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1+ INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION GENERAL

El término sindromes mieloproliferativos créonicos (SMPC), empleado por primera vez
por William Dameshek en 1951 (Dameshek, 1951), incluye un conjunto de entidades que
se caracterizan por la expansion clonal de una célula hematopoyética pluripotente comun
a las tres series hemopoyéticas (Adamson et al, 1976) que dan como resultado una hiper-
celularidad medular y un exceso de produccion de células maduras. Dicho concepto fue
utilizado por Dameshek para englobar la policitemia vera (PV), la trombocitemia esencial
(TE), la mielofibrosis primaria (MFP) y la leucemia mieloide crénica (LMC). Tras el des-
cubrimiento en 1960 del cromosoma Filadelfia en la LMC (Nowell & Hungerford, 1960),
las otras tres entidades se englobaron en la denominacién de SMPC cromosoma Filadelfia
negativo. En 2005 la descripcion de la mutacion V617F del gen JAK2 en el 95% de los
pacientes con PV y en el 60% de los casos de TE y MFP permitio apoyar la agrupacion de
estas tres entidades en una posicion nosolégica comun (Baxter et al, 2005; James et al,
2005; Kralovics et al, 2005; Levine et al, 2005; Zhao et al, 2005).

En la actualidad, dado que se puede demostrar el origen clonal de la enfermedad en la
gran mayoria de los casos se ha sustituido el término de sindrome mieloproliferativo cro-
nico por el de neoplasias mieloproliferativas (NMP). La clasificacion de las neoplasias
hematolégicas publicada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2008
incluyo en esta categoria las NMP clasicas (PV, TE, LMC y MFP), la leucemia neutrofi-
lica cronica, la leucemia eosinofilica crénica, la mastocitosis y las NMP no clasificables
(Thiele et al, 2008).

1.2 HISTORIA'Y ETIOPATOGENIA DE LA PV

La PV fue descrita por primera vez en 1892 por Louis Henri Vaquez un médico francés
que detall6 el caso de un hombre de 40 afios que presentaba rubefaccion, vértigo, disnea,
palpitaciones, hepatoesplenomegalia y una marcada eritrocitosis. Basandose en el estudio
post-mortem especuld que el aumento de eritrocitos podria ser consecuencia de una hipe-
ractividad hematopoyética (Vaquez, 1895). Este conjunto de sintomas descrito por Vaquez

fue denominado “Enfermedad de Vaquez”.

En 1903 William Osler describié una serie de 4 nuevos casos e incluyd en una revision
otros cinco casos anteriormente descritos en la literatura. Osler distinguié ademas la PV
de la policitemia relativa y de la secundaria asociada a enfermedades pulmonares y cardia-
cas (Osler, 1903)
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Reproducibilidad de los criterios de la OMS en el diagnéstico de la Policitemia Vera

En 1951 William Dameshek englobd la PV, la TE, la LMC y la MFP en un grupo comun de
enfermedades y propuso 2 hipétesis que podian explicar su etiologia: una estimulacion
excesiva de la médula 6sea por uno o varios factores desconocidos y la ausencia o dismi-

nucion de los factores inhibidores en la proliferacion celular (Dameshek, 1951).

En 1974 Jaroslav Prchal y Arthur Axelrad demostraron que, al contrario de lo que sucedia
en sujetos sanos, en los pacientes con PV se podian obtener cultivos de colonias eritroides
sin necesidad de anadir eritropoyetina (EPO) en el medio de cultivo (Prchal & Axelrad,
1974). La existencia de un crecimiento autonomo de colonias eritroides en pacientes con
PV descartaba la teoria que se proponia anteriormente de que la PV fuera consecuencia de
un exceso de un factor de crecimiento enddgeno y sugeria un comportamiento neoplasico

de la enfermedad y por lo tanto un origen clonal de la misma.

Los primeros estudios de clonalidad que confirmaron esta nueva hipoétesis se llevaron a
cabo por Adamson y Fialkow en 1976, a través del estudio de las isoenzimas de la glucosa 6
fosfato deshidrogenasa (G-6-PD). Sus resultados fueron consistentes con la teoria de que
una alteracion en una unica célula madre pluripotente da lugar a una clona con propie-
dades proliferativas (Adamson et al, 1976). Posteriormente, otros autores confirmaron el
origen clonal de la PV empleando técnicas como el Southern Blot y la PCR (Gilliland et al,
1991, Levine et al, 2006).

Sin embargo, la localizacion de los posibles genes implicados en la etiopatogenia de la PV
era totalmente desconocida hasta el ano 2002, cuando Kralovics et al describieron que el
33% de los pacientes presentaban una pérdida de heterocigosidad del brazo corto del cro-
mosoma 9 (Kralovics et al, 2002). Este hallazgo sugeria que ahi podria localizarse el gen

causante de la PV.

El mayor avance en la base molecular de la PV se consiguié en 2005 cuando 5 grupos
describieron de forma independiente que el 95% de los pacientes con PV presentaban la
mutacion V617F en el gen JAK2, localizado en el brazo corto del cromosoma 9 (Baxter et
al, 2005; James et al, 2005; Kralovics et al, 2005; Levine et al, 2005; Zhao et al, 2005).

JAK?2 forma parte de una familia de 4 proteinas tirosino cinasa citoplasmaticas (JAKI,
JAK2, JAK3 y TYK2) que se asocian a los receptores de factores de crecimiento de tipo
I/11. Al unirse el factor de crecimiento a su receptor, el complejo receptor-JAK se activa
y propaga la sefal a través de la membrana celular para activar vias mensajeras intrace-
lulares, fundamentalmente de la familias STAT. JAKI1, JAK2, JAK3 y TYK2 se asocian

con diferentes receptores de factores de crecimiento implicados en la proliferacion de los
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progenitores hematopoyéticos como son el receptor de la eritropoyetina, del G-CSF, de la

trombopoyetina o de la IL-3 entre otros. (Parganas et al, 1998).

JAK2 también interviene en la sefializacion de los receptores de la prolactina, de la hor-
mona de crecimiento y de la leptina y esta implicado en la sefializacion a través de IFN
gammay en miembros de la familia de receptores de citosinas de laIL-10 ylaIL-12 (Meyer &
Levine, 2014). JAK?2 es una proteina clave en el control de la hematopoyesis, como demos-
tro el hecho de que si se bloqueaba su funcion en ratones knock-out éstos presentaban una

ausencia total de progenitores hematopoyéticos (Neubauer et al, 1998).

Estructuralmente, JAK2 tiene 4 dominios: JHI, el dominio cinasa en el extremo carboxi-
terminal, JH2, el dominio pseudocinasa también en el extremo carboxiterminal que es
un regulador negativo de la actividad cinasa de JH1; FERM, dominio por el que se une de
forma covalente al receptor transmembrana y SH2, lugar donde se produce la fosforila-
cion de STAT.

Al unirse el ligando al receptor transmembrana, las proteinas JAK se dimerizan y acti-
van produciéndose una autofosforilacion de JAK que a su vez fosforila el propio recep-
tor transmembrana. Como consecuencia, se crean lugares de union para el dominio SH2
que contiene proteinas como las STAT las cuales son directamente reclutadas y fosfo-
riladas. A continuacion, las proteinas STAT (STAT3 y STATS5 en el caso de JAK2) se
dimerizan y se translocan al nicleo para iniciar la trascripcion de genes efectores invo-
lucrados en la regulacion del ciclo celular, la apoptosis y la degradacion de proteaso-
mas. JAK2 también activa las vias de sefializacion de la PI3K/Akt y de la protein cinasa
MAPK (mitogen-activated protein kinase) favoreciendo la supervivencia celular. Por el
contrario, la expresion de las SOCS (proteinas de sefalizacion supresoras de citosinas)
forma un bucle de retroalimentacion negativa. SOCS 1y SOCS 3 compiten con las protei-
nas STAT por la union al receptor de citosinas, promoviendo la degradacion de JAK2 a
través del proteosoma mediante ubiquitinizacion, e interfieren con su funcion catalitica
a través de la region de inhibicion de la cinasa. JAK2 es también regulado negativamente
por las proteinas “casitas B-cell lymphoma” (CBL), que actuan como ubiquitina ligasas
para numerosas tirosino cinasas, y por la proteina adaptadora LNK que secuestra JAK2.
También las proteinas tirosino fosfatasas (PTP) intervienen en el control de la sefaliza-
cion de JAK2, evitando la uniéon de las STAT con el ADN diana. Mas alla de la activacion
de las cascadas de sefializacion citoplasmaticas, recientemente se ha descrito que JAK2
puede translocarse al nacleo produciendo un impacto directo en el estado de la croma-
tina (Meyer & Levine, 2014).
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Figura 1: Esquema de la activacién de la via JAK-STAT (Meyer & Levine, 2014)
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La mutaciéon JAK2V617F hallada en la mayoria de pacientes con PV, es el resultado del
cambio de una guanina por una timina en el nucle6tido 1849 del ADNg, en el exén 14 del
gen e implica el cambio de una valina por una fenilalanina en la posiciéon 617 (JAK2V617F).
Este cambio afecta a un aminoacido situado en el dominio JH2 (con actividad pseudoci-
nasa e inhibidor del dominio cinasa JH1). Como consecuencia de la mutaciéon V617F no se
produce la inhibicion del dominio cinasa JH1, lo que produce una activacién constitutiva
de la proteina JAK2 en ausencia de la union del ligando. Se trata por tanto de una mutacion
que provoca una ganancia de funcion, es decir una activacion permanente de esta via de

transduccion de sefales (Vainchenker et al, 2011).

En el afio 2007, se describié que aquellos casos de PV en los que la mutacion de JAK2V617F
no se detectaba podian presentar mutaciones en el ex6n 12 de JAK2. Estas mutaciones no
se localizan en un nucleétido concreto, como es el caso de la mutacion V617F, sino que
pueden afectar a diferentes nucle6tidos. Las mutaciones en el exén 12 no se han descrito
en casos de TE o de MFP V617F-negativas y parecen estar asociadas a un fenotipo mas
eritroide con valores mas altos de Hb en el momento del diagnéstico que los casos de PV
V617F-positiva, asi como mayor frecuencia de valores de leucocitos y plaquetas normales

(Scott et al, 2007; Pardanani et al, 2007, Martinez-Avilés et al, 2007). Sin embargo, a pesar
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de las diferencias en el fenotipo, la evolucion clinica de los pacientes con la mutacion de
JAK?2 en el ex0n 12 parece ser muy similar a la de los pacientes con la mutacion JAK2V617F
(Passamonti et al, 2011)

El descubrimiento de las mutaciones de JAK2 (V617F y ex6n 12) ha tenido un gran impacto
en el diagnéstico de la PV, ya que permite demostrar el origen clonal de la enfermedad en
la mayoria de los casos, facilitando por tanto su distincion de las eritrocitosis secundarias
o reactivas. Sin embargo, el hecho de que la mutacién JAK2V617F también se encuentre
en una proporcion importante de pacientes con TE y MFP limita su uso en el diagndstico
diferencial con estas entidades, por lo que se requiere una integracion de diversos datos

clinicos y bioldgicos para poder establecer un diagndstico nosolégico correcto.

Los mecanismos por los cuales una sola mutacion puede dar lugar a tres fenotipos de neo-
plasias mieloproliferativas es una incognita. Diferentes datos clinicos, biolégicos y patolo-
gicos han permitido realizar varias hipotesis que, aunque se pueden explicar por separado,

no son mutuamente excluyentes:

La primera hipotesis defiende la correlacion entre el fenotipo y la proporcion de alelos de
la mutacion de JAK?2, introduciendo el concepto de carga alélica que es el cociente (ratio)
entre JAK2 mutado y JAK?2 total (mutado mas “wild type”) en las células hematopoyéticas.
Diferentes lineas de experimentos con ratones transgénicos que expresan niveles varia-
bles de JAK2 dan soporte a esta hipoétesis, observando que cargas alélicas de JAK2V617F
bajas inducen un fenotipo de TE, con predominio de la trombocitosis, en cambio, cargas
alélicas altas conducen a un fenotipo de PV (Tiedt et al, 2008). Los mismos resultados se
observan en estudios que analizan la carga alélica en sangre periférica en pacientes con
PV o TE y que concluyen que es mas frecuente encontrar cargas alélicas altas en pacientes
con PV que en pacientes con TE (Dupont et al, 2007; Lippert et al, 2006). Otros trabajos
realizados con pacientes con PV observan que una carga alélica alta de JAK2V617F se rela-
ciona con niveles de Hb y de leucocitos mas altos pero recuentos de plaquetas mas bajos
(Vannucchi et al 2007b; Passamonti et al, 2010). A favor de esta hipotesis también se han
publicado estudios realizados con colonias eritroides en los que se observa que en pacien-
tes con PV se encuentra un gran numero de colonias eritroides (BFU-E) homocigotas y
aunque también pueden estar presentes en pacientes con TE en éstos se encuentran en

niveles muy inferiores (Godfrey et al, 2012)
La segunda hipotesis defiende la existencia de una fase preJAK2 en la cual mutaciones

somaticas adicionales o alelos heredados que predisponen a la enfermedad establecen

una hematopoyesis clonal antes de la adquisicion de JAK2V617F. Es decir, mutaciones
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diferentes a JAK2V617F pueden determinar el fenotipo de la enfermedad directamente
0 por cooperacion con las mutaciones de JAK2. Ademas, el orden en el que se adquie-
ren las mutaciones también podria estar relacionado con el fenotipo. En este sentido,
Ortmann et al han publicado un estudio que ejemplifica esta hipoétesis, al demostrar que
aquellos pacientes con mutacion simultanea en JAK2 y TET2 que adquieren la mutacion
de JAK2V617F antes que TET2 tienen mayor probabilidad de presentar un fenotipo de PV
que de TE (Ortmann et al, 2015).

Latercera hipotesis hace referencia a la relacion del fenotipo con la activacion o inhibicion
de STATI. Chen et al demostraron que el aumento de la actividad STAT1 en progenitores
CD34-positivos normales produce un fenotipo tipo TE, mientras que la regulacion nega-
tiva de la actividad STAT1 en progenitores JAK2V617F-heterozigotos produce un fenotipo
similar a la PV (Chen et al, 2010).

Finalmente, existe una cuarta hipétesis que sostiene que los factores genéticos del huésped
pueden contribuir a la diversidad fenotipica de las NMP. Campbell et al observaron que los
pacientes con TE JAK2V617F positiva presentaban muchas caracteristicas parecidas a la
PV y este hecho les llevo a pensar en la posibilidad de que la PV y la TE con mutacién de
JAK2V617F forman un continuo bioldgico en el cual el grado de eritrocitosis es determi-
nado por modificadores fisioldgicos y genéticos (Campbell et al, 2005). Esta hipotesis de
un modelo continuo entre TE JAK2 positiva y PV también es defendida por Rumi et al que
consideran que el factor mas importante que condiciona el fenotipo es la carga alélica. En
su estudio, ademas, encuentran que una proporcion importante de pacientes con TE con
mutacion de JAK2 evolucionan a PV, hecho que no se observa en las TE con mutacién de
calreticulina (CALR) (Rumi et al, 2014).

Otro aspecto importante es que los pacientes con PV pueden presentar previamente al
diagnoéstico una fase trombocitémica (Rumi et al, 2014). En este contexto es interesante
introducir el concepto de PV enmascarada (“Masked”- PV) bajo el cual se incluyen aque-
llas PV que no alcanzan los niveles de Hb o de Hto requeridos por los criterios diagnosticos
de la OMS 2008. En estos casos, para establecer el diagndstico de PV seria necesario rea-
lizar pruebas adicionales como la medicion de la masa eritrocitaria o la biopsia de médula
Osea (Barbui et al, 2014 ay b, Alvarez-Larran et al 20162).
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1.3 EPIDEMIOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA PV.

La incidencia anual de PV en Europa y Estados Unidos es de aproximadamente 2 casos
nuevos por cada 100000 habitantes y afio (Johansson P, 2006). La incidencia de PV des-
crita en una serie de pacientes con neoplasias mieloides en la provincia de Girona fue de
1.33 por 100000 habitantes/afio (Osca-Gelis et al, 2013). Se han descrito variaciones de la
incidencia en algunas regiones asi como en determinadas etnias, como es el caso de los

Judios Askenazi que presentan una incidencia mayor (Modan et al, 1971).

Lamediana de edad en el momento del diagnostico descrita en diversos estudios epidemio-
l6gicos realizados en grandes series de pacientes es de entre 61y 62 afios (Grupo Italiano
Studio Policitemia -GISP-, 1995; Finnazzi et al, 2005; Tefferi et al, 2013). Algunos de estos
estudios describen un discreto predominio masculino (Marchioli et al, 2005; GISP, 1995)
asi como una tendencia en el género masculino a presentar una edad inferior al diagnos-

tico (Grupo Italiano Studio Policitemia, 1995; Tefferi et al, 2013).

