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RESUMEN

La mutacion JAK2 V617F es un marcador molecular importante en Neoplasias
Mieloproliferativas (NMP) Phi negativas como Policitemia Vera (PV), Trombocitemia
Esencial (TE) y Mielofibrosis Primaria (MFP).

En el presente estudio analizamos la prevalencia de esta mutacion en 58 pacientes, de los
cuales 35 presentaban NMP Phi (-) (17 PV, 13 TE, 5 MFP), 15 poliglobulias y 8 otras
hemopatias. La deteccion de la mutacion se efectudé mediante PCR-ARMS (Polymerase
Chain Reaction-Amplification Refractory Mutation System).

La misma se detecto en el 45% de la poblacion estudiada. Observamos que el 88% de las
PV, el 69% de las TE y el 40% de las MFP presentaron dicha mutacién. La prevalencia
de esta mutacién es similar a la reportada en la literatura en los casos de PV y TE, y
difiere en aquellos casos de MFP, probablemente debido al bajo nimero de pacientes.
Destacamos la relevancia clinica de detectar la mutacion JAK2 ya que contribuye no solo
al diagnostico sino que también representa un blanco importante para el desarrollo de

nuevos tratamientos.
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INTRODUCCION

Las neoplasias mieloproliferativas (NMP) como la Policitemia Vera (PV), la
Trombocitemia Esencial (TE) y la Mielofibrosis Primaria (MFP) son trastornos
mieloproliferativos cromosoma Philadelphia (Phi) negativos.

Estas patologias se caracterizan por la proliferacion clonal desregulada de células madres
hematopoyeticas, lo que conduce a la produccion excesiva de una o mas lineas
hematopoyeticas, ocasionando hipercelularidad en la médula 6sea (1,2).

La PV fue reconocida como una condicion de hipercelularidad persistente, acompariada
por cianosis y descripta por primera vez por H. Vaquez en 1892 (3). La MFP fue definida
en la misma época (4) y la TE fue reconocida recién en 1934 (5).

El hematdélogo, W. Dameshek en 1951, fue el primero en apreciar las similitudes entre
dichas patologias y que estas, junto a la Leucemia Mieloide Crénica (LMC), constituian
un espectro de enfermedades relacionadas que compartian numerosas caracteristicas
clinicas y biologicas, entre las que se pueden destacar la hipercelularidad medular, el
riesgo incrementado de trombosis y hemorragia, y a largo plazo, la posibilidad de
transformacion leucémica. También acufio el término "trastornos mieloproliferativos"
para abarcar estas patologias relacionadas (6).

En 1967, L. Wasserman organizé un grupo de expertos y fundo el "Policitemia Vera
Study Group", con el objeto de establecer los primeros criterios diagnosticos. En 1974,
una minuciosa investigacion demuestra que los precursores eritroides de la médula 6sea
de pacientes con PV eran capaces de proliferar y diferenciarse ““in vitro” en ausencia de

eritropoyetina (EPO) (7).



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece en el afio 2001, un nuevo sistema
de clasificacion y diagndstico de esta patologia (8), pero no fue hasta el afio 2005, que
diferentes grupos describen por primera vez una mutacién puntual adquirida en el gen de
la quinasa Janus 2 (JAK2) V617F, que se asocia con los desordenes mieloproliferativos
Phi negativos (9-12).

Este polimorfismo esta presente en el 95 % de los pacientes con PV, aproximadamente
en un 40-60% de casos de MFP y en el 50% de casos de TE (13), como asi también en
algunos casos de NMP atipicas, como la Anemia Refractaria con sideroblastos en anillo
asociada a trombocitosis (ARSA-T) (14) .

La mutacion JAK2 V617F se genera a partir de la sustitucion de una guanina (G) por una
timina (T) en el nucledtido 1849 del ADNc del exdn 14 del gen JAK2, lo que resulta en
el reemplazo de una valina (V) por una fenilalanina (F) en la posicién 617, involucrando
al dominio homologo autoinhibitorio JH2 de la quinasa JAK2 (15).

