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Abstract

Background: In the 2016 WHO classification, the subgroup of BCR::ABL71 negative chronic myeloproliferative
neoplasms (MPNs) is made up of three entities: polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET), and
primary myelofibrosis (PMF), which are characterized by mutations in the JAK2, MPL, and CALR genes with important
diagnostic and prognostic value.

Objective: To determine the frequency of mutations in the JAK2, MPL, and CALR genes in BCR::ABL1 negative chronic
MPNs and to explore the association between the type of BCR::ABL1 negative chronic MPNs, mutational status, and
blood count parameters in patients from two hospitals in the city of Medellin, Colombia, during 2020-2021.

Methods: Cross-sectional descriptive observational study, which included patients with a diagnosis of BCR::ABL1-
negative MPNs. JAK2, MPL, and CALR genes were assessed by massive sequencing using the illumina® TruSight One
panel. A descriptive analysis was performed by estimating relative and absolute frequencies or summary measures
(central tendency, dispersion, or position) depending on the nature of the variables.

Results: A total of 24 patients were included in the study; 37.5% of the cases corresponded to patients with ET. The
distribution according to mutational status was non-mutated or triple negative in 13 cases (54.2%) and mutated in
11 cases (45.8%). The pathogenic mutations found in order of frequency were JAK2 (82%), MPL (9%), and CALR (9%).

Conclusion: Our study is consistent with what has been reported in the world literature, with JAK2 V617F being the
most frequent mutation in BCR::ABL1-negative MPNs. Lower frequencies for CALR and MPL may be influenced by the
sample size.
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Resumen

Antecedentes: En la clasificacion de la OMS del aio 2016, el subgrupo de neoplasias mieloproliferativas cronicas
(NMPC) BCR::ABL1 negativas esta constituido por 3 entidades: policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE) y
mielofibrosis primaria (MFP), las cuales se caracterizan por presentar mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR con
un valor diagnostico y pronostico importante.
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Objetivo: Determinar la frecuencia de las mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR en las neoplasias mieloprolife-
rativas cronicas BCR::ABL1 negativas y explorar la asociacion entre los tipo de neoplasias mieloproliferativas cronicas
negativas, el estado mutacional y los parametros del hemograma en pacientes provenientes de dos instituciones
hospitalarias de la ciudad de Medellin durante el periodo 2020-2021.

Métodos: Estudio observacional descriptivo transversal, donde se incluyeron pacientes con diagnostico de NMPC
BCR::ABL1 negativa. Se evaluaron los genes JAK2, MPL y CALR mediante secuenciacion masiva utilizando el panel
TruSight One de illumina®. Se realizé un analisis descriptivo a través de la estimacion de frecuencias relativas y ab-
solutas o medidas de resumen (tendencia central, dispersion o posicion) segiin la naturaleza de las variables.

Resultados: Un total de 24 pacientes fueron incluidos en el estudio, el 37,5% de los casos correspondieron a pacientes
con TE. La distribucion de acuerdo con el estado mutacional fue: No mutados o triple negativos 13 casos (54,2%) y
mutados 11 casos (45,8%). Las mutaciones patogénicas encontradas en orden de frecuencia fueron JAK2 82%, MPL 9%
y CALR 9%.

Conclusién: Nuestro estudio es consistente con lo reportado en la literatura mundial, siendo JAK2 V617F la mutacion
mas frecuentemente encontrada en NMPC BCR::ABL1 negativa. Las frecuencias menores para CALR y MPL pueden

estar influenciadas por el tamano de la muestra.

Palabras clave: trastornos mieloproliferativos, BCR::ABL1, JAK2, MPL, CALR

Introduccion

Las neoplasias mieloproliferativas  cronicas
(NMPC) son trastornos clonales de las células
madres hematopoyéticas, caracterizadas por la
proliferacion excesiva, expansion y acumulo de una
o mas de las lineas mieloides en médula 6sea, con
efectiva maduracién hematopoyética e incremento
en el numero de granulocitos, eritrocitos y/o
plaquetas en la sangre periférica (1-2). Con el
descubrimiento del gen de fusion BCR::ABL1 o
cromosoma filadelfia t(9;22), estas entidades
se subdividieron en dos grupos principalmente:
BCR::ABL1 positiva que comprende la leucemia
mieloide crénica (LMC) y BCR::ABL1 negativa que
incluye 3 tipos de enfermedades, policitemia vera
(PV), trombocitemia esencial (TE) y mielofibrosis
primaria (MFP) (3-4).

