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Cuban patients with classic Philadelphia-negative chronic
myeloproliferative neoplasms and JAK2 V617F mutation.
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Resumen

ANTECEDENTES: La mutacién JAK2V617F constituye un marcador importante para
definir la existencia de una neoplasia mieloproliferativa Filadelfia negativa clasica.

OBJETIVO: Evaluar la frecuencia de la mutacion JAK2V617F en pacientes cubanos
con neoplasias mieloproliferativas Filadelfia negativas clasicas.

MATERIAL Y METODO: Fstudio transversal descriptivo que de 2012 a 2018 incluyé
pacientes con neoplasias mieloproliferativas Filadelfia negativas clasicas remitidos del
servicio de Hematologia del Hospital Clinico Quirtrgico Hermanos Ameijeiras, en Cuba.
La deteccién de la mutacién se realizé mediante la técnica de PCR alelo-especifico en
el Laboratorio de Genética Molecular de esa institucién.

RESULTADOS: De los 95 pacientes estudiados, 56 (58.9%) resultaron positivos a la
mutacion y 39 (41.1%) negativos. La mayor frecuencia se encontré en los pacientes con
policitemia vera (n = 33.7%), seguida de la trombocitemia esencial (n =22; 46.8%) y la
mielofibrosis primaria (n = 1; 25%). La asociacién entre las frecuencias de la mutacion
y las enfermedades clinicas fueron significativas (p = 0.009). El mayor porcentaje de
pacientes con la mutacién correspondié a la poblacién masculina (n = 30, 53.6%), al
color de la piel blanco (n = 40, 71.4%) y a los de 50 anos de edad o mas.

CONCLUSIONES: La frecuencia de la mutacion JAK2V617F en pacientes cubanos con
policitemia vera, trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria corresponde con la
reportada en estudios similares en otros escenarios poblacionales.

PALABRAS CLAVE: Mutacion; neoplasias mieloproliferativas crénicas; reaccién en
cadena de la polimerasa; PCR.

Abstract

BACKGROUND: The mutation JAK2V617F constitutes an important marker to define
the presence of a classic Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasia.

OBJECTIVE: To evaluate the frequency of the mutation JAK2V617F in Cuban patients
with classic Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasms.

MATERIAL AND METHOD: A descriptive cross-sectional study was carried out from
2012 to 2018 including patients with classic Philadelphia-negative myeloproliferative
neoplasms referred from the Hematology service of the Clinical and Surgical Hospital
Hermanos Ameijeiras, Cuba. The detection of the mutation was carried out using an
allele-specific PCR technique at the Laboratory for Molecular Genetics of this institution.

RESULTS: Of 95 studied patients, 56 (58.9%) were positive to the mutation and 39
(41.1%) negatives. The highest frequency was found in patients with polycythemia
vera (n = 33, 75%), followed by those with essential thrombocythemia (n = 22;
46.8%) and primary myelofibrosis (n = 1; 25%). The association between the fre-
quencies of the mutation and the clinical diseases was significant (p = 0.009). The
greatest percentage of patients with the mutation corresponded to males (n = 30;
53.6%), to the patients with white color of the skin (n = 40; 71.4%) and to those
aged 50 years or more.
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CONCLUSIONS: The frequency of the mutation JAK2V617F in Cuban patients with
polycythemia vera, essential thrombocythemia or primary myelofibrosis correlates with

those reported in similar studies in other population scenarios.

KEYWORDS: Mutation; Chronic myeloproliferative neoplasms; Polymerase chain

reaction; PCR.

ANTECEDENTES

Las neoplasias mieloproliferativas crénicas son
trastornos clonales de la célula madre hemato-
poyética caracterizados por la proliferacién en la
médula ésea de una o mas de las lineas celulares.
Las mas notables en la préctica clinica son la
leucemia mieloide crénicay las neoplasias mie-
loproliferativas créonicas cromosoma Filadelfia
negativas clasicas, entre las que estan incluidas
la policitemia vera, la trombocitemia esencial y
la mielofibrosis primaria.’

La policitemia vera es la mds comdn entre las
neoplasias mieloproliferativas crénicas Filadelfia
negativas con incidencia de 2 por cada 100,000
habitantes, la trombocitemia esencial ocurre
con incidencia de 1.5-2.5 casos por 100,000
personas por aio y la mielofibrosis primaria es la
mas infrecuente con incidencia anual de 0.2-1.5
casos por 100,000 personas.? Asimismo, segln
la base de datos EUROCARE-5 (EUROpean CAn-
cer REgistry) 2002-2007 se observo el doble de
casos de estas neoplasias (n = 36,582) respecto
a EUROCARE-4 1995-2002 (n = 14,524) en una
escala de tiempo similar a la anterior,® es decir,
se estd incrementando la incidencia en todo el
mundo de esas enfermedades.

