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RESUMEN

Introduccion: La Policitemia Vera, la Trombocitemia Esencial y la Mielofibrosis Primaria son
Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas Filadelfia negativas clésicas, las cuales constituyen alte-
raciones clonales de la célula madre hematopoyética. La mutacion JAK2 V617F constituye un
marcador genético importante para el diagndstico de estas tres patologias.

Objetivo: Evaluar la frecuencia de la mutacion JAK2 V617F y su relacion con el diagnostico y
parametros clinicos especificos en pacientes cubanos con Neoplasias Mieloproliferativas Créni-
cas Filadelfia negativas clasicas.

Material y método: Se realizd una investigacion descriptiva retrospectiva que de 2012 a 2019
incluyd pacientes con Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas Filadelfia negativas clasicas remi-
tidos del servicio de Hematologia del Hospital Hermanos Ameijeiras, en Cuba. La deteccion de la
mutacion se realizé6 mediante PCR alelo-especifico cualitativa en el Laboratorio de Genética Mo-
lecular de esa institucion. Se evalu6 la relacion entre la mutacién y las variables clinicas selec-
cionadas a través de pruebas estadisticas correspondientes.

Resultados: De los 69 casos analizados, 39 (56.5%) resultaron positivos a la mutacion. La muta-
cion resulto significativamente mas frecuente en los pacientes con Policitemia Vera (34.8%, p =
0,005%), respecto a las otras 2 neoplasias mieloproliferativas cronicas. No encontramos asocia-
cion significativa de la mutacion respecto a las caracteristicas clinicas analizadas: complicaciones
y transformacion, en dichas patologias.

Conclusion: Los resultados obtenidos apoyan la utilidad de la deteccion de la mutacion JAK2
V617F en el diagndstico mas preciso de las patologias analizadas en especial, de la Policitemia
Vera. Sin embargo, no constituye un marcador genético independiente para la evolucion y el
pronostico de estas entidades.

Palabras clave: Mutacion JAK2 V617F, Neoplasias mieloproliferativas cronicas Ph negativas
clasicas, PCR alelo especifica cualitativa.
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INTRODUCCION

Las neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPC) son trastornos clonales de la célula madre
hematopoyética caracterizados por la proliferacion en la médula 6sea de una 0 mas de las lineas
celulares. @® Las mas notables en la practica clinica son la Leucemia Mieloide Crénica (LMC) y
las NMPC cromosoma Filadelfia (Ph) negativas clasicas, entre las que estan incluidas la Polici-
temia Vera (PV), la Trombocitemia Esencial (TE) y la Mielofibrosis Primaria (MFP). ¢

La PV es la mas comun de estas patologias con una incidencia anual a nivel mundial de 0.4-2.8
por cada 100 000 habitantes, la TE ocurre con una incidencia de 0,38 a 1,7 por 100 000 habitan-
tes y la MFP es la mas infrecuente con una incidencia de 0,1 a 1 por 100 000 habitantes. ® Es
preciso mencionar que muchos de los reportes han sido realizados en paises desarrollados por lo
que la incidencia de las NMPC en paises subdesarrollados pudiera estar subestimada. ®

La principal causa de morbimortalidad en pacientes con NMPC Ph negativas clésicas son las
complicaciones tromboticas, seguidas de las hemorragicas y de la evolucién a mielofibrosis o
leucemia aguda. ¢&*V

En el 90-95% de los pacientes con PV se ha identificado la mutacion adquirida V617F en el gen
que codifica a la proteina cinasa Jano 2 (JAK 2, del inglés Janus Kinase 2), que también aparece
en alrededor del 50% de los pacientes con TE y MP. 561219 En dicha mutacién se produce un
cambio de guanina (G) por timina (T) en la posicion 1849 del exon 14 en el gen JAK2 localizado
en el cromosoma 9. Esto se traduce en la sustitucion del aminoacido valina por fenilalanina en la
posicion 617 del dominio seudocinasa. Este cambio aminoacidico elimina la inhibicion que ejerce
dicho dominio sobre el dominio JH1 con actividad tirosina cinasa, aumentando la transduccién de
las sefiales de los factores de crecimiento, principalmente de la eritropoyetina, con el resultado
final de una excesiva proliferacion hematopoyética. *2*©

El descubrimiento de la mutacién JAK2 V617F en PV, TE y MP ha ocasionado tal impacto que
ha pasado a formar parte de los criterios mayores definidos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) a tener en cuenta para dar un diagnostico certero de las NMPC Ph negativas clasi-
cas. ¥ No obstante, la ausencia de la misma en cualquiera de estas patologias no excluye el dia-
gndstico. Asimismo, la presencia de esta mutacion no permite discriminar entre las distintas
NMPC, ni tampoco entre éstas y otras neoplasias mieloides, las cuales con menor frecuencia
pueden presentar esta alteracion molecular. Es por ello que se hace necesario utilizar otros crite-
rios diagnésticos clinicos, histolégicos y moleculares para su adecuada clasificacion.®®

Desde la descripcion de la mutacion JAK2 V617F han sido numerosos los grupos de trabajo inte-
resados en estudiar si la presencia de la mutacion esta asociada a un mayor riesgo de complica-
ciones y a la evolucion clinica de las NMPC Ph negativas. Sin embargo, los resultados son con-
tradictorios. Hasta el momento en nuestro pais, no se ha documentado las implicaciones clinicas
de la mutacion JAK2 V617F en los pacientes con NMPC Ph negativas clasicas estudiadas. Te-
niendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos como objetivo evaluar la frecuencia de la
mutacion JAK2 V617F y su relacidn con el diagndstico y parametros clinicos especificos en pa-
cientes cubanos con NMPC negativas clasicas.