Las NMPC BCR::ABL1negativa ocurren generalmente
en adultos de edad media o avanzada con una
mediana de 65 anos para PV, 68 anos para TE y
70 anos para MFP (5). Las caracteristicas clinicas
incluyen sintomas inespecificos, como diaforesis,
dolores dseos y prurito (1). La esplenomegalia y
la hepatomegalia son caracteristicas comunes en
este tipo de enfermedades, debido al secuestro
de las células sanguineas o proliferacion de
células hematopoyéticas anormales (3), y las
complicaciones mas frecuentes son la trombosis y la
hemorragia (1,3). Los pacientes con PV y TE tienen
posibilidad de evolucionar hacia mielofibrosis,
mientras que las tres entidades pueden
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transformarse en leucemia mieloide aguda (LMA)
y en casos muy raros en sindrome mielodisplasicos
(SMD) (6). A nivel mundial la incidencia varia entre
0,47-1,03 por cada 100.000 habitantes (7-8). En
Colombia se desconoce esta informacion, los datos
mas actualizados corresponden a los reportes
del anuario estadistico del Instituto Nacional de
Cancerologia (INC), que para el aflo 2019 reportaron
un total de 789 casos nuevos de tumores de los
tejidos hematopoyético y linfoide, en donde solo 7
casos correspondieron a estas entidades (seis casos
de TE y uno de PV) (9).

Hasta el ano 2006, el diagnostico de estas neoplasias
se centro principalmente en signos clinicos vy
caracteristicas morfologicas e inmunofenotipicas
en sangre periférica y en medula o6sea; gracias
al advenimiento de la biologia molecular, en los
Ultimos afnos, ha sido posible la identificacion de
diferentes marcadores genéticos de gran utilidad
para determinar el diagndstico, pronostico
y tratamiento. Estas mutaciones se conocen
como conductoras “drivers”, porque estan
directamente implicadas en el desarrollo del
fenotipo mieloproliferativo; ademas se utilizan
como criterios diagndsticos mayores de acuerdo
a la clasificacion actual establecida por OMS en
el ano 2016. Las principales mutaciones que han
sido reportadas, se encuentran en los genes: Janus
quinasa 2 (JAK2), calreticulina (CALR) y el receptor
de la trombopoyetina, también conocido como
proteina de leucemia mieloproliferativa o CD110
(MPL), con rango de presentacion y variabilidad
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importante. Wu et al. (2014) encontraron una
frecuencia de JAK2 (V617F) entre el 56-82%, CALR
25-32% y MPL 5-6% (10), por su parte, Labastida
et al. (2015) encontraron las mismas mutaciones
con una frecuencia similar del 62%, 25% y 7%
respectivamente (2). La frecuencia alta de estas
mutaciones ha puesto en evidencia que su deteccion
deberia constituir una practica fundamental en los
laboratorios clinicos para el diagnodstico de estas
entidades.

En nuestro pais se han realizado algunos estudios
que han descrito, en cierta forma, la frecuencia
de dichas mutaciones. Por ejemplo, Solano et al.
(2012) y Abello et al. (2017) encontraron que la
frecuencia mutacional para JAK2 V617F fue del
0% y 53,5% respectivamente (6, 11). A la fecha del
desarrollo de esta investigacion no se encontraron
articulos publicados en donde se investigara la
presencia de las otras mutaciones. La escasez de
estudios en nuestro medio y la limitacion marcada
en la deteccion de potenciales mutaciones, que
tienen valor clinico en la era actual, plantea varias
preguntas que se deberian resolver: ;Cual es el
perfil mutacional para aquellos pacientes que son
negativos para JAK2 V617F2, ;cual es la proporcion
de pacientes triple negativos en nuestro medio?
Los argumentos anteriores reflejan la importancia
de estudiar estas mutaciones con el proposito de
realizar un perfilamiento mas completo de estas
entidades, esto permitira explorar asociaciones
clinicas con el fin de evitar o disminuir la
presentacion de las complicaciones y asi instaurar
conductas terapéuticas adecuadas.

