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Resumen

Antecedentes:

Entre las neoplasias mieloproliferativas crénicas no asociadas con mutaciones BCR-ABL
se encuentran la policitemia vera, la mielofibrosis primaria y la trombocitemia esencial.
Estas enfermedades estan causadas por mutaciones en genes, como los genes JAK2,
MPL y CALR, que participan en la regulacion de la via de sefializacion JAK-STAT.

Objetivo:

Establecer las frecuencias de mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR en un
grupo de pacientes colombianos con diagnéstico clinico negativo de NMP BCR-ABL.

Métodos:

Se analizaron las mutaciones y deleciones o inserciones JAK2 V617F y MPL W515K
en el exon 9 del gen CALR en 52 pacientes colombianos con policitemia vera,
mielofibrosis primaria y trombocitemia esencial.

Resultados:

La mutacion JAK2V617F la portaban el 51.9% de los pacientes, la mutacién CALR el
23.0% y la mutacion MPL el 3.8%; EI 23.0% fueron triple negativos para las mutaciones
analizadas. En estas neoplasias se identificaron seis tipos de mutacién en CALR, uno

de los cuales no ha sido reportado previamente. Ademas, un paciente presentd una

doble mutacion tanto en el gen CALR como en el JAK2. En cuanto a los resultados
hematoldgicos para las mutaciones, se encontraron diferencias significativas en el nivel de
hemoglobina, el nivel de hematocrito y el recuento de plaquetas entre las tres neoplasias.
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Conclusiones:

Asi, este estudio demuestra la importancia de la caracterizacion molecular de las
mutaciones JAK2, CALR y MPL en pacientes colombianos (cuyo contexto genético aun
no esta claro en las neoplasias antes mencionadas) para lograr un diagnéstico certero,
un buen prondstico, un manejo adecuado y una mejoria del paciente. supervivencia.

Abstract

Background:

Among the chronic myeloproliferative neoplasms (MPNs) not associated with BCR-ABL
mutations are polycythemia vera, primary myelofibrosis, and essential thrombocythemia.
These diseases are caused by mutations in genes, such as the JAK2, MPL, and CALR
genes, which participate in regulating the JAK-STAT signaling pathway.

Objective:

This study aimed to establish the frequencies of mutations in the JAK2, MPL, and
CALR genes in a group of Colombian patients with a negative clinical diagnosis of
BCR-ABL chronic myeloproliferative neoplasms.

Methods:

The JAK2 V617F and MPL W515K mutations and deletions or insertions in exon 9 of
the CALR gene were analyzed in 52 Colombian patients with polycythemia vera, primary
myelofibrosis, and essential thrombocythemia.

Results:

The JAK2V617F mutation was carried by 51.9% of the patients, the CALR mutation
by 23%, and the MPL mutation by 3.8%; 23% were triple-negative for the mutations
analyzed. In these neoplasms, 6 mutation types in CALR were identified, one of
which has not been previously reported. Additionally, one patient presented a double
mutation in both the CALR and JAK2 genes. Regarding the hematological results for
the mutations, significant differences were found in the hemoglobin level, hematocrit
level, and platelet count among the three neoplasms.

Conclusions:

Thus, this study demonstrates the importance of the molecular characterization of
the JAK2, CALR and MPL mutations in Colombian patients (the genetic context of
which remains unclear in the abovementioned neoplasms) to achieve an accurate
diagnosis, a good prognosis, adequate management, and patient survival.
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Contribucion del estudio

1) ¢ Por qué se realiz6 este estudio?

Este estudio se realiz6 debido a la falta de informacién molecular relacionada con las
mutaciones conductoras en los genes JAK2, MPL y CALR en pacientes colombianos. Se
sabe que estas mutaciones estan asociadas con el diagndstico y pronostico de patologias
como policitemia vera, mielofibrosis primaria y trombocitemia esencial.

2) ¢ Cuadles fueron los resultados mas relevantes del estudio?

