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Resumen

Las neoplasias mieloproliferativas BCR-ABL nega-
tivas son un grupo heterogéneo de trastornos hema-
topoyéticos clonales caracterizados por la sobrepro-
duccién de células hematopoyéticas diferenciadas.
Incluye policitemia vera (PV), trombocitemia esen-
cial (TE), mielofibrosis primaria (MFP) y mielofi-
brosis primaria prefibrotica (MFPpre).

La clasificacion de la OMS 2001-2008 fue revisa-
da en el afio 2016 agregando hallazgos moleculares
especificos con un impacto en el diagndstico y el
tratamiento. Integra criterios clinicos, moleculares
y patologicos y mantiene un papel central para el
examen morfoldgico fino de la médula 6sea.

Con la finalidad de comprender mejor esta entidad y
de contar con datos poblacionales propios, se reali-
76 un estudio de cohorte retrospectiva en el Hospital
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Italiano de Buenos Aires que incluye 264 pacien-
tes con diagndstico de neoplasia mieloproliferativa
cronica Phi negativa entre enero 2004 y diciembre
2017 y se realizo la revision anatomopatoldgica
de 64 pacientes con diagnéstico de trombocitemia
esencial previo al 2016 (utilizando los criterios de la
nueva clasificacion de la OMS).

El analisis demostrd que las caracteristicas de nues-
tra poblacion son similares a las reportadas en la
bibliografia, con tasas de sobrevida global y de
transformacion similares en la poblacion global.
En cuanto a la revision de la patologia de la médula
osea, el diagnostico de TE fue confirmado en el 56%
de los pacientes. En los pacientes que recategoriza-
ron a mielofibrosis primaria en estadio prefibrotico
(44%) se encontrd un porcentaje mayor de fibrosis
medular y de esplenomegalia al diagndstico.
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Abstract

BCR-ABL negative myeloproliferative neoplasms
(MPNs) are a heterogeneous group of clonal hema-
topoietic disorders characterized by the overproduc-
tion of differentiated hematopoietic cells, including
polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia
(ET), primary myelofibrosis (PMF) and prefibrotic
primary myelofibrosis (prePMF).

The WHO classification was revised in 2016 adding
specific molecular findings with an impact on diag-
nosis and treatment. This integrates clinical, molec-
ular and pathological criteria and provides a central
role to morphological examination of the bone mar-
row (BM). It also discriminates between essential
thrombocythemia (ET) and the prefibrotic phase of
primary myelofibrosis (pre PMF).

In order to better understand this entity and to have
its own population data, a retrospective cohort study
was carried out at the Hospital Italiano de Buenos
Aires, which included 264 patients with a diagnosis
of Philadelphia-negative chronic myeloproliferative
neoplasms between January 2004 and December
2017 and a pathological review of 64 patients with a
diagnosis of essential thrombocythemia prior to 2016
(using the criteria of the new WHO classification).
The analysis showed that the characteristics of our
population are similar to those reported in the lit-
erature, with rates of global survival and transfor-
mation similar to the global population. Regarding
the review of bone marrow pathology, the diagno-
sis of ET was confirmed in 56% of the patients. In
patients who were reclassified to PMF prefibrotic
stage (44%), a higher percentage of medullary fi-
brosis and splenomegaly was found at diagnosis.

Introduccion

Las neoplasias mieloproliferativas (NMP) son un
grupo heterogéneo de trastornos hematopoyéticos
clonales caracterizados, en su fase cronica, por la
sobreproduccion de células hematopoyéticas dife-
renciadasV.

La clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) reconoce a las neoplasias mieloproli-
ferativas (NMP) como una de varias malignidades
mieloides.

Las "NMP BCR-ABL negativas" son una subcate-
goria de NMP que incluye policitemia vera (PV),
trombocitemia esencial (TE), mielofibrosis primaria
(PMF) y recientemente se distingue mielofibrosis

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 20-28, 2020

primaria prefibrotica (MFPpre)®.