Objetivo general

Determinar la frecuencia de las mutaciones en
los genes JAK2, MPL y CALR en las neoplasias
mieloproliferativas cronicas BCR::ABL1 negativas
y explorar la asociacion entre los tipo de
neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR::ABL1
negativas, el estado mutacional y los parametros
del hemograma en pacientes provenientes de dos
instituciones hospitalarias de la ciudad de Medellin
durante el periodo 2020-2021.
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Metodologia

Se realizd6 un estudio observacional descriptivo
transversal, en pacientes con NMPC BCR::ABL1
negativa desde enero de 2020 hasta mayo de 2021,
atendidos en dos instituciones hospitalarias de la
ciudad de Medellin (Hospital Pablo Tobon Uribe y
Clinica el Rosario). El estudio se realizé de acuerdo
con los principios de la declaracion de Helsinki y
fue aprobado por el comité de ética de la Sede
Investigacion Universitaria -SIU- y de las diferentes
instituciones  hospitalarias  participantes del
proyecto. Todos los sujetos dieron su consentimiento
informado y los procedimientos se desarrollaron de
acuerdo a las pautas establecidas en la resolucion
2378 de 2008 sobre buenas practicas clinicas (BCP).

Muestras y extraccion de ADN:

Para la deteccion de las mutaciones en JAK2, MPL
y CALR, se extrajo un volumen de 10 mL de sangre
periférica en tubos con anticoagulante EDTA por
cada paciente. Para la extraccion del ADN se empled
el kit QIAmp® DNA bloond mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany) y se siguieron las recomendaciones del
fabricante. La pureza y la cantidad de ADN extraido
se midieron mediante espectrofotometria.

Deteccion de mutacion JAK2, MPL'y CALR:

Las mutaciones fueron detectadas a partir
de secuenciacion masiva, empleando el
panel TruSight One de illumina®, que cubre 12
Mb de contenido gendmico, incluye 4813 genes
asociados con fenotipos clinicos especificos, 62 000
exones blancos aproximadamente, profundidad
de cobertura minima >20x (el 95% de las regiones
objetivo generalmente cubren >20x) y cobertura
promedio >100x.

Andlisis bioinformadtico:

Las lecturas pareadas obtenidas fueron alineadas
contra el genoma de referencia de “The Genome
Reference Consortium” en su version 37 (GRCh37),
por medio del software Barrow Wheelers Aligner
(BWA). El procesamiento de las lecturas alineadas
se llevd a cabo segun las recomendaciones del
Genome Analysis Toolkit (GATK). Primero, se
procedié a excluir las duplicaciones de PCR
por medio del software PICARD; se detectaron
regiones con varias lecturas de baja calidad y se



realizé un realineado local con el fin de detectar
posibles deleciones o inserciones pequenas. Luego,
se detect6 si habia diferencias entre las lecturas
obtenidas y el genoma de referencia, en un
proceso denominado “llamado de variantes” (del
inglés “variant calling”) mediante la herramienta
“Haplotype Caller” de GATK. A partir de la
informacion de calidad de las variantes se realizo
un filtro para detectar y excluir variantes de baja
calidad usando el protocolo “Hard Filtering”,
seglin las recomendaciones detalladas por GATK.
Finalmente, se procedi6 a anotar el VCF (vincular
las variantes con datos bioldgicos) con informacion
externa de bases de datos utilizando el paquete
de software SnpEff/SnpSift. Para ello se utilizaron
las siguientes fuentes: dbSNP, ExAC, 1000 Genomas
para frecuencia poblacional, Clinvar para la
relevancia clinica y Polyphen, SIFT y MutationTaster
para las predicciones de patogenicidad. El analisis
del archivo de variantes (VCF) se realizd con el
software “Bitgenia B-platform”.

Plan de analisis: Se realiz6 un analisis descriptivo
a través de la estimacion de frecuencias relativas y
absolutas o medidas de resumen (tendencia central,
dispersion o posicion) segln la naturaleza de las
variables. Se exploro la asociacion entre el tipo de
condicion clinica y los parametros del hemograma
a través de las pruebas H de Kruskal Wallis o Anova
de un factor, en el caso de significacion estadistica,
se realizaron analisis de comparaciones multiples
mediante las pruebas HSD de Tukey o U de Mann
Whitney con correccion de Bonferroni. La asociacion
entre el estado mutacional con los parametros del
hemograma y el tipo de NMPC BCR::ABL1 negativa
se explord a través de las pruebas t Student para
muestras independientes, U de Mann Whitney o Chi
cuadrado de Pearson. En los casos en que aplico,
se realizo la verificacion previa del cumplimiento
de los supuestos de distribucion normal vy
homogeneidad de las varianzas con los estadisticos
de Shapiro Wilk y Levene respectivamente.

