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RESUMEN
ANTECEDENTES
Las neoplasias mieloproliferativas son un conjunto de trastornos clonales
hematol6gicos originados por variantes patogénicas en genes reguladores del crecimiento
celular, es por ello que en el 2016 la Organizacién Mundial de la Salud introdujo como
uno de los principales criterios de diagndstico para la policitemia vera, mielofibrosis

primaria y trombocitemia esencial la deteccion de la mutacion JAK2 V617F.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de la mutacion JAK2 V617F en pacientes con neoplasias

mieloproliferativas en SOLCA-Cuenca en el periodo 2015-2019.

METODOLOGIA

Estudio de tipo descriptivo retrospectivo, en el cual se analizo y recopilé datos de
historias clinicas de pacientes a los que se les realizd la prueba de la mutacién JAK2
V617F en el Instituto del cancer SOLCA-Cuenca entre los afios 2015 y 2019, tomando
en cuenta variables como: edad, sexo, residencia y tipo de neoplasia mieloproliferativa,

para luego determinar frecuencias y relaciones de dependencia entre variables.

RESULTADOS

Se registro un total de 108 pacientes, de los cuales el 38,9% tenian un diagnostico
de neoplasia mieloproliferativa, estos pacientes se distribuian en: 64,29% con policitemia
vera, 33,33% con trombocitemia esencial y 2,38% con mielofibrosis primaria; la
frecuencia total para la mutacion JAK2 V617F en las neoplasias mieloproliferativas fue
del 21,3%.

CONCLUSIONES

JAK2 V617F es una variante patogénica prevalente en nuestro medio en pacientes
con neoplasias mieloproliferativas, sin embargo esta frecuencias es menor comparada con
la reportada por otros paises, es por ello que su estudio posee gran relevancia al momento

de determinar la causalidad de estas enfermedades.

PALABRAS CLAVES
Neoplasias mieloproliferativas. Gen JAK2. Mutacion JAK2 V617F.
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ABSTRACT
BACKGROUND

Myeloproliferative neoplasms are associated with haematological clonal tumors
originating from pathogenetic variants and cell growth regulatory genes; that is why in
2016 the World Health Organization introduced the detection of the JAK2 V617F
mutation as one of the main diagnostic criteria for polycythemia vera, primary

myelofibrosis and essential thrombocythemia.
GENERAL OBJETIVE

To determine the frequency of the JAK2 V617F mutation in patients with
Myeloproliferative Neoplasms in SOLCA-Cuenca in the period 2015-2019.

METHODOLOGY

Retrospective descriptive study, in which data was analyzed and collected from
the medical records of patients who underwent the JAK2 V617F mutation test at the
SOLCA-Cuenca Cancer Institute between 2015 and 2019, taking into account variables
such as: age, sex, residence and type of myeloproliferative neoplasia, to later determine

frequencies and dependency relationships between variables.
RESULTS

A total of 108 patients were registered, of which 38.9% had a diagnosis of
myeloproliferative neoplasia, these patients were distributed in: 64.29% with
polycythemia vera, 33.33% with essential thrombocythemia and 2.38% with primary
myelofibrosis; the overall frequency for the JAK2 V617F mutation in myeloproliferative

neoplasms was 21.3%.

CONCLUSIONS

JAK2 V617F is a pathogenic variant prevalent in our environment in patients with
myeloproliferative neoplasms, however this frequency is lower compared to that reported
by other countries, which is why its study is highly relevant when determining the

causality of these diseases.

KEYS WORDS
Myeloproliferative neoplasms. JAK2 gen. JAK2 V617F mutation.
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

Las neoplasias mieloproliferativas constituyen un conjunto de trastornos
hematologicos clonales, caracterizados por la excesiva produccion de células sanguineas
u otras células en la médula dsea, y su acumulacion en la sangre periférica (1). La actual
clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) distingue ocho trastornos
hematoldgicos que forman parte de las neoplasias mieloproliferativas, entre los cuales se
encuentran la policitemia vera, la mielofibrosis primaria y la trombocitemia esencial. La
etiologia de estas neoplasias es el resultado de mutaciones somaticas en la célula madre
hematopoyética, estas variante patogénica se produce principalmente en los genes BCR-
ABL1, JAK2, CALR y MPL (2).

Este estudio se centra en la mutacion JAK2 V617F del gen Janus quinasa gque codifica
una tirosina quinasa, encargada de promover la formacion de las células sanguineas en la
médula Osea, esta alteracion es detectada en aproximadamente un 95% de personas con
policitemia vera, en un 50% de personas con trombocitemia esencial y en un 75% de
personas con mielofibrosis primaria (3). Para el diagndstico de las neoplasias
mieloproliferativas se utilizan técnicas de la biologia molecular (identificacion de las
variantes patogénicas), histologia de medula désea y recuentos celulares del hemograma
1,2).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los avances cientificos y tecnologicos en el campo de la biologia molecular han
permitido alcanzar grandes hitos en el area de la salud, siendo estas técnicas hoy en dia
herramientas muy necesarias en el diagndstico de diversas enfermedades. En el 2016 la
OMS publico la “Classification of tumors of hematopoietic and lymphoid tissues”, una
actualizacién de su guia de hematologia publicada en el 2008; en la cual proporcionaba
nuevos criterios para el diagndstico de las neoplasias mieloproliferativas, uno de ellos fue
la determinacion de la mutacion JAK2 V617F como principal marcador molecular para el

diagndstico y control para estas enfermedades.

En la ciudad de Cuenca, el Instituto del Cancer SOLCA, es el establecimiento oncolégico
més importante de la region, encargado del diagndstico y tratamiento del cancer en la
provincia. Esta institucion realiza la deteccion de la mutacion JAK2 V617F en pacientes
con neoplasias mieloproliferativas, para su diagnostico oportuno. Sin embargo, en la
actualidad no se ha publicado estudios sobre la frecuencia con la que se presenta esta
mutacion y sus factores asociados en nuestro medio, debido a esto como autores nos
planteamos la necesidad de determinar, ;Cudl es la frecuencia de la mutacion JAK2

V617F en pacientes con neoplasias mieloproliferativas, en nuestra region?

3. JUSTIFICACION

El presente proyecto de tesis se enfocara en determinar la frecuencia con la que se
presenta la mutacion JAK2 V617F en pacientes con neoplasias mieloproliferativas en
nuestra region, ya que esta informacién proporcionard a los profesionales salud,
estadisticas actualizadas que permitiran hacer un mejor abordaje en el diagnostico,
prondstico y tratamiento de estas enfermedades. Ademas, este estudio se enmarca dentro
de las prioridades de investigacion del Ministerio de Salud, en el area de neoplasias y de
determinacion de: perfil epidemioldgico, predisposicion genética y de nuevas

tecnologias.
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CAPITULO Il
FUNDAMENTO TEORICO

2.1 La sangre y sus componentes

La sangre es un tejido conectivo especializado, que distribuye sustancias
necesarias para el cuerpo como nutrientes y oxigeno, a través del sistema circulatorio
impulsado por los movimientos contréctiles del corazon. Sus principales funciones son,
el transporte de desechos metabdlicos y didxido de carbono, participa activamente en el
proceso de coagulacion, interviene en la respuesta inmunoldgica, mantiene la temperatura
corporal equilibrada y transporta sustancias reguladoras como hormonas y enzimas (4).
En los seres humanos la sangre esta constituida en un 55% por plasma, que es la parte
liquida y contiene sustancias como hormonas, proteinas, glucosa, entre otras, y el 45%
restante corresponde la parte sélida, constituida por las células sanguineas: eritrocitos,

leucocitos y plaquetas (5).

a. Loseritrocitos o glébulos rojos
Los eritrocitos son células ovales y bicdncavas con un diametro aproximado entre 6-8um,
carentes de nucleo y de varios organulos, en su lugar albergan grandes cantidades de
hemoglobina, una metaloproteina con capacidad de union a moléculas de oxigeno. Estas
células se originan en la médula dsea y poseen una vida promedio en la circulacién

sanguinea de 120 dias aproximadamente (6).

