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RESUMEN

Introduccién: la Policitemia Vera es una neoplasia mieloproliferativa BCR/ABL
negativa en la que se ha descrito la presencia de la mutacion JAK2V617F en mas
del 90 % de los afectados. En el Instituto de Hematologia e Inmunologia se
introdujo la determinacidn de esta mutacion desde la segunda mitad del 2008.
Objetivos: identificar el porcentaje de pacientes positivos para el JAK2V617F y
correlacionar esta con las variables posibles a estudiar en el pais.

Métodos: se realizé un estudio descriptivo que incluyd 45 pacientes, 15 con
diagnéstico anterior y 30 de reciente diagndstico. Todos fueron evaluados segun los
criterios OMS 2001 y 2008, con las variables: eritrocitosis demostrada, ausencia de
causas secundarias, visceromegalia, resultados del hemograma, biopsia de médula
osea al diagnostico y estudio molecular.

Resultados: la mutacion resulté positiva en el 86,6 % (n = 39) de los pacientes en
los que el diagnéstico se confirmd por ambos criterios OMS. Dos pacientes fueron
considerados neoplasias mieloproliferativas no clasificadas. La edad fue menor en
los negativos para la mutacién (p = 0.03). La presencia de la mutacién se relacioné
con cifras de leucocitos ligeramente superiores, trombocitosis significativa

(p = 0,000) y una histologia de la médula dsea con mayores cambios morfoldgicos.
Conclusiones: estos resultados muestran que es posible realizar el diagndstico de
la PV con el empleo de los criterios de la OMS del 2001, aunque el estudio
molecular facilita la precision diagndstica y contribuye a reducir el margen de error
diagnodstico. Sin embargo, una revisién objetiva de los criterios actuales podria
garantizar un diagndstico certero en cualquier lugar del mundo.
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ABSTRACT

Introduction: Polycythemia vera is a BCR/ABL negative myeloproliferative
neoplasm in which the JAK2V617F mutation has been described in more than 90 %
of cases. At the Institute of Hematology and Immunology determination of this
mutation was introduced since the second half of 2008.

Objectives: to identify the percentage of positive patients for the JAK2V617F
mutation and correlate this with the remaining variables possible to be studied in
Cuba.

Methods: a descriptive study that included 45 patients, 15 previously diagnosed
and 30 of new diagnosis, was carried out. All patients were evaluated according to
2001 and 2008 WHO criteria, with the following variables: demonstrated
erythrocytosis, absence of secondary causes, visceromegaly, results of hemogram,
bone marrow biopsy at diagnosis and molecular study.

Results: mutation was positive in 86,6 % (n = 39) of the patients with confirmed
diagnosis by both WHO criteria. Two patients were considered unclassificable
myeloproliferative neoplasms. Age was smaller in patients negative for the
mutation (p = 0.03). The presence of the mutation was related to slightly superior
leukocyte count, significant thrombocytosis (p = 0,000) and larger morphological
changes in bone marrow histology.

Conclusions: these results show that it is possible to make the diagnosis of PV
with the use of 2001 WHO criteria, but the molecular testing leads to an accurate
diagnosis and contributes to reduce the rate of error. However, an objective review
of current criteria might guarantee an accurate diagnosis in any place of the world.

Keyword: Polycythemia vera, JAK2V617F mutations, WHO criteria.

INTRODUCCION

La Policitemia vera (PV) es la mas frecuente de las neoplasias mieloproliferativas
cronicas (NMP) donde no hay presencia del cromosoma Filadelfia (Ph) o su gen de
fusion BCR/ABL, y la causa mas frecuente de eritrocitosis primaria. Se caracteriza
por un incremento absoluto y auténomo de la masa eritrocitaria, trombocitosis,
leucocitosis y esplenomegalia. Frecuentemente, su aparicién es insidiosa y tiene
una evolucion progresiva que puede llegar a mielofibrosis o leucemia aguda.!*

