trombosis
“aparentemente” idiopatica, aunque no existe un consenso sobre qué tipo de pruebas
diagnosticas han de ser incluidas para ello. Inicialmente se propuso el denominado cribado
“limitado” el cual incluye pruebas diagnoésticas basicas como examen fisico, historia del
paciente, analitica sanguinea basica y radiografia de térax. Estudios retrospectivos observaron
que con el cribado “limitado” podfan detectar hasta el 80 - 90 % de las neoplasias ocultas
[88-90] mientras que otros estudios de similares caracteristicas sugerian que este tipo de
cribado era insuficiente [91-93]. Algunos autores propusieron un cribado “extenso” que
afladfa a las anteriores, pruebas de TC, endoscopia, mamografia y marcadores tumorales. En
un estudio de cohortes prospectivo con 864 pacientes diagnosticados de ETV en el que
realizaron un seguimiento de un afio a todos los pacientes, encontraron que la versién de
cribado “extendida” identificé un 24 % mas de pacientes trombodticos que posteriormente
fueron diagnosticados de cancer que el cribado “limitado” [92]. Sin embargo, recientes
trabajos abogan por un cribado mas limitado. Un estudio longitudinal prospectivo con 107
pacientes diagnosticados de EP detecté que con un cribado simple no invasivo que incluyera
radiograffa de térax, examen fisico, historia del paciente bioquimica sanguinea de rutina y
marcadores tumorales se obtenia una sensibilidad aceptable (55 %) y concluyeron que el uso
de cribados mas extendidos e invasivos en este perfil de pacientes no tenfa suficiente
beneficio clinico [94]. En otro estudio prospectivo longitudinal randomizado tampoco
encontraron un beneficio clinico en el cribado “extendido” que incluyera TC de pelvis y
abdomen cuando se comparé con el cribado “limitado” en pacientes diagnosticados de ETV
idiopatica [95]. En otro estudio también prospectivo randomizado con pacientes
diagnosticados de ETV a los que se les realiz6 un seguimiento de 2 afos llegaron a la
conclusion de que el cribado extendido podria identificar el cancer de forma mas precoz
aunque no estaba claro que mejorara el prondstico del paciente [96]. Como se puede
observar hasta ahora no se ha encontrado un método de cribado con wuna
sensibilidad/especificidad que permita identificar un alto potcentaje de las neoplasias

subyacentes u ocultas con un valor predictivo positivo adecuado.
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2. Cancer

2.1.  Epidemiologia

2.1.1. Incidencia

El cancer es un problema sanitario de considerables dimensiones. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud, en 2012 se registraron cerca de 14 millones de nuevos casos en todo el
mundo. Las estimaciones poblacionales prevén un aumento hasta los 22 millones/afio en los
proximos dos decenios [97]. La Sociedad Espafola de Oncologia Médica recoge que la
incidencia de cancer en nuestro pais ha ido aumentando en los ultimos 20 afios debido en
gran medida al aumento y envejecimiento poblacional y a la mejora en cuanto a la deteccién
de la enfermedad. En un estudio realizado por la red espanola de registros de cancer se
estimé que en el afio 2015 fueron diagnosticados en Espafa alrededor de 248000 nuevos
casos de cancer de los cuales 149000 eran hombres y 99000 eran mujeres. Entre los 5 tipos
de cancer mas comunes encontraron el cancer colorrectal (41441 nuevos casos), el de
prostata (33370 nuevos casos), el de pulmén (28347 nuevos casos), el de mama (27747

nuevos casos) y el de vejiga (21093 nuevos casos) [98].

2.1.2. Mortalidad

El cancer esta considerado como la primera causa de muerte a nivel mundial, segin la
Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2015 se estim6 que 8,8 millones de defunciones
fueron causadas por esta enfermedad y se prevé que esta cifra aumentara hasta los 13

millones en el afio 2032.

En cuanto a la mortalidad en Espafia por cancer, el Centro Nacional de Epidemiologia del
Instituto de Salud Carlos III recoge que es la primera causa de muerte en varones y la
segunda en mujeres, tras las enfermedades cardiovasculares. Se estima que en el afio 2015 en
nuestro pafs 1 de cada 3 muertes en varones y 1 de cada 5 muertes en mujeres fueron

causadas por algun tipo de cancer [98] suponiendo el 24 % de las muertes intrahospitalarias.

2.2.  Factores de riesgo de ETV en los pacientes con cancer

El riesgo de apariciéon de ETV no es el mismo en todos los pacientes con cancer, varfa segin
el tipo de cancer o incluso en cada paciente a lo largo del tiempo. Existen diferentes factores

que pueden interactuar simultaneamente y afectar al riesgo de trombosis en un paciente
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oncolégico. Estos factores de riesgo dependen fundamentalmente del paciente, de la

enfermedad neoplasica y de los tratamientos recibidos [99, 100].

2.2.1. Factores individuales o intrinsecos

Entre los factores de riesgo dependientes del paciente se encuentra la edad y las
comorbilidades como enfermedades respiratorias, cardiacas, infecciones, obesidad, la
inmovilizacién prolongada y los antecedentes de trombosis. Se ha observado que el riesgo de
desarrollar trombosis en pacientes con cancer que ya han sufrido un episodio trombético con
anterioridad es entre 6 y 7 veces mayor que en aquellos que nunca la han desarrollado [99,
100]. Las anomalfas trombofilicas hereditarias que aumentan ya de por si el riesgo de

trombosis son un factor de riesgo exponencial en los pacientes con cancer [84, 101].

2.2.2. Factores asociados al tipo de cancer

Aunque cualquier neoplasia genera un estado de hipercoagulabilidad, la incidencia de ETV en
los pacientes con cancer varfa dependiendo del tipo de tumor y del estadio de la enfermedad
[99]. Los canceres gastrico y pancreatico son uno de los mas asociados a episodios de ETV
[102-105]. Estudios de cohortes situan el cancer pancreatico como el subtipo de cancer con
mayor incidencia de ETV (40,9) frente al 17,7 del tumor cerebral. [102]. Otro tipo de
tumores solidos asociados son el cerebral, ginecolégico, pulmonar y renal, [102-104, 106-
108]. En un estudio con diferentes tipos de cancer comunes se observa que la mayor
incidencia de ETV ocurre durante el primer afio de seguimiento en pacientes metastasicos de
cancer pancreatico (20,0), estomago (10,7), vejiga (7,9) o pulmoén (5,0) [103]. Entre los
canceres hematolégicos asociados a trombosis destacan el mieloma, el linfoma y la leucemia

agua [81, 99].

En cuanto al grado de progresion de la enfermedad se considera que los pacientes con cancer
metastasico o localmente avanzado tienen un mayor riesgo de desarrollar ETV que aquellos
con un cancer localizado [99, 101, 103, 109, 110]. En el estudio CATS (“Cancer And
Thrombosis Study”) evaluaron la asociacion entre el cancer local (NO) regional (N1-3) o
distal (M1) y la aparicién de eventos trombéticos en 832 pacientes oncologicos. Estos
investigadores observaron que pacientes con un grado de desarrollo del cancer distal o
regional presentaban a los 6 meses mayor probabilidad acumulativa de presentar ETV (en

torno al 6 %) que aquellos pacientes con cancer local (alrededor del 2 %) [111].
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En cuanto al periodo de mayor riesgo para el paciente con cancer de sufrir una ETV, se
observa una mayor incidencia en los primeros 3-6 meses desde el diagnostico de cancer,
hecho que puede estar relacionado con una mayor agresividad biologica del tumor y con las
intervenciones médicas como la realizacion de cirugia mayor o el inicio de la quimioterapia

[101].

2.2.3. Factores relacionados con el tratamiento

La administracion de agentes quimioterapicos es un importante factor asociado al desarrollo
de ETV. Estudios muestran que la quimioterapia incrementa hasta 6,5 veces el riesgo de
trombosis [112]. Los agentes citotoxicos pueden actuar bien alterando niveles de proteinas
especificas que actuan en la coagulaciéon o bien dafiando directamente el endotelio, uno de
los mas asociados a la trombosis es el cisplatino [113]. También se ha observado que los
tratamientos hormonales como el tratamiento con tamoxifeno aumentan la incidencia de
ETV en algunos tipos de cancer [99], probablemente este tipo de farmacos actien
reduciendo los niveles plasmaticos de anticoagulantes naturales. La cirugfa y el cateterismo
son ya de por si factores de riesgo de ETV. En pacientes con cancet, el riesgo de trombosis
en esta situacion se duplica [81] y puede persistir durante periodos de tiempo prolongados

[114].

2.3. La ETYV en el cancer

Los episodios tromboticos son una de las complicaciones mas frecuentes en los enfermos
con cancer y afecta de manera importante a su calidad de vida. Estos pacientes son a menudo
de dificil manejo clinico, precisan tratamiento anticoagulante durante periodos de tiempo
prolongados, y el riesgo tanto de complicaciones hemorragicas como de recurrencias es
mayor [115, 116]. Se estima que de cada 7 fallecimientos de pacientes oncolégicos con
ingreso hospitalario, uno muere a causa de una EP [114, 117]. De estos pacientes fallecidos
por la EP, el 60 % tenian cancer localizado o enfermedad localmente extendida y habrfan
vivido mas tiempo en ausencia del episodio trombdtico. En otro estudio holandés
observaron que los pacientes con cancer y ETV tenfan un riesgo de mortalidad 2,2 veces
mayor que pacientes equivalentes diagnosticados de cancer pero sin ETV [118] y un trabajo
con 4466 pacientes diagnosticados de cancer y en tratamiento con quimioterapia ambulatoria
encontré que el tromboembolismo era la segunda causa de muerte en estos pacientes sélo
por debajo de la propia progresion del tumor [119]. La identificacién de aquellos pacientes

oncolégicos con mayor riesgo de padecer episodios trombéticos podria ayudar a realizar una
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estratificacion del riesgo y adoptar medidas profilacticas efectivas en funcién de cada caso.
En este sentido Khorana y colaboradores [120] publicaron una escala basada en 5 parametros
clinicos que identificaba los pacientes oncolégicos con un alto riesgo de padecer una ETV.
La escala de Khorana se ha validado en amplias series de pacientes, aunque con resultados
dispares y poco satisfactorios siendo su poder de prediccion de pacientes con alto riesgo
insuficiente [121]. El grupo de Viena la modificé afiadiendo dos biomarcadores, en concreto
el dimero D y la P-selectina soluble (sP-selectina) [122, 123]. Con esta modificacion la escala
mejord en la estimacion del riesgo de ETV en los pacientes, pero sin alcanzar resultados
optimos para su generalizacion en la practica clinica. Esta version de la escala de Khorana en
un modelo expandido tiene limitaciones ya que no se encuentra suficientemente validado y su
utilizacién esta limitada debido en parte al bajo nimero de pacientes detectados en el grupo
de alto riesgo. En la tltima ediciéon de la gufa sobre el manejo de la ETV en pacientes con
cancer realizada por “The National Comprehensive Cancer Center Network” [124] se
manifiesté la necesidad de mejorar los modelos de riesgo de ETV en pacientes bajo
tratamiento con quimioterapia extrahospitalaria. Existe un reciente algoritmo de prediccion
del riesgo de trombosis que combina factores de riesgo genéticos y clinicos y que parece
mejorar significativamente la capacidad de prediccion del riesgo tromboembélico en la
poblacion [125]. El algoritmo incluye causas genéticas subyacentes al riesgo trombético tales
como mutaciones que dan lugar a un fenotipo protrombético como factor V Leiden en el
gen F5 o G20210A en el gen F2 de la protrombina [120], variantes genéticas de baja
penetrancia asociadas a la ETV [127] y variantes genéticas que actian modificando la via de
coagulacion [128, 129]. Basandose en este modelo, estudios como el “Oncothromb” [130]
estan intentando desarrollar un nuevo modelo de prediccion del riesgo individual de ETV en
pacientes con cancer que reciben quimioterapia ambulatoria en el que se incluyan datos
clinicos y genéticos de cada paciente. Hasta ahora no se ha encontrado un modelo predictivo
que permita estratificar con suficiente sensibilidad/especificidad el triesgo de ETV en el

paciente con cancer.

3. El equilibrio hemostatico: coagulacion y fibrinélisis

La hemostasia es la capacidad que tiene el organismo para preservar la integridad del sistema
circulatorio. L.a hemostasia permite la circulacién de la sangre dentro de los vasos sanguineos
en estado liquido y, tras una lesién vascular, regula la formaciéon de un coagulo sanguineo
que detiene la hemorragia. Una vez reparado el dafio, se encarga de disolver el coagulo. En

una hemostasia adecuada existe un equilibrio dindmico entre reacciones procoagulantes
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(favorecen la formacién del coagulo), anticoagulantes (evitan la formacién del coagulo) y
fibrinoliticas (disuelven el coagulo) [131]. La pérdida de este equilibrio en favor de un
aumento de la actividad procoagulante provoca la aparicién trombos obstructivos que
pueden desencadenar en trombosis venosas. La fisiopatologia del cancer también se asocia a

una pérdida de este equilibrio en favor de un estado de hipercoagulabilidad.

3.1. Fases de 1a hemostasia

3.1.1. Hemostasia primaria

En la primera etapa tiene lugar la interacciéon endotelio-plaqueta y la formaciéon del tapén
plaquetario. Lla hemostasia primaria comienza con la contraccion o espasmo vascular del
vaso inmediatamente después de ser danado, su finalidad es reducir instantaneamente el flujo
de sangre en el area afectada. A continuacion tiene lugar la formacioén del tapén plaquetario.
En este proceso, las sustancias anticoagulantes (6xido nitrico, prostaciclina, ectonucleotidasa
CD39) liberadas normalmente por el endotelio no danado dejan de liberarse. La capa
subendotelial, que en situacion sana esta protegida por la capa endotelial, entra en contacto
con el torrente circulatorio. Esta capa presenta en su superficie factor tisular (FT) activado y
colageno. Las plaquetas al entrar en contacto con el coldgeno se activan, adoptan formas
irregulares con numerosos pseudopodos y se vuelven tan pegajosas que quedan adheridas al
colageno. Las plaquetas activadas se contraen fuertemente favoreciendo la liberacion de
factores activos presentes en sus granulos como el adenosin difosfato (ADP) y el
tromboxano A2 que actian sucesivamente sobre plaquetas cercanas para activarlas y
favorecer su adhesion a la superficie danada formando asi el denominado tapén plaquetario o

trombo blanco.

3.1.2. Hemostasia secundaria

En esta fase tiene lugar la activaciéon de una serie de proteinas denominadas factores de
coagulacion. Los factores de coagulacion son proteinas presentes en su mayoria de forma
circulante por el torrente sanguineo que participan en la formacién del coagulo sanguineo.
Uno de los principales factores de coagulacion es el FT' que puede encontrarse no sélo de
forma circulante sino también en la superficie celular de las células endoteliales activadas,
plaquetas activadas y monocitos [132, 133]. Habitualmente los factores de coagulacién se
encuentran en forma no activa y para su activacion interactuan entre si dando lugar a un

conjunto de reacciones enzimaticas en cadena denominada cascada de coagulacion, cuyo
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producto final es la formaciéon de un coagulo estable de fibrina que refuerce el tapén
plaquetar formado durante la hemostasia primaria. Para mantener un equilibrio y evitar una
coagulacion generalizada el torrente sanguineo también presenta sustancias con accion
anticoagulante cuya funcién es regular la activacién de la cascada. Uno de los principales
inhibidores fisiolégicos de la coagulacion es la antitrombina III que actta sobre la trombina y
el factor X (FX) [134-130]. Este anticoagulante es por si mismo un inhibidor relativamente
ineficaz, siendo la tasa de inactivacion de la trombina demasiado lenta como para prevenir la
coagulacion. Por el contrario, la heparina es otro anticoagulante muy eficaz que actia como
puente entre la trombina y la antitrombina y acelera alrededor de 1000 veces la velocidad de
reaccion, sin embargo su concentracion fisiologica en la sangre suele ser insuficiente para
evitar el proceso de coagulaciéon. Por ello la administracién de heparina se ha convertido en

uno de los tratamientos de eleccién en los pacientes con ETV [130].

3.2. Modelos de coagulacion

3.2.1. Modelo clasico de coagulacion

Segun este modelo, existen dos vias que dan lugar a la formacion del coagulo de fibrina, la via
intrinseca y la via extrinseca. Aunque las dos vias son iniciadas por mecanismos diferentes
ambas se relacionan entre s y convergen en una via comin que finaliza con la formacion del

coagulo [137].

3.2.1.1. Via extrinseca

Esta via se activa cuando tiene lugar una lesion del tejido vascular. Tras producirse el dafio el
FT expuesto en el endotelio vascular dafiado se une al factor VII (FVII) activado (FVIIa)
formando el complejo FT-FVIIa el cual constituye en condiciones fisiologicas el inicio de la
coagulacion. Este complejo puede bien activar al factor FIX para que éste active al FX, o
bien activar directamente al factor FX. El FX activado (FXa) por un lado actia sobre el FIX
y lo activa (FIXa) amplificando la sefal y por otro forma un complejo con el FV activado
(FVa) y la protrombina (FII) denominado complejo protrombinasa. Este complejo se
ensambla en la superficie de plaquetas activadas y se encarga de transformar la protrombina,
también llamada factor II (FII) en trombina o FII activado (FIla). Esta enzima es la
encargada de la conversion del fibrinégeno en fibrina. Los polimeros de fibrina formados se

van uniendo para dar lugar al coagulo (Figura 1).
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Figura 1. Vias de la cascada de coagulacion.
FXII: factor XII; FXI: factor XI; FIX: factor IX; FX: factor X; FVIII: factor VIII TF: factor tisulat;
VII: factor VII. La letra “a” junto al nimero de cada factor indica su activacién. Adaptacion de
Bhattacharjee y col. [142].

3.2.1.2. Via intrinseca

Esta via se activa en respuesta a una anormalidad en un vaso pero en ausencia de dafio
tisular. Su papel bajo condiciones fisiolégicas es poco significante, actualmente se considera
una via de amplificacion de la via extrinseca (Figura 1). Comienza con la activacién del factor
XII (FXII) y con la liberacién de fosfolipidos plaquetarios que contienen la lipoproteina
plaquetaria llamada factor plaquetario-3. El FXII activado (FXIIa) y actia activando al FXI
que a su vez activa al FIX. El FIXa junto con el FVIIIa, los fosfolipidos plaquetarios y el
factor 3 plaquetario activan al factor X. Fste se ensambla en la superficie de la membrana
plaquetar con el FVa para formar el complejo protrombinasa. Este complejo el cual rompe la
protrombina en fragmentos de trombina, la trombina a su vez fragmenta el fibrinégeno

produciéndose filamentos de fibrina [138].

3.2.2. Modelo celular de la coagulaciéon

Este modelo fue desarrollado por Maureane Hoffman en el 2003 [139] y posteriormente
revisado por Furie en el 2008 [140] y es el que hasta ahora mejor explican el funcionamiento

de la cascada de coagulacion 7 vive. Su principal diferencia con el anterior es que considera a
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las células como elementos esenciales en la activacion y regulaciéon de la formacion del
coagulo. Considera que las células tienen capacidad de dirigir el proceso hemostatico y no
que no soélo participan como superficies de ensamblaje de los complejos de coagulacion

[139]. Los modelos celulares dividen la coagulacién en tres fases.

3.2.2.1. Fase de iniciacion

Considera el FT el principal iniciador de la coagulacion. El FT presente en la superficie de
plaquetas o monocitos activados o en el endotelio dafiado reconoce al FVII circulante
activado y se une a ¢l. El complejo FT-FVIIa activa a los factores IX y X y al propio FVII
[141]. El FXa es capaz de generar pequefias cantidades de trombina de manera local que
juegan un importante papel en la activaciéon del FVIII y de las plaquetas en la siguiente fase

(Figura 2).

3.2.2.2. Fase de amplificacion

Las plaquetas se adhieren a la matriz subendotelial y se activan por la exposicion de FT.
Estas plaquetas activadas se contraen, vierten los factores activos contenidos en sus granulos
que favorecen la activacion y adhesion de nuevas plaquetas al igual que durante el proceso de
formacion del tapon plaquetario. La superficie con carga negativa de las plaquetas activadas,
la pequefa cantidad de trombina generada y la presencia de calcio sanguineo, amplifican la
seflal procoagulante inicial y activan a los factores FV, FVIII y FXI los cuales forman

complejos estables en la superficie de las plaquetas activadas (Figura 2).

3.2.2.3. Fase de propagacion

La superficie plaquetar sirve de ensamblaje para la formacién de los complejos denominados
tenasa (FVIIIa, FIXa, calcio y fosfolipidos aniénicos) y protrombinasa (FVa, FXa, calcio y
fosfolipidos aniénicos) ambos considerados complejos iniciadores de la fase de propagacion.
El complejo tenasa cataliza la activacion del FX y el complejo protrombinasa cataliza la
conversion de protrombina en trombina. El complejo protrombinasa permite la generacion
de grandes cantidades de trombina encargada de catalizar la reacciéon que convierte el
fibrinégeno soluble en fibrina insoluble. La trombina se encarga también de la activacion del
factor XIII (FXIII) encargado de estabilizar la fibrina y del inhibidor fibrinolitico (TAFI)

favoreciendo asi la formacién de un coagulo estable y resistente a la lisis. La trombina
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participa a su vez en la activacién de plaquetas y de FV, FVIII, FXI y FXIII aumentando asi

la sefal de coagulacion (Figura 2).
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Figura 2. Modelo celular de la coagulacion.
TF: factor tisular; FVIla: factor VII activado. Mackman y col. [133].

3.3. Fibrinolisis

La formacién del coagulo interrumpe la pérdida de sangre tras una lesiéon. Cuando la lesion
se ha reparado el coagulo se elimina para restablecer el flujo sanguineo. Al proceso de
disolucion del coagulo se le denomina fibrindlisis [143], en él intervienen una serie de
activadores e inhibidores los cuales regulan la conversion del proenzima circulante,
plasmindgeno, en el enzima activo plasmina encargado de romper la fibras de fibrina [144] y
de otros procoagulantes proteicos como el fibrinégeno, el FV , el FVIII, la protrombina y el

FXII [145, 146].

Cuando se forma un coagulo, un gran nimero de moléculas de plasminégeno y de proteinas
plasmaticas quedan atrapadas en él, al mismo tiempo, los tejidos lesionados y el endotelio
vascular liberan muy lentamente potentes activadores del plasminégeno [144, 147] como el
tipo uroquinasa (u-PA) y el tipo tisular (t-PA)(Figura 3), ambos se unen a sus respectivos
receptores en la superficie celular. Del mismo modo, el plasminégeno circulante se une a sus
receptores de la superficie endotelial y se activa por la accion del t-PA y u-PA que catalizan la
conversiéon del plasmindgeno a la plasmina encargada de la degradaciéon del coagulo de
fibrina. Uno de los productos de la degradacion de la fibrina es el dimero D, utilizado en los
algoritmos diagnoésticos de la ETV. La duracién y la magnitud de la fibrindlisis esta regulada
por el inhibidor circulante de la plasmina, el alfa-2 antiplasmina y por el inhibidor de los

activadores del plasminégeno (PAI-1, Figura 3) [148, 149]. Las plaquetas también
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contribuyen a mantener la integridad del tapén hemostatico, liberando PAI-1 en los lugares

de lesion vascular, una vez que se ha producido la agregacion plaquetaria [149].