Los glébulos rojos son las células méas abundantes en la sangre, en los hombres existe
alrededor de 5-6 millones de células/ul y en las mujeres alrededor de 4-5 millones de
c¢lulas/ul. Estos valores pueden ser ligeramente diferentes entre personas debido a
factores externos como la altitud, el embarazo, el ejercicio fisico o la edad, sin que estos
lleguen a considerarse como patoldgicos. Por el contrario, las alteraciones patoldgicas en
el recuento de estas células corresponden a anemias, poliglobulias, eritroleucemias,
enfermedades autoinmunes e infecciones, teniendo como factores etiologicos las
alteraciones genéticas, la mala alimentacion, microorganismos, la exposicion a toxicos,

la radiacion, entre otros (7).
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b. Los leucocitos o glébulos blancos
Los leucocitos son células que forman parte del sistema inmunitario las cuales son
generadas en la médula Gsea y participan activamente en la proteccion contra infecciones
de origen viral, bacteriano, parasitario, entre otros. Estos se clasifican en: células
mieloides (eosinofilos, baséfilos, neutréfilos y monocitos) y células linfoides (linfocitos).
El nimero de leucocitos en el organismo es de 5-10 mil células/ul y tiene gran relevancia

para el diagnostico de inflamaciones, infecciones y neoplasias hematoldgicas (8).

c. Las plaquetas
Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos formados a partir de megacariocitos, los
mismos que junto con los factores de la coagulacion actuan frente a hemorragias y
lesiones, en el proceso de la cascada de coagulacion, en la hemostasia. La morfologia de
estas celulas es alterable, cuando no estan activadas son discoides biconvexas mientras
que al activarse forman proyecciones en su membrana celular. Las alteraciones numéricas
de estas células son: la trombocitopenia o descenso en el nimero total de plaquetas, que
puede ser resultado de una disminucion en la produccién o por el aumento en la
destruccion de las mismas y la trombocitosis que es el aumento en el nimero total de

plaquetas, causada por una produccién no regulada (9).

2.2 Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso por el cual se originan y maduran las células
sanguineas: eritrocitos, leucocitos y plaquetas, a partir de la célula madre hematopoyética
multipotencial o progenitora en la médula 6sea (Ver Figura N°1); estas células poseen
propiedades de autorrenovacion y de crecimiento indefinido, importantes para la
proliferacion celular (10). Las células madre multipotentes daran origen a los progenitores
mieloides y linfoides de los cuales los progenitores mieloides formaran megacariocitos
para dar paso a la formacidn de eritrocitos, basofilos, neutroéfilos, eosinofilos y monocitos,
mientras que los progenitores linfoides daran origen a los linfocitos B y T. La
hematopoyesis durante el desarrollo del ser humano posee varias localizaciones
corporales, en el periodo fetal la hematopoyesis comienza en el saco vitelino y en la aorta
gonada mesonefros, mientras que en la adultez este proceso se establecera en el higado,

bazo, ganglios linfaticos y principalmente la médula 6sea (11).
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Figura N°1. Hematopoyesis. Obtenido de: Wikipedia

2.3 Neoplasias mieloproliferativas

Las neoplasias mieloproliferativas son un conjunto de trastornos hematoldgicos
clonales dentro de la clasificacion de neoplasias mieloides cronicas; las cuales resultan
de mutaciones en factores transcripcionales de vias de division y proliferacion celular. La
célula madre hematopoyética produce demasiadas células maduras de las estirpes
mieloides en la médula 6sea y sangre periférica provocando varias patologias (2,3). Con
el tiempo la acumulacion de estas células en la sangre y en la médula ésea provoca en las
personas que lo padecen distintas manifestaciones clinicas, dichas manifestaciones
incluyen: cansancio, dificultad respiratoria, trombosis, anemia, hemorragia, infecciones
frecuentes, alteraciones vasculares y en casos cronicos evolucionan a leucemia mieloide

de tipo aguda hasta la muerte (12,13).

El término de neoplasia mieloproliferativa fue introducido en el 2008 por la OMS para
describir la naturaleza clonal del conjunto de trastornos que conforman esta alteracion

hematoldgica, diferencidndose de las otras neoplasias mieloides crénicas como los
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sindromes mielodisplasicos por la ausencia de displasia morfol6gica (14). Para el afio
2016, producto de hallazgos genéticos se describieron las entidades clinico-patolégicas
pertenecientes a este grupo de enfermedades, las cuales son: leucemia mieloide crénica
BCR-ABL1-positivo, leucemia neutrofilica crénica, policitemia vera, mielofibrosis
primaria, trombocitemia esencial, leucemia eosinofilica crdnica, mastocitosis y

neoplasias mieloproliferativas no clasificadas (15).

Una subclasificacion de estas neoplasias mieloproliferativas engloba la policitemia vera,
la mielofibrosis primaria y la trombocitemia esencial, todas ellas negativas para la
mutacion BCR-ABL1, pero que pueden presentan alteraciones en los genes: Janus quinasa
2 (JAK2 V617F), Calreticulina (CALR-indel) y en el oncogén del virus de la leucemia
mieloproliferativa (MPL W515L) (14,15). (Ver Figura N°2);

Sospecha Mieloproliferativo
l ~ BCR-ABL
JAK2 V617F
POSITIVO NEGATIVO
PVITE/MFP PV TE!/ MFP
muy probable improbable aun posibles
JAK2 exo6n12 MPL ex6n10
*+) ) +) )
PV PV altamente TE/MFP no descarta
improbable TE/MFP

Figura N°2. Algoritmo molecular para el diagndstico de neoplasias
mieloproliferativas. Sociedad Argentina de Hematologia.

