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Estudio de mutaciones en neoplasias
mieloproliferativas Philadelphia
negativas en un hospital publico chileno
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Search for mutations in patients with
Philadelphia negative myeloproliferative
neoplasms in a public hospital in Chile

Background: Philadelphia negative myeloproliferative neoplasms (Ph-MPN)
are clonal disorders whose pathogenesis has been elucidated in recent years,
creating diagnostic and prognostic algorithms. Aim: To study JAK2, CALR y
MPL gene mutations in patients with Ph-MPN. Materials and Methods: Des-
criptive cross-sectional observational study of patients with MPN (2015-2019),
reviewing clinical, demographic and laboratory data. JAK2, CALR and MPL
gene mutations were analyzed by RT-PCR. Results: We studied 72 patients.
Fifty percent had essential thrombocythemia (ET), 26.4% had polycythemia
vera (PV) and 23.6% had primary myelofibrosis (PM). Bone marrow biopsy
was available in 76.5%. At diagnosis, the mean age was 65.5 years and 61%
were symptomatic. A thrombotic event was the most frequent problem in 20%
and 25% had splenomegaly. There were statistically significant differences in
hematological parameters between the different MPNs. JAK2 V617F mutation
was detected in 61.1%. Only 19 JAK2 V617F negative patients were available for
CALR and MPL mutation studies, identifying 10 triple negative cases. Kaplan
Meier curves showed a median survival of 88 months, being similar in the three
MPNs. Causes of death in 20 patients were thrombotic complications in 30%,
disease progression in 25%, infection in 20%, other neoplasms in 15% and other
causes in 10%. Conclusions: The presentation and frequency of JAK2 V617F,
CALR and MPL mutations in our cohort was similar to those reported in other
studies for ET and PM. JAK2 V617F mutation was lower for PV. No significant
differences between the three MPNs were observed for overall survival. We could
not assess the prognostic value of the mutations.
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negativas (NMP Ph-) son un grupo heterogé-

neo de trastornos clonales caracterizadas por
la sobreproduccién de células maduras en sangre
periférica, junto con un mayor riesgo de trombosis
y progresion a leucemia mieloide aguda'. En 1951,
William Dameshek planted la hipétesis de que, en lu-
gar de ser proliferaciones “puras”, la policitemia vera

l as neoplasias mieloproliferativas Philadelphia

(PV), trombocitemia esencial (TE) y mielofibrosis
idiopética/primaria (MI) podian representar diferen-
tes manifestaciones de un solo proceso subyacente”
En las tltimas 2 décadas, los nuevos descubrimientos
moleculares, partiendo por la mutacién JAK2 V617F
en 2005°7, seguido por ex6n 12 JAK2%7, exén 10
MPL® y ex6én 9 CALR'™", permitieron comprender
mejor su etiopatogenia y crear nuevos algoritmos
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diagnoésticos y prondsticos'. Ademas, en este periodo
se estandarizaron los criterios morfoldgicos para
diferenciar las diferentes categorias de neoplasias
mieloproliferativas (NMP)*2.

La mutacién JAK2 V617 estd presente en mas
del 95% de los pacientes con PV y en 50-60% de
aquellos con TE o M, Su mecanismo pato-
génico se puede resumir en una disminucién del
control autoinhibitorio del dominio JH2 mediado
por cambios en la conformacién de JH1-JH2 y
su unién a ATP'. Las mutaciones de JAK2 exdn
12 localizadas dentro de la regién de unién de los
dominios SH2 and JH2, entre F533 and F547, se
encuentran en 1-2% de los pacientes con PV®'. Las
mutaciones en calrreticulina (CALR) se encuentran
en 25-35% de los pacientes con TE y 35%-40% de
aquellos con MI'*!". La presencia de mutaciones de
MPL es menos frecuente, describiéndose en 2% de
los pacientes con TE y 4% de los con MI'*!>*¢. Cabe
destacar que la presencia de las 3 mutaciones driver
son mutuamente excluyentes, lo que se debe a una
patogenia similar, mediada a través de activacion
inapropiada de la via JAK-STAT y explica la eficacia
delainhibicién de JAK2 independiente de presencia
de su mutacién'”".

En nuestro pais son escasas las publicaciones
que describen la prevalencia de dichas mutaciones
o datos de supervivencia en NMP, por lo que deci-
dimos revisar la realidad en los pacientes atendidos
en nuestro hospital.

Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio observacional transversal
descriptivo de cohorte de pacientes con diagndstico
de NMP atendidos en la Unidad de Hematologia del
Hospital Base Valdivia (HBV) entre marzo 2015 y
julio 2019. Los casos incluidos en el estudio fueron
aquellos que tenian clinica y laboratorio concor-
dantes, a partir de los registros de laboratorio de
biologia molecular con estudio JAK2 y de farmacia
con indicacién de hidroxicarbamida. Los pacientes
fueron consultados si aceptaban participar y quienes
lo hicieron firmaron un consentimiento informado
en duplicado en presencia de testigo, aprobado por
Comité de Etica de Investigacién del Servicio de
Salud Valdivia. Luego se revisaron sus fichas clini-
cas para obtener datos demogréficos, clinicos y de
laboratorio.