Los resultados mas relevantes de este estudio se pueden resumir de la siguiente manera:

a pesar del tamano relativamente pequeno de la poblacion seleccionada, pudimos
encontrar un paciente con doble mutacion en los genes JAK2 y CALR. Ademads, nuestra
investigaciéon muestra una mutacion en el gen CALR que no habia sido previamente
informada. Finalmente, cabe destacar que nuestro estudio representa un esfuerzo pionero
para describir la frecuencia mutacional de estas tres mutaciones genéticas en pacientes
colombianos diagnosticados con neoplasia mieloproliferativa.

3) ¢ Qué aportan estos resultados?

Hasta la fecha, este es el primer estudio en describir el perfil mutacional de estos tres
genes en neoplasias myeloproliferativas BCR-ABLI negativas en Colombia lo cual permite
a investigadores y clinicos entender la importancia del perfilamiento molecular en el
diagnéstico y pronéstico de pacientes con estas patologias.

Introduccion

Las neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMP) no asociadas con mutaciones BCR-

ABL o Filadelfia negativas son un conjunto de enfermedades cuya principal caracteristica

es la proliferacion clonal de células mieloides con madurez morfologica y eficiencia
hematopoyética variables. Las neoplasias mas comunes de este grupo son la policitemia vera,
la mielofibrosis primaria y la trombocitemia esencial . Segin Shallis et al. %, la incidencia de
neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR-ABL negativas es de 0.44-5.87 casos por 100,000
habitantes, con tasas de 0.84, 1.03 y 0.47 casos por 100,000 habitantes para policitemia vera,
trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria, respectivamente 2.

Los estudios sobre neoplasias BCR-ABL negativas en Colombia son escasos. El unico
estudio que investigo las caracteristicas clinicas de estas neoplasias fue presentado en el
primer informe del registro colombiano de neoplasias mieloproliferativas realizado por la
Asociacion Colombiana de Hematologia y Oncologia (ACHO), que comprende 79 pacientes
de diferentes hospitales del pais entre 2013 y 2017. En este grupo, la trombocitemia esencial
fue la enfermedad mas frecuente de las tres patologias con 93 pacientes (51.9%), seguida

de la policitemia vera con 55 pacientes (30.7%) y la mielofibrosis primaria con 31 pacientes
(17.3%) °. Sin embargo, hasta la fecha no se han publicado estudios moleculares de estas
neoplasias en la poblacién colombiana.

Las mutaciones en los genes que regulan la via de sefializacion JAK-STAT, como los genes
JAK2, MPL y CALR, causan neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR-ABL negativas. Por
ejemplo, la mutacion sin sentido de la tirosina quinasa JAK2 V617F conduce a un intercambio
de valina por fenilalanina en la posicion 617, lo que produce la fosforilacién constitutiva de
JAK2 y Ba/F3 o Ba/F3-EpoR, lo que permite que varias lineas celulares sobrevivan y proliferen
independientemente de las citocinas *. Asimismo, mutaciones en el gen MPL, como el cambio
W >L oW >Ken el codéon 515, provocan la activacion espontanea de la via JAK-STAT °.
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Ademas, han sido informadas mutaciones somaticas para el gen CALR que implican cambios
en el marco de lectura causados por deleciones o inserciones en el exén 9 °.

La principal caracteristica clinica de la policitemia vera es el aumento de la produccién de
glébulos rojos independiente de los mecanismos que normalmente regulan la eritropoyesis .
El noventa y cinco por ciento de los pacientes con esta patologia presentan la mutacién V617F
u otra mutacion en el gen JAK2, lo que resulta en el rapido aumento del linaje eritroide y

otras lineas mieloides (panmielosis). Sin embargo, la trombocitemia esencial compromete
principalmente el linaje megacariocitico y se caracteriza por trombocitosis sostenida (recuento
de plaquetas > 450 x 109/L) en la sangre periférica y un nimero creciente de megacariocitos
maduros grandes, que forman grupos °. Los pacientes con trombocitemia esencial tienen una
mutacioén JAK2 en 50 a 60% de los casos, mutaciones CALR en 30% y mutaciones MPL en 3%;
aproximadamente el 12% son triples negativos. Ninguna de estas mutaciones es especifica de
TE, pero su presencia excluye la trombocitosis reactiva (el principal diagndstico diferencial

de TE) ,%. Finalmente, la mielofibrosis primaria se caracteriza por el rapido aumento de
granulocitos y megacariocitos en la médula 6sea relacionado con el depésito de tejido
conectivo fibroso y la hematopoyesis extramedular en las tltimas etapas de la enfermedad,’. La
mutacion JAK2 V617F se observa en el 50-60% de los casos independientemente del estadio
de la enfermedad, la mutacion CALR en el 24% de los casos y las mutaciones MPL en el 8 %;
Aproximadamente el 12% de los casos son triples negativos °.