La familia JAK se compone de cuatro quinasas (JAK1, 2 y 3y Tyk2) que se unen a los
dominios de receptores de citoquinas citosélicas. Estas quinasas poseen dos dominios
altamente homologos en el carboxilo terminal: un dominio activo (JH1) y un dominio
catalitico "inactivo", la pseudoquinasa (JH2). La sustitucién JAK2 V617F se encuentra en
el dominio homélogo 2 (JH2) el cual es un regulador negativo de la actividad de la
quinasa JH1 (13,16).

En cultivo de lineas celulares, esta quinasa estimula el crecimiento de las células
independiente de citocinas como IL3 y EPO, y se asocia con las vias de activacion

constitutiva STAT, MAPK y PI3K. Cada una de estas moléculas es el punto de partida



de cascadas de sefializacion comprometidas en la regulacion de la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis de progenitores hematopoyéticos, habiéndose demostrado que
juega un rol importante en la patogénesis de estos trastornos (9, 10, 13,15).

El diagndstico correcto de estas entidades se realiza siguiendo un algoritmo basado en
criterios clinicos, patologicos y de laboratorio. En el afio 2008, la OMS modifica la
clasificacion y los criterios diagndsticos cambiando el nombre a NMP e incorporando en
el estudio diagnostico la mutacion JAK2 V617F (17).

Por lo tanto la deteccién de esta mutacidn es de gran relevancia clinica ya que contribuye
no solo al diagndstico de NMP Phi negativas sino que también representa un blanco
molecular para el tratamiento de dichas neoplasias.

En vista de la importancia de esta quinasa, el objetivo de este trabajo es analizar la
prevalencia de la mutacion JAK2 V617F en pacientes con sospecha diagndstica o con
diagnéstico de NMP Phi negativas que concurrieron al Laboratorio de Hematologia y

Hemostasia del Sanatorio Allende desde el afio 2009 hasta el afio 2011.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se realizd un estudio observacional retrospectivo, en el cual se analizaron muestras de
sangre periférica de 58 pacientes: 19 mujeres y 39 hombres, con edades comprendidas
entre los 12 y 93 afios con sospecha diagnostica o diagnostico de PV, TE y MFP que
concurrieron al Servicio de Hematologia y Oncologia Clinica del Sanatorio Allende, de la

provincia de Cordoba, desde el afio 2009 hasta octubre del afio 2011, y que fueron Phi



negativos.

El diagndstico de estos pacientes se realizé segun criterios de la clasificacion OMS 2008
(7).

Criterios Diagndstico OMS 2008

POLICITEMIA VERA

Criterios Mayores:

I- Hemoglobina mayor a 18,5 g/dL en hombres; 16.5 g/dL en mujeres u otra evidencia de

aumento de la masa eritrocitaria (Hemoglobina o hematocrito mayor al percentil 99 de acuerdo a los

valores de referencia segin la edad, sexo, o altitud de la residencia; o Hemoglobina > 17 g/dL en el
hombre, > 15 g/dL asociado con incremento sostenido de al menos 2 g/dL por encima del valor basal del
individuo y que no puede atribuirse a la correccion de deficiencit de hierro; o elevacion de la masa o

volumen eritrocitario >25% por encima del valor predicho).

I1- Presencia de la mutacién JAK2 VV617F u otra mutacion similar.

Criterios Menores:

I- Biopsia de médula 6sea con hipercelularidad trilineal (panmielosis) de acuerdo a la
edad con importante proliferacion eritroide, megacariocitica y granulocitica.

I1- Nivel de eritropoyetina serica menor al valor de referencia normal.

I11- Formacion de colonias eritroides endogenas in Vitro.

- Para el diagndstico se requieren los 2 criterios mayores y un criterio menor o la
presencia del primer criterio mayor con 2 criteros menores.