Clinicamente comparten las caracteristicas de hi-
percelularidad de la médula 6sea, el aumento de la
incidencia de trombosis 0 hemorragia y una mayor
tasa de transformacion a leucemia mieloide aguda®.
La clasificacion de la OMS 2001-2008 fue revisa-
da en el afio 2016 agregando hallazgos moleculares
especificos, conocimientos mas profundos para la
comprension de la patobiologia de las NMP, con un
impacto en el diagnostico y el tratamiento®. Integra
criterios clinicos, moleculares y patoldgicos, pero
el examen morfoldgico fino de la médula 6sea atn
mantiene un papel central®.

Los eventos moleculares que caracterizan a las neo-
plasias mieloproliferativas son la mutacion V617F
en el gen JAK2, la mutacion en el exon 10 del gen
MPL (mayormente en el codén W515) , la muta-
cion en el exon 12 del gen JAK?2 y la mutacion del
exon 9 del gen calreticulina (CALR)®. Son muta-
ciones mutuamente excluyentes y se las denomina
“conductores fenotipicos™ (del inglés: “phenotypic
drivers”) por su participacion en el fenotipo mielo-
proliferativo®,

La mutaciéon en JAK2, que también es la mas fre-
cuente, involucra a Janus kinasa 2 localizada en el
cromosoma 9p24. En los pacientes con PV se detec-
ta en el 97% como mutaciones activadoras somati-
cas en el exon 14 (JAK2 V617F)®@.

JAK2 V617F también ocurre en TE y MFP, incluido
MFPpre, con frecuencias mutacionales respectivas
de 55% y 65%. Otras mutaciones en el gen JAK2,
como son las del exdn 12, parecen ser casi exclusivas
de los casos de PV con negatividad para la V617F®,
La mutacion en el exén 12 de JAK?2 (entre F533 y
F547), que se encuentran en los pacientes con PV
con mutacion JAK2 V617F negativa y que se ca-
racteriza por una mielopoyesis predominantemente
eritroide, su frecuencia en pacientes con PV es del 1
a2 %. En la préctica diaria, la ausencia de mutacion
JAK?2 hace poco probable el diagnostico de PV.

La segunda mutacion mdés frecuente en NMP in-
volucra al gen CALR localizado en el cromosoma
19p13.27. Se detectaron mas de 50 tipos de muta-
ciones en CALR, pero las méas frecuentes son la de-
lecion de 52-bp (mutacién tipo 1) y la insercion de
5-bp (tipo 2), encontradas en el 80% de todos los
pacientes con mutacion en CALR®.

La mutacion en CALR estd ausente, salvo reportes
aislados, en PV. Su frecuencia esta estimada en 20 a

21



25% en pacientes con diagnostico de TE y MFPU!9.
También puede encontrarse en pacientes con diag-
nostico de sindrome mielodisplasico/mieloprolifera-
tivo definida como anemia refractaria con sideroblas-
tos en anillo asociada a trombocitosis marcada?.

La mutacion en MPL (oncogén mieloproliferativo
del virus de la leucemia, localizada en el cromoso-
ma 1p34) ocurre en aproximadamente el 4% de los
pacientes TE y el 8% de los pacientes con MFP. Es
una mutacion somatica ubicada en el exén 10 del gen
MPL y compromete principalmente al codon W515(2,
Aproximadamente el 10 a 15% de los pacientes con
TE o MFP no tienen ninguna de las tres mutaciones
lideres y se los denomina “triple negativos™?.