Las mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR son fundamentales para el diagnostico, prondstico
y seguimiento de pacientes con neoplasias mieloproliferativas crénicas y fueron propuestas

y revisadas por la OMS en 2008-2016,". Ninguna publicacion ha identificado la frecuencia y

el tipo de estas mutaciones en estos tres genes en pacientes con neoplasias mieloproliferativas
crénicas BCR-ABL negativas en Colombia. Este estudio esta dirigido a establecer las frecuencias

de mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR en pacientes colombianos con diagnostico

clinico negativo de neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR-ABL. El analisis genético permite
determinar un diagnéstico molecular mas preciso en estos pacientes colombianos para establecer el
pronodstico y tratamiento mds adecuado que impacte en su supervivencia.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo, transversal. La poblacion de estudio estuvo compuesta por una
muestra por conveniencia de pacientes con diagndstico clinico e histopatolégico de neoplasias
mieloproliferativas cronicas BCR-ABL negativas segun los criterios de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ,"° y mayores de 16 afios. Los criterios de exclusion fueron: diagnostico <15
afos, no hubo estudios moleculares de muestras de sangre total y los pacientes no estaban
dispuestos a participar en el estudio. Las muestras se obtuvieron de pacientes al momento del
diagnostico y de pacientes que recayeron en cualquiera de las tres enfermedades consideradas
en este estudio. Los parametros clinicos y de laboratorio se obtuvieron desde el momento del
diagnostico o recayeron mediante la revision de sus historias clinicas. Las muestras fueron
remitidas a la Unidad de Genética Médica de la Universidad de Antioquia desde tres hospitales
de Medellin-Colombia (Hospital San Vicente Fundacién, Clinica Leén XIII, IPS Universitaria y
Hospital Pablo Tobén Uribe) entre 2017 y 2021. Después de que los pacientes proporcionaran
su consentimiento informado firmado, sus muestras de sangre periférica se utilizaron para el
andlisis de biologia molecular de los genes JAK2, MPL y CALR. El protocolo del estudio y el
consentimiento informado fueron aprobados por el Comité de Bioética para experimentacion en
humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia.

Analisis molecular de los genes JAK2, MPLy CALR

La extraccion de ADN se realizo utilizando muestras de sangre completa y el kit comercial
QIAamp DNA Mini y Blood Mini (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones
del fabricante.
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Figureal. Diagrama de flujo de pacientes seleccionados.

La mutacién p.V617F localizada en el exén 14 del gen JAK2 se detecté mediante PCR en tiempo
real (QPCR) y el kit comercial de deteccién de mutaciones JAK2 de Amoydx (distrito de Haicang,
Xiamen, China). Las mutaciones MPL W515L y MPL W515K se detectaron utilizando el kit
comercial MPL W515L/K MutaScreen de ipsogen, siguiendo las instrucciones del fabricante

Las muestras con mutaciones se confirmaron mediante secuenciacion Sanger bidireccional
directa utilizando un analizador genético ABI 3500 Applied Biosystems y los cebadores. MPL-F:
TGGGCCGAAGTCTGACCCTTT y MPL-R: ACAGAGCGAACCAAGAATGCCTGT, como se
informa anteriormente .

