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RESUMEN

Introduccion: la Policitemia Vera (PV) es una Neoplasia mieloproliferativa crénica en
la que la principal causa de morbilidad y mortalidad es la trombosis. A pesar de los
intentos de distintas publicaciones previas, inicamente estan reconocidos como factores

de riesgo para sufrir eventos tromboticos la edad avanzada y los antecedentes previos.

Hipdtesis y objetivos: el estado protrombdtico de la PV se puede ver reflejado en las
pruebas globales de la hemostasia como el test de generacion de trombina y la
tromboelastometria rotacional. Este proyecto pretende analizar los resultados de estas
pruebas y su relacion con el riesgo trombotico durante la evolucion de los pacientes,
ademas de analizar el impacto de los factores de riesgo cardiovascular y el tratamiento

sobre el sistema hemostatico.

Material y métodos: estudio analitico, observacional, con una cohorte ambispectiva.
Seran reclutados pacientes incluidos en el registro del Grupo Espaiiol de Neoplasias
Mieloproliferativas Negativas (GEMFIN) y pacientes de nuevo diagndstico. Se recogeran
variables demograficas, clinicas y analiticas en momentos distintos de la evolucion y se
formaran tres periodos de seguimiento: precoz, intermedio y tardio. Se realizara un
analisis univariante y multivariante tomando como variable dependiente o respuesta a los

eventos tromboticos.

Justificacion, aplicabilidad del estudio: las pruebas globales de la coagulacion aportan
una vision global del sistema hemostatico que podria ampliar el conocimiento de la PV,
contribuir a la toma de decisiones clinicas y servir de base para futuros proyectos en los

que desarrollar modelos predictivos de trombosis y nuevas escalas pronosticas.

PALABRAS CLAVE: Policitemia vera*, Trombosis*, Ensayos coagulacion®*,

Tromboelastografia*, Neoplasias mieloproliferativas®.



ABSTRACT

Introduction: Polycythemia Vera (PV) is a Chronic Myeloproliferative Neoplasia in
which the main cause of morbidity and mortality is thrombosis. Despite the attempts of
previous publications, only advanced age and previous history are recognized as risk

factors for thrombotic events.

Hypothesis and objectives: the thrombotic state of PV can be seen in global coagulation
assays such as thrombin generation test and rotational thromboelastometry. This project
aims to analyze the results of these tests and their relationship with thrombotic risk during
the evolution of patients, and to analyze the impact of cardiovascular risk factors and

treatment on the hemostatic system.

Material and methods: analytical, observational study, with an ambispective cohort.
Patients included in the registry of the Spanish Group of Negative Myeloproliferative
Neoplasms and newly diagnosed patients will be recruited. Demographic, clinical and
analytical variables will be collected at different moments of the evolution and three
follow-up periods will be formed: early, intermediate and late. A univariate and
multivariate analysis will be performed taking as the dependent variable the thrombotic

events.

Justifaction, applicability of the study: global coagulation assays provide a global
vision of the hemostatic system that could expand knowledge of PV, contribute to clinical
decision-making and serve as a basis for future projects (for develop predictive models

of thrombosis or new prognostic scales).

KEY WORDS: Polycythemia Vera*, Thrombosis*, Coagulation assays*,

Thromboelastography*, Myeloproliferative Disorders*.
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1. INTRODUCCION

1.1. POLICITEMIA VERA

La Policitemia Vera (PV) es una enfermedad hematologica que forma parte del grupo de
las Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas (NMPC) Filadelfia negativas (al no presentar
la alteracion citogenética de la translocacion entre los cromosomas 9 y 22, caracteristica
de la Leucemia Mieloide Cronica) [1]. Son desérdenes clonales de la célula madre
hematopoyética caracterizados por la proliferacion de células de una o mas series de la
linea mieloide (serie granulocitica, eritroide y megacariocitica) [1]. En la PV la
caracteristica fundamental es una hiperplasia de la serie eritroide. Su incidencia estimada
en Europa es de 0.4-2.8 x 10°/afio [2]. Es mas frecuente en adultos, con el pico de

incidencia de la quinta a la séptima década de la vida [1].

Las NMPC se asocian con anormalidades clonales que involucran genes que codifican
proteinas citoplasmaticas o receptoras que produciran una activacion constitutiva de vias
de sefializacion oncogénicas o genes reguladores de estas vias. Estan descritas tanto

alteraciones citogenéticas como mutaciones puntuales de genes [1,3].

El gen mas frecuentemente afectado por una mutacion somatica adquirida es el gen JAK-
2 (Janus kinasa 2), en el cromosoma 9. La mutacién mas comun es la JAK-2 V617F,
producida en el ex6n 14 y es caracteristica de la PV, presente en un 96% de los casos,
aunque también puede estar presente en otras NMPC [3]. En los casos de PV negativos
para JAK-2 V617F, se pueden encontrar mutaciones en el exén 12 del mismo gen en un

3% [3].

La enfermedad se caracteriza fundamentalmente por sintomas relacionados con el
aumento de la masa eritrocitaria (hipertension arterial, anomalias vasculares) y con la

hiperviscosidad sanguinea (cefalea, mareos, vision borrosa, vértigo) [4].

Una parte importante de la clinica de estos pacientes, en la que se centra este proyecto,
son los eventos tromboéticos. En primer lugar, existen sintomas provocados por la
trombosis de la microvasculatura, fundamentalmente eritromelalgia (crisis de dolor
intenso, quemazon y enrojecimiento en los pies y en las manos por oclusion de pequenas
arteriolas), cianosis o livedo reticularis. En segundo lugar, y constituyendo la principal
causa de morbilidad y mortalidad, nos encontramos con los eventos tromboticos arteriales
y venosos [5]. Su incidencia aproximada es del 40% [5], con un 60% de los casos en el

momento del diagndstico y en los 2 primeros afios post-diagnostico [6,7] y se relacionan



con un 35-45% de las muertes [8]. El riesgo se va reduciendo con el tiempo, de manera
que la incidencia por afio es aproximadamente de un 5% [5,7]. El riesgo de trombosis es
mayor que en la poblacion general [5,9]. De los pacientes incluidos en el registro espafiol
de PV desde el 2011 al 2015, el 20% tenia antecedentes de trombosis y un 9% tuvo un

evento en el momento del diagnostico [10].