La frecuencia de PV segtn la edad en el momento del diagnéstico fue descrita por el grupo
italiano en una serie de 1213 pacientes, aproximadamente un 7% de los cuales eran meno-
res de 40 afios, un 40% tenian edades entre 40 y 59 afios, un 33% tenian entre 60 y 70 afios
y un 20% eran mayores de 70 afios (GISP, 1995). La PV en nifios y adolescentes es extre-
madamente rara (Giona et al, 2012). En estudios descriptivos realizados en la década de
los 90 la incidencia anual de PV en menores de 20 afios se estimaba en 2 casos nuevos cada
10 millones de personas (McNally et al, 1997). A pesar de los casos descritos, la mutacion
JAK2V617F rara vez se encuentra en los nifios con eritrocitosis, por lo que es muy impor-
tante la exclusion de los transtornos secundarios para no efectuar un diagnoéstico erréneo
de PV (Hoffman, 2015).

La PV no se considerauna enfermedad hereditaria aunque se han descrito familias con pre-
disposicion genética a presentar esta enfermedad (Kralovics et al, 2003). Recientemente,
se han realizado estudios que investigan la asociacion entre la mutaciéon de JAK2V617F
y los diferentes haplotipos descritos para el gen JAK2V617F. Se ha observado que la pre-
sencia de un haplotipo constitucional del gen JAK2V617F denominado 46/1 predispone
al desarrollo de neoplasias mieloproliferativas asociadas a JAK2V617F (Kilpivaara et al,
2009; Jones et al, 2009; Olcaydu et al, 2009). En la mayoria de casos de PV no hay un
agente causal identificable que justifique la aparicion de la enfermedad, aunque en casos
puntuales se ha sugerido una relacion con radiaciones ionizantes, asi como con la exposi-
cion a determinados toxicos (Ratnoff & Gress, 1980; Caldwell et al, 1984)
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Manifestaciones clinicas

Un 15-20 % de pacientes con PV se diagnostican de forma casual a raiz de un analisis de
rutina (Tefferi et al, 2013). La mayoria de las manifestaciones clinicas de la PV son una
consecuencia directa de la proliferacion excesiva de las diversas lineas celulares hematopo-
yéticas que participan en el proceso neoplasico. Son frecuentes los sintomas inespecificos,
como astenia, cefalea, pérdida de peso, sudoracion y prurito. El prurito generalizado es una
de las principales manifestaciones clinicas, los pacientes lo perciben como una picazon,
hormigueo o ardor generalizado que suele ocurrir después del contacto con el agua (prurito
hidrogénico) (Kligman et al, 1986). Las molestias epigastricas y la gota son también sinto-
mas frecuentes. Muchos pacientes presentan sintomas relacionados con trastornos de la
microcirculaciéon como eritromelalgia, cefalea, inestabilidad cefalica, alteraciones visuales
y auditivas, isquemia digital, fendémenos parecidos al sindrome de Raynaud y tromboflebitis
superficial. La eritromelalgia se caracteriza por la aparicion de episodios de dolor urente,
eritema y congestion en los dedos que se alivia con el frio y que sin tratamiento puede con-

ducir a cianosis de las partes acras e incluso gangrena (Michiels et al, 1985).

Los principales hallazgos que se pueden observar en la exploracion fisica de un paciente
con PV incluyen cianosis rojiza de piel y mucosas, esplenomegalia, hepatomegalia, hiper-
tension arterial, aspecto pletdrico e inyeccion conjuntival. En la tabla 1 se detallan los
signos y sintomas mas frecuentes descritos en la PV, recopilados de diversas series de

pacientes por Bilgrami S. y Greenberg R.

Tabla 1: Signos y sintomas de la PV (Bilgrami & Greenberg, 1995)

SINTOMAS (%) SIGNOS (%)
Cefaleas (41-48%) Plétora (65-84%)
Astenia (35-47%) Inyeccién conjuntival (28-59%)
Molestias epigastricas (23-50%) Esplenomegalia (50-81%)
Mareo (25-43%) Hepatomegalia (31-50%)
Alteraciones visuales (19-31%) Hipertension (23-50%)
Disnea (23-34%) Ulceras cutaneas (2%)
Prurito (14-43%)

Sudoracién (33%)
Adelgazamiento (16-29%)
Parestesias (29%)

Angor (16-23%)

Gota (4-26%)

Epistaxis (17%)
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Los pacientes con PV se caracterizan por presentar un alto riesgo de complicaciones trom-
boéticas y hemorragicas como manifestacion previa al diagnodstico o en el momento de éste, o
como complicacion durante el curso evolutivo de la enfermedad. La patogénesis de la trom-
bosis en las NMP es compleja, y depende tanto de factores clinicos independientes de la
enfermedad (como la edad, los factores de riesgo cardiovascular y las alteraciones primarias
de la coagulacion) como de otros factores relacionados con las alteraciones causadas por la
NMP (Cervantes et al, 2009; Barbui et al, 2013). La edad avanzada y la historia previa de trom-
bosis han demostrado ser los principales factores de riesgo para presentar futuros eventos
tromboticos en estos pacientes (Marchioli et al, 2005). Por otro lado, la leucocitosis superior
a 15x10°/L también se ha descrito como factor de riesgo independiente de trombosis arte-
rial en pacientes con NMP (Landolfi et al, 2007; Barbui et al, 2009), sin embargo, no se ha
demostrado una asociacion significativa entre el nimero de plaquetas en la PV y la aparicion
de trombosis (Di Nisio et al, 2007). Los leucocitos y las plaquetas de los pacientes con PV y
con TE tienen un fenotipo activado y actualmente se cree que este hecho juega un importante
papel en la patogénesis de la trombosis en estas enfermedades (Cervantes et al, 2009; Barbui
et al, 2013). La presencia de la mutacion JAK2V617F asi como la carga alélica de esta muta-
cion en relacion al riesgo trombdtico se ha evaluado en varios estudios. Se ha demostrado que
una carga mutacional alta de JAK2V617F esta asociada a un incremento del riesgo de eventos
vasculares en PV (Vannuechi et al, 2007a; Carobbio et al, 2009, Alvarez-Larran et al, 2014a).

Porlo que respecta al riesgo de hemorragia en los pacientes con PV, el grupo ECLAP (European
Collaboration on Low-dose Aspirin in Polycythemia Vera) describié que la edad, la duraciéon
de la enfermedad y la historia previa de sangrado se asociaban al riesgo de sangrado total
durante el seguimiento de la PV. Sin embargo solo la historia de sangrado previo se correlacio-

naba con un riesgo superior a presentar una hemorragia grave (Marchioli et al, 2005).

En la tabla 2 se detalla la frecuencia de trombosis y hemorragias previas al diagnéstico

descritas en diversos estudios realizados en amplios grupos de pacientes.

Tabla 2: Frecuencia de trombosis y hemorragia previas o en el momento del diagnéstico de PV

Pacientes Trombosis Arteriales Venosas Hemorragia
(n) (% pacientes) (% pacientes) (% pacientes) (% pacientes)
GISP, 1995 1213 33 67 33 ND
Marchioli et al, 2005 1638 38.6 75 25 8.1*
Tefferi et al, 2013 1545 23 68 32 4.2**

ND: no disponible; *Hemorragias menores y mayores; **Hemorragia mayor
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En el estudio realizado por el GISP se describe que el 14% de los pacientes presentaron
trombosis antes del diagnodstico y un 20% de trombosis se presentaron como primera
manifestacion de la enfermedad. Este grupo observo que del total de trombosis previas al
diagnostico la mayoria (46%) ocurrian durante los dos afios previos al mismo (GISP, 1995).
Como puede observarse en la tabla 2 las trombosis son mas frecuentes que las hemorra-
gias en la PV y a su vez, las trombosis arteriales son mas frecuentes que las venosas, repre-
sentando aproximadamente 2/3 y 1/3 del total de trombosis, respectivamente. El tipo de
trombosis arteriales mas frecuentes en las series de pacientes del GISP y del ECLAP fue-
ron el infarto agudo de miocardio, el infarto cerebral y el accidente isquémico transitorio
(GISP, 1995; Marchioli et al, 2005). El tipo de trombosis venosas mas frecuentes fueron
las trombosis venosas profundas y las tromboflebitis superficiales seguidas en menor fre-
cuencia de las embolias pulmonares (Marchioli et al, 2005). En la tabla 3 se indican las

frecuencias de trombosis segun el grupo ECLAP.

Tabla 3: Frecuencias de los tipos de trombosis previas y al diagndstico descritas por el grupo ECLAP en

una serie de 1638 pacientes con PV (Marchioli et al, 2005).

Trombosis arteriales N (%)
Infarto agudo de miocardio 146 (8.9)
Infarto cerebral 145 (8.9)
Accidente isquémico transitorio 169 (10.3)
Periférica 90 (5.5)
Trombosis venosas N (%)
Trombosis venosa profunda 134 (8.2)
Embolismo pulmonar 39 (2.4)
Tromboflebitis superficial 100 (6.1)

La frecuencia de sangrado fue descrita también por el grupo ECLAP. En esta serie de 1638
pacientes tratados con acido acetil salicilico (AAS), un 8.1% presentaban historia previa de
sangrado (tabla 2), de los cuales un 4.1% fueron gastrointestinales, un 0.7% intracraneales

y un 3.3% correspondian a hemorragias menores.

Las complicaciones trombo-hemorragicas son también muy frecuentes durante el segui-
miento y constituyen la principal causa de morbilidad y mortalidad. En la tabla 4 se des-
criben las frecuencias de estas complicaciones en las tres series mas amplias de pacientes

con PV.
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Tabla 4: Frecuencia de trombosis y hemorragias durante el seguimiento de la PV
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T i i
Pacientes (Gl Arteriales Venosas Hemorragias
mayores (% pacientes (% pacientes .
(n) (% pacientes) con trombosis) | con trombosis) (apriniics)

GISP, 1995 1213 19 62.5 37.5 ND
Marchioli et al, 2005 1638 12 52 48 ND
Tefferi et al, 2013 1545 21 57 43 4.2*
Alvarez-Larran

o206k 890 8 59 41 53

ND: no disponible; *Hemorragia mayor; **Bajo tratamiento con hidroxiurea

En la tabla 4 se constata una mayor frecuencia de trombosis arteriales sobre las veno-
sas durante el seguimiento clinico de los pacientes. Respecto a las trombosis arteriales, la
cardiopatia isquémica, la enfermedad vascular cerebral y la trombosis arterial periférica
fueron las mas frecuentes. En relacion de las venosas, los tipos mas frecuentes fueron la
trombosis venosa profunda, el tromboembolismo pulmonar y la tromboflebitis superficial
(GISP, 1995; Marchioli et al, 2005).

En el estudio realizado por el grupo ECLAP, la incidencia total de episodios de sangrado
y de episodios de sangrado mayor (definidos como episodios de sangrado que precisa-
ron transfusion de 2 o mas concentrados de hematies) fueron de 2.9 y 0.8 episodios cada
100 pacientes/afio, respectivamente. Las hemorragias mayores mas frecuentes fueron las
gastrointestinales y las hemorragias menores descritas con mayor frecuencia fueron los

hematomas, las epistaxis y los sangrados gingivales (Marchioli et al, 2005).

Es importante tener en cuenta que en los pacientes con PV es frecuente el desarrollo de
trombosis en territorios anatémicos atipicos, siendo la trombosis del eje espleno-portal
una complicacion tipicamente asociada a las NMP y particularmente a la PV. De hecho, la
PV es la principal causa de sindrome de Budd-Chiari, complicacién muy grave que se pro-
duce por oclusion trombdtica de las venas suprahepaticas y que causa dolor abdominal,
ictericia, hepato-esplenomegalia y el desarrollo de complicaciones secundarias a la hiper-
tension portal (Menon et al, 2004; Denninger et al, 2000; Kiladjian, 2008). En un metana-
lisis realizado por Smalberg et al que incluia 1062 pacientes con sindrome de Budd-Chiari
y 855 pacientes con trombosis de la vena portal, se describe una prevalencia de NMP de
41% en aquellos pacientes con Sindrome de Budd-Chiari y de 31% en aquellos con trom-
bosis de la vena portal, siendo la PV la etiologia mas prevalente en el grupo con Sindrome
de Budd-Chiari (Smalberg et al, 2012).
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1.4 PARAMETROS BIOQUIMICOS, DE HEMATIMETRIA
Y OTROS DATOS DE LABORATORIO.

1.4.1 Masa eritrocitaria, hemoglobina y hematocrito

La PV se caracteriza por la presencia de una eritrocitosis absoluta ocasionada por la expan-
sion clonal de una célula hematopoyética pluripotente. La eritrocitosis absoluta se define
como un aumento de la masa eritrocitaria superior al 25% de su valor medio normal. El
valor tedrico de normalidad para un individuo concreto se calcula mediante una formula
(ver figura 2) que tiene en cuenta la superficie corporal del paciente. E1 98% de los varones
y el 99% de las mujeres tienen una masa eritrocitaria comprendida entre +/- 25% el valor
medio. La medicion de la masa eritrocitaria teniendo en cuenta la superficie corporal es
mas exacta que cuando se calcula en funcion del peso. Para la medicion se utilizan globulos
rojos marcados con Cr51y se obtienen el valor de la masa eritrocitaria, el volumen plasma-
tico y el volumen sanguineo siguiendo las recomendaciones de International Commitee

for Standardization in Haematology (Pearson et al, 1995).

Figura 2: Calculo de la masa eritrocitaria (Garcia Curiel y Gémez Perales, 2001):

1. Pesary tallar al enfermo.

2. Extraer 10 ml de sangre con una jeringa heparinizada. Apartar 1 ml en un tubo de contaje con una
pequefa cantidad de saponina y mezclar para hemolizar. Esta muestra se utilizard para medir la
radiacion de fondo en la sangre del paciente.

3. Poner el resto de la sangre en un tubo Falcon con 1.5 ml de ACD-A. Lentamente y con agitacién suave
afadir 20-30 pCi de 51CrO4Na.

4. Incubar la mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente agitdndola suavemente.

5. Adicionar 50 mg de acido ascérbico (en disolucién estéril) para reducir el cromo no enlazado
al estado trivalente.

6. Adicionar 30-40 ml de salino fisioldgico, agitar suavemente mediante sucesivas inversiones del tubo
y centrifugar a 175 g (aproximadamente 1.000 r.p.m. para una centrifuga con 15 cm de radio de giro)
durante 5-10 min.

7. Retirar el plasma sobrenadante con el cromo libre.

8. Preparacion del estandar: tomar aproximadamente 1 ml de la suspensién de hematies (previamente
homogeneizada) en una jeringa y pesarla. Vaciar el contenido de la jeringa en un matraz aforado
y llenarlo con NH40H (0.4 g/I) para hemolizar. Si el matraz es de 200 ml, por ejemplo, el volumen
de dilucién sera 200. Volver a pesar la jeringa una vez vacia.
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9. El resto de la sangre se recoge en una jeringa, se pesay se inyecta sin hacer ningtn lavado.
Pesar la jeringa vacia.

10. Transcurridos 30 minutos de la inyeccion extraer en el brazo contrario al de la inyeccién unos 10 ml
de sangre para el contaje de su concentracién radiactiva. Debera obtenerse una muestra de sangre
a los 60 minutos si se sospecha una homogeneizacién insuficiente (pacientes con esplenomegalia).

11. Lisar la muestra en el tubo de contaje con saponina.

12. Hacer el contaje (cpm/ml) del fondo, el estandar y la muestra. Es conveniente utilitzar duplicados
de cada uno de ellos.

13. Célculo de los resultados:
El volumen sanguineo vendra dado por:

VS=SRV/B

donde S =cpm/mldel estandar diluido
R=P /P,
P, = Peso (g) de la suspensioén inyectada
P_ = peso (g) de la suspensién del estdndar
B = cpm/ml en sangre tras 30 minutos
Vs = volumen de dilucién del estandar (ml)

El VE y el VP se calculan a partir del VS y del Hv de la siguiente forma:
Hc=fHv
VE = VS Hc
VP =VS - VE

donde Hv =hematocrito venoso
Hc = hematocrito corporal
Valor medio de f=0.91

En general, una masa eritrocitaria aumentada suele correlacionarse con valores elevados
de Hto y de Hb. Sin embargo, en ocasiones pueden existir valores altos de Hb o Hto en
ausencia de aumento absoluto de la masa eritrocitaria. Dicha situacion se denomina pseu-
doeritrocitosis, falsa policitemia o policitemia esptrea. Por otro lado, puede ocurrir que
un aumento de la masa eritrocitaria se acomparfie de valores de Hb y/o Hto normales. Esta
situacion es especialmente frecuente en la PV, en la que la ferropenia concomitante o bien
la expansion del volumen plasmatico pueden dar lugar a cifras de Hb o Hto no excesivas
dando lugar a un cuadro de PV inaparente o enmascarada (Lamy et al, 1997; Alvarez-Larran
etal 2016a). En estos casos, la determinacion de la masa eritrocitaria es indispensable para

llegar al diagnostico de PV.

Es importante destacar que en muchos paises se ha dejado de realizar la mediciéon de la
masa eritrocitaria alegando motivos de coste y pérdida de tiempo para los pacientes. Por
ello existe un gran debate en la determinacion de puntos de corte de Hb o Hto que pue-

dan considerarse marcadores sustitutos de una masa eritrocitaria elevada. En este sentido,
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Pearson demostr6 que los valores de Hto >0.60 L/L y >0.56 L/L en hombres y mujeres,
respectivamente, se correspondian con un aumento de la masa eritrocitaria en todos los
pacientes. Por tanto, en pacientes con sospecha de PV y Hto superior a estos valores no es

necesario determinar la masa eritrocitaria (Pearson, 1991).