Las mutaciones en JAK2/CALR/MPL nos brindan
importante informacion pronostica en las NMP. Una
alta carga alélica (mayor al 50%) de JAK2 V617F
en PV estd asociada a mayor transformacion fibro-
tica y a la presencia de prurito. En TE y MFP, la
mutacion JAK2 V617F esta asociada a mayor edad,
niveles de hemoglobina mas altos, leucocitosis y
menor recuento de plaquetas y en TE a aumento del
riesgo de trombosis con baja tasa de transformacion
a mielofibrosis. La supervivencia en pacientes con
TE en los que se detecta la mutacion JAK2 V617F
es significativamente més corta que la de la pobla-
cion de control ajustada por sexo y edad, con esti-
maciones promedio de 20 anos”.

Los pacientes con TE que presentan mutacién en
CALR son mas jovenes con recuentos de plaquetas
mas elevados y riesgo trombético bajo. En MFP la
presencia mutacion CALR tipo 1 estd asociada a una
sobrevida mayor.

Ademas, se detectan mutaciones en genes impli-
cados en la sefalizacion, regulacion epigenética y
procesamiento del ARN, que no se realizan de ru-
tina pero dan pronostico. No son especificos de las
NMP, ya que también pueden encontrarse mutados
en cualquier malignidad mieloide®'®. Un tercio de
los pacientes con diagndstico de NMP tienen estas
mutaciones somaticas adicionales e identifican a los
pacientes con mayor riesgo de muerte o de transfor-
macion leucémica®®.

La clasificacion de la OMS 2016 distingue MFPpre
de MFP manifiesta (fase fibrotica).

La fase inicial prefibrotica, que debe diferenciarse
de la TE, presenta en el examen de la anatomia pato-
l6gica una médula 6sea hipercelular asociada a una
minima fibrosis reticulinica con un hemograma con
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discreta leucocitosis o trombocitosis!®.

La fase avanzada de la enfermedad o fase fibrotica
tiene una reduccion de la celularidad hematopoyéti-
ca junto a la presencia de fibrosis reticulinica o co-
lagena, y a menudo osteosclerosis, en la biopsia de
médula dsea.

Los criterios estan basados principalmente en la
morfologia de la médula 6sea®.

El objetivo principal de este trabajo fue describir las
caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pa-
cientes con diagndstico de NMP en nuestra institu-
cion y evaluar su evolucion, en cuanto a transforma-
cion y sobrevida global.

Consideramos importante evaluar un subgrupo de pa-
cientes diagnosticados con TE, identificando la pro-
porcion de los mismos que termina siendo reclasifica-
dos a MFPpre con los criterios de revision de la OMS
2016 a través, principalmente, de los hallazgos mor-
fologicos en la biopsia de médula dsea, que incluyen
la evaluacién de la trama reticulinica, la cual tendria
implicancias pronosticas. Describimos caracteristicas
clinicas y moleculares, la presentacion hematologica
de los dos grupos y las diferentes sobrevidas.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio observacional de cohorte re-
trospectivo en un hospital universitario de Buenos
Aires que incluye a todos los pacientes mayores a
17 afios con diagndstico de neoplasia mieloprolife-
rativa cronica Phi negativo segun los criterios de la
OMS de ese momento historico diagnosticados y
seguidos en nuestro centro desde enero 2004 a di-
ciembre 2017.

Los pacientes potenciales fueron seleccionados del
registro institucional NMP.

Los datos clinicos se recopilaron a partir de regis-
tros médicos electronicos en forma estandarizada.
Los pacientes fueron seguidos desde la fecha de
diagnostico hasta su muerte o pérdida de seguimien-
to.

Los criterios de exclusion fueron la ausencia de una
muestra de medula 6sea disponible para revision y
la ausencia de datos en la historia clinica electroni-
ca.

El analisis de la histopatologia fue realizado lo-
calmente por patdlogos capacitados que evaluaron
qué muestras se recategorizarian como pre PMF de
acuerdo con los criterios de clasificacion de la OMS
de 2016.
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Las comparaciones categoricas se realizaron usan-
do el test chi-cuadrado, el exacto de Fischer’s y
regresion logistica. Se realizé analisis de sobrevi-
da con Kaplan Meier y se compararon mediante el
Log-rank test (Mantel-Cox). Se utiliz6 el programa
IBM SPSS version 20, Chicago, Illinois.