En el afio 2005, diferentes grupos de investigadores describieron la presencia de la
mutacion JAK2V617F en el exdn 14 del gen Janus Kinasa 2 del cromosoma, 9 en
pacientes con NMP negativos para el Ph y su mayor positividad se ha comunicado
en los granulocitos de pacientes con PV. Diferentes publicaciones citan su presencia
entre el 65 y el 98 % de los pacientes estudiados.>® Posterior a ello, en el 2008, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) definié nuevos criterios diagnosticos para
la PV que incluyen esta mutacion entre los criterios mayores.” Estos criterios
incluyen, ademas de la presencia del JAK2V617F o de otra alteracion molecular
similar que evidencie clonalidad, demostrar la eritrocitosis, ya sea por cifras de
hemoglobina (Hb) superiores a 185 g/L en el hombre y 165 g/L en la mujer, en
varias determinaciones, u otra evidencia de incremento de la masa eritrocitaria
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(estudios de volumenes sanguineos). Los criterios menores incluyen la biopsia de
médula dsea sugestiva de PV (hipercelularidad para la edad, prominente
proliferacidn eritroide y panmielosis), la disminucién de la eritropoyetina sérica y el
crecimiento espontaneo de colonias eritroides in vitro. Para el diagndstico son
necesarios los dos criterios mayores y uno menor o la presencia de eritrocitosis con
dos de los criterios menores47-°

En Cuba y especificamente en el Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI),
desde 2002 se emplean los criterios de la OMS del 2001 para el diagndstico de la
PV. Estos incluyen como criterios mayores demostrar la eritrocitosis, la ausencia de
causas secundarias, la presencia de esplenomegalia, la evidencia de clonalidad no
relacionada con el cromosoma Ph o del gen BCR/ABL, y el crecimiento espontaneo
de colonias eritroides. En los criterios menores se relacionan la trombocitosis, la
leucocitosis, la existencia de una biopsia de médula dsea sugestiva de la
enfermedad y la disminucion de la eritropoyetina sérica. Para el diagndstico se
requiere la presencia de tres criterios mayores o los dos primeros mayores con dos
menores.8°

Dadas las limitaciones para realizar algunos de los estudios propuestos en los
criterios OMS del 2008 y teniendo en cuenta que la mutacion del JAK2 no esta
presente en el 100 % de los pacientes, nos propusimos evaluar el valor de la
mutacién JAK2V617F en el diagnédstico de la PV en pacientes previamente
diagnosticados y de nuevo diagndstico, con el empleo de los criterios posibles de la
OMS del 2001 a los que se les adicioné el estudio de la mutacion del JAK.

METODOS

Se realizd un estudio prospectivo, descriptivo de tipo transversal de pacientes
provenientes de la consulta de Poliglobulias del IHI, en el periodo comprendido
entre enero de 2010 y diciembre de 2012, que incluyé 45 pacientes: 15 con
diagnostico de PV anterior a la fecha, a los que se les realizd, ademas, el estudio
molecular del JAK2V617F, y 30 de nuevo diagndstico. A todos se les aplicaron los
criterios diagnosticos de la OMS del 2001 y del 2008, atendiendo a las siguientes
variables: eritrocitosis demostrada, ausencia de causas secundarias
(ecocardiograma, estudios de funcién respiratoria, electroforesis de hemoglobina,
ultrasonidos renal y abdominal), presencia de esplenomegalia palpable o por
ultrasonografia, leucocitosis, trombocitosis, biopsia de médula ésea sugestiva de PV
y estudio molecular para descartar la presencia del cromosoma Ph y evaluar la de
la mutacion JAK2V617F.

Todos los pacientes emitieron su consentimiento informado para la realizacion de
los estudios moleculares y la utilizacion de los datos contenidos en su historia
clinica.