Las mas frecuentes son las trombosis arteriales, que representan un 60-70% de eventos
cardiovasculares [5,9]. En el estudio prospectivo ECLAP, con 1638 pacientes con PV
seguidos durante 3-4 afios, 169 tuvieron trombosis durante el seguimiento y ordenados de
mayor a menor incidencia se diagnosticaron: accidente cerebro-vascular (42%, con ictus
y accidentes isquémicos transitorios a partes iguales), infarto agudo de miocardio (27%),
trombosis venosa profunda (26%) y tromboembolismo pulmonar (10%) [8]. El infarto de
miocardio constituye el evento fatal mas frecuente [4]. Cabe destacar a su vez la presencia
de eventos tromboticos en localizaciones infrecuentes como en territorio mesentérico,
portal, esplénico, el sindrome de Budd-Chiari (trombosis de la vena suprahepatica) y la

trombosis de la vena central de la retina [4].

Debido a la importancia de las complicaciones tromboticas, éstas sirven de base para la
estratificacion prondstica de la enfermedad y para decidir la estrategia terapéutica. Los
factores que han demostrado estar asociados con un mayor riesgo de trombosis en la PV
son la edad mayor de 60 afos y la historia previa de trombosis [8] y son los que se
incluyen en las escalas pronosticas de las guias internacionales para diferenciar los grupos
de riesgo: bajo riesgo (edad <60 afios y sin historia de trombosis) y alto riesgo (edad >60

afios y/o con historia previa de trombosis) [2,3,11].

1.2. FISIOPATOLOGIA DE LA TROMBOSIS

La fisiopatologia de la trombosis en todas las NMPC y en concreto de la PV, es resultado
de una compleja asociacion entre células sanguineas, endotelio y el sistema de la
coagulacion. Durante los Ultimos afios se han realizado multiples intentos de identificar
qué factores participantes en este proceso pudieran relacionarse directamente con el

riesgo trombotico, pero los resultados no son del todo concluyentes.

De esta manera, se han estudiado tanto factores de riesgo convencionales como factores
de riesgo especificos de la PV. En cuanto a los factores de riesgo convencionales, los mas

reconocidos son, como se ha citado anteriormente, la historia previa de trombosis y la



edad avanzada. Como factores de riesgo cardiovascular (FRCV), la hipertension arterial
y el héabito tabaquico se relacionan de manera significativa con el riesgo de sufrir
trombosis arterial, mientras que la Diabetes Mellitus aumenta el riesgo de suftir trombosis
venosas en estos pacientes [8,12]. La reduccion de la masa eritrocitaria es el objetivo a
alcanzar al administrar el tratamiento, pues se ha demostrado que un hematocrito por
debajo del 45% se asocia con una menor probabilidad de sufrir eventos trombdticos [13].
Sin embargo, la asociacién entre una elevacion aislada del hematocrito y el riesgo
trombotico no ha sido demostrada en estudios anteriores [14]. En cuanto a la leucocitosis,
un metaanalisis del 2019 identifico un mayor riesgo de trombosis en pacientes con
leucocitosis, pero no se indicaba el umbral de recuento de leucocitos a partir del cual
aumentaba este riesgo [15]. En un articulo publicado en el afio 2020, por Ronner et al
[16], se demostro que la leucocitosis persistente en la PV se asociaba a una progresion de
la enfermedad, pero no a la trombosis. Los estudios previos a este articulo, se limitaban a

determinar la cifra de leucocitos al diagnostico pero no realizaban un estudio evolutivo.

Dentro de los factores especificos de la PV, la mutacion JAK-2 tiene un papel
fundamental en el estado proinflamatorio y protrombotico al promover la activacion de
moléculas inflamatorias, aumentar la hiperviscosidad plasmatica y provocar cambios en
el endotelio, en factores de la coagulacion y en células como plaquetas y granulocitos
[17]. En este sentido, la carga alélica calculada a través de una ratio (JAK-2 mutado/JAK-
2 no mutado) ha sido objeto de investigacion para intentar relacionarla con el riesgo de
trombosis. Asi, diferentes resultados parecen indicar que una ratio entre un 50-75% podria
identificar pacientes con mayor riesgo trombotico, pero dicha relacion no se ha validado

formalmente [18].

Como mecanismo adicional, en pacientes con PV se observa un aumento de los
marcadores de activacion de leucocitos, plaquetas y células endoteliales: CD11b,
Fosfatasa alcalina leucocitaria, actividad de la elastasa o mieloperoxidasa en el caso de
los leucocitos; factor von Willebrand y trombomodulina en el caso de células
endoteliales; y la molécula de adhesion P-selectina en las plaquetas activadas [18] . Estos
marcadores no han sido relacionados de manera estadisticamente significativa con el

riesgo trombotico hasta el momento.

En cuanto al sistema de la coagulacion, se ha demostrado que los pacientes con PV tienen

un aumento significativo de marcadores como complejos trombina-antitrombina,



fragmentos de protrombina y D-dimero [18]. Sin embargo, el estudio basico de la
coagulacion en el que medimos los tiempos de coagulacion estandar, no suele estar

alterado en estos pacientes.

1.3. PRUEBAS GLOBALES DE LA HEMOSTASIA

A excepcion de la edad y la historia previa de trombosis, apenas se han encontrado otros
factores relacionados de forma significativa con el riesgo trombotico. Esta falta de
variedad provoca que no existan escalas o herramientas Optimas para individualizar el
pronostico de los pacientes o que recojan el impacto de los nuevos tratamientos en la
reduccion del riesgo. La compleja fisiopatologia de la enfermedad dificulta discernir qué
pardmetros predicen con mayor fiabilidad el riesgo de sufrir eventos trombdticos y los
resultados de los andlisis basicos de hematimetria y hemostasia no resultan suficientes
para evaluar este riesgo. Por ello, surge la necesidad de utilizar nuevos métodos que
proporcionen una vision global de los mecanismos implicados en la hemostasia y que

permitan estudiar la interrelacion entre los distintos componentes del sistema.

Una herramienta que podria ser util en este contexto son las pruebas o ensayos globales
de la hemostasia. Las técnicas de este tipo mas desarrolladas son el test de generacion de

trombina (TGT) y la tromboelastometria rotacional (ROTEM).

El TGT evalta la capacidad de formaciéon de trombina total de una muestra tras la
activacion de la coagulacion; la trombinografia automatica calibrada (CAT, por sus siglas
en inglés) es la técnica mas utilizada. La muestra se puede analizar en presencia o
ausencia del factor tisular y fosfolipidos, con plasma pobre en plaquetas (PPP) o plasma

rico en plaquetas (PRP) [19].

Por su parte, la ROTEM es una técnica capaz de estudiar la interaccion entre distintos
componentes del sistema hemostatico al trabajar con sangre total y analizar en tiempo

real las caracteristicas cinéticas y viscoelasticas del codgulo [19].