Resultados

Se seleccionaron 360 pacientes con diagnostico de
NMP por biopsia de médula 6sea, se incluyeron en
el estudio 264 pacientes con diagndstico de NMP
BCR-ABL negativa. Las caracteristicas basales se
exponen en la tabla 1 de resultados.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas

Total NMP (264) PV (67) MF (84) TE (113)
Mediana de edad en aiios 69 (61-79) 68 (61-78) 71.5 (62-80) 68 (61-69)
(RIC)
Sexo, M/F (%) Masculino 123 (46.5%) 39 (58.2%) 48 (57.1%) 36 (31.9%)

Femenino 141 (53.4%) 28 (41.8%) 36 (42.9%) 77 (68.1%)
Mediana de Hb (RIC) 13.5 (12-16) 17(15-19) 11.5 (10-13) 14 (12-15)
Mediana de leucocitos 10.230 11.050 11.929 9.370
mm3 (RIC) (7.162-13.826) (8.160-16.350) (6.224-18.405) (7.416-11.460)
Mediana de recuento pla- 572.850 353.600 342.350 739.500
quetario mm3 (RIC) (260.550- (217.800- (158.150- (611.800-
778.625) 586.000) 619.800) 927.300)

Mediana de LDH UI (RIC)

233 (180-365)

215 (174-294)

398 (241-730)

204 (167-266)

Esplenomegalia, n (%)

n=130 (49.2%)

n=42 (62%)

n=59(70,23%)

n=29 (25.7%)

Citogenético anormal (%)

27 (10.2%)

5 (7.4%)

13 (15.4%)

9 (7.9%)

Mutaciones somaticas.

W JAK2 mutado

TE

ESTADO NMP
MUTACIONAL n=194

JAK2 68% (n=132)
CALR1 22.22%(n=6)
CALR2 7.40%(n=2)
MPL 7.40%(n=2)

TRIPLE NEGATIVO

62.96%(n=17)

PV

MFP

=]
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El 53,4% de los pacientes fueron mujeres (n: 141),
con una mediana de edad de 69 anos (RIC 61-79),
con un minimo de 21 afios y un maximo de 99 afios.
El 25,4% de los pacientes correspondieron a PV
(n:67), un 42,8% TE (n: 113), el restante 31,8% a
MFP (n: 84).

Se realiz6 estado mutacional en el 73,5% de los pa-
cientes (194 casos), de los cuales en 132 se detectd
la mutacion JAK2 V617F (68%).

De los 62 pacientes con mutacion JAK2 V617F ne-
gativa se solicito el estudio de mutaciones en CALR
y MPL en 27 pacientes, en 6 casos se encontro la
mutacion CALR tipo 1 (3 con diagnostico de MFP
y 3 casos con diagnostico de TE), en 2 se detecto la
mutacion CALR tipo 2 (1 MFP y 1 TE). 2 pacientes
presentaron mutaciones en MPL (1 MFPy 1 TE) y
17 pacientes fueron triple negativos.

En PV se detect6 la mutacion JAK2 V617F en 88%
de los pacientes analizados, en TE y en MFP en el
60%.

En 52 pacientes presentaron eventos tromboticos
(19,6%), 4 pacientes (1,5%) presentaron tanto even-
to arterial como venoso. De los 264 pacientes, 37
(13,9%) presentaron eventos venosos y 11 (4,1%)
eventos arteriales. Los sitios de trombosis mas fre-
cuentes fueron para los eventos venosos en miem-
bros inferiores seguido en un 34% por trombosis en
sitios inusuales (7,2% trombosis suprahepatica). De
los eventos arteriales el accidente cerebrovascular
y el infarto agudo de miocardio fueron los mas fre-
cuentes.

