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Resumen del simposio

La clasificacién propuesta en el 2001 por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para los tumores de
tejidos hematopoyeéticos significé una serie de cambios sustanciales en el diagnéstico y clasificacién de los
sindromes mielodispldsicos (SMD). Entre otros, considerar como leucemia aguda aquellos casos que pre-
senten = 20% de blastos en médula ésea y subdividir la anemia refractaria con exceso de blastos (AREB)
en 2 tipos, de acuerdo con el tanto por ciento de blastos en médula ésea: AREB-1 para los SMD con cifras
entre 5-9% de blastos y AREB-2 para los SMD con blastos entre 10-19%. De aqui la relevancia diagndsti-
ca y prondstica de la correcta filiacién de las células blasticas, cosa no siempre fcil.

El profesor Jean Goasguen, miembro del International Working Group on Myelodysplastic Syndromes
Morphology (IWG on MDS) presentara en este simposio una serie de criterios morfolégicos para identifi-
car de forma mads precisa y reproducible los blastos (agranulares y granulares) y promielocitos. El trabajo
en que se ha basado consiste fundamentalmente en el andlisis de una tUnica foto digital resultado de 150
fotos tomadas consecutivamente de una extensién de médula ésea de un paciente con una leucemia agu-
da tipo M2 de la clasificacién FAB. El resultado final es una imagen de 8.340 x 2.386 pixeles que se mos-
trard durante el simposio, en la que se han numerado 164 células. Tras exponer los criterios morfoldgicos
utilizados y el grado de concordancia entre el grupo de expertos del IWG on MDS que han analizado las
164 células contenidas en la imagen, se realizard una sesién interactiva con los participantes en el simpo-
sio a fin de reforzar los criterios transmitidos y observar la concordancia entre los asistentes. La imagen di-
gital puede visitarse previamente en el sitio: www.mds-foundation.org/goasguenfollowup.

Otra gran aportacién de la clasificacién de la OMS ha sido la identificacién de enfermedades que com-
parten caracteristicas propias de los SMD y de los sindromes mieloproliferativos (SMP). Como SMD/SMP
se incluyen: la leucemia mielomonocitica crénica, la leucemia mieloide crénica atipica, la leucemia mielo-
monocitica juvenil y los SMD/SMP no clasificables, entre los que se encuentra como entidad provisional
la anemia refractaria sideroblastica con hiperplaquetosis marcada (ARSA-TM) (plaquetas = 600 x 10°/L).
Esta Gltima es el objeto de la otra parte del simposio.

La doctora Lourdes Florensa, conocida por su gran experiencia en SMD y en trombocitemia esencial, co-
mentard los criterios diagndsticos y las caracteristicas de esta nueva entidad, asi como los casos comuni-
cados de la misma hasta la fecha. A su vez, el doctor José Maria Raya expondrad los resultados del estudio
de 73 pacientes con ARSA-TM procedentes de 18 hospitales espafoles. Entre sus aportaciones destaca la
relacién entre la presencia de la mutacion del JAK2 V617 y el diagnéstico de ARSA-TM y las caracteristi-
cas que presentan este grupo de pacientes.

Confiamos en que este simposio resulte de interés para todos aquellos que se interesan en el diagnésti-
co de las enfermedades de la sangre y particularmente de las leucemias y SMD.
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La anemia refractaria siderobldstica asociada a marca-
da trombocitosis (ARSA-TM) estd considerada en la
clasificacién de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS)! como una entidad provisional que forma parte
de los sindromes mielodisplasicos/mieloproliferativos
crénicos (SMD/SMPC). Los SMD/SMPC son enferme-
dades clonales de la célula madre hemopoyética que en
su fase inicial comparten caracteristicas propias de los
sindromes mielodisplédsicos y de los mieloproliferativos
crénicos, con una mielodisplasia variable y una hema-
topoyesis efectival. Como SMD/SMPC se reconocen
cuatro entidades: la leucemia mielomonocitica créni-
ca, la leucemia mieloide crénica atipica, la leucemia
mielomonocitica juvenil y los SMD/SMPC no clasifica-
bles, entre ellos la anemia refractaria sideroblastica aso-
ciada a marcada trombocitosis (ARSA-TM) (Tabla 1).

El aumento de la cifra de plaquetas por encima de los
valores normales (400 x 10°/L) se observa en el 0,1% de
todos los SMD y entre el 5 y el 20% de las anemias re-
fractarias con sideroblastos en anillo (ARSA)?*®. La ARSA
con plaquetas = 600 x 10°/L o ARSA-TM comparte ca-
racteristicas de un SMD (anemia refractaria siderobldsti-
ca) y de un SMPC (trombocitemia esencial), y en la clasi-
ficacién de la OMS, en espera de nuevos conocimientos
sobre ella, es considerada como una entidad provisional.
La ARSA-TM se define por la coexistencia de una cifra
persistente de plaquetas superior a 600 x 10°/L y = 15%
sideroblastos en anillo en médula 6sea’.

La ARSA-TM es una enfermedad rara muy poco fre-
cuente que suele incidir en adultos de edad avanza-
dal®?. En algunos casos se acompafia de una espleno-
megalia moderada, y segtin las series publicadas puede
presentarse en el 50% de los pacientes®.

Tabla 1. Clasificacion de los sindromes mielodisplasicos/
mieloproliferativos segin la OMS

- Leucemia mielomonocitica crénica
- Leucemia mieloide cronica atipica
- Leucemia mielomonocitica juvenil

- Sindrome mielodisplasico/mieloproliferativo no clasificable
- Anemia refractaria sideroblastica con marcada trombocitosis

Figura 1. Frotis de sangre periférica de una ARSA-TM. a: hematies
con punteado basofilo grueso y alteracion de la distribucion de
la hemoglobina (ghost cells) (flecha); b: presencia de aumento de
plaquetas (May-Griinwald-Giemsa).