La informacion se analizdé por el método estadistico descriptivo y se utilizd el SPSS
version 15.0 para Windows. Para las variables cualitativas se utilizaron las
frecuencias absolutas y los porcentajes; y para las cuantitativas, la media y la
desviacidn estandar. Se empled la prueba Chi Cuadrado de independencia para
determinar asociacion entre las variables con la presencia de la mutacion. Se utilizé
la prueba t Student para comparar los promedios de los resultados de laboratorio
entre los grupos de pacientes con la mutacidn y sin esta. Se considerd un nivel de
significacion de p < 0,05.
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RESULTADOS

De los 45 pacientes estudiados, 24 (53,33 %) eran del sexo femenino y 21
(46,66 %) masculinos. De ellos, 30 (66,6 %) tenian color de la piel blanca.

Con respecto a la edad, en la muestra total se encontré una media de 54,5 afos
con una desviacion estandar de 16,2 (rango 18 a 81 afios). Llama la atencién que
el 35,5 % (n = 16) de los pacientes tenian menos de 50 afos. Al comparar la edad
de los pacientes positivos y negativos para la mutacién (57,04 + 13,01 vs 30,6 +
11,4 anos), se encontré una menor edad en los pacientes negativos para la
mutacién, lo que resulté ser significativo (p = 0.0000).

En todos los pacientes se excluy6 la presencia de causas secundarias y el 100 %
fue negativo para el cromosoma Ph o su gen de fusién.

La esplenomegalia fue el signo clinico predominante que se presentd en el 48,8 %
del total de pacientes (n = 22) con un porcentaje de expresién mayor en el grupo
positivo para la mutacion, donde estuvo presente en 21 pacientes (53,84 %).

Como se aprecia en la figura 1, la mutacién JAK2V617F estuvo presente en el
86,6 % (n = 39) de los pacientes, 12 de ellos con diagndstico antiguo y en 27 al
momento del diagndstico de la enfermedad.

PV anterior

Pv de reciente
diagnostico

M Positivos B Negativos

Fig. 1. Presencia de la mutacién en los pacientes con diagndstico
de Policitemia vera.

La eritrocitosis fue confirmada en el 100 % de los pacientes. Cuatro de ellos tenian
valores de Hb al diagnéstico inferiores a los recomendados por la OMS para
clasificarlos como PV, pero los estudios de volimenes sanguineos con cromo 51
confirmaron un indice de masa eritrocitaria superior al 125 %; de ellos 3, habian
sido sometidos a flebotomias previas al momento en que se les realizé el estudio
radioisotdpico. Todos los pacientes negativos para la mutacién del JAK tenian
menos de 50 afios en el momento del estudio molecular.

Los resultados de las variables del hemograma (Hb, hematocrito (Hto), conteo de
leucocitos y plaquetas) para los pacientes positivos y negativos para la mutacion se
muestran en la tabla 1. Los resultados de la Hb y el Hto no mostraron diferencias
entre ambos grupos y el conteo de leucocitos, aunque fue ligeramente superior en
los pacientes positivos para la mutacién, no mostro diferencia estadistica. Sin
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embargo, no sucedié asi en relacion con el conteo de plaquetas, donde los valores
de las medias entre ambos grupos si mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,03) y fueron inferiores en los pacientes negativos para la
mutacién.

Tabla 1. Variables del hemograma en relacion con la presencia de la mutacién JAK2VE617F

Variable Positivos para la mutacién MNegativos para la mutacion
(n = 29) (n = 26) p
Media DS Media DS
Hemoglobina (g/L) 188,02 15,3 188,16 11,9 0.98
Hematocrito (%) 60,94 6,4 60,00 4.8 0.73
Leucocitos (10%/L) 12,03 3,4 9,35 2,6 0.07
Plaquetas (10%/L) 597,26 255,66 367,16 137,7 0.03

Los estudios de la médula 6sea mostraron una médula hipercelular en el 93,3 % de
los pacientes (n = 42) y en 44 (97,77 %) se observd panmielosis con algin grado
de dismorfia, mas evidente en los positivos para la mutacion estudiada. Solo en una
paciente, cuyo diagnodstico de PV se realizd en la edad pediatrica y que en el
momento de este estudio tenia 20 afios, se observd eritrocitosis aislada, y en este
caso la mutacién resulto ser negativa. Las alteraciones mas frecuentes para cada
linea celular y su relacién con la positividad de la mutacién JAK2V617F se muestran
en la figura 2. Otros datos interesantes son la presencia de eosinofilia moderada en
21 (53,8 %) de los pacientes positivos. En el estudio histolégico de la médula dsea,
un tercio de los pacientes (n = 15) mostraron incremento de las fibras de reticulina
grado I-II.