Se evalu¢ la relacion entre el desarrollo de trombo-
sis arterial y venosa con la presencia de mutacion
JAK?2 y leucocitosis por test de chi cuadrado y con
LDH y recuento de plaquetas por regresion logisti-
ca, no encontrandose asociacion entre las mismas.
De los 264 pacientes de nuestra poblacion en estu-
dio, se realizo el estudio citogenético por bandeo G
en el 99%, de ellos el 83,7% (221 pacientes) presen-
taron cariotipo normal, en 6,2% (16 pacientes) no
se obtuvieron metafases y 10,1% presento carioti-
po anormal, siendo las alteraciones mas frecuentes
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delecion 13q, 20q y la trisomia del 9, 7 pacientes
presentaron cariotipo complejo.

De la totalidad de los pacientes, 14 (5,3%) pacientes
se transformaron, 7 (2,6%) evolucioné a LMA, de
ellos 2 pacientes tenian diagnostico inicial de PV, 4
de MFP y 1 paciente de TE. De los 7 pacientes que
evolucionaron a MF, 2 casos con diagndstico previo
de PV y 5 casos de TE. De estos pacientes se estudio
en 4 el gen TP53 resultando positivo en 2 casos.

Se realiz6 un analisis univariado para evaluar la re-
lacion independiente entre la edad, el valor de he-
moglobina y el recuento de leucocitos con el riesgo
de transformacion de la enfermedad. No se obtu-
vieron resultados estadisticamente significativos, se
expresan en la tabla 2 de resultados.

La mediana de transformacion en la poblacion total
fue de 196 meses, para TE también fue de 196 me-
ses. Al final del seguimiento se mantienen sin pro-
gresion el 94% de las PV y el 96,3% de las MFP, no
alcanzando la mediana de sobrevida libre de pro-
gresion.

La mediana de seguimiento de toda la poblacion
desde el momento del diagndstico fue de 53 meses
(minimo de 1 mes - maximo 288 meses), para PV
fue de 47 meses (1 a 140), en TE de 48 meses (1-
288) y en MFP de 31.5 meses (1-134). Del total de
pacientes, 49 (18,6%) murieron en el transcurso del
seguimiento por diferentes causas entre éstas, even-
tos cardiovasculares y causas infecciosas.

La mediana de sobrevida global para la cohorte
completa fue de 288 meses. La mediana de sobrevi-
da de los pacientes con MFP y TE fue de 84 y 288
meses, respectivamente. Al final del seguimiento los
pacientes con PV estan por arriba de la mediana (su-
pervivencia acumulada 91%).

Se realiz6 una revision de la anatomia patologica de
64 pacientes. El diagnostico de TE fue confirmado
en el 56% de los pacientes. Edad media: 67 afos.
El estado mutacional se realizdo en 32 pacientes,
62% fueron JAK2 mutados. Nueve pacientes fue-
ron triple negativo. Hubo 8 eventos trombéticos. La
mediana de seguimiento fue de 32 meses; ningin

Tabla 2 de resultados. Factores asociados a eventos tromboticos.

Variable HR IC (95%) P
Edad (afios) 0.99 (0.96 - 1.027) 0.68
Hb (g/dL) 1.05 (0.87 - 1.262) 0.602
Leucocitos (mm?) 1.91 (0.63 - 5.840) 0.251
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paciente fue transformado. Tres pacientes murieron.
Veintiocho pacientes (44%) fueron reclasificados
a estadio pre-fibrético MFP, mediana de edad: 67
afios (IC 95% 59-70). Se estudio el estado mutacio-
nal en 16 pacientes: once fueron JAK2 positivos,
dos mutaciones en CALR, un MPL mutado y tres
pacientes triple negativo. Se detectaron ocho even-
tos tromboticos. Ni la presencia de la mutacion en
JAK2, la leucocitosis, el aumento de LDH o el va-
lor de las plaquetas se asociaron con la presencia
de un evento trombdtico (p=0.09 p=1 OR=1 OR=
0.99, respectivamente). Un paciente progres6 a MF
y 4 pacientes murieron. El grupo TE tuvo menos
esplenomegalia y mayor recuento de plaquetas. El
grupo MFP tuvo menor supervivencia. La mediana
de supervivencia global no se alcanz6 con una me-
diana de seguimiento de 40 meses. La supervivencia
global a los 3 afios fue del 87% de MFPpre frente al
89% TE (p=0.51).