Todos los analisis se realizaron en el software
IBM® SPSS 26 y se tomo un valor p de significacion
estadistica menor a 0,05 como criterio de
aceptacion o rechazo de la hipétesis nula.
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Resultados

Se estudiaron un total de 24 pacientes con diagnostico
de neoplasia mieloproliferativa cronica clasica
BCR::ABL1 negativa captados desde febrero del 2020
hasta marzo del 2021. Para la muestra poblacional
la media de edad al momento de diagnéstico fue de
55,6 anos, con un rango de 23 a 89 anos. El 54,2%
de los casos correspondieron al sexo masculino, la
patologia mas frecuente fue TE con el 37,5 % de los
casos y el 54,2% de los casos no presentaron ninguna
de las mutaciones patogénicas rastreadas por este
estudio denominados “triple negativos” Es importante
mencionar que en dos pacientes se realizd una
reclasificacion diagnostica, incluyéndose finalmente
estos pacientes en la categoria de poliglobulia (exceso
de globulos rojos) (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de las caracteristicas demograficas y
clinicas de la poblacion con NMPC BCR::ABL1 negativas (n=24)

Variables n %
Masculino 13 54,2
Sexo

Femenino 11 45,8
TE 9 37,5
PV 8 33,5

Tipo de NMPC
MFP 5 20,8
Poliglobulia 2 8,3
Estado No mutado 13 54,2
Mutacional Mutado 1 458

Se detectaron un total de 174 variantes (agrupadas en
43 variantes diferentes), de las cuales 3 son considera-
das mutaciones patogénicas. Las mutaciones presen-
tes en JAK2 fueron las mas frecuentes con los 53,5%
de los casos, seguidas de MPL y CALR con el 32,5%
y 14,0% respectivamente. De acuerdo con el tipo de
mutacion, las clasificadas como intronicas correspon-
dieron a unos 55,8%, seguidas por las de cambio de
sentido con 16,3%, mientras que las menos frecuentes
fueron aquellas clasificadas como sin sentido y cambio
en marco de lectura, ambas con el 2,3% de los casos.

El 72,1% de las mutaciones presentaron un genotipo
heterocigoto y el 67,4% de las variantes fueron cate-
gorizadas como benignas (Tabla 2). En la Tabla 3 se
describe la distribucion absoluta y relativa de las 43
variantes diferentes encontradas de acuerdo al gen,
tipo de mutacion e interpretacion clinica.
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Tabla 2. Distribucion de las mutaciones de acuerdo al gen, tipo de mutacion, genotipo e interpretacion clinica (n=43)

JAK2 MPL CALR
Caracteristica n % 2339 14 (32,3) 6 (14,0
n (%) n (%) n (%)
Tipo de mutacion
Funcion de secuencia 3 7,0 0 (0) 0 (0) 3 (50,0)
Cambio de sentido 7 16,3 2 (8,7) 5 (35,7) 0(0)
Sin sentido 1 2,3 0(0) 1(7,1) 0(0)
Sindnima 5 11,6 4 (17,4) 0 (0) 1(16,7)
Cambio en marco de lectura 1 2,3 0 (0) 0 (0) 1(16,7)
Region de empalme 2 4,7 0 (0) 2 (14,3) 0 (0)
Intronica 24 55,8 17 (73,9) 6 (42,9) 1(16,7)
Genotipo
Heterocigoto 31 72,1 13 (56,5) 12 (85,7) 6 (100)
Homocigoto 2 4,7 2 (8,7) 0 (0) 0 (0)
Heterocigoto/Homocigoto 10 23,3 8 (34,() 2 (14,3) 0 (0)
Interpretacion clinica
Patogénica 3 7,0 1(4,3) 1(7,1) 1(16,7)
Benigna 29 67,4 19 (82,6) 7 (50,0) 3 (50,0)
De significado incierto 10 23,3 3 (13,0) 6 (42,9) 1(16,7)
Probablemente Benigna 1 2,3 0 (0) 0 (0) 1(16,7)

Tabla 3. Distribucion de mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR en pacientes con NMPC BCR::ABL1 negativas (n=174)