- - ooooo

Blood vessel endothelium

Figura 3. Esquema proceso fibrinolitico por la accion del activador tisular de plasmina (tPA).
PALI: inhibidor del activador de plasmina; FDPs: productos de degradacion de fibrina. Bhattacharjee
y col. [142].

4. Microparticulas
4.1.  Definicién y significado clinico

Las microparticulas (MPs) son microvesiculas fosfolipidicas de entre 0,1 pm - 1 um de
diametro liberadas por diferentes tipos celulares en respuesta a procesos de activacién, dafio
o apoptosis. Sus propiedades y caracteristicas van a depender de su procedencia celular [150,
151] y aunque inicialmente se trataron como polvo celular desprovisto de cualquier funcién
biol6gica, hoy en dia se consideran un fiel reflejo de la activacion y/o degeneracion tisular 7z
vivo [152, 153] con una aplicacién potencial como biomarcadores diagndsticos y/o
pronoésticos de procesos fisiopatologicos [154, 155]. Las MPs estan presenten en sujetos
sanos aunque niveles elevados se han detectado en pacientes con enfermedades relacionadas
con el dafio vascular, la inflamacién, los procesos de coagulaciéon sanguinea o la angiogénesis
[154, 155]. Se encuentran en varios fluidos corporales como, liquido sinovial, semen u orina
[151] aunque son las MPs circulantes por el torrente sanguineo las mas estudiadas.
Poblaciones especificas de MPs se han encontrado elevadas en diferentes patologias como las
MPs de procedencia endotelial (EMPs) en la cardiopatia isquémica [152], el sindrome
coronario agudo [156] o la diabetes mellitus [157], MPs de procedencia plaquetar (PMPs) en
la hipertensién severa o en pacientes con sepsis[158, 159], o MPs de origen leucocitario

(LMPs) en la psoriasis [160]. Pacientes con cancer y pacientes con ETV también presentan
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niveles elevados de MPs circulantes [161-163] de las cuales hablaremos en préximas

secciones con mas detalle.

4.2.  Otras vesiculas extracelulares: exosomas y cuerpos apoptoticos

Las MPs, los exosomas y los cuerpos apoptéticos se engloban dentro de las denominadas
vesiculas extracelulares. Tienen en comun que estan formadas por una bicapa lipidica con
proteinas de membrana y que contienen en su interior componentes citosolicos
caracteristicos de su procedencia celular. Entre sus diferencias se encuentra su tamafio y su

proceso de formacion [164, 165] (Figura 4, Tabla 1).

30-100nm 100 mm-1pm 1pm-5um B8-12 pm
protein A
aggregates e #
viruses bacteria

exosome microvesicle apoptotic body cell

Figura 4. Tamafio de las vesiculas extracelulares.
El término “microvesicle” hace referencia a las microparticulas. Gyérgy y col. [166].

4.3. Formacion de las vesiculas extracelulares

4.3.1. Formacion de los exosomas

Su formacién esta relacionada con el proceso de reciclaje de la membrana. Inicia con la
endocitosis de la membrana plasmatica formando una vesicula intracelular que se fusiona con
una vesicula de mayor tamafio denominada endosoma temprano [167, 168]. El endosoma
presenta en su interior vesiculas internas generadas a partir de invaginaciones de su propia
membrana. Mediante un proceso de maduraciéon el endosoma temprano se transforma en

una estructura mdas compleja denominada cuerpo multivesicular. Los cuerpos

~ 20 ~



LINTRODUCCION

multivesiculares pueden tener 3 destinos: i) reciclado de la membrana plasmatica, ii)
degradacién en los lisosomas iii) secrecion [167, 168]. En este ultimo caso los cuerpos
multivesiculares se fusionan con la membrana plasmatica celular liberando su contenido al

exterior incluyendo a los exosomas (Figura 5).

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes tipos de vesiculas extracelulares

Caracteristica Exosomas Microparticulas Cuer,p.os
apoptoticos
Tamaifo 50 100 nm 100 -1000 nm Hasta 4000 nm
Multivesicular Vesiculacion
Origen Compartimentos membrana Fragmentos celulares
internos plasmatica
Liberacion ConSt'ItutI\./fi ylo 'A.ctllvaC|on y/q Final apoptosis
activacion inicio apoptosis
Capacidad de Nula o baja Alta Alta
unién a AnVv
Marcadores CD63 Antigenos de su Histonas
proteicos tetraspano célula parental
Referencias [167, 169] [170, 171] [172, 173]

AnV: anexina V. Adaptaciéon de Mause y col. [174].

4.3.2. Formacién de los cuerpos apoptoticos

Los cuerpos apoptéticos como su nombre indica se forman durante la etapa tardia del
proceso de apoptosis celular. Estos cuerpos son fagocitados por los macréfagos circundantes

en la fase final de la apoptosis (Figura 5).
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Figura 5. Formacion y liberacion de vesiculas extracelulares.
A. Cuerpos apoptoticos. B. Microparticulas (“micovesicles”) C. Exosomas. NC: nucelo celular;
MVB: cuerpos multivesiculares maduros. Adaptacién de Kooijmans y col. [175].

4.3.3. Formacion de las MPs

Sabemos que de manera previa a la liberaciéon de las MPs o proceso de microvesiculacion
tienen lugar tres fenémenos: 1) aumento de la concentracion de calcio intracelular, ii) pérdida
de la asimetria de la membrana lipidica con la consecuente exposicion de la fosfatidilserina en
la cara externa de la membrana iii) reorganizacioén del citoesqueleto. Cada una de las caras
que forman la bicapa lipidica de la membrana plasmatica tiene una composicion lipidica
especifica. La cara externa esta formada por los fosfolipidos fosfatidilcolina y esfingomielina
y la cara interna por los fosfolipididos fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina. Esta asimetrfa
en la bicapa es mantenida gracias a la acciéon de un conjunto de enzimas de membrana que se
encargan del movimiento de fosfolipidos entre las dos capas: la flipasa, transporta la
fofatidilserina y la fosfatidiletanolamina de la cara externa a la interna, la flopasa transporta
fosfolipidos de forma no especifica desde la cara interna a la externa y la escramblasa que
transporta los fosfolipidos hacia la cara interna o externa de forma aleatoria [176, 177].
Durante procesos de activacion, apoptosis o situaciones de estrés celular los canales de calcio
situados en la membrana plasmatica y en la membrana del reticulo endoplasmico se abren
aumentando la concentracion de calcio en el citosol. El aumento de calcio intracelular
inactiva a la flipasa y activa a la flopasa y a la escramblasa. Como consecuencia, los
fosfolipidos fosfatidilserina, y fosfatidiletanolamina se externalizan y se pierde la asimetria de

la membrana. Este proceso también implica la disrupciéon entre los fosfolipidos de la cara
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interna y el citoesqueleto [178] (Figura 6). El citoesqueleto es un enramado de proteinas
(actina, miosina, filamentos intermedios) situado bajo la cara interna de la membrana. Actia
como soporte interno para la célula confiriéndole estabilidad. El aumento de calcio
intracelular activa a enzimas como la calpaina o la gelsoina encargadas de la disrupcion de las
proteinas ancladas al citoesqueleto [176, 177]. También activa a la rho quinasa que altera el
citoesqueleto y favorece la contraccion celular [179]. El citoesqueleto se desprende de la
membrana plasmatica, la célula pierde su estabilidad y empiezan a formarse protuberancias
citoplasmaticas que se separan de la célula por fision dando lugar a pequefias vesiculas

lipidicas ricas en fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina en su superficie [180] (Figura 6).

4.4. Modulacion de los niveles de MPs

4.4.1. Liberacion de las MPs

Los niveles de MPs estan determinados por la tasa de liberacion y el aclaramiento. Otros
factores como el sexo, el ritmo circadiano, la edad o el ciclo menstrual estda descrito que
podrian afectar a sus niveles en plasma [177, 181, 182]. Se considera que las MPs puede
generarlas cualquier tipo de célula eucariota incluyendo las células vasculares. La liberacion de
las mismas es un proceso biolégico controlado que se produce en respuesta a diferentes
procesos como la activacion celular [183], exposicion a estrés biologico (radicales de oxigeno,
ultravioleta), inflamacién, isquemia, hipoxia [184], exposicion a adenosin trifosfato (ATP)
[185], la diferenciacién celular, senescencia o transformacién a célula maligna [186-188].
Asociadas a estos procesos hay muchas sustancias reconocidas como estimulos fisiologicos
que se han descrito que promueven la formacién de MPs. La Tabla 2 resume algunos de

ellos.

4.4.2. Aclaramiento de las MPs

Se estima que las MPs tienen un corto periodo de vida en el torrente sanguineo comparado
con el de su célula progenitora. Estudios 7 vive en modelos animales sitdan el tiempo de vida
de las PMPs en aproximadamente 30 min en ratones [189] y menos de 10 minutos en
conejos [177] mientras que la vida de una plaqueta puede alcanzar los 10 dias. El proceso
de aclaramiento no se conoce con exactitud. Como posibles mecanismos implicados en este
proceso se incluye: la degradacion de los fosfolipidos de membrana mediante las fosfolipasas
[190], la fagocitosis directa via interacciéon del fosfolipido fosfatidilserina presente en la

superficie de las MPs con la lactaderina presente en la superficie de los macréfagos [191, 192]
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y la fagocitosis indirecta a través de opsoninas como la anexina V o la proteina S que
reconocen a la fosfatidilserina uniéndose a ella y facilitando su fagocitosis [191]. En un
modelo animal experimental se ha observado una menor capacidad de aclaramiento de MPs
en ratones a los que se les extirp6 el bazo por lo que se le considera a este 6rgano el principal

responsable de su aclaramiento [163].

Tabla 2. Principales estimulos para la liberacion de MPs en funcion del tipo celular

Tipo celular Estimulo Referencia
LPS [193]
Proinflamatorio citoquinas [194]
ADP [195]
Trombina [196]
Plaguetas Procoagulante Colageno [197]
q Agonistas PAR [198]
Estrés mecanico [199]
Epinefrina/noradrenalina [200]
Otros lonéforo de calcio [194]
Almacenamiento [201]
TNF-a [202]
LPS [203]
Proinflamatorio IL-1a [204]
PCR [205]
i Trombina [206]
Células Procoagulante Proteina C activada [207]

endoteliales

Glucosa elevada [196]

Angiotensina Il [208]

lonoforo de calcio [209]

Otros Estrés mecanico [210]
ROS [211]

TNF-a [212]

Proinflamatorio LPS [213]
Leucocitos Ligando Fas [214]
Actinomicina D [215]

Otros lonoforo de calcio [216]
Endotoxinas [217]

LPS: lipopolisacarido; ADP: adenosin difosfato; PAR: receptor de proteasa
activado; TNF-o: factor de necrosis tumoral; IL-1a: intetleuquina 1 alfa; ROS:
especies reactivas de oxigeno.
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Figura 6. Proceso de formacién de las MPs.
A. Célula en reposo. B. Activacién celular. C. Escision del citoesqueleto y deprendimiento de la
membrana plasmatica. D. Emision de la microparticula. ER: reticulo endoplasmico; ATP: adenosin
trifosfato; ADP: adenosin difosfato. Piccin y col. [218].
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4.5.  Estructura y composicion de las MPs

La composicion y propiedades de las MPs vienen determinadas por su célula de origen, el
microentorno en el que se encuentre esa célula y la naturaleza del estimulo que las origine.
Las MPs representan mas que una version en miniatura de su célula parental ya que ademas
de tener sus mismas propiedades, ciertos componentes en las MPs se encuentran
enriquecidos si los comparamos con su célula de procedencia. Un ejemplo de ello es la
considerable concentraciéon local de fosfatidilserina que presentan las MPs en superficie
[174]. A nivel de membrana las MPs estan formadas por fosfolipidos, receptores
transmembrana, canales, proteinas de unién a glicosilfosfatidilinositol (GPI) o proteinas de
adhesion celular [174]. Si se estudian las proteinas de membrana que presentan las MPs
podremos identificar su origen celular (plaquetario, endotelial, leucocitario, eritrocitario,
tumoral, etc.). Por ejemplo las PMPs pueden expresar la glicoproteina IIb-1IIa (CD41), la
molécula de adhesiéon plaqueto-endotelial (PECAM-1; CD31) y la P-selectina (CD62P). Las
EMPs pueden expresar en su superficie CD31, E-selectin (CD62E), endoglina (CD105) o S-
endol (CD146). También se puede obtener informacién sobre la naturaleza del estimulo que
las origind. Asi como MPs procedentes de plaquetas activadas por trombina expresan el
complejo glicoproteico IIb-Ila en su superficie, MPs derivadas de plaquetas activadas por el
complemento no lo hacen|[219]. También se han encontrado diferencias en cuanto a
expresion de antigenos como CD31, CDG62E, CD105 entre MPs derivadas de células
endoteliales activadas o apoptoticas [220, 221]. A nivel intravesicular las MPs estan formadas
por parte del citoplasma de la célula parental que se evaginé durante la microvesiculaciéon.
Por ello pueden contener un amplio espectro de sustancias bioactivas, citoquinas,

quimioquinas, enzimas, factores de crecimiento, proteinas de sefializacion, o incluso ARNm

y micro ARN [174] (Figura 7).

4.6. Funciones de las MPs

Dada su composiciéon heterogénea, las MPs juegan un papel crucial en muchos procesos
fisiopatologicos como la hemostasia, la trombosis, la inflamacién, el sistema inmune o la
angiogénesis. Debido a su pequefio tamafio la MPs circulan por todo el arbol vascular

permitiéndoles participar en procesos tanto locales como remotos [222, 223].

~ 26 ~



LINTRODUCCION

Targeting/adhesion

Cell

Tissue factor stimulation

and clotting

Signal
transducti=m

Apoptosis
regulation

Nonpeptide
mediators

Cytoskeleton

Membrane fusion @associated
and receptors

g———0.05-1 pm—|

Figura 7. Estructura y composicion de las MPs.
Representacion esquematica del repertorio de componentes de las MPs. MHC: complejo mayor de
histocompatibilidad; GPI: glicosilfosfatidilinositol. Adaptacion de Hugel y col. [224].
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4.6.1. MPs y comunicacion celular

Las MPs son consideradas auténticos mediadores y efectores de la comunicacién intercelular
mediante la interaccién con receptores celulares, trasferencia de moléculas de superficie o del
contenido citoplasmatico proteico o genético remotos [222, 223]. Hoy en dia se conoce que
las MPs juegan un papel crucial en muchos procesos fisiopatolégicos como la hemostasia, la
trombosis, la inflamacién la regulacion del tono vascular, la respuesta inmunitaria, o la

angiogénesis. La figura 8 resume las posibles vias de comunicacién entre célula y MPs.

4.6.2. MPs e inflamacion

Las MPs podrian contribuir a las respuestas inflamatorias de diferentes formas. Las EMPs
generadas durante el estrés oxidativo dan lugar a fosfolipidos oxidados biolégicamente
activos, que promueven la activacién de neutréfilos y la adherencia de monocitos a las células
endoteliales. Las EMPs podrian tener la capacidad de activar a los leucocitos [225] y mejorar

la adhesién de macréfagos [208]. También se ha observado que las PMPs facilitan la
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adhesion de monocitos al endotelio vascular [223] y que podrian favorecer la interaccion

interleucocitaria via P-selectina [220].

target cell

~
LV SR R
. o — MR~ { movo )
AT nucleic acids (8.9. mRNA, miR) R -

———

lipids (e.g. AA)

soluble factors (e.g. RANTES, PPARy)

o
w m Tﬁ receptors (e.g. CCRS, CXCR4)

Figura 8. Vias de comunicacion intercelular utilizadas por las MPs.
A. Transferencia de proteinas. B. Sefializacién. C. Transferencia de ARN y/o lipidos. D.
Transferencia de receptores y/o proteinas. MP: microparticulas. Adaptacién de Mause y col. [174].

4.6.3. MPs e inflamacion

Las MPs podrian contribuir a las respuestas inflamatorias de diferentes formas. Las EMPs
generadas durante el estrés oxidativo dan lugar a fosfolipidos oxidados biolégicamente
activos, que promueven la activaciéon de neutrofilos y la adherencia de monocitos a las células
endoteliales. Las EMPs podrian tener la capacidad de activar a los leucocitos [225] y mejorar
la adhesion de macréfagos [208]. También se ha observado que las PMPs facilitan la
adhesion de monocitos al endotelio vascular [223] y que podrian favorecer la interaccion

interleucocitaria via P-selectina [220].

4.6.4. MPs y apoptosis

Se ha observado que MPs procedentes de monocitos y de linfocitos T pueden inducir
apoptosis en macréfagos [227, 228]. Algunos estudios han encontrado caspasas dentro de las
EMPs y PMPs [229, 230]. También se ha observado que MPs procedentes de pacientes

hipertensos inducen la producciéon de H,O,, la senescencia celular y la apoptosis [231].
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4.6.5. MPs y hemostasia

4.6.5.1. MPs procoagulantes

Fosfatidilserina

La mayoria de las MPs se caracterizan por presentar en su cara externa una alta
concentraciéon de fosfatidilserina. La fosfatidilserina es un fosfolipido aniénico cuya carga
negativa facilita el ensamblaje de los factores de coagulacién y sus cofactores favoreciendo la
formacion de los complejos protrombinasa, tenasa e iniciador de la cascada de coagulacion
todos ellos implicados en el proceso de formacién del coagulo. Se produce una interaccion
electrostatica entre la carga positiva del acido gamma-carboxiglutimico presente en los
factores coagulacion y la carga negativa de la fosfatidilserina (Figura 9). Entre las proteinas de
la cascada de coagulacién que contienen acido gamma carboxiglutimico se incluyen los
factores VII, IX, X, y la protrombina. Diferentes estudios sugieren que la actividad
procoagulante asociada a la MPs juega un papel en la hemostasia. Utilizando un test de
generacion de trombina, Pereira y colaboradores encontraron que el plasma libre de
plaquetas en pacientes diagnosticados de sindrome de antifosfolipidos tenfan una capacidad
de generaciéon de trombina aumentada comparada con el de sujetos sanos y que esta

diferencia dependia de la presencia de PMPs [232].

Initiating Intrinsic Tenase Prothrombinase
Complex Complex Complex

Figura 9. Ensamblaje de los complejos de coagulacion en la membrana lipidica.

TF: factor tisular; FVII: factor VII, FX: factor X; FVIII: factor VIII; FIX: factor IX; FX: factor X;
PT: protrombina. La letra a junto al nimero romano de cada factor de coagulacién indica que se
encuentra activado. Los fosfolipidos de membrana con carga negativa se representan en rojo. Owens
y col. [163].
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Factor tisular

Diferentes tipos celulares como el endotelio, plaquetas, fibroblastos o monocitos pueden dar
lugar a MPs circulantes que en su superficie exhiban FT (MPs+FT) las cuales podrian tener
un papel en la hemostasia. En estudios zz vivo se ha observado como las MPs+FT se
acumulan en el coagulo [233, 234] y potencian su actividad procoagulante. Un modelo
animal en el cual se ligo la arteria carétida, demostré que la acumulacion de fibrina en el lugar
del dafio aumentaba cuando se le inyectaba al animal MPs+FT de procedencia humana [235].
Otros modelos experimentales han demostrado que tras la generacién de un dafio de la pared
vascular la acumulacién rapida de FT (tras los 60 segundos) depende de las MPs portadoras
en su superficie de FT y no del FT procedente de leucocitos cuya acumulacion en el lugar del
dafio no se empez6 a observar hasta pasados los 2-3 min [234, 236] y como el aumento en
los niveles de MPs procoagulantes podria restablecer la hemostasia en un modelo animal de
hemofilia A [237]. Esta acumulacién de MPs+FT parecer ser dependiente de la interaccion
entre la P-selectina expresada en la superficie de plaquetas activadas ya reclutadas en el
coagulo con su ligando denominado glicoproteina ligando 1 de la P-selectina (PSGL1)
expresado en MPs derivadas de monocitos. Se ha observado que en ratones deficientes para
ambas proteinas el reclutamiento de MPs en el lugar del trombo es menor. Por otro lado,
estudios muestran que la presencia de P-selectina en el coagulo favorece el reclutamiento de
MPs+FT derivadas de monocitos [234, 236] y que el reclutamiento de estas MPs favorece la

formacion de fibrina [238].

4.6.5.2. MPs anticoagulantes y fibrinoliticas

Ademas de las MPs con una actividad procoagulante, existen MPs con actividad
anticoagulante o fibrinolitica que contribuyen a mantener el equilibrio hemostatico. Se ha
observado que las MPs pueden ser portadoras de sustancias anticoagulantes como el
inhibidor de la via del FT, la trombomodulina (inactiva a la trombina uniéndose a ella) o la
proteina C activada (regula la activacién de los factores V y VIII) [239, 240] o incluso pueden

ser portadoras de compuestos fibrinoliticos como el t-PA o el u-PA [241, 242].

4.6.6. MPs y trombosis

El modelo celular de coagulaciéon de Furie, contempla el papel de las MPs+FT monocitarias
en la actividad trombodtica [140] (Figura 9). Diferencia entre dos tipos de MPs+FT, las

hemostaticas y las patoldgicas. Las hemostaticas estarfan presentes en el torrente sanguineo
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de forma constitutiva a bajas concentraciones y expresarfan en su superficie FT inactivado.
Tras el dafio vascular, estas MPs se reclutarfan via P-selectina-PSGL1 lo que conllevaria la
activacion de su FT [238, 243]. Por el contrario, las MPs patologicas, estarfan presentes a
altas concentraciones en el torrente circulatorio y expresarfan FT activado en su superficie.
Estas MPs se reclutarfan a través del endotelio o de las plaquetas y al presentar ya el FT
activado no necesitarfan el paso de activacion que regula la formacién de trombina por parte
de las MPs hemostaticas. De forma adicional, las MPs con FT y/o con PSGL1 también
podrian fusionarse con otros tipos celulares favoreciendo el reclutamiento de células al
trombo [244]. Diferentes estudios han observado un aumento de los niveles o de la actividad
procoaculante de las MPs+FT en pacientes con cancer que han desarrollado trombosis con

respecto a aquellos que no la han desarrollado [245-247].