Para el gen CALR, las inserciones/deleciones (indeles) en el exén 9 se evaluaron

analizando el tamafo de los fragmentos amplificados. Se utilizaron los siguientes

cebadores para la amplificacién: CALR-F: 5GAGGTGTGTGCTCTGCCTG3’ y CALR-R:
5AGAGACATTATTTGGCGCGGS3’. El alelo directo estaba marcado con 6-fluoresceina (6-
FAM) y el alelo normal tenia un tamarfio de 298 pb, segun Jones et al'2. El analisis del tamafio
de los fragmentos se realizé mediante secuenciaciéon Sanger bidireccional y un analizador
genético ABI 3500 Applied Biosystems utilizando el programa Gene Mapper. Las muestras
positivas para indeles fueron secuenciadas por el método de Sanger para confirmar los
resultados obtenidos mediante anélisis de fragmentos. La secuenciacion se realizé utilizando
los siguientes cebadores: CALR.SF: SACAACTTCCTCATCACCAACG3’ and CALR.SR:
5GGCCTCAGTCCAGCCCTG3’ siguiendo las condiciones de Klampfl et al**. En su enfoque,
se requiere la amplificacion, posterior purificacion y secuenciacién de los productos de la
PCR. Los cromatogramas obtenidos se analizaron mediante el programa Chromas Pro y las
secuencias se alinearon con la secuencia de referencia reportada en GenBank mediante el
programa Clustal Omega.

Colombia Médica | http://doi.org/10.25100/cm.v54i3.5353 Sep 30 - 2023 5/12



 http://doi.org/10.25100/cm.v52i2.4794
http://doi.org/10.25100/cm.v54i3.5353
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/3650180/#B11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/3650180/#B12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/3650180/#B13

| ia Medi
&oo‘m‘bm-édu:-a Perfiles de Mutacion JAK2, CALR y MPL en Pacientes Colombianos con Neoplasias Mieloproliferativas
-y = = BCR-ABL Negativas

Tablal. Caracteristicas demograficas y resultados hematoldgicos de pacientes con neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR-ABL1 negati-
vas segin diagnostico, sexo y edad

Neoplasias mieloproliferativas

Policitemia vera Trombocitopenia esencial Mielofibrosis primaria cronicas negativas para BCR-
n=13 n=20 n=16 ABL1 no clasificables
n=3

N 13 20 16 3
Edad (media (DE)) 52.92 (15.98) 55.45 (16.12) 68.25 (9.90) 53.00 (21.38)
Mujeres (%) 5(38.5) 13 (65.0) 6 (37.5) 1(33.3)
Hombres (%) 8 (30.0) 7 (26.0) 10 (37.0) 2 (7.0)
Nivel de hemoglobina (g/dL)
(mediana [QR]) 17.80 [16.00, 20.00] 12.90 [11.23, 13.70] 11.50 [9.55, 13.45] 14.50 [14.25, 14.75]
Nivel de hematocrito (%)
(mediana [QR]) 54.00 [50.00, 60.00] 38.20 [33.45, 43.20] 36.15 [28.50, 40.62] 45,00 [45.00, 45.50]
Efgr‘f;too(f: ﬁlaaqu“eeg‘:/ n 376000.00 [288250.00, 792500.00 [503750.00, 159000.00 [71250.00, 236000.00 [158500.00,

paq K 534750.00] 1278000.00] 255000.00] 286000.00]

(mediana [QR])

Recuento de plaquetas

(ntmero de plaquetas/pL) 8900.00 [7700.00, 10760.00] 9300.00 [6730.00, 12435.00] 7820.00 [4210.00,10700.00] 6327.00 [5848.50, 51963.50]
(mediana [QR])

Recuento de linfocitos (nimero

de linfocitos/uL) (mediana 2090.00 [1733.75,2700.00] 2231.00[1504.70, 3050.00] 1120.00 [876.50,1852.00]  2505.00 [2397.50, 2612.50]
[QR])

Recuento de neutrofilos

(ndmero de neutrofilos/pL) 6130.00 [3846.25,7360.00] 5250.00 [3580.00, 7815.00] 6710.00 [3752.50,8612.00] 3830.00 [3344.50,11876.50]

(mediana [QR])

Analisis estadistico

Los resultados se muestran como frecuencias absolutas y porcentajes para variables categéricas
(sexo, mutacion JAK2, mutacién CALR, mutacién MPL y mutacién triple negativa) y medianas
y rangos intercuartilicos (percentil 25 y percentil 75) para variables cuantitativas (nivel de
hemoglobina, hematocrito). nivel, recuento de plaquetas, recuento de leucocitos, recuento de
linfocitos, recuento de neutréfilos). Las comparaciones entre los grupos de mutaciones JAK2,
CALR vy triple negativo y diferentes tipos de neoplasias en cuanto a los resultados hematoldgicos
se realizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Las comparaciones de grupos pareados se
realizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney. Para todos los andlisis se utiliz6 el entorno R
(R Core team 2021) version 4.0.5 (2021-03-31) y Rstudio version 1.4.1106 ™.