Gen Mutacion Interpretacion Clinica n %
p.Val617Phe c.1849G>T Patogénica 9 5,2

c.1514-88G>A Benigna 17 9,8

c.1993-20T>C De significado incierto 1 0,6

€.2571+107_2571+108delGA Benigna 2 1,1
€.2572-113_2572-109delAAAAA Benigna 1 0,6
€.2572-110_2572-109delAA De significado incierto 1 0,6

JAK2 €.2572-112_2572-109delAAAA Benigna 1 0,6
C.2886+71G>A Benigna 6 3,4
c.3059+23A>T Benigna 14 8,0
€.3059+61_3059+63delGTT Benigna 13 7,5
c.3060-72A>G Benigna 8 4,6
c.3060-8231C>T Benigna 4 2,3
c.3060-8262T>C De significado incierto 1 0,6
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Gen Mutacion

c.3060-8481A>C
€.3060-8482G>A
€.3291+96T>G
C.614+79C>T
€.936+131C>T
p.Arg1063His c.3188G>A
p.Asn643Asn c.1929T>C
p.His163His c.489C>T
p.Leu830Leu c.2490G>A
p.Ser428Ser c.1284T>C
p.Trp515* c.1544G>A
c.1308+168C>T
€.1309-69G>T
c.1468+43G>T

JAK2

c.1469-70T>C
c.1565+5C>T
c.391+47C>T
c.981-41G>A
p.Ala622Asp c.1865C>A
p.Asp128Tyr c.382G>T
p.Gln208Leu c.623A>T
p.Glu230Glu c.690A>G
p.Ser226Tyr c.677C>A
p.Trp515Arg c.1543T>A

p.Leu367fs ¢.1099_1150delCTTAAGGAGGAGGAAGAA-
GACAAGAAACGCAAAGAGGAGGAGGAGGCAGAGG

c.193+41delC

c.193+45G>C
€.193+47_193+48insG

c.91+45G>T

MPL

CALR

p.Pro250Pro ¢.750C>G

Interpretacion Clinica

Benigna
Benigna
Benigna
Benigna
Benigna
Benigna
Benigna
Benigna
Benigna
Benigna
Patogénica

Benigna

De significado incierto

De significado incierto
Benigna
Benigna
Benigna
Benigna

De significado incierto

De significado incierto

De significado incierto
Benigna
Benigna

De significado incierto

Patogénica

Benigna
Benigna
Benigna

De significado incierto

Probablemente benigna

E. Pino et al.

%
2,3
2,3
0,6
1,7
2,9
0,6
0,6
8,6

10,9
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
6,9
0,6
0,6
6,9
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6

0,6
0,6
0,6
0,6
0,6

Para la asociacion entre el tipo de condicion clinica y los parametros del hemograma, encontramos que
los promedios de concentracion de hemoglobina y porcentaje de hematocrito evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas. Quienes padecian policitemia vera, presentaron mayor promedio de he-
moglobina y porcentaje de hematocrito comparado con aquellos que padecian MFP (diferencia de medias
>6,4 g/dL; p<0,01) y (diferencia de medias >17,99%; p<0,01) respectivamente. (Tabla 4 y Figura 1). En
relacion al recuento de plaquetas, se encontro diferencias significativas entre pacientes con MFP y TE,
observandose recuentos mas altos en este Gltimo grupo (p=0,012) (Tabla 4 y Figura 2). El recuento de

globulos blancos no se encontroé asociado al tipo de NMPC BCR::ABL1 de los pacientes incluidos.
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Tabla 4. Parametros del hemograma versus tipo de NMPC BCR::ABL1 negativas

PV: Policitemia Vera; TE: Trombocitemia Esencial; MFP: Mielofibrosis Primaria
*Anova de 1 factor; ** H de Kruskal Wallis.

956% Cl Valor de Hemoglobina

Figura 1. Promedio de hemoglobina segun tipo de NMPC. Se
realizo Anova de 1 factor y comparaciones multiples con la
HSD de Tukey, IC del 95% (para el promedio de hemoglobina

PV
TE
Tipo de NMPC
MFP
Poliglobulia

Valor p*

PV
TE
Tipo de NMPC
MFP
Poliglobulia

Valor p**

Hemoglobina (g/dL)

Media DE
17,3 1,3
13,6 2,2
10,8 3,0
17,7 0,8

<0,001

Recuento de glébulos blancos

(103/pL)
Mediana Minimo-Maximo
8,9 6,3- 96,0
8,6 5,1- 104,0
21,9 4,6- 169,6
9,1 7,3-10,8
0,843