Método

Estudio descriptivo retrospectivo de serie de casos que de 2012 a 2019 incluyd pacientes con
NMPC Ph negativas clasicas remitidos del servicio de Hematologia del Hospital Clinico Quirur-
gico “Hermanos Ameijeiras”, en Cuba.

Se usaron muestras de ADN obtenidas a partir de 200 pL de sangre total en EDTA (4 mL) perte-
necientes a pacientes con diagndstico clinico-morfoldgico de las siguientes neoplasias mieloproli-
ferativas crénicas: policitemia vera, trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria, que fueron
remitidos por el servicio de hematologia del Hospital Clinico Quirurgico “Hermanos Ameijei-
ras”.

La extraccion del material genético se realizo usando el estuche comercial High Pure PCR Tem-
plate Preparation Kit (Roche) siguiendo las normas del fabricante. EI ADN obtenido se cuantifico
mediante medicion espectrofotométrica de la absorbancia a 260 nm usando un monocromador de
microgotas NanoDropOne (ThermoScientific).

La deteccion de la mutacion V617F en el gen JAK2 se realiz6 en un termociclador programable
(MJ Research, Watertown, Estados Unidos) usando el método de PCR alelo especifico cualitativo
descrito por Baxter y col 2 con ligeras modificaciones, que consistieron en el incremento en el
namero de ciclos de amplificacién (de 36 a 40 ciclos) e incremento de la concentracion final de
los tres oligonucle6tidos cebadores (1 umol/L para los dos oligonucleétidos cebadores en sentido
y 1.5 umol/L para el oligonucleétido cebador en antisentido). La identificacion de los productos
de la amplificacion se realizé mediante electroforesis submarina en geles de agarosa al 2% a vol-
taje constante (3 VV/ cm) en solucién tampon TBE 0.5 X (0.045 MTris, 0.045 M borato, 1.25 mM
EDTA pH 8.2) y visualizados mediante tincion con bromuro de etidio y exposicion a luz ultravio-
leta.

El andlisis estadistico se ejecuté empleando el programa estadistico SPSS version 20. Las varia-
bles medidas en escalas cualitativas se resumieron en nimeros absolutos y proporciones, expre-
sadas en porcentajes. Para explorar la asociacion entre la presencia de la mutacion JAK2 V617F
y variables de interés, se aplico la prueba chi cuadrado de Pearson. Se prefijo el nivel de signifi-
cacion o = 0,05.

RESULTADOS

En el estudio se incluyeron 69 pacientes, los cuales cumplieron con los criterios de seleccion. De
ellos, 36 correspondieron al género femenino y 33 al género masculino. Las edades de los pacien-
tes estuvieron comprendidas entre los 35 y 93 afios con un promedio de 67. En cuanto al color de
la piel, se distribuyeron en 44 blancos y 25 no blancos. Respecto al diagndstico de estos pacien-
tes, 33 tenian PV, 34 TEy 2 MFP.

El andlisis de la frecuencia de la mutacion JAK2V617F en las patologias estudiadas mostré una
mayor frecuencia en los pacientes con PV (n = 24, 34.8%), sequida de la TE (n = 15; 21.7%), no
hubo casos positivos a la mutacién en los individuos con la MFP ya que solo se estudiaron 2 ca-
sos con dicha patologia. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,005)
cuando comparamos las frecuencias de la mutacion en pacientes con PV, TE y MFP. Como se
puede apreciar, esta significacion esta asociada a la presencia de la mutacion en los casos con PV
(tabla 1).

Tabla 1: Comparacion de la frecuencia de la mutacion JAK2V617F en pacientes con policitemia vera, trombocite-
mia esencial y mielofibrosis primaria
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Frecuencia Num (%)

Diagnostico clinico JAK2V617F JAK2VE17F Total p
Positivo negativo
Policitemia vera 24 (34.8%) 9 (13%) 33 (47.8%)

Trombocitemia esencial

Mielofibrosis primaria

15 (21.7%) 19 (27,5%)

0 2 (2.9%)

34 (49.3 %) 0,005

2 (2.9%)

Total

39 (56.5%) 30 (43.5%)

69 (100%)

En nuestro trabajo, de los ocho pacientes (11,6 %) que se complicaron con eventos tromboticos, 6
tenian la mutacion JAK2V617F, 3 con diagndstico de PV y 3 con TE. No sufrieron complicacio-
nes 61 individuos, de los cuales 33 presentaron dicha mutacion (47,8 % del total n=61) (tabla 2).
No se encontrd asociacion significativa entre la mutacion JAK2V617F y las complicaciones (p =
0,458), cuando realizamos el andlisis con el total de pacientes (tabla 2), ni tampoco cuando reali-
zamos el analisis en los pacientes con PV (p = 0,545) y TE (p = 0,634).

