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RESUMEN

Los estudios moleculares en las neoplasias mieloproliferativas han adquirido gran
importancia para distinguir entre una enfermedad reactiva y una clonal y, en
algunos casos, valorar la respuesta al tratamiento. Al respecto, se distingue la
mutacion JAK2V617F que aparece fundamentalmente, aunque con diferentes
frecuencias, en las neoplasias mieloproliferativas clasicas BCR-ABL negativas: la
policitemia vera (PV), la trombocitemia esencial y la mielofibrosis primaria. El
estudio de esta mutacion, junto a otras de menor frecuencia, fue recomendado en
el afio 2008 por la Organizacién Mundial de la Salud entre los criterios de
diagnéstico para estas tres entidades. Con el objetivo de introducir el estudio
molecular de la mutacion JAK2V617F mediante su amplificacidon por PCR alelo
especifica, se estudiaron 26 pacientes divididos en tres grupos. El primero, de 10
pacientes con diagndstico anterior de PV que habian recibido su tratamiento
correspondiente, fue positivo en el 90 % de los casos. En el segundo, resultod
positivo a la mutacion el 80 % de cinco pacientes con sospecha de leucemia
mieloide crénica que habian sido BCR-ABL negativos. Por Ultimo, 11 pacientes en
los que se sospechd la presencia de PV, mostré una positividad del 91 %. Este

breve reporte representa un primer paso en la introduccién del estudio molecular al
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diagndstico, de las neoplasias mieloproliferativas clasicas que no clasifican como

leucemia mieloide crénica.

Palabras clave: mutacion JAK2V617F, policitemia vera, neoplasias

mieloproliferativas

ABSTRACT

Molecular studies in myeloproliferative neoplasms have reached importance to
distinguish between a reactive and a clonal disease and in some cases, to assess
the response to treatment. The JAK2V617F mutation appears mostly in the classic
BCR-ABL negative myeloproliferative neoplasms: polycythemia vera, essential
thrombocythemia and primary myelofibrosis. The study of this mutation and others
less frequent was recommended by the World Health Organization since 2008, as
diagnostic criteria in these three disorders. In order to introduce the study of
JAK2V617F mutation by allele-specific polymerase chain reaction, 26 patients
divided in three groups were studied. Firstly, ten patients previously diagnosed as
PV who had received treatment, showed 90 % of positivity. In a second group, 80
% of five patients in which BCR-ABL was negative, worked out positive for the
mutation. Finally, 11 patients with suspected PV, showed 91 % of positivity. This
short report represents a first step in the introduction of the molecular study for
diagnosis of classical myeloproliferative neoplasms not classified as chronic myeloid

leukemia.
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INTRODUCCION

Los sindromes mieloproliferativos crénicos, ahora llamados neoplasias
mieloproliferativas (NMP), comprenden, segun la clasificacion de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) del 2008, ! las siguientes entidades: leucemia mieloide
crénica (LMC), policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE), mielofibrosis
primaria (MFP), leucemia neutrofilica crénica, leucemia eosinofilica crénica,
mastocitosis y las NMP inclasificables. De todas estas, la PV, la TE y la MFP reciben
el nombre de NMP clasicas BCR-ABL negativas y constituyen un grupo heterogéneo
de enfermedades clonales caracterizadas por aumento de la proliferacién de las
lineas eritroides, megacariociticas y mieloides.

Estas enfermedades tienen un origen clonal y una gran diversidad fenotipica

relacionada con distintos eventos oncogénicos (mutaciones y genes de fusion) que
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con frecuencia involucran una proteina con actividad tirosina cinasa. Ejemplo de
ello es el reordenamiento BCR-ABL en la LMC, que en estudios citogenéticos se
revela como el cromosoma Filadelfia. Actualmente se conocen mas de 40 proteinas
con actividad tirosina cinasa involucradas en las NMP.?

En consecuencia, los estudios moleculares han adquirido gran importancia para el
diagndstico de las NMP, ya que la deteccién de estas alteraciones genéticas
contribuye a la distincién entre enfermedad reactiva y clonal y en algunos casos en
la evaluacion de la respuesta al tratamiento.