Resultados

Se incluyeron en el estudio 54 personas con esta patologia, de las cuales dos fueron excluidas

por no existir estudios moleculares por la baja calidad de las muestras (Figura 1). Veintisiete
pacientes (51.9%) eran hombres y 25 mujeres (48.1%). La edad promedio fue de 58 afios (DE:
15.8), con un minimo de 16 y un maximo de 87 afios, donde la mielofibrosis primaria se presentd
a una edad mds tardia del diagndstico (valor de edad = 68.25 afios) (Tabla 1). El diagnéstico

mas frecuente fue trombocitemia esencial con 20 pacientes (38.5%), seguido de mielofibrosis
primaria con 16 pacientes (30.8%) y policitemia vera con 13 pacientes (25.0%). Sin embargo,

3 (5.8%) pacientes no pudieron clasificarse en uno de los diagndsticos y se clasificaron como
neoplasias mieloproliferativas cronicas negativas para BCR-ABLI no clasificables. Se encontraron
diferencias significativas en el nivel de hemoglobina, nivel de hematocrito, hematocrito y
recuento de plaquetas entre las tres neoplasias (p= <0.001). Los pacientes diagnosticados con
policitemia vera tenian los niveles mas altos de hemoglobina y hematocrito, los pacientes con
trombocitemia esencial tenian el recuento de plaquetas mas alto y los pacientes con mielofibrosis
primaria tenian los niveles mas bajos de hemoglobina (Tabla 1).

De los 52 pacientes analizados, el 51.9% tenia la mutacién JAK2 V617F, el 85.0% policitemia
vera, el 35.0% trombocitemia esencial, el 43.7% mielofibrosis primaria y el 67.0% neoplasias
mieloproliferativas cronicas BCR-ABLI negativas no clasificables. Ademas, se encontraron
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Tabla 2. Frecuencias de mutaciones en los tres genes analizados en pacientes con neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR-ABL1 negativas

Pacientes totales n=52 (%) JAK2 CALR MPL  Triple Negative
Frecuencia total n= 52 (%) positivo n (%) 27 (51.9) 12(23.0) 2(3.8) 12 (23.0)
Frecuencia por enfermedad

Policitemia vera n=13 (%) 11 (21.1) 0 0 2(3.8)
Trombocitopenia esencia n=20 (%) 7 (13.5) 7(13.5) 0 7 (13.5)
Mielofibrosis primaria n=16 (%) 7 (13.5) 5(9.6) 2(3.8) 2(3.8)
Neoplasias mieloproliferativas crénicas negativas para BCR-ABL1 no clasificables n=3 (%) 2 (3.84) 0 0 1(1.9)

Nota: se tiene un paciente doble positive para CARL y JAK2 y por esto el nimero de mutaciones es 53.

mutaciones en el exén 9 de CALR en el 35% de los pacientes con trombocitemia esencial y
en el 31% de los pacientes con mielofibrosis primaria. Finalmente, la frecuencia de mutacion
del MPL fue del 12.5% de la mielofibrosis primaria. Ademas, en el grupo de pacientes
diagnosticados de trombocitemia esencial se encontr6 un caso doble positivo para JAK2
V617F y CALR, contribuyendo doblemente a las frecuencias de estos genes (Tabla 2).