Del mismo modo, los criterios diagnosticos de la OMS tanto del 2001 como del 2008
proponen un punto de corte de Hb definitorio de PV que se ha establecido en un valor >18.5
g/dL en hombres y >16.5 g/dL en mujeres (Thiele et al, 2008), sin embargo este valor no
ha sido verificado (McMullin et al, 2005). Dicho punto de corte ha sido motivo de impor-
tantes criticas ya que una importante proporcion de pacientes con PV presentan valores
de Hb por debajo de estas cifras (Spivak, 2002), por lo que la adopcién generalizada de los
criterios de la OMS unido al abandono de 1a medicion de la masa celular podria dar lugar a
que muchos pacientes no se diagnosticasen correctamente (Johanson et al, 2005; Alvarez-
Larran et al, 2012a).

Enlatabla que se muestra a continuacion (tabla 5) pueden observarse lamedia y/o mediana

de los valores de Hb y de Hto al diagndstico de diferentes series de pacientes con PV.

Tabla 5: Valores de Hb y Hto medios en varias series de pacientes

Nam. pacientes Hb (g/dl) Hto (%)
Passamonti et al, 2000 163 19.0 +/-2 ** 57 +/-6 **
Marchioli et al, 2005 (ECLAP) 1638 ND 47** (SD 0.06)
Gangat et al, 2007 459 18.5% (12.2-26.4) ND
Tefferi et al, 2013 1545 18.4* (15.1-26.5) 55* (36-78)
Ancochea et al, 2014 929 17.7* (11.7-23.8) 54* (37-73)

ND: no disponible; * Mediana (rango); ** Media +/- desviacién estandar
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1.4.2 Leucocitos, plaquetas

La leucocitosis y la trombocitosis se observan con frecuencia en la PV. Dicho hallazgo se
explica por el hecho de que los progenitores portadores de la mutacion JAK2V617F dan
lugar a un incremento de la diferenciacion tanto de la serie roja como de la serie granu-
locitica y megacariocitica. En la tabla 6 se indican los valores de leucocitos y plaquetas
al diagnostico en diferentes series de pacientes, asi como el porcentaje de pacientes que

presentaban leucocitosis o trombocitosis al diagnostico.

Tabla 6: Medias/medianas de los recuentos de leucocitos y plaquetas al diagnéstico de diferentes

series de pacientes con PV.

Nuam. Leucocitos Plaquetas LEEEE TS Plaquetas
Pacientes (x109/L) (x109/L) elevados elevadas
(% pacientes) (% pacientes)
Tefferi et al, 2013 1545 10.4* 466* 49% 53%
(>10.5 x10°%/L) (>450x10°/L)
Marchioli et a, 2005 1638 10.9** 398** 38% ND
(ECLAP) (>10 x10%/L)
151%
(>15 x10%/L)
Gangat et al, 2007 459 12.4* 483* 34% ND
(>15 x10%/L)
Alvarez-Larranetal, | 890 10.8* 506* 58% 57%
2016b (>10x10°/L) (>450x10°/L)
Passamonti et al, 163 1** 357** 32% 32%
2000 (>12 x10°/L) (>400 x10°/L)

ND: no disponible; *Mediana; **Media

Antes del descubrimiento de la mutaciéon JAK2V617F como marcador clonal de la PV, la
presencia de leucocitosis y la trombocitosis en un paciente con eritrocitosis solia conside-
rarse un dato de mieloproliferacion y por tanto favorecia el diagnéstico de PV. Es por ello
que la leucocitosis y trombocitosis estuvieron incluidos en los criterios diagnodsticos de
la PV hasta el afio 2005 como criterios menores (Berlin, 1975; Pearson y Messinezy, 1996;
Pierre et al, 2001).

Hay que tener en cuenta que los pacientes fumadores tienen recuentos de neutroéfilos
superiores que los no fumadores, por lo que segin algunos autores el valor de neutroéfilos
empleado como criterio de PV deberia ser >12.5x10°/L en los fumadores y de 10x10°/L en

los no fumadores (Pearson & Messinezy, 1996).
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1.4.3 Pruebas bioquimicas

Saturacion de oxigeno

Cualquier proceso en el que haya una reduccion del oxigeno en sangre y por lo tanto una
hipoxia, da lugar a la estimulacion de la produccion de EPO que ocasionara una eritroci-
tosis. Es por lo tanto necesaria la medicion de la saturacion de oxigeno para diagnosticar
una eritrocitosis secundaria. Por ello, en muchos de los criterios diagndsticos empleados
en el pasado se requeria descartar la existencia de hipoxemia crénica definida como el
valor de la saturacion de oxigeno inferior al 92% para poder establecer el diagnostico de
PV (Berlin, 1975; Pearson y Messinezy, 1996; Pierre et al, 2001).

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que hay situaciones causantes de hipoxia que no
podrian ser descartadas con la medicion de la saturacion de oxigeno tinicamente; éste es
el caso de la intoxicacion por mondxido de carbono, de la presencia de hemoglobinas de
alta afinidad por el oxigeno y del sindrome de apnea obstructiva del suefio (McMullin et
al, 2005). Asimismo, siempre debe tenerse en cuenta la posibilidad de la existencia de una

etiologia mixta de la eritrocitosis: paciente con hipoxemia cronicay PV.

Vitamina B12 sérica y capacidad de transporte libre de vitamina B12

El incremento del nivel de vitamina B12 y de la capacidad de transporte libre de ésta es
caracteristico de la PV. Esto es debido a la liberaciéon de transcobalamina secundaria al
aumento de la masa granulocitica (McMullin et al, 2005). Sin embargo, aunque estas deter-
minaciones se habian usado como criterio diagnostico en la etapa de los criterios diagnos-
ticos formulados por el PVSG (Berlin, 1975), actualmente, a causa del descubrimiento de

los marcadores clonales, carecen de utilidad (McMullin et al, 2005).

Ferritina

Es mas frecuente encontrar valores bajos de ferritina en la PV que en las eritrocitosis
secundarias (Pearson et al, 2000, McMullin et al, 2005). De hecho, hasta el 95% de pacien-
tes con PV presentan ferropenia por hiperconsumo o por sangrado (Woessner et al, 2006).
Es importante tener este aspecto en cuenta dado que el paciente podria presentar valores

de Hb o de Hto normales o por debajo de los criterios definitorios de PV.
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1.4.4 Eritropoyetina

La EPO es una hormona glicoproteica que controla la producciéon de eritrocitos y es el
principal agente estimulador de la eritropoyesis natural, por lo que la medicion de los
niveles de EPO sérica puede proporcionar informacion sobre la causa subyacente de la
eritrocitosis. Aproximadamente, el 90% de la EPO en el ser humano se produce en el rifion

y la parte restante se forma principalmente en el higado.

Un incremento de la EPO puede deberse a un problema renal (estenosis de la arteria renal,
quistes renales), hipoxemia crénica, asi como también a causa de tumores que producen
EPO o farmacos que estimulen su produccion, como los andrégenos, produciéndose en
todos estos casos una eritrocitosis mediada por EPO. También puede producirse una eri-
trocitosis por la administraciéon de EPO ex6gena como en el caso de los atletas que la con-

sumen para mejorar su rendimiento (McMulllin, 2008).

Por el contrario, los niveles de EPO sérica en la mayoria de los pacientes con PV son carac-
teristicamente bajos (85%) incluso después de la realizacion de una flebotomia (Messinezy
etal, 2002). La utilidad de la EPO sérica para diferenciar la PV de una eritrocitosis no clonal
ha sido demostrada en multiples estudios (Birgegard & Wide, 1992; Mossuz et al, 2004). Sin
embargo, la EPO sérica ha perdido relevancia para establecer el diagndstico de PV si en el
paciente ya hemos demostrado la mutacion de JAK2V617F, por lo que muchos autores han

considerado su determinacion hoy en dia redundante (Spivak & Silver, 2008).

1.4.5 Cultivos de colonias eritroides

El cultivo de la fraccién mononuclear no adherente de células de sangre periférica o células
de médula 6sea de pacientes con PV en un medio que contiene suero sin la adiciéon de EPO,
conduce al crecimiento de colonias eritroides. El crecimiento de colonias en ausencia de EPO
se conoce como crecimiento endégeno. Este fenomeno fue descrito por primera vez en 1974
por Jaroslav Prchal y Arthur Axelrad (Prchal JF & Axelrad AA, 1974) y demostroé ser un buen
marcador de PV dado que no se observa en pacientes sanos ni con eritrocitosis secundarias
en los que el crecimiento de BFU-E (unidad formadora de colonias eritroides) es dependiente
de la presencia de EPO (Lemoine et al, 1986; Partanen et al, 1989; Florensa et al, 1989). Es
importante destacar que este fenomeno también se ha descrito en otras NMP como en la TE
(Anderson et al, 1982; Pennatur-Das et al, 1984; Eridani et al, 1984, Juvonen et al, 1993). El
descubrimiento de la mutacion de JAK2V617F en 2005, el elevado coste y la complejidad téc-

nica han hecho que en la actualidad su uso quede restringido a fines investigacionales.
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1.4.6 Citogenética

Un 14% de los pacientes con PV presentan alteraciones citogenéticas al diagnoéstico (Diez-
Martin et al, 1991). No existe una alteracion especifica de esta entidad pero su presencia es
indicativa de alteracion clonal neoplasica del 6rgano hematopoyético. Las alteraciones citoge-
néticas mas frecuentes encontradas en individuos con PV son las trisomias en los cromosomas
8y 9,la deleccion (20q) y alteraciones en el cromosoma 1 (Gangat et al, 2008). Cuando la PV
se transforma a MF la frecuencia de pacientes con alteraciones citogenéticas es mayor. La
evolucion a mielodisplasia o a leucemia aguda (LA) también se ha asociado con alteraciones
cromosomicas inespecificas (Andrieux & Demory, 2005). Ademas, la citogenética constituye
en algun estudio un factor prondéstico de supervivencia. Tefferi et al en su serie de 1545 pacien-
tes con PV demostraron en el analisis multivariante que la presencia de un cariotipo anormal

es un factor pronodstico adverso independiente de supervivencia global (Tefferi et al, 2013).

1.4.7 Biologia molecular

El descubrimiento de la mutacién de JAK2V617F ha supuesto un avance muy importante
en el diagnoéstico de las NMP. Esta presente en un 96% de las PV, pero no es especifica de
esta enfermedad, ya que también puede demostrarse en un 60% de los pacientes con TE y
MFP (Baxter et al, 2005; James et al, 2005; Kralovics et al, 2005; Levine et al, 2005; Zhao et
al, 2005) y, en menor proporcion, en otras entidades de origen mieloide (Steensma, 2006;
Vainchenker et al, 2011). La mutacién V617F puede detectarse en sangre total, granuloci-
tos, plaquetas, médula 6sea o progenitores hematopoyéticos obtenidos por cultivos celula-
res in vitro (Bellosillo et al, 2007). Existen diferentes técnicas para estudiar la presencia de
la mutacion como la secuenciacion Sanger convencional, la pirosecuenciacion o técnicas
de PCR aleloespecifica. De entre las diferentes técnicas que permiten evaluar la presencia
de la mutacion JAK2V617F, la que tiene una mayor sensibilidad es la PCR-aleloespecifica

en tiempo real (Steensma, 2006).

Ademais de la mutacién JAK2V617F, se han descrito diversas mutaciones localizadas
en el ex6n 12 de JAK2 que estan presentes en el 2-3% de PV negativas para la mutacion
JAK2VG617F (Scott et al, 2007). Las mutaciones en el ex6n 12 no se han descrito en casos de
TE o de MFP. El estudio de las mutaciones en el exon 12 se lleva a cabo por secuenciacion

directa o técnicas de high resolution melting.

Otras mutaciones descritas en NMP son las que ocurren en los genes MPL y CALR. Estas

mutaciones se detectan en un porcentaje variable de pacientes con TE y MFP, pero solo
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excepcionalmente se han descrito en la PV (Pardanani et al, 2006; Nangalia et al, 2013;
Klampfl et al, 2013).

Recientemente, se han descrito mutaciones en genes diferentes a JAK2 en un porcentaje
variable de pacientes con PV. Estos genes pueden clasificarse, segin su funcion, en genes
implicados en la sefializacion intracelular (LNK, CBL), genes implicados en la regulacion
epigenética (TET2, ASXL1, IDHI1/IDH2, IKZF1, EZH2, DNMT3A) y genes implicados en
el procesamiento del ARN mensajero o splicing (SF3B1, SRSF2, U2AF1) (Tefferi, 2010;
Brecqueville et al, 2012). La deteccion de estas alteraciones se realiza mayoritariamente
mediante técnicas de NGS (Next generation sequencing), su papel diagndstico y potencial
valor pronéstico esta todavia por determinar y no esta indicada su deteccion en el diag-
nostico de rutina. Lundberg et al, realizaron un estudio en el que analizaron 104 genes
para detectar la presencia de mutaciones somaticas en una cohorte de 197 pacientes con
NMP usando la técnica de NGS y observaron que de los 94 pacientes con PV analizados, 7
(7%) no presentaban mutaciones somaticas, 52 (55%) presentaban una mutacion, 23 (24%)
presentaban dos mutaciones, 9 (10%) presentaban 3 mutaciones y 3 (3%) presentaban 4

mutaciones (Lundberg et al, 2014).

1.4.8 Sangre periférica, aspirado y biopsia de médula 6sea

En la sangre periférica de un paciente con PV se observa, a excepcion de la microcitosis,
una morfologia eritrocitaria normal, la presencia de eritroblastos es rara y en todo caso
porcentualmente poco importante. El aumento de hematies se acompafia en muchos casos
de leucocitosis con desviacién a la izquierda y ocasional presencia de algunos granulo-
citos inmaduros en ausencia de blastos. Los estigmas morfoldgicos disgranulopoyéticos
suelen ser discretos. Con frecuencia aparece basofilia y/o eosinofilia en grado moderado.
También puede observarse un aumento de las plaquetas que muestran discretos rasgos
distrombopoyéticos y gigantismo (indicativo de juventud plaquetaria). La funcion plaque-
taria suele estar alterada y se pueden observar ocasionalmente fragmentos de megacario-

citos circulantes (Woessner et al, 2006).

El aspirado de medula 6sea se caracteriza por una hiperplasia de las series medulares,
sobretodo de la serie megacariocitica. Se observan megacariocitos gigantes que coexisten
con micromegacariocitos. La poblacion eritroblastica de morfologia aparentemente nor-
mal domina porcentualmente la poblacion granulopoyética (al contrario de lo que ocurre
en la LMC) y se pueden observar abundantes nidos eritroblasticos. Dado que el 95% de

pacientes presentan ferropenia en la tincion de Perls se evidencia una gran disminucion o
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ausencia de sideroblastos, asi como la disminucion o desaparicion de la hemosiderina de

los macrofagos medulares (Woessner et al, 2006).

La biopsia de médula 6sea (BMO) acostumbra a ser hipercelular, con marcada reducciéon
de la grasa y proliferacion trilinea (panmielosis), aunque también puede presentar uni-
camente proliferacion unilinea de serie roja o bilinea de serie roja y megacariocitica. La
eritropoyesis es normoblastica y la granulopoyesis morfolégicamente normal. La mega-
cariopoyesis suele estar aumentada, con elementos de aspecto pleomorfico y ntcleos
hiperlobulados que suelen agruparse de forma laxa y en ocasiones en localizacion paratra-
becular. La reticulina es normal o discretamente aumentada y los depoésitos de hierro estan

ausentes en mas del 95% de los casos (Ellis et al, 1986).

Aunque algunos estudios y la propia clasificacion OMS afirman que la histologia medular
puede ser util para distinguir la PV de la TE, los analisis detallados a partir de estudios
prospectivos aleatorizados no apoyan la inclusion de la histologia como herramienta
diagnostica eficaz. En el estudio PVSGOL1 en el que se aleatorizaron 432 pacientes con
PV a tres grupos de tratamiento, se estudiaron las BMO de 281 pacientes antes del inicio
del tratamiento y cada dos afos a partir del mismo. Dicho estudio mostré que la BMO
no era una herramienta adecuada para diferenciar PV de TE dado que en fases tempra-
nas estas enfermedades compartian muchas caracteristicas morfoldgicas. Asi, aunque la
hipercelularidad medular y la hiperplasia e hipertrofia megacariocitica fueron hallazgos
casi constantes en las BMO, una revision paralela en la que se estudiaron biopsias de
médula 6sea de pacientes con TE no tratada demostré que un 90% de los casos presen-
taban celularidad >50% e hiperplasia megacariocitica (Iland et al, 1983). Ademas, en 7
de los 281 pacientes con PV, la celularidad y numero de megacariocitos eran practica-
mente normales. Por ultimo, se observo fibrosis reticulinica en un 11% de las biopsias
pre-tratamiento, pero se demostr6 que este hecho no era indicativo de desarrollar una
mielofibrosis post-PV (Ellis et al, 1975; Ellis & Peterson 1979; Ellis et al, 1986). Varios
autores han cuestionado la reproductibilidad y utilidad de 1a BMO especialmente en la
distincion entre la fase prefibrotica de la MFP y la TE (Wilkins et al, 2008; Brousseau
et al, 2010; Buhr et al, 2012). Wilkins et al realizaron un estudio en el que 3 patélogos
analizaron las BMO de 370 pacientes diagnosticados prospectivamente de TE con los
criterios del PVSG; los patdlogos evaluaban 16 caracteristicas celulares y realizaban un
diagnostico segun los criterios de la OMS. Los autores describen una significativa varia-
bilidad inter-observador especialmente cuando se realizaba el diagndstico histologico y
en la evaluacion de las caracteristicas individuales como la morfologia de los megacario-
citos (Wilkins et al, 2008).
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La BMO no se ha incluido dentro de los criterios diagnosticos de PV hasta el afio 2001
cuando se formularon los criterios de la OMS (Pierre et al, 2001). Los criterios utiliza-
dos anteriormente (PVSG) para el diagnodstico de la PV eran exclusivamente clinicos y de
laboratorio y no incluian los datos de la BMO porque se consideraba que no existian sufi-
cientes estudios morfolédgicos realizados de forma independiente y/o de criterios estanda-
rizados que apoyasen su inclusion (Pearson & Messinezy, 1996). Sin embargo, en 2001 se
incluyeron los datos morfologicos de la medula 6sea en los criterios B, y posteriormente
en la revision de los criterios de la OMS 2008 se mantuvieron como criterio menor de PV
(Thiele et al, 2008). Este grupo de expertos considerd que la PV presenta datos histopa-
tolégicos caracteristicos de la enfermedad, si bien admiten la necesidad de correlacionar
los hallazgos histolégicos con los datos clinicos y de laboratorio para poder establecer un
diagnostico definitivo (Pierre et al, 2001). La inclusion de la BMO en los criterios OMS se
basé en varios estudios realizados al respecto (Michiels & Juvonen, 1997; Thiele et al, 1999,
Bartl et al, 1993; Thiele et al, 2006).