a. Policitemia vera
Es la neoplasia mieloproliferativa m&s comun, que se caracteriza por una elevada
produccion de eritrocitos en la médula dsea, lo que conlleva a una eritrocitosis, con el
tiempo esta puede que ir acompafiada de leucocitosis y trombocitemia, con morfologias
normales. Como complicaciones el 30% de los pacientes desarrolla mielofibrosis e
insuficiencia de lamédula 6sea; la leucemia aguda es otra complicacion que puede ocurrir
espontaneamente en el 1 al 2,5% de los casos (16), también existe un mayor riesgo de
hemorragia y trombosis arterial o venosa. Las manifestaciones clinicas mas comunes

incluyen esplenomegalia, eventos microvasculares y prurito (17).
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b. Mielofibrosis primaria
La Mielofibrosis primaria también conocida como mielofibrosis cronica idiopatica o
metaplasia mieloide agnogeénica, consiste en la produccion excesiva de tejido fibroso en
la médula d6sea por parte de los fibroblastos. La fisiopatologia en esta neoplasia
comprende un aumento en la circulacion de células CD34 +, anemia, cambios variables
en los recuentos tanto de plaguetas como de leucocitos y sintomas constitucionales
debidos a la produccion de citocinas inflamatorias. La formacion de tejido fibroso
excesivo en la médula 6sea, puede llevar a complicaciones como aplasia medular y

hepatoesplenomegalia por hematopoyesis extramedular (18).

c. Trombocitemia esencial
Como su nombre lo indica, esta neoplasia se caracterizada por la sobreproduccion clonal
de plaquetas debido a variantes patogénicas en genes reguladores de la proliferacion
celular, y al igual que las otras neoplasias mieloproliferativas tiene su origen en la médula
Osea y pueden afectar otras lineas celulares. Las complicaciones que presenta esta

enfermedad incluyen una predisposicién a padecer trombosis o0 hemorragia (17,19).

2.4 Epidemiologia

La incidencia mundial de las neoplasias mieloproliferativas es de 1,15-4,99 casos por
cada 100.000 personas. La policitemia vera tiene una incidencia de 0,01-2,61 casos por
cada 100.000 personas; la trombocitemia esencial tiene una incidencia de 0,21-2,27 casos
por cada 100.000 personas, y la mielofibrosis primaria tiene una incidencia de 0,22-0,99
casos por cada 100,00 personas (20,21).

2.5 Gen JAK2

Como se describié anteriormente, existen diversos fendmenos bioldgicos
involucrados en la etiologia de las neoplasias mieloproliferativas, la mayoria de estos
relacionados con alteraciones en los mediadores de sefializacion del crecimiento celular
(3,22); un ejemplo de esto es el gen JAK2, que codifica una tirosin quinasa del mismo
nombre que interviene en la via de sefializacion JAK/STAT durante el proceso de
trascripcion (23). El gen JAK2 forma parte de una familia de cuatro genes que codifican
para cuatro proteinas diferentes denominadas JAK1, JAK2, JAK3 y TYKZ2, todas ellas con
actividad tirosin quinasa asociadas a receptores de citocinas (24). Este gen fue
identificado por primera vez en 1989 (25) y obtuvo su nombre por el Dios romano de las

puertas y pasajes, Jano (26).
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Las proteinas JAK2 son importantes fisioldgicamente a nivel celular ya que cumplen un
papel importante en la transduccidon de sefiales de mdltiples citocinas, relacionadas con la
proliferacion, diferenciacion, supervivencia y apoptosis celular, debido a su capacidad
tirosin quinasa citoplasmatica, que cataliza la transferencia del grupo gamma-fosfato del
adenosin trifosfato (ATP) a los grupos hidroxilo de residuos de tirosina especificos en
moléculas de transduccidn de sefiales como las STAT (27). Los receptores a los que se
encuentran ligadas las JAK2 son de tipo | y I, y captan diversas citocinas, entre las que
se encuentran las interleucinas, el interferén, la eritropoyetina, la trombopoyetina, la

hormona del crecimiento, la leptina y los factores estimulantes de colonias (28).

En la hematopoyesis, durante el proceso transcripcional, las citocinas involucradas en este
proceso (eritropoyetina, trombopoyetina, CSF, etc.) se uniran a sus receptores de
membrana en la célula madre hematopoyética haciendo que las tirosin quinasas JAK2
inicien el proceso de fosforilacion y activen las proteinas citoplasmaticas STAT (Signal
Transducer and Activators of Transcription), las mismas que se trasladaran al nucleo

donde actuaran como factores transcripcionales (23,29).

Esta via de sefializacion, es uno de los mecanismos moleculares mas importantes
mediante el cual nuestro organismo controla la cantidad y tipo de células en nuestra
sangre, sin embargo activaciones patoldgicas en estas vias, ya sea por union excesiva de
ligandos o por mutaciones en los genes JAK, conllevara a una alta proliferacion de células
sanguineas (30). A continuacidn, se describe las variantes patogéenicas relacionadas con
el gen JAK2, involucradas en las neoplasias mieloproliferativas.

2.6 Mutacién en el gen JAK2
Las variantes patogénicas del gen JAK2 son responsables de la mayoria de las
neoplasias mieloproliferativas y hasta el momento se han descrito dos mutaciones
importantes; la méas frecuente JAK2 V617F en el exon 14, y en menor frecuencia las
mutaciones en el exdn 12 como por ejemplo JAK2 K539L (24,31,32). A pesar de la
variabilidad genética entre estas dos mutaciones, ambas conducen a una activacién
constitutiva de la tirosin quinasa JAK2 independientemente del ligando y a una

hipersensibilidad de esta a los receptores de citocinas por sus ligandos.

La alteracion JAK2 V617F, es una mutacion puntual somatica en la cual se sustituye una
guanina por una timina (G:C—T:A) en el nucle6tido 1849, provocando el cambio de una
valina por una fenilalanina en la posicion 617 del exon 14 del gen, que codifica el dominio
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JH2 (3,31). JH2 u homologia 2 de JAK es un dominio de pseudoquinasa cataliticamente
inactivo que forma parte de los cuatro dominios que conforman JAK2, este dominio tiene
varias funciones reguladoras, una de las mas importantes es inhibir la actividad de JAK2
en ausencia de ligandos en el receptor de citocinas (26,29,33). Por lo tanto la mutacion
en el dominio JH2 provocara una activacion constitutiva de la proteina JAK2 impulsando

la proliferacion celular en las neoplasias mieloproliferativas (34,35).

2.7 Diagnostico de neoplasias mieloproliferativas
El estudio de las neoplasias mieloproliferativas requiere el uso de diversas
herramientas diagnosticas entre las que se incluyen: el andlisis clinico, exdmenes de
laboratorio como, la biometria hematica, el frotis sanguineo, la deteccion molecular de
genes mutados, y la valoracion histolégica de una biopsia de médula ésea. En cuanto al
diagnostico molecular la deteccion de la mutacion JAK2 V617F se realiza en una muestra
de sangre periférica total o0 médula Gsea, siendo las células dianas para el anélisis los

granulocitos o los progenitores hematopoyéticos respectivamente (8, 9, 16).