Nota: se tiene un paciente doble positive para CARL y JAK2 y por esto el nimero de
mutaciones es 53

Respecto a la mutacion en el exdn 10 de MPL, 2 pacientes presentaban la mutacién W515K.
De los 12 pacientes con mutaciones en CALR ex6n 9, 7 presentaron una delecion de 52 pb
(mutacion tipo I - ¢.1092_1143del; L367fs*46), 2 presentaron una insercion de 5 pb (mutacion
tipo II - c1154_1155ins- TTGTC; K385fs*47 ) y 2 tenian mutaciones tipo I “similares” (de 34
pb y 46 pb). En particular, un paciente tenia una triple mutacion en el gen CALR: una delecién
de 10p (NM_004343.4):c.1130_1139del AAGAGGAGGA); esta ubicaciéon también tenia una
insercion de 9 pb (NM_004343.4):c.1130_1131insGCCTCTGTC) y otra eliminacién de 9 pb
((NM_004343.4) c.1177_1185del GAGGAUGAG)-(CALR:p.E398_D400del)).

La Figura 2 describe las principales caracteristicas clinicas y hematoldgicas de los pacientes con
neoplasias mieloproliferativas cronicas negativas para BCR-ABLI1 segun JAK2, CALR y mutaciones
triple negativas en estos genes. Los pacientes con una mutacién en MPL fueron excluidos del
analisis estadistico debido al pequeno tamarfio de la muestra (dos pacientes). En cuanto a los
resultados hematolodgicos, se encontrd diferencia significativa entre pacientes triple negativos y
aquellos con mutaciones en CALR en los recuentos de leucocitos (p= 0,019) y linfocitos (p= 0,051).
Los pacientes positivos para mutaciones CALR tuvieron los recuentos mas bajos para estas dos
variables hematoldgicas (Figura 2A y B.). Aunque los pacientes con la mutacién JAK2 tenfan un
recuento de plaquetas mas bajo que aquellos con CALR y mutaciones triple negativas (Figura 2C),
tenian valores mas altos de hemoglobina y hematocrito (Figura 2D y E).

Discusion

El presente estudio evalud las frecuencias de mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR en 52
pacientes colombianos. Hasta la fecha, este estudio es el primero en describir el perfil mutacional
de estos tres genes en neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR-ABL1 negativas en Colombia.
Aunque el tamaio de la muestra fue pequerio, se obtuvieron frecuencias similares a las
reportadas en otros estudios de poblaciones latinoamericanas, como los de Argentina y México
(Tabla 3) '>!¢, Estas similitudes probablemente se debieron a que las poblaciones comparten un
trasfondo genético comuin con un origen triétnico: europeo, amerindio y africano.

La caracterizacion genética de pacientes colombianos con neoplasias mieloproliferativas cronicas
BCR-ABLI negativas cuyo contexto genético es diferente al de otras poblaciones es fundamental
para un diagndstico certero, un buen prondstico y un adecuado manejo y supervivencia

del paciente. La mutacién JAK2 V617F se asocia con un mayor riesgo de trombosis arterial

y un menor riesgo de mielofibrosis postrombocitemia arterial. En la policitemia vera, una

mayor frecuencia del alelo mutante JAK2V617F se ha asociado con prurito y transformacién
fibrética. En general, la mutacion JAK2V617F se asocia con edad avanzada, niveles mas altos
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Figura 2. Relacion entre el perfil mutacional de JAK2, CALR y muestras triple negativas y las caracteristicas hematoldgicas de los pacientes. A. Recuento de leucocitos, B.
Recuento de linfocitos, C. Recuento de plaquetas, D. Nivel de hemoglobina, E. Nivel de hematocrito y F. Recuento de neutréfilos.

de hemoglobina, leucocitosis y niveles mas bajos de plaquetas. Ademas, los pacientes con
mutacion positiva del exén 12 de JAK2 generalmente tienen mielopoyesis predominantemente
eritroide, eritropoyetina sérica por debajo de lo normal y una edad mas joven en el momento
del diagndstico, pero su prondstico es similar al del exén 14 JAK2V617F °. En la trombocitemia
esencial, la mutacién CALR se asocia con un nivel mas bajo de hemoglobina, un recuento

mas alto de plaquetas, un recuento mas bajo de glébulos blancos y una edad mas joven en
comparacién con la mutaciéon JAK2V617E Se han observado caracteristicas similares en
pacientes con mielofibrosis primaria. La mutacién CALR también se asocia con el género
masculino, un menor riesgo de trombosis y una mejor supervivencia general ®.