Por lo tanto, a pesar de que muchos autores han cuestionado su reproductibilidad y utili-
dad, las caracteristicas histologicas de la BMO estan ganando cada vez mas protagonismo,
por lo que en la nueva clasificacion de la OMS 2016 se ha propuesto que la BMO pase a ser
un criterio mayor (Arber et al, 2016). Este hecho implicaria la realizacion sistematica de
BMO a todos los pacientes con sospecha de PV a excepcion de aquellos con eritrocitosis
absoluta: Hb >18.5 g/dL en hombre (Hcto 55.5%) o Hb>16.5 g/dL en mujeres (Hcto 49.5%),
mutacion en JAK2 y disminucion de la eritropoyetina sérica. Sin embargo, no hay estudios
que evalten la exactitud diagnoéstica de la BMO en la PV, por lo que se desconoce si prac-
ticar una BMO afiade algtin valor a realizar el diagnostico unicamente con datos clinicos

y de laboratorio.
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1.5 CRITERIOS DIAGNOSTICOS

1.5.1 Polycythemia Vera Study Group (PVSG)

En la década de los setenta el grupo de estudio de la Policitemia Vera (“Polycythemia Vera
Study Group”) formul6 unos criterios con la finalidad de poder estandarizar el diagndstico
en los pacientes candidatos a ensayos clinicos. Estos criterios se convirtieron en los crite-

rios de referencia para el diagnodstico de PV durante las décadas siguientes (ver tabla 7).

Tabla 7: Criterios diagndsticos de la PV segun el PVSG (Berlin, 1975)

Criterios mayores Criterios menores
Al Masa eritrocitaria? B1 Plaquetas > 400x10%/L
Varones =36 ml/kg
mujeres =32 ml/kg B2 Leucocitos > 12x109/L
A2 Saturacién arterial O, = 92% B3 indice de FAG > 100
CT B> 2200 pg/mL*

Diagnéstico de PV si:
Al+ A2+ A3
A1+ A2+ 2 criterios de la categoria B

2 Medida por *'Cr; ® en ausencia de fiebre o infeccién; © capacidad de transporte libre de vitamina B12

En 1996 Pearson y Messinezy reformularon los criterios diagnodsticos del PVSG, introdu-
ciendo los nuevos descubrimientos cientificos descritos en ese periodo que eran utiles en
el diagnéstico de la PV como la citogenética como marcador de clonalidad, el crecimiento
enddgeno de colonias eritroides y el valor de EPO sérica (Pearson & Messinezy, 1996). Los

cambios introducidos en la nueva propuesta incluyeron:

* La definicion de eritrocitosis absoluta (criterio A1) como una masa eritrocitaria por
encima del 25% de su valor medio normal tedrico basandose en la féormula de predic-
cion del International Committee for Standardization in Haematology (Pearson et al,
1995). Previamente se habia observado que la expresion de la masa eritrocitaria en
mL/Kg usada tradicionalmente carecia de precision en personas obesas dado que el
tejido graso, que esta menos vascularizado, ocasionaba valores mas bajos de masa eritro-
citaria en los pacientes con sobrepeso que en individuos delgados.

 Lasustitucion de la saturacion de oxigeno (criterio A2) por un criterio mas amplio en el

que se especificaba la exclusion de otras enfermedades asociadas a eritrocitosis.
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» Laadicion de un nuevo criterio A (A4) que incluia la demostracion de la presencia de un
marcador de clonalidad, como por ejemplo un cariotipo medular anormal.

 Laleucocitosis (criterio B2) debia ser neutrofilica y se valoraron dos puntos de corte en
funcion de si se trataba de un paciente fumador que debia ser >12x10°/L o no fumador en
los que el punto de corte era >10x10°/L

» La eliminacién del indice FAG y la vitamina B12 presente en los antiguos criterios B3 y
B4, respectivamente.

* Lainclusion de esplenomegalia ecografica como nuevo criterio B3

» La demostracion del crecimiento enddgeno de colonias eritroides o la presencia de unos

niveles de EPO inferiores a la normalidad como nuevo criterio B4.
El diagnostico de PV se realizaba si cumplia los dos primeros criterios mayores (aumento de la
masa eritrocitaria y ausencia de causas de eritrocitosis secundarias) mas otro criterio A o dos

criterios B (tabla 8).

Tabla 8: Criterios diagnésticos modificados de la PV (Pearson & Messinezy, 1996)

Al Masa eritrocitaria aumentada (> 25% del valor normal calculado) o Hto = 0.60 L/L en hombres
0=0.56 L/L en mujeres.

A2 Ausencia de causa de eritrocitosis secundaria

A3 Esplenomegalia palpable (sin evidencia de otra causa secundaria como hipertensién portal)
A4 Marcador de clonalidad (p.ej cariotipo medular anormal)

B1 Trombocitosis (> 400x10%/L)

B2 Leucocitosis neutrofilica (neutréfilos >10x109/L; en fumadores > 12.5x10%/L)

B3 Esplenomegalia demostrada por ecografia o gammagrafia

B4 Crecimiento endégeno de BFU-E o disminucién de la eritropoyetina sérica

Diagnéstico de PV si:
Al+ A2+ A3 0 A4
A1+ A2+ 2 criterios de la categoria B

1.5.2 Criterios OMS: 2001, 2008, 2016

En el afio 2001, la OMS publico su clasificacion de las neoplasias de los tejidos hematopo-
yéticos y linfoides, basada en un consenso internacional realizado por patdlogos, clinicos
e investigadores incluyendo unos criterios para el diagnéstico de la PV (Pierre et al, 2001).
Esta clasificacion fue actualizada en 2008 (Thiele et al, 2008) y recientemente en 2016
(Arber et al, 2016).
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En 2001, la OMS proponia como criterios diagnosticos de PV un conjunto de 5 criterios
Ay cuatro criterios B. Las novedades con respecto a los criterios del PVSG se describen a

continuacion:

 Por primera vez, se propone un valor de Hb (superior a18.5 g/dL en hombresy a16.5 g/dL
en mujeres) como marcador indirecto del aumento de la masa eritrocitaria.

* Se especifican todas aquellas causas de eritrocitosis secundarias (Criterio A) que debian
ser descartadas: eritrocitosis familiar, eritrocitosis inducida por hipoxia, hemoglobinas
de alta afinidad por el oxigeno, truncamiento del receptor de EPO y produccion inapro-
piada de EPO de causa neoplasica.

¢ El crecimiento endogeno de colonias eritroides paso6 a considerarse un criterio A.

* Se incluy6 por primera vez la histologia medular como un criterio B.

Para realizar el diagnostico de PV segtin la OMS 2001 era necesario cumplir los dos pri-
meros criterios A (demostrar la eritrocitosis absoluta con la masa eritrocitaria o con los
valores de Hb y descartar otras causas de eritrocitosis secundarias) mas otro criterio A o

dos criterios B (ver tabla 9).

Tabla 9: Criterios diagnésticos de la PV segtin la OMS 2001 (Pierre et al, 2001)

Al Masa eritrocitaria > 25% del valor normal calculado, o Hb > 18.5 g/dL (hombres), > 16.5 g/dL (mujeres),
0> 99% del valor de referencia segtn la edad, sexo y altitud de residencia.

A2 Ausencia de causa de eritrocitosis secundaria, incluyendo:
« Ausencia de eritrocitosis familiar
» Ausencia de aumento de eritropoyetina debido a:
- hipoxia (pO2 arterial < 92%)
- hemoglobinas de alta afinidad por el oxigeno
- truncamiento del receptor de la eritropoyetina
- produccién inapropiada de eritropoyetina, de causa neoplasica

A3 Esplenomegalia

A4 Anomalia genética clonal diferente al cromosoma Ph o al gen de fusién BCR/ABL, en células
de la médula ésea.

A5 Crecimiento endégeno in vitro de colonias eritroides

B1 Trombocitosis (> 400x10°/L)

B2 Leucocitosis (> 12x109/L)

B3 Biopsia medular que demuestre panmielosis, con proliferacién prominente eritroide y megacariocitica.
B4 Eritropoyetina sérica disminuida

Diagnéstico de PV si:
A1+ A2y otro criterio A
A1+ A2 + 2 criterios B
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El descubrimiento de la mutacion de JAK2V617F supuso un punto de inflexion en el diag-
nostico de las NMP y en especial en la PV (Baxter et al, 2005; James et al, 2005; Kralovics
et al, 2005; Levine et al, 2005; Zhao et al, 2005). La deteccion de las mutaciones de JAK2
(V617F o exon 12), ha permitido simplificar enormemente el diagndstico de la PV dado
que su presencia demuestra el origen clonal de la enfermedad permitiendo diferenciarla
facilmente de las eritrocitosis secundarias sin la necesidad de realizar técnicas complejas

como el cultivo de progenitores hemopoyéticos.

La incorporacion del estado mutacional de JAK2 a los criterios diagnosticos de PV pro-
puestos por la OMS 2008 (ver tabla 10) permiti6 reducirlos a dos criterios mayores y tres

criterios menores.

* El primer criterio mayor consolidé la definicion de la PV a partir de los valores de Hb
superiores a 18.5 g/dL en hombres y a 16.5 g/dL en mujeres relegando la medicién de
la masa eritrocitaria a letra pequefia en la que con una llamada sobre el valor de Hb se
hacia referencia a “otra evidencia de aumento del naimero de globulos rojos”.

» En el segundo criterio mayor se incorporoé la demostracion de la presencia de una muta-
cién de JAK2 (JAK2V617F o del ex6n 12 de JAK2).

e La BMO paso a ser el primer criterio menor, mientras que el valor de EPO sérica infe-
rior alanormalidad y el crecimiento enddgeno de colonias eritroides permanecian como

criterios menores.

El diagnostico de PV segun estos criterios se realiza con la presencia de los dos criterios
mayores y un criterio menor o, en ausencia de la mutaciéon de JAK2, con el primer criterio
mayor y dos criterios menores (Thiele et al, 2008). La consecuencia practica de la aplica-
cion de estos criterios es que se podia realizar el diagndstico de PV con una sola analitica
en la que se demostrasen los niveles de Hb elevados, la mutacion de JAK2 y la EPO baja.
Sdlo en los pacientes en los que no se demostraban estas tres caracteristicas era necesa-
rio realizar pruebas adicionales como la masa eritrocitaria (si el valor de Hb no llegaba a
los criterios definidos) o la BMO (si los niveles de EPO eran normales, las mutaciones de

JAK?2 eran negativas, pero se observaba crecimiento enddgeno de colonias eritroides).
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Tabla 10: Criterios diagnésticos segtin la OMS 2008 (Thiele et al, 2008)

Criterios mayores Criterios menores

1. Hb >18.5 g/dL en hombres, > 16.5 g/dL en mujeres 1. BMO hipercelular (segtin edad) con crecimiento
u otra evidencia de aumento del niimero de trilinea (panmielosis) con proliferacién prominente
glébulos rojos? de las series eritroide, granulocitica

y megacariocitica

2. Presencia de JAK2V617F u otra mutacién
funcionalmente similar como mutacién del exén 2. Valor de EPO sérica inferior a los valores
12 de JAK2 de normalidad

3. Crecimiento endégeno de colonias eritroides
in vitro

El diagnéstico requiere la presencia de ambos criterios mayores y un criterio menor
o del primer criterio mayor con dos criterios menores.

A Hb o Hto mayor del percentil 99% referido al rango de edad, sexo y altitud del centro de referencia o Hb mayor de 17 g/dL para
hombres y 15 g/dL para mujeres si se asocia a un incremento sostenido y documentado de mas de 2 g/dL con respecto al valor basal del
enfermo en ausencia de tratamiento concomitante con Hierro, o elevacién de la masa eritrocitaria mayor del 25% del limite superior
de la normalidad medida por métodos isotépicos.

Recientemente se ha publicado la propuesta de los nuevos criterios diagnosticos de PV
segun la OMS (Arber et al, 2016), a la espera de la actualizacion de la nueva edicion del
libro con la clasificacion de los tumores de los 6rganos hematopoyéticos. Los principales

cambios con respecto a los anteriores criterios son:

e Lareduccion del valor de Hb definitorio de PV a Hb >16.5 g/dL en hombres 'y >16.0 g/dL
en mujeres. Ademas, se incorpora también el Hto a la definiciéon de PV. En este caso
bastaria tener un Hto >49% en hombres y >48% en mujeres para poder establecer el
diagnostico si se cumple el resto de los otros criterios.

e Lainclusion de la histologia medular como criterio mayor.

e La reduccion de los criterios menores a la presencia de unos niveles de EPO inferiores
a los valores de normalidad.

» La desaparicion del criterio del crecimiento enddgeno de colonias eritroides.

Segun estos nuevos criterios el diagnostico de PV se establece cuando se cumplen los tres
criterios mayores o, en ausencia de una mutacion de JAK2, cuando presenta los dos pri-
meros criterios mayores y el criterio menor. Sin embargo, se hace una especificacion en
la que se indica que se puede realizar el diagnodstico en ausencia de la BMO si el paciente

presenta una Hb superior a 18.5 g/dL en hombres y a 16.5 g/dL en mujeres, la presencia de
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la mutacién de JAK2 y un valor de EPO sérica inferior a los valores de normalidad, pero
que de no realizarse la biopsia no podria valorarse si existe una fibrosis inicial de la médula
0sea que podria ser de utilidad pronostica (Arber et al, 2016).

Tabla 11: Criterios diagndsticos segtin la OMS 2016 (Arber et al, 2016)

Criterios mayores Criterios menores

ATHb >16.5 g/dL en hombres, »16.0 g/dL en mujeres | B Valor de eritropoyetina sérica inferior a los valores
o Hto »49% en hombres, >48% en mujeres o de normalidad.
aumento de la masa eritrocitaria.*

A2 BMO hipercelular (segtin edad) con crecimiento
trilinea (panmielosis) con proliferacion prominente
de las series eritroide, granulocitica

y megacariocitica

A3 Presencia de la mutacion JAK2V617F o de la
mutacion del exén 12 de JAK2.

Al+A2+A3
0A1+A2+B

* > 25% del limite superior de la normalidad medida por métodos isotépicos.

** E| segundo criterio mayor (la BMO) puede no ser necesaria en aquellos casos con una eritrocitosis absoluta que presente niveles
de Hb »18.5 g/dL en Hombres (o Hto 55.5%) o >16.5 g/dL en mujeres (o Hto 49.5%) si el tercer criterio mayor y el criterio menor estén
presentes. Sin embargo, la fibrosis inicial (presente en un 20% de pacientes) sélo puede detectarse realizando la BMO; este hallazgo
puede predecir una mas rapida progresién a una mielofibrosis post-PV.

1.5.3 Criterios segun British Committee for Standards in Haematology (BSCH)

En el afio 2005 el grupo inglés (British Committee for Standards in Haematology) publico
unas guias para el diagnostico, investigacion y manejo de las eritrocitosis/policitemias
donde se proponian unos criterios diagnodsticos basados en una modificacion de los cri-
terios PVSG (McMullin et al, 2005). Sin embargo, el descubrimiento de la mutacion de
JAK2V617F ese mismo afio y posteriormente las mutaciones en el ex6n 12 de JAK2 obligd
a una rapida revision de los mismos (McMullin et al, 2007). Se formularon unos crite-
rios para aquellos pacientes que presentaban una mutacion de JAK2 y otros para aquellos

pacientes que fueran negativos para estas mutaciones (ver tabla 12).
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Tabla 12: Criterios diagnoésticos de la PV segtin el BCSH (McMullin et al, 2007)

PV JAK2 positiva PV JAK2 negativa
Al Hto alto (> 0.52 L/L en hombres, > 0.48 L/L Al Masa eritrocitaria aumentada (> 25%)
en mujeres) o masa eritrocitaria aumentada 0 Hto=0.60 L/L en hombres,=0.56 L/L en mujeres)
(> 25% del valor normal calculado)? A2 Ausencia de mutacién de JAK2

A2 Mutacién de JAK2 A3 No causas de eritrocitosis secundarias

A4 Esplenomegalia palpable

A5 Presencia de una alteracién genética adquirida
(excluida BCR/ABL) en las células hematopoyéticas.