En el afio 2005, con pocos meses de diferencia se reportaron distintos estudios
clinicos relacionados con la ocurrencia de mutaciones en el gen Janus cinasa 2
(JAK2), localizado en el cromosoma 9. De ellas, se destaca la mutacién puntual
activante JAK2V617F como un factor crucial en el desarrollo de estas
enfermedades. La mutacion, que se encuentra en el exon 14 del gen JAK2, se
produce por la sustitucion de guanina por timina en la posicion 1849, y como
resultado ocurre la sustitucion de valina por fenilalanina en la posicién 617 de la
proteina. Se ha demostrado que esta sustitucién provoca en la proteina la
activacion constitutiva de tirosina cinasa e incrementa la hipersensibilidad por las
citocinas. ¥’

La mutacidon JAK2V617F es la principal alteraciéon molecular descrita en los
pacientes con NMP clasicas BCR-ABL negativas y aparece en alrededor del 96 % de
pacientes con PV, el 65 % de los pacientes con MFP y el 55 % que padecen TE. 3>
Otras mutaciones de este mismo gen se describen en el exdn 12 y son igualmente
mas frecuentes en la PV. 8Y°

Las principales dificultades diagndsticas en las NMP BCR-ABL negativas radican en
las similitudes que existen con cuadros reactivos y el solapamiento entre las
propias NMP y los sindromes mielodisplasicos. En el afio 2008 y basados en los
hallazgos moleculares, la OMS emitié nuevos criterios diagndsticos de las NMP entre
los que se incorporaron las mutaciones del gen JAK2. Se recomendd el estudio de
exclusién, fundamentalmente en los pacientes negativos a estas mutaciones. 1,10
Diversas técnicas cualitativas y cuantitativas se han desarrollado para detectar la
mutacion JAK2V617F. Entre ellas se encuentran: el genotipaje, bien por
secuenciacion convencional o por pirosecuenciacion, la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR por su sigla en inglés) alelo especifica (PCR-AE), el estudio del
polimorfismo de fragmentos de restriccion de longitud variable (conocido como
RFLP por su sigla en inglés), el PCR cuantitativo en tiempo real, el anélisis de la
curva de fusion del ADN, la cromatografia liquida desnaturalizante de alta
resolucién y la espectrometria de masa. ! La sensibilidad de estos métodos varia

entre el 0,01 % y el 5 % y cada uno tiene sus ventajas y desventajas. Algunos no
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son lo suficientemente sensibles y producen resultados ambiguos; mientras que
otros, aunque mas sensibles, originan falsos positivos debido a la falta de
especificidad. Por su parte, otros consumen mucho tiempo, emplean equipos y
reactivos costosos o ambos. *?

La técnica de PCR-AE ha sido ampliamente utilizada para el estudio de mutaciones
genéticas. Este método usa cebadores especificos para discriminar entre el alelo
normal y el mutado. Se ha reportado que su sensibilidad para detectar la mutacién
JAK2V617F estd entre el 0,1 y el 1 %. 13

La sencillez de esta técnica hizo posible su introduccién en el Instituto de
Hematologia e Inmunologia (IHI), con la colaboracién de colegas de la Fondazione
Tettamanti de Monza, Italia. En consecuencia, el presente trabajo reporta los

primeros casos estudiados en el IHI.

METODOS

La muestra estuvo compuesta por 26 pacientes que dieron su consentimiento para
participar en el estudio, divididos en tres grupos. El primero, integrado por 10
pacientes con diagnéstico previo de PV que recibian el tratamiento correspondiente;
el segundo, de cinco casos con sospecha de LMC que eran BCR-ABL negativos; y el
tercero, de 11 enfermos con diagndstico presuntivo de PV. A cada paciente se le

extrajeron 10 mL de sangre periférica con EDTA como anticoagulante.

Extraccion de ADN

Se aislaron los nucleos celulares mediante sucesivos pasos de lisis y
centrifugacién para posteriormente obtener ADN gendmico mediante extracciéon

con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y precipitacidn con etanol absoluto. *°

PCR-AE
La reacciéon de PCR-AE se llevd a cabo segiin el método publicado por Baxter y col.?
Para la deteccion de la mutacion JAK2V617F se utilizaron tres cebadores u
oligonucleédtidos: uno especifico para la mutacion (mF3), otro que permite
amplificar un segmento del alelo no mutado independientemente de la presencia de
la mutacioén (F2), y un tercero comun (R2/3). La amplificacién con F2 y R2/3 que
produce una banda de 364 pb funciona como control interno, mientras que la
amplificacion con mF3 y el comdn R2/3 origina una banda de 203 pb y es especifica
para la mutacion. La secuencia de los oligonucledtidos fue la siguiente:

F2 5 -ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG-3"

mF3 5 -AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT-3"
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R2/3  5-CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA-3’
La reaccion se realizd en un termociclador. Se incubaron 200 ng de ADN en un
volumen final de 50 uL que contenia 0,5 U de Taq ADN polimerasa, 200 uM de cada
dNTP; 0,2 uM de los oligonucledtidos F2 y mF3; 0,4 uM del oligonucledétido comun
R2/3; 1,5 mM de MgCl;; vy la solucidon tampdn suministrada por el fabricante de la
enzima. El volumen se completd con agua bidestilada tratada con
dietilpirocarbonato.
El programa de amplificacién constd de un paso inicial de desnaturalizacién de 1
min a 95°C, seguido de 36 ciclos que consistieron en : desnaturalizacion 30" a
94°C: hibridacion 30" a 92°C; y extension 30” a 72°C; un paso final de extension de
2 min a 72°C. Siempre se amplificd un control negativo que contuvo todos los
reactivos mas agua en lugar de ADN molde. El producto de PCR se analizé
cualitativamente por electroforesis en un gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro

de etidio como marcador de fluorescencia. (*®)

RESULTADOS

La implementacion del protocolo permitié amplificar sin dificultad el gen JAK2 y
detectar los primeros pacientes portadores de la mutacion JAK2V617F. En todos los
casos se observé la banda que amplifica como control interno de 364 pb,
correspondiente a un fragmento del alelo normal del gen JAK2. En los casos que
resultaron positivos aparecié la banda de 203 pb. La figura muestra una
electroforesis tipica de la amplificacion del gen donde aparece un control positivo,
una muestra positiva y una negativa. No se muestra el control negativo que

contenia solo la mezcla de reactivos mas agua.
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—364 pb
—203 pb

1 2 3 4

Fig. Electroforesis de la amplificacion por PCR alelo
especifica de la mutacion JAK2V617F.
Carril 1: marcador de peso molecular (MPM),
2: control positivo, 3: paciente positivo y
4: paciente negativo. (Se sefalan las bandas
del control interno 364 pb y de la mutacion 203 pb).

La tabla muestra los resultados de los 26 pacientes de los que 23 resultaron
positivos a la mutacion, que representa el 88 % de positividad. En primer lugar, se
muestra un grupo de 10 pacientes que ya habian sido diagnosticados y tratados
como PV. El rango de edad estuvo entre 35 y 80 afos. El tiempo de evolucidn de la
enfermedad y de tratamiento varid entre 2 y 10 afios. El 90 % de los pacientes
resultd positivo a la mutacion JAK2V617F. Un solo paciente fue negativo y resulto

ser un hombre de 35 afos cuyo diagndstico se mantuvo como PV.

Tabla. Estudio de la mutacién JAK2VE17F mediante amplificacion por PCR alelo especifica
durante los primeros seis meses de introducida |a técnica en el Instituto de Hematologia e

Inmunoclogia.

Motivo del Estudio No. de JAK2VG17F Rango
pacientes positivos posltnudad de edad
| PV diagnosticada y tratada | 10 | 9 | 90 | 35 -80a
| BCR-ABL negativo | 5 | 4 | 80 | 22 m40 - 80 a
| PV debut | 11 | 10 | 91 | 29 - 86 a
| 26 | 23 | a8 | 22 m 29 - 86 a

| Total

a: afos, m: Imeses

Seguidamente se muestra un grupo de cinco pacientes estudiados con anterioridad
como LMC y que habian sido negativos al gen de fusiéon BCR-ABL. El 80 % resultd

positivo a la mutacion JAK2V617F. Una nifia de 22 meses fue positiva. El resto
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fueron cuatro adultos, de los cuales tres fueron positivos y se determind que se
trataba de un caso de MF y dos de PV. El paciente negativo fue un hombre de 40
anos cuyo diagnodstico quedd definido como TE por la presencia del resto de
criterios recomendados por la OMS para el diagnéstico de esta entidad.

Por ultimo, se agrupan los pacientes que acudieron a consulta en el IHI durante los
primeros seis meses después de estandarizada la técnica y en los cuales existieron
los criterios suficientes para considerar la presencia de PV. En este grupo la edad
varidé entre 29 y 86 afos. De un total de 11 pacientes, el 91 % resultd positivo. El

caso negativo fue un paciente masculino de 29 afios de edad.

DISCUSION

La PCR-AE amplifica un fragmento del alelo mutado de manera especifica y permite
determinar su presencia de manera cualitativa mediante electroforesis. A pesar de
la tendencia actual a realizar estudios moleculares cuantitativos, se reconoce auln la
validez del analisis cualitativo sobre todo para determinar al inicio de la
enfermedad, la presencia de aquellas alteraciones moleculares que caracterizan
diversas enfermedades hematoldgicas.