Las mutaciones en genes JAK2, CALR y MPL
fueron analizados mediante una técnica in house de
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PCR en tiempo real con un punto de corte en el ciclo
36, utilizando cebadores previamente publicados
por otros investigadores®?, segin se muestra en
anexo 1. Las muestras de sangre periférica fueron
extraidas mediante kit comercial (Quick DNA Kits,
Zymo Research, Irving, Ca. USA) y, posteriormente,
se procedié a amplificar en termociclador en tiempo
real (ABI, StepOne™, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) utilizando mezcla maestra
de genotipado TagMan, las condiciones de ampli-
ficacién y concentraciones de cebadores fueron de
acuerdo a referencias.

Los datos fueron analizados con programa
Graphpad Prism 8.0; en variables cuantitativas se
calculé media y desviacion estdndar, y a las cualitati-
vas, frecuencia absoluta y relativa. Para comparacién
de pardmetros hematolégicos se realizo6 ANOVA y
para andlisis de sobrevida, curvas de Kaplan Meier.

Resultados

En el periodo estudiado se encontraron 72
pacientes con NMP. La Tabla 1 expone las princi-
pales caracteristicas demogréficas y clinicas de los
pacientes estudiados. La media de edad del total al
momento del diagndstico fue 65,5 £ 12,2 afios, sin
diferencias segun tipo de NMP. En relacién al sexo,
hubo un predominio femenino mds evidente para
TE. La distribucién por diagndstico fue: 36 (50%)
TE, 19 (26,4%) PV y 17 (23,6%) MLI. El diagnéstico se
realizé entre 2002 y 2017, disponiendo de biopsia de
médula 6sea en 76,5% del total, siendo mds frecuente
en MI (94,7%). Fueron sintomdticos al diagnéstico
61%, lo cual fue menor en TE. Los sintomas mas
frecuentes en orden de decreciente fueron: evento
trombdtico 20%, pérdida de peso 12%, mareos 11%,
sangrado 8% y prurito 5,5%. La esplenomegalia
fue documentada clinicamente o por imdgenes en
25%. Los pardmetros hematol6gicos se muestran en
la Tabla 2, existiendo diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,001) entre los 3 tipos de NMP en
valores de recuento de eritrocitos, hemoglobinemia,
hematocrito y recuento de plaquetas.

Se dispuso de estudio JAK2 V617F en todos los
pacientes, detectdndose su presencia en 61.1% del
total, 55,5% TE, 79% PV y 56% MI. En los casos
JAK2 negativos (n = 28) se determiné CALRY MPL
en 19 casos y en 9 no se obtuvo muestra. Los casos
triple negativos fueron 6, 2 y 2 para TE, PV y MI,
respectivamente. Los resultados se observan en las
Figuras 1y 2.
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Tabla1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con NMP

Caracteristicas

NUmero pacientes

Edad al diagndstico Media (DS)
Hombres n (%)
Mujeres n (%)
Sintomaéticos al diagndstico  n (%)
Esplenomegalia n (%)
Biopsia de MO n (%)

Total Trombocitemia

esencial

72 36

65,4 (12,2) 65,4 (12)

27 (37,5) 11 (31)

45 (62,5) 25 (70)

44 (61) 20 (55,5)

18 (25) 4 (11)

55 (76,5) 29 (80)

Policitemia Mielofibrosis
vera idiopatica
19 17
66,3 (12,3) 64,4 (13,1)
8 (42) 8 (47)
11 (58) 9 (53)
13 (72,2) 11 (68,7)
4 (21) 10  (6)
10 (52) 16 (94,7)

Tabla 2. Parametros hematolodgicos al diagndstico segun tipo de NMP. (* Media (DS))

Trombocitemia
esencial
Pacientes (n) 36
Hemoglobina g/dI* 13,7

Hematocrito %* 42,4
VCM (fl)*

Leucocitos x 10°* 13,2
RAN x10%* 9,1

Plaquetas x103*

86,8 (14,1)

(11,2)

1.052,8 (399,3)

Policitemia
vera

19

19,7 (2)
61,2 (11,7)
83,9 (8,4)
13,7 (7,6)
10,6 (7,4)

426 (182)

Mielofibrosis Total p
idiopatica
17 72
1,1 3,7) 14,7 (4,3) < 0,001
34,9 (11) 45,6 (13) < 0,001
87,3 (7,4) 86,1 (11,5) 0,59
11 (7,6) 12,8 (9,5 0,67
7.8 (5,6) 9,2 (7,7) 0,56
562,5 (462) 772,2 (466) < 0,001
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Figura 1. Distribucion de mutaciones por frecuencia segun tipo de NMP. (NR: no realizado).
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Figura 2. Caracteristicas clinicas y de mutaciones de pacientes con NMP HBV.
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segun tipo de NMP.