4.6.7. MPs y cancer

La relaciéon entre la generacion de MPs y el cancer esta bien establecida [183, 248-251]. Entre
los procesos que inducen microvesiculaciéon se incluye el cancer. La accion de mutantes
oncogénicos como el K-ras [252], el receptor del factor de crecimiento epidermal [253], o su
mutante el denominado factor de crecimiento epidermal variante III estimulan la liberacién
de MPs [252, 253]. De forma similar, la activaciéon [185] o la supresion [252] de ciertos
supresores de tumores alteran la vesiculacion celular. Evidencias de peso sugieren que las
MPs contribuyen a la supervivencia del cancer, a la invasion del tumor y a la metastasis [254].
Las células tumorales podrian estar esquivando la apoptosis mediante liberacién de MPs con
alto contenido en caspasa 3 (enzima apoptotica) [204, 254, 255] o podrian actuar
contribuyendo a la resistencia de tratamientos antitumorales. Se ha observado que lineas
celulares quimio-resistentes liberan mas MPs con el agente quimico terapéutico que aquellas

lineas no resistentes [254, 256, 257].

Las MPs también podrian ejercer un papel en el sistema inmune suprimiendo la respuesta
antitumoral y favoreciendo la proliferaciéon del tumor. MPs procedentes de células tumorales
podrian fusionarse con monocitos y mermar su capacidad como célula presentadora de
antigenos [254] o contribuir con el crecimiento del tumor transfiriendo oncogenes a células
no tumorales transformandolas en malignas [178]. En modelos experimentales tanto 7 vitro
como z vivo diversos estudios han demostrado la implicaciéon de las LMPs en la angiogénesis
[258, 259] y el papel de las PMPs en la angiogénesis, la regeneracion tisular [258, 260] vy la
metastasis [261]. Algunos estudios han observado en pacientes oncoldgicos una correlacion

entre los niveles de MPs procoagulantes y la aparicion de trombosis [243, 245, 262, 263] y
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varios trabajos asocian el estado protrombético del cancer con la presencia de MPs, en

especial con las PMPs [254].

4.6.8. Las MPs como biomarcadores de ETV en el cancer y de neoplasia
subyacente en la trombosis

Los biomarcadores podrian ser una herramienta complementaria para mejorar la
especificidad/sensibilidad de los modelos actuales de prediccion del riesgo de ETV en
pacientes oncoldgicos. Su estudio es dificil dada la heterogeneidad de los pacientes con
cancer y los multiples factores de riesgo que en el curso clinico de la evoluciéon del paciente

oncoloégico pueden estar o no presentes.

Por otro lado, la posibilidad de que las MPs sirvieran de ayuda en el disefio de estrategias
personalizadas de busqueda de neoplasias subyacentes en pacientes con trombosis, es una
atractiva idea. La capacidad procoagulante de las MPs, su potencial papel en el mecanismo de
la trombosis, en el mecanismo de crecimiento y supervivencia tumoral y la elevacién de
poblaciones especificas de MPs tanto en el cancer [161] como en la trombosis [162, 163]
comentado en parrafos anteriores, alientan a pensar en el potencial de las MPs como uno de
los biomarcadores mas prometedores en la relacién bidireccional cancer-trombosis, que los
estudios y epidemiologia clinica nos han demostrado desde hace muchos afios. Por ahora, la
mayoria de estudios de MPs se centran en ellas como marcadores predictores del desarrollo

de ETV en cohortes de cancer aunque atin no se han obtenido evidencias [264, 265].

4.7. M¢étodos para el analisis de MPs

La facilidad con la que los niveles y propiedades de las MPs circulantes se alteran ex zivo junto
con la falta de estandarizaciéon en el procedimiento de aislamiento y deteccion de MPs
suponen una importante limitacién para el uso de las MPs como biomarcadores. Los
métodos utilizados por los diferentes autores varfan entre si y hacen dificil la comparacién de
resultados entre laboratorios. Sociedades cientificas como la Sociedad Internacional de
Trombosis y Hemostasia y la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares estin
impulsando trabajos colaborativos con la finalidad de estandarizar un protocolo consensuado
para el analisis de MPs [260]. Resultado de esta iniciativa, se ha alcanzado conocimientos
acerca de diversos aspectos o condiciones preanaliticas que afectan la cuantificacioén de las

MPs.
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4.7.1. Condiciones preanaliticas para el aislamiento de MPs

Debido a la facilidad con la que se pueden altera los niveles de MPs ex vzvo, son numerosas
las circunstancias preanaliticas que pueden afectar tanto a los niveles como a su actividad.
Aqui se recogen las principales condiciones preanaliticas descritas como variables que

influyen en el estudio de MPs circulantes a partir de muestras sanguineas.

4.7.1.1. Tipo de muestra

El plasma es el tipo de muestra mas recomendado y utilizado para el estudio de MPs. Otras
opciones como el empleo de suero quedan descartadas ya que su preparacion requiere la
coagulacion de la sangre iz vitro, proceso en el que se liberan MPs. El analisis de MPs sobre
sangre total en fresco es una alternativa elegida por algunos autores [177, 267, 268], tiene la
ventaja de que se miden las MPs en su entorno fisiologico y se esquiva ademas la alteracion
causada por la congelacion y/o centrifugacion de la muestra, sin embargo es poco practico ya
que para minimizar la generaciéon ex vivo de MPs la muestra debe analizarse en ese mismo

momento.

4.7.1.2. Eleccion del anticoagulante para la extraccion sanguinea

El citrato de sodio es el anticoagulante mas empleado y considerado como mas apropiado
para el estudio de MPs ya que previene la degranulacion tanto plaquetar como leucocitaria y
actia como agente quelante de los iones de calcio evitando asi en gran medida el proceso de
vesiculacion. El comité cientifico de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia
recomienda el uso de citrato trisédico en concentraciones de 0,105 6 0,129 ml/L (3,2 % 6 3,8
%) [269]. Otros anticoagulantes como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o
anticoagulantes del tipo inhibidor de proteasas como la heparina siguen utilizandose para el
analisis de MPs [270]. Hay autores que consideran que la heparina preserva mejor las MPs de
procedencia endotelial cuyos niveles podrian verse afectados por la acciéon quelante de los

anticoagulantes como el citrato sodico [271].

4.7.1.3. Método de venopunciéon

Durante el proceso de la extraccion las plaquetas son susceptibles de activarse y
consecuentemente liberar PMPs. El uso de agujas de didmetro muy pequenio asi como una
fuerte y prolongada compresion durante la extraccion aumentan la presién en la vena

pudiendo causar hemolisis 7z vitro y la posible formacion de MPs eritrocitarias. Recientes
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estudios muestran que el uso de agujas de mayor calibre (calibre 21) disminuye la hemolisis 7
vitro, la generacion de MPs y la activacion plaquetar [269]. Es recomendable descartar los
primeros 2 - 3 mL de sangre extraidos para limitar el efecto artefactual del dafio vascular

causado por la propia venopuncion.

4.7.1.4. Transporte

Cuando se requiera transportar los tubos de sangre desde el lugar de la extraccién hasta el
lugar de procesamiento, el control de la agitaciéon de los tubos de extraccion durante este
tiempo es fundamental. Se ha observado que la agitaciéon de los tubos, aunque fuese de
forma involuntaria y accidental, aumenta sustancialmente los niveles de MPs. Si se requiere
transportar los tubos de sangre, se recomienda hacerlo en posicion vertical y sin ninguna

agitacion para evitar la generacion de MPs artefactuales [269)].

4.7.1.5. Retraso en el procesamiento

Un tiempo de demora desde la extracciéon hasta el inicio del procesamiento (inicio de la
centrifugacion) inferior a dos horas se considera adecuado ya que ese tiempo de demora no
causa una alteracion sustancial de los niveles de MPs y a la vez es un tiempo compatible con
la practica diaria del laboratorio. Un tiempo de procesamiento superior a 2 h puede dar lugar
a MPs artefactuales [269, 272]. La mayoria de los trabajos publicados no especifican la

demora en el tiempo de procesamiento en su metodologia.

4.7.1.6. Centrifugacion

Aunque la mayoria de autores optan por centrifugar las muestras de sangre como paso previo
al analisis de MPs no existe un consenso sobre qué condiciones de centrifugacion son las mas
adecuadas. La variedad de protocolos de centrifugacion empleados en los distintos
laboratorios [159, 273-275] hace que a nivel preanalitico, la centrifugacion sea la principal
causa de variabilidad en la determinacion de MPs. Dependiendo del protocolo de
centrifugaciéon que se haya empleado la determinacién de MPs se lleva a cabo sobre el plasma
o sobre el pellet de MPs. Para obtener el pellet o sedimento de MPs se realizan
centrifugaciones seriadas a distintas velocidades la dltima de ellas suele ser una
ultracentrifugaciéon o una centrifugacion a alta velocidad durante un tiempo prolongado en
las que se obtiene un pellet rico en MPs. Tiene como ventaja evitar la contaminacioén

plaquetar pero en contraposicion se pierden MPs debido a que algunas de ellas no son mas
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densas que el plasma y por tanto no sedimentan [276]. La medicién de MPs directamente
sobre plasma es la opcidén mas utilizada por los distintos autores [159, 165, 269, 277]. El
numero de centrifugaciones empleadas oscila entre 1 y 2 centrifugaciones y los tiempos y

velocidad empleados muy variables.

4.7.1.7. Almacenamiento

Lo ideal serfa realizar la determinacion de MPs en fresco sin que sea necesario su
almacenamiento. En la practica diaria de muchos laboratorios es dificil realizar un analisis en
freso. La mayoria de trabajos conservan el pellet de MPs o el plasma a -80 °C antes del
analisis de MPs. Se ha observado que la congelacion afecta de forma variable los niveles de
MPs. Se hipotetiza que los restos celulares y/o plaquetas residuales presentes en la muestra
congelada se activan en la congelacién/descongelacion y dan lugar a MPs artefactuales.
Algunos autores prefieren congelar la muestra de forma rapida en nitrégeno liquido antes de
almacenarla a -80 °C para preservar la morfologia de las MPs y disminuir la formaciéon de
cristales [278], otros consideran que la congelacién rapida no tiene ningun efecto en la
conservacion las MPs [269]. La temperatura de descongelacion de la muestra también es
objeto de debate, diversos autores recomiendan una descongelacion lenta para preservar la
estructura y funcién de las MPs [278] mientras que otros abogan por una descongelacion
rapida a 37 °C para evitar la formacién de cristales y defienden que la descongelacion lenta

favorece la formacién de MPs artefactuales [269].

4.7.2. Métodos para la deteccidn y caracterizacion de MPs

4.7.2.1. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular multiparamétrica cuyo fundamento
radica en hacer pasar una suspensién de particulas alineadas en una corriente de fluido por
un haz de luz, generalmente, uno o varios laseres monocromaticos. Gracias a las propiedades
fisicas de dispersion de la luz y a la emisiéon de fluorescencia, es posible determinar
simultaineamente multitud de parametros de cada particula, que es analizada individualmente
[279].Las células o particulas, en nuestro caso MPs, se anaden a un medio liquido y se pasan a
través de una camara de flujo sobre la que inciden diferentes laseres monocromaticos. Fruto
del impacto del laser en la MPs se produce una dispersion de luz (“scattered light”) que es
captada por diversos detectores. El “forward scattered light” (FS) es el parametro del

citobmetro que recoge el haz de luz dispersado hacia delante y que da informacién sobre el
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tamafio de la MPs. El “side scattered light” (SS) es el parametro que recoge el haz de luz
dispersado ortogonalmente y que da informacién sobre la complejidad de 1a MPs. Ademas, si
la muestra se incuba previamente con anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos, es
posible inmunofenotipar las diferentes poblaciones de MPs. En la figura 10 se refleja el

fundamento de la citometria de flujo.
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Figura 10. Esquema del fundamento de la citometria de flujo.
FSC: canal de deteccidn de “forward scattered light”. Adaptacién de BD Biosciences

La citometria de flujo es la técnica mas empleada para la determinaciéon de MPs. Tiene como
ventaja que permite de forma simultinea determinar el nimero de MPs e identificar su
origen celular o la composiciéon de proteinas a nivel de superficie [274, 280, 281]. Sin
embargo, presenta ciertas limitaciones causadas por el pequefio tamafio de las MPs (0,1 um —
1 um) que hace que su deteccién en los citbmetros requiera condiciones de trabajo muy
proximos a los limites de sensibilidad de estos equipos [282-284]. La falta de un protocolo
estandarizado para la deteccion de MPs por citometria es otra importante limitaciéon que

dificulta la comparacién de resultados entre las diferentes plataformas citométricas.

La mayoria de trabajos utilizan esferas fluorescentes con tamafio conocido para ajustar los
parametros del citometro y establecer una regién donde se estima que se van a recoger los
eventos de tamafio entre 0,1-1 wm, compatibles con el tamafio de las MPs [285, 286]. El IS
es el parametro mas utilizado como criterio para establecer la regiéon de MPs en el citometro
[285, 286]. Recientemente, algunos autores basandose en los resultados obtenidos en
estudios multicéntricos dirigidos a la estandarizaciéon del analisis de MPs por citometria

concluyeron que existen citdbmetros con una mayor capacidad de resolucién en el parametro
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FS y citémetros con una mayor resoluciéon en el parametro de SS y que en estos ultimos,
hasta ahora, la estrategia utilizada para la deteccion de MPs basada en el IS no era la
adecuada [282] . Esto se traducia en variabilidad de resultados entre citémetros optimizados
en FS versus citdbmetros optimizados en SS [287]. Consecuentemente se propuso una nueva
estrategia de calibraciéon basada en un set de microesferas fluorescentes adaptado a
citometros optimizados en FS y otro set de microesferas fluorescentes adaptado para
citbmetros optimizados en SS de forma que aunque aparentemente se utilice para cada tipo
de citbmetro un protocolo diferente con un tamano de microesferas diferentes, el resultado
final sea establecer en los equipos una regién de MPs equivalente que permita la
comparacion de resultados [288]. Esta nueva estrategia de calibracién podria suponer una
interesante alternativa y un gran avance en el proceso de estandarizacion en la detecciéon de

MPs, sin embargo se necesitan estudios futuros que la validen.

4.7.2.2. Ensayo por inmunoadsorciéon asociado a enzimas

Las MPs pueden ser analizadas mediante ensayos de inmunoadsorcién asociado a enzimas
(ELISA). Esta técnica emplea anticuerpos monoclonales especificos de moléculas de
superficie de las MPs para aislarlas y cuantificar su concentracion, normalmente mediante
colorimetria o fluorometria. El tipo de MPs aislada va a depender del tipo de anticuerpo
utilizado. Tiene como ventajas la cuantificaciéon de forma sencilla y automatizada pero no da

informacion a nivel funcional [178].

4.7.2.3. Ensayos funcionales

Son kit comerciales que miden la actividad funcional de las MPs normalmente mediante
ensayos protrombinasa colorimétricos, fluorométricos o basados en pruebas que miden
tiempo de coagulaciéon. Se distinguen dos grupos. Los tests que miden la actividad
procoagulante de MPs dependiente de fosfolipidos como son el “Zymuphen MPs Activity
assay” (Hypen Biomed) o el test de fosfolipidos procoagulantes (Procoag PPL, Stago), y los
tests que miden la actividad procoagulante dependiente de FT como el “Zymuphen MP TF
Assay” (Hypen Biomed). Este tipo de determinaciones tienen la ventaja de que dan
informacién sobre la actividad de las MPs pero no informacién detallada sobre los valores

absolutos ni sobre la procedencia celular [165, 177].
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4.7.2.4. Microscopia

Diferentes técnicas de microscopia pueden ser utilizadas para la detecciéon de MPs cada una
con sus ventajas e inconvenientes. La microscopia electrénica da informacién fiable sobre el
tamafio y la morfologfa. Si se utiliza la inmuno-microscopia electronica se pueden identificar
diferentes poblaciones. Sin embargo, tiene limitaciones en cuanto a la cuantificacién y es una
técnica costosa que requiere un procesamiento de muestra que puede alterar el tamafo y la
morfologia de las MPs [289]. La microscopia confocal laser permite la identificacion de
diferentes poblaciones de MPs mediante el marcaje con anticuerpos monoclonales marcados
fluorescentemente y con la microscopia confocal de barrido por fluorescencia se puede
obtener informacion sobre las caracteristicas morfolégicas aunque requiere varias horas de
preparacion [274]. Otro tipo de microscopia utilizada es la microscopia de fuerza atémica.
Esta es una técnica éptima para la evaluacién de la morfologia de la MPs aunque tiene

algunas limitaciones a la hora de analizar su tamafio [290].

4.7.2.5. Dispersion dinamica de luz

La dispersion dindamica de luz, también conocida como espectroscopia de correlacion de
fotones es util para determinar el tamafio de particulas en suspension de entre 1 nm y 6 pm.
Es util para el analisis de MPs homogéneas pero su uso en el analisis de poblaciones

heterogéneas esta limitado [291].

5. Planteamiento del problema y justificaciéon de nuestro estudio

Aunque los estudios acerca de MPs en diferentes patologias se han visto incrementados
considerablemente en los ultimos afios [292-297], su traslacién a la aplicacion clinica adn no
se ha conseguido. Esto es debido en gran parte a la ausencia de un protocolo preanalitico y
analitico estandarizado que permita una mediciéon precisa, objetiva y reproducible entre
diferentes laboratorios. El estudio de las condiciones preanaliticas de procesamiento asi
como el estudio del método analitico comunmente empleado para la deteccién y
cuantificaciéon de MPs son indispensables para el establecimiento del valor de las MPs como
biomarcadores. En este sentido, y como paso previo a la caracterizacion de MPs en la ETV y
en el cancer, para este trabajo hemos estudiado de qué forma afectan a las MPs la
congelaciéon de la muestra y las condiciones de centrifugacion, dos de las condiciones
preanaliticas con mayor influencia en el procesamiento y que ademas generan controversia

entre autores. Como paso previo también se ha estudiado una nueva estrategia de calibracion
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de citémetros basada en una combinacién de bolas fluorescentes adaptadas para cada tipo de
instrumento cuyo objetivo final es optimizar la deteccion de MPs en los citémetros y
establecer una region de MPs que permita la comparacién de resultados entre plataformas

citométricas de diferentes laboratorios lo que facilitaria los estudios multicéntricos con MPs.

El dltimo aspecto abordado en esta tesis se centra en el cancer y la trombosis, dos patologias
diferentes pero estrechamente relacionadas en las que la elaboracion del perfil de pacientes
oncolégicos con mayor susceptibilidad para desarrollar trombosis y el diagnostico precoz de
la neoplasia subyacente en los pacientes con ETV es de gran relevancia clinica. En ambas
patologias por separado se han encontrado niveles de MPs circulantes elevados y se
contempla el uso de las MPs como posibles matcadores diagnésticos/pronédsticos del evento
trombético en el paciente oncolégico y de la neoplasia oculta en el paciente con cancer.
Desarrollando esta linea argumental, el papel biomarcador de las MPs serfa mas facilmente
abordable si logramos previamente caracterizar las MPs circulantes mas tipicas o genuinas de
cada enfermedad o situacién patoldgica en concreto y elaborar un perfil de MPs elevadas
asociadas a la trombosis y un perfil de MPs elevadas asociadas al cancer. Por esta razon,
centramos este trabajo en la caracterizacion de las MPs circulantes en pacientes con cancer y
en pacientes con ETV en el que estudiamos el origen celular de las MPs y las MPs que
presentan a nivel de membrana celular FT o PSGL1 cuya implicacién en el cancer y la

trombosis ya fueron descritas en modelos animales [298].
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ILHIPOTESIS

Las MPs circulantes podrian actuar como biomarcadores diagnésticos/prondsticos de
diversas patologias como el cancer o la trombosis y podrian ser de utilidad en el estudio de
mecanismos moleculares subyacentes en estas patologias. La falta de un disefio adecuado y
de un protocolo estandarizado para la medicién de las MPs limita sustancialmente su

potencial papel como biomarcador.

1. Las MPs son susceptibles de sufrir alteraciones ex zivo en funciéon de las condiciones
preanaliticas elegidas para el procesamiento de la muestra especialmente cuando se
trata de las condiciones de centrifugaciéon y almacenamiento. El estudio de estas
variables ayudarfa a conocer mejor de qué forma afectan y a seleccionar las
condiciones preanaliticas mas Optimas que tuvieran un impacto minimo sobre las
propiedades de las MPs.

2. Las nuevas estrategias de calibracion centradas en establecer regiones de MPs
comparables entre los diferentes tipos de citometros podrian ser una opcioén para
mejorar la reproducibilidad y la comparacién de resultados entre las diferentes
plataformas citométricas facilitando los estudios multicéntricos con MPs.

3. Niveles elevados de MPs especificas se han encontrado en pacientes oncologicos y
pacientes con trombosis. Podria existir un perfil de MPs especifico para cada una de
las enfermedades que fuera de utilidad para diferenciarlas y que nos permitiera el

disefio de posteriores estudios basados en la determinacién de estas MPs especificas.
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El objetivo global fue investigar el papel de las MPs como biomarcadores en pacientes con
ETV y cancer. De forma previa al analisis de estos grupos de pacientes estudiamos dos
aspectos de importancia capital para avanzar en nuestra linea argumental, la posibilidad de
incorporar ciertas MPs a algoritmos clinicos de decision. Un primer aspecto fue la influencia
de dos importantes factores preanaliticos en la determinaciéon de MPs y el segundo, la
utilizaciéon de una nueva estrategia de calibraciéon de citémetros que optimizara la deteccion
de MPs y facilitara la comparacién de resultados entre plataformas citométricas. Como
objetivos especificos de este trabajo se propusieron:
1. Evaluacion de la influencia de las condiciones de centrifugacion y conservacion de las
muestras sobre los niveles de MPs totales y su actividad procoagulante.
2. Comparaciéon de los niveles de MPs cuantificados en dos plataformas citométricas
diferentes siguiendo una nueva estrategia de calibracién.
3. Caracterizacion fenotipica diferencial de MPs en dos grupos de pacientes. Un grupo
diagnosticado de ETV idiopatica y otro diagnosticado de cancer que no desarrollan

ETV.
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6. Disefio experimental

6.1.  Objetivo 1: Evaluacion de la influencia de las condiciones de centrifugacion y
conservacion de las muestras sobre los niveles de MPs totales y su actividad

procoagulante
Diserio del estudio

Estudio comparativo observacional para la evaluacion del impacto de la centrifugacion y
almacenamiento de las muestras sobre los niveles de MPs totales y su actividad

procoagulante.
Poblacion de estudio
Se incluyeron 21 sujetos sanos del personal del Hospital La Fe de Valencia.

Variable de estudio

Como variable demografica se recogié el sexo. Como variables analiticas, para cada
condicién preanalitica estudiada se determinaron los niveles de MPs totales, la generacion de
trombina, el tiempo de coagulacién asociado a fosfolipidos y la cuantificacion de fosfolipidos

procoagulantes asociados a MPs.