Los pardmetros de sangre periférica mas caracteristi-
cos de la ARSA-TM son una anemia normo o macroci-
tica y una trombocitosis superior a 600 x 10°/L. La cifra
de leucocitos suele ser normal, aunque se puede obser-
var leucocitosis, con una cifra de monocitos inferior a
1 x 10%/L. Es frecuente hallar un discreto aumento de
granulocitos baséfilos y en ocasiones circula alguna cé-
lula blastica (en una proporcién inferior al 3%)>*. Las
anomalias morfolégicas en la ARSA-TM son variadas,
y muchas de ellas, caracteristicas de la ARSA'*?. Los
eritrocitos suelen presentar anisocromasia o doble po-
blacién de hematies, una de normocrémica y otra con
deficiente hemoglobinizacién. La presencia de poiqui-
locitos y de dacriocitos no es excepcional’, y cabe des-
tacar, como dato caracteristico, hematies en los que co-
existe un punteado baséfilo grueso y una alteracién
de la distribucién de la hemoglobina (ghost cells)>° (Fi-
gura 1). Los leucocitos y las plaquetas no ofrecen ras-
gos dismoérficos o, en todo caso, son moderados y en
una proporcién inferior al 10% de los mismos. El as-
pirado medular suele ser hipercelular, con una intensa
hiperplasia megacariocitica y aumento de la serie eri-
troide? con predominio de los elementos baséfilos
y policromatdfilos; esta circunstancia confiere al fro-
tis, con una tincién pandptica, un aspecto “azul” por la
basofilia citoplasmatica de los eritroblastos semimadu-
ros y maduros mal hemoglobinizados. Es habitual ob-
servar mastocitosis y, en ocasiones, histiocitos de tipo
azul marino, lo que traduce el recambio celular aumen-
tado de la médula dsea. Los megacariocitos presentan
una morfologia variable'*? con predominio de elemen-
tos de gran talla que se suelen disponer en extensos
cumulos. Es frecuente que presenten trastornos de la
maduracién y abundantes ndcleos, en ocasiones dis-
persos, semejantes a los observados en la trombocite-
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Figura 2. Frotis de médula 6sea de una ARSA-TM. a) megacarioci-
tos con nucleos dispersos; b) megacariocitos, alguno de gran talla,
otros con nicleo dismorfico (recuadro). Se advierte un mastocito
(flecha) (May-Griinwald-Giemsa).

Figura 3. a) Eritroblasto de médula 6sea de una ARSA-TM con dis-
tribucion hemoglobinica anormal y punteado baséfilo grueso (May-
Griinwald-Giemsa); b) comprobacion con tincion de Perls de que este
eritroblasto es un sideroblasto en anillo, con granulos de hemoside-
rina que se sitian alrededor del niicleo. En el recuadro pequeio se
muestra un detalle ultraestructural del depésito de micelas ferrugi-
nosas entre las crestas mitocondriales de un sideroblasto en anillo.

mia esencial (Figura 2). Se puede observar algin mega-
cariocito monolobulado, pero en una proporcién muy
baja. El hallazgo de micromegacariocitos (megacarioci-
tos de pequefio tamafo, hipolobulados y de citoplas-
ma maduro) en la ARSA-TM es excepcional'*?.

La diseritropoyesis suele tener una expresividad va-
riada semejante a la de la ARSAY?. La caracteristica
morfoldgica definitoria es la presencia de sideroblastos
en anillo observados con la tincién de Perls en una pro-
porcién = 15%. Estos se definen como unos eritroblas-
tos que contienen 10 o mds granulos de hemosiderina
que se sitdan alrededor del nucleo, al menos en un ter-
cio o en la mitad del perimetro nuclear. La presencia de
sideroblastos en anillo se puede sospechar con la tin-
cién de May-Griinwald-Giemsa al observar eritroblas-
tos donde coexisten una distribucién hemoglobinica
anormal y un punteado baséfilo grueso (Figura 3).

Los sideroblastos en anillo tienen su corresponden-
cia ultraestructural con el depdsito de micelas ferru-
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ginosas entre las crestas mitocondriales (Figura 3).
El exceso de hierro en las mitocondrias se debe a un
trastorno en la cadena respiratoria, hecho que condu-
ce a una defectuosa reduccién del hierro férrico a fe-
rroso, esencial para la biosintesis del hem!'. Mientras
que en la anemia refractaria sideroblastica hereditaria
ligada al cromosoma X existe una mutacién del gen
ALAS?2 responsable del depdsito anémalo del Fe mi-
tocondrial, en la ARSA no se conoce la base molecu-
lar de este fenémeno'. Los sideroblastos en anillo
suelen ir acompafiados de sideroblastos patolégicos
de tipo III. La tincién de Perls sobre un aspirado me-
dular o la tincién de Perls argéntica son los métodos
ideales para observar los sideroblastos; en caso de fe-
rropenia asociada se recomienda utilizar la reaccién
argéntica combinada con la de Perls®. La disgranulo-
poyesis suele ser moderada, aunque en ocasiones se
pueden observar neutréfilos hiposegmentados.

La biopsia medular muestra una celularidad normal
o abundante y destaca un aumento de megacarioci-
tos de gran tamafio que se disponen en agregados de
3 a 6 0 mas elementos. En algunos casos se ha descri-
to fibrosis reticulinica moderada, dato mds propio de
los SMPC que de los SMD!%7.