La terapia recibida fue hidroxiurea (96%), as-
pirina (81%), sangria (19%) y apoyo transfusional
(12,5%). Solo 2 casos tuvieron acceso a inhibidores
de JAK2, uno de ellos con la mayor sobrevida de la
cohorte.

Al realizar curvas de Kaplan Meier se observ) una
mediana de supervivencia de 88 (14-322) meses para
toda la cohorte, siendo similar para los 3 tipos de
NMP. En la Figura 3 existe una tendencia luego de 15
afnos a mayor supervivencia en TE y menor en MI, sin
embargo, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p = 0,727). Al analizar la supervivencia
por grupo etdreo (30-49, 50-60 y > 69 afios) esta fue
superior a menor edad, con medianas de 163, 95y
67 meses, que fueron estadisticamente significativas
(p =0,0064). Las causas de muerte fueron (n = 20):
complicaciones trombdticas (30%), progresién de la
enfermedad (25%), infeccién (20%), otras neoplasias
(15%) y otras (10%).
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Conclusiones y Discusiéon

La presentacién clinica, hematolégica y frecuen-
cia de las mutaciones JAK2 V617F, CALR y MPL
observadas en nuestra cohorte corresponden a lo
reportado en la literatura para TE y MI, siendo algo
menor JAK2V617F en PV (79%). La técnica realiza-
da en nuestro estudio tenia una sensibilidad de 107,
lo que nos permite asegurar resultados confiables. Lo
mismo ha sido reportado en otra cohorte chilena no
publicada (70%) y una mexicana (62,5%), demos-
trando diferencias de la prevalencia JAK2 V617F en
Latinoamérica, que podrian explicarse por etnia o
factores ambientales”. El mayor porcentaje de casos
JAK2 V617F negativos en PV se podria atribuir, en
parte, ala falta del estudio de la mutacién JAK2 ex6n
12 y, ademds, es posible que se deba a la presencia
de otros genes como TET2, ASLX1, CEBPA, por
mencionar algunos relacionados en la via de senali-

Rev Med Chile 2022; 150: 849-854



ARTICULO DE INVESTIGACION

Estudio de Mutaciones en NMP Ph(-) en Hospital Pdblico Chileno - I. Jaramillo et al

zacion de JAK2*. La sobrevida general (SG) tuvo una
tendencia a ser superior luego de 14 afos de segui-
miento en TE, seguido por PV y al final MI, pero las
diferencias no fueron estadisticamente significativas,
lo que puede deberse a que se trata de un estudio
transversal. El valor prondstico de las mutaciones no
fue evaluable por ser una cohorte pequena y su mayor
aporte fue confirmar el diagndstico de las NMP segin
criterios de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS)?, haciéndose evidente en nuestro medio la
falencia del estudio de mutacién de JAK2 exén 12,
técnica de mayor costo por requerir secuenciacion.
Nuestro trabajo, ademds, permite respaldar el uso
del algoritmo de estudio secuencial de mutaciones
propuesto por Tefteri®.

Las manifestaciones trombéticas fueron el sinto-
ma de presentacién mds frecuente (20%) y también
la primera causa de muerte (30%). Estudios recientes
explican el rol patogénico de los monocitos clonales
en la inflamacidn a nivel del endotelio vascular aso-
ciados a hemopatias clonales?, lo cual podria explicar
su ocurrencia a pesar de que los pacientes recibian
terapia citorreductiva y antiagregante plaquetaria.
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Anexo 1. Tabla de oligos y sondas usadas durante el estudio

Nombre Nombre Oligo/ Secuencia5'- 3" Marcaje ID acceso  Coordenadas

Gen sonda fluorescente NCBI

JAK2 Fw CTTTCTTTGAAGCAGCAAGTATGA NA NG 009904.1 93455 93478
Rv-WT GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACATAC NA 93526 93555
Rv-Mut GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACATAA NA 93526 93555
Snd-JAK2 TGAGCAAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTT FAM-TAMRA 93456 93485

CALR Fw CALR-t1 ACAGGACGAGGAGCAGATGA NA NM 004343.3 1151 1170
Rv CALR-t1 GGACATCTTCCTCCTCATCTTCCT NA 1276 1299
Snd-CALR-t1 TGTCCTCCTCATCCTCCTCATCCTCATCT FAM-QSY 1244 1272
Fw CALR-t2 GCTTAAGGAGGAGGAAGAAGACAA NA 1169 1192
Rv CALR-t2 TGTCCTCATCATCCTCCGACAATT NA 1229 1251
Snd-CALR-t2 TCTGCCTCCTCCTCCTCTTTGCGT FAM-QSY 1205 1228

MPL Fw-MPL GCGGTACCTGTAGTGTGCAGG NA NG 007525.1 16543 16563
Rv-MPL GGTGACCGCTCTGCATCTAGT NA 16473 16493
Snd-515wt ACTGCCACCTCAGCAG HEX-MGB 16525 16540
Snd-515K AAACTGCAACCTCAGCAG FAM-MGB 16523 16540
Snd-515L ACTGCTTCCTCAGCAGC FAM-MGB 16525 16541
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