La mutacién JAK2 V617F fue la mas comun entre las tres neoplasias evaluadas en nuestra
cohorte, con frecuencias similares a las reportadas en otras poblaciones ,'>!**. Sin embargo,

se observaron pocas diferencias en las frecuencias mutacionales dado que la mutacién mas
comun asociada con esta patologia fue la mutacion JAK2 V617F estudiada en este estudio **.
Esta mutacién activa tres receptores principales: el receptor de eritropoyetina, el receptor del
factor estimulante de colonias de granulocitos y MPL. Por este motivo, JAK2V617F se asocia con
policitemia vera, trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria . Sin embargo, la mutacion
MPL W515K se informé sélo en dos pacientes con mielofibrosis primaria. Esta mutacion ocurre
con baja frecuencia, principalmente en pacientes con ET o mielofibrosis primaria, lo que implica
que puede favorecer la determinacion del linaje megacariocitico en lugar del eritroide .

En este estudio, la frecuencia de mutaciones en el ex6n 9 de CALR fue del 35% tanto para

la trombocitemia esencial como para la mielofibrosis primaria. Se encontraron frecuencias
similares en diferentes estudios, como se informa en la Tabla 3. En particular, en pacientes
diagnosticados con trombocitemia esencial, se encontr6 un caso doble positivo para JAK2
V617F y CALR. Recientemente, se inform¢ la coexistencia de mutaciones CALR y JAK2V617F
en algunos casos de neoplasias mieloproliferativas créonicas BCR-ABL1 negativas #-%, asi como
mutaciones JAK2 V617F y MPL W515L/S *. La coexistencia entre estos genes se produjo en
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Tabla 3. Comparacion de las frecuencias de mutaciones en los genes JAK2, CALR y MPL en diferentes poblaciones

Pais N JAK2 CALR MPL
PV (%) ET (%) PMF (%) PV (%) ET (%) PMF (%) PV (%) ET (%) PMF (%)
1 OMS® >95 50-60 50-60.0 0.0 30.0 24.0 0 3.0 8.0
2 Argentina *° 439 94.9 61.2 62.0 0.0 21.5 16.3 0 2.8 6.1
3 Mexico '® 27 62.0 36.0 25.0 0.0 29.0 25.0 0 7.0 0
4 South Korea '’ 199 91.4 63.3 57.4 0.0 17.7 14.8 0 2.5 9.3
5 USA 3023 100 61.0 67.0 0.0 15.0 3.0 0 13.3 6.0
6 Japan' 143 97.0 59.9 60.2 0.0 26.9 21.6 0 4.7 1.1
7 ltaly 2 1282 NA 62.0 62.0 NA 24.0 26.0 NA 4.0 5.0
8 Brazil 2! 73 100 37.0 62.0 0.0 41.0 33.0 NA NA NA
9 Thailand 100 94.7 74.5 25.0 NA 35.7 33.3 NA 0 0
10 China® 492 61.5 40.4 44.2 0.0 279 15.4 0 1.3 0
11 India # 130 100 61.7 57.6 0.0 15.1 23.7 0 9.1 3.4
12 Brazil ® 65 NA 52.0 52.0 NA 13.0 38.0 NA 4.0 0
13 Egypt? 200 48.9 44.1 32.5 0.0 19.1 17.5 0 0 0
14 Este proyecto (Colombia) 52 85.0 35.0 44.0 0.0 35.0 31.0 0 0 12.5

el 5-15% de los casos de MPL. Estos hallazgos contrastan la hipdtesis de que las mutaciones en
JAK2, CALR y MPL son mutuamente excluyentes '°. Ademas, en este estudio se encontraron
seis tipos de mutaciones en el exén 9 de CALR, principalmente deleciones; la mas prevalente
fue la mutacion tipo I, seguida por la tipo II 3.