En la mayoria de ARSA-TM no se han observado
alteraciones cromosdmicas y no existe un marcador
citogenético caracteristico de esta enfermedad'?. En
casos aislados se ha referido del(11q) y t(8;9)°%. Re-
cientemente, varios grupos han comunicado casos de
ARSA-TM asociados a la mutacién de JAK2. La mu-
tacién puntual Val617F en el gen que codifica la tiro-
sinquinasa Janus kinase 2 (situado en el cromosoma 9)
estd presente en un gran numero de pacientes con en-
fermedades mieloproliferativas crénicas Ph-negativas
pero practicamente ausente en los SMD. La disregula-
cién de esta tirosinquinasa provoca la activacién cons-
titutiva de la via celular JAK/STAT, lo que confiere a
los precursores hematopoyéticos una ventaja prolife-
rativa. La incidencia de esta mutacién en los pacientes
con ARST ha sido estimada entre un 31% y un 71%,
segln las series publicadas®’!*!%. Hasta el momento
no se han podido demostrar diferencias clinicas o bio-
légicas estadisticamente significativas en funcién de
la presencia o ausencia de la mutacién de JAK2 en esta
entidad. La mutacién de JAK2 es responsable del cre-
cimiento enddgeno de los progenitores mieloides in
vitro en pacientes con SMPC. En el 85% de TE se re-
gistra un patrén de crecimiento in vitro de progenito-
res megacariociticos y eritroides anémalo, denomina-
do enddgeno, que consiste en la formacién de colonias
en ausencia de factores de crecimiento. A diferencia
de la TE, en las ARSA-TM no se detecta esta anoma-
lia y su comportamiento in vitro se asemeja al de los
SMD?8 141517 (experiencia personal).

El diagnéstico diferencial de la ARSA-TM exige des-
cartar causas secundarias de sideroblastosis en anillo
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Tabla 2. Diagnéstico de la anemia sideroblastica asociada
a marcada trombocitosis

Criterios diagnésticos
- Cifra de plaquetas de = 600 x 10%/L mantenida mas de 6 meses
-Aumento de megacariocitos en médula 6sea con formas gigantes
- = 15% sideroblastos en anillo en médula dsea
- Citogenética normal en médula dsea

Criterios de exclusion

- Causas secundarias de sideroblastosis en anillo: sustancias toxicas
(alcohol), medicamentosas (antituberculosos, entre otros)

- Causas secundarias de trombaocitosis: inflamacion, déficit de hierro,
postesplenectomia, estados poshemorragicos, etc.

- SMD que cursan con trombocitosis como el sindrome 5q" y alteraciones
en 323

- SMPC con trombocitosis como la leucemia mieloide crénica y la
mielofibrosis idiopatica primaria

como sustancias téxicas o medicamentosas (alcohol,
tuberculostaticos, entre muchas otras); por otra parte,
se deben descartar causas secundarias de trombocitosis
como estados inflamatorios, déficit de hierro, postes-
plenectomia y otras causas de trombocitosis reactivas.
Se debe realizar el diagnéstico diferencial con los SMD
que cursan con trombocitosis como el “sindrome 5q”
y alteraciones en 3q23 y con SMPC con trombocito-
sis como la leucemia mieloide crénica y la mielofibro-
sis idiopatica primaria. Por otra parte, los pacientes con
ARSA-TM, asi como el resto de SMD/SMPC, no de-
ben presentar antecedentes de un SMPC que desarro-
lla mielodisplasia asociada a una transformacién mas
agresiva de la enfermedad (Tabla 2). En la experiencia
de algunos autores (sobre series muy reducidas de ca-
sos), la ARSA-TM presenta una supervivencia mas fa-
vorable que las ARSA sin trombocitosis y semejante a
la TE. La probabilidad de evolucionar a una leucemia
aguda es muy baja>!®'. Persisten atin muchas contro-
versias acerca de sila ARSA-TM corresponde a dos pa-
tologfas simultaneas (ARSA y TE) o si mas bien se tra-
ta de una sola enfermedad. El estudio sobre un amplio
nimero de pacientes con ARSA-TM permitira su ca-
racterizacién y podra ayudar a definir el prondstico.
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Introduccion

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en su cla-
sificacién de los tumores de tejidos hematopoyéticos
y linfoides publicada en 2001, y més concretamen-
te en el capitulo dedicado a enfermedades mielodis-
plasicas/mieloproliferativas inclasificables, menciona
una entidad provisional que denomina “anemia re-
fractaria con sideroblastos en anillo asociada a trom-
bocitosis marcada” (ARSA-TM)!. Al diagnéstico de
ARSA (por tanto, mas de un 15% de sideroblastos
en anillo en médula ésea) debe unirse la existencia de
una trombocitosis en sangre, con una cifra de plaque-
tas superior a 600 x 109/L. En estos pacientes coexis-
tirfan caracteristicas tanto de enfermedad mieloproli-
ferativa como de sindrome mielodisplasico. El panel
de expertos consideraba que el término “inclasifica-
ble” era necesario hasta que estudios futuros deter-
minaran si se trata de una enfermedad con entidad
propia, un subtipo de ARSA o la coincidencia de dos
enfermedades hematoldgicas. En aquel momento no
existia evidencia de alteraciones genéticas molecu-
lares o citogenéticas especificas para esta entidad, y
sélo se indicaba como preceptiva la demostracién de
la ausencia del cromosoma Filadelfia y del gen de fu-
sién BCR/ABL en estos pacientes, asi como descar-
tar un sindrome 5q- y la existencia de anomalias del
cromosoma 3q21q26. El Grupo Espaiiol de Citologia
Hematolégica (GECH) se propuso hace dos afos re-
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unir una casuistica lo mds amplia posible de aquellos
casos diagnosticados de ARSA en los que se constata-
ra una trombocitosis asociada, con el objetivo de ana-
lizar sus caracteristicas clinicas y analiticas. Nuestro
grupo ha presentado resultados parciales en diferen-
tes congresos nacionales e internacionales®*.

