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RESUMEN

Introduccion: Las neoplasias mieloproliferativas son enfermedades de baja incidencia.
La mutacion JAK2 V617F esta presente en un elevado numero de pacientes con NMP
Philadelfia negativas y constituye un pilar esencial en su diagndstico.

Objetivo: Caracterizar la mutacion JAK2V617F en pacientes cubanos con NMP.
Métodos: Se realizé un estudio descriptivo, longitudinal, ambispectivo, que incluyé a
pacientes con estudio molecular de la mutaciéon JAK2 V617F en el periodo de 2010-
2019. Resultados: la mutacion JAK2 V617F es frecuente después de los 40 anos, en el
sexo femenino y en los pacientes de color de piel blanco. Se asocia al inicio con
incremento de la eritrocitosis, leucocitosis y trombocitosis ligeras e incremento de la
enzima lactato deshidrogenasa. Los pacientes positivos a la mutacion del gen JAK2
tienen una supervivencia global mayor que aquellos sin la alteracion gendmica.
Conclusiones: El comportamiento del biomarcador en pacientes cubanos difiere con lo
descrito en la literatura internacional.
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ABSTRACT

Introduction: Myeloproliferative neoplasms are diseases of low incidence. The JAK2
V617F mutation is present in a large number of patients with Philadelphia-negative MPN
and it is an essential pillar on its diagnosis.

Objective: To characterize the JAK2V617F mutation in Cuban patients with MPN.
Methods: A descriptive, longitudinal, ambispective study was conducted that included
patients with molecular study of the JAK2 V617F mutation in the period 2010-2019.
Results: JAK2 V617F mutation is frequent after 40 years, in females and in patients with
white skin color. It is associated in the debut with increased erythrocytosis, leukocytosis
and mild thrombocytosis and increased enzyme lactate deshyfrogenase. Patients
positive for the JAK2 gene mutation have a higher overall survival than those without
genomic alteration.

Conclusions: The behavior of the biomarker in Cuban patients differs from that described
in the international literature.
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Introduccion

Las neoplasias mieloproliferativas (NMP) son enfermedades de baja incidencia. Su
estudio no esta sistematizado de forma homogénea a escala global,(V a pesar del
incremento de complicaciones fatales cuando no se realizan intervenciones
terapéuticas oportunas.®@ La practica clinica revela una supervivencia prolongada por lo
que su amplio conocimiento es fundamental para el hematélogo.®

El Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI) de La Habana, es el centro de referencia

para la atencion del paciente con enfermedades hematoldgicas en Cuba. En el afio 1985,
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se introdujeron los estudios de biologia molecular para hemopatias malignas;® pero no
fue hasta el 2010, cinco anos después de su descubrimiento, que se inicia el estudio de
la mutacion del gen Janus quinasa 2 (JAK2) con afectacion del exon 14. Al culminar el
2019 se habia pesquisado el biomarcador en cerca de 1000 muestras pertenecientes a
pacientes cubanos de todas las provincias al pais.

El diagnostico de las NMP Philadelfia negativas se realiza mediante la integracion de
criterios hematolégicos, anatomopatolégicos y moleculares.® Aunque todos aportan
elementos significativos, en los ultimos anos ha quedado bien establecido que los
biomarcadores con base molecular, proporcionan la mayor definicion, relevancia
prondstica y mejor evaluacion de la respuesta terapéutica, por lo que son indispensable
su empleo en la practica médica.®

La técnica molecular que se emplea de rutina, a nivel no solo de diagndstico, sino en el
monitoreo de los pacientes con NMP Philadelfia negativas, es la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR, siglas en inglés). La PCR se considera uno de los avances
tecnoldgicos mas importantes en la biologia molecular y constituye la base para otros
métodos de diagndstico como la secuenciacion.(”

La mutaciéon JAK2 V617F (c.1849 G>T en el exdn 14), constituye el eje fundamental en el
algoritmo de diagndstico molecular de las NMP Philadelfia negativas, por ser la
alteracion mas frecuente en pacientes con estas enfermedades hematoldgicas. Se
detecta en la mayoria (>95 %) de los pacientes con policitemia Vera (PV) y en
aproximadamente la mitad (50-60 %) de aquellos con trombocitemia esencial (TE) y
mielofibrosis primaria (MFP).®)

A pesar de que la mayoria de los autores coinciden en la caracterizacion general de la
mutacion somatica, antes expuesta, no se conoce si el comportamiento del JAK2V6171F
en pacientes cubanos con NMP es similar a la descrito en la literatura internacional. Por
tal motivo el objetivo fue caracterizar la mutacion JAK2V617F en pacientes cubanos con
NMP.