Dentro del anélisis clinico se sospecha de neoplasias mieloproliferativas, por la presencia
de ciertos signos como: anemia, esplenomegalia, trombosis, poliglobulia, coagulopatias,
cianosis, los mismos que son identificados a través de la observacién y palpacion a los

pacientes y también a través de examenes de laboratorio (8,9).

a. Biometria hematica

La biometria hematica es una prueba que nos permite conocer el nimero y la
proporcion de las células sanguineas en nuestro cuerpo a través de una muestra
representativa de sangre venosa. Proporciona resultados acerca de la morfologia y tamafio
de las distintas células que conforman la sangre. Para el estudio de las neoplasias
mieloproliferativas, la biometria es un analisis imprescindible, ya que nos permite
reconocer alteraciones numéricas y morfoldgicas en sangre periférica, por ejemplo, una
elevacion en el numero de eritrocitos, elevacion en la cantidad de hemoglobina y

hematocrito relacionandolo con policitemia vera (8,9).

b. Frotis sanguineo
Este examen hematoldgico consiste en la extension de una pequefa cantidad de
sangre sobre un portaobjetos con la finalidad de observar la morfologia de las células
sanguineas. En las neoplasias mieloproliferativas es comdn observar un frotis
leucoeritrobléstico (8,9).
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c. Biopsiay aspirado de médula désea
El aspirado de médula 6sea permite observar las células sanguineas en sus diferentes
estados de maduracion, ademas proporcionara informacién sobre el tamafio, volumen,
distribucidn y caracteristicas morfoldgicas de cada uno de los linajes celulares (20). Asi
mismo este examen diferenciara los tres tipos de neoplasias mieloproliferativas, segun el
grado de proliferacién eritroide, granulocitico y megacariocitico. Del mismo modo
permitird observar aumentos en el depdsito de fibras de reticulina, que es un indicador

clave en la mielofibrosis primaria (14,19).

2.8 Diagnostico molecular de las neoplasias mieloproliferativas
La actual guia de diagndstico de las neoplasias mieloproliferativas tiene en cuenta
tanto los parametros clinicos como los de laboratorio para lograr una correcta
caracterizacion de estos trastornos, siendo los méas importantes al momento del
diagnostico el estudio morfologico de la médula Osea y analisis molecular de las
mutaciones JAK2, CAL y MPL (14).

El andlisis de las variantes patogénicas en los genes JAK2, CAL y MPL permitiran
descartar otras neoplasias mieloides cronicas y dirigir el tratamiento (15). La deteccion
de la mutacion JAK2 V617F en el exdn 14 se encuentra en mas del 95% de personas con
policitemia vera, en un 50% de personas con trombocitemia esencial y en un 75% de
personas con mielofibrosis primaria, siendo esta la mutacion mas representativa en las
neoplasias mieloproliferativas (Ver Figura N°3) (3). Las mutaciones en CAL-indel se
reportan entre un 25y 35% de los pacientes con mielofibrosis primaria y la MPL W515I
representan un 8% y 4% de casos en pacientes con mielofibrosis primaria y 4

trombocitemia esencial respectivamente (19).
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Sospecha de PV Sospecha de TE Sospecha de MFP
l l \ Descartar l
BCR-ABL
JAK2V617F JAK2V617F JAK2V617F
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
L CALR CALR
JAK2 exén 12 L
Positivo  Negativo Positivo  Negativo
v v
Positivo Negativo MPL MPL
Positivo  Negativo Positivo  Negativo
Y 4 4
Policitemia Trombocitemia Mielofibrosis
vera esencial primaria

Figura N°3. Algoritmo diagnostico de Neoplasias mieloproliferativas asociada a la
mutacion JAK2 V317F. Obtenido de: Revista Cubana de Hematologia.

2.9 Deteccion molecular de la mutacion JAK2 V617F mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa tradicional.
Aunque esta mutacion puede ser identificada mediante diversos métodos de analisis
molecular, el més utilizado y sencillo de realizar, es la amplificacion de la region JAK2

V617F por PCR tradicional en sangre periférica o médula dsea.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa o PCR, es una técnica enzimatica in vitro, a
través de la cual se amplifica una secuencia especifica del ADN con la finalidad de
identificarla. Este método actualmente se ha convertido en una importante herramienta
diagnostica de diversas patologias genéticas, ya que posee una gran especificidad y
sensibilidad. La técnica consiste en la utilizacion de oligonucle6tidos o primers que
reconocen la secuencia complementaria de la cadena de ADN diana y mediante una ADN
Polimerasa comienza la amplificacion de esta region. EI mecanismo consiste en una
primera fase de desnaturalizacion del ADN, seguida por una fase de union a los primers
o0 hibridacién y por ultimo la fase de extension de los mismos mediado por la DNA
polimerasa. Este proceso se repite varias veces o ciclos segin los requerimientos de la

técnica y al final se aisla el producto obtenido (21).

En el caso de la mutacion JAK2 V617F, dado que esta se restringe al linaje mieloide, la
técnica requiere un previo aislamiento de los clones mieloides ya que, sin este paso, su
sensibilidad bajaria a un 20 y 30%. EI método utilizado para este fin es la centrifugacion

en gradiente de Ficoll, que nos permitira aislar las células mononucleares y linfocitos de
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los granulocitos, de estos ultimos se obtendré el material genético para su amplificacion
(36).

Una vez obtenido los granulocitos, se extrae el material genético de estas células mediante
técnicas de extraccion y purificacion del ADN. Estas técnicas comienzan con procesos de
lisis celular y desnaturalizacion proteica, que destruiran las membranas celulares y
proteinas, para liberar los &cidos nucleicos. Luego se realiza el aislamiento y purificacion
de ADN a través de procesos fisicos ya sea mediante el uso de perlas magnéticas o de

membranas de silice, junto con soluciones de lavado (36,37).

Para la PCR se utiliza el método desarrollado por Baxter, con tres cebadores o primers;
el primero denominado JAK2 IC/Forward, disefiado para una region wild type del gen,
comun para todas las personas y que servira como control interno del experimento. El
segundo y tercer primer denominados JAK2-Reverse y JAK2-Forward estan disefiados
para unirse al alelo mutante y contienen un desajuste intencional en el nucleétido 3" para
mejorar su especificidad (36). Finalmente para el revelado de los resultados de PCR, se
colocara los experimentos en un gel de agarosa y mediante marcadores de pero molecular,
fluorocromos y luz UV, obtendremos un producto de amplificacion de 364 pb
correspondiente al control interno y otro de 203 pb si se encuentra la mutacién (Ver
Figura N°4) (38).

—364 pb
—203 pb

1 2 3 4

llustracion N°4. Electroforesis de la PCR de la mutacién JAK2 V617F. 1 Marcador de
peso molecular. 2 Muestra positiva. 3 Control positivo. 4 Control negativo. Obtenido
de: Vigil et al., 2013
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CAPITULO 11
OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL
e Determinar la frecuencia de la mutacion JAK2 V617F en pacientes con Neoplasias
Mieloproliferativas en SOLCA-Cuenca en el periodo 2015-2019.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la frecuencia de la mutacion JAK2 V617F en pacientes diagnosticados
con Policitemia vera, Trombocitemia esencial, y Mielofibrosis primaria.

e Relacionar los factores asociados con la mutacion JAK2 V617F en pacientes con

neoplasias Mieloproliferativas.
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CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio de tipo descriptivo retrospectivo.