Se consider6 implementada la PCR-AE en el IHI con el uso de los cebadores y
controles positivos suministrados por colegas de la Fondazione Tettamanti, con los

cuales se observaron las bandas de amplificacién esperadas.

Pacientes con PV diagnosticada y tratada

A fin de detectar por primera vez la presencia de la mutacion en nuestros
pacientes, se seleccioné de manera no aleatoria un reducido nimero de pacientes
gue habian sido diagnosticados y tratados como PV con anterioridad. En este grupo
se observd la mutacion en el 90 % de los pacientes, lo cual estuvo en concordancia
con reportes de otros autores donde se dice que del 80 al 97 % son positivos. * &7
Sélo un paciente resulté negativo pero su diagnéstico no cambidé debido a que el
resto de los criterios avalan la presencia de PV y asi ha sido tratado. Este caso es
un hombre con 35 afios al momento del estudio y no debe descartarse la
posibilidad que porte una mutacién en el exén 12 del gen JAK2. La OMS
recomienda el estudio de mutaciones en el exén 12 del gen JAK2 cuando la
JAK2V617F resulta negativa.

Se debe destacar que estos pacientes estaban tratados y que si bien los
tratamientos actuales mejoran la sintomatologia de la enfermedad, no son capaces
de eliminar el clon de células mutadas, hecho que se demostro por el alto

porcentaje de positividad encontrado.
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Pacientes BCR-ABL negativos

Dentro de las recomendaciones de la OMS del afio 2008, se incluye que en la
secuencia o algoritmo para el estudio de los sindromes mieloproliferativos debe
realizarse el estudio molecular de la mutacién JAK2V617F en los casos BCR-ABL
negativos.

La utilidad del estudio en los casos BCR-ABL negativos fue demostrada con el
hallazgo del 80 % de pacientes portadores de la mutaciéon JAK2V617F. El
diagndstico de estos pacientes estaba indefinido y demostrar la presencia de la
mutacion permitié comenzar los tratamientos de acuerdo con el tipo de NMP, que
incluyd una MF y dos PV.

La Unica nifia de este reporte fue positiva a la mutacién JAK2V617F y su diagndstico
se definiéd como una neoplasia mieloproliferativa pendiente de clasificar mediante
otros estudios complementarios.

El paciente negativo a la mutacidon JAK2V617F resultd ser, no obstante, portador de
TE debido a la presencia del resto de criterios recomendados para el diagnédstico de
esta entidad. La OMS recomienda cuatro criterios que deben cumplirse en su
totalidad para considerar la presencia de una TE. Uno de los criterios comprende el
estudio molecular de la mutacién JAK2V617F u otro marcador clonal o en caso de

negatividad, la no evidencia de trombocitosis reactiva.

Pacientes nuevos con sospecha de PV

Ante la necesidad de reclutar en el mas breve tiempo posible un grupo de pacientes
para el estudio de la mutacion y ser la PV la mas frecuente de las neoplasias
mieloproliferativas cldsicas que no clasifican como LMC, y en la que ademas la
mutacion JAK2V617F aparece con mayor frecuencia, se decidié estudiar, en primer
lugar, un grupo de estos pacientes.

La frecuencia de aparicién de la mutacién JAK2V617F reportada para la PV oscila
entre el 65y el 97 %. > En los 11 pacientes estudiados la mutacién estuvo
presente en el 91 %, lo que es similar a lo reportado en la literatura. <) Un sélo
paciente fue negativo y su diagndstico se mantuvo como PV porque estaban
presentes el resto de los criterios de la enfermedad. Se traté de un hombre de 29
anos que probablemente sea portador de otra mutacion en el gen JAK2. Se describe
que muchos pacientes con PV que no portan la mutacion JAK2V617F tienen
mutaciones en el exén 12 del mismo gen. 7*?

Las recomendaciones de la OMS para el diagnédstico de la PV proponen dos criterios
mayores y tres menores. Se orienta que debe estar presente alguna de las dos
combinaciones de criterios siguientes: en la primera, es suficiente con los dos

criterios mayores y uno de los menores, y en la segunda, se requiere la ocurrencia
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del primer criterio mayor (confirmar la eritrocitosis) y dos de los menores. El

estudio molecular de las mutaciones en el gen JAK2 se considera el segundo criterio

mayor para la PV y para diagnosticarla puede ser suficiente la segunda combinacion

de criterios que no incluye la positividad de las mutaciones.

1,10

La alta incidencia de la mutacion JAK2V617F en la PV permitié completar la validez

de este estudio en breve tiempo e introducirlo, como recomienda la OMS, entre los

criterios para el diagndstico de las NMP clasicas BCR-ABL negativas.
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