1250000

750000

750000

Recuento de plaquetas

500000

250000

PV TE
Tipo de NMPC

segln la condicidn clinica)

MFP

Poliglobulia

Hematocrito (%)

Media DE
52,0 4,5
41,2 5,5
34,0 8,7
52,3 4,5
<0,001
Recuento de plaquetas
(109/L)
Mediana Minimo-Maximo
379 66 - 795
746 322 - 1259
302 80 - 402
269 247 - 291
0,012
g — |
PV e VP Poligobuia

Tipo de NMPC

Figura 2. Recuentos de plaquetas segln tipo de NMPC.
Se realizo prueba H de Kruskal Wallis con comparaciones
multiples a través de U de Mann Whitney con correccion de
Bonferroni



La distribucion de acuerdo con el estado
mutacional fue: No mutados o triple negativos
13 casos (54,2%) y mutados 11 casos (45,8%). Las
mutaciones encontradas en orden de frecuencia
para los casos mutados fueron: JAK2 82%, MPL
9% y CALR 9%, mientras que para la poblacion de
NMPC BCR::ABL1 negativas fue: JAK2 37,5%, MPL
4,2% y CALR 4,2%. Las mutaciones en el gen JAK2
correspondieron en su totalidad a p.Val617Phe
c.1849G>T, que se caracteriza por ser de tipo
cambio de sentido o contrasentido, en CALR
una mutacion tipo | (p.Leu367fsc.1099_1150) y
en MPL a una mutacion sin sentido en el codon
515 (p.Trp515* ¢.1544G>A). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el
estado mutacional y los parametros del hemograma
(Tabla 5). Entre las caracteristicas demograficas
(sexo) descritas en la poblaciéon de estudio, no se
encontrod asociacion entre los casos mutados versus
no mutados (Vp Chi?= 0,973); de forma similar,
tampoco se evidenciaron diferencias significativas
en los recuentos de plaquetas (Vp t student = 0,073)
y glébulos blancos (Vp U de MannWhitney = 0,173),
ni en los valores de hemoglobina y hematocrito (Vp
t student > 0,820) (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros del hemograma versus estado
mutacional.

Estado

Mutacional Media DE Valor p
Hemoglobina Mutado 14,6 3,8 56
(g/dL) No Mutado 14,6 2,8 ’
Hematocrito Mutado 44,7 11,2 o
(%) No Mutado 43,8 7,4 ’
Rcto de Mutado 375963,6 226122,8
plaquetas 0.073*
(mm? de No Mutado  597076,9 328362,5
sangre)
Mediana  Min-Max
Recuento Mutado 8770 a8y
de Blancos - 169600 0
3 i)
(mm” de No Mutad 8600 A
sangre) 0 Mutado - 104000

*t Student; ** U de Mann Whitney

De las mutaciones patogénicas identificadas, se
observé una mayor frecuencia de estas en el grupo
de pacientes con PV (45,5%), en personas con MFP
la frecuencia fue 36,4%, la menor frecuencia se
encontré en el grupo con TE (18,2%) y ninguna
mutacion patogénica fue identificada en los pacientes
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que presentaron poliglobulia. Las diferencias entre las
frecuencias comparadas no fueron estadisticamente
significativas (p= 0,073) (Figura 3). Por ultimo, en la
Figura 4 ilustramos la frecuencia de las mutaciones
JAK2, MPL y CALR en pacientes con PV, TE y MFP por
técnica de secuenciacion masiva.

g
PV TE MER

Tipo de NMPC

Estado
mutacional

@ Mutado
B No mutado

Porcentaje
£l

-

L

S —
olgiatuba

Figura 3. Estado mutacional segun tipo de NMPC. Mutado:
Se refiere a la presencia de alteraciones genomicas
patogénicas en cualquiera de los 3 genes evaluados

Gen
Mutado

Wuakz
EcaLr
CneL
Bwr

100,0%

80,0%]

60,0%

Porcentaje

40,0%7

20,0%]

0%

TE MFP
Tipo de NMPC

Poliglobulia

Figura 4. Gen Mutado segun Tipo de NMPC. El 100% de
las mutaciones en los genes MPL y CALR se presentaron en
pacientes con MFP