6.2. Objetivo 2: Comparacion de los niveles de MPs cuantificados en dos
plataformas citométricas diferentes siguiendo una nueva estrategia de
calibracion

Diserio del estudio

Estudio observacional analitico que evalia las diferencias entre los niveles de MPs totales y
de procedencia de plaquetar medidos en dos tipos de citbmetros previamente calibrados con

una nueva estrategia de calibracion.
Poblacion del estudio

Los pacientes candidatos se seleccionaron en consultas externas monograficas de ETV. Se
incluyeron pacientes diagnosticados de forma objetiva de un episodio de TVP ya sea
idiopatica, secundaria a cirugfa, por inmovilizacién o tratamiento hormonal y que llevaban

tratados con anticoagulantes durante 3 meses.
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Variables de estudio

Como variables analiticas se determinaron niveles de MPs totales y niveles de PMPs.

6.3.  Objetivo 3: Caracterizacion fenotipica diferencial de MPs en dos grupos de
pacientes, diagnosticados de ETV y diagnosticados de cancer

Diserio del estudio

Estudio observacional descriptivo en el que se estudiaron niveles de diferentes
subpoblaciones de MPs y otros parametros relacionados con la coagulacién en pacientes
diagnosticados de ETV idiopatica, pacientes diagnosticados de cancer no asociado a ETV y
sujetos sanos. La cuantificacion, la caracterizaciéon fenotipica y la determinacién de la
procedencia celular de las MPs se realizo6 mediante citometria de flujo sobre muestras de
plasma pobre en plaquetas (PPP). La actividad procoagulante asociada a las MPs se
determiné mediante estudios de generaciéon de trombina, tiempo de formacioén del coagulo y
cuantificacién de fosfolipidos asociados a MPs. Como otros parimetros asociados a la
coagulacion se determinaron también sobre PPP, niveles de dimero D, sP-selectina y FT

antigénico.

Poblacion de estudio

Los pacientes candidatos se seleccionaron en consultas externas monograficas de ETV y de
oncologia del Hospital Universitario Virgen del Rocio entre marzo de 2011 y noviembre de
2013. El grupo sano se seleccioné a partir de acompafiantes de pacientes y personal
trabajador del hospital. En el grupo de pacientes con ETV no asociada a cancer se incluyeron
pacientes diagnosticados de forma objetiva de un primer episodio de ETV idiopatica en
cualquiera de sus manifestaciones (TVP o EP) que no desarrollaron cancer en los 12 meses
posteriores al episodio de ETV. Se excluyeron de este grupo todos aquellos pacientes
diagnosticados de ETV con antecedente de neoplasia, factor de riesgo transitorio de
trombosis (cirugfa, trauma, inmovilizacion prolongada por prescripciéon médica, tratamiento
hormonal) o tratamiento anticoagulante de mas de 72 h. También se excluyeron aquellos
pacientes que dentro de los 12 meses posteriores al diagnostico de ETV fueron
diagnosticados de cancer o existfa sospecha clinica de que podfan padecerlo. Dentro del
grupo de pacientes con cancer no asociado a ETV se incluyeron pacientes diagnosticados de

cancer de pulmén o de tracto digestivo en estadio IIIB o IV que no tuvieran signos de ETV
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incidental y que no desarrollaron trombosis en los 12 meses posteriores al diagnéstico de
cancer. Se excluyeron de este grupo todos los pacientes diagnosticados de cancer con
antecedentes de trombosis o terapia anticoagulante ya sea a modo de prevencién o como
tratamiento. También se excluyeron aquellos pacientes que dentro de los 12 meses
posteriores al diagnostico de cancer fueron diagnosticados de ETV o existia sospecha clinica
de que lo padecieran (episodios de disnea sin causa aparente, taquiarritmias, hipotension,
muerte subita o muerte sin causa conocida) y pacientes diagnosticados de cancer pero sin un
diagnoéstico histologico confirmado. En el grupo de sujetos sanos se incluyeron voluntarios
sanos sin antecedentes ni de ETV ni de cancer que no estuvieran en situacion de riesgo para
desarrollar  trombosis  (inmovilizacion  por  periodos  prolongados, tratamientos
anticonceptivos orales, cirugfa reciente...) y que no estuvieran bajo tratamiento

anticoagulante.
Variables de estudio

De todos los sujetos incluidos en el estudio se recogieron variables clinicas y demograficas:
sexo, edad, peso, talla, habito tabaquico, habito endlico, hipertension, dislipemia, enfermedad
arterial periférica, sindrome dispéptico, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad
hepatica, enfermedad respiratoria (asma, EPOC, tuberculosis, bronquiectasias u obstruccion
cronica del flujo aéreo), cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca cronica, artritis, artrosis,
enfermedad renal crénica, trastornos neurolégicos. En el caso del grupo de pacientes
diagnosticados de cancer se recogioé la fecha en la que fueron diagnosticados de forma
objetiva mediante histologfa, el tipo de neoplasia (pulmonar, gastrica o pancreatica y de
colon), el estadio de la neoplasia (estadio III o IV) y si el paciente se encontraba bajo
tratamiento con agente quimioterapico y/o radioterdpico en el momento de la extracciéon
sanguinea. Para el grupo de diagnosticados de ETV se tecogi6 el tipo de ETV (TVP con/sin
EP asociada o EP con/sin TVP asociada), si estaban bajo tratamiento con HBPM y en caso
afirmativo el tipo de tratamiento (enoxaparina, tinzaparina, bemiparina, fraxiparina,
dalteparina, rivaroxaban, dabigatran). Ademas en todos los sujetos se recogio la fecha de
extraccion sanguinea, fecha del ultimo seguimiento clinico, el periodo de seguimiento
(diferencia entre la fecha del ultimo seguimiento clinico y la fecha de extraccion). Dentro del
periodo de seguimiento se identificd a aquellos pacientes oncoldgicos diagnosticados o con
sospecha clinica de padecer ETV y a aquellos pacientes tromboéticos diagnosticados o con

sospecha clinica de padecer cancer asi como los pacientes que habian fallecido y su causa.
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Como variables analiticas se recogieron: niveles plasmaticos de MPs totales, niveles
plasmaticos de PMPs, LMPs y EMPs, niveles plasmaticos de MPs+FT o MPs con PSGL1
(MPs+PSGL1) en la superficie celular, niveles plasmaticos de MPs+FT de procedencia
endotelial (EMPs+FT) o plaquetar (PMPs+FT), niveles plasmaticos de MPs+PSGL1 de
procedencia leucocitaria (LMPs+PSGL1). De forma adicional se determinaron las

concentraciones plasmaticas de dimero D, sP-selectina y FT antigénico.

7. Consideraciones éticas

De todos los participantes se obtuvo consentimiento informado por escrito antes de la
inclusiéon en el estudio. Los trabajos realizados en esta tesis se han llevado a cabo de acuerdo
con el Cédigo Ftico de la asociacién mundial de medicina (Declaracién de Helsinki) y estan
englobados dentro de un proyecto multicéntrico sobre MPs circulantes en pacientes con
cancer y ETV el cual fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitario Virgen
del Rocio de Sevilla y por el Comité del Hospital Universitario y Politécnico de La Fe de

Valencia.

8. Extraccion de sangre venosa

De todos los participantes se recogio sangre venosa con una aguja de calibre 21 (descartando
los primeros 3 ml) en tubos de 3,5 ml con citrato de sodio al 3,2 % Vacuette® (Greiner bio-
one, North Carolina, EE.UU). Los tubos se colocaron en posiciéon vertical y cuando el
procesamiento de las muestras requeria su transporte éste se llevé a cabo en frio. El tiempo
transcurrido entre la extraccion y el procesamiento de la muestra fue inferior a 2 h en todos

los casos.

9. Preparacion de PPP

Para la evaluacion del impacto de la centrifugacion y conservacion de la muestra, muestras de
sangre procedentes del mismo sujeto se centrifugaron siguiendo 4 protocolos de
centrifugacion diferentes 1) una centrifugacion a 1500 g, 30 min a 4 °C; 2) doble
centrifugacion a 2500 g, 10 min a 4 °C; 3) una centrifugaciéon a 1500 g 30 min a 20 °C; 4)
doble centrifugacion a 2500g 10 min a 20 °C. En todas las centrifugaciones se quité el freno
de parada de la centrifuga para evitar que las diferentes fases separadas por el gradiente de

centrifugaciéon se mezclaran. En las centrifugaciones se obtuvo PPP de cada paciente que se
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recogié en un tubo de plastico estéril de 50 mL y tras mezclarlo suavemente, se realizaron
alicuotas de 200 pLL y 500 plL en tubos previamente identificados con el cédigo de cada
sujeto. La recogida de PPP se detuvo 1 cm por encima de la capa leucocitaria para evitar la
contaminacion celular. Las alicuotas se utilizaron en fresco para el contaje de MPs totales y la
determinacion de actividad procoagulante asociada a MPs, o se congelaron a -80 °C y se
descongelaron a temperatura ambiente para volver a realizar las determinaciones
mencionadas anteriormente (MPs totales y actividad procoagulante asociada). Ademas una
alicuota de 500 uL. de PPP de cada paciente fue sometida a una centrifugaciéon adicional a
25000 g durante 20 min a 4 °C para obtener plasma libre de MPs (PLMPs) el cual se utilizé
como control negativo tanto en la medida de actividad procoagulante como en la
determinaciéon de MPs por citometrfa. Para los estudios posteriores todas las determinaciones
(contaje de MPs totales y PMPs en el estudio 2 y caracterizaciéon fenotipica, procedencia
celular de MPs, determinaciéon de dimero D, sP-selectina y FT antigénico en el caso del
estudio 3) se realizaron a partir de PPP congelado-descongelado preparado siguiendo el
protocolo 1 de centrifugaciéon (una centrifugacion a 1500 g 30 min a 4 °C). El tiempo de
congelacion del PPP fue de un mes o de 12-18 meses en funcién de si para la inclusion del
paciente en el estudio se requeria o no un tiempo de seguimiento. Para todas las muestras la

demora desde la extraccion hasta el procesamiento de las muestras fue inferior a 2 h.

10. Citometria de flujo

Para la evaluaciéon del impacto de la centrifugaciéon y conservacion de la muestra se
cuantificaron los niveles de MPs totales en el PPP y PLMPs preparado siguiendo alguno de
los 4 protocolos de centrifugacion y conservacion de la muestra en un citémetro de flujo
EPICS XL (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU). Para ello 10 pl. de PPP o PLMPs se
diluyeron en 500 uL de solucién salina tamponada HEPES (10 mM HEPES, 0,15 M NaCl, 5
mM KCI, 1 mM MgCl,, 2,5 mM CaCl,, pH7,4) y se incubaron durante 60 min a 4 °C con 5
ul. de anexina V fluoresceina isotiocianato (FITC, TACS® Annexin V-FITC, Trevigen,
Gaithersburg, MD, USA) prediluida 1:5 en tampén HEPES. Tras la incubacién, las muestras
se adquirieron en el citometro durante 2 min a bajo caudal tiempo en el cual el citbmetro
analiz6 aproximadamente 50 ul. de la muestra. Para la calibracion del equipo y la
delimitacion de una regiéon de MPs se utilizé6 una combinacién de bolas fluorescentes de
diferentes tamafios (0,5-; 0,9- y 3,0-um de diametro, Megamix, BioCytex, Marsella, Francia)
especialmente disefiadas para la deteccion de MPs por citometria de fujo. Los resultados se

expresaron como eventos / 120 s (Figura 11).

~ 49 ~



IV.MATERIALES Y METODOS

A B
108 10° 4
d
10%4 c ¢ 102 5 ;
E : | ' :
(@) o ;
w 1] 1
¢ 10 b @ 10 g
]
: Region MPs
10° 5 = ‘l()"'E
10° 10 102 10° 10° 10 102 10°
FL1 SSC

Figura 11. Calibracion del citémetro basandose en una combinacion de bolas de calibracién
fluorescentes (Megamix).

A. Citograma del instrumento Epics-XL donde se identifican tres regiones: a (bolas de 0,5 um), b
(bolas de 0,9 um) y ¢ (bolas de 3 pm). SSC: canal de “side scattered light”; FL.1: canal de fluorescencia
1. B. Citograma del instrumento Epics-XL donde se identificé la regién d, correspondiente a las bolas
de 3 um (nube de puntos azul) y la regién de MPs delimitada en el extremo suprerior derecho por las

bolas de 0,9 um (nube de puntos verde); bolas de 0,5 um (nube de puntos roja); FSC: canal para
“forward scattered light”.

Para la comparaciéon de niveles de MPs determinados en dos tipos de citometros se
cuantificaron los niveles de MPs totales y niveles de PMPs en el citometro LSR Fortessa
(Becton Dickinson Biosciences, BD, San José, CA, EE.UU) situado en el Hospital Virgen del
Rocio de Sevilla y en el citbmetro Navios (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU) situado en el
Hospital La Fe de Valencia. LLa cuantificacion de poblaciones especificas de MPs circulantes
(MPs totales, EMPs, PMPs, LMPs, MPs+FT, EMPs+FT, PMPs+FT, MPs+PSGL1 y
LMPs+PSGL1) en pacientes con cancer y trombosis se realizé en el mismo LSR Fortesa
citado con anterioridad. Para la cuantificacion, 30 ul. de PPP descongelado se incubaron en
500 mL de solucién tampén HEPES (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,; pH,
7,4) con la selecciéon de anticuerpos monoclonales conjugados segun correspondiera para
cada estudio: 2 pl. de CD45 FITC, 3 ul. de CD31 PE, pl. de CD41-ficoeritrina-cianina 7
(PECy7, Beckman Coulter, Marsella, Francia), 2 uL. de CD142-FITC (American Diagnostica,
Stamford, CT, EE. UU), 3 uL. de CD162-PE (Biolegend, San Diego, CA, USA) y 5 uL. de
anexina V-FITC prediluida 1:5 en soluciéon tampon HEPES (utilizada para estudio
comparativo entre dos plataformas citométricas) 6 2 pl de anexina V-CF ™ Azul

(Immunostep, Salamanca, Espana, utilizada para la caracterizaciéon de MPs en pacientes con
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cancer y pacientes con ETV. Cuando se emple6 la anexina V-FITC la anexina junto con
todos los anticuerpos y el PPP se incubaron 60 min en frio y oscuridad. Cuando se utiliz6 la
anexina V-CF blue, antes de afadir la anexina los anticuerpos se incubaron junto con el PPP
30 min a temperatura ambiente, a continuacion se afnadi6 la anexina V-CF Blue y 20 ul de
soluciéon tampoén de uniéon a anexina V (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 2,5 mM, pH
7,4) y se incubd de nuevo 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Como control
negativo las muestras fueron también incubadas con los controles de isotipo

correspondientes siguiendo las mismas condiciones que las utilizadas para cada anticuerpo.

Previamente a la  detecciéon de las MPs, cada citémetro se calibré siguiendo las
recomendaciones del fabricante utilizando una combinaciéon de bolas  fluorescentes
especificas y diferentes segun las caracteristicas del propio instrumento. En el citbmetro de la
casa comercial Beckman Coulter (Navios; Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU) se utiliz6 la
Megamix-Plus FSC, una combinacién de bolas fluorescentes de poliestireno con diferentes
diametros (0,1-; 0,3-; 0,5- y 0,9-um, Biocytex, Marsella, Francia). En el citometro de la casa
comercial BD (LSR Fortessa, Becton Dickinson Biosciences, Erembodegen, Bélgica) se
utilizé la Megamix-Plus SSC, una combinacién de bolas fluorescentes de poliestireno con
diferentes diametros (0,16-; 0,20-; 0,24-; y 0,5-um, Biocytex, Marsella, Francia). Aunque los
rangos de tamafio entre el conjunto de bolas de la Megamix-Plus FSC y la Megamix-Plus SSC
no sean los mismos, el protocolo a seguir estaba disefiado para establecer una regién de
identificaciéon de MPs comparable ente ambos citometros, por lo que las mismas MPs deben
detectarse en uno y otro citbmetros una vez calibrados. Para la cuantificaciéon del nimero
absoluto de MPs se afadieron a cada muestra, 30 uL. de esferas de contaje de 6 um de
didmetro con una concentracién conocida (altededor de 1000 esferas/pL, Perfect-Count
Microspheres, Cytognos, Salamanca, Espana) y los resultados se expresaron como
eventos/ul. o eventos/ml.. Las muestras se adquitieron en el citdbmetro durante 2 minutos a

bajo caudal de flujo.

En todos los casos, para limitar el ruido de fondo las soluciones tamponadas empleadas
fueron doblemente filtradas utilizando filtros con un tamafio de poro de 0,22 pum. Se
consideraron MPs totales a aquellos eventos incluidos dentro de la region de MPs que fueran
positivos para anexina V e inmuno-reactivos a los anticuerpos monoclonales especificos
afiadidos (Tabla 3) segin correspondiera en cada caso. A modo de control negativo el PPP se
incub6 con anexina V-FITC/CF Blue segun correspondiera en solucion HEPES libre de

calcio el cual es requerido para la unién de la anexina V a la fosfatidilserina.
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Figura 12. Caracterizacién de MPs circulantes por citometria de flujo.

A modo de ejemplo se exponen dos dot plot representativos que ilustran la identificacién de las MPs
con factor tisular (MP+FT) en un paciente diagnosticado de ETV. A. Las MPs+FT se identifican en
la regién inferior derecho utilizando un marcador especifico para FT (CD142). B. Correspondiente
control de isotipo negativo. IgG1: inmunoglobulina G1; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PECy7:
ficoeritrina-cianina 7.

11. Actividad procoagulante mediada por MPs
Generacion de trombina

La generacion de trombina se determiné en el sistema de trombograma automatizado
calibrado (CAT, Thrombinoscope BV, Maastricht, NL y Diagnostica Stago, Asnicres,
Francia) segin el método de Hemker y colaboradores [269, 299] en muestras de PPP y
PLMPs. La generaciéon de trombina se inicié mediante la adicion de 20 pl de reactivo
denominado PRP (contiene gran cantidad de FT y una cantidad escasa de fosfolipidos) y 20
ul de reactivo FluCa (sustrato fluorogénico de trombina y calcio) a 80 ul de muestra. Para
corregir los artefactos debidos al diferente color del plasma entre las muestras, el consumo
del sustrato y el filtrado de la sefial se utilizé calibrador de trombina para cada muestra. Los
pocillos calibradores de trombina contenfan 20 pl de calibrador de trombina y reactivos
FluCa y 80 pl de plasma. La actividad de trombina se midi6 en forma de fluorescencia en un
fluorimetro Fluoroskan FL (Thermo Labsystem, Helsinki, Finlandia) equipado con filtros de
390/460 nm cada 20 segundos durante 90 minutos bajo el control del software
Thrombinoscope (Thrombinoscope BV). A partir de la medicién calibrada de la actividad de

trombina, se pudo calcular la concentracion. La trombina generada bajo estas condiciones era
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criticamente dependiente de la presencia de MPs en el plasma. Los datos se expresaron en

forma de concentraciéon de trombina generada (nM).

Tabla 3. Criterios utilizados para la identificaciéon de MPs mediante citometria de flujo
utilizando anticuerpos monoclonales especificos

AnV- CF CD162 CD142 CD31 CD41 CD45

Blue o AnV- PE FITC PE PECy7 FITC
FITC

MPs totales P - - - - -
MPs+PSGL1 P P - - - -
MPs+FT P - =) - . .
EMPs P - - P N -
EMPs+FT P - P P N -
PMPs P - - P P -
PMPs+FT P - P P P -
LMPs P - - ; - =
LMPs+PSGL1 P P - - - P

AnV: anexina V;PMPs: MPs de procedencia plaquetar; EMPs: MPs de procedencia endotelial;
LMPs: MPs de procedencia leucocitaria; FT: factor tisular; PSGL1: glicoproteina ligando 1 de la
P-selectina; PE: ficoeritirna; FITC: fluorescein isotiocianato; PECy7: ficoeritrina-cianina 7; P:
positividad; N: negatividad.

12. Actividad procoagulante mediada por MPs
Generacion de trombina

La generacion de trombina se determiné en el sistema de trombograma automatizado
calibrado (CAT, Thrombinoscope BV, Maastricht, NL y Diagnostica Stago, Asniéres,
Francia) segin el método de Hemker y colaboradores [269, 299] en muestras de PPP y

PLMPs. La generaciéon de trombina se inici6 mediante la adicion de 20 pl de reactivo
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denominado PRP (contiene gran cantidad de FT y una cantidad escasa de fosfolipidos) y 20
ul de reactivo FluCa (sustrato fluorogénico de trombina y calcio) a 80 pl de muestra. Para
corregir los artefactos debidos al diferente color del plasma entre las muestras, el consumo
del sustrato y el filtrado de la sefial se utilizé calibrador de trombina para cada muestra. Los
pocillos calibradores de trombina contenfan 20 pl de calibrador de trombina y reactivos
FluCa y 80 pl de plasma. La actividad de trombina se midi6 en forma de fluorescencia en un
fluorimetro Fluoroskan FL (Thermo Labsystem, Helsinki, Finlandia) equipado con filtros de
390/460 nm cada 20 segundos durante 90 minutos bajo el control del software
Thrombinoscope (Thrombinoscope BV). A partir de la medicién calibrada de la actividad de
trombina, se pudo calcular la concentracion. La trombina generada bajo estas condiciones era
criticamente dependiente de la presencia de MPs en el plasma. Los datos se expresaron en

forma de concentraciéon de trombina generada (nM).
Actividad procoagulante dependiente de fosfolipidos

La actividad procoagulante asociada a las MPs depende de la presencia de fosfolipidos
aniénicos en superficie los cuales favorecen la formacién y estabilizacion de los complejos de
coagulacion tenasa y protrombinasa. Se realizaron dos ensayos para valorar esta actividad
procoagulante de las MPs: el primero evaluaba el tiempo de formacion del coagulo
dependiente de fosfolipidos y el segundo cuantificaba los fosfolipidos procoagulantes

presentes en la superficie de las MPs.

-  Tiempo de coagulacién dependiente de fosfolipidos procoagulantes: El tiempo de

coagulacion dependiente de fosfolipidos procoagulantes se midié de utilizando el kit
STA®-procoag-PPL [269, 300] en un analizador automatizado STA-® (Diagnostica
Stago, Paris, Francia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, 25 pL
de muestra se diluyeron con 25 ul. de plasma humano desprovisto de fosfolipidos y se
incubaron durante 120 s a 37 © C en un tubo con una bolita esférica. Acto seguido se
afiadieron 100 pl. de FXa (0,01 U/mL) y se sometié al tubo a una agitaciéon suave de
vaivén hasta que se detecté que la bolita esférica dejaba de moverse (Figura 13). Se
considerd tiempo de coagulacién al tiempo (s) que tardaba la bolita esférica en quedarse
parada. Este tiempo era inversamente proporcional a la capacidad procoagulante asociada

a fosfolipidos.
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Figura 13. Medicion de la actividad procoagulante dependiente de fosfolipidos
asociados a las MPs.
PPL-P: fosfolipidos procoagulantes; FVa: factor V activado.