Métodos
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Se realizd un estudio descriptivo, longitudinal, ambispectivo, entre enero 2010 y
diciembre 2019. Del universo de pacientes estudiados en el Laboratorio de Biologia
Molecular del IHI se tom6 una muestra de (n=136) que incluyé pacientes con diagndstico
clinico morfolégico de NMP clasicas Philadelfia negativas que se les realizo estudio
molecular de la mutacion JAK2 V617F al inicio; pacientes con diagndstico clinico
morfoldgico inicial de NMP tipo leucemia mieloide crénica con cariotipo banda G/FISH
(hibridacion fluorescente in situ) sin la presencia de la t(9,22); negativos para el gen de
fusion BCR-ABL y estudiados para la mutacion JAK2 V617F y pacientes con diagndstico
clinico morfoldgico inicial de NMP no clasificada o NMP/SMD con cariotipo banda
G/FISH sin la presencia de la t(9,22), negativos para el gen de fusion BCR-ABL que se
les realizo estudio molecular de la mutacion JAK32 V617F al inicio.

Para la clasificacion de la NMP se realizé una homogenizacion de todos los casos
diagnosticados segun los nuevos criterios de la OMS para las neoplasias mieloides y las
leucemias agudas del 2016.®

La muestra para el estudio mutacional se obtuvo al inicio de la enfermedad. La
extraccion y purificacion del ADN se realizé mediante protocolos establecidos en el
laboratorio de Biologia Molecular del IHI y estandarizados internacionalmente. Se
centrifugo la sangre a 2500 rpm a 4°C para colectar la capa leucocitaria, a partir de la
cual se extrajo ADN gendmico con el kit reactivo de QlAgen: QlAamp® DNA Blood
Minikit.® El procedimiento se realiz6 segun el protocolo recomendado por el fabricante
y disponible en internet. Se midié la concentracion y la pureza del material con lecturas
de absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotémetro UV Visible Multivolimenes
BioTek EPOCH™. Se consideraron utiles las muestras con una concentracion de ADN
mayor de 20 ng/pL y una pureza, A260/A280 mayor de 1,7. La PCR-alelo especifica (PCR-
AE) se llevé a cabo segun el método publicado por Baxter y col.(19

Los datos se obtuvieron de las historias clinicas de cada paciente, del libro registro del
laboratorio y del registro de cancer del centro. Toda la informacion se recogio y
almacend en una base de datos en Excel, se exportd a programa estadistico Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) version 23.0 para Windows, asi como a formato

CSV (comma separated values) para su posterior andlisis empleando el lenguaje R.
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Para el analisis estadistico de las variables cualitativas se empled la prueba de y? de
Pearson. Si la frecuencia esperada fue menor de 5 se utilizo el coeficiente de Kendall.
Para las variables cuantitativas se empleé la prueba paramétrica t Student después de
haber verificado que cumplian la hipotesis de normalidad, o en caso contrario la prueba
no paramétrica U de Mann Whitney. La probabilidad de supervivencia fue estimada por
el método de Kaplan—Meier y las diferencias en la distribucion de las curvas de
sobrevida fueron evaluadas con la prueba de log-rank. La sobrevida global fue definida
como el tiempo (afos) desde la fecha de diagndstico de la NMP hasta la fecha de muerte
o pérdida del seguimiento. Para validar los resultados en términos de significacion se
considero significativo todo valor de p < 0,05 para el estadigrafo asociado a la prueba.

Se respetod lo establecido en los principios basicos de la Declaracion de Helsinki que
contiene las recomendaciones a seguir en la investigacion biomédica en seres
humanos.(") Se garantizé la confidencialidad de la informacion y la divulgacion e
introduccidn en la practica de los resultados cientificos, que permitiran la ampliacion del

conocimiento y el beneficio social a los pacientes.

Resultados

Del total de pacientes estudiados el 72,06 % fue positivo para la mutacién JAK2 V617F.
En la serie se encontr6 la mayor frecuencia del biomarcador molecular en los
diagnosticados con PV (87,01 %), mientras en los enfermos con MFP la quinta parte
presentd la afectacién gendmica, también reportada en 3 pacientes con NMP no
clasificadas y NMP/SMD (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de la mutacion JAK2 V617F en pacientes cubanos con neoplasias

mieloproliferativas Philadelfia negativas. Instituto de Hematologia e Inmunologia. 2010-2019