TROMBOCITEMIA ESENCIAL

I- Recuento plaquetario sostenido > 450 x 10°/L (a).

I1- Biopsia 6sea demostrando proliferacion principalmente del linaje megacariocitico con



aumento del nimero de megacariocitos grandes y maduros. No incremento significativo o
desviacion a la izquierda de granulopoyesis neutrofilica o eritropoyesis.

I11- No reunir los criterios de la OMS para PV (b), MFP (c), LMC BCR-ABL1+ (d),
sindrome mielodisplasico (e) u otra neoplasia mieloide.

IV- Presencia de JAK2 VV617F u otro marcador clonal; o en ausencia de JAK2 V617F, no
evidencia de trombocitosis reactiva (f).

a- Sostenido durante el proceso de estudio.

b- Requiere el fallo de la terapia de reemplazo con hierro para elevar el nivel de hemoglobina al rango de
PV en presencia de ferritina baja. Exclusion de PV es en base de los niveles de hemoglobina y hematocrito,
la medicion de la masa eritrocitaria no es necesaria.

c- Ausencia de fibrosis reticulinica, fibrosis de colageno, sindrome leucoeritroblastico en sangre periférica
0 médula marcadamente hipercelular acompafiada de morfologia megacariocitica tipica de la mielofibrosis
que incluye megacariocitos de pequefios a grandes, con relacién nlcleo/citoplasma aberrantes e
hipercromaticos, lobulados o nucleo irregularmente doblado con granulos densos.

d- Ausencia de BCR-ABL1+.

e- Ausencia de diseritropoyesis y disgranulopoyesis.

f- Causas de trombocitosis reactiva incluyen: deficiencia de hierro, esplenectomia, cirugia, infeccién,
inflamacién, enfermedad del tejido conectivo, cancer metastasico y procesos linfoproliferativos. Aunque la
presencia de una condicién con trombocitosis reactiva puede no excluir la posibilidad de TE si los otros

criterios estan presentes.

- Para el diagndstico se requieren los 4 criterios.
MIELOFIBROSIS PRIMARIA

Criterios Mayores:

I- Proliferacion megacariocitica con atipia (a), generalmente acompafada de fibrosis de

reticulina o colageno; o en ausencia de fibrosis de reticulina significativa, los cambios en



los megacariocitos deben estar acompafiados de hipercelularidad en la médula Gsea
caracterizada por proliferacion granulocitica y frecuente disminucion de la eritropoyesis
(fase celular prefibrética).

I1- No reunir los criterios de la OMS para PV (v), LMC BCR-ABL1+ (c), sindrome
mielodisplésico u otra neoplasia mieloide (d).

I11- Presencia de JAK2 V617F u otro marcador clonal (ej MPL W515K/L); 0 en ausencia
de los marcadores clonales mencionados descartar que la fibrosis de la médula 6sea sea
secundaria a infeccion, enfermedad autoinmune u otra condicion inflamatoria cronica,
tricoleucemia u otra neoplasia linfoide, enfermedad metastadsicao mielopatia toxica
crénica (e).

Criterios Menores:

I- Leucoeritroblastosis (f).
I1- LDH elevada (f).

I11- Anemia (f).

IV- Esplenomegalia (f).

a- Megacariocitos pequefios a grandes con relacion nlcleo/citoplasma aberrante e hipercromaticos,
lobulados o nucleo irregularmente doblado o con granulos densos.

b- Requiere el fallo de la terapia de reemplazo con hierro para elevar el nivel de hemoglobina al rango de
PV en presencia de ferritina baja. Exclusion de PV es en base de los niveles de hemoglobina y hematocrito,
la medicion de la masa eritrocitaria no es necesaria.

c- Ausencia de BCR-ABL1+.

d- Ausencia de diseritropoyesis y disgranulopoyesis.

e- Pacientes con condiciones asociadas de mielofibrosis reactiva no son excluidos de MFP y en esos casos

el diagnostico debe ser considerado si se cumple otro criterio.



f- El nivel de anormalidad puede ser borderline o marcado.