B1 Trombocitosis (recuento de plaquetas
> 450x10%/L)

B2 Leucocitosis neutrofilica (recuento de neutrofilos
>10x10°/L en no fumadores; > 12.5x10%/L en
fumadores)

B3 Evidencia radiolégica de esplenomegalia

B4 Crecimiento endégeno de colonias eritroides
o valores de eritropoyetina en suero bajos

El diagnéstico requiere A1+A2+A3 + otro criterio A

El diagnéstico requiere cumplir ambos criterios. o .
0 2 criterios B.

Ala patologia dual (coexistencia de una eritrocitosis secundaria o de una eritrocitosis relativa) rara vez puede estar presente en
pacientes con una enfermedad mieloproliferativa con la mutacién de JAK2. En esta situacion, seria prudente reducir el Hto con el
mismo objetivo que para la PV.

Los criterios BCSH (British Committee for Standards in Haematology) destacan por su
enorme simplicidad y practicidad ya que en los pacientes con mutacion de JAK2, lo cual
supone mas del 95% de los pacientes, permiten establecer el diagndstico de PV basandose
simplemente en el Hto (Hto superior a 0.52 L/L en hombres y a 0.48 L /L en mujeres para

diagnosticar la PV).

1.6 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

La PV es una NMP que se distingue por una proliferacion preferente de la eritropoyesis
(eritrocitosis), sin embargo, en un 50% de casos también puede presentar leucocitosis y
trombocitosis. Por este motivo, el diagnostico diferencial de la PV debe plantearse con

todas aquellas causas de eritrocitosis absolutas asi como también con otras NMP.
Laeritrocitosis absoluta se confirma cuando existe un aumento de lamasa eritrocitaria superior

al 25% del valor medio calculado segun el indice de superficie corporal del paciente (Pearson

et al, 1995). Las eritrocitosis absolutas se dividen en tres grupos: primarias, secundarias e
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idiopaticas. El término eritrocitosis primaria se emplea cuando existe un defecto intrinseco

al componente eritropoyético de la médula dsea. Por el contrario, las eritrocitosis secunda-

rias son aquellas en las que la produccion de glébulos rojos esta mediada por otro proceso.

Existen numerosas causas de eritrocitosis (ver tabla 13) por lo que es importante realizar una

buena historia clinica y exploracion fisica asi como realizar una analitica inicial basica para

realizar un buen diagnéstico diferencial. El prurito hidrogénico, los antecedentes de trombosis

y hemorragias asi como la existencia de neutrofilia, trombocitosis, microcitosis, LDH, acido

urico elevado y ferropenia son datos que deben hacer sospechar la existencia de una PV.

Tabla 13: Clasificacion de las eritrocitosis absolutas (McMullin, 2016)

ERITROCITOSIS PRIMARIAS

Congénitas

- Mutaciones del receptor de la EPO

Adquiridas

- Policitemia Vera
- Mutaciones de LNK (congénitas o adquiridas)

ERITROCITOSIS SECUNDARIAS

Congeénitas

- Hb con alta afinidad por el oxigeno

- Déficit de difosfoglicerato mutasa

- Metahemoglobinemia

- Incremento hereditario de ATP

- Mutaciones en el gen de von Hippel-Lindau

(Eritrocitosis de Chuvash)

Mutaciones del gen PHD2
Mutaciones del gen HIF2a

Adquiridas

Mediadas por EPO
Proceso hipéxico central :
- Alteraciones cardiopulmonares por
comunicacion derecha-izquierda
- Enfermedades respiratorias crénicas
- Eritrocitosis del fumador
- Intoxicacién por monéxido de carbono
- Sindromes de hipoventilacién (incluida la
apnea del suefio)
- Habitat en altitud
Alteraciones renales con hipoxia:
- Estenosis de la arteria renal
- Rifén poliquistico
- Hidronefrosis
- Post trasplante renal
- Etapa final de la enfermedad renal

Secrecion patolégica de EPO:
- Hemangioblastoma
- Meningioma
- Carcinomas / Adenomas de paratiroides
- Hepatocarcinoma
- Carcinoma de células renales
- Feocromocitoma
- Leiomiomas uterinos

EPO exdgena (asociada a farmacos):
- Administracién de EPO
- Administracién de andégenos

ERITROCITOSIS IDIOPATICA
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Hay que tener en cuenta sin embargo que la mutaciéon de JAK2V617F no es especifica de
PV y también puede presentarse en un 60% de pacientes con TE y MFP (Baxter et al, 2005;
James et al, 2005; Kralovics et al, 2005; Levine et al, 2005; Zhao et al, 2005). Este hecho
es de especial importancia en el estudio del paciente con trombocitosis. En estos casos,
una vez demostrada la mutacion JAK2V617F, se plantea el diagnoéstico diferencial entre
la TE y la PV inaparente o enmascarada en la que los valores de Hb y de Hto no alcanzan
los criterios definidos por la OMS. Hay que ser conscientes de la existencia de esta forma
de presentacion clinica de la PV para no hacer un falso diagnostico de TE JAK2V61F posi-
tiva. Para ello, la medicion de la masa eritrocitaria por métodos isotopicos juega un papel
crucial en la distincion de estas dos entidades. Diversos autores han descrito que la carga
alélica de JAK2V617F también podria ser de utilidad ya que suele ser mas alta en la PV que
en la TE (Scott et al, 2006; Godfrey et al, 2012; Godfrey et al, 2013; Ancochea et al, 2014).

1.7 EVOLUCION Y PRONOSTICO

La evolucion de la PV esta marcada por la predisposicion a las trombosis arteriales y veno-
sas, asi como por la transformacion a mielofibrosis y a LA. Actualmente con el tratamiento
citorreductor, el control del Hto mediante flebotomias y la profilaxis primaria antitrom-
botica con dosis bajas de AAS han disminuido las complicaciones tromboticas y mejorado
la supervivencia. No obstante, la esperanza de vida de los pacientes con PV es inferior a la

de la poblacion general (Hultcrantz et al, 2012).

La mortalidad y sus causas también han sido evaluadas por diferentes grupos. En las tablas

siguientes se observan los resultados de 3 amplias series de pacientes.

Tabla 14: Mortalidad en tres series de pacientes.

Seguimiento Mortalidad
IWG (Tefferi et al, 2014) Media seguimiento 6.9 afios | 347 (23%)
1545 pacientes (0a39) 164 de causa conocida
ECLAP (Marchioli et al, 2005) Media seguimiento 2.7 afios 164 (10%)
1638 pacientes Ratio: 3.7 muertes

por 100 personas/afno

GISP, 1995 Media seguimiento 6.1 afios 225 (18.5%)
1213 pacientes (0a329) Ratio: 2.94 muertes
por 100 personas/afio
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El grupo italiano (GISP) es el estudio con mayor seguimiento (hasta 20 afos), en €l se des-
criben las causas de mortalidad (ver tabla 15) siendo la causa mas frecuente la de origen
cardiovascular (GISP, 1995).

Tabla 15: Causas de muerte segtin el GISP (GISP, 1995)

Causas de muerte No (%)
Cardiovascular 71(37)
Trombosis arterial 46 (24)
Infarto agudo de miocardio 14 (7.3)
Muerte subita 15 (7.8)
Ictus isquémico 17 (8.8)
Tromboembolismo venoso 1(5.7)
Trombosis cerebral de senos 2(1)
Hemorragia cerebral 1(0.5)
Embolia pulmonar 6(3.0)
Trombosis esplacnica 2 (1.0)
Otras causas cardiovasculares 14 (7.3)
Paro cardiaco 14 (7.3)
Hemorragicas 5(2.6)
Hemorragia gastrointestinal 5(2.6)
Cancer 57 (30)
Leucemia aguda mieloide 28 (14.6)
Neoplasia de mama 5(2.6)
Céncer colorrectal 6(3.0)
Neoplasia pulmonar 4(20)
Otras neoplasias 14 (7.3)
Complicaciones de la PV 5(2.6)
Mielodisplasia 1(0.5)
Fase gastada 4(27)
Otras causas 54 (28.1)
Fallo respiratorio 14 (7.3)
Fallo hepético 4(20)
Otras 36 (18.9)

Los eventos trombohemorragicos son la principal causa de morbilidad y mortalidad en la
PV, sin embargo, cuando los pacientes son tratados de acuerdo con las recomendaciones de
consenso, la supervivencia de éstos depende en buena medida del riesgo de transformacion
a mielofibrosis o a leucemia aguda/sindrome mielodisplasico (LA/SMD). La supervivencia
disminuye drasticamente cuando se produce la transformacion mielofibrética, siendo ésta
de 5.7 afios (Passamonti et al, 2008). La transformacion aguda tiene muy mal pronéstico, con

una mediana de supervivencia inferior a 6 meses (Tam et al, 2008; Kennedy et al, 2013)
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La mielofibrosis post-policitemia (MFPP) se debe sospechar ante un aumento progresivo
del tamafio del bazo y la aparicion de sindrome leucoeritroblastico en el frotis de san-
gre periférica. Para establecer el diagndstico es necesario realizar una BMO. Los criterios
diagnosticos de la MFPP se detallan en la tabla 16.

Tabla 16: Criterios para el diagnéstico de MFPP (Barosi et al, 2008).

CRITERIOS REQUERIDOS

Al. Diagnéstico previo de PV segtn la OMS.
A2. Fibrosis medular grado 2-3 (escala de O a 3) o grado 3-4 (escala de O a 4)

CRITERIOS ADICIONALES

B1. Anemia o disminucion mantenida de flebotomias (en ausencia de tratamiento citorreductor)
o de tratamiento citorreductor para la eritrocitosis.

B2. Sindrome leucoeritroblastico.

B3. Aumento de la esplenomegalia palpable >5 cm del valor basal o esplenomegalia palpable
de nueva aparicion.

B4. Apariciéon de mas de uno de los siguientes tres sintomas constitucionales: Pérdida de peso > 10%
en 6 meses, sudacion nocturna, fiebre no explicada > 37.5°C.

El diagnéstico requiere los criterios A1y A2, mas dos criterios B.

La frecuencia de MFPP oscila entre el 5y el 50% en funcion de la serie de pacientes estu-
diada (Chievitz & Thiede, 1962; Silverstein, 1974, 1976; Najean et al, 1994). La incidencia
de esta complicacion es dificil de estimar debido a la larga evolucion de la enfermedad,
las variaciones en los criterios diagnosticos utilizados a lo largo de la historia, asi como
por los diferentes tratamientos utilizados. En el estudio realizado por el grupo del PVSG
se describié una incidencia del 9% de MFPP sin encontrar diferencias significativas de la
incidencia en los pacientes tratados con tratamiento mielosupresor (clorambucilo o P32)
respecto a los pacientes tratados unicamente con flebotomias (Ellis et al, 1986). Por el con-
trario, otros autores han cuestionado la ausencia de influencia del tratamiento en relacion
a la transformacion a MFPP dado que es raro observar esta complicacion en pacientes tra-
tados unicamente con flebotomias (Chievitz & Thiede, 1962; Spivak, 2002). También se ha
descrito un mayor riesgo de MFPP en los pacientes que cumplen los criterios de resisten-
cia a la hidroxiurea descritos por la European LeukemiaNet (Barosi et al, 2010, Alvarez-
Larran et al, 2012b), especialmente aquellos que experimentan esplenomegalia progresiva
a pesar de altas dosis de hidroxiurea o bien citopenias a la minima dosis para mantener la

respuesta (Alvarez-Larrén et al, 2016b).
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Entre los diferentes factores de riesgo descritos, existe una evidencia clara de que la
carga alélica de JAK2V617F juega un papel predominante (Randi et al, 1994; Marchioli
et al, 2005; Tefferi et al, 2006; Vannucchi et al 2007a, b; Passamonti et al, 2008; Alvarez-
Larran et al, 2009; Passamonti et al, 2010; Alvarez-Larran et al, 2014a). En este sentido, un
hallazgo constante en la hemopoyesis de los pacientes con MFPP es la existencia de una
expansion de los progenitores JA2KV617F homocigotos (Moliterno et al, 2008; Stein et al,
2011; Angona et al, 2014).

La primera asociacion entre carga mutacional de JAK2V617F y transformacion a MF fue
descrita por nuestro grupo. En una serie de 116 pacientes, de los cuales 17 se habian trans-
formado, la probabilidad de MF a 15 afios fue del 55% y el 17% en pacientes homocigotos y
heterocigotos para JAK2V617F, respectivamente (Alvarez-Larran et al, 2009). Estos resul-
tados fueron confirmados por Passamonti et al, en una serie de 338 pacientes en la cual la
determinacion de JAK2V617F se realizo mediante PCR cuantitativa. La transformacion
a MFPP se observo en 8 pacientes, todos ellos con cargas mutacionales de JAK2V617F >
50% (Passamonti et al, 2010). Cabe destacar que en los estudios anteriormente citados se
habia realizado una sola determinacion de la carga mutacional de JAK2V617F, pudiendo
ésta variar a lo largo de la enfermedad a causa del tratamiento o por la evolucion clonal de
la enfermedad. En un estudio posterior, la determinacion seriada de la carga mutacional
de JAK2V617F predijo mejor la transformacion a MF que la determinacion puntual. Asi,
el riesgo de transformacion a mielofibrosis fue significativamente superior en aquellos
pacientes que mantenian durante su evolucion clinica cargas alélicas superiores al 50%

(Alvarez-Larrén et al, 2014a).

La incidencia de transformaciéon a LA/SMD también es dificil de precisar debido a los
mismos inconvenientes descritos en la transformacion a mielofibrosis. Se ha descrito una
frecuencia de entre el 5 y el 15% de transformacion a LA/SMD tras 10 afios de evolucion de
la enfermedad (Berk et al, 1981; Haanen et al, 1981; Najean et al, 1997 a,b,c; Donovan et al
1984; Fruchtman et al 1997; Weinfeld et al, 1994; Tatarsky & Sharon, 1997; Brusamolino et
al, 1984; Passamonti et al, 2000; Kiladjian et al, 2003). Cabe destacar que muchos de estos
estudios, se han realizado a partir de series que incluyeron pacientes tratados con farma-
cos leucemogénos como pipobroman o P32. Actualmente dos estudios realizados con un
gran namero de pacientes muestran frecuencias algo inferiores que las descritas previa-
mente. En la tabla 17 se detalla la frecuencia de transformacién a LA/SMD observada por
el grupo ECLAP y por Tefferi et al, asi como los factores de riesgo que se han relacionado

con la transformacion a LA/SMD.
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Tabla 17: Transformacion a LA/SMD en PV

Mediana de afnos
desde el diagnostico
Pacientes (n) Casos dePVala Factores de riesgo
LA/SMD n (%) .,
transformacion
aLA/SMD
ECLAP Edad avanzada
Il Sexo femenino
2005)
1545 50 (3%) 10.8 Colesterol sérico bajo
Exposicién a P32*,
Pipobroman, Busulfan,
Clorambucil
Tefferi et al, Edad avanzada
2014 Cariotipo anormal
1638 22 (1.4%)* 8.4 Leucocitos > o = 15x10%/I
Exposicidn a P32*,
clorambucil, pipobroman

*P32 Radiofésforo, **3 de los 22 casos fueron precedidos de mielofibrosis

Cabe destacar que aunque las tasas de LA descritas en estas grandes series eran relativa-
mente bajas, en un estudio reportado por Kiladjian et al con un seguimiento muy prolon-
gado, la tasa de LA fue bastante mayor, siendo la incidencia acumulada en los pacientes
tratados con hidroxiurea en primera linea 6.6%, 16.5% y 24% a los 10, 15 y 20 afios, respec-
tivamente (Kiladjian et al, 2011).

La mediana del tiempo desde el diagnostico inicial de PV hasta la transformacién a LA
varia segun los estudios y oscila de los 4.6 a los 19 afios (Tefferi et al, 2013; Tefferi et al,
2014; Kiladjian et al, 2003; Passamonti et al, 2004; Finazzi et al, 2005; Gangat et al, 2007;
Bonicelli et al, 2013; Stein et al, 2013; Sever et al, 2013).

1.8 TRATAMIENTO

Los objetivos del tratamiento de la PV incluyen la prevencion de la trombosis y de la hemo-
rragia, el control de los sintomas asociados a la enfermedad, la disminucion del riesgo de
transformacion a LA y mielofibrosis, y el manejo de determinadas situaciones de riesgo
como la cirugia o el embarazo (Barbui et al, 2011a). Sin embargo, con los tratamientos
actuales, no es posible disminuir o modificar el riesgo de transformacién a mielofibrosis,

que forma parte de la historia natural de la enfermedad.
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El sistema convencional de clasificacion de los pacientes con PV segun el riesgo trombo-
tico divide a los pacientes en dos grupos en base a dos variables clinicas: la edad avanzada
(mas de 60 afios) y la historia de trombosis. Asi, aquellos pacientes que presentan al menos
una de estas dos variables se clasifica dentro del grupo de alto riesgo, mientras que el resto
de pacientes se consideran de bajo riesgo. Existe un consenso internacional en adaptar el
tratamiento al riesgo del paciente, de forma que los pacientes de alto riesgo son candidatos
a recibir citorreduccion, mientras que los de bajo riesgo se manejan de forma conserva-

dora con flebotomias (Barbui et al, 2011a).