Al realizar la comparacion para confirmar el diagndstico con el empleo de las
variables estudiadas para los criterios diagndsticos de la OMS del 2001 y del 2008
(tabla 2) se encontré que se mantuvo el diagndstico en 39 pacientes.

ERITROPOYETICO GRANULOPOYETICO MEGACARIOPOYETICO

= = - = -
P - .
o Hiperplasia con
5 megacariocitos
I Hiperplasia con Hiperplasia con grandes,
T dismorfia eosinofilia polilobulados y
L con tendencia a
o la agrupacion
5
N
E - -
ﬁ Hiperplasia con Hiperplasia :.'pe":_lr?s'? con
T dismorfia ligera i1smoriia figera
I de los
v megacariocitos
0
5

Fig. 2. Principales caracteristicas morfologicas de la médula 6sea en relacién con la
presencia de la mutacién JAK2VE17F.
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Tabla 2. Correlacion del diagnédstico con el empleo de las variables estudiadas de los
criterios OMS 2001 y 2008

Variables estudiadas OMS 2001 | % OMS 2008 | %

CRITERIOS MAYORES

Evidencia de eritrocitosis 45 100 45 100
Ausencia de clonalidad BCR/ABL 45 100 - -
Ausencia de causas secundarias 45 100 - -
Presencia del JAK - - 39 86,6
Esplenomegalia 22 48,8 - -

CRITERIOS MENORES

Biopsia de médula ésea con caracteristicas de

Policitemnia vera 44 Q7,7 44 97,7
Plaguetas =400 x 10%/L 24 53,3 - -
Leucocitos =12 x 10%/ L 16 35,5 - -

En los seis pacientes negativos para la mutacién, la confirmacién no fue posible por
ambos criterios debido a la imposibilidad de realizar los otros criterios requeridos y
por tanto, no se cumplia con la cantidad de variables requerida para hacer un
diagnostico definitivo segln los criterios OMS 2008. Dos de ellos, uno de cada
grupo, se concluyeron posteriormente como NMP no clasificadas. Uno, el
perteneciente al grupo con diagndstico anterior, tenia incluso cuantificacién de
eritropoyetina, realizada en otro pais, dentro del rango de referencia. Los otros
cuatro pacientes negativos para la mutacién estudiada tenian menos de 30 anos.

DISCUSION

La PV comUnmente se diagndstica después de los 40 anos, con un pico mayor en
los mayores de 70 afios. Segun algunos autores, la edad media de diagnéstico es
alrededor de los 60 anos de edad'*'? lo que no se corresponde exactamente con lo
encontrado en el presente estudio. Otros han encontrado una media de edad al
inicio de la enfermedad de alrededor de 50 afios,*1?2 similar a lo encontrado en el
presente estudio.

Por otra parte, se plantea que el 5 % de los pacientes con PV son diagnosticados en
edades inferiores-.11.12 En esta casuistica, el diagndstico en menores de 50 afios
constituyd poco mas de la tercera parte de los pacientes estudiados, superior a la
mayoria de las series revisadas. Este aspecto pudiera explicarse por el diagnostico
cada vez mas temprano de esta enfermedad, debido a la mayor accesibilidad a los
servicios de salud en Cuba y a los examenes médicos periddicos de los
trabajadores, ya que muchas veces el diagndstico se realiza en un estado
asintomatico y las cifras elevadas de Hb son un hallazgo del chequeo, aspecto que
brinda la posibilidad de un diagndstico precoz.