- Para el diagndstico se requieren los 3 criterios mayores y 2 criterios menores.

Los pardmetros hematoldgicos fueron obtenidos mediante un contador celular Coulter
T540. Se define leucocitosis un recuento de leucocitos superior a 10.0 x 10%L, y
trombocitosis un recuento de plaguetas superior a 450 x 10%/L. A partir de la revisién de
las historias clinicas de estos pacientes, se analiz6 tambien la presencia de
esplenomegalia y eventos tromboticos, con el fin de determinar si la presencia de la
mutacion JAK2 homocigota se asocia a una diferente evolucion clinica, como por

ejemplo un mayor riesgo de trombosis en estos pacientes (18, 19).

Analisis de las mutaciones

Para el estudio de la mutacion JAK2 V617F se utilizaron muestras de ADN gendmico
obtenido a partir de leucocitos de sangre periférica.

La determinacion de la mutacion V617F se realiz6 mediante su amplificacion, utilizando
una modificacion de PCR- ARMS, técnica descripta por Baxter y col. (20). Se realizan
dos reacciones separadas, utilizando dos pares de cebadores para amplificar
especificamente las secuencias normales y mutadas.

Los cebadores de la PCR fueron:

- forward outer (FO), 5-TCCTCAGAACGTTGATGGCAG-3

- reverse outer (RO), 5'-ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT-3;
- forward wild type specific (Fwt), 5-GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATaTG-3

- reverse mutant specific (Rmt), 5'-GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAaAA-3 .



Las amplificaciones se realizaron durante 30 ciclos con HotStar Taq polimerasa, a una
temperatura de 60 °C, con 25 ng de DNA gendmico, y las condiciones estandar de
amplificacién, excepto que las concentraciones finales de los cebadores FO y RO, y de
los cebadores FWT y RMT fueron de 1 mM y 0,5 uM, respectivamente.

Los productos obtenidos en la reaccion fueron observados en geles de agarosa al 2% y se

visualizaron utilizando para la tincion-SYBR ® o bromuro de etidio.

Los productos de PCR observados fueron, con los cebadores Fwt-RO una banda

especifica de 229pb (salvaje o0 normal) y con FO-Rmt una banda de 279pb (mutado).

Figura 1: Analisis de Bandas de la mutacién JAK2 de un paciente control y un paciente mutado.



Andlisis estadistico
Se realiz0 estadistica descriptiva, para analizar las variables cualitativas se utilizd
medidas de frecuencia y para las variables cuantitativas medidas de frecuencia, media y

desviacion estandar (DS).

RESULTADOS

En el total de pacientes estudiados (n=58), se hall6 una prevalencia del 45 % (26/58) de

la mutacion JAK2 V617F, de tipo homocigota (Fig 2).
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Figura 2: Prevalencia de la mutacion JAK2 V617F en NMP Phi (-).

El promedio de edad de los pacientes con la mutacion fue de 55+17 afios y el 67 %
fueron de sexo masculino.

De la poblacién estudiada, 35 pacientes (60%) presentaban diagnoéstico de NMP Phi (-),
de los cuales el 49 % correspondian a PV, el 37 % a TE y el 14 % a MFP.

La mutacion JAK2 se detecto en el 88% de las PV, en el 69 % de las TE y en el 40 % de

las MFP (fig. 3).
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Figura 3: Presencia de la mutacion JAK2 V627F en pacientes con PV, TE y MFP.

El 40% restante de los pacientes incluidos con sospecha diagnostica de NMP Phi (-),
correspondieron el 26 % a poliglobulias (15/58) y el 14 % (8/58) a otras hemopatias, en
todos estos casos la mutacion JAK2 no estuvo presente.