En general, el AAS a bajas dosis (75-100 mg/dia) esta indicado en todos los pacientes con
PV, dado que este farmaco disminuye la frecuencia de trombosis tal como se demostro en
el estudio ECLAP (Landolfi et al, 2004) y es util también en el control de la sintomatolo-
gia microvascular (Michiels et al, 2006). Existe consenso internacional en la necesidad
de control de los factores de riesgo cardiovascular, asi como recomendar el abandono del

habito tabaquico.

El control del Hto es fundamental para reducir el riesgo de trombosis. Asi, se recomienda
mantener el Hto < 45% tanto en pacientes tratados con flebotomias como con citorreduc-
cion. Dicha recomendacion se basa en un estudio observacional en el que los pacientes
que mantenian el Hto por debajo de este valor tenian una baja frecuencia de trombosis,
mientras que la incidencia aumentaba de forma progresiva a medida que los pacientes se
mantenian con un nivel de Hto mas elevado (Pearson y Wetherley-Mein, 1978). Esta obser-
vacion ha podido ser confirmada en un estudio aleatorizado en el que los pacientes que
recibieron una mayor intensidad de tratamiento (Hto < 45%) mostraron una menor tasa de
muerte cardiovascular y de trombosis mayores que los pacientes tratados con un objetivo
mas laxo (Hto 45-50%) (Marchioli et al, 2012).

En los pacientes de alto riesgo (edad > 60 afios y/o episodio de trombosis previa) esta indi-
cado el tratamiento citorreductor. También seran candidatos al tratamiento citorreductor
aquellos que presenten poca tolerancia a las flebotomias o un frecuente requerimiento
de éstas, esplenomegalia progresiva o sintomatica, sintomatologia sistémica importante,

recuentos de plaquetas > 1500x10°/L y leucocitosis progresiva (Barbui et al, 2011a).

La hidroxiurea es el tratamiento citorreductor mas frecuentemente utilizado en primera
linea, si bien en pacientes jovenes (menores de 40-50 afios) podria emplearse el interferon
alfa pegilado. En la actualidad se estan llevando a cabo ensayos clinicos aleatorizados con
la finalidad de establecer si el interferon pegilado podria ser una alternativa a la hidroxiu-

rea como tratamiento citorreductor de primera linea.

47



Reproducibilidad de los criterios de la OMS en el diagnéstico de la Policitemia Vera

En 2009 la European LeukemiaNet (ELN) defini6 unos criterios de respuesta clinico-he-
matoldgica que clasifican la respuesta en completa y parcial. Sin embargo, dichos criterios
enumerados en la tabla 18, tenian limitaciones dado que no representaban una medida
directa del beneficio del tratamiento para el paciente. La consecucion de una respuesta
hematologica completa no se ha podido relacionar con una menor frecuencia de compli-

caciones tromboticas o hemorragicas (Alvarez-Larréan et al, 2012b).

Por este motivo y dada la necesidad de poder valorar el beneficio que las nuevas terapias
experimentales aportaban al paciente, el grupo de trabajo formado por la ELN y el IWG-
MRT, realiz6 una revision de las recomendaciones de valoracion de la respuesta en PV y
TE (criterios de respuesta en PV revisados en tabla 19)

Tabla 18: Criterios de respuesta clinico-hematoldgica en PV definidos por ELN (Barosi et al, 2009)

Grado de respuesta Definicion

Respuesta completa (RC) 1. Hto < 45% sin flebotomias y,

2. Recuento de plaquetas <400x109/L y,
3. Recuento leucocitos <10x109/L y,

4. Tamafo del bazo normal por imagen'y,

5. No sintomatologia asociada a la enfermedad*

Respuesta parcial (RP) En pacientes que no cumplen los criterios de RC:
1. Hto < 45% sin flebotomias o,

2. Respuesta en =3 de los otros criterios

No respuesta Cualquier respuesta que no cumpla los criterios de RP

*Sintomatologia asociada a la enfermedad incluye la sintomatologia microvascular, el prurito y la cefalea.

Tabla 19: Crierios de respuesta en PV revisados por ELN y IWG-MRT (Barosi et al, 2013)

Respuesta completa | A. Resolucién duradera* de los signos relacionados con la enfermedad, incluyendo
hepatoesplenomegalia palpable, mejoria de los grandes sintomas t, y

B. Remisién duradera* del recuento sanguineo periférico, definida como
Ht < 45% sin flebotomias; Recuento de plaquetas < 400x10°/L, recuento
de leucocitos < 10x10°/L, y

C. Sin enfermedad progresiva, y ausencia de cualquier evento hemorragico
o trombético, y

D. Remisidn histolégica de la médula ésea definida como la presencia de
normocelularidad ajustada a la edad, desaparicion de la hiperplasia trilinea
y ausencia de fibrosis reticulinica superior a grado 1.
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Respuesta parcial Resolucion duradera los de signos relacionados con la enfermedad, incluyendo
hepatoesplenomegalia palpable, mejoria de los grandes sintomas ¥, y

Remisién duradera* del recuento sanguineo periférico, definida como
Ht < 45% sin flebotomias; Recuento de plaquetas < 400x10°/L, recuento
de leucocitos < T0x10°/L, y

Sin enfermedad progresiva, y ausencia de cualquier evento hemorragico
o trombético, y

Sin remision histolégica de la médula ésea definida como persistencia de la
hiperplasia trilinea.

No respuesta Cualquier respuesta que no satisfaga la remision parcial.
Enfermedad Transformacién a MFPP, SMD o LA }
progresiva

La respuesta molecular no es necesaria para la asignacion como respuesta completa o respuesta parcial. La evaluacién de la respuesta
molecular requiere analisis en granulocitos de sangre periférica. La respuesta completa se define como la erradicacién de una
anomalia preexistente. La respuesta parcial se aplica sélo a pacientes con al menos un 20% de carga alélica basal. La respuesta parcial
se define como una disminucién = 50% de la carga alélica.

* Duracién minima de 12 semanas.
1 Gran mejoria de los sintomas (disminucién de =10 puntos) en TSS de MPN-SAF (Emanuel et al, 2012).

} Para el diagnéstico de MFPP, ver los criterios de IWG-MRT (Barosi et al, 2008); Para el diagnéstico de SMD y LA, ver criterios de la
OMS.

Aproximadamente un 15% de pacientes son resistentes o intolerantes a la hidroxiurea
(Alvarez-Larrén et al, 2016b). La ELN ha elaborado unos criterios de resistencia/intole-
rancia a este farmaco con la finalidad de ayudar a identificar a aquellos pacientes candida-

tos a tratamiento de segunda linea (Barosi et al, 2009). Son los siguientes:

1. Necesidad de flebotomias para mantener Hto < 45% después de 3 meses de hidroxiurea
a una dosis minima de 2 g/dia, o

2. Mieloproliferacién incontrolada (plaquetas > 400x10°/L y leucocitos > 10x10°/L) des-
pués de 3 meses de hidroxiurea a una dosis minima de 2 g/dia, o

3. Imposibilidad para reducir un 50% una esplenomegalia masiva por palpacién (> 10cm)
o imposibilidad de controlar completamente la sintomatologia asociada a la espleno-
megalia después de 3 meses de hidroxiurea a una dosis minima de 2 g/dia, o

4. Recuento absoluto de neutréfilos < 1.0x10°/L o recuento de plaquetas < 100x10°/L o
Hb < 10 g/dL a la minima dosis de hidroxiurea requerida para conseguir una respuesta
clinico-hematolégica completa o parcial, o

5. Presencia de ulceras en las piernas u otra toxicidad extra-hematolédgica inaceptable a
cualquier dosis de hidroxiurea (manifestaciones mucocutaneas, sintomatologia gas-

trointestinal, neumonitis o fiebre a cualquier dosis de hidroxiurea).
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El ruxolitinib ha sido aprobado por la FDA y la EMA como alternativa terapéutica de
segunda linea en los pacientes con PV intolerantes o resistentes a hidroxiurea. Esta reco-
mendacion se basa enlos resultados del estudio RESPONSE y RESPONSE-2, que evaluaron
la eficacia y seguridad de ruxolitinib frente al mejor tratamiento disponible en pacientes
con PV con resistencia o intolerancia a la hidroxiurea. En ambos estudios, ruxolitinib fue
superior a la terapia estandar para el control del Hto y de los sintomas asociados a la enfer-
medad, mientras que en el estudio RESPONSE fue también superior al mejor tratamiento
disponible para la reducciéon del volumen esplénico (Vannucchi et al, 2015; Passamonti et
al, 2017). A pesar de la eficacia demostrada de ruxolitinib, es necesario un seguimiento a
largo plazo para confirmar su utilidad en la disminucion de los eventos tromboticos y la

transformacion a mielofibrosis.

Otras modalidades terapéuticas de segunda linea son el busulfan y el radiofésforo, ambos
unicamente indicados en pacientes de edad avanzada (mas de 75 afios) dado que ambos
farmacos aumentan el riesgo de transformacion a LA (Finazzi et al, 2005). El busulfan
puede lograr una mielodepresion prolongada por lo que se requiere un estrecho control
hematologico para suspender el farmaco cuando se consigue la normalizacion de la cifra
de leucocitos y plaquetas (Messinezy et al, 1995; Alvarez-Larran et al, 2014b). La principal
indicacion del radiofésforo es en pacientes de edad avanzada que no puedan seguir con-
troles con la regularidad adecuada, debido a la prolongada duracién de su efecto mielode-
presor (Balan & Critchley, 1997).

La anagrelida puede ser una opcion adecuada, en combinacion con flebotomias en el
paciente joven que presenta trombocitosis como unico criterio para administrar trata-

miento citorreductor (Anagrelide Study Group, 1992).

En algunos pacientes el prurito puede constituir una manifestacion clinica importante que
requiere tratamiento especifico. Se pueden emplear medidas no farmacoldgicas (como
control de la temperatura del agua en caso de prurito hidrogénico y prevenir la seque-
dad de la piel), antihistaminicos (Diehn & Tefferi, 2001), o inhibidores de la recaptacion
de serotonina como la Paroxetina a dosis de 20 mg/dia (Tefferi & Fonseca, 2002). Otros
tratamientos que pueden ser utiles para el tratamiento del prurito son los inhibidores de
JAK, el interferon alfa y la fototerapia ultravioleta (Pardanani et al, 2011; Muller et al, 1995;
Baldo et al, 2002).
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Los criterios diagnosticos de la PV se han ido modificando a lo largo de los afios parale-
lamente a los nuevos descubrimientos cientificos respecto a la fisiopatologia de la enfer-
medad. A pesar de ello, algunos aspectos de los criterios para establecer el diagnéstico de
esta entidad siguen siendo controvertidos, como el valor de corte de Hb o Hto idéneo para
hacer el diagnostico, la reproducibilidad de la histologia medular o la necesidad de man-

tener unos criterios y otros no.

En este contexto, nos planteamos realizar tres trabajos de investigacion con los siguientes

objetivos:

* Identificar el valor de Hb o Hto a partir del cual seria necesaria la determinacion de la

masa eritrocitaria en pacientes con un diagnostico de sospecha de PV o TE.

» Evaluar la exactitud diagnostica de la EPO sérica y de la carga alélica de JAK2V617F

como marcadores diagnosticos de PV.

* Analizar la sensibilidad y la especificidad de diferentes combinaciones de criterios diagnds-

ticos con la finalidad de saber qué combinacion es mejor para realizar el diagnostico de PV.
 Evaluar la exactitud diagnostica de la BMO en pacientes con PV, TE y MFP y valorar la

correlacion de los hallazgos histologicos con la presencia de mutaciones y con la evolu-

cion clinica.
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3.1 TRABAJO 1

Papel de la eritropoyetina sérica y de la carga alélica en el diagnéstico de la policitemia vera.

Ancochea, A., Alvarez-Larran, A., Morales-Indiano, C., Garcia-Pallarols, F., Martinez-

Avilés, L., Angona, A., Senin, A., Bellosillo, B., Besses, C.
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3.1.1 RESUMEN

Uno de los criterios menores para el diagnostico de PV segun la OMS 2008 es presentar
unos niveles de EPO sérica inferiores a los valores de normalidad, pero su utilidad diagnoés-
tica se basa en estudios realizados antes del descubrimiento de la mutacién JAK2V617F.
Alternativamente, el BCSH propuso unos criterios simplificados en los que la determina-
cion de la EPO no es necesaria. A raiz del descubrimiento de la mutacién de JAK2V617F se
han realizado multiples estudios que describen la relaciéon de la carga alélica de esta muta-
cion con el fenotipo de la NMP. Los pacientes con PV presentan de forma mas frecuente
cargas alélicas de la mutacion superiores al 50% que los pacientes con TE. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la exactitud diagnéstica de la EPO sérica y de la carga alélica
de JAK2V617F como marcadores diagnosticos de PV. Dadas las diferencias observadas en
los criterios diagnosticos de la OMS 2008 y del BCSH, también se plantea como objetivo
valorar qué conjunto de criterios diagnodsticos era mas sensible y mas especifico para el

diagnostico de la PV.

Se incluyeron en el estudio un total de 287 pacientes (PV n=99, TE n=137, eritrocitosis no
clonal n=51). La determinaciéon de EPO se realiz6 mediante radioimmunoensayo (RIA)
antes de mayo de 2006 y por enzimoinmunoensayo quimioluminiscente (EIQ) posterior-
mente a esta fecha. La carga alélica de JAK2V617F se determiné por PCR cuantitativa ale-
lo-especifica. Se realizaron curvas ROC (Receiving Operating Characteristic) para evaluar
la precision diagnoéstica de la EPO y de la carga mutacional de JAK2V617F como marcado-
res de PV. También se calcul6 la sensibilidad y la especificidad de los criterios diagnosti-
cos de la OMS 2008 (Hb >18.5 g/dL en hombres o >16.5 g/dL en mujeres, presencia de la
mutacion JAK2V617F y EPO baja) y del BCSH (Hto >52% en los hombres o >48% en las
mujeres y la presencia de la mutacion JAK2V617F).

Los niveles bajos de EPO presentaban una buena exactitud diagnéstica como marcador
diagnostico de PV, obteniendo el método EIQ una mejor AUC (Area Under the Curve) que
el RIA (0.87 y 0.76 respectivamente). La cuantificacion de la carga alélica de JAK2V617F
obtuvo una precision diagnoéstica excelente con una AUC de 0.95. La sensibilidad y la espe-
cificidad de la cuantificacion de JAK2V617F se calcularon usando el valor de corte de 35%,
dado que era el valor que ofrecia una mayor especificidad asegurando una sensibilidad
superior al 80%. Los criterios diagnosticos del BCSH presentaron una mayor sensibilidad
que los de la OMS 2008 (79% frente a 45% para BSCH y OMS, respectivamente). Ambos
criterios mostraron una alta especificidad (97% y 100% respectivamente). La adicion de
los niveles bajos de EPO sérica o de la carga alélica individualmente no mejord la exactitud

diagnostica de los criterios del BCSH, pero la inclusion de ambos parametros aumento la
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sensibilidad al 83% manteniendo una especificidad del 96%. Como conclusion, los cri-
terios diagnoésticos propuestos por el BCSH permiten un diagnéstico sencillo y fiable de
la PV mientras que la adicion de EPO o de la carga alélica de JAK2V617F no mejoran la

exactitud diagnostica.
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3.1.2 COPIA DEL ARTiCULO
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3.2 TRABAJO 2

Criterios histologicos OMS de las neoplasias mieloproliferativas: reproductibilidad, exac-

titud diagnostica y correlacion con las mutaciones genéticas y la evolucion clinica.

Alvarez-Larran, A., Ancochea, A., Garcia, M., Climent, F., Garcia-Pallarols, F., Angona, A.,

Senin, A., Barranco, C., Martinez-Avilés, L., Serrano, S., Bellosillo, B., Besses, C.
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3.2.1 Resumen

La BMO esta incluida en los criterios diagnosticos de las NMP, como criterio menor en la
OMS 2008 y como criterio mayor en la reciente publicacion de la OMS 2016. Sin embargo,
existe controversia respecto a su reproductibilidad. Para evaluar la exactitud diagnodstica
de la histologia en estas enfermedades, asi como para evaluar su correlacion con la pre-
sencia de determinadas mutaciones y su relacion con el prondstico clinico, dos patélogos
revisaron de forma ciega las biopsias de médula 6sea correspondientes a 211 pacientes
diagnosticados de NMP. A pesar del escaso acuerdo en la evaluacion de las caracteristicas
histologicas valoradas individualmente, la concordancia entre patdlogos cuando se esta-
blecia el diagnéstico definitivo de la entidad fue buena (indice Kappa de 0.67). La espe-
cificidad de la histologia fue del 100%, 98.5% y 98% en PV, TE y MFP, respectivamente,
mientras que la sensibilidad del diagndstico histologico fue bajaen PV y TE (32.5% y 54%
respectivamente) y aceptable en MFP (75%). Trece pacientes de 146 (9%) con fenotipo
clinico de TE fueron diagnosticados de MFP en fase prefibrotica. La falta de acuerdo en
el diagnostico histologico o el diagnéstico de NMP inclasificable fue mas frecuentemente
observado en aquellos pacientes con TE JAK2V617F positivos que en los casos con muta-
cion de CALR, mientras que las alteraciones en los megacariocitos y la fase prefibrotica de
la MFP fue observada mas frecuentemente en las TE con mutacién de CALR. En conclu-
sion, los criterios histologicos de las NMP presentan una exactitud diagnoéstica limitada
debido a su baja sensibilidad. Los pacientes con NMP JAK2V617F positivos presentan his-
tologias mas heterogéneas, mientras que los pacientes con TE y mutacién de CALR pre-
sentan atipias en los megacariocitos y se asocian mas frecuentemente a la fase prefibrotica
de la MFP.
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3.3 TRABAJO ADICIONAL

Medicion de la masa eritrocitaria en pacientes con diagnostico de sospecha clinica de poli-

citemia vera o trombocitemia esencial.