Pacientes y métodos

Se han estudiado de forma retrospectiva un total de 73
pacientes diagnosticados de ARSA en los que ademads
se constaté trombocitosis concomitante (ARSA-T),
provenientes de 18 hospitales espafioles (véase apar-
tado de Centros participantes). No se incluyeron en el
presente estudio los casos con claro diagndstico inicial
de trombocitemia esencial, sin anemia asociada aun-
que en algin momento de su evolucién pudieran pre-
sentar una cifra del sideroblastos en anillo superior al
15%. De los 73 casos analizados, 34 cumplian los cri-
terios mencionados de la OMS en cuanto a la existen-
cia de una trombocitosis “marcada” (superior a 600 x
10°/L, ARSA-TM) y 39 presentaban una trombocitosis
“no marcada” (400-600 x 10°/L, ARSA-TnM).

Los datos recogidos incluyeron: edad al diagnéstico;
sexo; motivo de consulta; presencia o no de espleno-
megalia; hemograma completo (con especial atencién
a cifra de leucocitos, baséfilos, hemoglobina, plaque-
tas y VCM); presencia o no de mielemia en sangre; in-
dice de fosfatasa alcalina granulocitaria (FAG); pardme-
tros bioquimicos (acido Urico, lactato-deshidrogenasa
[LDH], ferritina, vitamina B, ); aspirado de médula 6sea
(porcentaje de sideroblastos en anillo, porcentaje de si-
deroblastos de tipo III, porcentaje de blastos, estudio
de la presencia y grado de displasia, hierro medular del
sistema mononuclear fagocitico); biopsia de médula
6sea (en los casos en que se habia realizado, anotando
el grado de celularidad, cantidad de megacariocitos y
grado de fibrosis reticulinica); andlisis cariotipico, pre-
sencia o no de la mutacién JAK2 V617F, complicacio-
nes asociadas (neoplasias no hematoldgicas, evolucién
a leucemia aguda, problemas trombéticos o hemorra-
gicos, evolucién a mielofibrosis); actitud terapéutica
(observacidn, farmacos citorreductores, antiagregantes
orales, soporte transfusional regular); tiempo transcu-
rrido desde el diagnéstico, y supervivencia hasta el exi-
tus en caso de desenlace fatal. El estudio de la mutacién
JAK2 V617F se realizé mediante PCR aleloespecifica en
tiempo real con sonda Tagman especifica para la for-
ma mutada y para la forma no mutada. En los pacien-
tes vivos se procedi6 al andlisis a partir de granulocitos
de sangre, y en fallecidos mediante extraccién de ADN
realizada a partir de frotis de aspirado medular.

En el andlisis estadistico, las variables cuantitativas se
expresan con medias y desviaciones tipicas (DT). Las
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Tabla 1. Caracteristicas principales de los pacientes en funcion de la cifra de plaquetas al diagnéstico (ARSA-TM vs. ARS-TnM)

ARSA-TM (n = 34) ARSA-TnM (n = 39) Valor de p
Edad (afios) 735+89 721+114 N.S.
Sexo (V:M) 21:13 21:18 N.S.
Plaquetas (x 10°/L) 893 + 289 478 + 54 <0,0001
Leucocitos (x 10°/L) 9,2+3,6 6,6 +2,1 0,001
Hemoglobina (g/L) 104,4 + 18,8 100,3 £ 14,3 0,07
VCM (fL) 985+7,1 103,959 0,002
Basofilos (x 10%/L) 0,102 + 0,093 0,068 + 0,077 N.S.
Blastos (%) - MO 1,0+£1,2 1011 N.S.
Sideroblastos de tipo Il (%) - MO 25+20 23+£19 N.S.
Sideroblastos en anillo (%) - MO 44 + 20 50+ 17 N.S.
Acido drico 5,724 55+15 N.S.
LDH (U/L) 417 + 216 353 +132 N.S.
Ferritina 653 + 948 349 + 237 N.S.
Vitamina B,, 771+ 671 698 + 441 N.S.
Esplenomegalia 8/30 (27%) 2/31 (6%) 0,035
Anomalias cariotipicas 4/23 3/29 N.S.
Mutacion JAK2 presente 14/21 (67%) 3/23 (13%) 0,001
Hiperplasia megacariocitica 14/18 (78%) 4/9 (45%) 0,09
Fibrosis medular 7/13 (54%) 2/10 (20%) 0,09
Dependencia transfusional 7/28 (25%) 10/35 (29%) N.S.

Datos expresados como media + desviacidn tipica (variables cuantitativas) o como frecuencias-porcentajes (variables cualitativas). N.S.: no significativa; MO: médula dsea.

variables categdricas se expresan con frecuencias por-
centajes. Las comparaciones de proporciones entre gru-
pos se llevaron a cabo con las pruebas de x? o exacta de
Fisher, segin procediera. Las comparaciones de rangos
entre grupos para las variables categéricas se llevaron
a cabo con la prueba de Mann-Whitney. Las compara-
ciones de tiempos de supervivencia entre los grupos se
realizaron con un andlisis de regresién de Cox.