NMP Philadelfia negativa. JAK2 V617F JAK2 V617F Total
Positivo Negativo
No (%) No (%)
Policitemia vera 67 (87,01) 10 (12,99) 7
(ec) ISR
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Trombocitemia esencial 23 (56,1) 18 (43,9) 44
Mielofibrosis primaria 5(62,5) 3(37,5) 8
Otros 3(30,0) 7 (70,0 10

La edad estuvo comprendida entre los 22 meses y los 84 anos con una media de 57.78
anos. Se encontré la mutacion JAK2 V617F en edades extremas: un prescolar de 1 ano
y nueve pacientes con mas de 80 afnos (tabla 2). La mutacion fue mas frecuente en el
sexo femenino con una razén femenino/masculino de 1.7:1, pero no se encontré
asociacion entre las variables. Los pacientes de color de piel blanco superaron en 2,6

veces a los no blancos con un comportamiento significativo.

Tabla 2. Caracteristicas generales de los pacientes cubanos con neoplasias mieloproliferativas

Philadelfia negativa. Instituto de Hematologia e Inmunologia. 2010-2019

Variables demograficas JAK2V617F JAK2V617F p
Positivo Negativo
No (%) No (%)

Edad, (afios)
<18 1(25) 3(75) 0,03+*
=218 97 (73,48) 35 (26,52)

Sexo
Femenino 62 (74,70) 21 (25,30) 0,5%**
Masculino 36 (67,92) 17 (32,08)

Color de la Piel
Blanco 71 (78,02) 20 (21,98) 0,02+
No Blanco 27 (72,73) 18 (33,96)

*Valor de p, prueba U de Mann Whitney.
*+Valor de p, coeficiente de Kendall.

++xValor de p, prueba de Pearson.

En cuanto a las caracteristicas clinicas y las alteraciones moleculares y citogenéticas
asociadas a la mutacion JAK2 V617F se encontré la presencia de esplenomegalia en 34
pacientes lo que representa el 34,69 % de los positivos a la mutacion y solo el 7,14 %
habia realizado eventos trombdéticos previos al diagndstico con asociacion estadistica
en ambos casos (tabla 3). Los pacientes no refirieron historia anterior de sangrado. Al
analizar la asociacion con el gen de fusion BCR-ABL se encontré un paciente positivo a

ambos marcadores moleculares, mientras 40,82 % era negativo. Mas de la mitad de los
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cariotipos realizados resultaron no util para diagnostico y porcentaje de estudios

normales ascendié a 42,86 % S con asociacion estadistica (tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y alteraciones moleculares y citogenéticas asociadas al JAK2

V617F en pacientes cubanos con NMP Philadelfia negativa. Instituto de Hematologia e
Inmunologia. 2010-2019

Caracteristicas JAK2V617F JAK2V617F p
Positivo Negativo
(n=98) (n=38)
No. (%) No. (%)
Esplenomegalia
Si 34 (34,69) 12 (31,58) <2,894e - 10=0,00%
No 64 (65,31) 26 (68,42)
Trombosis
Si 7(714) 2 (5,26) <2,894e - 14=0,00+
No 91 (92,86) 36 (94,74)
BCR ABL
Positivo 1(1,02) 0(0) 0,04+
Negativo 40 (40,82) 20 (52,63)
No realizado 57 (58,16) 18 (47,37)
Cariotipo
Normal 42 (42,36) 24 (63,16) 0,01 %+
No Util 52 (53,06) 10 (26,32)
No realizado 4 (4,08) 4 (4,08)

* Valor de p, prueba U de Mann Whitney.

~Valor de p, prueba de Pearson.

En las caracteristicas hematoldgicas de presentacion se observo que en los pacientes

positivos a la mutacion JAK2 V617F la presencia de eritrocitosis, demostrada por valores

elevados de hemoglobina y hematocrito; ademas, recuento global de leucocitos y el valor

de la enzima lactato deshidrogenasa fueron superiores (tabla 4). En cambio, el recuento

plaquetario fue inferior en este grupo, pero mantuvo limites patoldgicos. Se comprobo

la significacion estadistica para todas las variables.