Alvarez-Larrdn A, Ancochea A, Angona A, Pedro C, Garcia-Pallarols F, Martinez-Avilés L,

Bellosillo B, Besses C.
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3.3.1 Resumen

La demostracion del aumento de la masa eritrocitaria medida por métodos isotopicos
era el principal criterio para el diagnostico de PV segun los criterios elaborados por el
PVSG. Con los criterios diagnosticos de la OMS (2008) la presencia de unos valores de
Hb superiores a 18.5 g/dL y 16.5 g/dL en hombres y mujeres, respectivamente, se consi-
deraban marcadores indirectos de un incremento de la masa eritrocitaria; por esta razon
en muchos centros se dejo de realizar esta prueba diagnostica. Sin embargo, existe una
proporcion de pacientes con PV que no alcanzan estos valores de Hb establecidos por la
OMS. Por este motivo, y dado que la PV puede tener un inicio trombocitdsico, este grupo
de pacientes pueden ser diagnosticados erroneamente de TE si no se realiza el estudio de
la masa eritrocitaria. Es importante diferenciar entre PV y TE dado que los pacientes con
PV tienen una esperanza de vida menor y un mayor riesgo trombodtico y de transformacion
amielofibrosis que los pacientes con TE. Ademas, las recomendaciones de tratamiento son
diferentes en estas dos entidades. Por lo tanto, la determinacién de la masa eritrocitaria
por métodos isotopicos puede ser un requisito imprescindible para diferenciar la PV y la
TE cuando no se alcanzan los valores de Hb propuestos por la OMS en 2008. Sin embargo,
el valor de Hb o de Hto que indicaria la realizacion del estudio de la masa eritrocitaria en
aquellos pacientes con sospecha clinica de PV o TE no esta establecido.

El objetivo de nuestro trabajo fue identificar que parametro (Hb o Hto) era mejor marcador
indirecto de aumento de la masa eritrocitaria, asi como identificar el valor de corte de Hb
o Hto que indicaria la necesidad de realizar el estudio de la masa eritrocitaria por métodos
isotopicos en pacientes con sospecha diagnostica de PV o TE. Este valor de corte fue inves-
tigado en 179 pacientes con diagnostico de sospecha de PV o TE. El Hto mostré mayor
exactitud diagnoéstica que la Hb como marcador indirecto de aumento de la masa eritroci-
taria. Los valores de Hb propuestos por la OMS en 2008 (superiores a18.5 g/dL y 16.5 g/dL
en hombres y mujeres respectivamente) presentaron una alta especificidad, indicando que
el estudio de la masa eritrocitaria puede omitirse en estos casos. Sin embargo, estos valores
presentaban una baja sensibilidad, con un 46% de falsos negativos, dejando un importante
porcentaje de pacientes sin diagnosticar. El mejor valor de Hto para indicar el estudio de
la masa eritrocitaria fue de 0.50 L/L en hombres (75% especificidad, 87.5% sensibilidad) y
0.48 L/L en mujeres (73% especificidad, 94% sensibilidad). Disminuyendo el valor de Hto
a 048 L/L en hombres se incrementa la sensibilidad a mas del 95%. El estudio de la masa
eritrocitaria en pacientes con sospecha clinica de PV o TE deberia realizarse, por tanto, en

aquellos pacientes con valores de Hto entre 0.48 L/L y 0.52 L/L.
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3.3.2 Copiadel articulo

Se adjunta en anexo 1.
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4.1 TRABAJO 1. PAPEL DE LA ERITROPOYETINA SERICA
Y DE LA CARGA ALELICA EN EL DIAGNOSTICO DE LA
POLICITEMIA VERA.

En nuestro trabajo evaluamos la exactitud diagnostica de la EPO sérica y de la carga alélica
de JAK2V617F como marcadores de PV. Este es el primer estudio que evaltia simultanea-
mente ambos parametros como criterios diagnésticos de PV. Segun la clasificacion de la
OMS los niveles de EPO sérica son un criterio menor de PV (Tefferi et al, 2007). La inclu-
sion de este criterio diagnostico estuvo basada en multiples estudios realizados previa-
mente a la descripcion de la mutacion de JAK2V617F (Birgegard & Wide, 1992; Mossuz et
al, 2004) por lo que el valor diagnéstico de unos niveles de EPO sérica bajos en presencia

de la determinacion de la mutacion de JAK2V617F es desconocido.

En el presente estudio hemos observado que la EPO baja es un buen marcador de PV y que
es de ayuda para diferenciar la PV de la eritrocitosis no clonal y de la TE. Es importante
destacar que este resultado se observo solo cuando se usaba el enzimoinmunoensayo qui-
mioluminiscente (EIQ) para medir la EPO; por el contrario, el radioinmunoensayo (RIA)
mostraba peor precision diagnéstica. Estos hallazgos estan de acuerdo con estudios pre-
vios que demostraban la utilidad de la EPO para diferenciar entre las policitemias prima-
rias y secundarias y, en un grado menor, con la TE (Birgegard & Wide, 1992; Messinezy et
al, 1995, 2002; Remacha et al, 1997; Carneskog et al, 1998; Mossuz et al, 2004) aunque se
debe destacar que el papel de la EPO en el diagnostico de la PV ha estado vinculado a las
mejoras en los métodos de medida de ésta (Lindstedt & Lundberg, 1998). En este aspecto,
nuestros resultados muestran que el EIQ debe ser el método de elecciéon. Sin embargo, debe
mencionarse que estos dos métodos no se compararon en la misma cohorte de pacientes

porque ambos se utilizaron en diferentes periodos de tiempo.

Actualmente, existe un creciente interés en la cuantificacion de JAK2V617F debido a sus impli-
caciones diagnosticas y pronosticas. Multiples estudios han sugerido la utilidad de la cuantifica-
cion de la carga alélica para distinguir los diferentes subtipos de NPM. En la serie de pacientes
descrita por Larsen et al (2007) la mediana de la carga alélica en leucocitos no fraccionados
fue de 23% y 7% en la PV y en la TE, respectivamente (p=0.001), mientras que Vannucchi et al
(2008a) reportaron cargas mutacionales en granulocitos de 48% y 26% en PV y TE, respectiva-
mente (p < 0.0001). En nuestra serie, las medianas de la carga alélica de JAK2V617F en granu-
locitos fue de 59% en PV y 23% en TE. Usando la cuantificacion de JAK2V617F como posible
marcador de PV, observamos que la precision diagnoéstica fue muy alta tanto en la cohorte total
de pacientes como en los diferentes subgrupos analizados, indicando que la cuantificacion de
la carga alélica de JAK2V617F puede ser de utilidad para diferenciar la PV de la TE.
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A pesar de los esfuerzos para estandarizar la cuantificacion de la mutacion de JAK2V617F,
el principal inconveniente de la cuantificacion de la carga alélica de JAK2V617F es la
variacion entre laboratorios, lo que dificulta la seleccién de un punto de corte como mar-
cador de PV (Jovanovic et al, 2013). En nuestra serie de pacientes escogimos el punto
de corte arbitrario de JAK2V617F >35% como marcador de PV. Este valor fue escogido
porque presentaba una alta especificidad, que se acercaba al 100%, y mantenia una sen-
sibilidad del 80%. Sin embargo, la estandarizacion de las técnicas de cuantificacion de
JAK2 es obligatoria para que esta propuesta pueda ser usada en la practica clinica. Por
otra parte, algunos estudios han descrito cargas alélicas superiores en hombres que en
mujeres (Larsen et al, 2007; Stein et al, 2010), hecho que podria ser atribuido a la mayor
proporcion de mujeres con TE (Larsen et al, 2007) o a la menor frecuencia de eventos
de recombinacion mitética en mujeres que en hombres (Stein et al, 2010). Debe mencio-
narse que en nuestra serie no pudimos demostrar diferencias significativas en la carga
alélica de JAK2V617F entre géneros.

Es importante destacar que no hay estudios que evaltien la precisién diagnoéstica de los
criterios diagnoésticos de la OMS 2008 y del BCSH (McMullin et al, 2007; Tefferi et al,
2007). Nosotros hemos demostrado que los criterios diagnosticos de la OMS 2008 tienen
una inadecuada precision diagnoéstica por su baja sensibilidad, como resultado de los altos
niveles de Hb requeridos para el diagnéstico. Este hecho ya ha sido observado en estudios
previos y en estos casos la determinacion de la masa eritrocitaria ha sido necesaria para
conseguir el diagnodstico correcto (Johansson et al, 2005; Cassinat et al 2008; Alvarez-
Larran et al, 2012a). Por el contrario, el valor de Hto tiene mejor sensibilidad que los valo-
res de Hb definidos por la OMS. De acuerdo con esto, los criterios del BCSH (McMullin et
al, 2007) presentan una adecuada precision diagnodstica usando solo el Hto y la determina-
cion cualitativa de JAK2V617F. Sin embargo, cabe destacar que existe una proporcion de
pacientes dificiles de clasificar usando estos criteros pragmaticos si no se realiza el estudio

de la masa eritrocitaria (Alvarez-Larran et al, 2012a).

Algunos autores han argumentado que la determinacion de la EPO es redundante si el
paciente presenta la mutacion de JAK2 (Spivak & Silver, 2008) y por lo tanto puede no ser
necesario incluir ambas pruebas para el diagnostico de la PV JAK2 positiva, tal como es
requerido en la clasificacion de la OMS. De acuerdo con esta propuesta, nosotros hemos
demostrado que la adicion de la EPO a los criterios diagnosticos del BCSH no mejora la
precision diagnostica, lo que indica que la EPO no es necesaria para el diagndstico de
PV si la mutacion de JAK2 esta presente. De la misma forma, la precisién diagndstica no
mejora cuando se afiade la carga mutacional de JAK2V617F a los criterios del BCSH. Sélo

la adicion de ambos parametros -EPO baja y carga mutacional alta- mejora ligeramente la
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precision diagnostica. Este ultimo hallazgo puede explicarse por la pequeia proporcion de
pacientes con PV que tienen una EPO normal y una carga alélica alta y una EPO baja con
una carga alélica baja. Estos pacientes serian clasificados como falsos negativos si solo se
incorpora una de estas variables a los criterios diagnoésticos, lo que resultaria en una baja

sensibilidad.

En conclusion, y desde una perspectiva clinica, el Hto y la determinacién cualitativa de
JAK2V617F, tal como propone el BCSH (McMullin et al, 2007), tienen una buena precision
diagnoéstica ya que son criterios simples y facilmente reproducibles. La precision diagnos-
tica de los criterios de PV puede mejorarse ligeramente con la adicion de los niveles de
EPO y la cuantificacion de la carga alélica de JAK2V617F.
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4.2 TRABAJO 2. CRITERIOS HISTOLOGICOS OMS DE LAS
NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS: REPRODUCTIBILIDAD,
EXACTITUD DIAGNOSTICA Y CORRELACION CON LAS
MUTACIONES GENETICAS Y LA EVOLUCION CLINICA.

Las caracteristicas histologicas de la BMO han ido ganando protagonismo en los nuevos
criterios diagnodsticos de la OMS (Tefferi et al, 2007; Arber et al, 2016). Sin embargo,
muchos autores han cuestionado la utilidad y la reproducibilidad de estos criterios,
especialmente en la distincion entre la fase prefibrotica de la MFP y la TE (Wilkins et
al, 2008; Brousseau et al, 2010; Buhr et al, 2012). En el estudio mas amplio del tema,
tres patologos revisaron las biopsias de médula 6sea de 370 pacientes diagnosticados
prospectivamente de TE segun los criterios del PVSG (Wilkins et al, 2008). Empleando
una refinada metodologia estadistica, los autores reportan una variacion interobserva-
dor significativa cuando se realiza el diagnodstico histoldgico y se evaluan 16 caracteris-
ticas celulares incluyendo la morfologia de los megacariocitos. Otros autores, evaluando
menos parametros, alcanzan conclusiones similares, cuestionando si la forma prefibro-
tica de la MFP tiene suficiente peso como para ser considerada una entidad clinico-pa-
tologica (Brousseau et al, 2010; Buhr et al, 2012). Por otra parte, algunos grupos han
reproducido los criterios diagnodsticos de la OMS en el diagnostico de las NMP y repor-
tan una evidencia de que los pacientes con la forma prefibrotica de la MFP presentan
una peor supervivencia y un riesgo mayor de transformacion a mielofibrosis apoyando
con estos datos la separacion de estos grupos de pacientes (Barbui et al, 2011b, 2012;
Koopmans et al, 2011; Thiele et al, 2011; Gianelli et al, 2014).

El presente estudio ha demostrado la subjetividad existente en la evaluacion de ciertas
caracteristicas histologicas, como la morfologia de los megacariocitos. Esta variacion se
relaciond con la existencia de un sesgo de sobrevaloracion de la fibrosis por parte de uno
de los patdlogos. Solo la evaluacion de la hiperplasia megacariocitica y la osteoesclero-
sis obtuvieron una excelente reproducibilidad. En contraste con lo observado en estudios
previos (Wilkins et al, 2008), nosotros no pudimos alcanzar un grado de acuerdo alto en
la evaluacién del grado de fibrosis reticulinica. Este es un aspecto importante dado que
probablemente es el parametro clave para diferenciar la TE de la MFP, y algunos auto-
res lo han propuesto como factor de riesgo de progresion a mielofibrosis (Campbell et al,
2009). Un enfoque alternativo para mejorar la precision diagnéstica podria ser la ima-
gen digital. En este sentido, Teman et al (2010) han propuesto una técnica automatizada
que estandariza la evaluacion de la fibrosis. Ademas, recientemente se ha sugerido que
es necesaria una definiciéon mas precisa de la fase prefibrotica de la MFP y que las medi-

ciones morfométricas de los megacariocitos se deberian estandarizar (Barosi et al, 2014).
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Sin embargo, éste y otros estudios han demostrado la gran dificultad de llevar a cabo esta

estandarizacion en el diagnéstico clinico de rutina.

En el presente trabajo hemos analizado la correlacion entre la histologia de la médula
Osea y el estado mutacional de la CALR, JAK2V617F y MPL en una amplia cohorte de
pacientes con NMP, siendo el primer estudio en comparar la histologia de la TE de
acuerdo con el estado mutacional de CALR o de JAK2V617F. El primer punto a subrayar
es que en la mayoria de los casos en los que no habia acuerdo entre los dos patélogos o
que ambos coincidieron en que se trataba de un caso de NMP inclasificable, todos ellos
presentaban la mutacion de JAK2V617F. Este hecho esta en consonancia con los estudios
clasicos de pacientes con PV incluidos en los protocolos del PVSG en los que se obser-
vaba una amplia variacion en la celularidad (media 82%, rango: 37-100%), el numero de
megacariocitos (media: 62/mm?, rango: 12-145) y en la fibrosis reticulinica (normal: 64 %,
discretamente incrementada: 25%, incremento moderado o marcado: 11%) (Peterson &
Ellis, 1995). Estas observaciones revelan que las NMP JAK2V617F positivas estan asocia-

das a una histologia heterogénea.

Por otra parte, en los pacientes con TE, la presencia de la mutacion de CALR se asocio con
la existencia de acamulos densos de megacariocitos y con tendencia de las células a pre-
sentar alteraciones morfologicas y con proliferacion vascular. Estas caracteristicas hacen
que el diagnoéstico de la MFP prefibrotica sea mas frecuente en aquellos casos con muta-
cion de CALR. Estos datos, conjuntamente con las diferencias en algunas variables clinicas
como los valores de Hb, el recuento de plaquetas o la frecuencia de trombosis, apoyan la
separacion de la TE CALR positiva como una entidad diferenciada (Rotunno et al, 2014;
Rumi et al, 2014). Respecto al diagnostico histologico, hemos obtenido un buen grado de
acuerdo medido con el indice Kappa. Es importante destacar que en los estudios previos
que evaluaban este aspecto, el grado de acuerdo variaba de moderado a bueno (Wilkins
et al, 2008; Brousseau et al, 2010; Koopmans et al, 2011; Buhr et al, 2012; Gianelli et al,
2014). Las diferencias observadas entre estos estudios pueden ser atribuidas a la expe-
riencia de los patdlogos, el grado de compromiso con los postulados propugnados por la
OMS, la ausencia en la clasificacion actual de una guia explicita para diferenciar estas dos
entidades histolédgicas o el peso que cada patdlogo atribuye a las diferentes caracteristicas
histologicas en el momento de hacer el diagnéstico. En este sentido, Brousseau et al (2010)
propusieron una sistema de puntuacion de 0 a 10 resultado de la suma de diferentes carac-
teristicas histoldgicas. Los pacientes con una puntuacion < 3 corresponderian a verdade-
ras TE, mientras que aquellos pacientes con una puntuacion < 6 corresponderian a una
MFP en fase prefibrotica. Sin embargo, los mismos autores concluyeron que existia una

zona gris que comprendia aquellos pacientes con puntuaciones de 4-5 que no podian ser
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diferenciados. Finalmente, es importante mencionar que no existen estudios que alcancen
un grado de acuerdo excelente en el diagndstico histologico. En este sentido, los mismos
autores de la clasificacion de la OMS afirman que ninguno de los criterios histologicos
en el diagnostico de la PV, la TE y la MFP son suficientes para establecer el diagnéstico
y que para éste es necesaria la valoracion conjunta de los datos clinicos y de laboratorio
(Vardiman et al, 2009).