En 90-95% de los pacientes con policitemia
vera se ha identificado la mutacién 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 de 50%

de los pacientes con trombocitemia esencial y
mielofibrosis primaria.'2+% En esa mutacion se
produce un cambio de guanina (G) por timina
(T) en la posicion 1849 del exén 14 en el gen
JAK2 localizado en el cromosoma 9. Esto se
traduce en la sustitucién del aminodacido valina
por fenilalanina en la posicion 617 del dominio
seudocinasa. Este cambio aminoacidico elimina
la inhibicion que ejerce ese dominio sobre el
dominio JH1 con actividad tirosina cinasa, lo
que aumenta la transduccion de las sefiales de
los factores de crecimiento, principalmente de
la eritropoyetina, con el resultado final de una
excesiva proliferacion hematopoyética.2+089

A diferencia de la policitemia vera, donde la
existencia de la mutacién JAK2V617F propor-
ciona un diagnoéstico mas certero, la ausencia
de ésta en la trombocitemia esencial y la mie-
lofibrosis primaria no excluye el diagndstico.
Ademads, la existencia de esta mutacion no
permite discriminar entre las distintas neoplasias
mieloproliferativas crénicas, ni tampoco entre
éstas y otras neoplasias mieloides, que con me-
nor frecuencia pueden mostrar esta alteracion
molecular. Por ello, se hace necesario utilizar
otros criterios diagndsticos clinicos, histolégicos
y moleculares para su adecuada clasificacion.’

La principal aplicacién clinica de la deteccién de
la mutacién JAK2V617F radica en el diagnéstico
de las neoplasias mieloproliferativas crénicas
Filadelfia negativas. De esta manera constituye
un marcador clonal que permite diferenciar
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trastornos neoplasicos de afecciones no clo-
nales,® formando parte de uno de los criterios
diagnésticos de policitemia vera, trombocitemia
esencial y mielofibrosis primaria que establece
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)."0-12
En consecuencia, en los Gltimos afos se han de-
sarrollado diferentes métodos moleculares para
la deteccion de la citada mutacion, la PCR alelo
especifico cualitativo es uno de los mas usados.

En Cuba no son muchos los reportes del com-
portamiento de las frecuencias de aparicion
de la mutacién JAK2V617F en pacientes con
neoplasias mieloproliferativas crénicas cldsicas
cromosoma Filadelfia negativas. Por ello, nos
propusimos en este trabajo evaluar la frecuencia
de la mutacién en pacientes con diagnéstico cli-
nico de policitemia vera, trombocitemia esencial
y mielofibrosis primaria mediante la PCR alelo
especifico cualitativa, que seria de gran utilidad
para la mejor comprension de estas enferme-
dades en nuestro pais, permitiendo establecer
un diagnéstico mas completo y certero de las
mismas.

MATERIALY METODO

Estudio transversal descriptivo que de 2012 a
2018 incluy6 pacientes con neoplasias mielopro-
liferativas Filadelfia negativas clasicas remitidos
del servicio de Hematologia del Hospital Clinico
Quirdrgico Hermanos Ameijeiras, en Cuba.

Se usaron muestras de ADN obtenidas a par-
tir de 200 pL de sangre total en EDTA (4 mL)
pertenecientes a pacientes con diagndstico
clinico-morfolégico de las siguientes neoplasias
mieloproliferativas crénicas: policitemia vera,
trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria,
que fueron remitidos por el servicio de hemato-
logia del Hospital Clinico Quirtrgico Hermanos
Ameijeiras.
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La extraccion del material genético se realizd
usando el estuche comercial High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche) siguiendo las
normas del fabricante. El ADN obtenido se cuan-
tific6 mediante medicion espectrofotométrica
de la absorbancia a 260 nm (A260) usando un
monocromador de microgotas NanoDropOne®
(ThermoScientific).