Estas pruebas han sido estudiadas en escasas ocasiones con diferentes resultados en el
contexto de la PV. Tripodi et al. [20], realizaron un estudio transversal con pacientes
diagnosticados de NMPC Filadelfia negativas desde febrero del 2010 hasta febrero del
2012, en el que tras analizar el TGT y la ROTEM, se obtuvieron resultados hacia un
disbalance protrombotico en los pacientes con NMPC, pero no se pudo establecer una

relacidon de causalidad debido a la naturaleza del estudio.



En el ano 2018, Lim et al. [21] demostraron que sujetos con NMPC presentaban una
tendencia a la hipercoagulabilidad de manera més intensa que controles sanos segtn los
resultados de estas pruebas. Como limitacion, no se realiz6 un andlisis evolutivo de los
pacientes y la mayoria ya habian comenzado un tratamiento al iniciar el estudio, por lo

que los resultados podrian haber diferido en aquellos libres de terapia.

Dados estos antecedentes, se pone de manifiesto la necesidad de realizar estudios
prospectivos, evolutivos (con un seguimiento adecuado de los pacientes para recoger los
cambios que se produzcan en el sistema hemostatico), con nuevas técnicas
complementarias que aporten una vision global como el TGT y la ROTEM, y con
objetivos o end-points de tipo clinico para poder analizar si los resultados tienen relacion

con la ocurrencia de trombosis y con el impacto de las estrategias terapéuticas.

2. HIPOTESIS

En la PV se dan cambios en el sistema de la hemostasia que favorecen un estado
protrombotico que se puede ver reflejado en los resultados de los ensayos globales de la

hemostasia como la generacion de trombina y la tromboelastometria rotacional.

La demostracion en el laboratorio de hemostasia de estas alteraciones asociada a las
manifestaciones clinicas podria ser una fuente de informacién para el manejo adecuado

de estos pacientes.

3. OBJETIVOS

1. Objetivo principal: analizar las pruebas globales de la hemostasia en pacientes con
PV y su relacion con el riesgo trombdtico durante la evolucion de la enfermedad.

2. Objetivos secundarios:

A. Medir la tasa de incidencia de eventos trombdticos durante el tiempo de estudio.

B. Determinar las caracteristicas clinicas y otro tipo de caracteristicas analiticas de
interés en pacientes con PV.

C. Analizar la asociacion de los factores de riesgo cardiovascular con las alteraciones
de hipercoagulabilidad y los eventos tromboticos.

D. Analizar los cambios evolutivos de los pardmetros hemostaticos inducidos por el

tratamiento.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO GLOBAL

Se propone un estudio analitico, observacional, con una cohorte ambispectiva de base
hospitalaria y multicéntrica. La cohorte del estudio estara formada por dos grupos que se

detallaran en apartados posteriores:

- Grupo 1: pacientes incluidos previamente en el registro del grupo GEMFIN
(Grupo Espaiol de Neoplasias Mieloproliferativas Filadelfia Negativas).
- Grupo 2: cohorte prospectiva propiamente dicha, formada por pacientes con PV

de nuevo diagnostico.

4.2. LUGAR — CONTEXTO DEL ESTUDIO

El Hospital General Universitario de Alicante (HGUA) sera el centro investigador
principal. Los pacientes perteneceran al area de salud de dicho hospital y al resto de
hospitales de la provincia que se adhieran al proyecto. La recogida de muestras
sanguineas deberd realizarse en el HGUA, donde se realizaran las pruebas de laboratorio
pertinentes, incluyendo los ensayos globales de hemostasia en el area de Hemostasia y

Trombosis del servicio de Hematologia y Hemoterapia.

4.3. TIEMPO DE EJECUCION

Previamente a la presentacion del proyecto, se ha realizado un primer analisis de los datos
del registro GEMFIN, con la recogida de los mismos en una hoja tipo Excel durante los
meses de marzo y abril del 2021. El estudio proseguira desde agosto del 2021, con una
duracion aproximada de 3 afios, incluyendo el periodo de reclutamiento de pacientes,

seguimiento, analisis de los datos y redaccion de los resultados y conclusiones.

4.4. SUJETOS

Poblacion diana: pacientes con PV diagnosticados en el HGUA y en otros hospitales de

la provincia de Alicante, independientemente de su estado terapéutico.

Poblacion accesible: sujetos incluidos en el registro GEMFIN previamente al inicio del
estudio y pacientes de nuevo diagndstico de la provincia de Alicante de los que se pueda

disponer de su historial clinico y sus pruebas de laboratorio previa obtencion del



consentimiento informado. Los pacientes reclutados deben cumplir todos los criterios de

inclusion y ninguno de los criterios de exclusion siguientes:

Criterios de inclusion:

e Sujetos con adecuada adherencia terapéutica y disponibles para mantener un
seguimiento clinico durante al menos 1 afio.

o Edad > 18 afios.

o Disponer del consentimiento informado por escrito para la participacion en el
estudio.

e Cumplimiento de los criterios diagndsticos de PV de novo segin la ultima edicién
de la Clasificacion de Neoplasias hematologicas y Linfomas de la Organizacion

Mundial de la Salud [1] (Tabla 1).

El diagnéstico de PV requiere cumplir todos los criterios mayores o los 2 primeros
criterios mayores y el criterio menor:
Criterios mayores:

1. Hemoglobina >16.5 g/dL en hombres, > 16 g/dL en mujeres, o Hematocrito
>49% en hombres, >48% en mujeres o aumento de la masa eritrocitaria (>25%
por encima del valor normal).

2. Biopsia de médula o6sea que demuestre una hipercelularidad trilineal
(panmielosis) para la edad del paciente, con proliferacion prominente eritroide,
granulocitica y megacariocitica.

3. Presencia de la mutacion JAK2 V617F u otra mutacion del JAK2 como las del
exon 12.

Criterios menores:

1. Nivel de eritropoyetina sérica por debajo del valor de referencia normal.

El criterio mayor numero 2 puede no ser necesario en caso de eritrocitosis mantenida
definida como niveles de hemoglobina >18.5 g/dL o hematocrito >55.5% en hombres,
hemoglobina >16.5 g/dL o hematocrito >49.5% en mujeres, en caso de estar presentes

el criterio mayor 3 y el criterio menor.

Tabla 1. Criterios diagnosticos de PV. Adaptado de: WHO Classification of Tumours of Haematopoietic
and Lymphoid Tissues [1].