Resultados

La edad media del total de pacientes estudiados fue de
72,7 afos (DT: 10,3 [29-89)), y la muestra estaba cons-
tituida por 42 varones y 21 mujeres. El motivo de con-
sulta fue, mayoritariamente y a partes iguales, un hallaz-
go casual (43,3%) o el estudio de un sindrome anémico
(43,3%) y, mas raramente, un sindrome constitucional
(8,3%), un evento trombdtico (3,3%) o un episodio he-
morragico (1,7 %). El seguimiento medio de los pacientes
ha sido de 45,4 + 35,9 meses (1-174 meses), y en el mo-
mento de cerrar el estudio habian fallecido 23 (31,5%).
Al comparar el grupo de pacientes con ARSA-TM con
aquellos con ARSA-TnM (Tabla 1), vemos que no exis-

ten diferencias significativas en cuanto a la edad (73,4 +
8,9 vs. 72,2 + 11,5) ni el sexo (21 varones y 13 mujeres
en el primer grupo frente a 21 varones y 18 mujeres en el
segundo). En los pacientes con ARSA-TM, el motivo de
consulta mas frecuente fue el hallazgo casual (46,4%),
mientras que en los afectos de ARSA-TnM predominé
el sindrome anémico (50%). Desde un punto de vista
de las caracteristicas clinicas y biolégicas del grupo con
trombocitosis marcada, éste presenté una mayor inci-
dencia de esplenomegalia (p = 0,035) y una cifra de leu-
cocitos significativamente superior (p = 0,001), mientras
que los pacientes con ARSA-TnM presentaron un VCM
mads elevado, en rango de macrocitosis (p = 0,002), y una
tendencia a cifras de hemoglobina mds bajas (p = 0,07).
El indice de FAG dio valores elevados mas frecuente-
mente en los casos de trombocitosis marcada (58,3%), y
generalmente dentro del rango de normalidad en los pa-
cientes con ARSA-TnM (56,3%) (p = 0,031). No existie-
ron diferencias entre ambos grupos relativas al recuento
de baséfilos en sangre; porcentajes de blastos, de sidero-
blastos de tipo Ill y de sideroblastos en anillo, en aspira-
do medular; ni en las concentraciones séricas de acido
trico, LDH, ferritina y vitamina B ,. La biopsia de mé-
dula 6sea (si bien fue realizada sélo en 27 pacientes, es
decir, en un 37% de los casos) puso de manifiesto una
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Figura 1. Aspirado de médula ésea con tincion de Perls en el que
se aprecia un aumento llamativo del hierro medular (x 200).

Figura 2. Aspirado de médula ésea con tincion de Perls en el que
se aprecia la presencia de sideroblastos “en anillo” (x 1.000).

Figura 3. Biopsia de médula 6sea con agregados de megacarioci-
tos (hematoxilina-eosina, x 200).

Figura 4. Biopsia de médula 6sea con un agregado (cluster) de me-
gacariocitos (hematoxilina-eosina, x 400).

tendencia a una mayor hiperplasia megacariocitica y a
un mayor grado de fibrosis, en el grupo con tromboci-
tosis marcada (p = 0,09 en ambos casos), mientras que
la hipercelularidad fue la norma en ambos grupos de en-
fermos (més del 80% de las biopsias). Las Figuras 1-4
muestran algunas imagenes de aspirado y biopsia me-
dulares ilustrativas de la ARSA-T.

La prevalencia de alteraciones cariotipicas fue similar
en ambos grupos (17,4% vs. 10,3%, respectivamente).
Ningtn paciente mostré positividad para BCR/ABL ni
la presencia de la anomalia citogenética 5q-. Se pudie-
ron obtener resultados del estudio de la mutacién JAK2
V617F en 44 casos de los 73 pacientes estudiados (60%).
En el grupo con ARSA-TM la mutacién estuvo presente
enel 67% de los casos (14/21), mientras que en el grupo
con ARSA-TnM sdlo en un 13% (3/23), siendo esta di-
ferencia altamente significativa (p = 0,001).

Desde un punto de vista de las eventuales complica-
ciones que pudieran aparecer en el curso de la enferme-
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dad, tampoco se encontraron diferencias significativas
entre ambos grupos de pacientes. Asi, la transforma-
cién a leucemia aguda ocurrié en un paciente con
ARSA-TM y en dos con ARSA-TnM,; la aparicién de
neoplasias no hematoldgicas en el curso de la enferme-
dad aconteci6 en tres pacientes en el grupo ARSA-TM
frente a dos casos en el grupo ARSA-TnM,; la evolu-
cién a mielofibrosis se registr6 en dos casos de ARSA-
TM, frente a uno del grupo de ARSA-TnM. Tampoco
existieron diferencias en cuanto a la aparicién de com-
plicaciones trombéticas (1 de 26 pacientes con ARSA-
TM frente a 2 de 30 con ARSA-TnM) ni hemorragicas
(4 episodios de 27 frente a 2 de 29, respectivamente).
Cuando se analiza la actitud terapéutica adoptada, en
ambos grupos de pacientes predominé la abstencidn,
si bien en un 31% de los casos con trombocitosis mar-
cada se paut6 hidroxiurea en algiin momento, frente
a solo el 14,7% de los afectos de ARSA-TnM. La an-
tiagregacién oral se pautd al 34,6% de los pacientes
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Figura 5. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia diferenciando
los pacientes con ARSA-TM frente a aquellos con ARSA-TnM.

con ARSA-TM, frente al 20% de casos con tromboci-
tosis no marcada. No existieron diferencias en cuanto
a los requerimientos transfusionales de los enfermos,
adoptandose la transfusién de concentrados de hema-
ties como practica regular en un 25% de los casos de
ARSA-TM y en un 28,6% de casos con ARSA-TnM.
Por tltimo, las comparaciones de tiempos de supervi-
vencia entre los dos grupos de enfermos no mostraron
diferencias significativas (Figura 5).