En este contexto, se debe destacar la ausencia de estudios que evalten la precision diag-
nostica de la histologia mediante la evaluacion de la sensibilidad y la especificidad de los
criterios OMS para las NMP (Tefferi et al, 2007). Este aspecto es especialmente sencillo de
evaluar en la PV dado que en muchos pacientes se puede llegar al diagndstico sin la nece-
sidad de la BMO. Aprovechando este hecho, hemos evaluado la precision diagnoéstica de
la histologia en la PV y hemos observado que la histologia de la médula 6sea presenta una
alta especificidad, pero una baja sensibilidad. Esta baja sensibilidad puede ser explicada
porque en las BMO de una alta proporcion de pacientes diagnosticados de PV usando los
criterios clinicos y de laboratorio, no hubo acuerdo entre los dos patélogos o ambos coin-
cidieron en que se trataba de un caso de NMP inclasificable. Esto indica claramente que
la histologia de médula 6sea no puede ser incluida como un criterio mayor de PV y debe-
ria reservarse como criterio menor para casos seleccionados, como en aquellos pacientes
que no presentan las mutaciones de JAK2 (V617F o ex6n 12). Este hecho contrasta con la
reciente propuesta de criterios diagnosticos de la PV en la que la histologia esta incluida
en los criterios mayores (Arber et al, 2016). El papel de la histologia en la TE es controver-
tido, no solo por la distincion entre la variante prefibrotica de la MFP, sino también por las
implicaciones pronoésticas de los hallazgos histologicos. De forma similar a lo que ocurre
en la PV, la histologia de la TE esta asociada con una baja sensibilidad pero alta especifi-
cidad, lo que indica que la evaluacion de la médula 6sea puede no ser diagnostica en una
proporcion importante de pacientes con un cuadro clinico caracteristico de TE. Dado que
la variante prefibrética de la mielofibrosis esta asociada a diferencias en el prondstico y la
supervivencia, la identificacion de esta entidad puede ser util. Sin embargo, teniendo en
cuenta la baja sensibilidad de la histologia en la TE y el bajo numero de pacientes con TE
que evolucionan a mielofibrosis, la identificacion de la variante prefibrotica de la mielofi-
brosis tiene una impacto limitado en la adopcion de una estrategia terapéutica especifica.
No obstante, expertos hematopatélogos defienden la precision y el valor prondstico de la

histologia medular en el diagndstico de las NMP.
Finalmente, hemos observado un riesgo mayor de transformacion a mielofibrosis en aque-

llas TE con mutacion en MPL. Este hallazgo contrasta con trabajos previos que incluian

un mayor namero de pacientes en los que la TE con mutacion de MPL mostraba unas
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caracteristicas histoldgicas similares a las TE con mutacion de JAK2V617F y no se obser-
vaban diferencias en el nimero de trombosis y probabilidad de transformacion (Beer et
al, 2008; Vannucchi et al, 2008b). Dado que nuestro estudio sélo incluia cinco casos de
TE con mutaciéon de MPL, no puede descartarse que estos resultados se deban al azar,
sin embargo, estudios recientes también describen mayores frecuencias de mielofibrosis
post-TE con mutacion de MPL (Elala et al, 2016).

En conclusion, los criterios histologicos de la OMS para la clasificacion de las NMP tienen
una baja reproducibilidad debido a la variacion inter-observador. Consecuentemente, la
precision diagnostica de la histologia es pobre debido a su baja sensibilidad. Los pacientes
positivos para la mutacion de JAK2V617F presentan una histologia heterogénea mientras
que las TE CALR positivas se asocian frecuentemente a acaimulos de megacariocitos que

muestran atipias morfologicas.

75



Reproducibilidad de los criterios de la OMS en el diagnéstico de la Policitemia Vera

4.3 TRABAJO ADICIONAL. MEDICION DE LA MASA ERITROCITARIA
EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE SOSPECHA CLINICA
DE POLICITEMIA VERA O TROMBOCITEMIA ESENCIAL.

En nuestro estudio evaluamos la precision diagnostica de la Hb y del Hto para predecir
el aumento de la masa eritrocitaria en pacientes con sospecha diagnodstica de PV o TE. El
punto de corte de Hb propuesto por la OMS 2008 como criterio diagndstico de PV mos-
tro una elevada especificidad, indicando que presentar valores de Hb superiores a 18.5 g/
dL en hombres y superiores a 16.5 g/dL en mujeres son un marcador indirecto adecuado
del aumento de la masa eritrocitaria en pacientes con sospecha diagnodstica de PV y TE.
Considerando este punto de corte, ningtin hombre con Hb superior a 185 g/dL presentd
una masa eritrocitaria normal y solo dos mujeres con Hb superior a 165 g/dL presentaron
una masa eritrocitaria normal. Sin embargo, estos valores de Hb mostraron muy baja sen-
sibilidad, dando lugar a 53 falsos negativos de un total de 114 pacientes (46%), en los que la
Hb al diagnoéstico estaba por debajo del punto de corte definido por la OMS 2008, pero la
masa eritrocitaria estaba aumentada. Dichos pacientes no se habrian diagnosticado nunca
de PV con los criterios OMS 2008 si no se hubiese medido la masa eritrocitaria. Cuarenta
de estos 53 pacientes (75%) presentaban trombocitosis, por lo que probablemente estos

casos serian erroneamente diagnosticados de TE.

Se realizaron curvas ROC con la intencion de evaluar que parametro en sangre es mejor para
identificar la necesidad de realizar la determinacion de la masa eritocitaria. El Hto mostré
una area bajo la curva (AUC) mayor, por lo que la precisiéon diagnostica del Hto para pre-
decir el incremento de la masa eritrocitaria demostro ser mejor en el total de nuestra serie
de pacientes. Cuando se estratificaba de acuerdo con el género, la precision diagnoéstica de
la Hb y del Hto fue similar en hombres, mientras que en mujeres la precision diagnoéstica
del Hto fue mejor que la de 1a Hb. Estos hallazgos indican que en general el Hto deberia ser
una mejor guia que la Hb para decidir si se realiza el estudio de la masa eritrocitaria. En
mujeres, un Hto superior a 0.52 L/L mostr6 una especificidad de 95% y sélo dos casos de
los 31 que tenian estos valores presentaban una masa eritrocitaria normal. Este dato sugiere
que el Hto superior a 0.52 L /L puede ser usado como marcador del incremento de la masa
eritrocitaria y consecuentemente en estos casos puede prescindirse de la determinacion de
la masa eritrocitaria. Por el contrario, si no se realiza el estudio de la masa eritrocitaria en
pacientes con Hto inferior a 0.52 L /L, no se puede establecer el diagnéstico de PV en 21 de
60 mujeres en las que la masa eritrocitaria estaria aumentada. Disminuyendo el valor de
Hto a 045 L/L 0 048 L/L se incrementaria la sensibilidad a 98% y 95%, respectivamente,
y el numero de falsos positivos seria de 28 y 11, respectivamente. Estos resultados sugieren

que en mujeres el estudio de la masa eritrocitaria tendria mejor rendimiento diagnéstico en
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el diagnostico diferencial de la TE con la PV en aquellos casos con hematocritos entre 0.45
y 0.52 L/L. En hombres, el Hto superior a 0.52 L /L tenia una especificidad de 96% que seria
equivalente a un incremento de la masa eritrocitaria. Aquellos pacientes con sospecha diag-
nostica de PV o de TE que tengan un Hto entre 0.48 L/L y 0.52 L/L podrian beneficiarse del
estudio de la masa eritrocitaria, como muestra la sensibilidad del 95% para valores de Hto
superiores a 0.48 L/L. Si la determinacion de la masa eritrocitaria no se realiza en pacientes
con Hto inferior a 0.52 L./L, 12 casos no podrian ser diagnosticados de PV. La realizacion del
estudio de masa eritrocitaria en aquellos casos con valores de Hto entre 048 L /Ly 0.52 L/L

habria evitado un diagndstico erréneo.

Debe sefialarse que nuestra serie estaba restringida a pacientes con diagnoéstico final de
PV y TE. La distincion entre PV y policitemia aparente no se evalta en el presente estudio.
Como consecuencia, los puntos de corte de Hb y Hto propuestos pueden no ser apropia-
dos en pacientes con eritrocitosis aislada y sin caracteristicas que sugieran la presencia
de una neoplasia mieloproliferativa como la trombocitosis o la mutacion de JAK2. Otro
aspecto a tener en consideracion es que el Hto fue medido con analizadores automaticos,
a diferencia de estudios previos en los que el Hto fue medido por centrifugacion directa de

sangre anticoagulada (Johansson et al, 2005).

Una posible critica a la metodologia usada en nuestro estudio es que se realizé el estudio
de la masa eritrocitaria de forma sistematica como procedimiento diagnéstico en pacientes
con sospecha de PV y TE cuando el Hto era superior a 0.45 en hombres y superior a 0.42
en mujeres. Se podria argumentar que este criterio para medir la masa eritrocitaria limita
la posibilidad de identificar valores inferiores de Hb y Hto en los que la determinacién de
la masa eritrocitaria deberia realizarse. A este respecto, la presencia de datos clinicos que
sugieran la presencia de una PV oculta o inaparente, como la esplenomegalia, la leucocito-
sis, la trombocitosis o la trombosis venosa, se han propuesto como marcadores para indicar
el estudio de la masa eritrocitaria en pacientes con valores de Hb o de Hto normales (Lamy
et al, 1997). Ademas, teniendo en cuenta los datos de este estudio y de otros estudios rea-
lizados previamente y considerando los criterios de la OMS 2008, la presencia de microci-
tosis, cargas alélicas altas de JAK2V617F, niveles de EPO sérica bajos o la histologia de la
médula 6sea pueden ayudar a los clinicos a decidir si la masa eritrocitaria se debe realizar o
no en los casos con valores de Hb o de Hto normales (Vannucchi et al, 2007a y b; Messinezy
et al, 2002; Westwood & Pearson, 1996; Spivack & Silver, 2008). En conclusion, el valor de
corte propuesto por la OMS en 2008 como criterio diagnoéstico de PV tiene una baja sensibi-
lidad y deja a un importante numero de casos diagnosticados erroneamente como TE. Esta
imprecision diagndstica puede mejorarse si se realiza el estudio de la masa eritrocitaria en

aquellos casos con sospecha de PV o TE con valores de Hto entre 048 L/Ly 0.52 L/L.
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1. E1 Hto es mejor que la Hb como marcador indirecto de una masa eritrocitaria aumentada.

2. La sensibilidad de los valores de Hb establecidos por los criterios OMS 2008 es muy
baja, lo que ocasiona un importante numero de falsos negativos. Esta inexactitud diag-

nostica puede mejorarse realizando el estudio de la masa eritrocitaria.

3. El estudio de la masa eritrocitaria deberia realizarse en aquellos pacientes con sospecha

diagnoéstica de TE o PV que presentan unos valores de Hto entre 0.48-0.52 L/L

4. Los criterios BSCH constituyen una forma sencilla y fiable para establecer el diagnos-
tico de PV.

5. Aunque tanto la EPO como la carga alélica de JAK2V617F son buenos marcadores de
PV, su adiciéon a los criterios diagnésticos mejoran sélo discretamente la exactitud

diagnostica.
6. Los criterios histologicos de la OMS para la clasificacion de las NMP tienen una baja

reproductibilidad debido a una importante variacion inter-observador. En consecuen-

cia, la exactitud diagnostica de la histologia es escasa debido a su baja sensibilidad.
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ANEXO 1

Trabajo adicional: Medicién de la masa eritrocitaria en pacientes con diagnéstico
clinico sugestivo de policitemia vera o trombocitemia esencial.

Alvarez-Larran, A., Ancochea, A., Angona A., Pedro, C., Garcia-Pallarols, ., Martinez-Avilés,
L., Bellosillo, B., Besses, C. (2012) Red cell mass measurement in patients with clinically sus-
pected diagnosis of polycythemia vera or essential thrombocythemia. Haematologica, 97(11),
1704-7.
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ANEXO 2

Precision diagnéstica de los valores de corte de hemoglobina y hematocrito
de la OMS 2016.

Ante la reciente propuesta de la OMS 2016 consideramos necesario ampliar el trabajo 1
analizando, en la misma cohorte de pacientes, la precision diagnéstica de los nuevos valo-

res de corte de Hb y Hto como predictores del aumento de la masa eritrocitaria.

Se incluyeron 179 pacientes (91 mujeres y 88 hombres) con sospecha diagnodstica de PV
o TE y se realizaron las curvas ROC, el AUC. La sensibilidad y la especificidad de dichos

puntos puede observarse en la siguiente tabla:

Tabla: Precision diagndstica de diferentes valores de Hb y de Hto como marcadores de aumento de la

masa eritrocitaria.

AUC S (%) E (%)
Hombres
Hb >18.5 (OMS 2008) 0.906 58% 100%
Hb > 16.5 (OMS 2016) 0.906 84% 82%
Hto > 52% (BCSH) 0.919 81% 96%
Hto >49% (OMS 2016) 0.919 87% 75%
Mujeres
Hb >16.5 g/dL(OMS 2008) 0.874 48% 95%
Hb > 16.0 g/dL (OMS 2016) 0.874 58% 99%
Hto >48% (BCSH y OMS 2016) 0.922 94% 78%

En la propuesta de criterios OMS 2016, los valores de Hb y de Hto para hombres, asi como
el valor de Hto para mujeres, mostraron buena sensibilidad y especificidad, sin embargo
el valor de Hb para mujeres present6 una sensibilidad muy baja por lo que no seria ade-
cuado como marcador indirecto de masa eritrocitaria elevada. Cabe destacar, que en nues-
tra serie el punto de corte propuesto por el BCSH para el Hto en varones fue claramente
superior al de la OMS 2016. A partir de estos resultados podemos concluir que es mejor
utilizar el Hto que la Hb como marcador de masa eritrocitaria aumentada en pacientes con
sospecha de PV o TE y que los valores de Hto propuestos tanto por la OMS 2016 como el

BCSH tienen una exactitud diagnostica adecuada.
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A partir de la cohorte de pacientes del trabajo 2 se ha evaluado la precision diagnostica de
los valores de corte de Hb y Hto propuestos por la OMS 2016 como marcadores de PV. Se
ha evaluado la precision diagnostica de estos puntos de corte en 2 subgrupos de pacien-
tes: pacientes con mutacion de JAK2V617F donde se incluian pacientes con PV y TE que
presentaban la mutacion (n=78) y finalmente un tercer grupo de pacientes con NMP que
incluia a aquellos pacientes con diagnostico de PV y TE independientemente de su estado
mutacional (n=100). En la tabla que se muestra a continuacion pueden observarse los valo-

res de AUC, la sensibilidad y la especificidad de estos dos subgrupos.

Tabla: Precision diagndstica de diferentes valores de Hb y de Hto como marcadores de PV.

AuUC S (%) E (%)
Hombres
Hb >18.5 (OMS 2008) 0.883 45% 100%
Hb > 16.5 (OMS 2016) 0.883 74.5% 89%
Hto > 52% (BCSH) 0.919 71% 100%
Hto > 49% (OMS 2016) 0.919 82% 89%
Mujeres
Hb > 16.5 g/dL(OMS 2008) 0.880 44% 100%
Hb > 16.0 g/dL (OMS 2016) 0.880 56% 98%
Hto > 48% (BCSH y OMS 2016) 0.903 89% 93%

AuUC S (%) E (%)
Hombres
Hb > 18.5 (OMS 2008) 0.909 47% 100%
Hb > 16.5 (OMS 2016) 0.909 76% 99%
Hto > 52% (BCSH) 0.941 74% 100%
Hto > 49% (OMS 2016) 0.941 84.5% 99%
Mujeres
Hb >16.5 g/dL(OMS 2008) 0.890 41% 100%
Hb >16.0 g/dL (OMS 2016) 0.890 51% 99%
Hto > 48% (BCSH y OMS 2016) 0.918 88% 94%

De nuevo, el Hto resulté ser superior a la Hb como criterio diagnostico de PV. Los valores de
Hto propuestos por la OMS 2016 mostraron una buena exactitud diagnéstica mejorando con
creces los criterios de la OMS 2008. En comparacion con los criterios de BCSH, la propuesta

OMS 2016 mejora la sensibilidad y por tanto reduciria el nimero de falsos negativos.
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