Criterios de exclusion:

Sujetos que no cumplan los criterios diagndsticos de PV.

Pacientes con diagnostico de otras NMPC.

Pacientes con PV que de manera adicional presenten otro tipo de trombofilias que

puedan actuar como factores de confusion: mutacion para el factor V Leyden en

homo o heterocigosis, mutacion del gen de la protrombina, pacientes con déficit

de la proteina C, S o de la antitrombina III.

Sujetos que se prevea que puedan estar no localizables (por antecedentes de mala

adherencia terapéutica o ausencia a consultas previas, por mudanza)

Pacientes de los que no se disponga su historia clinica.

4.5. TAMANO MUESTRAL

El muestreo se realizara de forma consecutiva, no aleatorizada. Para calcular el tamafio

muestral se ha seguido la regla de “10 por evento explicativo”. De esta manera, para poder

realizar un analisis multivariante y teniendo en cuenta las variables independientes, y la

incidencia de la trombosis en la enfermedad, el tamano muestral debe estar en torno a 150

pacientes.

4.6. VARIABLES DEL ESTUDIO

1. Datos sociodemograficos: edad, sexo.

2. Variables clinicas (atendiendo a los objetivos secundarios):

Fecha de diagnostico, fecha de Gltimo seguimiento.

FRCV:

o

O

Hipertension arterial: diagnosticada o en tratamiento.

Habito tabaquico

Dislipidemia: diagnosticado previamente o en tratamiento por
hipercolesterolemia.

Diabetes Mellitus: pacientes en tratamiento con antidiabéticos orales o

insulina.

Tratamiento recibido:

o

Flebotomias o eritroaféresis: realizadas para reducir rdpidamente el riesgo
trombotico asociado a la hiperviscosidad y al enlentecimiento del flujo

sanguineo como consecuencia del aumento de la masa eritrocitaria.



o Tratamiento citorreductor tanto de primera como de segunda linea

(Hidroxiurea, Interferon alfa-pegilado, Ruxolitinib, Busulfan).

—> Variables clinicas definidas como eventos de interés (variable dependiente para el

objetivo principal y objetivo 24):

o Trombosis arterial: en cualquier territorio, diagnosticada en las pruebas de imagen
pertinentes: angiografia vascular por tomografia computarizada o por resonancia
magnética, angiografia por catéter, ecografia doppler, coronariografia,
angiografia cerebral.

e Trombosis venosa: en cualquier territorio, diagnosticada por ecografia doppler de
la zona afectada, angiografia vascular, gammagrafia pulmonar de
ventilacion/perfusion, fondo de ojo.

e Clinica de microtrombosis: dada la dificultad de su diagndstico, se recogeran los

episodios de eritromelalgia.

3. Variables analiticas:
- Pruebas globales de la hemostasia (variables independientes para el objetivo

principal):

Test de generacion de trombina (Figura 1): las variables mas representativas son [19]:
e Pico: maxima concentracion de trombina obtenida (en nanomoles).
o Potencial endégeno de trombina: capacidad total de generacion de trombina

(nanomoles por minutos).

Tromboelastometria rotacional (Figura 2): las variables mas representativas son [19]:
e Mixima amplitud o firmeza del coiagulo (mm): amplitud maxima que se
alcanza antes de que el coagulo se disuelva por fibrindlisis. Relacionada con los
factores de la coagulacion, plaquetas y el fibrindgeno.
« Indice de lisis a los 30 minutos (%): representa la fibrinélisis 30 minutos después

del tiempo de coagulacion. Se relaciona con la intensidad de la fibrin6lisis.
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Figura 1. Trombograma del TGT. Pardmetros de mayor interés: Pico y Potencial Endégeno de trombina.
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Figura 2. Perfil de formacion y lisis del codgulo obtenido por ROTEM. Parametros de mayor interés:

Maxima firmeza del coagulo, Lisis 30. [22]

- Resto de variables analiticas (atendiendo a los objetivos secundarios):
e Valores hematimétricos: concentraciéon de hemoglobina (en g/dL), hematocrito
(expresado en porcentaje), cifra de leucocitos en sangre periférica (con unidades

del sistema internacional: x10°/L), cifra de plaquetas en sangre periférica
(x10°/L).



Valores del estudio bésico de la coagulacion: Tiempo de tromboplastina parcial
activada (APTT), Tiempo de protrombina (TP), Tiempo de trombina (TT) e indice
de Quick (IQ).

Niveles de eritropoyetina sérica (EPO) (mU/mL).

Estado mutacional del paciente: presencia de la mutacion JAK-2 (V617F en el

exon 14 o la mutacion del exén 12).

4.7. METODOLOGIA PARA LA RECOGIDA DE VARIABLES

Cohorte de estudio: los dos grupos de pacientes que participaran son:

Grupo 1: pacientes incluidos en el registro GEMFIN hasta 12 meses antes del
comienzo del estudio, en los que se recogeran las variables anteriormente
expuestas, independientemente de su estado de enfermedad y del tratamiento
recibido. Todos ellos pertenecen al HGUA.

Grupo 2: cohorte prospectiva con pacientes de nuevo diagnostico. El periodo de
reclutamiento comprendera desde el 1 de agosto del 2021 hasta el 1 de agosto del

2023 y se incluirén pacientes diagnosticados en toda la provincia.

Procedimiento de recogida de variables: se realizara por parte del investigador

principal fundamentalmente. En la primera visita, se solicitara a los pacientes participar

en el proyecto, aclarando las dudas que puedan surgir y se les entregara el Documento de

consentimiento informado (Anexo 1) que deberan firmar si aceptan participar. Se

rellenara la Hoja de registro de datos (Anexo 2) y tras ello una hoja de calculo Excel para

su analisis posterior, de manera anénima. El procedimiento sera el siguiente:

- Grupo 1 (GEMFIN):

Datos sociodemograficos, clinicos y el estado mutacional del paciente: se
extraeran del registro GEMFIN.
La determinacion de las pruebas globales de la hemostasia y del resto de variables

analiticas se realizara en una Unica visita al comienzo del estudio en el HGUA.

- Grupo 2: los momentos de la evolucion y las variables que se recogeran son:

Al diagndstico: sociodemograficas, clinicas y analiticas. Se realizard antes de
iniciar un tratamiento para conocer el estado basal (siempre que no comprometa
el prondstico del paciente). El andlisis de la mutacion JAK-2 se realizard

unicamente en este punto.



e A los 4 meses del diagndstico: variables clinicas y analiticas.
e Alos 12 meses del diagndstico: variables clinicas y tltima determinacion de las

variables analiticas.