Cuando agrupamos al conjunto de todos los pacien-
tes con ARSA-T en funcién de si eran o no portadores
de la mutacién JAK2 V617F (Tabla 2), comprobamos
que aquellos con la mutacién JAK2 mostraron una ci-
fra mayor de leucocitos (p = 0,019), y una tendencia a
una mayor frecuencia de esplenomegalia (p = 0,079),
a un mayor concentracién de baséfilos en sangre
(p=0,063), y a una mayor concentracién plasmati-
ca de LDH (p = 0,092). Por el contrario, los pacientes
con ARSA-T sin la mutacién JAK2 V617F presenta-
ron una cifra significativamente inferior de hemoglo-
bina al diagnéstico (p = 0,034) y un VCM mas elevado
(p =0,019). No se encontraron diferencias relacionadas
con la edad, sexo, indice FAG, frecuencia de alteracio-
nes cariotipicas, o incidencia de complicaciones evo-
lutivas (neoplasias no hematoldgicas, transformacién

Tabla 2. Caracteristicas principales de los pacientes con ARSA asociada a trombocitosis (ARSA-T) en funcion de la presencia o no de

la mutacion JAK2 V617F

ARSA-T con mutacion JAK2 V617F (n = 17)

Edad (afios) 729+11,1
Sexo (V:M) 11:6
Plaquetas (x 10%/L) 845 + 278
Leucocitos (x 10°/L) 9,2+35
Hemoglobina (g/L) 109,2 + 16,6
VCM (fL) 97,3+8,7
Basdfilos (x 10%/L) 0,108 + 0,082
Blastos (%) - MO 09+1,2
Sideroblastos de tipo Il (%) - MO 31+£27
Sideroblastos en anillo (%) - MO 48+ 21
Acido drico 53+24
LDH (U/L) 429 191
Ferritina 656 + 674
Vitamina B, 579+ 391
Esplenomegalia 4/14 (29%)
Anomalias cariotipicas 2/15 (13%)
Hiperplasia megacariocitica 7/8 (87%)
Fibrosis medular 5/7 (71%)
Dependencia transfusional 1/14 (7%)

ARSA-T sin mutacion JAK2 V617F (n = 27) Valor de p
742+89 N.S.
17:10 N.S.
567 + 222 0,0001
6,7+22 0,019
97,5 16,7 0,034
103,4 £ 5,6 0,019
58,4 + 60,5 0,06
1,3+1.2 N.S.
29 +23 N.S.
47 £19 N.S.
56+18 N.S.
318+ 110 0,09
590 + 1032 N.S.
680 + 599 N.S.
1/20 (5%) 0,07
2/20 (10%) N.S.
2/3 (67%) N.S.
0/3 (0%) 0,08
8/24 (33%) 0,07

Datos expresados como media + desviacion tipica (variables cuantitativas) o como frecuencias-porcentajes (variables cualitativas). N.S.: no significativa; MO: médula dsea.
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Figura 6. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia diferenciando
los pacientes con JAK2 mutado frente a aquellos con JAK2 no mu-
tado.

a leucemia aguda o evolucién a mielofibrosis, apari-
cién de complicaciones de tipo trombético o hemorra-
gico). Por lo que al tratamiento se refiere, un andlisis
retrospectivo revela una actitud claramente distinta:
en los pacientes con JAK2 no mutado, la abstencién
terapéutica fue la norma (91,7 %), frente a los porta-
dores de la mutacién (abstencién en un 50%), y en es-
tos Gltimos se empled mds frecuentemente tratamien-
to citorreductor con hidroxiurea en algin momento de
la enfermedad (42,9%) frente a su utilizacién en muy
escasos pacientes (s6lo 4,2%) en los casos sin la mu-
tacién (p = 0,009). La necesidad de soporte transfu-
sional frecuente también fue mayor en los enfermos
con ARSA-T sin mutacién JAK2 (33,3%), mientras
que sdlo fue necesario en un 7,1% de casos portado-
res de la mutacién (p = 0,071). De nuevo, los tiempos
de supervivencia de los casos con JAK2 mutado fue-
ron similares a los de los no mutados (Figura 6). En
la Tabla 2 se observan las principales diferencias entre
ambos grupos de pacientes.

Discusion
La cifra de plaquetas requerida por la OMS para el

diagnéstico de la entidad provisional denominada
“anemia refractaria con sideroblastos en anillo asocia-
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da a trombocitosis marcada” debe ser superior a 600
x 10%/L. Esta cifra es arbitraria y algunos autores pre-
fieren hablar del término “sideroblastos en anillo con
trombocitosis”, y no ser tan estrictos en cuanto a la ci-
fra de plaquetas necesaria para diagnosticar a un pa-
ciente de ARSA-T* Sin embargo, cuando compara-
mos en nuestro estudio ambos grupos de pacientes,
aquellos con trombocitosis marcada (plaquetas supe-
riores a 600 x 10%/L, ARSA-TM) y los que presentaban
trombocitosis no marcada (plaquetas entre 400 y 600
x 10%/L, ARSA-TnM), llaman la atencién algunas dife-
rencias. Asi, el primer grupo, aquellos con ARSA-TM
presentan algunas caracteristicas méas propias de enfer-
medad mieloproliferativa (forma de presentaciéon mas
frecuentemente como hallazgo casual, cifra mas eleva-
da de leucocitos, mayor incidencia de esplenomegalia,
una mayor frecuencia de hiperplasia megacariocitica
y fibrosis en la biopsia medular, y un JAK2 mutado en
un elevado porcentaje de casos), mientras que los se-
gundos tienen un “comportamiento” mas mielodispla-
sico (presentacién més habitual como sindrome ané-
mico, cifra mas baja de hemoglobina y mayor valor
del VCM, y unJAK2 no mutado). La cifra de 600 x 10°/
L plaquetas no resulta, por tanto, tan arbitraria, y ayu-
da a separar, al menos en nuestra serie, pacientes con
una enfermedad mds mieloproliferativa de aquellos
con un comportamiento mas propio de enfermedad
mielodisplésica. Basdndonos en nuestros resultados,
estamos mas de acuerdo con los autores que no creen
oportuno bajar a 500 x 10%/L el umbral para establecer
el diagndstico de ARSA con trombocitosis marcada®.