427



Revista Colombiana de Cancerologia

Discusion

En Colombia, la informacion reportada acerca de las
NMPC BCR::ABL1 negativas y del comportamiento
de las mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR
es escasa. En nuestro medio, hasta la fecha y hasta
la redaccion de este manuscrito, solo se cuenta con
3 estudios publicados, en los cuales se ha realizado
Unicamente la busqueda de la mutacion V617F en el
gen JAK2 con resultados de frecuencias que oscilan
alrededor del 52% (6, 11-12), mientras que para el
caso de las mutaciones en los genes CALR y MPL no
se cuenta con ningln estudio publicado que refleje
la frecuencia de las mismas. Pese a las limitaciones
de nuestro estudio, debido principalmente al tamafo
muestral, este trabajo aporta informacion valiosa
acerca del estado mutacional de los pacientes con
NMPC BCR::ABL1 negativas, toda vez que incorpora el
analisis completo de los tres genes y por consiguiente
de las mutaciones conductoras “drivers”, gracias a la
aplicacion de la técnica de secuenciacion masiva.

En nuestro estudio la TE fue la entidad mas
frecuente, seguida de PV y MFP; resultados similares
fueron reportados por estudios locales (6,11) y
latinoamericanos (2,13). Por el contrario, paises como
Estados unidos (14) y Jordania (15), han observado
una frecuencia mayor de MFP y PV respectivamente,
mientras que en China se han reportado frecuencias
similares para los casos de PV y TE (10). La distribucion
de los casos de PV, TE y MFP por sexo, dependera del
tipo de poblacion estudiada, mientras que en nuestro
estudio observamos un ligero predominio de PV en
hombres y de TE en las mujeres, paises como Suiza
reportan un mayor nimero de casos de PV en mujeres
(16). La media de edad de los pacientes en este estudio
y los hallazgos del hemograma de acuerdo al tipo de
NMPC, fueron similares a los publicados por otros
investigadores (14,16-17). Se encontraron niveles de
hemoglobina y hematocrito mas altos en pacientes
con PV comparado con MFP, recuentos de plaquetas
elevados en TE comparado con MFP y recuento de
globulos blancos sin diferencias estadisticamente
significativas en las tres entidades, resultados
consistentes a lo reportado por otras investigaciones,
(14,16-17).

Es importante mencionar que los hallazgos
encontrados anteriormente demuestran que desde la
clinica (signos y sintomas, resultados del hemograma
y médula dsea y examenes complementarios) se ha
realizado un adecuado diagnostico clinico.
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El objetivo principal del estudio fue determinar
la frecuencia de las mutaciones conductoras en
las NMPC BCR::ABL1 negativas. Las mutaciones
patogénicas en JAK2 exon 14, MPL exdén 10 y CALR
exon 9 se presentaron de manera excluyente en cada
individuo. JAK2 V617F, fue la mutacion mas frecuente
en 5 casos de PV y 2 casos en igualdad para TE y MFP,
con frecuencias de presentacion por debajo a las
reportadas por otros paises como Marruecos (18),
Estados Unidos (14) y Argentina (19), pero mucho
mas alta comparada con el estudio local realizado
en la ciudad de Bogota por Solano et al. (2012), en
donde incluyeron 34 pacientes con NMPC BCR::ABL1
negativa, solo a 8 (cinco con TE, dos con MFP y uno con
PV) se les realizo analisis mutacional para JAK2 V617F,
con un 100% de negatividad, resultados que llaman
la atencion teniendo en cuenta que esta mutacion
es la mas frecuente en estas entidades, ante estos
resultados, ellos concluyen que “No es posible analizar
la presencia de las mutaciones tirosina-kinasas, ya
que son herramientas de reciente ingreso al panel
diagnostico y cuyo impacto como factor pronostico
0 terapéutico se encuentra en estudio” (6). Sin
embargo, consideramos que estos resultados tal vez
pudieron estar influenciados por la pequena cantidad
de pacientes analizados mutacionalmente (8/34) y por
el tipo de NMPC elegida para dicho analisis (teniendo
en cuenta que la mutacion JAK2 V617F se presenta
en el 95% de los pacientes con PV, creemos que el
nimero de pacientes analizados mutacionalmente
con PV debioé ser mucho mayor).