Cuantificacion de fosfolipidos procoagulantes asociados a MPs: I.a cuantificacién de

fosfolipidos asociados a MPs se llev6 a cabo midiendo la actividad procoagulante de la
fosfatidilserina asociada a las MPs mediante el kit “Zymuphen MP-Activity” (Hyphen
Biomed, Neuville-Sur-Oise, France), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este
ensayo se llevé a cabo soélo en las muestras que previamente habian sido congeladas. Para
ello, el PPP fue descongelado a 37 °C y 100 uL. de PPP diluido 1:20 6 100 uL de
calibrador (6 calibradores en total) se afiadieron en una placa con pocillos tapizados con
estreptavidina y anexina V biotinilada (Figura 14). Tras 1 hora de incubacién a 37 °C, la
placa se lavé con soluciéon tampédn de lavado (provisto por el fabricante) para eliminar el
exceso de muestra. A continuacion se afladieron 100 plL de factor X activado (FXa) y
factor V activado (FVa) bovino, calcio y 50 plL de protrombina humana y todo se incubd
durante 10 min a 37 °C. Tras la incubacién se afiadié 50 pL. de sustrato cromogénico
especifico de trombina y pasados 3 min la reaccién se par6 con 50 pll de acido citrico al
2 %. El producto de la reaccion da coloracion la cual es proporcional a la concentracion
de fosfatidilserina asociada a la MPs. La intensidad de ese color generado se midié en un
espectofotéometro a 405 nm (TECAN infinite F200 pro, Mannedorf, Suiza). A partir de
los calibradores se elaboré una curva patrén que se utilizé6 para el calculo de

concentraciéon de MPs medida en nM equivalente de fosfatidilserina (nM eq PS).
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Figura 14. Medicion de actividad procoagulantes de fosfolipidos asociados a MPs.
FVa: factor V activado; FXa: factor X activado.
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13. Determinacion de sP-selectina

Los niveles de sP-selectina se analizaron en muestras de PPP previamente descongeladas
mediante ELISA tipo saindwich (Figura 15, Human sP-selectin/CD62P Quantikine R&D
Systems Minneapolis, MN, EEUU) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para ello
100 puLL de PPP (previamente diluido 1:20) 6 100 uL de calibrador (8 en total) y 100 uL de
anticuerpo policlonal para sP-selectina conjugado con peroxidasa se afiadieron en una placa
de pocillos tapizados con anticuerpos monoclonales especificos para sP-selectina. Tras 1 h de
incubacién la muestra se lavé con una solucion tamponada para eliminar el resto de muestra
no unida al anticuerpo. A continuacién se le anadié tetrametilbenzidina y tras 15 min, la
reaccion se pard con 100 uL. de acido hidrocloridrico 1 N. La lectura e interpretacion de los
datos se realizé de igual forma que en la determinacion de la actividad procoagulante de MPs
con el kit Zymuphen. Los valores se expresaron como concentraciéon de sP-selectina

(ng/mL). En la Figura 15 se representa el fundamento.

14. Determinacion de FT antigénico

Los niveles de FT antigénico se determinaron en muestras de PPP previamente
descongeladas por el método ELISA tipo sandwich (Figura 15, Imubind® tissue factor
ELISA, Sekisui Diagnostics, LLC, Stamford, CT EEUU). Brevemente, 100 ul. de PPP
previamente diluido 1:4 6 100 uL. de los estandares (6 en total) se anadieron en las placas de
96 pocillos tapizadas con el anticuerpo monoclonal para FT. Tras 12 h de incubacién a 4 °C

el resto de muestra no unida se eliminé con lavados de soluciéon salina (PBS, 0.1%Tritéon X-
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100, pH: 7,4). A continuacién se agregd el anticuerpo para FT biotinilado y se incubé 1 h a
temperatura ambiente. Tras eluir el exceso de anticuerpo mediante lavados, se afiadio la
enzima conjugada estreptavidin peroxidasa se incubé durante una hora y se lavé siguiendo el
procedimiento anterior. Acto seguido se afiadieron 100 uL. de tetrametilbenzidina y pasados
20 minutos se pard la reaccion con 50 pl. de acido sulfurico 0,5 M. La lectura e
interpretacion de los datos se realizé de igual forma que en la determinacion de la actividad

procoagulante de MPs utilizando el kit de Zymuphen. Los valores se expresaron en pg/mlL.
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Figura 15. Esquema del fundamento del ELISA tipo sandwich.
HRP: enzima peroxidasa de rabano; TNB: tetrametilbenzidina. Adaptacién de R&D Systems.

15. Determinacion de dimero D

Los niveles de dimero D se analizaron en el laboratorio del Servicio de Hematologia del
Hospital Universitario Virgen del Rocio mediante el método de dimero D Acute Care™ de
Stratus® CS (Siemens Healthcare Diagnostics, Newark, DE, EEUU) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Este test es un ensayo tipo “sandwich two-site” doble,
basado en la técnica de inmunoensayo de participacion radial en fase solida y cuyo principio
es similar al descrito en la Figura 15. Para realizarlo, se afiadié un anticuerpo monoclonal
especifico para la molécula de dimero D a la porcién central de un trozo cuadrado de papel
de fibra de vidrio junto con la muestra de PPP descongelada. Tras un breve periodo de
incubacién se agrego el anticuerpo monoclonal esta vez conjugado con una enzima que

reconoce un segundo sitio antigénico especifico del dimero D. Durante este periodo de
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incubacién, el anticuerpo conjugado reaccioné con el dimero D unido, formando un
sandwich anticuerpo, antigeno, anticuerpo marcado. El anticuerpo marcado no unido se
eliminé mediante lavados con una solucién de lavado que inclufa el sustrato de la enzima del
anticuerpo conjugado iniciandose as la reacciéon enzimatica. La tasa enzimatica de la fraccion
unida aumentaba de forma directamente proporcional a la cantidad de dimero D presente en
la muestra. La velocidad de reacciéon se midi6 mediante un sistema 6ptico. Los resultados se

expresaron en pg/L.

16. Analisis estadistico

Las variables categdricas se expresaron en forma de % vy las diferencias entre grupos se
compararon utilizando el test de Fisher o la Chi- cuadrado segun fuera apropiado. Las
variables continuas se expresaron como media * error estandar, como mediana e intervalo
de confianza o como mediana y rango intercuartilico en funciéon de la distribucion de la
muestra (normal o no normal). Para la comparacién de resultados entre los grupos se utilizo
el test-t de pares, el test-t de Student, la prueba U de Mann-Whitney o la prueba de Kruskal-
Wallis con su correspondiente correccion de Bonferroni (0,0167) dependiendo del nimero
de grupos objeto de anilisis y de su distribucion. La correlacién bivariada de Pearson se
realiz6 para estudiar las relaciones entre las diferentes variables. Previamente a la
comparacion de resultados entre los citometros de las dos plataformas citométricas, se le
aplic6 a los datos una transformacién logaritmica que normalizara la distribucién. Para
evaluar la concordancia entre los resultados se llevd a cabo el test de Bland-Altman. El
analisis estadistico se realiz6 con la version 22 del programa SPSS para Windows y se
consideraron diferencias significativas valores de p < 0,05 menos cuando se aplicé la
correccion de bonferroni que entonces se consideraron diferencias significativas valores de p

< 0,0167.

~ 58 ~



V. Resultados



V.RESULTADOS

17. Objetivo 1: Influencia del procesamiento de las muestras sobre las
propiedades de las MPs: efecto de la congelacion y de la
centrifugacion

17.1. Efecto de la temperatura de centrifugacion

Como primer paso se quiso determinar si la temperatura de centrifugaciéon durante la
preparacion del PPP influia en las propiedades de MPs. Para ello se prepar6 PPP
centrifugando a 1500 g 30 min a 4 °C 6 20 °C (protocolo 1 versus protocolo 3) y se
compararon los niveles de MPs obtenidos a partir de ambos protocolos asi como la
capacidad procoagulante asociada a las MPs. Observamos resultados similares utilizando
ambas temperaturas (protocolo 1 versus protocolo 3, Tabla 4). Lo mismo ocurri6é cuando se
compararon niveles y actividad funcional de MPs medidos en PPP fresco preparado
mediante doble centrifugaciéon a 2500 g 10 min a 4 °C y 20 °C (protocolo 2 versus
protocolo 4, Tabla 4) o cuando las MPs se analizaron sobre PPP tras un ciclo de
congelacién-descongelacion (Tabla4). Estos resultados demostraron que la temperatura de
centrifugacién no afectaba ni al niamero de MPs (Figura 16A) ni a su capacidad
procoagulante (Figura 16B-D) independientemente de la velocidad de centrifugaciéon o

condicién almacenamiento que se empleara.
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Tabla 4. Efecto de la centrifugacion y conservacion de la muestra sobre el numero absoluto de MPs circulantes y su
actividad procoagulante asociada

Plasma fresco Plasma congelado
Protocolo
centrifugacion MPs , Tiempo MPs Tiempo
(Eventos/120 Trombina coagulacion (Eventos/120  Trombina  coagulaciéon MPs
(nM) (nM eq PS)
s) (s) s) (s)
1: 1500 g,
; 3150+ 612 215+£27 94+2 21577 + 2587 93,0+ 14,9 42+ 1 15+0,1
30 min, 4°C
2: 2x2500 g,
10 min, 4°C 1575+ 2591 11,4+1,8 105+ 32 8558 £ 17213 37,1+5,7 61 + 33 1,4+0,1
3: 1500 g,
30 min, 20 °C 3586 +709 23,1+4,3 0+2 21142 + 2844 80,6 +10,4 42+ 2 16+0,1
4: 2x2500 g,
10 min, 20 °C 1641 +300° 13,4+33° 100+ 3? 9403 + 1637° 39,3+ 7,0° 59 + 3° 1,2+0,1°

Los datos se expresaron como media t error estindar, n = 16-21/determinacién; a: p < 0,05; b: p < 0,01 y c: p < 0,001
comparado con el protocolo 1. d: p < 0,05 y b: p <0,001 comparado con el protocolo 3; eq PS: equivalentes de fosfatidilserina.
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Figura 16. Efecto de la temperatura de centrifugacion en los niveles de MPs circulantes y su
actividad procoagulante asociada.
Se compararon las dos temperaturas de centrifugacion 4 °C versus 20 °C sin tener en cuenta la
velocidad de centrifugacion empleada 1500 g 6 2500 g; eq PS: equivalentes de fosfatidilserina. Las
barras de error indican el error estandar.
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17.2. Efecto de la velocidad de centrifugacion

El siguiente paso fue estudiar si la velocidad de centrifugacion utilizada para la preparacion
del PPP afectaba al nimero de MPs y/o a su actividad procoagulante. Como por los
resultados anteriores concluimos que la temperatura no afectaba las propiedades de las MPs,
las mediciones realizadas sobre PPP fresco preparado bajo la misma velocidad de
centrifugacion se agruparon para este analisis. Los protocolos 1 (1500 g 30 min 4 °C) y 3
(1500 g 30 min 20 °C) se agruparon en protocolo de baja velocidad de centrifugacion,
mientras que los protocolos 2 (2x2500 g 10 min 4 °C) y 4 (2x2500 g 10 min 20 °C) se
agruparon en protocolo de alta velocidad de centrifugacion. Al comparar ambos en muestras
frescas encontramos que tanto el nimero de MPs como la capacidad de generaciéon de
trombina eran dos veces mayores cuando se utilizaba el PPP preparado con el protocolo de
baja velocidad (Figura 17A-B). El tiempo de coagulacion detectado fue mas corto en las

muestras PPP de baja velocidad (Figura 17C).

Cambios similares se observaron cuando se compararon estos mismos protocolos (baja
versus alta velocidad) con muestras de PPP tras un ciclo de congelacién-descongelacion
(Tabla 4). Los niveles de MPs medidos en nM eq PS, otro indicador de la actividad
procoagulante asociada a la MPs, se determinaron sobre PPP tras un ciclo de congelacion-
descongelacién y se observé que también fueron mayores cuando el PPP se obtuvo a baja
velocidad (Tabla 4). Estos resultados demostraban una clara asociaciéon entre la baja

velocidad de centrifugacion y el mayor nimero y actividad procoagulante de MPs.
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Figura 17. Influencia de la velocidad de centrifugacion en los niveles de MPs circulantes y su
actividad procoagulante asociada plasma fresco.
A. MPs anexina V positivas. B. Generacién de trombina. C. Tiempo de coagulacion. Baja:
centrifugacién a 1500 g 30 min; alta: doble centrifugacion a 2500 g 10 min. n = 20-21 por grupo. ** p
< 0,01. Las barras de error indican el error estandar.

De forma complementaria, sobre muestras de PPP congelado se estudiaron las correlaciones
entre las diferentes determinaciones realizadas agrupando todos los protocolos estudiados. Se
encontraron correlaciones significativas entre todas las comparaciones realizadas (Figura 18).
La correlaciéon mas fuerte se encontré entre los niveles de MPs circulantes y la generacion de
trombina (r = 0,77; p < 0,000; Figura 18A) y entre los niveles de MPs y el tiempo de
coagulacion (r = -0,76; p < 0,000; Figura 18B) y la mas débil entre los niveles de MPs y la
concentracién de nM eq PS (r = 0,43; p < 0,000; Figura 18D).
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Para comprobar que la actividad procoagulante medida dependia de las MPs se determinaron
niveles de MPs y generaciéon de trombina en muestras (PLMPs) en donde gran parte de las
MPs habian sido eliminadas mediante una centrifugacion a 2500 g durante 2 h. Se encontré
que el PLMPs presentaba una baja capacidad de generacién de trombina equivalente sélo a
un 6 % de la generacién de trombina detectada en el PPP. También se cuantificaron niveles
de MPs totales en el PLMPs y se observé que equivalian a un 5 % de las encontradas en el
PPP (Figura 19). Estos resultados indicaban que la actividad procoagulante dependia en gran

medida de la presencia de MPs.
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Figura 19. Niveles de MPs circulantes en plasma pobre en plaquetas (PPP) y plasma libre de
microparticulas (PLMPs) determinados mediante citometria de flujo.

A. Eventos detectados dentro de la regiéon de MPs en el PPP (panel izquierdo) versus el PLMPs
(panel derecho). B. Niveles de MPs anexina V (anV) positivas detectados (cuadrante inferior derecho)
en el PPP (panel izquierdo) versus PLMPs (panel derecho). SSC: canal para “side scattered light”;
FSC: canal para “forward scattered light”; FITC; isotiocianato de fluoresceina; F: regién de bolas de
0,9 pm).
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17.3. Conservacion del PPP

La determinacién de MPs en fresco es poco practica y supone una limitaciéon para muchos
laboratorios clinicos. Por eso, la mayoria de ellos congelan el plasma para conservarlo antes
de realizar cualquier tipo de analisis [278, 301-303]. Para evaluar si la congelacion del plasma
afecta a la cantidad y funcionalidad de las MPs se compararon niveles de MPs circulantes,
generacion de trombina y tiempo de coagulacion entre PPP fresco y PPP tras un ciclo de
congelacion-descongelacion. Como la temperatura de centrifugacion no afectaba las
propiedades de las MPs se agruparon los protocolos con la misma velocidad de
centrifugaciéon tal y como se realizo en el analisis de 1a velocidad de centrifugacion. Cuando
se estudi6 el protocolo de baja velocidad de centrifugaciéon (1500 g 30 min) se encontré que
los niveles de MPs en el PPP congelado y descongelado eran 6 veces mayores que los
detectados en el PPP fresco. Un cambio similar (5,5 veces) se observo con velocidades de
centrifugacion mas altas (2x2500g 10 min, Figura 20A). La determinacién de generaciéon de
trombina también aumento en el PPP congelado-descongelado comparado con el PPP fresco
(Figura 20B). Todo ello fue acompanado de un descenso del tiempo de coagulacion en

determinaciones con PPP congelado-descongelado (Figura 20C).

Cuando los 4 protocolos de centrifugacion se analizaron de forma individual, los resultados
obtenidas eran similares a los encontrados agrupando los datos (Tabla 4). Estos resultados
demostraban que la congelacién-descongelacion de las muestras daba lugar a un aumento del

numero de MPs y de su actividad procoagulante.
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Figura 20. Influencia de la congelacion del plasma pobte en plaquetas (PPP) sobre los
niveles de MPs circulantes y su actividad procoagulante asociada.
A. MPs anexina V positivas. B. Generacién de trombina. C. Tiempo de coagulacién. Baja:
centrifugacién a 1500 g 30 min. Alta: doble centrifugacién a 2500 g 10 min. n = 19-21 por grupo. ***
p < 0,001.

18. Objetivo 2: Cuantificacion de MPs en dos plataformas citométricas
diferentes siguiendo una nueva estrategia de calibracion

18.1. Calibracion del citometro Navios para la deteccion de MPs

Para calibrar el citometro Navios de Beckman Coulter, citdbmetro con mayor capacidad de

resolucion en FS que en SS, se utilizaron las bolas Megamix-Plus FSC siguiendo
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rigurosamente las recomendaciones del fabricante. Resumidamente los pasos que se
realizaron fueron: i) selecciéon de todos los parametros citométricos en escala logaritmica y
seleccion de adquisicion en caudal de flujo bajo, i) identificacion de las bolas por
fluorescencia: se cre6 un grafico de puntos donde se visualiz6 el canal 1 de fluorescencia en
el eje de abscisas y el canal de SS (SSC) en el de ordenadas. Se selecciond el canal 1 de
fluorescencia como discriminador. A continuacién se adquirieron las bolas de Megamix
Plus-FSC durante 1 min y se identificaron las 4 poblaciones de bolas diferenciandolas de los
posibles dobletes formados (Figura 21A), iii) comprobacion de la resolucion del citémetro en
canal de FS (FSC): se cre6 un histograma para FS y se visualizaron las 3 poblaciones de bolas
de mayor tamafio (0,3-; 0,5- y 0,9-um). La resoluciéon sélo era suficiente si la distribucion de
la poblacién de bolas de 0,3 um no se solapaba con la de 0,5 um de diametro (Figura 21B),
iv) comprobacién de la proporcién de bolas de 0,3-/0,5-um con el discriminador en
fluorescencia. En el histograma para FSC se seleccionaron las poblaciones de 0,3- y 0,5-um y
se comprobd que la proporcion de bolas 0,3-/0,5-um era cercana a 2 (Figura 21C), v)
comprobaciéon de la proporcion de bolas de 0,3-/0,5-um con el discriminador en FS. Se
adquirieron en el citometro las Megamix-Plus FSC durante 1 min. Se cambi6 el discriminador
al FSC) y se ajusto el voltaje de forward hasta que la proporcion de 0,3-/0,5-um visualizada
en el histograma fuera aproximadamente 1 (Figura 21D), vi) definicién de la region de MPs:
manteniendo el discriminador en forward en un grafico donde se representaba el SSC versus
el FSC y se defini6 la region de deteccion de MPs. El limite superior estaba delimitado por la
nube de puntos de 0,9 um de tamafio y el limite inferior por el valor de FS, seleccionado
como discriminador (Figura 21E), vii) comprobaciéon del nivel de ruido de fondo: para
comprobar que el ruido de fondo del citometro con los parametros seleccionados era lo
suficientemente bajo para la determinaciéon de MPs, se adquiri6 en el citobmetro agua
purificada doblemente filtrada con filtros de tamafio de poro de 0,1 um durante 1 min y se
comprob6 que los eventos /s recogidos por el citémetro no excedian el 50 % de la capacidad
electrénica total del equipo (10000 eventos/s).Como se puede apreciar en la Figura 21A-E la

calibracion se realizé satisfactoriamente.
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Figura 21. Calibracién del citémetro Navios con una nueva estrategia para la optimizacion en

la deteccion de MPs.

La calibracién realiz6 con la combinacién de bolas Megamix-Plus FSC. A. Grafico de densidad con la
deteccion de las bolas fluorescentes de calibracién. B. Histograma en el canal de “forward scattered
light” (FSC) con la distribucion de las bolas de 0,3-; 0,5- y 0,9 pm. C. Deteccién de la proporcion de
0,3-/0,5-um con el discriminador en el canal de fluotescencia 1 (FL1). D. Deteccién de la proporcion

de bolas 0,3-/0,5-um con el discriminador en FSC. E. Grafico de densidad donde se delimita la
regién de MPs. 0,9 um (nube roja); 0,5 um (nube verde); 0,3 um (nube azul), 0,1 um (nube amarilla).
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18.2. Calibracion del citometro LSR Fortessa para la deteccion de MPs

Para la calibracion del citémetro LSR Fortessa de BD, citémetro con mayor capacidad de
resolucion en el parametro SS que en el IS, se emplearon las bolas Megamix-Plus SSC
siguiendo de nuevo rigurosamente las recomendaciones del fabricante. Resumidamente los
pasos realizados fueron: i) seleccién de todos los parametros en escala logaritmica, seleccion
de la sefial de deteccién en pico y seleccion de adquisicion en caudal de flujo bajo, ii)
identificaciéon de las bolas de fluorescencia: se seleccioné el discriminador en el canal de
fluorescencia para FITC y se cre6 un grafico de puntos donde se visualizara el canal de
fluorescencia para FITC en el eje de abscisas y el SSC en ordenadas. Se adquirieron las bolas
Megamix-Plus SSC durante 1 min y se identificaron las diferentes subpoblaciones de bolas
descartando los dobletes (Figura 22A), iii) comprobacién de la resolucién de SS: en un
histograma para el canal de SS, se visualizaron las 4 subpoblaciones de bolas. La resolucién
era suficiente solo si la distribucién de las poblaciones no se solapaban entre si (Figura 22B),
iv) comprobacion de la resoluciéon de FS y definiciéon de la region de MPs: en un grafico de
puntos representando FS en el eje de abscisa y SS en el de ordenadas, se ajust6 el voltaje de
forward de forma que la mayor parte de las bolas, fuera cual fuera su tamafio, se encontraran
situadas entre la segunda y la cuarta década del eje de abscisas. A continuacion se defini6 la
region de deteccion de MPs, el limite superior se delimité por el final de la nube de puntos
de las bolas de 0,5 um de tamafo y el limite inferior por el final de la nube de puntos de las
bolas de 0,16 um de tamafio (Figura 22H), v) cambio de discriminador de fluorescencia a SS:
se adquirieron las bolas Megamix-Plus SSC durante 1 min. Se cambi6 el discriminador a SS
(este valor del discriminador se calculd en funcién de la distribucién de las bolas de 0,16- y
0,20-um de diametro en el histograma de SS comentado anteriormente (en el apartado iii) y
aplicando la siguiente férmula: valor del discriminador del SSC = mediana bolas de 0,16 um
+ [0,3 x (mediana bolas 0,20 um - mediana bolas 0,16 um)]. Al cambiar el discriminador las
bolas de 0,16 um dejaban de visualizarse aunque se mantuvo el limite inferior en el final de
las bolas de 0,5 um de tamafo, vi) verificacion del ruido de fondo del equipo: para
comprobar que el ruido de fondo del Fostessa en estas condiciones era lo suficientemente
bajo para la adecuada detecciéon de MPs, agua ultrapura doblemente filtrada con filtros de 0,1
um se adquitié en el citometro durante 1 min y se comprobé que la tasa de eventos / s
detectados no excedia el 50 % de la capacidad electrénica maxima del citometro (8000
eventos/s). Como se puede apreciar en la figura 22A-C la calibracion se realizd

satisfactoriamente.
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Figura 22. Calibracion del citometro LSR Fortessa utilizando una nueva estrategia para
optimizar la deteccion de MPs.

