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Resumen

Introduccion: La mutacién V617F del gen JAK-2 es de gran
importancia en el diagndstico, clasificacién y tratamiento de los
desérdenes mieloproliferativos crénicos BCR-ABL negativos.
Caso clinico: Mujer de 64 anos de edad que en el preoperatorio
de blefaroplastia se le detecté trombocitosis y posterior a la
operacién desarrollé enfermedad cerebrovascular. Los estu-
dios actuales demostraron la presencia de las mutaciones V6 | 7F
del gen JAK-2 y G202 10A del gen de la protrombina, asi como
tiempos cortos de protrombina (TP) y parcial de tromboplastina
(TPT), y diferentes anormalidades celulares. Conclusién: El
presente estudio es uno de los primeros reportados en Méxi-
co que describe la mutacién V6 1 7F del gen JAK-2 en pacientes
con desérdenes mieloproliferativos crénicos y el primero en
describir esta mutaciéon en una paciente con trombocitemia
esencial que ademas posee otra mutacién de riesgo para trom-
bosis, por lo que se sugiere iniciar tratamiento preventivo con
anticoagulantes.
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Abstract

Introduction: The JAK-2 V617F mutation has great im-
portance in the diagnosis, classification and treatment of
chronic myeloproliferative disorders. Clinical case: In a
64 year old woman thrombocytosis was detected in the
preoperative analyses for blepharoplastia who developed
cerebral-vascular disease after the surgery. The most re-
cent studies showed the presence of V617F and G202 |0A
mutations of JAK-2 and prothrombin genes, respectively;
as well as short times of TP and TPT times, and different
cellular anomalies. Conclusion: The present study one of
the first reported in Mexico, which describes the JAK-2
V617F mutation in patients with chronic myelopro-
lipherative disorders, and the first describing this muta-
tion in a patient with essential thrombocythemia who also
possess another mutation of thrombotic risk. We feel it is
important to begin preventive anticoagulation immediately.
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Introduccioén

E n el afo 2005, diversos grupos de investi-
gacién describieron una mutacién adquirida
en el gen JAK-2 en pacientes con desérdenes mie-
loproliferativos crénicos."? La mutacién consiste
en el cambio de una guanina por una timina en la
posicion 1849 del exén 12 del gen, originando la
sustituciéon de valina de la posicién 617 por fenila-
lanina en la proteina; por tal motivo, a la mutacién
se le conoce como «JAK-2 V617F». Esta hace que
la cinasa JAK-2 permanezca constitutivamente ac-
tiva, conduciendo a la proliferacién celular en la
ausencia de los factores de crecimiento.??

La identificacién de esta mutacién coadyuva a
confirmar el diagndstico de los desérdenes mie-
loproliferativos, permite distinguir la policitemia
vera (PV) de la eritrocitosis secundaria, asi como
la trombocitemia esencial (TE) de la trombocito-
sis reactiva y recientemente asociada a trombo-
sis'>'. En este sentido, esta mutacién se ha de-
tectado en 65 a 97% de los pacientes con PV, de
23 a 57% en sujetos con trombocitemia esencial
TE y de 30-57% de la mielofibrosis idiopatica.'?
La mutacién JAK-2 esta ausente en individuos sa-
nos, asi como en pacientes con eritrocitosis y
trombocitosis secundaria, o con leucemia mielé-
gena crénica (LMC).*

Por otra parte, la mutacion G20210A del gen
de la protrombina confiere una predisposicién de
tres veces mayor de padecer trombosis venosa
en virtud de elevar los niveles plasmaticos de pro-
trombina.® Se ha estimado que la frecuencia de
esta mutacién es baja. En individuos heterocigo-
tos de la poblacién general originarios de Guada-
lajara, Jalisco, México, la frecuencia es de 3%,° de
5.3% en Valencia, Espana,’ de 2.8% en el Centro
y Sureste de ltalia,® por citar algunos ejemplos.

En este trabajo describimos la deteccién de la
mutacién V6I17F del gen JAK-2 y G20210A del
gen de la protrombina en una paciente con diag-
néstico de trombocitemia esencial asi como ha-
llazgos clinicos y morfolégicos. También se dis-

cutira la importancia de incluir el estudio de fac-
tores de riesgo trombofilicos en pacientes con
desérdenes mieloproliferativos crénicos positivos
a la mutacién V617F del gen JAK-2.

Material y métodos

Extraccion y purificacion de ADN. La extrac-
cién de ADN genémico se realizé a partir de |
mL de sangre total anticoagulada con EDTA, si-
guiendo el método descrito por Gustincich y co-
laboradores,’ para luego verificar su calidad y can-
tidad mediante espectrofotometria.

Deteccion de las mutaciones V617A y
G20210A. La deteccién de la mutacion V6I17F
del gen JAK-2 se realiz6 mediante Reaccién en
Cadena de la Polimerasa en un volumen final de
20 uL que contiene 1.0 U de Taq polimerasa
(marca vivantis), 0.25 4M del iniciador |: 5-AT-
CTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG- 3,
0.4 uM del iniciador 2: 5’-AGCATTTGGTTTTA-
AATTATGGAGTATATT-3’ y 0.15 uM del inicia-
dor 3: 5’-CTGATTAGTCCTACAGTGTTTT-
CAGTTTCA-3’, 125 uM de deoxinucledsidos
trifosfatados (dNTP’s), 2.0 uL de solucién amor-
tiguadora a una concentracién 10X y 50 ng de
ADN gendémico, basado en las condiciones pre-
viamente reportadas.*'%!