Tabla 2: Distribucidn del total de pacientes segin mutaciéon JAK2V617F y complicaciones.

Complicaciones

Mutacion JAK2V617F Si No Total P
Num (%) Num (%)
Si 6 (8,7%) 33 (47,8%) 39 (56,5%)
No 2 (2,9%) 28 (40,6%) 30 (43,5%) 0.458
Total 8 (11,6%) 61 (88,4%) 69 (100,0%6)

En el 7,2 % de los pacientes se constatd la transformacion clinica a mielofibrosis secundaria o
leucemia aguda (tabla 3). De los cinco pacientes que sufrieron transformacion, 3 presentaban PV
y evolucionaron a mielofibrosis secundaria, pero solo uno portaba la mutacion JAK2V617F, los 2
restantes presentaban TE, uno evolucion6 a MF siendo positivo a la mutacién y la otra paciente
evolucion6 a una Leucemia Mieloide Aguda (LMA) resultando negativa a la mutacion. No se
encontrd asociacion significativa entre la mutacion JAK2V617F y la transformacion clinica (p =
0,760) (Tabla 3). De igual manera, no encontramos asociacion significativa entre la mutacién
JAK2V617F y la transformacion clinica cuando hicimos el analisis por separado con la PV (p =

0,174) y la TE (p=1,000).



Tabla 3: Distribucion de pacientes segiin mutacion JAK2V617F y transformacion clinica

Transformacion clinica

Mutacion JAK2V617F Si No Total P
Num (%) Num (%)
Si 2 (2,9%) 37 (53,6%= 39 (56,5%
No 3 (4,3%) 27 (39,1%) 30 (43,5%) 0,760
Total 5 (7,2%) 64 (92,8%) 69 (100,0%)
DISCUSION

En la mayor parte de la bibliografia consultada consideran que la frecuencia de positividad a la
mutacion en los pacientes con PV debia encontrarse en alrededor del 90% y en 50-60% en los
sujetos con trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria. > Sj bien nuestros resultados
no coinciden con lo planteado por estos autores, si muestran significacion asociada con la polici-
temia vera respecto al resto de las neoplasias mieloproliferativas crénicas analizadas. Sin embar-
go, varios estudios realizados en diferentes escenarios poblacionales, como Latinoamérica, &1"
Asia ®9y Europa, ®?Y incluido uno nuestro realizado con anterioridad a este, ®® reportan fre-
cuencia de aparicion de la mutacion JAK2 V617F para las tres patologias que no coinciden con lo
planteado anteriormente.

Las diferencias en las frecuencias reportadas, incluidas las nuestras, de la existencia de la muta-
cion JAK 2V617F pudieran deberse a las caracteristicas propias de las poblaciones, como la etnia
y las migraciones. *® El tamafio de las muestras es otro factor que pudiera, al no ser representati-
vo en muchos casos, influir en lo encontrado. Asimismo, es importante tener en cuenta el tipo de
método molecular utilizado para la deteccion de la mutacion porque existen diferentes tipos y los
mismos varian en cuanto a sensibilidad y especificidad.

El hecho de no encontrar diferencias significativas al analizar la posible asociacion de la presen-
cia de la mutacién con la aparicion de complicaciones en general y en cada una de las patologias
en particular, especialmente en la TE, pudiera deberse al tamafio muestral y la casuistica de que
en ellos solo encontramos 8 pacientes complicados. Estos resultados estan en correspondencia
con lo reportado por otros autores en trabajos similares al nuestro realizados en otras poblaciones,
donde no se reportan asociaciones significativas entre la aparicion de trombosis y el diagnostico y
seguimiento de la enfermedad respecto a la presencia de la mutacion JAK2V617F. ¢527)

De igual forma que ocurri6 con el analisis de la posible asociacion de la presencia de la mutacion
con las complicaciones, el no encontrar significacion estadistica respecto a la mutacion JAK2
V617F y la transformacion pudo deberse al tamafio muestral.

En la mayoria de la bibliografia consultada no encontramos estudios que demostraran que la solo
presencia de la mutacion se asociara con la aparicion de MF secundaria en pacientes con NMPC,
lo cual esta en correspondencia con el nuestro. ¢*28)
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CONCLUSIONES

En nuestros casos la mutacion es significativamente frecuente en la PV, luego es un marcador
diagnostico mas especifico de esta patologia con respecto a TE y MFP. Sin embargo, no parece
constituir un marcador genético independiente para la evolucion y el pronostico de estas entida-

des.
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