La afirmacion anterior la sustentamos teniendo en
cuenta los resultados de otro estudio realizado en
la misma ciudad y hospital por Leon et al. (2019),
el estudio incluia 64 pacientes con NMPC BCR::ABL1
negativa, todos los pacientes fueron analizados
mutacionalmente para JAK2 V617F, encontrando
una frecuencia general de mutacion del 52%, siendo
los pacientes con PV aquellos que presentaron la
positividad mas alta con un 75%. Referente al estudio
de las otras mutaciones los autores manifiestan “No se
realizaron estudios para mutacion del exén 12, CALR ni
MPL. En nuestro pais existen dificultades en el acceso
a la realizacion estandarizada de estudios moleculares
confirmatorios de las mutaciones relacionadas que
también puede modificar la prevalencia descrita en
nuestra cohorte” (12).

Similarmente a lo ocurrido en JAK2 V617F, la
presentacion de mutaciones en los genes CALR y MPL
en general, fue mucho menor a la reportada en la



literatura (19); los casos se presentaron en pacientes
con MFP (con un caso para cada gen). No se hallaron
mutaciones en los genes CALR y MPL para TE, a pesar
de ser la entidad mas incidente en nuestro medio
seglin reportes del Instituto Nacional de Cancerologia
(9), incluso fue la neoplasia que obtuvo el porcentaje
mas alto de casos triple negativos (53,8%). Estos
hallazgos pueden estar influenciados por el tamafo
muestral y por la reclasificacion de estas entidades
con alteraciones tipo eritrocitosis y trombocitosis
reactiva; en nuestro caso, se reclasificaron dos
pacientes con diagnostico presuntivo previo de PV
a poliglobulia, quienes se caracterizan por ser JAK2
negativo (acorde con nuestros resultados). Otro
posible hallazgo relacionado al menor porcentaje de
deteccion de las mutaciones conductoras “drivers”,
puede deberse a que nuestra poblacion posee
caracteristicas diferentes a las otras poblaciones
estudiadas, encontramos que la Unica mutacion
patogénica detectada en MPL consiste en un cambio
sin sentido, mientras que otros estudios y la literatura
reportan que en este gen la mutacion W515L, es la
mas frecuente, y se caracteriza por ser de tipo cambio
de sentido (13, 20-22). Esta situacion puede estar
influenciada posiblemente por factores ambientales y
genéticos, este Ultimo derivado de la heterogeneidad
poblacional que tenemos en el pais debido a la mezcla
de diferentes etnias, por consiguiente, realizar
nuevos trabajos donde se explore todo el panorama
molecular en estos pacientes son necesarios.

Mas de la mitad de los pacientes (54,2%) no
presentaron ninguna variante patogénica rastreada
por este estudio en los genes JAK2, MPL 'y CALR, estos
resultados no descartan el diagnostico de PV, TE y
MFP, debido a que en ausencia de estas mutaciones
y en cumplimiento de los otros criterios establecidos
por la OMS puede establecerse un diagnéstico de estas
entidades. De los 24 pacientes, cinco pacientes (20,8%)
presentaron progresion de la enfermedad; uno con TE
y uno con PV evolucionaron a MF, dos pacientes con
MFP y uno con TE se transformaron a LMA (dos de ellos
fallecieron, uno presentaba mutacion en JAK2 V617F
y el otro era triple negativo). Estudios publicados
reportan que las causas mas frecuentes de muerte
son las complicaciones tromboticas, hemorragicas y
la transformacion a leucemia (23). De acuerdo con
lo anterior, el alto porcentaje de pacientes triple
negativos pone en manifiesto el origen poligénico de
estas enfermedades, por consiguiente investigaciones
futuras podrian encaminarse a la bUsqueda de otro
tipo de mutaciones, como es el caso de aquellas
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denominadas cooperadoras y dilucidar si ademas
de desempenar un papel importante en el proceso
de trasformacion neoplasica y progresion de la
enfermedad, estan involucradas en el desarrollo del
fenotipo mieloproliferativo.

Conclusion

De acuerdo con la revision bibliografica realizada,
este estudio seria el primero en nuestro pais en donde
se evallian las 3 mutaciones conductoras en pacientes
con neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR::ABL1
negativas empleando el método de secuenciacion
masiva. Nuestros resultados evidencian que JAK2
V617F es la mutacion mas frecuente en nuestro
ciudad tanto para PV, TE y MFP. No se encontraron
asociaciones estadisticamente significativas entre
los grupos mutados y no mutados versus las variables
demograficas y los parametros del hemograma; este
hallazgo podria cambiar con el desarrollo de estudios
multicéntricos que permitan la inclusion de un mayor
nUmero de pacientes.
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