La calibracién del citémetro se llevé a cabo utilizando la combinacién de bolas Megamix-Plus SSC. A.
Grafico de densidad con la deteccién de las bolas fluorescentes de calibracién. B. Histograma en el
canal de “side scattered light” (SSC) con la distribucién de las bolas de 0,16-; 0,20-; 0,24- y 0,5-pm.
C. Grifico de puntos donde se delimita la regién de MPs colocando el discriminador en el canal de
fluorescencia para el fluorocormo isotiocianato de fluoresceina (FITC). Bolas de 0,5 um (nube roja);

0,24 pm (nube verde); 0,20 um (nube azul); 0,16 um (nube amarilla).

18.3. Cuantificacion de niveles de MPs totales y PMPs

Niveles de MPs totales y PMPs de los mismos pacientes se midieron tanto en el citometro
Navios como en el LSR Fortessa. La figura 23A-B muestra como se identificaron las PMPs
en cada citometro a modo de ejemplo. Cuando se compararon los niveles de MPs circulantes,
se encontraron diferencias significativas en los valores absolutos de MPs totales (26987 *
2845 versus 15411 £ 1733) y PMPs (21565 £ 2620 versus 13063 £ 1615) entre el Navios y el

Fortessa tal y como se muestra en la figura 23C. Estos resultados demostraban que la
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comparacion absoluta entre citometros de con diferentes propiedades Opticas (diferente

capacidad de resolucion en FS y SS) no era posible con la metodologia empleada.
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Figura 23.Cuantificacién de las MPs de procedencia plaquetar (PMPs) en dos tipos
diferentes de citémetro.

(A,B) Graficos representativos de fluorescencia donde se visualizan las PMPs. A. Analisis de las
PMPs en el citbmetro Navios previamente calibrado. B. Analisis de las PMPs en el citbmetro LSR
Fortessa previamente calibrado. Se consideraron PMPs a las MPs doble positivas para CD31-PE y

CD41-PECy7, en ambos paneles sélo se muestran los eventos recogidos dentro de la regién de MPs

establecida positivos para anexina V-FITC. FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina. C.

Contaje absoluto de MPs totales y PMPs, los resultados se expresaron como media y error estindar
(barra de error). n = 65; * p < 0,05.
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A pesar de la diferencia en el nimero de MPs circulantes detectados en cada citémetro,
cuando se compararon los valores absolutos de ambas poblaciones de MPs, observamos una
fuerte correlacién entre los valores de MPs totales (r = 0,908; p < 0,01; Figura 24A) y entre
los valores de PMPs obtenidos en ambos citometros (r = 0,910; p < 0,01; Figura 24B). Se
evalu6 la concordancia de los resultados obtenidos en las dos plataformas de citometria por
el método de Bland-Altman y se observo que la mayoria de los valores se encontraban dentro
del 95 % del limite de concordancia para cada comparacién (media de las diferencias + 1,96

la desviacion estandar de la diferencia, Figura 24C).
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Figura 24. Correlacion de los niveles de MPs circulantes entre ambas plataformas
citométricas.

(A,B) Comparacion de los niveles de MPs totales (A) y de los niveles de MPs de procedencia
plaquetar PMPs (B) medidos en muestras del mismo paciente utilizando el citometro LSR Fortessa o
el Navios; r: correlacién de Pearson. (C, D) Anilisis de la concordancia en el contaje de MPs entre
ambos citémetros utilizando el test de Bland-Altman. Linea negra: diferencia de la media; linea
punteada: £ 1,96 veces la desviacién estandar. n = 65.
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19. Objetivo 3: Caracterizacion fenotipica diferencial de MPs en dos
grupos de pacientes, diagnosticado de ETV y diagnosticados de
cancer

La figura 25 muestra un diagrama de flujo con la inclusién de los pacientes. La poblacion de
estudio estaba formada por dos grupos, uno inclufa 96 pacientes con cancer sin ETV y otro
138 pacientes con ETV sin diagnoéstico de cancer. Estos pacientes fueron seleccionados a
partir de dos cohortes de pacientes, una de ETV y otra de cancer a las cuales se les realiz6 un
seguimiento de 1 afo. Aquellos pacientes con ETV que durante el seguimiento desarrollaron
cancer y aquellos pacientes con cancer que durante el seguimiento fueron diagnosticados de
ETV no se incluyeron en nuestra poblacién de estudio, otros criterios de inclusion y
exclusion fueron especificados en el apartado de métodos. También se incluyé un grupo de
14 sujetos sanos a modo de referencia. La tabla 5 muestra las caracteristicas clinicas y

demograficas de las 3 poblaciones de estudio.

210 pacientes con cancer 209 pacientes
avanzado considerados con ETV
considerados
No incluidos
No incluidos
- 2 sin firma de ClI -10sin CI
- 70 diagnosticados de - 32 con traramiento con
ETV HBPM de mas de 72 h
- 3 con sospecha de - 15 diagnosticados de
ETV cancer
- 30 fallecimientos - 3 fallecimientos
- 9 sin datos actualiza - 11 sin datos actualiza-
dos dos
96 pacientes con 138 pacientes con ETV
cancer avanzado sin idiopatica sin cancer
ETV -109 TVP
-19EPyYTVP

28 de colon 21 gastrico-pancreéaticos 47 pulmodn

- 26 colon - 20 gastroesofagicos
- 2 intestino delgado - 1 pancreétivco

Figura 25. Diagrama de flujo con la inclusién de los pacientes en el estudio.
CI: consentimiento informado; HBPM: heparina de bajo peso molecular; TVP: trombosis venosa
profunda; EP: embolia pulmonar.
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas y demograficas de los tres grupos de estudio.

Caracteristica Sanos ETV Cancer Valor P
Edad (afios) 41 (20) 67 (23) 63 (13) 0,54
IMC (kg/m?) 23 (5) 30 (7) 26 (6) < 0,001*
Hombre 5 (35,7) 77 (55,8) 67 (69,8) <0,001*
Fumador 13 (92,9) 48 (34,8 %) 62 (64,6 %) < 0,001*
Consumidor de alcohol 0 (0) 12 (8,7 %) 25 (26,0 %) <0,001*
Hipertension 0 (0) 72 (52,2 %) 29 (30,2 %) <0,001*
Dislipemia 1(7,1) 39 (28,3 %) 25 (26 %) 0,767
Diabetes 0 (0) 19 (13,8 %) 17 (17,7 %) 0,463
Enfermedad respiratoria 1(7,1) 31 (22,5 %) 18 (18,8 %) 0,518
EPOC 0 (0) 12 (8,7 %) 13 (13,6 %) 0,038*
Asma 1(7,1) 8 (5,8 %) 1 (1,0 %) 0,127
Tuberculosis 0 (0) 2 (1,4 %) 2 (2,1 %) 0,618
Bronquiectasias 0 (0) 3 (2,2 %) 0 (0 %) 0,288

En la tabla se reflejan los datos afirmativos correspondientes para cada variable. Las variables
cuantitativas estan expresadas como media y (rango intercuartilico) y las variables cualitativas como
ny (%). Sélo se indica el valor de p para la comparacién entre trombosis y cancer. IMC: indice de
masa corporal; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica; SAOS: sindrome de apnea
obstructiva del suefio; n sanos = 14; n ETV = 138; n cancer = 96; * indica valor de p con
significacion.
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Caracteristica Sanos ETV Cancer Valor P
Enfermedad inflamatoria 0 (0) 3 (2,2 %) 1(1 %) 0,646
intestinal
SAOS 0 (0) 4 (2,9 %) 2(2,1%) 1
Enfermedad arterial periférica 0 (0) 2 (1,4 %) 4 (4,2 %) 0,231
Dispesia 1(7,1) 6 (4,3 %) 1(1 %) 0,245
Insuficiencia cardiaca crdnica 0 (0) 1 (0,7 %) 3 (3,1 %) 0,308
Artritis 0 (0) 6 (4,3 %) 1 (1,0 %) 0,245
Artrosis 0 (0) 16 (11,6 %) 1(1,0%) 0,002*
Enfermedad renal crénica 0 (0) 10 (7,2 %) 6 (6,3 %) 1
Trastornos neuroldgicos 0 (0) 21 (15,2 %) 7 (7,3 %) 0,1

Tabla 5. (continuacién).

En el grupo de ETV se encontraron pacientes con un mayor indice de masa corporal (IMC)
y mayor frecuencia de hipertension arterial y de artrosis que en el grupo de cancer (Tabla 5).
Entre los pacientes con ETV, 86 de los 138 (62,3 %) habian recibido tratamiento con HBPM
dentro de las 72 h previas a la obtencién de muestra, 72 de esos 86 (83,7 %) fueron tratados
con enoxaparina. Por el contrario, el grupo de cancer estaba formado en su mayorfa por
hombres, fumadores activos, consumidores regulares de alcohol y con mayor prevalencia de
EPOC que los pacientes del grupo de ETV (Tabla 5). El 86,5 % de los pacientes
oncoldgicos (83/96) presentaron un grado avanzado de progresion de la enfermedad (estadio
IV) y se encontraban bajo tratamiento con agentes quimioterapicos. Dentro de éstos, el 3,1
% (3/96) habia recibido en el mes previo, a la inclusién del estudio, quimioterapia y

radioterapia de forma conjunta.
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19.1. Caracterizaciéon y comparacion de los niveles de MPs en pacientes con ETV y
pacientes con cancer

Estudio de MPs circulantes totales y su procedencia celular

Para caracterizar e identificar un perfil de MPs que permitiera discriminar entre pacientes
con ETV y pacientes con cancer, comparamos la mediana e intervalo de confianza (IC) de
los niveles de MPs totales, EMPs, PMPs y LMPs obtenidos en cada grupo (ETV, cancer y
sanos). Ambos grupos de pacientes presentaron niveles de MPs totales claramente mas
elevados que el grupo de sujetos sanos (Figura 26A) y aunque los valores de mediana se
encontraban ligeramente mas elevados en el grupo de cancer que en el de ETV,
estadisticamente no se encontré que esta elevacion fuera determinante (Figura 26A). Las
PMPs presentaban un comportamiento similar a las MPs totales, se detectaron niveles
claramente mas elevados en los pacientes que en los sanos pero no existian diferencias
importantes entre la ETV y el cancer, tinicamente se observé una ligera elevacion del valor
de mediana del grupo oncolégico (Figura 26B). Las EMPs y LMPs también se encontraron
marcadamente mas elevadas en los pacientes que en los sujetos sanos, sin embargo, ambas
subpoblaciones de MPs seguian un patrén similar entre el grupo de cancer y el grupo de
trombéticos, aunque al contrario que en el caso de las PMPs, la ligera elevacion del valor de
mediana recafa sobre el grupo de ETV tanto para las EMPs como para las LMPs (Figura
26C-D).

Estudio de MPs circulantes con exposicion de FT' 0 PSGL1 en su membrana celular

Se estudiaron los niveles de MPs que expresaran FT' o PSGL1 a nivel de membrana y se
compararon las medianas e IC obtenidos para los 3 grupos (ETV cancer y sanos). Ambas
poblaciones de pacientes presentaron mayores niveles de MPs+EFT que el grupo de sujetos
sanos. En la estimacion por IC no se encontraron diferencias con evidencia estadistica entre
el grupo de cancer y el de ETV. Sin embargo, el valor de mediana para las MPs+FT en el
grupo de ETV era aproximadamente un 50 % superior al valor obtenido en el grupo de
cancer (Figura 27A). Por ello se realizé6 un segundo analisis comparando las medianas y
rangos intercuartilicos de las MP+FT entre ambos grupos una vez ajustadas por aquellas
variables que en el analisis bivariado presentaron diferencias significativas (género, habito
tabaquico, consumo de alcohol, hipertensién, EPOC, artrosis e IMC, Tabla 5). En este
analisis se encontraron niveles de MPs+FT significativamente mas elevados en los pacientes

diagnosticados de ETV que en los diagnosticados de cancer (p = 0,027; Figura 27B). Esta
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diferencia significativa no se mantuvo cuando se estudid la procedencia endotelial o
plaquetar de las MPs+FT. Ambos grupos de pacientes seguian un patrén casi idéntico en las
PMPs+FT tanto en valores de mediana como de rango intercuartilico (Tabla 6). Los niveles
de EMPs+FT fueron casi indetectables en los 3 grupos (Tabla 6). En cuanto a las
MPs+PSGL1, no se encontraron diferencias ni en los niveles totales ni en los niveles de
LMPs+PSGLL1 entre el grupo de ETV y el de cancer. Tampoco se observaron cambios
sustanciales de estas poblaciones de MPs entre los grupos de pacientes y el grupo de sujetos

sanos (Tabla 7).

A B
Sanos —_— Sanos —_—
ETV —— ETV —_—
Cancer Cancer
T T T 1 1 1 I 1
0 5 10 15 20 0 4 8 12 16
MPs totales (eventos/mL x108) PMPs (eventos/mL x10°)
C D
Sanos —_— Sanos B ——
ETV —— ETV ——
Cancer Cancer
T I 1 I I I I 1
0 1 2 3 0 2 4 6 8 10
EMPs (eventos/mL x104) LMPs (eventos/mL x10%)

Figura 26. Petfil de MPs totales y su procedencia celular en los diferentes grupos de estudio.
A. MPs circulantes totales. B. MPs circulantes de procedencia plaquetar (PMPs). C. MPs circulantes
de procedencia endotelial (EMPs). D. MPs de circulantes de procedencia leucocitaria (LMPs). Los
resultados se expresaron como mediana (circulo) e intervalo de confianza (barra horizontal).
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Figura 27. Perfil de MPs con factor tisular (MPs+FT) en el grupo de ETV versus el grupo de
cancer.
A. Representaciéon mediana (circulo) e intervalos de confianza barra horizontal). B. Representacion
de la mediana (linea horizontal dentro de la caja) y 1,5 veces rango intercuartilico (bigotes); percentil
25y 75 (lineas hotizontales extremo inferior y supetior de la caja); circulos negros: “outliers”/valores
extremos; *p < 0,05.

Tabla 6. MPs con factor tisular (MPs+FT) y su procedencia celular

Poblacién MPs ETV Cancer Valor p
MPs+FT 15021 (23524) 10462 (17043) 0,027
EMPs+FT 0,00 (526) 0,00 (419) 0,160
PMPs+FT 3389 (9465) 3981 (7532) 0,857

Los resultados se expresaron como mediana (rango intercuartilico), n ETV =
138, n cancer = 96. EMPs+FT: MPs+FT con origen en el endotelio; PMPs+FT:
MPs+FT de origen plaquetar.
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Tabla 7. Perfil de MPs con glicoproteina ligando 1 de P-selectina (MPs+PSGL1) y su
procedencia celular

Poblacién MPs Sanos ETV Cancer
MPs+PSGL1 3613 (0 ;6506) 4383 (3740; 5093) 5149 (3895; 6851)
LMPs+PSGL1 1143 (0; 1707) 1654 (1237; 2057) 1772 (1470; 1911)

Los resultados se expresaron como mediana, (intervalo de confianza inferior; superior)
LMPs+PSGL1: MPs+PSGL1 de procedencia leucocitaria; n sanos = 14; n ETV = 138, n
cancer = 96.

19.2. Caracterizacion y comparacion de los niveles de MPs en pacientes con ETV
versus pacientes con diferentes subtipos de cancer

Estudio de MPs circulantes totales y su procedencia celular

Para estudiar si existia alguna diferencia entre el perfil de MPs de los pacientes con ETV y
algun subtipo concreto de cancer, los pacientes oncologicos se clasificaron en tres subgrupos
de acuerdo con la localizacion de la neoplasia (pulmoén, gastrica o pancreatica y de colén). Se
compararon los valores de las MPs totales, EMPs, LMPs y PMPs obtenidos en dichos
subgrupos con los obtenidos en el grupo de ETV. En los 3 subtipos de cancer encontramos
niveles de MPs totales marcadamente mas elevados que en los sujetos sanos (Figura 28A).
Entre el grupo de cancer y el de ETV por estimacion de los IC no se encontraron diferencias
con suficiente evidencia estadistica aunque si encontramos que los 3 subtipos de cancer
presentaron valores de MPs totales ligeramente mas elevados que el grupo de ETV,
especialmente aquellos pacientes con cancer gastrico o pancreatico cuyo valor de mediana era
aproximadamente un 33 % mayor que la de los pacientes con trombosis (Figura 28A). En
cuanto a la procedencia de las MPs, en los origenes celulares estudiados (endotelial,
leucocitario y plaquetar) no se encontr6 un patrén que permitiera diferenciar entre alguno de
los subgrupos de cancer y el grupo de ETV (Figura 28B-D). Cabe mencionar que en el caso
de las EMPs y LMPs los valores de mediana obtenidos para los subgrupos de cancer de
pulmoén y cancer de colon se encontraban ligeramente por debajo del valor obtenido para el
grupo de ETV, mientras que en el subgrupo de gastrico-pancreaticos los niveles de estas
MPs se encontraban levemente mas elevados en estos pacientes que en los trombéticos
(Figura 28B-C). En el caso de las PMPs el patron era diferente, sin llegar a una evidencia

estadistica los niveles de PMPs se encontraron mas elevados en los 3 subgrupos de cancer
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que en los pacientes con ETV especialmente en los gastrico-pancreatico cuyos valores de

PMPs eran los mas elevados de todos los grupos (Figura 28D).

A B
Sanos —_— Sanos —_—
ETV —_— ETV —_——
Cancer —_— Cancer —
Pulmoén —_— Pulmén —_—
Gast-panc e (335t-panc .
Colon == Colon —C—

1 1 1 1 1 1 I 1 1

5 10 15 20 25 0 1 2 3 4 5
MPs totales (eventos/mL x10°) EMPs (eventos/mL x10%)
C D
Sanos —_—
Sanos —_—

ETV ‘ ETV ——
Cancer o Cancer —
Pulmon = Pulmén ——
Gast-panc Gast-panc —_——
Colon —_— Colon —_—

1 1 1 1 1 1 L) 1 1

0 4 8 12 16 0 5 10 15 20 25

LMPs (eventos/mL (x10%)

PMPs (eventos/mL x10°)

Figura 28. Perfil de MPs totales y su procedencia celular en los subgrupos de cancer y en el
grupo de ETV.

A. MPs circulantes totales. B. MPs circulantes de procedencia endotelial (EMPs). C. MPs circulantes
de procedencia leucocitaria (LMPs). D. MPs de circulantes de procedencia plaquetar (PMPs). Los
resultados se expresaron como mediana (circulos) e intervalo de confianza (barra horizontal).
Pulmén: cancer de pulmoén; Gast-panc: cancer gastrico o pancreatico; Colon: cancer de colon.

Estudio de MPs circulantes con exposicion de F1" 0o PSGL1en su membrana celular

Se compararon los valores para MPs+FT y MPs+PSGL1 entre los diferentes subgrupos de

cancer y el grupo de ETV. Se observo en los 3 subgrupos de cancer niveles de MPs+FT mas

elevados que en los sujetos sanos aunque fue el subgrupo gastrico-pancreatico

el que

presentd los niveles mas altos (Tabla 8). Sin embargo, ninguno de los subtipos de cancer
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superaron los valores observados en el grupo de ETV para estas poblaciones de MPs (Tabla

8).

Cuando se estudié el origen celular de las MPs+FT (endotelial o plaquetar) no se
encontraron valores que evidenciaran una marcada diferencia estadistica entre el grupo de
ETV y cualquier subgrupo de cancer. Unicamente se apreciaron valores de mediana para las
PMPs+FT algo mas elevados en los subgrupos de cancer de colon y gastrico-pancréatico que
en el grupo de ETV y ligeramente mas bajos en el cancer de pulmoén (Figura 29). En cuanto a
las EMPs+FT, en la mayoria de las poblaciones de estudio sus niveles fueron casi

indetectables con un valor de mediana de 0 (Tabla 8).

Sanos ——
ETV =
Cancer —
Pulmén —o—
Gast-panc O
Colon o
T T T |
0 4 8 12 16

PMPs+FT (eventos/mL x103)

Figura 29. Perfil de las MPs plaquetares con factor tisular (PMPs+FT) en los subgrupos de
cancery enla ETV.
Pulmén: cancer de pulmoén; Gast-panc: cancer gastrico o pancreatico; Colon: cancer de colon.

Niveles de MPs+PSGL1 similares se encontraron entre los subgrupos de colon y pulmén y
el grupo de ETV. En cambio, el valor de mediana para las MPs+PSGL1 fue un 50 % mayor
en los pacientes con cancer gastrico o pancreatico en comparaciéon con aquellos
diagnosticados de ETV. Teniendo en cuenta los valores de IC esta diferencia no tenfa
evidencia estadistica debido al solapamiento entre los intervalos de ambos grupos (Figura
30A). Se realiz6 un segundo analisis donde se compararon las medianas y rangos
intercuartilicos de las MPs+PSGL1 entre los tres subgrupos de cancer y el grupo de ETV
una vez ajustadas por las variables que un previo analisis multivariante presentaron
diferencias significativas. Se encontraron niveles de MPs+PSGL1 significativamente mas
elevados en los pacientes con cancer gastrico-pancreatico que en los pacientes con ETV (p =

0,003; Figura 30B). Esta diferencia significativa no se mantuvo cuando se estudié la
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procedencia leucocitaria de estas MPs, niveles similares de LMPs+PSGL1 se encontraron
entre el grupo de ETV y el subgrupo de cancer gastrico-pancreatico [mediana (rango

intercuartilico); ETV: 1654 (1915); cancer gastrico o pancreatico: 2785 (4076), p > 0,05].