La deteccion de la mutacién V617F en el gen
JAK2 se realiz6 en un termociclador programa-
ble (MJ Research, Watertown, Estados Unidos)
usando el método de PCR alelo especifico
cualitativo descrito por Baxter y colaboradores'
con ligeras modificaciones, que consistieron en
el incremento en el nimero de ciclos de ampli-
ficacion (de 36 a 40 ciclos) e incremento de la
concentracion final de los tres oligonucleétidos
cebadores (1 pmol/L para los dos oligonucle6-
tidos cebadores en sentido y 1.5 pmol/L para el
oligonucleétido cebador en antisentido). La iden-
tificacion de los productos de la amplificacién
se realizé mediante electroforesis submarina en
geles de agarosa a 2% a voltaje constante (3 V/
cm) en solucién tampén TBE 0.5 X (0.045 M
Tris, 0.045 M borato, 1.25 mM EDTA pH 8.2) y
visualizados mediante tincién con bromuro de
etidio y exposicién a luz ultravioleta.

Se realiz6 andlisis de frecuencia y andlisis de
comparacién de medias mediante la prueba es-
tadistica x* con el uso del programa estadistico
SPSS version 20.

RESULTADOS

Se incluyeron 95 pacientes. En el andlisis de las
edades de los pacientes estudiados se encontr6
que tenfan entre 23 y 89, con promedio de 60
afos. De ellos, 49 correspondieron al género
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femenino. Los pacientes tenian las siguientes
neoplasias mieloproliferativas crénicas: poli-
citemia vera (n = 44), trombocitemia esencial
(n = 47) y mielofibrosis primaria (n = 4); la
distribucion de los mismos en cuanto al color
de la piel fue la siguiente: 69 blancos y 26 no
blancos (Cuadro 1).

De las 95 muestras analizadas, 56 (58.9%) re-
sultaron positivas a la mutacion y 39 (41.1%)
negativas. La mayor frecuencia se determiné
en los pacientes con policitemia vera (n = 33,
75%), seguida de la trombocitemia esencial
(n = 22; 46.8%) y la mielofibrosis primaria
(n = 1; 25%). Se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas en las frecuencias
de la mutacion relacionadas con las enferme-
dades (p = 0.009). Esta significacion se asocio
fundamentalmente con el diagnéstico de la po-
licitemia vera comparado con la trombocitemia
esencial (p = 0.035) y la mielofibrosis primaria
(p = 0.006). No se encontrd significativa la mu-
tacion para los diagndsticos de trombocitemia
esencial y la mielofibrosis primaria (p = 0.400).
Cuadro 2

El mayor porcentaje de pacientes con la mu-
tacion correspondié a la poblaciéon masculina

Distribucién de las variables demograficas en la
poblacién estudiada

Edad
Mayores o iguales a 50 anos 73 (76.8)
Menores de 50 afios 22 (23.2)
Género
Femenino 49 (51.6)
Masculino 46 (48.4)
Color de la piel
Blancos 69 (72.6)
No blancos 26 (27.4)
Total 95 (100)

2019 octubre-diciembre;20(4)

Cuadro 2. Comparacion de la frecuencia de la mutacién JAK2
V617F en pacientes con policitemia vera, trombocitemia
esencial y mielofibrosis primaria

JAK2V617F Total | Significacion

Diagnéstico

Trombocitemia

. 25 22 47
esencial
Policitemia 1 33 44
vera
M!elOfI.bTOSIS 3 1 4
primaria
Total 39 56 95 p =0.009
Policitemia 1 33 44
vera
M!elofl'broms 3 1 4
primaria
Total 14 34 48 p =0.035
Policitemia 1 33 44
vera
Tromk?OC|tem|a 25 2 47
esencial
Total 36 55 91 p = 0.006
M!eloﬁ.brosm 3 1 4
primaria
Tromk?outemla 25 2 47
esencial
Total 28 23 51 p = 0.400

(n = 30, 53.6%), al color de la piel blanco
(n=40, 71.4%)y a los de 50 ahos 0 mas (n = 45,
80.4%). Cuadro 3

DISCUSION

La deteccion de la mutacion JAK2V617F consti-
tuye uno de los criterios mayores definidos por
la Organizacién Mundial de la Salud para el
diagndstico de la policitemia vera, la trombo-
citemia esencial y la mielofibrosis primaria.’®

La mayor parte de los estudios considera que la
frecuencia de positividad a la mutacién en los
pacientes con policitemia vera debia encontrarse
en mas de 90% y en 50-60% en los sujetos con
trombocitemia esencial y mielofibrosis prima-

https://doi.org/10.24245/rhematol.v20i4.3139
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Frecuencia de la mutacién segin el género, el
color de la piel y el intervalo de edad

Género
Femenino 26 (46.4)
Masculino 30 (53.6)
Color de la piel
Blanco 40 (71.4)
No blanco 16 (28.6)
Edad
Mayores e iguales de 50 afios 45 (80.4)
Menores de 50 anos 11 (19.6)
Total 56 (100)

ria."?#7 Si bien nuestros resultados no coinciden
con lo planteado por estos autores, si muestran
significacion asociada con la policitemia vera
respecto al resto de las neoplasias mieloprolife-
rativas crénicas analizadas.