Analizando los pacientes con PV y mutacion JAK2 positiva, un 53 % presentd
trombocitosis y un 27 % leucocitosis. La presencia de esplenomegalia se halld en el 40%
de los mismos. Se observaron ademas 2 pacientes con eventos tromboticos, de los cuales

el 100% tenian leucocitosis y el 60 % trombocitosis.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Numerosos estudios indican que el 95% de los pacientes con PV presentan la mutacion
JAK2 V617F (13); en nuestro andlisis se encontro que el 88 % de las PV (15/17) fueron
positivas para la misma, ésta pequefia diferencia podria deberse al bajo nimero de
pacientes estudiados y/o a la existencia de otras mutaciones descriptas en el exén 12 de

JAK2, no detectada por esta metodologia (21,22).



Con respecto a los pacientes con diagnostico de TE, el 69% presentd JAK2 positivo, la
literatura indica que la mutacion esta presente en aproximadamente el 50 al 60% de los
casos, pudiendo deberse ésta discordancia al niUmero de pacientes analizados.

Se incluyeron so6lo 5 pacientes con MFP, de los cuales el 40 % presentd la mutacion de
JAK?2, ésto diferiria un 10 % de los resultados hallados en los trabajos publicados; pero
especialmente en éste grupo el nimero de pacientes reclutados es pequefio para inferir
conclusiones.

El 26 % de los pacientes con poliglobulia que no presentaron la mutacion JAK2 V617F,
no cumplieron ademas con los criterios diagnostico de PV propuestos por la OMS 2008,
afirmando la importancia de la deteccion de la mutacién, en especial en éste grupo de
pacientes.

Finalmente, varios estudios indican que la forma homocigota de la mutacion en los
pacientes con PV se asocia con enfermedad mas sintomatica o avanzada (2, 11,12, 23).
Esta forma puede ser adquirida durante el transcurso de la enfermedad observandose
progresion, esplenomegalia refractaria, leucocitosis elevada y alteraciones citogenéticas
(18, 24). En el presente trabajo se estudiaron los pacientes con PV y presencia de la
mutacion JAK2 observandose que el 53 % presentd trombocitosis, el 40 % presencia de
esplenomegalia y s6lo un 27 % leucocitosis, presentando ademas este grupo mas eventos
trombaticos.

Si bien ningln estudio pudo demostrar asociacion entre recuento de plaquetas y la
presentacion de eventos tromboticos, la presencia de leucocitosis si ha demostrado ser un

factor de riesgo independiente de trombosis ya que ésta provocaria activacion plaquetaria



y endotelial “in vivo”. Aquellos pacientes que presentan un recuento de leucocitos por
encima de 15.0 x 10%L tendrian un riesgo aumentado en un 70% comparado con
aquellos pacientes que presentan un recuento de leucocitos superior a 10.0 x 10%/L (19,
25-27). En nuestro cohorte de pacientes aquellos que presentaron eventos trombaéticos, el
100% presentaban leucocitosis (recuento de leucocitos superior a 15.0 x 10%L) y el 60%
trombocitosis.

La mutacion JAK2 es el primer marcador genético directamente asociado con la
fisiopatogenia de los desérdenes mieloproliferativos, demostrando su etiologia clonal y
facilitando el correcto diagndstico de éstas patologias.

Por otro lado, al profundizarse el conocimiento molecular de dicha mutacion se logré que
un importante ndmero de inhibidores moleculares de JAK estén siendo evaluados en
protocolos de investigacién clinica. La mayoria mostrarian un efecto beneficioso en la
evolucion clinica de los pacientes, sobretodo reduciendo la esplenomegalia sintomatica y
los sintomas constitucionales. Aun no hay evidencias de disminucion en la incidencia de
eventos trombaticos.

En conclusion, destacamos la relevancia clinica del estudio de la mutacion JAK2 ya que
no solo permitié avanzar en las bases moleculares de estas patologias, sino que también
permite simplificar el diagnostico, evaluar pronéstico y finalmente podria representar
alternativas terapéuticas para el desarrollo de nuevas drogas como los inhibidores

moleculares de JAK recientemente desarrollados (24).
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