Las muestras requeridas son: 1 tubo con EDTA, para el hemograma; 1 tubo de suero, para
la EPO; y 3 tubo con citrato, para el estudio de coagulacién, el TGT (con plasma rico en
plaquetas) y la ROTEM (con sangre total). La extraccion debera tener lugar en el HGUA

para mantener la calidad de la muestra.

Segun este procedimiento, se podran delimitar 3 periodos de estudio en base a las visitas
programadas, como se observa en la Figura 3. La cohorte prospectiva formada por
pacientes de nuevo diagnostico se incluira en todos los periodos. En cambio, los pacientes

del registro GEMFIN iniciaran el seguimiento directamente desde el periodo tardio.

Datos al diagnéstico: clinicos, analiticos (pruebas globales de
hemostasia, hematimetria, estudio basico de coagulacién, EPO,
JAK-2)
4 meses: clinicos, analiticos (pruebas globales
de hemostasia, hematimetria, estudio basico
12 meses: clinicos, analiticos (pruebas
de coagulacién, EPO)
globales de hemostasia, hematimetria,
estudio basico de coagulacion, EPO)
PERIODO
PRECOZ
PERIODO INTERMMEDIO
PERIODO TARDIO
0 4 meses 12 meses

Tiempo desde el diagndstico

Seguimiento

v

Figura 3. Periodos de estudio y seguimiento.

Seguimiento: todos los participantes tendran un seguimiento de minimo 12 meses desde
la inclusion. El primer afio se realizard una consulta cada 4 meses, que podra coincidir

con la que los pacientes realicen en sus hospitales de referencia; si no es asi, el



investigador principal realizard una consulta telefonica. Posteriormente, las visitas se
podréan espaciar segun lo acordado en la reunion entre los distintos centros participantes.
En ambos casos, el investigador principal o los médicos asociados rellenaran los

apartados pertinentes de la hoja de registro de datos.

La notificacion de los eventos tromboticos se realizard siempre que ocurra

independientemente de si coincide o no con una visita programada.

4.8 ANALISIS DE DATOS

El analisis estadistico se realizara con el software IBM SPSS Statistics. Los datos seran
depurados y registrados de forma anénima. La significacion estadistica se fijara en un

valor de P<0.05; todos los contrastes se realizaran de forma bilateral.

Analisis descriptivo (util para todos los objetivos):

e Variables cualitativas: frecuencias absolutas y porcentajes.

e Variables cuantitativas: se llevard a cabo el test de Kolmogorov-Smirnov para
evaluar la normalidad de su distribucion. Tras ello, se calcularan las medidas de

tendencia central y dispersion correspondientes.

Analisis para el objetivo principal, 2C y 2D:

e Analisis univariante: las variables independientes seran todas las variables clinicas
(FRCV, tratamiento) y analiticas del estudio y la dependiente sera el desarrollo de
eventos tromboticos (categorizada como si/no). Segin el tipo de variable

independiente, el test estadistico utilizado sera:

o Variable categdrica: test de X* de Pearson o prueba exacta de Fisher.

o Variable cuantitativa continua: T de Student o U de Mann-Whitney segiin
sea normal o no la distribucion de la variable cuantitativa,
respectivamente. Si analizdramos los eventos tromboticos como variable
respuesta con tres categorias (microvasculatura, arteriales, venosos): test
del Analisis de la Varianza (ANOVA) o test de Kruskall-Wallis segun la
normalidad.

o Medida de asociacion: Riesgo Relativo, con un intervalo de confianza del
95%.

e Analisis multivariante: se realizara para controlar la confusion, con un modelo de

regresion logistica en el que se incluyan las variables tanto clinicas como analiticas



(sobre todo las mas representativas para el proyecto: TGT, ROTEM y FRCV) que
hayan resultado ser estadisticamente significativas en el analisis anterior, empleando
como variable dependiente el desarrollo de evento trombotico.

e Se realizara un analisis para cada periodo de seguimiento (Figura 3) segun los datos
del analisis al inicio de cada periodo.

e Para la comparacion de medidas repetidas o pareadas (ejemplo, un pardmetro
hemostatico en distintos puntos de la evolucion): test de Wilcoxon para variables

cuantitativas continuas.

4.9. DIFICULTADES Y LIMITACIONES

- Sesgo de seleccion: por pérdidas durante el seguimiento al tratarse de un estudio de larga
evolucion. Con las consultas programadas cada 4 meses se espera minimizar dicha

pérdida.

- Tamafio muestral: se ha aplicado un tiempo de reclutamiento en el que se pretende
obtener el numero de pacientes adecuado; si esto no ocurriera, cabria la posibilidad de

ampliar el tiempo de reclutamiento del estudio.

- Datos perdidos: el registro GEMFIN puede no contener todos los datos necesarios segiin
se haya realizado correctamente dicho registro en el pasado. Probablemente existen datos
analiticos y sobre todo de tipo clinico (eventos tromboticos) que no han sido incluidos.
Seria preciso realizar una actualizacion del registro para no cometer un sesgo de

informacion en este grupo de pacientes.

- Error de medicion por dificultades en la conservacion y transporte de la muestra: las
muestras en citrato deben procesarse dentro de las 3 primeras horas tras su extraccion o
bien, ser transportadas a una temperatura de — 80°C. Por ello, se deben extraer en el

HGUA como primera opcion.

- Factor de confusion y modificacion del efecto: dado que no existe una aleatorizacion,
son grupos heterogéneos en los que pueden existir variables confusoras y modificadoras

de efecto. Para evaluarlas, se realizara un procedimiento multivariante.

- Sobreajuste del modelo: en el andlisis multivariante se tendran en cuenta las variables
clinicas y analiticas mas representativas para disminuir la complejidad del modelo. De

esta manera, podria ser mas sencillo de reproducir en estudios posteriores.



- Al tratarse de un estudio multicéntrico, en la primera reunion que se realice con el resto
de centros participantes, se homogeneizaran los protocolos de tratamiento y seguimiento
de los pacientes, para asi poder evitar diferencias de este tipo que puedan influir en el

analisis estadistico.

5. ASPECTOS ETICOS

Se seguiran las normas de buena préctica clinica para los estudios epidemioldgicos. Para
la redaccion de este proyecto y para el analisis preliminar del registro GEMFIN, se ha
solicitado la aprobacion por parte de la Oficina de Investigacion Responsable de la
Universidad Miguel Hernandez, siendo aceptada. Para la realizacion completa del
proyecto, se ha solicitado la aprobacion por parte del Comité de Etica e Investigacion
Clinica de los hospitales implicados, haciendo entrega a dichos comités las hojas de

consentimiento informado y el protocolo de estudio.