Discusion

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 20-28, 2020

En este estudio se describe una cohorte de 264 pa-
cientes, con diagnostico de NMP BCR-ABL negati-
vas, encontrando un predominio del sexo femenino,
una mayor frecuencia de trombosis venosa, en con-
traste con lo citado en la bibliografia en la que se
demuestra que el mayor porcentaje de la poblacion
era de sexo masculino con una mayor frecuencia de
trombosis arterial, lo que es esperable, ya que en
nuestra cohorte en estudio presentdé mayor porcen-
taje de pacientes con diagnostico de TE.

De nuestro andlisis se estudio el estado mutacional
en 194 casos. Observamos en PV su positividad en
un 88% y 48%, 60% para TE y MFP respectivamen-
te. En contraste con el estudio realizado por Jacob
Grinfeld y colaboradores, donde evaluaron las de-
terminantes moleculares de las NMP y demostro
que la frecuencia mutacional JAK2 V617F es es-
pecifica y esta presente en practicamente todos los
pacientes con PV, 50-60% en TE y 55-65% en MFP.
Esta diferencia entre los estudios, puede deberse a
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que en nuestra poblacion no se estudid en forma sis-
tematica la mutacion del JAK2 en el exén 12.

La frecuencia de cariotipo anormal fue similar a la
publicada (10% vs 7 %).

Las tasas de transformacion de PV y MFP fueron
similares a las publicadas en la bibliografia, no asi
para las TE, que fue mayor para transformacion a
LMA y MFP. Como la transformacion de los pa-
cientes con TE es un evento raro, podemos suponer
que estos pacientes tenian un diagnodstico al comien-
zo de MFPpre.

No se encontré relacion estadistica entre edad, leu-
cocitosis, valor de LDH, de hemoglobina y recuento
de plaquetas con las tasas de transformacion.

En nuestra cohorte fueron recategorizados a MF-
Ppre un 44% de los pacientes con TE estudiados,
estos resultados son similares a los publicados en
el estudio del comité Britanico (Georg Jeryczynski
y colaboradores) donde de 209 pacientes diagnos-
ticados con TE, se obtuvo un 38.3% de pacientes
rediagnosticados como MFPpre.

En nuestro estudio, con una mediana de seguimien-
to de la cohorte de 43 meses, no se ha alcanzado atn
la mediana de sobrevida para la poblacion. Estos da-

tos son coherentes con lo reportado en la literatura.
Podemos concluir que la caracterizacion de los pa-
cientes de acuerdo a la presencia de las mutaciones
somaticas, tanto las mutaciones lideres como las
mutaciones somaticas adicionales, son importantes
para la clasificacion del riesgo de estas patologias,
ya que tienen implicancias en el prondstico y en la
adecuacion del tratamiento.

La distincion entre TE y MFPpre, especialmente
en lo que concierne a presentacion hematolégica,
eventos tromboticos, de sangrado y prondstico, tie-
ne mucha relevancia clinica.

Los pacientes con diagndstico de TE confirmado
por los criterios de la OMS pueden requerir solo tra-
tamiento preventivo para la presencia de trombosis.
Sin embargo, en los casos de MF pre se requeriria
un tratamiento mas agresivo, para evitar la progre-
sion a MFP manifiesta y/o a LMA.

En conclusion, un elemento primordial para el diag-
noéstico correcto segun los criterios de la OMS exi-
ge un escrutinio minucioso de la biopsia de médula
oOsea, para poder tener un manejo terapéutico apro-
piado de los pacientes.
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