A B
*
60
Sanos — . 59 ¢
:,? _
ETV - X 10 ¢
-
E
Cancer —— 8 8-
3
Pulmén — L 6+ * .
: L]
Gast-panc < 8 4 B E—
(2}
A .
Colon —— o 24
N
T T T T 1 0 .
0 4 8 12 16 20 ETV Gast-panc

MPs+PSGL1 (eventos/mL x10%)

Figura 30. Perfil de MPs circulantes con glicoproteina ligando 1 de 1a P-selectina
(MPs+PSGL1) en los subtipos de cancer y en la ETV.

A. Representacion de mediana (circulo) e intervalo de confianza (barra horizontal). B. Representacion
de mediana (linea horizontal dentro de la caja) y 1,5 veces el rango intercuartilico (bigotes); percentil
25y 75 (lineas horizontales extremo inferior y superior de la caja respectivamente); circulos negros:
outliers/valores extremos *p <0,05; Pulmoén: cancer de pulmon; Gast-panc: cancer gastrico o
pancreatico; Colon: cancer de colon.
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Tabla 8. Petrfil de MPs circulantes con factor tisular (MPs+FT) y su procedencia celular en los subtipos de cancery en la ETV

Poblacién de Sanos ETV idiopatica Céancer pulmén Céancer gast-panc Céancer colon
MPs
MPs+FT 4244 (2638; 7054) 15021 (11502; 21245) 9611 (7822; 14620) 10892 (8704; 32929) 10347 (5756; 15956)
PMPs+FT 2332 (1569; 3420) 3390 (2599; 4429) 2946 (2350; 4483) 6008 (3306; 15541) 4331 (1705; 9061)
EMPs+FT 0 (0; 135) 0 (0; 202) 0 (0; 408) 0 (0; 0) 0(0; 0)

PMPs+FT: MPs+FT de procedencia plaquetar; EMPs+EFT: MPs+EFTcon origen endotelial; IC: intervalo de confianza; cancer gast-panc: cancer
gastrico o pancreatico.
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19.3. Niveles de dimero D, sP-selectina y FT antigénico en pacientes con ETV
versus pacientes con cancer

Ademas de las MPs también se estudiaron otros parametros sanguineos implicados en la
coagulacion como son el dimero D, la sP-selectina y el FT antigénico. Entre el grupo de
ETV y el grupo de cancer encontramos diferencias acentuadas en los valores de mediana y en
los valores del IC para el dimero D y para la sP-selectina. En ambos casos los valores de se
encontraron sustancialmente mas elevadas en el grupo de pacientes con trombosis que en el
grupo de pacientes oncologicos (Figura 31). Para el FT antigénico, no se encontraron
diferencias importantes entre ninguna de las poblaciones estudiadas [mediana (IC inferior; IC
superior); ETV: 241 (222; 262), cancer pulmoén: 209 (170; 266), cancer gastrico o pancreatico:
209 (177; 233), cancer colon: 212 (193; 233)].

A B
ETV e ETV/ ——
Cancer Cancer
1 I I I 1 I I 1 1 I 1
0 1 2 3 4 5 0 10 20 30 40 50 60
Dimero D (ug/L x10%) sP-selectina (ng/mL)

Figura 31. Comparacién de los niveles de dimer D (A) y P-selectina soluble (B) entre
pacientes con cancer y pacientes con ETV.
Los resultados se expresaron como mediana (circulo) e intervalo de confianza (barra horizontal).
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Entre los retos clinicos actuales en la relacién entre cancer y ETV se incluyen tanto la
optimizacién de las herramientas de prediccion para el evento trombético en pacientes con
cancer como el diagnéstico temprano de la neoplasia subyacente en el paciente con ETV. En
ambos escenarios clinicos las MPs son uno de los biomarcadores mas prometedores. Son
varios los estudios centrados en el hallazgo de marcadores del evento trombosis en pacientes
con cancer [161, 245, 246, 262] o de marcadores del evento cancer subyacente en las
trombosis aparentemente idiopaticas [95], sin que existan resultados concluyentes. Los
estudios amplios de cohortes longitudinales serfan los mas apropiados para validar el papel de
las MPs como biomarcador. Por ello como paso previo a estos estudios de cohortes nuestro
trabajo se ha centrado en la caracterizacién de MPs circulantes en dos grupos de pacientes,
unos diagnosticados de ETV idiopaticas sin diagnéstico de cancer y otro grupo
diagnosticado de cancer que no han desarrollado ETV. Sin embargo, debido a que las MPs
son muy sensibles a sufrir alteraciones ex »zvo y que no hay un protocolo de procesamiento
estandarizado para su aislamiento y analisis, la comparacién de resultados entre diferentes
laboratorios y la utilizacion de MPs como biomarcadores atn esta muy limitada y su
estandarizaciéon supone un desafio [260, 269, 282, 304]. Para la obtencién de resultados
precisos es importante conocer de qué forma afectan las condiciones preanaliticas a las
propiedades de las MPs. Por ello antes de elegir las condiciones preanaliticas y analiticas en la
caracterizacion de MPs de ambos grupos de pacientes (cancer y trombosis), se realizaron dos
estudios metodolégicos, uno sobre el método preanalitico en el que se puso de manifiesto el
impacto que tiene la velocidad de centrifugacion y la congelacion sobre las propiedades de las
MPs y otro sobre el método de analisis por citometria en el que observamos que la deteccion
de MPs en citémetros de flujo calibrados con la Megamix-Plus es un método fiable. En estos
resultados metodolégicos basamos la elaboracién del protocolo de aislamiento y analisis de

MPs.

1. Influencia del procesamiento de las muestras sobre las propiedades de las

MPs: efecto de la congelacion y de la centrifugacion

El primer objetivo de esta tesis se centrd en evaluar el impacto de la centrifugacién y
almacenamiento de las muestras como parte del procedimiento de preparaciéon del plasma
para la determinaciéon de las MPs. Cuatro protocolos de centrifugaciéon que implicaban
diferentes velocidades y temperaturas asi como el efecto de la congelacién de las muestras

han sido estudiados. Cuando se analizaron los niveles de MPs y su capacidad procoagulante
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asociada, nuestros resultados demostraron que las propiedades de las MPs (nimero y
capacidad procoagulante) se vefan afectadas por la velocidad de centrifugaciéon empleada y

por la congelacién de la muestra pero no por la temperatura de centrifugacion.

Temperatura de centrifugacion

Hasta la fecha no tenemos conocimiento de que existan otros estudios que describan la
influencia de la temperatura de centrifugacion en las propiedades de las MPs. En nuestros
resultados observamos que la temperatura de centrifugacion (4 °C 6 20 °C) no influia ni en el
numero de MPs ni en su actividad procoagulante. En la literatura, si el PPP debe ser aislado a
temperatura ambiente (20 °C) o a baja temperatura (4 °C) es objeto de debate. Recientemente
se ha postulado que la centrifugacién de la sangre total a bajas temperaturas puede dar lugar a
una activacion de las plaquetas con el correspondiente incremento de MPs artefactuales, eso
conlleva que muchos autores opten por una centrifugaciéon a temperatura ambiente [269,
272, 305]. Sin embargo, también se ha propuesto que la centrifugaciéon a 4 °C ayuda a
preservar la calidad y la actividad de las proteinas y puede ser por tanto una mejor opcién si
las propiedades de las MPs y la actividad de las proteinas van a ser determinadas [286, 300,
307]. En cualquier caso basindonos en nuestros resultados podemos decir que la

temperatura de centrifugacion no afecta a las determinaciones de MPs (Tabla 4; Figura 16).

Velocidad de centrifugacion

Tanto la velocidad como el nimero de centrifugaciones pueden afectar a las propiedades de
las MPs. En nuestro estudio se observo una clara disminucion en el nimero y en la capacidad
procoagulante asociada a las MPs (disminuyeron tanto la concentraciéon de MPs medidas en
eq de PS como la capacidad de generacién de trombina y aumentd el tiempo de coagulacion
dependiente de fosfolipidos) cuando se utiliz6 una doble centrifugacién a velocidades mas
altas (2 x 2500 g, Tabla 4; Figura 17). Esta observacion coincide con otros trabajos en los que
muestran una asociacion entre el bajo contaje de MPs y la alta velocidad de centrifugacion
[308, 309] o entre una menor actividad procoagulante asociada a MPs y una mayor velocidad
de centrifugacion [310, 311]. La contaminacion celular causada por plaquetas y células rojas
[1706] y la liberacion de MPs artefactuales debido a la activacion de plaquetas ex vzvo podrian
ser los causantes del aumento de MPs cuando sélo se lleva a cabo una centrifugacion a baja
velocidad. Muchos estudios recomiendan una centrifugaciéon adicional para eliminar
completamente las plaquetas [269, 272], otros por el contrario consideran suficiente una

unica centrifugaciéon a baja velocidad incluso puntualizan que una unica centrifugaciéon a
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1550 g durante 20 min elimina aproximadamente el 99 % del contenido plaquetar [277, 2806,
301]. La eliminacién total de las plaquetas conlleva una pérdida de MPs ya que existe un
solapamiento entre el tamafo de las PMPs mas grandes, las MPs procedentes de células rojas
y las plaquetas [312]. A la hora de elegir el numero y la velocidad de la centrifugacién, es
importante sopesar entre eliminar el maximo numero de plaquetas y células rojas posibles sin
llegar a perder las MPs de interés [176]. No se conoce con certeza como afecta la velocidad
de centrifugaciéon a las MPs de menor tamafio procedentes de otros origenes celulares
diferentes. Se han detectado considerables niveles de EMPs utilizando diferentes protocolos
de centrifugaciéon [176] aunque algunos autores apuntan que niveles elevados de PMPs
podrian enmascarar la medicion de otras MPs mas minoritarias es el caso de las EMPs o de
las LMPs [309]. Debido al bajo nimero de EMPs y de LMPs, una baja velocidad de
centrifugacién podria ser utilizada para analizar MPs procedente de estos origenes
minoritarios a pesar del riesgo de la contaminacién causada por la presencia de un remanente
de plaquetas y células rojas, razén por la que se escogi6 el protocolo de centrifugacion 1500 g

30 min para el procesamiento de las muestras de los estudios 2 y 3.

Conservacion de las muestras antes de su andlisis

Con frecuencia los laboratorios tienen limitaciones o falta de recursos para analizar las MPs
en el mismo lugar donde se procesa la muestra o que con frecuencia los ensayos que se llevan
a cabo para la determinacién de MPs se realizan de forma conjunta sobre un nimero
considerable de muestras por lo que se requiere el almacenamiento. En la practica, es
inevitable congelar la muestra para conservarla hasta el posterior analisis. En nuestro trabajo
hemos observado un claro aumento del numero y de la capacidad procoagulante de las MPs
(aumento de generacion de trombina y disminucién del tiempo de coagulacién asociado a
fosfolipidos) cuando las muestras eran congeladas antes de su analisis (Tabla 4; Figura 20).
Estos resultados estan en concordancia con otros estudios [282, 308, 313] en los que también
se ha descrito que la congelacién-descongelacion incrementan los niveles de MPs en plasma.
Sin embargo, otros grupos no encontraron un aumento de MPs en el plasma tras haberlo
conservado durante 28, 42 6 56 dias a -80 °C [280, 309]. Esta discrepancia puede estar
relacionada con el tipo de MPs estudiado. Las condiciones de conservacion de la muestra
pueden tener diferentes efectos dependiendo de las subpoblaciones de MPs. Varios estudios
no han observado un aumento sustancial ni en el nimero de EMPs ni en el nimero de LMPs
tras un ciclo de congelacion-descongelacion [282, 314] aunque si se ha descrito que el

numero de PMPs positivas para anexina V se ven aumentados [282]. Por otro lado, el tiempo
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de congelacién también es otro factor a tener en cuenta ya que se ha observado que puede
causar un aumento de los niveles de MPs totales a corto plazo, pero una disminucioén de las
mismas si el periodo de congelacion es largo [282, 309]. La mayorfa de las MPs detectadas
con los protocolos actuales de centrifugaciéon son de procedencia plaquetar [178] llegando a
ser en algunos casos superior al 90% mientras que las EMPs y LMPs son muy minoritarias.
Estudios adicionales que caractericen el origen celular de las MPs podrian ayudar a dilucidar
si el numero y funcidn de las MPs presentes en el PPP congelado son fundamentalmente de

procedencia plaquetar como se ha sugerido en otros trabajos [269, 309].

Una segunda explicacion que justifique la variabilidad entre los resultados teniendo en
cuenta la conservacion de la muestra podria ser el tipo de muestra que se congela y que
posteriormente es utilizada para el analisis de MPs. En nuestro estudio, congelamos muestras
de PPP y tras su descongelacion se realizaron las determinaciones de MPs directamente
sobre el plasma con el fin de prevenir la pérdida de MPs [165, 276, 315]. Algunos
investigadores tras la descongelacion del plasma realizan una centrifugacion adicional para
aislar las MPs en el pellet lo cual, podria conllevar a una pérdida de MPs ya que las MPs de

menor tamafo no son mas densas que el plasma y por tanto no sedimentan [2706].

Una tercera posible causa del incremento de las MPs tras la congelacion-descongelacion
podria ser la activacion ex vzvo de las plaquetas remanentes en el plasma, lo que darfa lugar a
un incremento del nimero de plaquetas y de la actividad procoagulante. Se ha observado que
el nimero de PMPs es entre 3 y 10 veces mayor en el PPP congelado-descongelado que en
su PPP equivalente fresco [290, 316]. La fragmentaciéon plaquetar [309, 317] la cual daria
lugar a fragmentos de un tamano equivalente al de las MPs y con los mismos antigenos de
superficie que las PMPs ha sido propuesto como otro mecanismo de formaciéon de MPs
artefactuales [317]. Esto sustentaria el aumento de MPs totales pero no el aumento de la
capacidad procoagulante encontrado en nuestro estudio por lo que no lo contemplamos
como una posible explicaciéon. Nuestros resultados no s6lo mostraron un incremento en el
numero de MPs totales, también mostraron un claro aumento de la capacidad procoagulante
asociada a las MPs, esto no sustentaria la fragmentacién como una posible explicacion del

mecanismo causante de la formacion de MPs artefactuales.

Otros factores a tener en cuenta en el andlisis de MPs circulantes

En el presente estudio, nos hemos centrado en la velocidad y temperatura de centrifugacion y

en el almacenamiento de la muestra antes de su analisis. Otros parametros preanaliticos
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como el tipo de anticoagulante empleado en la extracciéon sanguinea, el transporte de los
tubos de sangre, el tiempo de demora entre la extraccion y el procesamiento de la sangre, la
temperatura de descongelacion del plasma pueden afectar en mayor o menor medida las
propiedades de las MPs [269]. Diversas recomendaciones sobre como procesar la muestra
para la deteccion de MPs se han llevado a cabo por diferentes grupos de investigacion.
Algunas de ellas son i) eleccién de citrato como anticoagulante en la extraccion, ii) extraccion
sanguinea con minima compresiéon y con una aguja de calibre 19-21, iii) procesamiento de la
muestra en un periodo inferior a 2 h desde la extracciéon de sanguinea, iv) procesamiento de
la muestra con dos centrifugaciones seriadas v) conservacion del plasma a -80 °C si no se va a
analizar en el momento vi) conservacion de las muestras congeladas durante periodos de
tiempo similares para facilitar su comparacion [272, 282, 318]. Mas estudios que profundicen
sobre estos puntos son de vital interés. Otro punto que también es causante de variaciones
en la deteccion de MPs es 1a falta de un criterio a la hora de considerar un evento detectado
en el citbmetro como positivo para MPs. Algunos investigadores consideran MPs a todos
aquellos eventos que una vez calibrado el citébmetro se encuentre dentro de la regién de MPs
establecida [282]. Sin embargo, la mayoria de grupos entre los que nos incluimos nosotros
definen las MPs como eventos incluidos en la regiéon de MPs y positivos para la anexina V
[152, 269, 2806, 319]. La anexina V es considerado un marcador general de MPs ya que
reconoce la fosfatidilserina presente en su superficie. Esta unién es dependiente de calcio y
requiere por tanto la adiciéon de calcio a la muestra lo cual podria facilitar la formacion de
coagulos ex vive. En consecuencia, se han propuesto marcadores alternativos. Uno de ellos es
la lactaderina la cual reconoce la fosfatidilserina sin que sea necesaria la presencia de calcio
[192]. En un estudio reciente han observado contajes de MPs similares marcando las MPs
con anexina V y con lactaderina, [320] lo que sugeriria que el calcio requerido por la anexina
no afecta sustancialmente a la deteccion de MPs. En cualquier caso, serfa interesante
investigar mas a fondo si la lactaderina es un buen marcador de MPs, especialmente

comparado con la anexina V.

En nuestros resultados hemos encontrado que la congelacion-descongelacion y la velocidad
de centrifugacién pero no la temperatura, son variables preanaliticas que, afectan criticamente
a las MPs. Tanto la preparacién de las muestras como los protocolos de detecciéon de MPs
deben ser estandarizados sobre todo de cara a estudios multicéntricos y cuando las muestras

necesiten congelarse previamente a su analisis.
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2. Cuantificacion de MPs en dos plataformas citométricas diferentes
siguiendo una nueva estrategia de calibracion

Encontrar una estrategia que optimice la deteccién y permita la comparaciéon de los niveles
de MPs obtenidos en citémetros de diversa indole es de gran utilidad para la elaboracion de
estudios multicéntricos y el avance en el estudio de MPs como biomarcadores. En este
sentido, hemos evaluado la deteccién y comparaciéon de MPs en dos citémetros diferentes
siguiendo una nueva estrategia de calibracion basada en el empleo de dos combinaciones de
bolas diferentes especialmente disefiadas para la calibracién de citémetros con mayor
capacidad de resoluciéon en FS o en SS segun corresponda. En nuestros resultados hemos
obtenido una alta correlacion en los niveles de MPs totales y PMPs medidos entre dos tipos
de citometros (Figura 24). Sin embargo, el nimero absoluto era significativamente mayor en
el Navios que en el Fortessa (Figura 23). Las combinaciones de bolas fluorescentes de
diferentes tamafios se emplean frecuentemente para la detecciéon de MPs por citometria de
flujo [278, 286, 312, 321] aunque es materia de debate si las bolas compuestas por
poliestireno son las mas adecuadas para la calibracién de los citémetros debido al diferente
indice de refraccion entre las bolas de poliestireno y las MPs de procedencia celular [322-
324]. Las esferas Megamix simples, son una combinacién de bolas fluorescentes de entre 0,5-
y 3-um de didmetro, las cuales se ha comprobado que son una buena herramienta de
calibracion para medir PMPs utilizando citémetros de Beckman Coulter [325]. Sin embargo,
su uso para la deteccién de MPs en los citometros de BD estaba limitado [287]. Una posible
causa que justificara esta limitacion radicaba en que las Megamix simples basaban su
estrategia de calibracién para detectar MPs en el tamafio relativo medido mediante FS. Esta
estrategia era Optima para los citometros de Beckman Coulter pero no para los de BD. Las
estrategias de calibracién basadas en la granularidad relativa medida mediante el SS son las
mas adecuadas para la detecciéon de MPs en los equipos de BD. Para abordar este problema,
recientemente se han disefiado las bolas Megamix-Plus, y de ser validadas, podrian facilitar la
comparacion de los resultados de MPs entre los diferentes tipos y marcas de citometros
(Beckman Coulter y BD) y podria por tanto convertirse en una util herramienta dentro de los

estudios multicéntricos que contemplen la detecciéon de MPs.

La buena correlacion observada en nuestros resultados entre los dos citometros esta en
concordancia con otro trabajo reciente en el que compararon los niveles de MPs plaquetares
utilizando las bolas Megamix-Plus (Megamix —Plus FSC en un citometro de Beckman

Coulter y Megamix-Plus SSC en un citémetro de BD) [326]. Sin embargo, nuestro trabajo
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afiade el aspecto original de haber sido realizado en muestras de pacientes con ETV
utilizando las Megamix-Plus como herramienta de calibracién y dos citometros localizados
en distintos hospitales [327], una situacién comparable con la de los estudios multicéntricos.
El objetivo de este trabajo era la realizacién de un estudio piloto, que sirviera de base para
estudios y estrategias futuras en las que se contemplaran otras subpoblaciones de MPs, otros

perfiles de pacientes, o un mayor numero de citometros.

El recuento tanto de MPs totales como de PMPs observado en nuestro estudio, era mayor en
el citomtero de Beckman Coulter que en el de BD (Figura 23). Para el calculo de los niveles
de MPs se utilizaron unas esferas de contaje de 6 um de diametro. L.a mayoria de las esferas
de contaje que se comercializan oscilan entre 6 y 10 pm de tamafio y estan disefiadas para el
recuento absoluto de células, pero pueden ser demasiado grandes para ser utilizadas en el
recuento de MPs las cuales tienen un tamano entre 8 y 120 veces menor que una célula. La
deteccion de MPs por citometria requiere el empleo de unos valores de voltaje para IS y SS
(miden tamafio y granularidad relativa respectivamente). Aplicando estos valores de voltaje,
las esferas de contaje convencionales (con un tamafio entre 6 y 60 veces mayor que las MPs)
son detectadas en el limite superior de deteccion de FS y SS, lo que puede conllevar que no
se detecte la poblacion completa de esferas de contaje. Dependiendo de la marca y tipo de
citbmetros la proporciéon de esferas de contaje no detectadas puede variar, pudiendo afectar a
la comparacién de los contajes absolutos entre citometros. Un estudio monocéntrico
comparé los niveles de PMPs entre un citémetro de Beckman Coulter y uno de BD y
encontraron también una limitacién en el uso de esferas de contaje a la hora de realizar una
comparacion directa de los valores absolutos. Como alternativa, utilizaron las PMPs
marcadas con mayor intensidad de fluorescencia como control interno para la comparacion
[326]. Sin embargo, los niveles de MPs pueden variar incluso dentro del mismo
sujeto/paciente siendo necesatia la bisqueda de una estrategia mas adecuada. A finales de
2016 Lacroix y colaboradores realizaron un estudio donde compararon niveles de PMPs
entre diferentes tipos de citometros utilizando las Megamix-Plus como estrategia de
calibraciéon. Para el recuento absoluto de MPs emplearon unas esferas de contaje, no
comercializadas en aquél entonces, de pequefio tamafio (3 pm). Con el uso de estas esferas
no encontraron diferencias en cuanto al contaje de PMPs entre citometros de Beckman
Coulter y citémetros de BD lo que apoya nuestra hipotesis sobre el excesivo tamafio de las
esferas de contaje convencionales. El estudio tenfa algunas limitaciones como que se requeria

el uso de unas bolas para calibrar la fluorescencia de los citdmetros y de un entrenamiento
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especial para la interpretacion de los datos de los citbmetros aunque se tratara de personal de

citometria experimentado [304].