Cabe destacar que un paciente presentd tres mutaciones en el gen CALR: una delecion de

10 pb (NM_004343.4):c.1130_1139de]AAGAGGAGGA); esta ubicacién también tuvo una
insercién de 9 pb (NM_004343.4):c.1130_1131insGCCTCTGTC) y otra eliminacion de nueve
pb en sentido descendente ((NM_004343.4) c.1177_1185delGAGGAUGAG)- (CALR:p.
E398_D400del)). La delecién de diez pb se inform¢ en la anemia refractaria como variante
patogénica (COSV57120310), cambiando el marco de lectura al de las mutaciones CALR mas
frecuentes . La insercion de 9 pb en este punto no se ha informado hasta la fecha y representa
un hallazgo sorprendente en este paciente. Finalmente, la tercera mutacion es una delecién de
nueve pb informada en un estudio de neoplasias mieloproliferativas. Esta variante estd anotada
como un polimorfismo de 9 pb (rs550353351; NM_004343.4: c.1177_1185del-GAGGATGAG)
que elimina tres aminodcidos (NP_004334.1: p. Glu398_Asp400del) que desplaza el marco

de lectura de +1 pb, lo que resulta en el reemplazo del extremo C-terminal normal por una
nueva secuencia de aminodacidos *. La gravedad de estas mutaciones podria explicar la falta de
respuesta al tratamiento del paciente y su posterior muerte.

No pudimos comparar las caracteristicas clinicas y hematoldgicas estratificadas por
enfermedad y mutacién, dado el pequefio tamarfio de la muestra. Sin embargo, se realizé un
andlisis de las caracteristicas clinicas y hematologicas por mutacion en la poblacion total de
estudio. Los pacientes con mutaciones JAK2 tenfan recuentos de plaquetas mas bajos que
aquellos con CALR y mutaciones triple negativas, hallazgos similares a los publicados en
diferentes poblaciones, como las de Brasil y Tailandia. **. Los pacientes con mutaciones en
JAK2 también presentaron niveles elevados de hemoglobina y hematocrito, como lo reportan
las guias de la OMS de 2017 y otros estudios '>*”*. Sin embargo, los recuentos de leucocitos
y linfocitos fueron mas bajos en pacientes con mutaciones CALR que en pacientes triple
negativos. Este resultado es consistente con varias poblaciones en América Latina, Corea e
Italia y los informes de la OMS 15173334 Cabe destacar que los dos pacientes con mutaciones
raras (doble positivo para JAK2 y CALR y triple mutaciéon en CALR) tuvieron un diagndstico
de trombocitemia esencial y presentaron valores de hemoglobina y hematocrito bajos en
comparacién con los valores de referencia normales en este tipo de pacientes. El paciente

con doble positivo para JAK2 y CALR también tenia un recuento bajo de globulos blancos.
El diagndstico de trombocitemia esencial en pacientes con mutaciones raras también ha sido
reportado en otros estudios de diferentes poblaciones®*>*.

En cuanto a la relacion entre caracteristicas hematoldgicas y neoplasias, los pacientes con
policitemia vera presentaron valores elevados de hemoglobina y hematocrito, hallazgo
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esperable en esta patologia asociada a un fenotipo hematoldgico de eritrocitosis aislada por
alteracion predominante del linaje eritroide. Ademas, se observo hiperplasia variable de los
linajes megacariociticos/granulociticos>'***’. Los pacientes con trombocitemia esencial
presentaron un recuento elevado de plaquetas independientemente de su perfil mutacional,
hallazgo que concuerda con lo reportado en las guias de la OMS!*7223*3 Otra caracteristica
de la trombocitemia esencial fue una mayor frecuencia de pacientes diagnosticados de sexo
femenino (13 mujeres frente a siete hombres), hallazgo que también se ha informado en otros
estudios* . Finalmente, los pacientes con mielofibrosis primaria presentaron niveles bajos de
hemoglobina, coincidiendo con otros hallazgos reportados en la literatura *'* y considerado un
criterio diagndstico menor en las guias de la OMS.".

Este estudio tiene una limitacion en el tamafo de la muestra, lo que disminuye el poder para
detectar asociaciones significativas y aumenta el riesgo de informar falsos positivos. Sin embargo,
las variantes analizadas han sido reportadas previamente, lo que reduce sustancialmente el

riesgo y aumenta la confiabilidad de los resultados. Por lo que se sugieren estudios futuros con
un tamafio muestral mayor, como un estudio multicéntrico prospectivo para realizar un analisis
genético completo y validar los resultados de nuestro estudio y la utilidad del prondstico en
pacientes colombianos con neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR-ABLI negativas.
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