Analisis del caso. Paciente de sexo femenino
de 64 afos de edad originaria de Culiacan, Sina-
loa, a quien, en junio del 2006, al efectuar un exa-
men preoperatorio para blefaroplastia, se le en-
contré trombocitosis con recuento de plaquetas
de 800,000/ul. En el postoperatorio presenté cua-
dro de enfermedad cerebrovascular con hemi-
paresia izquierda sin afasia, de la que se recuperé
totalmente; también presenté hipertensién arte-
rial que fue tratada con enalapril. En estudios pos-
teriores de control, la paciente sigue cursando con
trombocitosis.

En junio del 2007, después de traumatismos
minimos, aparecen equimosis pequeias y doloro-
sas en brazos. En ese mismo afio encontramos la
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mutacién V617F del gen JAK-2, al menos en esta-
do heterocigoto (figura 1), estableciendo con ello
el diagnéstico de sindrome mieloproliferativo cré-
nico del tipo TE por lo que se empieza a manejar
con hidroxiurea y acido acetilsalicilico.

La BHC realizada en junio del 2008 reporté:
Hb: 12.3 g/dL, Hto: 36.8%, Gr: 3.68 M/uL, vo-
lumen globular de 100 fL, plaquetas: 400,000/uL.
Los tiempos de coagulacién estaban alterados con
tiempos cortos de protrombina (TP): 10.4 se-
gundos y parcial de tromboplastina (TPT): 25.0
segundos, por lo que decidimos realizar un frotis
sanguineo, en el cual se encontré: granulocitosis
con neutrdfilos, algunos de ellos displasicos y con
apéndices nucleares, multilobulados (mas de cin-
co |6bulos), eosindfilos, baséfilos y proplaquetas
(figura 2); mientras que en la serie roja encontra-
mos reticulocitos de estrés, que confirman la
macrocitosis y compensacién de la anemia; tam-
bién se observan poiquilocitos, esquizocitos indi-
cativos de anemia hemolitica microangiopatica,
codocitos y células en lagrima (figura 3).

Figura 1. Gel de electroforesis a 6%, tefiido con nitrato de
plata. En el carril | se observa el control positivo (ADN de
paciente con la mutacién V617F JAK-2 previamente conoci-
da); carril 2 ADN del paciente estudiado, en donde se obser-
van dos bandas: la superior 364 pb (control interno) y la infe-
rior de 203 pb, misma que corresponde a la mutacién; carril
3 marcador de peso molecular de 50 pb (de abajo hacia arri-
ba: 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 y 550 pb); carril 4
control negativo (tubo sin ADN) y, por ultimo, el carril 5 que
corresponde a individuo control sin la mutacién.

Posteriormente, basados en las condiciones
publicadas por Poort y colaboradores,® detecta-
mos la mutacién G202 | 0A del gen de la protrom-
bina en estado heterocigoto.
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Figura 2. Hallazgos morfolégicos del frotis sanguineo tefido con
Wright. (A) Neutrdfilo displasico multilobulado, (B) eosindfilo,
(C) basdfilo y (D) proplaquetas o plaquetas gigantes.

Figura 3. Hallazgos morfoldgicos de la serie roja, frotis san-
guineo teiido con Wright. Esquizocitos (A y B), poiquilocitos
(C), células en forma de lagrima (D y E) y codocitos (F).
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Discusion

En este trabajo describimos un paciente en quien
coexisten las mutaciones V617F del gen JAK-2 y
G20210A del gen de la protrombina; ademas, se
informa sobre los hallazgos morfolégicos del fro-
tis sanguineo. En México, Ruiz-Argiielles y cola-
boradores'' reportaron la mutacién Vé617F del
gen JAK-2 en seis de 10 pacientes con sindrome
mieloproliferativo crénico BCR-ABL negativos.

Las formas celulares observadas se explican por
el hecho de que la eritropoyetina, trombopoyetina,
factor estimulante de colonias granulociticas y mo-
nociticas utilizan la misma via de sefalizacién JAK2-
STATS5;? mientras que lo observado en la serie roja
sugiere anemia hemolitica microangiopatica.

En resumen, todo parece indicar que la paciente
cursa con un sindrome mieloproliferativo créni-
co con anemia hemolitica microangiopatica, y es
muy probable que presente eventos tromboti-
cos posteriores, por lo que se aconseja el inicio
del tratamiento con anticoagulantes, asi como el
evitar contacto con factores que confieren esta-
dos de hipercoagulabilidad (anticonceptivos, se-
dentarismo, traumatismo, cirugias, etcétera).

Por el riesgo inherente a trombosis que con-
fiere la mutaciéon V617F del gen JAK-2 en pacien-
tes con desérdenes mieloproliferativos crénicos,
es conveniente agregar a la bateria de estudios el
andlisis de marcadores trombofilicos, en especial
la mutacién G20210A del gen de la protrombina
y G1691A del factor V de Leiden.
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