Tabla 4. Caracteristicas hematoldgicas de presentacion de las neoplasias mieloproliferativas

en pacientes cubanos, segun el JAK2 V617F. Instituto de Hematologia e Inmunologia. 2010-

2019
Caracteristicas hematoldgicas al diagnostico JAK2V617F JAK2V61T7F p
Positivo Negativo
(n=98) (n=38)
Hemoglobina, (g/L) Media (DE) 172,03(38,36) 133,53 (38,36) 3,91e-80%+
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Hematocrito, (%)Media (DE) 53,53 (110,37) 40,24 (13,97) 6,49e-80**
Conteo de Leucocitos, (x10%/L) Media (DE) 11,67 (7,01) 8,34 (7,01) 5,35e-41+*
Plaquetas (x109/L) 615,11 (408829,53) 733,92 (408829,53) 0,007 **
LDH 627,19 (553,98) 573,13 (297,05) 2,08e-26%*
Medulograma No,(%)

No util o No realizado 10 (10,2) 5(13,16) 0,04+

NMP compatible con TE 19 (19,39) 14 (36,84)

NMP compatible con PV 54 (55,1) 10 (26,32)

NMP compatible con MFP 1(1,02) 2 (5,26)

NMP no especificada 10 (10,2) 4(10,52)

Otros 4 (4,08) 3(7,9)
Presencia de Fibrosis Medular No (%)

Si 14(14,28) 5(13,16) 0,00+

No 66 (67,35) 28 (73,68)

No Util 15 (15,31) 5(13,16)

No Realizado 3(3,06) 0 (0,00)

*U de Mann Whitney
*+ Valor de p de Student

++x Valor de p de Pearson

Al analizar los informes citomorfologicos de médula 6sea la mayoria de los estudios se
concluyeron como NMP compatibles con PV por las caracteristicas observadas.
Predominaron los pacientes que no presentaban fibrosis medular al inicio de la
enfermedad con 66,35 % en el grupo positivo a la mutaciéon somatica (Tabla 4).

La figura 1 muestra la supervivencia global (SG) de los pacientes cubanos con NMP
Philadelfia negativas. Al analizar toda la serie se observa que la SG de los pacientes
positivos a la mutacion del gen JAK2 V617F fue siete afios superior a la de los pacientes
negativos, con una mediana de seguimiento de seis afos y un comportamiento
significativo; pero en los primeros cuatro afnos de seguimiento la probabilidad de
sobrevida fue mayor en los negativos, excepto en los diagnosticados con MFP donde

este comportamiento se mantuvo durante todo el seguimiento.
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Fig.1. Supervivencia global de los pacientes cubanos con neoplasias mieloproliferativas

Philadelfia negativas.

A: toda la serie. B: NMP Philadelfia negativas tipo policitemia vera. C: NMP Philadelfia negativas tipo trombocitemia esencial. D:

NMP Philadelfia negativas tipo mielofibrosis primaria.

Discusion
La mutacion JAK2 V617F confiere una ventaja proliferativa y mayor supervivencia, al
sensibilizar las células a las senales estimuladoras, al causar la expansion clonal de
células progenitoras hematopoyéticas.(? Puede detectarse entre el 28,9 % y el 90 % de
las NMP Philadelfia negativas, aunque la mayor parte de las investigaciones

internacionales describen una frecuencia por encima del 60 %.(03 14 15 16, 17.18) F|
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porcentaje ligeramente superior encontrado en la presente serie, cuando se compara
con el estudio de pacientes cubanos atendidos en el Hospital Hermanos Amejeiras, (19
pudiese estar en relacion con la inclusion de pacientes con diagndstico de NMP no
clasificables. A pesar de ello, ambos resultados son similares a las descripciones
foraneas.

En una revision periodica de literatura cientifica publicada en el 2019 se incluyeron 52
estudios, fundamentalmente de Estados Unidos, China, Brasil y Europa. La frecuencia de
la mutacion JAK2 V617F fue estudiada por 30 articulos; vario de 46,7 a 100 % en los
pacientes con PV, de 31,3 a 72,1 % en pacientes con TE, y de 25,0 a 85,7 % en aquellos
con MFP.29 Estos resultados apuntan a la existencia de un rango amplio de positividad
del biomarcador, en la practica clinica. La accesibilidad a los estudios cambia la realidad
en muchas areas geograficas, incluso dentro de un mismo pais y por tanto puede
determinar subregistros en el diagnostico. La sensibilidad de la técnica empleada
también puede influir en el indice de positividad de las determinaciones.

Al evaluar la frecuencia de la mutacion de manera individual por cada una de las
enfermedades, se encontré coincidencia con lo descrito por Li (PV/TE/MFP) de 85 %,
58,4 %y 65,8 %, respectivamente.'” Por otro lado, los grupos liderados por Rabade en la
India y Bender en Argentina plantean una positividad superior de la mutacion en
pacientes con PV. 21.22)

La influencia de la edad en el desarrollo de las NMP Philadelfia negativas ha sido
evaluada desde multiples perspectivas. Se ha planteado el desarrollo de neoplasias
mieloides como enfermedades esporadicas en la poblacion de edad avanzada; sin
embargo, existe evidencia de predisposicion familiar con debut en personas mas
jovenes,? aunque en los pacientes cubanos no se observo este fendmeno, que pudiese
justificar el diagndstico precoz.