Se mantendréa en todo momento la confidencialidad de la informacion de los sujetos. Los
datos que se recojan en la hoja de registro sera anonimizada, utilizando inicamente un

codigo de identificacion que se aplicara a cada paciente en el momento de su inclusion.

6. PLAN DE TRABAJO

6.1. DISTRIBUCION DE TAREAS DEL EQUIPO INVESTIGADOR

Investigador principal: Ana Garz6 Moreno, encargada de la recogida de datos que se
realice en el HGUA, del registro de los mismos en la hoja de célculo tipo Excel, del
analisis estadistico y de la redaccion de los resultados y conclusiones. Velard, a su vez,

para que se mantenga la confidencialidad.

Resto de investigadores: facultativos especialistas o médicos internos residentes de
Hematologia y Hemoterapia de hospitales de la provincia de Alicante en los que se
diagnostiquen pacientes de novo; rellenardn la hoja de registro de datos en las visitas
durante el seguimiento en las que el paciente no acuda al HGUA. Esta hoja de registro

sera posteriormente remitida al investigador principal.

6.2. CRONOGRAMA DE LAS ACTIVIDADES

En la Tabla 2 se especifica el tiempo de ejecucion esperado de cada actividad y las tareas

a llevar a cabo.



Marzo 2021 — Abril 2021

Primer analisis del registro GEMFIN

Junio 2021

Presentacion del proyecto al Comité Etico

de Investigacion de los hospitales

implicados.

Agosto 2021 — Septiembre 2021

Reunion con el resto de los hospitales

comarcales para la presentacion y

explicacion del proyecto.

Septiembre 2021 — Noviembre 2021

Analisis en profundidad de los datos del
registro GEMFIN y recogida de variables
del grupo 1.

Agosto 2021 — Agosto 2023

Periodo de reclutamiento del grupo 2 y

recogida de variables para este grupo

Periodo de seguimiento: 12 meses

Visitas cada 4 meses de la inclusion de los
pacientes tanto del grupo 1 como del grupo

2

Aproximadamente a partir de Agosto 2024

Analisis de los datos de manera

retrospectiva, con redaccion de los

resultados y conclusiones

Final del proyecto: Agosto 2024

Tabla 2. Cronograma de las actividades del proyecto.

7. RESULTADOS

Tal y como se ha explicado en anteriores apartados, se ha realizado un primer analisis de

los datos del registro GEMFIN para conocer las caracteristicas de la poblacion que se

pretende incluir en el estudio. En dicho archivo los pacientes estan ordenados a través de

un codigo seglin la fecha de registro, totalmente anonimizados, sin poder acceder a sus

datos personales ni historia clinica.

Se presenta a continuacion los resultados de este analisis descriptivo:




El archivo cuenta con 50 pacientes diagnosticados de PV desde el afio 1994, con
un mayor nimero de pacientes diagnosticados en los tltimos 10 afios.

39 de los pacientes son varones y 11 son mujeres.

Frecuencia de los FRCV: hébito tabaquico estd presente en 22 pacientes (44%),
la Diabetes Mellitus en 6 (12%), hipertension arterial en 29 (58%), dislipemia en
16 (32%) y fibrilacion auricular en 4 pacientes (8%).

Parametros analiticos:

- Distribucion normal, segun la prueba de Komolgorov-Smirnov:
Hemoglobina, con una media de 17.80 g/dL; el hematocrito, con una
media del 55.13%; la cifra plaquetar (428 x10"9/L de media) y el
colesterol (175 mmol/L de media).

- Distribucion no normal: volumen corpuscular medio (VCM), con una
mediana de 146 fl; recuento de leucocitos, con una mediana de 10x1079/L
y ferritina, cuya mediana es de 124 ng/mL.

Eventos trombdticos: de los 50 pacientes del registro, habian presentado
trombosis previamente al diagnostico 7 de ellos; 5 sufrieron un episodio de
trombosis arterial, 1 paciente sufrié una trombosis venosa y 1 paciente presentd
eventos tromboticos previos en ambas localizaciones. En el momento del
diagnostico, 2 pacientes sufrieron trombosis, ambos de tipo arterial. Ninglin
paciente debuté con hemorragia. En cuanto a la mutacién de JAK-2, todos los
pacientes presentaron la mutacion V617F del exén 14, excepto 2 de ellos en los
que fue negativa 'y 7 en los que no se disponia de este dato.

Tratamiento recibido: 38 iniciaron Hidroxiurea al diagndstico y las indicaciones
para su uso fueron:

- En 29 de ellos por tener > 60 afios (en 4 de ellos coincidia a su vez la
historia previa de trombosis),

- 3 por historia personal de trombosis sin otro criterio

- En 4 de ellos por presentar trombocitosis

- 2 deellos por la sintomatologia (eritromelalgia y parestesias en un sujeto,
prurito incoercible en el otro paciente).

Evolucion terapéutica: De los 38 pacientes que iniciaron tratamiento, 6 la
interrumpieron por resistencia a Hidroxiurea y 7 por intolerancia a la misma.

Posteriormente, 8 de ellos iniciaron citorreduccion de segunda linea con



Ruxolitinib, 1 con interferon alfa y 1 con anagrelide. El resto, se mantuvo sin

tratamiento con estabilidad durante el seguimiento hasta la actualidad.

Interpretacion de los resultados preliminares: La incidencia de trombosis en estos
pacientes no coincide con la incidencia de trombosis de la enfermedad segun la revision
bibliografica realizada. Dado que probablemente existan datos no registrados
correctamente, esto podria estar en relacion con que no se haya observado una asociacion
estadisticamente significativa entre los eventos tromboticos y los FRCV o las variables
analiticas mas relevantes del registro (Hb, Hto, leucocitos y plaquetas). No obstante, se
ha decidido incluir este grupo de pacientes en el presente proyecto para observar las
caracteristicas de su estado de hipercoagulabilidad tras una evolucion y tratamiento de
larga evolucion. En el momento del andlisis, la mayoria presentaban un tiempo de
evolucion de mas de 12 meses, por lo que podrian ser incluidos en el Grupo 1 descrito en

el apartado 4.7.