2. AREA DE ESTUDIO
Lugar: Instituto del cAncer SOLCA-Cuenca

Ubicacién: Cuenca-Ecuador
Direccion: Av. del Paraiso y Agustin Landivar

3. UNIVERSO Y MUESTRA
El universo del estudio se encuentra con conformado por la totalidad de aquellos pacientes
a los que se les realizd la prueba para la deteccion de la mutacién JAK2 V617F, con
sospecha diagnostica de policitemia vera, trombocitemia esencial y mielofibrosis
primaria, entre los afios 2015 y 2019 en el Instituto del Céncer SOLCA-Cuenca;

conformando una muestra de tipo probabilistica.

4. UNIDAD DE ANALISIS
Pacientes con policitemia vera, trombocitemia esencial, mielofibrosis primaria u otras

neoplasias hematologicas que presentan o no la mutacion JAK2 V617F.

5. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Criterios de inclusion

e Historias clinicas de pacientes a los que se les realizé la prueba para deteccion de
la mutacion JAK2 V617F con diagndstico o sospecha de policitemia vera,
trombocitemia esencial o mielofibrosis primaria evaluados en el periodo 2015-
2019 en el Instituto del Cancer SOLCA—Cuenca.

Criterios de exclusion

e Historias clinicas de pacientes a los que no se les realizo la prueba para deteccion
de la mutacién JAK2 V617F evaluados en el periodo 2015-2019 en el Instituto del
Cancer SOLCA—Cuenca para cualquier neoplasia mieloproliferativa.

e Historias clinicas de pacientes a los que no se les realizé un seguimiento de su
enfermedad en el periodo 2015-2019 en el Instituto del Cancer SOLCA-Cuenca.

28
Gabriela Isabel Jara Murillo
Christian Fernando Otavalo Anguisaca



Qém-..

Universidad de Cuenca

i
L

6. VARIABLES
Variable Independiente

e Edad.

e Sexo.

e Residencia.

e Neoplasia mieloproliferativa.

e Afio de diagndstico
Variable Dependiente

e Mutacion JAK2 V617F.

7. OPERACIONALICION DE VARIABLES

Ver Anexo No 1.

8. METODOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS

e Meétodo:
El modelo de analisis utilizado fue método estadistico descriptivo, mediante el
cual se analizé la base de datos para obtener la frecuencia de la mutacién JAK2
V617F en las neoplasias mieloproliferativas; también se determiné asociaciones
entre la mutacion JAK2 V617F y otras variables, aceptando un indice de confianza
mayor al 95% (p<0,05). Finalmente, los resultados seran representados mediante
gréficos y tablas.

e Técnica
Se utiliz6 un formulario para la recoleccién de datos.

e Instrumentos
- Formulario de recoleccion de datos. Ver Anexo No 2.
- Software informético IBM-SPSS Statistics 25 (version gratuita)

- Software informatico Microsoft Excel 2013.
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9. PROCEDIMIENTOS

Autorizacion

Con el fin de acceder a las historias clinicas de los pacientes del Instituto del Cancer
SOLCA-Cuenca se entregd un oficio dirigido al Dr. Raul Alvarado Corral, Director del
Instituto. (Ver Anexo No 3).

Capacitacion
Se recibié capacitacion por parte del director de tesis, Dr. Gabriele Bigoni
Supervision

El proyecto fue supervisado y asesorado por el Dr. Gabriele Bigoni, docente de la
asignatura de Biologia Molecular en la Carrera de Laboratorio Clinico, en calidad de tutor

de tesis.

10. TABULACION Y ANALISIS
Los datos obtenidos de los pacientes a través de los formularios, fueron tabulados con los
programas estadisticos IBM-SPSS Statistics 25 (versién gratuita) y las graficas se

realizaron en el programa Microsoft Excel.

11. ASPECTOS ETICOS
Para la ejecucion de dicho proyecto de investigacion se obtuvo la aprobacion del Comité
de Bioética e Investigacion del Area de la Salud y del Consejo Directivo de la Facultad
de Ciencias Medicas.

Nuestra investigacion cumple con los siguientes parametros:

e Confidencialidad: Los datos obtenidos de las historias clinicas de los pacientes
del Instituto del Céancer SOLCA-Cuenca, fueron manejados con absoluta
confidencialidad, y para salvaguardar el anonimato de los participantes, se
reemplazé su nombre por un codigo interno

e Balance riesgo beneficio: El riesgo de nuestra investigacion es la posible
exposicion de los datos personales de los pacientes a terceros; mientras que el
beneficio es el aporte de informacion estadistica relevante acerca de la frecuencia
de la mutacion JAK2 V617F en pacientes con neoplasias mieloproliferativas en

nuestra region.
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e Declaracion de conflicto de intereses: Como autores declaramos no tener ningun
tipo de conflicto de intereses.

e ldoneidad de investigadores: Al ser estudiantes de ultimo afio de la carrera de
Laboratorio Clinico, contamos con todos los conocimientos y cualificaciones

necesarias para llevar a cabo el estudio.
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CAPITULO V
RESULTADOS.

El total de nuestra poblacion de estudio tras el analisis y seleccion de las historias
clinicas segun los criterios de inclusion y exclusion, fue conformada por 108 pacientes,
76 hombres y 32 mujeres. Dicha poblacion estudiada se compone en su mayoria por
personas de mas de 60 afios de edad (58,3%), de los cuales un 38,9% contaban con un
diagnostico de una neoplasia mieloproliferativa mientras que un 61,1% se encontraban
con sospecha diagnostica. En cuanto a la residencia, se describe que los pacientes eran
provenientes de varias provincias del Ecuador, entre las que destaca la provincia del
Azuay como la provincia con mayor nimero de pacientes a los que se les realiz6 la prueba
de la mutacion JAK2 V617F. (Ver Tabla No 1)

Tabla N°1. Caracterizacion de los pacientes que se realizaron la prueba de la mutacién
JAK2 V617F en el Instituto del cancer SOLCA-Cuenca entre los afios 2015-2019.

Caracteristica No %
0 — 15 afios 3 2,8
16 - 30 afios 13 12,0
. 31 - 45 afios 11 10,2
Edad de los pacientes 46 - 60 afios 18 16.7
Mas de 60 afios 63 58,3
Total 108 100,0
Masculino 76 70,4
Sexo Femenino 32 29,6
Total 108 100,0
Policitemia vera 27 25,0
Trombocitemia esencial 14 13,0
Enfermedad Mielofibrosis primaria 1 0,9
En sospecha diagnostica 66 61,1
Total 108 100,0
Azuay 69 63,89
Cafar 16 1481
) ) El Oro 15 13,89
Residencia Loja 4 3.70
Otras 4 3,70
Total 108 100,0

Fuente: Base de datos SOLCA.
Elaborado por: Los autores
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Tras el analisis de los datos obtenidos nos encontramos con un total de 38,9%
(42/108) de pacientes con diagnéstico de una neoplasia mieloproliferativa mencionada.
De este total un 64,29% (27/42) tenian policitemia vera, 33,33% (14/42) trombocitemia
esencial y 2,38% (1/42) mielofibrosis primaria, de manera que se logra observar una
prevalencia de policitemia vera en los pacientes que conforman este estudio asociando
dicha patologia como prevalente en nuestro medio. (Ver Grafico N°1).