La asociacion de la esplenomegalia con el gen JAK2 mutado ha sido reportada por varios
autores al diagnostico de las NMP Philadelfia negativas con resultados similares a los
encontrados en la serie de pacientes cubanos y asociacion estadistica en algunos
casos.(™ La mutacién homocigética se ha asociado con un bazo de mayor tamafio. Los

pacientes con MFP son los mas suceptibles de presentar aumento de esta viscera.
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Constituye una de sus principales manifestaciones clinicas y esta directamente ligada a
la hematopoyesis extramedular esplénica por asociacion a patrones de migracion de las
células hematopoyéticas clonales (CHC) debido a la desregulaciéon del microambiente
medular con fibrosis y alteraciones del estroma, lo que conduce a su incremento
progresivo.@"

Las NMP Philadelfia negativas se asocian con una probabilidad mayor de trombosis
como se ilustra en el estudio. La mutacion JAK2 V617F impacta en el riesgo de
trombosis con evidencia contradictoria de su efecto al evaluar varias publicaciones.@
Sin embargo, la presencia de formas mutantes del gen JAK2 en pacientes con fendmeno
de CHIP, da como resultado un riesgo significativamente mayor de enfermedad
coronaria a pesar de la ausencia del fenotipo mieloproliferativo.@5

Hasta hace algunos anos se consideraba excluyente la presencia del gen de fusion BCR-
ABL1 y la mutacion somatica JAK2 V617F en pacientes con NMP, pero un pequeino
numero de reportes de su coexistencia esta disponible en la actualidad.?52") |os
resultados de la presente serie son comparables con otros estudios que plantean la
doble positividad en cerca del 1 % de los pacientes estudiados. También se encontré una
frecuencia similar de pacientes negativos al BCR-ABL1 en presencia de la mutacion del
gen JAK2.(2829)

La mayor cantidad de investigaciones relacionadas con las alteraciones citogenéticas
se han realizado en pacientes asiaticos por lo que no se puede descartar que el origen
genético de diferentes grupos étnicos esté relacionado con los resultados mostrados,
aunque no existen otros estudios en América que permitan realizar comparaciones.
Las NMP Philadelfia negativas con positividad de la mutacion JAK2 V617F presentan
caracteristicas hematoldgicas de presentacion distintivas. En la PV se vincula con altos
niveles de hemoglobina y neutréfilos, en la TE se asocia ademas con leucocitosis y
recuento plaquetario inferior, mientras en los pacientes con MFP en fase proliferativa los
recuentos hematicos se incrementan y declinan hasta convertirse en pancitopenia
sintomatica debido a la fibrosis medular en estadios mas avanzados de la

enfermedad.(19
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La ventaja proliferativa que confiere la mutacion somatica a la célula madre
hematopoyética, justifica el aumento de las lineas celulares. Se encontr6 divergencia
con lo planteado por Yap y colaboradores('® que describen una eritrocitosis mas ligera,
acompanada de niveles superiores de leucocitos y plaquetas en los pacientes positivos
cuando se analiza la muestra en general. La mayoria de los pacientes incluidos en ese
estudio tenia diagndstico de TE, lo cual podria justificar las diferencias halladas; aunque
llama la atencion que, al estratificar la muestra, los diagnosticados con PV muestran
niveles similares de hemoglobina y hematocrito que la serie de pacientes cubanos, en la
que mas del 50 % tienen este diagndstico.

En la investigacion se demostro la relacion estadistica entre la elevacion de la LDH y la
mutacion del gen JAK2, pero no se realizaron otras correlaciones que permitan evaluar
su impacto en la sobrevida global. La carga tumoral inicial de los pacientes fue alta
porque la enzima puede indicarlo de manera indirecta, pero se puede inferir que el
diagndstico oportuno en individuos menores de 60 anos y un adecuado control
hematoldgico hayan favorecido la obtencion de mejores resultados en la evolucion de
los pacientes cubanos.

Las caracteristicas citomorfoldgicas son poco abordadas en la literatura. La biopsia de
médula ésea se ha convertido en un elemento importante en el diagndstico de las NMP
Philadelfia negativas. La mutacion JAK2 V617F participa en la patogénesis de la fibrosis
medular (FM) al estar implicada en la desregulacion de multiples citoquinas

inflamatorias, lo que genera alteraciones en el microambiente de la médula ésea.3®

En conclusion, el comportamiento del biomarcador en pacientes cubanos difiere con lo

descrito en la literatura internacional.
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