8. JUSTIFICACION, APLICABILIDAD PRACTICA DEL
PROYECTO

Este proyecto de investigacion pretende aportar nuevos datos en las zonas de
conocimiento de la PV en las que existe una falta de evidencia reciente o en las que no
hay cohesion en las distintas investigaciones, a través del estudio de las técnicas globales
de la coagulacion. Con esta herramienta se podria ampliar la informacién acerca de la
fisiopatologia de la PV, determinar si existen otros indicadores de riesgo de trombosis
ademas de los clésicos y evaluar el impacto del tratamiento en la evolucién de los
parametros estudiados. Con todo, podria constituir una contribucion adicional a la hora

de la toma de decisiones clinicas basadas en la evidencia.

Una posible mejora asociada a este proyecto seria la realizacion de un estudio basado en
las recomendaciones del estatuto TRIPOD [23], por el que se especifican los items que
deberian cumplir los estudios que pretenden desarrollar o validar un modelo predictivo o
un modelo diagnostico (Anexo 3). Este tipo de estudios requieren dos fases: en primer
lugar, desarrollar el modelo en una cohorte de derivacion o entrenamiento y, en segundo

lugar, validar el modelo en una cohorte de validacion.



Si el presente proyecto consigue sus objetivos, podria servir como base de un proyecto de
mayor envergadura para desarrollar un modelo predictivo y para la creacion, a su vez, de

una escala de puntuacion pronostica.

9. PRESUPUESTO

Gastos de personal: las tareas realizadas por parte del investigador principal y el resto de

investigadores no supondran ningin gasto adicional.
Gastos de ejecucion aproximados:

- Pruebas globales de la hemostasia:
= Test de generacion de trombina: 8000 €
» Tromboelastometria: 8000 €
- Resto de variables analiticas (pardmetros hematimétricos, estudio basico
de hemostasia, determinacion de eritropoyetina sérica, mutacion JAK-2):

no precisa de presupuesto adicional, pues se realizan de manera rutinaria.
Gastos de viaje aproximados:

- Transporte de muestras: a tener en cuenta en los casos que no se pueda
desplazar el paciente al HGUA y hubiese que transportar las muestras con

citrato a una temperatura 6ptima de conservacion: 1000 €

TOTAL: se asigna al proyecto un total aproximado de 20.000 € de presupuesto.

10. CONTRIBUCION DEL ALUMNO

La elaboracion de este proyecto en su totalidad ha sido efectuada por parte del alumno
que lo presenta, con la colaboracion del tutor. Se incluyen en las actividades realizadas la
busqueda bibliografica, con una lectura critica de la literatura, la elaboracion del disefio

y las relacionadas con el primer andlisis del registro GEMFIN.
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ANEXO 1. DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LOS PARTICIPANTES DEL PROYECTO
“ESTUDIO EVOLUTIVO DE LOS PARAMETROS DE HIPERCOAGULABILIDAD EN
PACIENTES CON POLICITEMIA VERA Y SU CORRELACION CON LOS EVENTOS

TROMBOTICOS”

Investigador principal: Ana Garzé Moreno. Médico Interno Residente (M.I.R.) de Hematologia
y Hemoterapia en el Hospital General Universitario de Alicante.

Contacto con el investigador principal: 965933000, garzo_ana@gva.es.

El Hospital General Universitario de Alicante y el investigador principal le invitan a participar en
el proyecto al que hace referencia este consentimiento informado, debido a su reciente o antiguo

diagndstico de Policitemia Vera.

En esta enfermedad existe un mayor riesgo de complicaciones tromboembdlicas (por ejemplo,
infartos de corazon o ictus cerebrales), que se han visto relacionadas con algunos factores como
la edad avanzada o el haber sufrido previamente alguna de ellas. Existen otros factores clinicos
o alteraciones analiticas (como por ejemplo ser hipertenso, fumador, tener los glébulos blancos
en sangre aumentados) que parece que también aumentan el riesgo de tener complicaciones
trombdticas, pero actualmente aun faltan muchos factores por estudiar. Entre ellos, en este
estudio nos centramos en las células o proteinas que actian en la coagulacién de la sangre

(proceso que ocurre cuando nuestro organismo quiere frenar alguna hemorragia o sangrado).

El objetivo de este estudio es analizar la coagulacion de la sangre mediante algunas pruebas
analiticas diferentes a las utilizadas en las visitas rutinarias, para comprobar si su alteracién nos
puede indicar qué pacientes tendran mas riesgo de tener alguna complicacion trombética. Para
ello se realizaran 3 analiticas de sangre: cuando le diagnostiquen la enfermedad, a los 4y a los
12 meses. Posteriormente, se hara un seguimiento personal cada 4 meses (puede coincidir con
las consultas que tenga en su hospital de referencia o se realizara por teléfono con el investigador

principal).

e Posibles riesgos del estudio: ninguno, unicamente se requiere de analiticas de sangre.
El estudio no tendra ninguna influencia en el tratamiento que reciba para su enfermedad,
que seguira las mismas indicaciones que otros pacientes fuera del estudio.

e Posibles beneficios del estudio: contribuira al mejor conocimiento de su enfermedad y a
nivel individual, se realizara un seguimiento estrecho con un control adecuado de las
complicaciones que puedan surgir.

e Publicacion cientifica y confidencialidad: al participar en el estudio, usted autoriza a que

los resultados del mismo puedan ser utilizados para publicaciones de revistas médicas,
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trabajos de congresos o presentaciones, pero su identidad y sus datos clinicos se
mantendran en el anonimato, manteniendo la confidencialidad.

e Revocacion del consentimiento: podra retirarse el estudio siempre que lo desee y esto
no perjudicara su calidad de paciente.

OTORGACION del consentimiento: al firmar el presente documento, declaro que:

e Se me ha explicado lo sefialado precedentemente, incluyendo el derecho a revocar este
consentimiento para participar en el estudio, sin que ello suponga ningun perjuicio para
mi persona.

o El consentimiento estda dado voluntariamente, sin haberse producido ningun tipo de

coaccion.

Nombres y apellidos del paciente: D./Dia/

Nombre y apellidos del representante legal/familiar: D./Dfia/

D.N.I. del paciente/representante:

Firma del paciente/representante:

En: ,a de del 20 .