Gréfico N°1. Distribucion de las Neoplasias mieloproliferativas en el Instituto del
cancer SOLCA-Cuenca, 2015-2019.

3%
33%

64%

Policitemia vera = Trombocitemia esencial Mielofibrosis primaria

Fuente: Base de datos SOLCA.
Elaborado por: Los autores

Al asociar la enfermedad de los pacientes con su respectivo sexo, se determind que
existe un mayor predominio de las patologias en pacientes del sexo masculino, incluso en
nuestro medio con una frecuencia del 70,37%, mientras que para el sexo femenino se
obtuvo una frecuencia del 29.63%. El sexo masculino representd un 74,1% de los casos
registrado de policitemia vera y un 64,3% de pacientes con trombocitemia esencial; en
cuanto a la mielofibrosis primaria solo se conté con un caso de una paciente de sexo
femenino. En cuanto al grupo de pacientes que contaban con sospecha diagnostica se
registr6 una mayor prevalencia de pacientes masculinos (71,2%) en relacion a los
pacientes femeninos. Finalmente, al realizar el andlisis de chi cuadrado, se encontr6 que

estas dos variables tienen una relacion estadisticamente significativa (*p<0.05), la cual
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aumenta mucho més (p<0.001); por lo cual su asociacion de gran importancia. (Ver Tabla
No 2).

Tabla N°2: Frecuencia de las neoplasias mieloproliferativas segun el sexo en
SOLCA-Cuenca, 2015-20109.

Sexo del paciente

Masculino Femenino X? p
n % n %
Policitemia vera  2q 74,1 7 259
Trombocitemia
esencial 9 64,3 5 35,7
Enfermedad VTP —
i i ielofibrosis
diagnosticada orimaria 0 0.0 L 100,0 2824 *0.420

En sospecha
diagndstica ar 712 19 28,8

Total 76 32

Fuente: Base de datos SOLCA.
Elaborado por: Los autores

De la misma manera, al asociar la edad del paciente con la patologia diagnosticada se
observa que las personas mayores a 60 afios tienen un mayor riesgo de padecer una
neoplasia mieloproliferativa, sin embargo, estos datos no guardan una asociacién

estadisticamente significativa (p>0,05). (Ver Tabla No 3).

Tabla N°3: Frecuencia de las neoplasias mieloproliferativas segun el sexo en
SOLCA-Cuenca, 2015-2019.

Edad del paciente

Mas
0:15 16-30 31-45 46-60 de 60 %2 p
afos afios aflos afos -
afios
Enfermedad Policitemia
diagnosticada vera 1 2 7 17
Trombocitemia
esencial 0 1 1 1 11
— - 14,696 0,125
Mielofibrosis
primaria 0 0 1 0 0
5.” sospecha 3 11 7 10 35
iagndstica
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Total 3 13 11 18 63

Fuente: Base de datos SOLCA.
Elaborado por: Los autores

En cuanto a los resultados de la prueba para la mutacion JAK2 V617F, de las 108
historias clinicas revisadas, se hallé una frecuencia de la mutacién del 21,3% (23/108), y
un 78,7% (85/108) de casos negativos. (Ver Grafico N°2).

Grafico N°2: Distribucion de la mutacion JAK2 V617F en el Instituto del cancer
SOLCA-Cuenca entre los afios 2015-2019.

21%

79%

JAK2 V617F, Positivo JAK2 V617F, Negativo

Fuente: Base de datos SOLCA.
Elaborado por: Los autores

Al relacionar la presencia de la mutacién JAK2 V617F con las enfermedades
diagnosticas, se determind una mayor frecuencia de esta mutacion en pacientes que fueron
diagnosticados con trombocitemia esencial (57.1%), seguido por los pacientes con
policitemia vera (37%) y no se registraron casos de mielofibrosis primaria; del mismo
modo, se reportd una positividad del 11.6% para pacientes con sospecha diagnoéstica de
una neoplasia mieloproliferativa. Estos valores, luego del anélisis estadistico de Chi-
cuadrado indican que existe una asociacion estadisticamente significativa (***p<0.001)
entre los resultados de la prueba para la mutacion JAK2 V617F vy el tipo de neoplasia

mieloproliferativa, siendo objeto de estudio de gran importancia. (Ver Tabla No 4).

Tabla N°4: Frecuencia de la mutacion JAK2 V617F en pacientes con neoplasias
mieloproliferativas. SOLCA-Cuenca, 2015 - 2019.

Mutacion JAK2 V617F
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Positiva Negativa X?
n % n %
Policitemia vera 10 37,0 17 63,0
Enfermedad Trombocitemia esencial 8 571 6 42,9

diagnosticada Mielofibrosis primaria 0 00 1 100,0 0,226
En sospecha diagndstica 5 76 61 92,4
Total 23 21,23 58 78,7

Fuente: Base de datos SOLCA.
Elaborado por: Los autores

*
0,00

Igualmente, al asociar los resultados obtenidos de la PCR-tradicional para la
deteccion de la presencia de la mutacion JAK2 V617F y el sexo de los pacientes, se
observd que existe un predominio en el sexo femenino (31.3%), sin embargo, la
significacion asintética de Chi-cuadrado para este analisis fue de p>0.05, lo que implica
para nuestro estudio, que el sexo y la mutacion no tienen una relacion estadisticamente
significativa. (Ver Tabla N°5).

Tabla N°5: Frecuencia de la mutacion JAK2 V617F segun el sexo. SOLCA-
Cuenca 2015-2019.

Sexo del paciente

Masculino Femenino X? P
n % n %
Mutacion  Positivo 13 17,1 10 31,3
del gen : 2.688 0.101
Negativo 63 82,9 22 68,8
JAK?2
Total 76 32

Fuente: Base de datos SOLCA.
Elaborado por: Los autores

Al asociar los resultados de la prueba de la mutacién JAK2 V617F con los grupos
de edad del estudio, se determin6 que los pacientes mayores a 60 afios presentan mayor
numero de positividad para esta prueba (87,0%). Al realizar la asociacién estadistica entre
estas dos variables, se obtuvo un valor de p=0,032, lo que indica que estas tienen una
relacion estadisticamente significativa, lo que nos indica que su estudio es importante
(*p<0,05). (Ver Tabla N°6).
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Tabla N°6: Frecuencia de la mutacion JAK2 V617F segun la edad. SOLCA-
Cuenca 2015-2019.