La PV ha sido descrita con una mayor frecuencia en individuos con ancestros
europeos que en aquellos con ancestros africanos,'!! hecho que se evidencia en el
trabajo donde aproximadamente dos tercios de los individuos tenian una apariencia
racial blanca, a pesar del gran mestizaje existente en la poblacion cubana.
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La esplenomegalia se encuentra entre las principales manifestaciones clinicas de la
PV. Segun algunos autores, tres de cada cuatro pacientes la presentan al
diagnostico de la enfermedad?3, tal es asi que desde los criterios diagndsticos
establecidos por el Grupo Internacional de Estudios de la PV a inicios de los afios 70
del pasado siglo y hasta los de la OMS del 2001, ha sido considerada como un
criterio diagnostico; en el presente estudio constituyd el principal hallazgo clinico
encontrado, pero su frecuencia fue inferior a lo descrito en la literatura-#141>

La presencia de la mutacion JAK2V617F en la PV varia segun diferentes estudios
realizados, se informa una frecuencia del 65 - 97 % de acuerdo con la sensibilidad
del método empleado, el tipo de muestra a utilizar y el uso de leucocitos totales o
granulocitos solamente °>1%16-18 | os resultados encontrados en este estudio, al
investigar solo la existencia de la mutacion JAK2V617F, estan dentro de ese rango,
aunque no se corresponden con los porcentajes reportados por la mayor parte de
los investigadores. Un aspecto que pudiera influir esta en relacion con el tamafio de
la muestra estudiada, correspondiente a los primeros tiempos de la introduccién del
estudio molecular en el IHI, ya que la especificidad y sensibilidad de la técnica que
se empled es considerada a la altura de los estandares internacionales-® En
articulos publicados con similar nimero de casos la positividad de la mutacion esta
entre el 87 y el 90 %.12:20

Se conoce que cerca del 10 % de los pacientes con PV clasica no expresan esta
mutacién8, y que entre los pacientes negativos para la mutacion JAK2V617F se
encuentra un grupo que son positivos para otras mutaciones similares, como la del
exén 12 del gen JAK descrita por primera vez en el 2007. Actualmente suman mas
de 10 las mutaciones encontradas en pacientes negativos para el JAK2V617F, que
incluyen deleciones, mutaciones puntuales y duplicaciones que afectan mayormente
los residuos de aminoacidos altamente conservados (F536-E547), algunas de ellas
capaces de producir eritrocitosis en modelos murinos.?'22 La presencia de las
mutaciones del exén 12 se han descrito en alrededor del 2 - 5 % de los casos.>2°

La positividad de la mutacién JAK2V617F se ha asociado a una mayor edad de
diagnostico de la enfermedad y se sefala una media de 59 afios'?2!, similar a lo
encontrado en el estudio. Por otra parte, también se asocia con cifras mayores de
Hb y plaquetas, correspondiendo a los homocigéticos las cifras mas elevadas.'?'”
En los negativos para la mutacion se plantea eritrocitosis aislada y son raras la
leucocitosis, la trombocitosis y la esplenomegalia.?3

En el estudio actual no se encontraron diferencias entre los valores de Hb y Hto en
ambos grupos, y aunque se evidencié un ligero incremento en la media del conteo
de leucocitos en los pacientes que expresaron la mutacién, no se encontré
significacion estadistica. En cambio, coincidiendo con lo descrito en la literatura'?,
se encontraron conteos de plaquetas superiores en los pacientes positivos para la
mutacion, lo que desde el punto de vista estadistico si fue relevante. El mayor
porcentaje de pacientes con esplenomegalia también correspondid al grupo positivo
para la mutacion.