Las MPs tienen una gran relevancia clinica como biomarcadores de un amplio abanico de
procesos fisioldgicos y patolégicos. Sin embargo su relevancia clinica se ve obstaculizada por
una falta de estandarizaciéon metodolégica. Basandonos en nuestros resultados, sustentados
ademas por estudios realizados con posterioridad por otros grupos de trabajo, podemos decir
que la determinacién de MPs en diferentes tipos de citbmetros es un método fiable, siempre
y cuando se realice una correcta calibracion de los equipos con las bolas adecuadas segun el
tipo de citbmetro. Para una comparacioén 6ptima del contaje absoluto entre citometros muy
probablemente sea necesario el uso de unas esferas de contaje de un tamafio menor a las
convencionales y especialmente disefiadas para el contaje de MPs por citometria. Futuros
trabajos que contribuyan a la validacion del contaje de MPs mediante esta nueva estrategia de
calibracién y que aborden las limitaciones aun existentes son de vital importancia para
continuar avanzando en la estandarizacién y comparacion de MPs entre plataformas
citométricas. Mientras tanto, el uso de Megamix-Plus como estrategia de calibracion parece

ser una opcion valida a falta de nuevos estudios multicéntricos que lo corroboren.

3. Caracterizacion fenotipica diferencial de MPs en dos grupos de
pacientes, uno de ETV idiopatica y otro de cancer

Los estudios metodologicos previos sirvieron como herramienta para la realizacion de este
tercer estudio centrado en la caracterizacion de MPs circulantes en pacientes con ETV y
pacientes con cancer. Consideramos que el disefio y analisis planteado en este tercer estudio
es novedoso, en tanto que hasta el momento, es el primer trabajo enfocado en comparar los
niveles de MPs entre pacientes con ETV que no han desarrollado cancer y pacientes con
cancer que no han desarrollado ETV y cuyo objetivo es caracterizar las MPs de estas dos
patologias como paso previo a su estudio como biomarcadores de la trombosis en el paciente
oncolégico y de la neoplasia subyacente en el paciente con trombosis. En nuestros
resultados, observamos que tanto los niveles de MPs+FT como los niveles de dimero D y
sP-selectina destacaban por encontrarse mas elevados en aquellos pacientes con ETV que en
los pacientes con cancer. Estas observaciones se reafirmaron cuando se comparé la cohorte
de pacientes de ETV con los 3 subgrupos de cancer (pulmon, gastrico o pancreatico y colon)

sobre todo en el caso del dimero D y de la sP-selectina. Por otra parte, se observéd que las
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MPs+PSGL1 se encontraban mas elevadas en el grupo de cancer gastrico o pancreatico que

en el grupo de ETV.

Papel de las MPs como marcadores de E'TV en pacientes con cancer

Tal y como se ha descrito con anterioridad, el hallazgo de marcadores que ayuden a
estratificar el riesgo de trombosis en los pacientes con cancer tiene una gran relevancia clinica
y las MPs son uno de los potenciales biomarcadores mas estudiados en este sentido [161,
245, 246, 262]. Nuestros resultados indican que niveles de MPs+FT elevados en pacientes
con cancer podrian predecir la aparicion de ETV aunque esta observacion serfa necesaria
validarla mediante un estudio de cohorte longitudinal. L.as MPs+FT no son exclusivas del
grupo de pacientes con ETV, hemos detectado también MPs+FT en el grupo de pacientes
con cancer que no desarrollaron trombosis pero en un numero bastante inferior [ETV:
15021 (23524); Cancer 10462 (17043); p = 0,027]. El tamafio muestral de nuestra serie podria
influir en la amplitud de los IC y en el efecto del ligero solapamiento existente entre los
intervalos de ambos grupos de pacientes con esta poblacién concreta de MPs. Pensamos que
nuestros resultados nos permiten identificar las MPs mas relevantes en este contexto clinico y
nos sustentan la realizacién de estudios de validacién en una cohorte de pacientes neoplasico
mas amplia. Estos resultados son consistentes con otros existentes en la literatura médica,
existen trabajos que atribuyen a las MPs+FT un papel en la formaciéon y progresion del
trombo [328] y consideran que las MPs+FT podrian actuar como marcadores para
identificar pacientes con alto riesgo de desarrollar trombosis[329]. La mayorfa de trabajos
sobre MPs y ETV estan disefiados en pacientes con cancer o en modelos animales con
cancer. Se considera que las células tumorales liberan MPs+FT [298, 330] que podrian estar
implicadas en la trombogénesis del proceso tumoral [161, 243, 331, 332]. En modelos
experimentales de raton se ha demostrado que lineas celulares de cancer de pulmoén o de
pancreas liberan MPs+FT 7n vitro capaces de favorecer la formacién de trombos 7z vive
cuando son inyectadas en un modelo animal de raton [298]. En otro trabajo similar en el que
para observar el papel del FT de procedencia tumoral en la trombosis utilizaron un modelo
ortrotopico animal al que se le inyectaron células cancerigenas pancreaticas con FT activo,
observaron que la activacion de la coagulaciéon estaba mediada por el FT pero
sorprendentemente, menos del 5 % de la actividad del FT se asoci6 con las MPs derivadas de
tumor [333]. Esto sugeria que las MPs derivadas del tumor no eran las unicas implicadas en

la aparicion del estado procoagulante/protrombotico del cancer y que otras fuentes de FT
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como las MPs+FT de otros origenes o las células del propio tumor podrian estar jugando un

papel importante.

En cuanto a los estudios clinicos, la mayoria encuentran niveles de MPs+FT y de actividad
procoagulante dependiente del FT presente en las MPs mas elevados en los pacientes con
cancer que han desarrollado trombosis que en aquellos que no la desarrollaron [243, 245,
2406, 331, 334], pero son trabajos en su mayoria de caracter retrospectivo. Existe una carencia
de estudios clinicos prospectivos centrados en analizar el valor de las MPs como predictores
del evento tromboético en los pacientes con cancer y que incluyan ademas un numero
elevado de pacientes. En un estudio prospectivo con una pequefia serie de pacientes con
cancer de pancreas encontraron un valor predictivo para el desarrollo de ETV en la actividad
de las MPs+FT [262], mientras que en otro estudio con pacientes diagnosticados de mieloma
multiple no encontraron dicha asociaciéon [335]. Un estudio retrospectivo caso-control
observé que el valor medio de MPs+FT en pacientes oncolégicos con ETV asociada era
significativamente mayor que en pacientes con ETV idiopatica o aquellos pacientes
diagnosticados de cancer pero sin ETV asociada [247]. Estos autores observaron también
una asociacion entre los niveles de MPs+FT y la apariciéon de trombosis. Sin embargo, otro
estudio retrospectivo caso control transversal no encontré una asociacion significativa entre
niveles elevados de MPs+FT y la ETV en pacientes con cancer incluso cuando el subgrupo
de pacientes con cancer mas ETV presentaba niveles mas elevados de MPs+FT que los
pacientes con cancer sin ETV [336]. En el primer estudio mas de la mitad de pacientes con
cancer que desarrollaron ETV estaban diagnosticados de cancer de mama, ovario, linfoma o
renal y la determinacién de los niveles de MPs+FT se realizé6 mediante citometria de flujo
basada en la impedancia, mientras que en el segundo trabajo la mayoria de los pacientes con
cancer que desarrollaron ETV estaban diagnosticados de cancer gastrointestinal, pulmonar
pancreatico o de prostata y realizaron la determinacion de MPs mediante citometria de flujo
basada en la dispersion de la luz. Estas diferencias metodologicas podrian justificar la

inconsistencia entre los resultados de ambos estudios.

Papel de las MPs circulantes como posibles marcadores de neoplasia oculta en pacientes con E'TT

idiopitica

En conexién con la identificacion de biomarcadores predictores del riesgo de ETV en
pacientes con cancer, la deteccién precoz de la neoplasia oculta en los pacientes con ETV

supone otro reto desde el punto de vista clinico. Son menos los trabajos orientados en esta
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direcciéon [95] aunque las MPs siguen siendo uno de los candidatos mas prometedores. En
nuestra serie hemos obtenido resultados interesantes al respecto. En primer lugar se ha
puesto de manifiesto que el paciente con cancer es muy heterogéneo y no hemos encontrado
una poblacion de MPs caracteristica de un grupo de neoplasias de localizaciones y cursos
clinicos diversos, a pesar de que casi todas ellas eran homogéneas histologicamente y la
mayorfa correspondian a adenocarcinomas con un estadio avanzado de la enfermedad
(estadio IV: 86.5 %). Aun asi, hemos encontrado diferencias en los niveles de MPs+PSGL1
de pacientes con cancer gastrico o pancreatico no asociados a fenémenos tromboembdlicos
y pacientes con ETV que no desarrollan cancer. Esto nos indica que niveles elevados de
MPs+PSGL1 en pacientes con una ETV idiopatica nos puede justificar una busqueda mas
activa hacia el diagndstico posterior de una neoplasia gastrica-pancreatica. Evidentemente,
esta hipotesis que se deriva de nuestro trabajo ha de ser validada en futuros estudios mas

ampliamente.

El encontrar los niveles de MPs+PSGL1 mas elevados en el grupo de cancer que en el
grupo de trombosis a priori puede sorprender ya que esta muy bien establecida la asociacion
de la P-selectina y sus ligandos a los procesos tromboéticos [337-339]. La captacién y
acumulacion de las MPs+PSGL1 en el trombo podria explicar el descenso de los niveles
circulantes de estas MPs en los pacientes con ETV. Esta teoria ha sido sugerida por otros
grupos [140, 337] y existen publicaciones en las que han observado la acumulacién y el
reclutamiento de MPs procoagulantes durante el proceso de formacién del trombo 7z vive
[238, 298]. Por otro lado, recientes estudios han atribuido a la P-selectina y sus ligandos un
papel en la expansion del tumor y en la metastasis. Algunos autores han observado que las
células de adenocarcinoma requieren la presencia de PSGL1 para activar a las plaquetas [340]
y junto con la activaciéon plaquetar favorecer la metastasis [341]. En ratones deficientes para
P- y L-selectina, células derivadas de adenocarcinoma de colon han provocado metastasis
mas atenuadas que en los ratones control [342]. Estas observaciones sustentarian la elevacion
de MPs+PSGL1 en los pacientes con cancer gastrico o pancreatico encontrada en nuestro
trabajo sobre todo, si se tiene en cuenta que este subgrupo de cancer incluye los tipos de
cancer con mayor capacidad de expansion y de metastasis dentro de los 3 subgrupos

estudiados.

Aunque hemos partido de la hipdtesis de que en ciertos pacientes con ETV idiopaticas
(13 2 . ’ . ;. .
subyace” una neoplasia oculta que ain no se ha puesto de manifiesto clinicamente, existe

otra teoria que considera a la trombosis una de las causas que podria ayudar a desencadenar
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el cancer en determinados pacientes. En un estudio prospectivo realizaron un seguimiento
anual durante 4 afos a 3052 varones sanos de edad media y observaron que en los sujetos
con una activacion persistente (durante al menos 2 afnos consecutivos) del estado de
coagulacion, (midieron fibrinopéptido A, fragmento protrombina 142, FXIIa, fibrinégeno,
FVIlag) se duplicaba la tasa de incidencia del cancer comparados con aquellos que tenfan un
estado hemostatico no activado de forma persistente (19,9 % versus 10,0 %; p < 0,001). A
pesar de esta mayor incidencia, sélo un 19 % de los sujetos con activacion persistente del
estado hemostatico desarrollaron cancer en 11 afios de seguimiento, sin embargo su tasa de
mortalidad por personas aflo era mayor con respecto pacientes con cancer sin activacion
persistente [343]. Estos datos sugerirfan que la activacion persistente de la via de coagulacion
y el proceso tumoral podrian ser procesos independientes que cuando convergen entre s la
activacion persistente del proceso hemostatico tendrfa un importante papel en la fase
preclinica del cancer, aumentando la probabilidad de establecimiento de la neoplasia,

favoreciendo una mas rapida proliferacién y una mas rapida metastasis.
Papel del dimero D y de la sP-selectina

En nuestros resultados observamos niveles de dimero Dy de sP-selectina marcadamente
mas elevados en los pacientes con ETV que los pacientes con cancer (Figura 31). Ensayos
clinicos y estudios prospectivos reconocen el importante papel del dimero D como valor
predictivo negativo en el diagnostico del evento trombético y su medicién esta incluida en
los algoritmos comunmente utilizados para el diagnéstico de ETV. Sin embargo, el valor
predictivo del dimero D en algoritmos diagnésticos de ETV en pacientes oncolégicos es hoy
en dia materia de debate. Aunque existe una clara relacion entre niveles elevados de dimero
D y evento trombotico, el dimero D también puede estar elevado en situaciones pro-
inflamatorias y de neoplasia. Recientemente, se ha cuestionado si el punto de corte de 500
ug/L utilizado en el algoritmo diagnéstico de la ETV es apropiado para poblaciones
especificas, las cuales presentan ya de por si niveles de dimero mas elevados que la poblacién
general. En nuestro grupo de pacientes con cancer la mediana (IC inferior; IC superior) para
el dimero D ha sido de 687 ug/L (609; 980) sugitiendo que un punto de corte de 1000 ug/L
podria ser adecuado para algoritmos de diagnéstico de ETV en pacientes oncolégicos. El
dimero D también ha sido propuesto como marcador para la detecciéon de cancer oculto en
pacientes con trombosis. Un reciente estudio retrospectivo longitudinal encontré una
asociacion entre los niveles de dimero D muy elevados (> 4000 ng/mlL) y la existencia de un

cancer subyacente en una cohorte de 824 pacientes con ETV idiopatica [344]. Estudios
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previos avalan esta teorfa, en concreto, un estudio longitudinal prospectivo de pacientes con
TVP observé que niveles de dimero D por encima de 4000 mg/L en el momento del
diagnostico de la TVP o tras 4 dfas de tratamiento se asocia con una mayor prevalencia del
cancer durante los 34 meses de seguimiento [345]. En nuestro trabajo hemos encontrado
para el grupo de pacientes con ETV idiopatica un valor de mediana (IC inferior; IC superior)
de 3890 ug/L (3598; 4735), datos que podtian ser compatibles con el punto de corte de 4000

ng/ml propuesto pata los pacientes con ETV y neoplasia subyacente.

En cuanto a la sP-selectina hemos encontrado un comportamiento similar al obtenido con el
dimero D, lo cual indica que aunque los niveles de sP-selectina se encuentren elevados en
pacientes con cancer avanzado (el 86 % en estadio IV) ya metastasico, estos niveles
aumentan de forma marcada tras la trombosis aguda. Se ha sugerido que la sP-selectina
podria tener un papel en el diagnéstico de la ETV. Hay autores que sugieren que la P-
selectina podria funcionar como marcador predictor del evento trombdtico en el paciente
oncoloégico y consideran que cuando tanto dimero D como sP-selectina son incluidos en la
escala predictiva de Khorana modificada, se mejora la especificidad de la misma. Estos
autores recomiendan puntos de corte igual o superior a 1440 mg/L pata el dimero D e igual
o supertior a 53,1 ng/ml. para la sP-selectina como valores predictivos de alto riesgo de
trombosis en pacientes con cancer. Estos valores propuestos estin en concordancia con los
resultados obtenidos en nuestro estudio, en el cual observamos valores por debajo de estos
puntos de corte para el grupo de cancer sin ETV [dimero D mediana (IC): 687 (609; 980),
sP-selectina mediana (IC): 33,7 (31,8; 38,4).

En resumen, diferencias en los niveles de MPs circulantes (MPs+FT y MPs+PSGL1)
podrian tener capacidad para discriminar entre pacientes con ETV idiopatica y pacientes con
cancer sin ETV. Estas observaciones nos llevarian a validar el papel discriminatorio de estas
MPs en futuros estudios de cohortes centrados en la busqueda de biomarcadores de eventos

trombéticos en pacientes oncologicos y de neoplasia oculta en pacientes con ETV.
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Los niveles y actividad procoagulante de las MPs en el plasma se alteran por la velocidad
de centrifugacién y por la congelacion de la muestra. El empleo de centrifugaciones a
mayor velocidad disminuyen el nimero y la actividad de las MPs y la congelacion-
descongelacion del plasma aumenta tanto los niveles de MPs como su actividad. Sin
embargo, la temperatura de centrifugaciéon no modifica las propiedades de las MPs. Por
ello, para garantizar una comparacion fiable de resultados en los estudios sobre MPs es
necesario emplear la misma velocidad de centrifugaciéon y la misma condiciéon de
conservacion del plasma.

La citometria de flujo es un método fiable para la determinacion de MPs en los
citometros Beckman Coulter y BD calibrados con sus correspondientes Megamix-Plus.
Con esta estrategia de calibracion se observo una alta correlacion entre los niveles tanto
de MPs totales como de PMPs detectados en ambos citometros aunque se detecté un
mayor nimero de ambos tipos de MPs en el Navios que en el LSR Fortessa. El empleo
de la misma marca y tipo de citometro junto con las correspondientes bolas de
calibracion es una estrategia adecuada para la comparacién absoluta de resultados de
MPs. La comparacién entre citometros de diferente marca y/o caractetisticas técnicas
calibrados con Megamix también es adecuada si se realiza una comparacion relativa o
porcentual de los resultados.

Entre los pacientes con cancer que no desarrollan trombosis y los pacientes con ETV
idiopatica se han encontrado diferencias en cuanto a los niveles de MPs+FT, niveles de
dimero D y niveles de sP-selectina siendo todos ellos significativamente mayores en los
pacientes con ETV. Para los pacientes con cancer no existe globalmente un tipo
caracteristico de MPs. No obstante, los pacientes con cancer de tipo gastrico o
pancreatico que no desarrollan trombosis presentaban niveles mas elevados de
MPs+PSGL1 que aquellos pacientes con ETV idiopatica. Las diferencias encontradas
entre los niveles de MPs circulantes (MPs+FT y MPs+PSGL1) de pacientes con ETV
idiopatica y pacientes con cancer que no desarrollan trombosis podrian servir como un
punto de partida para futuros estudios. Nuestros resultados apuntan a que dado la
heterogeneidad de la biopatologia del cancer es recomendable abordar las preguntas
clinicas de investigacion en un marco restringido de tipo y localizacion del tumor y

situacion clinica concreta.
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ANEXO1

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE PARA EL ESTUDIO DE
MICROPARTICULAS CIRCULANTES EN PACIENTES CON ENFERMEDAD
TROMBOEMBOLICA VENOSA Y CANCER

Se le ha solicitado su participaciéon en el estudio de investigacion llamado: “Estudio de
Microparticulas circnlantes en  pacientes con Enfermedad Tromboembilica 1Venosa y Cidncer”, cuya
investigadora principal es la Dra. Remedios Otero Candelera.

Desde hace muchos afios los médicos sabemos que existe una relacion entre el hecho de
padecer trombosis venosas y de padecer algun tipo de tumor. El diagnéstico del tumor o de
la trombosis puede ser indistintamente antes o después. En otras palabras, se puede
diagnosticar una trombosis y meses después el tumor o viceversa. Esto ocurre en el 16% de
trombosis venosas que no se conoce la causa. En el caso de los tumores, existe entre un 5 a
un 15% que posteriormente padecen trombosis. El presente estudio pretende hallar un
marcador en sangre que nos indique con mas precision cuales son los pacientes mas
predispuestos. Los beneficios de esta investigacion serfan conocer en qué enfermos
tendriamos que intensificar la busqueda de un tumor oculto para diagnosticarlo lo antes
posible, tratar y mejorar el prondstico. Por otro lado, servirfa para realizar medidas de
prevencién antitrombdtica en pacientes con tumores. Su participaciéon se concreta en una
extraccion de sangre venosa periférica y una serie de revisiones médicas. Su participacion en
el estudio es voluntaria. Puede negarse a participar y suspender su participacion en cualquier
momento sin penalizacién alguna ni pérdida de beneficios de asistencia médica a los que
tiene derecho. Trataremos de hacer coincidir la extraccién sanguinea y las revisiones con las
que usted tendra concertadas para su asistencia médica. Asi le evitaremos mas molestias y

desplazamientos de los necesarios a las consultas.
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ANEXO1

HOJA DE INFORMACION A LOS CONTROLES
ESTUDIO DE MICROPARTICULAS CIRCULANTES EN PACIENTES CON
ENFERMEDAD
TROMBOEMBOLICA VENOSA Y CANCER

Se le ha solicitado su participacion en el estudio arriba citado cuya investigadora principal es
la Dra. Remedios Otero Candelera.

Dicho proyecto estudia la relacion existente entre el Cancer y las Trombosis Venosas. Usted
no tiene ninguna de estas enfermedades y es por lo que precisamente le hemos pedido su
colaboracién. Necesitamos conocer los niveles de las sustancias, que vamos a medir en los
pacientes del estudio, en otras personas libres de estas enfermedades para poder establecer
controles. Las sustancias que mediremos se llaman microparticulas y precisan que la
extraccion de sangre se haga de forma cuidadosa y posteriormente procesada con rapidez.
Los beneficios de esta investigaciéon recaeran en una mejor atenciéon de las personas que
padecen cancer avanzado y de personas que hayan tenido una trombosis venosa o embolia
pulmonar sin causa aparente. Su participacién se concreta en una extraccion de sangre
venosa periférica que se hara coincidir con alguna otra que precise de forma rutinaria como
control de su salud. Puede negarse a participar y suspender su participaciéon en cualquier
momento sin penalizacién alguna ni pérdida de beneficios de asistencia médica a los que

tiene derecho.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo: “Estudio de Microparticulas cirenlantes en pacientes con Enfermedad Tromboentbolica

Venosa y Cancer”.

(Nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He hablado con:

(Nombre del investigador)

Comprendo que mi participacioén es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera.

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad a participar en el estudio.

Fecha Firma del participante Fecha Firma del testigo
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A continuacién se especifican las publicaciones cuyos resultados se muestran en el
presente trabajo de tesis.

- Sanchez-Loépez V, Vila-Liante V, Arellano-Orden E, Elfas-Hernandez T, Ramén-Nufiez
LA, Jara-Palomares L, Martinez-Sales V, Gao L, Otero-Candelera R. High correlation

between 2 flow cytometry platforms in the microparticles analysis using a new
calibrated beads strategy. Transl Res. 2015 Dec; 166(6):733-9.  dot:
10.1016/j.trs1.2015.08.006. Epub 2015 Aug 20.

- Vila-Liante V, Sanchez-Loépez V, Martinez-Sales V, Ramén-Nufiez LA, Arellano-Orden E,
Cano-Ruiz A, Rodriguez-Martorell FJ, Gao L, Otero-Candelera R.  Impact of sample
processing on the measurement of circulating microparticles: storage and
centrifugation parameters. Clin Chem Lab Med. 2016 Nov 1;54(11):1759-1767. dot:
10.1515/¢cclm-2016-0036.
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