Mutacién del gen JAK2

Positivo Negativo X? p
n % n %
Edad del 0-15 0 0,0 3 3,5
paciente 16-30 0 0,0 13 15,3
(afos) 31-45 1 4,3 10 11,8 -
46-60 2 8,7 16 18,8 10,526 *0,032
Mas 20 87,0 43 50,6
de 60
Total 23 100 85 100

Fuente: Base de datos SOLCA.
Elaborado por: Los autores

37

Gabriela Isabel Jara Murillo
Christian Fernando Otavalo Anguisaca



Universidad de Cuenca

CAPITULO VI
DISCUSION

El area de biologia molecular en la actualidad ha tomado gran relevancia para el
diagnostico de diversas patologias, siendo estas técnicas muy sensibles y especificas para
la deteccion de aberraciones o alteraciones en genes de importancia fisioldgica. Es por
ello, que la utilidad diagnéstica de la mutacion JAK2 V617F en las neoplasias
mieloproliferativas, comenzd a consolidarse a partir del afio 2005, cuando cinco grupos
de investigadores liderados por Baxter, James, Kralovics, Levine y Zhao, identificaron
una mutacion puntual en el gen de la tirosin quinasa JAK2 en pacientes con trastornos
mieloproliferativos (36,39-42); posteriormente estos andlisis fueron corroborados en
modelos murinos, donde se demostrd que el trasplante de células madre hematopoyética
alteradas con la mutacion JAK2 V617F, acelera la division celular y provoca eritrocitosis
y trombocitosis (34,35).

Desde entonces diversos estudios han observado que la frecuencia con la que se presenta
esta mutacion en las neoplasias mieloproliferativas es del 95% para la policitemia vera,
50% para la trombocitemia esencial y 75% para la mielofibrosis primaria (3,36,43); cifras
que difieren de los resultados obtenidos en nuestro analisis. Esta discrepancia entre
resultados pudo ser obtenida por la limitacién que presentd la recopilacion de datos en
cuanto al diagnostico de los pacientes, ya que un gran grupo de ellos se encontraban en
sospecha diagnostica, los mismos que posteriormente pudieron llegar a ser categorizados
dentro de alguna de las neoplasias mieloproliferativas mencionadas en el tema de

investigacion.

La prevalencia de la mutacion V617F en nuestro pais se registré en un estudio de tipo
descriptivo transversal realizado en el afio 2018, reportd una frecuencia de esta variante
patogénica del 35% en pacientes con policitemia vera, 15% en trombocitemia esencial, y
tampoco informé casos positivos para la mielofibrosis primaria (44). Estos valores se
asemejan a los obtenidos en nuestro analisis, por lo que también se asume que los
resultados obtenidos en dicho estudio se asocian con los resultados obtenidos en nuestra
descripcion (18,19,45).

Asi mismo, en Colombia, Ochoa et al, a traves de un metaanalisis, reporté que la
prevalencia de la mutacion JAK2 V617F es del 84,5% para la policitemia vera, 57,2%
para la trombocitemia esencial y 55,2% para la mielofibrosis primaria (46). En Cuba,
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Calero et al, obtuvo que la frecuencia de la mutacion es 74,3% para la policitemia vera,
36,8% para la trombocitemia esencial y 33,3% para la mielofibrosis primaria (47).
También en México, Mercado et al, informd una frecuencia de la mutacion del 62,5%
para la policitemia vera, 35,7% para la trombocitemia esencial y 25,0% para la
mielofibrosis primaria (48). Todos estos estudios demuestran cierto grado de variabilidad
entre sus reportes, sin embargo estan proximos a lo establecido generalmente en la
bibliografia (3,36,43), y quiza estas discrepancias puedan deberse al tipo de método

empleado para detectar esta mutacion, como lo sugieren Ochoa et al (46).

La edad es otro de los factores que interviene en la etiologia de las neoplasias
mieloproliferativas (17); por ejemplo Abello et al, informaron que la edad media de
diagnostico de estos trastornos hematoldgicos es de 59,7 afios (49). También otro grupo
de investigadores suecos hallaron, que de un total 6.281 casos de neoplasias
mieloproliferativas en su pais, el 74,76% correspondia a personas mayores de 60 afios
(50). Estos estudios denotan la importancia que tiene la edad en la aparicion de las
neoplasias mieloproliferativas y se debe al hecho de que la edad es un factor de riesgo
que aumenta el desarrollo de alteraciones genéticas conductoras de neoplasias
mieloproliferativas (51), sin embargo, estos eventos no necesariamente estan ligados, ya
que JAK2 V617F puede presentarse a cualquier edad, tal como lo demuestran Szuber et
al. en una poblacién de pacientes menores a 40 afios (52,53).

Con respecto a la asociacion del sexo de los pacientes y la presencia de neoplasias
mieloproliferativas, mdltiples ensayos han evidenciado que las mujeres superan en
numero a los hombres en cuanto a la prevalencia de estos trastornos, siendo mas estas
evidentes estas diferencias cuando el corte de edad no supera los 50 afios. (54-56,56).
Segun Fortin et al, esto se deberia a que las mujeres tienen una mayor predisposicion a
desarrollar variantes patogénicas como JAK2 V617F en relacion a los hombres (21); tal
es el caso de estudio realizado por Godfrey et al, donde 1as mujeres superan a los hombres
en una relacion 2:1 en la trombocitemia esencial y tienen casi la misma prevalencia para
la mutacion en la policitemia vera, en los Unicos trastornos en los que los hombres tienen
una mayor prevalencia es en la mielofibrosis primaria (57). Sin embargo, también se han
observado estudios donde la incidencia de las neoplasias mieloproliferativas han sido
mayor en hombres (21,58), No obstante, estas discrepancias pueden deberse a los cambios
surgidos en las ultimas décadas en los criterios de diagnéstico para las neoplasias

mieloproliferativas, tal como lo afirman Titmarsh et al., los mismos que luego de una
39

Gabriela Isabel Jara Murillo

Christian Fernando Otavalo Anguisaca



a4
'JL‘F'

3

Universidad de Cuenca

metaanalisis sistematico, concluyeron que no existia diferencia significativa en la
incidencias de neoplasias mieloproliferativas entre estos dos sexos (59). Por ultimo es
importante mencionar que aparte de la incidencia, ningin estudio ha descrito ain los
mecanismos que relacionarian directamente las neoplasias mieloproliferativas y el sexo
(60,61)

Finalmente, la importancia de la identificacion de esta variante patogénica, radica
principalmente en su utilidad para diferenciar trastornos clonales (JAK2 V617F positivo)
de proliferaciones reactivas secundarias (29,62); este hecho ha sido evidenciado en varios
estudios, en los cuales se han demostrado que las variaciones nucleotidicas en regiones
especificas del ADN, pueden conllevar a alteraciones genéticas conductoras de la
expansion clonal en las neoplasias mieloproliferativas (63,64). Del mismo modo
establecer un diagndstico molecular para estos trastornos ha permitido una
personalizacion en el tratamientos y pronostico que tendran estos pacientes, tal como lo
evidenciaron Grinfeld et al (65-67).
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CAPITULO VII
1. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion, podemos concluir que:

e Las neoplasias mieloproliferativas méas frecuentes en nuestro medio en orden
descendente son: la policitemia vera, la trombocitemia esencial y la mielofibrosis
primaria.

e El sexo masculino fue el grupo de personas con mayor numero de casos para las
neoplasias mieloproliferativas.

e De los 108 pacientes que se realizaron la prueba de la mutacion JAK2 V617F en
el instituto, el 21,3% dieron positivo a la misma.

e Se encontr6 que la edad es una variable directamente relacionada con la
predisposicion a presentar la mutacién JAK2 V617F.

e Las personas mayores a 60 afos, fueron el grupo con mayor presencia de la
mutacion JAK2 V617F.