En los pacientes negativos para el JAK2V617F se debe buscar la presencia de otras
mutaciones del exén 12; estas cursan con una menor edad al diagnéstico, cifras de
hemoglobina elevadas, conteos mas bajos de leucocitos y plaquetas y ausencia de
esplenomegalia.l” Cabe destacar que los pacientes negativos para la mutacion
clasica correspondieron a pacientes de menor edad en quienes predominé la
eritrocitosis y existid una menor alteracién en las lineas medulares estudiadas, con
ausencia de incremento del reticulo.
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Aungue en todos los pacientes de esta serie se confirmo la existencia de la
eritrocitosis, se coincide con Pearson y Silver 2425 en que cuando el hematocrito es
mayor del 56 % en la mujer y 60 % en el hombre, no es necesario realizar los
estudios de volimenes sanguineos. Sin embargo, estos pueden ser definitorios en
pacientes que tengan valores inferiores a ellos, lo que permitiria establecer un
incremento de la masa eritrocitaria mayor del 125 %. Recientemente, algunos
investigadores han publicado evidencias de que pudiera existir una policitemia
enmascarada o clinicamente latente y que los valores de Hb requeridos por la OMS
para el diagndstico de PV son un indicador exacto de la cantidad de glébulos rojos
en el organismo, sobre todo en pacientes que han sido sometidos a flebotomias o
han llevado tratamiento citorreductor con anterioridad?®. Sin embargo, la relacién
entre los niveles de Hb, Hto y la eritrocitosis absoluta medida por los estudios de
volimenes sanguineos, no esta bien definida, debido a que una Hb aumentada no
siempre equivale a una eritrocitosis absoluta y una concentracién de Hb por debajo
del punto de corte requerido para cada género podria corresponder con una indice
globular elevado. Por esta razoén, los parametros establecidos por la OMS en cuanto
a niveles de Hb como medida de eritrocitosis han sido enjuiciados-?’

La biopsia de médula dsea en pacientes con la mutacién JAK2V617F se presenta
hipercelular con hiperplasia de los tres sistemas y con megacariocitos pleomorficos,
gigantes, polilobulados y agrupados'?8; hallazgos comprobados en la biopsia de
médula ésea de los pacientes estudiados, a lo que se suma la eosinofilia presente
en un porcentaje no desdefiable de los casos estudiados. La presencia en un tercio
de los pacientes de incremento de las fibras de reticulita, es un aspecto notorio, ya
gue esto se asocia con la progresidon a mielofibrosis y también es mas frecuente en
los pacientes con presencia de clonalidad.!”:2>

En los pacientes con mutaciones del exén 12 predomina, sobre todo, la hiperplasia
del sistema eritropoyético, el granulopoyético puede estar moderadamente
hiperplasico y los megacariocitos pueden estar aumentados, pero sin la agrupacion
caracteristica encontrada en los pacientes positivos?®, hecho que en este estudio se
presentd con mas frecuencia en los pacientes en los que no se encontrd la mutacion
estudiada.

Estos resultados demuestran que es posible realizar el diagndstico de la PV con el
empleo de los criterios de la OMS del 2001, pero el estudio molecular, facilita la
precisién diagndstica y contribuye a reducir el margen de error diagndstico en la
PV, sobre todo en fases tempranas de la enfermedad; sin embargo, coincidimos con
otros autores en que se hace necesaria la revisidén de los criterios diagndsticos de la
OMS 2008 2°2%, pues el diagndstico no debe basarse tan sélidamente en la
presencia de la mutacion del JAK2 o la ausencia de esta, ya que la mutacion esta
presente en varias NMP e incluso en otras malignidades. Por otra parte, los niveles
de eritropoyetina pueden estar normales hasta en el 20 % de los pacientes y los
cultivos eritroides son muy poco utilizados en el mundo como parte de la rutina
diagnodstica de la PV 2°.

Por nuestra parte consideramos que la biopsia de médula 6sea debe constituir uno
de los criterios mayores ya que puede contribuir a diferenciar la PV de las otras
neoplasias mieloproliferativas e incluso, de cambios reactivos. Ademas, se deben
incluir entre los criterios menores algunos elementos clinicos como la
esplenomegalia, demostrable tanto por la palpacién como por ultrasonografia. Una
revision de los criterios actuales con bases soélidas y evaluadas objetivamente
podria garantizar un diagndstico certero en cualquier lugar del mundo.
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