Nombre del profesional sanitario que informa:
D./Dfa.:

N° de colegiado:

Firma del profesional:

DENECAGION O REVOCACION del consentimiento: tras ser informado de la naturaleza de

este estudio, manifiesto de forma libre y consciente mi Denegacion/Revocacion de

consentimiento para mi participaciéon, haciéndome responsable de las consecuencias que

pueden derivarse de esta decision:
Firma del paciente:

Firma del tutor o representante legal:
Firma del profesional:

En ,a de del 20




ANEXO 2. HOJA DE REGISTRO DE DATOS

PROYECTO “ESTUDIO EVOLUTIVO DE LOS PARAMETROS DE HIPERCOAGULABILIDAD
EN PACIENTES CON POLICITEMIA VERA Y SU CORRELACION CON LOS EVENTOS
TROMBOTICOS”

PACIENTE

- Cddigo en el estudio:

- Hospital de procedencia:

- Fecha de nacimiento:

- Sexo:

- FRCV (marcar con una x)

- Iniciales: o HIA O
- Fecha de diagnéstico: o Tabaco O
- Fecha de ultimo seguimiento: o DLP O
- Fecha deinclusion en el estudio:
DATOS ANALITICOS
AL DIAGNOSTICO 4 MESES 12 MESES

TGT - Pico: - Pico: - Pico:

- Potencial enddgeno de | - Potencial endégeno de | - Potencial enddgeno de

trombina: trombina: trombina:
ROTEM - Méaxima amplitud o - Maxima amplitud o - Maxima amplitud o

firmeza: firmeza: firmeza:

- Lisis 30min: - Lisis 30min: - Lisis 30min:
Hematimetria - Hemoglobina: - Hemoglobina: - Hemoglobina:

- Hematocrito: - Hematocrito: - Hematocrito:

- Leucocitos: - Leucocitos: - Leucocitos:

- Plaquetas: - Plaquetas: - Plaquetas:
Estudio basico de - APTT: - APTT: - APTT:
coagulaciéon

-TP: -TP: -TP:

-1Q: -1Q: -1Q:

-TT: -TT: -TT:
Eritropoyetina sérica




ANEXO 2. HOJA DE REGISTRO DE DATOS (continuacion)

DATOS CLINICOS: marcar con una x

EVENTO CLiNICO

FECHA

Trombosis de la microvasculatura o

Trombosis arterial:
- lctusoO
- Accidente isquémico transitorio O
- Infarto de miocardio O
- Otro (especificar):

Trombosis venosa:
- T.V.profunda o
- Tromboembolismo pulmonar o
- Tromboflebitis superficial O
- T.mesentérica O
- T.portal O
- Otro (especificar)

Tratamiento:
- Tipo de tratamiento:
o Flebotomias
o Citorreductor:
=  Primera linea
=  Segunda linea

- Indicacién:
o Edad > 60 afos
o Trombosis previa
o Otro (especificar):

SEGUIMIENTO

FECHA DE VISITA

EVENTO, OBSERVACIONES




ANEXO 3. DECLARACION TRIPOD: Transparent reporting of a multivariable

prediction model for individual prognosis or diagnosis [23].

Section/Topic Item Checklist Item Page

Title and abstract

Identify the study as developing and/or validating a multivariable prediction model,

Title ! D:v the target population, and the outcome to be predicted.

Provide a summary of objectives, study design, setting, participants, sample

Abstract 2 D;V . . L . )
size, predictors, outcome, statistical analysis, results, and conclusions.

Introduction

Explain the medical context (including whether diagnostic or prognostic) and
3a D;V | rationale for developing or validating the multivariable prediction model, including

Background L
d references to existing models.
ag. . 3b DV Specify the objectives, including whether the study describes the development
objectives ’ or validation of the model or both.
Methods
4a DV Describe the study design or source of data (e.g., randomized trial, cohort, or
Source of data ’ reqistrv data). separately for the development and validation data sets. if
. Specify the key study dates, including start of accrual; end of accrual; and, if
4b D;V :
applicable, end of follow-up.
. Specify key elements of the study setting (e.g., primary care, secondary care,
5a D;v Lo . !
Particioant general population) including number and location of centres.
articipants 5b | D;V | Describe eligibility criteria for participants.

5¢c D;V Give details of treatments received, if relevant.

Clearly define the outcome that is predicted by the prediction model, including how

6a DV
Outcome and when assessed.
6b D;V Report any actions to blind assessment of the outcome to be predicted.
. Clearly define all predictors used in developing or validating the multivariable
7a D;v L : )
Predictors prediction modgl, mclud!nq how and when thev‘were measured.
7b DV Report any actions to blind assessment of predictors for the outcome and

other predictors.

Sample size 8 D;V Explain how the study size was arrived at.

Describe how missing data were handled (e.g., complete-case analysis,

Missing data 9 o0 single imputation, multiple imputation) with details of any imputation method.
10a D Describe how predictors were handled in the analyses.
Statistica 10b D Specify type of model, all model-building procedures (including any predictor
| analysis selection), and method for internal validation.
methods 10c \ For validation, describe how the predictions were calculated.
10d D:V Specify all measures used to assess model performance and, if relevant, to
’ compare multiple models.
10e V Describe any model updating (e.g., recalibration) arising from the validation, if done.
Risk groups 11 D;V Provide details on how risk groups were created, if done.
Development 12 Vv For validation, identify any differences from the development data in setting,
vs. validation eliqibility criteria, outcome, and predictors.
Results

Describe the flow of participants through the study, including the number of
Participants 13a D;V | participants with and without the outcome and, if applicable, a summary of the follow-
up time. A diagram may be helpful.

Describe the characteristics of the participants (basic demographics, clinical
13b | D;V | features, available predictors), including the number of participants with missing
data for predictors and outcome.

For validation, show a comparison with the development data of the distribution

13¢ v of important variables (demographics, predictors and outcome).
Model 14a D Specify the number of participants and outcome events in each analysis.
d If done, report the unadjusted association between each candidate predictor
evelopment 14b D and outcome
Model 153 D Present the full prediction model to allow predictions for individuals (i.e., all
e regression coefficients, and model intercept or baseline survival at a given time
specification 15b D Explain how to the use the prediction model.
Model 16 D;V Report performance measures (with Cls) for the prediction model.
performance
Model-updating | 17 v If done, report the results from any model updating (i.e., model specification,
model performance).
Discussion
Limitations 18 DV Discuss any Iim[tat_ions of the study (such as nonrepresentative sample, few events
per predictor, missing data).
19a v For validation, discuss the results with reference to performance in the
Interpretation d(-_:‘velooment da_ta. and any other validation data._ : _ _
19b D:V Give an overall interpretation of the results, considering objectives, limitations,
’ results from similar studies, and other relevant evidence.
Implications 20 D;V Discuss the potential clinical use of the model and implications for future research.
Other information
Supplementary 21 D:V Provide information about the availability of supplementary resources, such as
information ’ study protocol, Web calculator, and data sets.

Funding 22 D;V | Give the source of funding and the role of the funders for the present study.
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