e No se hallo relacion estadisticamente significativa entre el sexo de los pacientes
y la frecuencia de la mutacion JAK2 V617F.

e El lugar de residencia de los pacientes tampoco fue un factor dependiente para la
presencia de la mutacion.

e Finalmente, la frecuencia de la mutacion JAK2 V617F en las neoplasias
mieloproliferativas fue del 37,0% para la policitemia vera, 57,1% para la
trombocitemia esencial y no se hallaron casos positivos para la mielofibrosis

primaria.
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2. RECOMENDACIONES

e Realizar seguimiento a los pacientes externos para evitar sesgos en el diagnostico
de los mismos.

e Determinar un diagndstico preciso a pacientes con sospecha de una neoplasia
mieloproliferativa con pruebas de complemento para su identificacion exacta.

e Analizar nuevas variantes patogénicas como JAK2 (exon 14), CALR y MPL en
pacientes con neoplasias mieloproliferativas.

e Utilizar nuevas técnicas de deteccion molecular como la PCR en tiempo real o la

PCR digital, ya que cuentan con mayor sensibilidad.
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CAPITULO IX
ANEXOS
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1. ANEXO 1. OPERCIONALIZACION DE VARIABLES

codifica el gen JAK 2.

datos

Nombre de la Definicion conceptual Dimension Indicador Escala
variable
Edad Tiempo que ha vivido Afios Historia Cuantitativa:
un organismo vivo. clinica/Base de | e 0-10 afios.
datos ¢ 11-20 afios.
¢ 21-30 afios.
¢ 31-40 afios.
¢ 41-50 afios.
¢ 51-60 afios.
e 61-70 afios.
e Mas de 70
afios.
Sexo Condicién organica Fenotipo Historia Cualitativa:
masculina o femenina clinica/Base de | e Masculino
de los organismos datos e Femenino
Vivos.
Residencia Accion y efecto de Lugar donde Historia Cualitativa:
residir. reside clinica/Base de | e Cantones
datos
Neoplasia Conjunto de Policitemia Historia Cualitativa:
mieloproliferativa enfermedades en las vera/ clinica/Base de | e Policitemia
que la médula dsea Trombocitemia datos vera.
produce un exceso de esencial/ « Trombocitemia
células sanguineas Mielofibrosis esencial.
primaria « Mielofibrosis
primaria.
Afio de Afio de la Afios Historia Cuantitativa
diagnostico determinacion de la clinica/Base de | e Afio 2015
naturaleza de una datos o Afio 2016
enfermedad. o Afio 2017
¢ Afio 2018
¢ Afio 2019
Mutacion JAK2 Alteracion en un Presenta/ No Historia Cualitativa:
V617F bloque de proteinas que presenta clinica/Base de | e Presenta.

o No presenta.

Gabriela Isabel Jara Murillo
Christian Fernando Otavalo Anguisaca

51




2nla

AF Universidad de Cuenca
£
2. ANEXO 2. FORMULARIO
UNIVERSIDAD DE CUENCA R A
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS é - E
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO tCi“_"

Tema: Frecuencia de la mutacién JAK2 V617F en pacientes con neoplasias mieloproliferativas en
SOLCA-Cuenca en el periodo 2015-2019.
Objetivo: Determinar la frecuencia de la mutacion JAK2 V617F en pacientes con Neoplasias
Mieloproliferativas en SOLCA-Cuenca en el periodo 2015 — 2019.
Formulario para la recoleccion de datos

Formulario N°: (codigo) N° Historia Clinica:

1) Patologia diagnosticada:

o Policitemia vera

o Trombocitemia esencial

o Mielofibrosis primaria

o Ensospecha diagndstica

2) Afio de diagnéstico:

o 2015

o 2016

o 2017

o 2018

o 2019

3) Edad:

o 0-15afios
o 16 — 30 afios
o 31 -45afios

o 45-60 afios

o Mas de 60 afios
4) Sexo:

o Masculino

o Femenino

5) Residencia

6) Mutacion JAK2 V617F:
o Positivo

o Negativo
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3. ANEXO 3. OFICIO DIRIGIDO AL DR. ALVARADO DIRECTOR DEL
INSTITUTO DEL CANCER SOLCA

Cuenca, 29 de Septiembre de 2020
Sefior Doctor
Raul Alvarado Corral
DIRECTOR DEL INSTITUTO DEL CANCER SOLCA-CUENCA.
Su despacho. -
De nuestra consideracion:

Con un cordial saludo y felicitindole de antemano por su labor tan abnegada en
sus funciones en el Instituto del Cancer SOLCA, nos dirigimos a usted con la finalidad
de solicitarle de la manera mas comedida su autorizacion para que nosotros Gabriela
Isabel Jara Murillo con C.l1. 0106965544 y Christian Fernando Otavalo Anguisaca con
C.1. 0107346306, estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Universidad de
Cuenca, podamos acceder a la base de datos del laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto del Cancer SOLCA-Cuenca, con el objetivo de recolectar informacién necesaria
para realizar el proyecto de investigacion N° 1303-MT aprobado y titulado
“FRECUENCIA DE LA MUTACION JAK2 V617F EN PACIENTES CON
NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVOS EN SOLCA-CUENCA EN EL
PERIODO 2015 - 2019”, dirigido por el Dr. Gabriele Bigoni, previo a la obtencion del
titulo de Licenciados en Laboratorio Clinico. Ademas, mediante el presente documento
nos comprometemos que toda la informacion recolectada de los pacientes se utilizara
explicitamente en el estudio investigativo y bajo confidencialidad por lo que, no se
revelara bajo ningun concepto la informacion que permita identificar al paciente o causar
dafos al mismo.

Es importante recalcar, que la investigacion proporcionard datos importantes sobre la
casuistica en nuestra poblacion.

Por la favorable acogida expresamos nuestros agradecimientos.

Atentamente,
\tz‘”“"j— e
Gabriela Jara M. Christian Otavalo A.
C.1. 0106965544 C.1. 0107346306
Autora de la investigacion Autor de la investigacion

PD. Se adjunta:

- Oficio de aprobacion del Protocolo de tesis por parte del H. Consejo Directivo de la
Universidad de Cuenca.

- Protocolo de tesis aprobado por el H. Consejo Directivo de la Universidad de Cuenca.
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4. ANEXO 4. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nosotros, Gabriela Jara con C.I. 0106965544 y Christian Otavalo con C.I.
0107346306, estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de Ciencias
Meédicas, previa a la obtencion del titulo de Licenciados en Laboratorio Clinico,
realizaremos la tesis titulada “FRECUENCIA DE LA MUTACION JAK2 V617F EN
PACIENTES CON NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVOS EN SOLCA -
CUENCA EN EL PERIODO 2015 - 2019”, la misma que iniciara con la realizacion de
un formulario para la recoleccién de datos y su correspondiente analisis. Todos los datos
obtenidos serdn manejados con absoluta confidencialidad siendo GUnicamente accesibles

para las personas que estén a cargo de la investigacion.

Gabriela Jara M. Christian Otavalo

C.1. 0106965544 C.1. 0107346306
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