Por otra parte, hemos de tener en cuenta que cuan-
do se publicé la clasificacién OMS (2001) atin no se te-
nia conocimiento de la importancia que la mutacién
JAK2 V617F podria tener en el estudio de las enferme-
dades mieloproliferativas®. En la actualidad existe cada
vez mayor evidencia de que la mutacién JAK2 V617F
constituye un elemento fisiopatoldgico clave en un
elevado porcentaje de pacientes con enfermedad mie-
loproliferativa crénica. En concreto, mas del 90% de
los pacientes con policitemia vera son portadores de la
mutacién somdtica JAK2 V617F en sus granulocitos”-
Esto ha llevado a algunos autores a reconsiderar la cla-
sificacién OMS de los sindromes mieloproliferativos
crénicos Filadelfia-negativos®!!. Sin embargo, esta mu-
tacién se puede encontrar también en otras enferme-
dades mieloproliferativas atipicas, aunque con menor
frecuencia, y se halla de forma sélo ocasional en pacien-
tes con sindromes mielodisplasicos'***. Finalmente, no
se ha descrito JAK2 V617F en leucocitosis ni tromboci-
tosis secundarias, ni tampoco en enfermedades linfo-
proliferativas. La determinacién de esta mutacién pue-
de considerarse, por tanto, como un test de clonalidad
especificamente mieloide y muy util, desde un pun-
to de vista diagndstico, en la evaluacién de los sindro-
mes mieloproliferativos crénicos Filadelfia-negativos.
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Por ello, tal vez una forma mads “fisiopatolégica” de
diferenciar los pacientes con ARSA-T (sin subestimar la
cifra de plaquetas) es la que consiste en agruparlos en
funcién de la presencia o ausencia de la mutacién JAK2
V617 En nuestra serie, se pudo analizar la existencia
o no de la mutacién JAK2 V617F en 44 casos del total
de 73 pacientes (60%). Globalmente, la mutacién es-
tuvo presente en el 39% (17/44) de los casos, pero este
porcentaje aumentaba significativamente en el grupo
de pacientes con ARSA-TM (14/21, 67 %), cuando se
comparaba con el grupo con ARSA-TnM (sélo 3 de 23,
un 13%).

En el pasado afio 2006, algunos autores han encon-
trado mayor incidencia de la mutacién JAK2 V617F en
los pacientes con ARSA-T'?!; y este porcentaje men-
cionado del 67% es similar al aportado en la serie de
Szpurka et al., si bien ellos sélo estudiaron 9 casos de
ARSA-TM, frente a los 21 de nuestro estudio. Por ello
consideramos interesante analizar en nuestra serie si,
independientemente de la cifra de plaquetas, podrian
existir diferencias entre los pacientes con ARSA-T en
funcién de si eran o no portadores de esta mutacién. En
este sentido, encontramos que los portadores de JAK2
V617F de nuevo registraron cifras mayores de leucoci-
tos y baséfilos en sangre, de frecuencia de esplenome-
galia, de concentracién plasmatica de LDH y de inciden-
cia de fibrosis medular. Por su parte, los pacientes con
ARSA-T sin la mutacién JAK2 V617F presentaron una
cifra mds baja de hemoglobina al diagnéstico y un VCM
mas elevado. La necesidad de utilizar hidroxiurea como
tratamiento citorreductor fue claramente mayor en el
grupo de enfermos portadores de la mutacion, mientras
que los requerimientos transfusionales fueron superio-
res en los pacientes no portadores de JAK2 V617E

Nuestros resultados, con un nimero de pacientes ne-
tamente superior al recogido hasta la fecha en la litera-
tura, apoyan los de otros autores en el sentido de poder
separar la ARSA-TM como enfermedad mieloprolifera-
tiva crénica asociada a la mutacién JAK2 V617E frente
ala ARSA-TnM, esta Gltima con caracteristicas clinicas
y bioldgicas més propias de un sindrome mielodispla-
sico no asociado a la mencionada mutacién JAK2.