Nuestros resultados avalan lo planteado por
Alshemmari y colaboradores, quienes describen
un intervalo de frecuencias de aparicién de la
mutacién para las tres enfermedades, refiriendo
entre 65 y 97% para los pacientes con policite-
mia vera, entre 23 y 57% para la trombocitemia
esencial y entre 35 y 57% para la mielofibrosis
primaria.'® Este criterio se ve también reflejado
en otros estudios realizados en diferentes esce-
narios poblacionales, como Latinoamérica,'*'
Asia'® y Europa.'’-2°

Las diferencias en las frecuencias reportadas de
la existencia de la mutacion JAK 2V617F pudie-
ran deberse a las caracteristicas propias de las
poblaciones, como la etnia y las migraciones.?
El tamafo de las muestras es otro factor que pu-
diera, al no ser representativo en muchos casos,
influir en lo encontrado.

Asimismo, es importante tener en cuenta el tipo
de método molecular utilizado para la deteccién
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de la mutacién porque existen diferentes tipos
y los mismos varian en cuanto a sensibilidad y
especificidad.” Para la deteccion de la mutacién
JAK2 se recomienda que los métodos molecu-
lares de rutina tengan un nivel de sensibilidad
entre 1-3%.° La sensibilidad de la técnica utiliza-
da en nuestro estudio, PCR alelo-especifica, varia
alrededor de 1-5%,° lo que avala la confiabilidad
de nuestros resultados.

En nuestro estudio, 11 (25%) pacientes con
diagnéstico clinico de policitemia vera resulta-
ron negativos para la mutacion. Estos individuos
probablemente podrian tener otras mutaciones
asociadas con el gen JAK 2, como las presentes
en el exén 12 o pudiera tratarse de otra forma
de policitemia.®81012

Los pacientes con diagnéstico clinico de trom-
bocitemia esencial y mielofibrosis primaria que
fueron negativos a la mutacién V617F pudieran
tener otras mutaciones, como las presentes
en el exén 9 del gen que codifica a la protei-
na calreticulina (CALR), o las presentes en el
ex6n 10 del gen que codifica el receptor de la
trombopoyetina (MPL),%'*'2 lo que explicaria
nuestro resultados.

Se sabe que las personas caucasicas tienen tasas
de incidencia de estas mutaciones significativa-
mente mayores comparadas con personas de
ascendencia afroamericana, asidtica o nativos
americanos (2.12 vs 1.78, 1.38, 0.89; p < 0.05).?
Nuestros resultados muestran la existencia de la
mutacién en los pacientes con color de la piel
blanco (n = 40, 71,4%) en mayor frecuencia, lo
que pudiera deberse a que nuestra poblacién
tiene gran influencia espanola.

En cuanto a la edad, nuestros resultados también
corresponden con lo reportado en la bibliografia,
pues en la mayoria de los pacientes el inicio de
la enfermedad ocurrié a partir de la edad de 50
afos.??!
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Nuestro estudio evidencié que en una muestra
casi igual de mujeres (n = 49) y hombres (n = 46)
la existencia de la mutacién JAK2V617F fue
mas frecuente en la poblacién masculina. Esto
pudiera deberse a que el mayor porcentaje de
paciente positivos a la mutacién correspondié a
los que tenian policitemia vera, cuyo predominio
de la enfermedad es en hombres.?®

Asimismo, en el caso particular de los individuos
con trombocitemia esencial el predominio fue
en la poblacién femenina.?® De manera intere-
sante, nuestro trabajo evidencié que, para este
diagnéstico, la mutacién predominé en mujeres.

CONCLUSION

La frecuencia de la mutacién JAK2V617F en
pacientes cubanos con policitemia vera, trom-
bocitemia esencial y mielofibrosis primaria
corresponde a la reportada en estudios similares
en otros escenarios poblacionales.
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