Conclusiones

En nuestra opinién, y segin los hallazgos encontrados
en un numero significativo de pacientes (73) afectos
de ARSA-T, provenientes de 18 hospitales de nuestro
pais, la cifra de plaquetas 600 x 10°/L separa dos grupos
de enfermedades: a) una ARSA-T con trombocitosis no
marcada (400-600 x 10%/L), con caracteristicas biolégi-
cas mds proximas a la ARSA “clasica” y un compor-
tamiento clinico mas propio de sindrome mielodispla-
sico; y b) una ARSA-T con trombocitosis marcada (>

600 x 10°/L), que en lo fundamental no difiere demasia-
do de lo observado en pacientes con enfermedad mie-
loproliferativa crénica. No nos parece suficientemen-
te justificado bajar arbitrariamente la cifra de plaquetas
de 600 x 10%/L a 500 x 10°/L para establecer el diag-
néstico de la entidad que la OMS recoge como ARSA
con trombocitosis marcada. La determinacién de la
mutacién JAK2 V617E que resulta relativamente sen-
cilla en la actualidad, se postula como una herramienta
util desde un punto de vista diagndstico para separar,
de una forma atin mds precisa que la cifra de plaque-
tas, los casos de ARSA-T y naturaleza mieloproliferati-
va (JAK2 mutado) de aquellos con un cardcter mas pu-
ramente mielodisplasico JAK2 no mutado).
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TYPE I AND II BLASTS AND
PROMYELOCYTES: MORPHOLOGIC
CRITERIA. MATERIAL,

METHODS AND RESULTS OF THE
INTEROBSERVER STUDY

J.E. GoasGUEN, M.T. VALLESPI; ON BEHALF OF
THE INTERNATIONAL WORKING GROUP ON MDS
(IWG on MDS)

For many years classification of the myelodysplastic
syndromes (MDS) and acute leukemias were mainly
based on blast identification and enumeration. The FAB
classification (1976) provided criteria for blast recogni-
tion. These criteria were not modified in the WHO clas-
sification (2001) although the percentage of blasts re-
quired for a diagnosis of AML was lowered to 20% and
RAEB was divided in two groups (5 to 9 and 10 to 19%
blasts). It is not clear that the blast definition has been
applied similarly throughout the world and this could
have a major impact on how individual cases are classi-
fied, and might produced differences when comparing
results of therapeutic protocols. For these reasons, mor-
phologic criteria for blast definition might need revi-
sion or a more precise definition to achieve uniformity.

Definition

Experts in morphology from the IWG on MDS pro-
posed that “Blast” (B) whould include undifferentiated
blasts (without granulation) and immature cells with
granules but without other characteristics of a pro-
myelocyte. A promyelocyte (PMC) is recognised by a
“clearly visible Golgi zone”, a lower nucleocytoplasmic
ratio and an acentric nucleus. It is acknowledged that
a “Golgi zone” may be observed in blast cells having
no other features of promyelocytes (mainly absence of
granules) — that will not be included in PMC- and that
some dysplastic promyelocytes have few or no gran-
ules (but have the features of promyelocytes). Matur-
ing cells of granulocyte lineage (M) are recognised by
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Figure 1
Example Subtype
Agranular blast with
A = Agranular basophilic cytoplasm fine
chromatin and nuleoli
A subtype but with
G = granular azurophilic granulations

and absence of Golgi zone

Blastic cell with
azurophilic granulations

P = promyelocyte and a clear visible Golgi

zone
AP = abnormal ) P subtype b.Ut VYIth
irregular distribution of
promyelocyte

@ granulations

All mature cells which
do not have basophilic
a cytoplasm

M = mature cells

- M subtype but with
AM = abnormal f . still some azurophilic
mature cells ] M granulations or abnormal

segmentation of nucleolus

the disappearance of cytoplasmic basophilia, disap-
pearance of primary (azurophilic) granulations, and a
more mature nucleus (Figure 1).

Methodology

Experts were trained by observation of bone marrow
smears from AML or MDS using video-observation
in a conference room. Then, to verify agreement and
reproducibility between experts on these new defini-
tions, a unique digital picture was produced from the
bone marrow smear of a case of AML by the associa-
tion of 150 consecutive native pictures (600 x 800 pix-
els). The mosaic picture is 8340 x 2386 pixels (about
30 M in jpeg format or 16 M in pdf). All the 265 nu-
cleated cells were numbered and choice boxes with
drop down menu were provided. The picture was lo-
cated on the server of the MDS Foundation (http://
www.mds-foundation.org/goasguenfollowup) and af-
ter evaluation, the results were sent automatically to
the MDS Foundation center and registered. The five
experts produced their evaluation on exactly the same
cells (numbered from 1 to 265) and results were sub-
mitted for statistical analysis. If the definitions are suf-
ficiently clear and understandable, a high concordance
rate would be expected.

Results

174 cells (65.9%) fit for 5/5 concordances and 61 others
(23.1%) for 4/5 concordances. If we consider that at least
4/5 concordances are required, we obtained 89 % of cor-
relation between experts. Moreover, 22 cells (8.3%) had
3/5 concordances and 7 (2.7 %) had only 2/5.

Concordance | 5/5 | 4/5 | 3/5 | 2/5
Cells | wm | et | 2 | 7
% ‘ 65.9 ‘ 23.1 ‘ 83 ‘ 27
> 4/5 ‘ ‘ 89% ‘ ‘

Moreover all experts would have produced an iden-
tical diagnosis since standard deviations are very nar-
row as demonstrated in the following table:

Table: Minimum, maximum and mean percentage of cells for
5 experts

Mini Maxi  Mean Standard Deviation
Blasts &5 61.7 59.8 1.73
Promyelocytes 13.3 22.3 17.6 4.75
Matures 14.4 21.6 183 2.87

We conclude that the new blast and promyelo-
cyte definitions will help to standardise classifica-
tion.

Conclusion

With this new methodology using large field digi-
tal pictures where all experts had to identify exactly
the same cells, we were able to refine definitions for
blast cells and promyelocytes. We recommend that
cells with granules and a clearly visible Golgi zone
be recognised as promyelocyte but that granular cells
without a Golgi zone and with other features of blasts
should be regarded as blasts.
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