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Il RESUMEN

En el afio 2005, cinco grupos de investiga-
cién independientes describieron la asociacion
de la mutaciéon V617F en el gen que codifica a
la quinasa janus 2 (JAK2) con varias Neoplasias
Mieloproliferativas (NMP), incluyendo la Polici-
temia Vera (PV), la Trombocitosis Esencial (TE)
y la Mielofibrosis Primaria (MFP). El presente
estudio tuvo como objetivo detectar la muta-
cion JAK2 V617F en pacientes ecuatorianos a
través de la reaccion en cadena de la polimerasa
alelo especifica (AS-PCR). El disefio de la inves-
tigacion fue descriptivo de corte transversal e
incluyé un total de 40 pacientes, 20 con NMP

10. Carrera de Laboratorio Clinico. Escuela de Tecnologia Médica. Universidad
de Cuenca. Cuenca-Ecuador.

*Autor para correspondencia: alfredo.campoverde@ucuenca.edu.ec

APROBADO: 16/11/2017

Il ABSTRACT

In 2005, five independent research groups
reported the association of V617F mutation in
the gene encoding the janus kinase 2 (JAK2)
Myeloproliferative Neoplasms Small (NMP), in-
cluding polycythemia vera (PV), Essential throm-
bocytosis (ET) and primary myelofibrosis (MFP).
This study aimed to detect the JAK2 V617F mu-
tation in Ecuadorian patients through chain re-
action polymerase allele specific (AS-PCR). The
research design was descriptive cross-sectional
and included a total of 40 patients, 20 with NMP
and 20 controls attending the various services
Haematology Health Institutions participating.
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y 20 controles que acudieron a los distintos
Servicios de Hematologia de las Instituciones
de Salud participantes. El material genético fue
extraido y posteriormente amplificado por AS-
PCR, mientras que el analisis clinico-hematolo-
gico de las NMP fue realizado por hematélogos
especializados mediante examen clinico, mor-
fologico y pruebas hematolégicas como hemo-
grama y citometria de flujo. La frecuencia de la
mutacion JAK2 V617F encontrada fue del 50%
con un indice de confianza del 95%. Los pacien-
tes con mayor presencia de la mutacion (35%)
fueron aquellos con PV, seguido de pacientes
con TE (15%), siendo la edad promedio 45 afios.
Estos datos confirman que la mutacién JAK2
V617F es frecuente en las NMP y se ha conver-
tido en el marcador molecular tanto de la PV,
TE y MFP. De igual forma con este estudio se
ha demostrado que la AS-PCR es un método de
diagnéstico rapido, facil y rentable.

Palabras clave: JAK2 V617F; Neoplasias Mieloproliferativas
(NMP); Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR); Policitemia
Vera (PV); Trombocitemia Esencial (TE); Mielofibrosis Primaria

B INTRODUCCION

Los sindromes mieloproliferativos créni-
cos, ahora llamados neoplasias mieloprolifera-
tivas (NMP), comprenden, segun la clasificacion
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
del 2008, las siguientes entidades: leucemia
mieloide croénica (LMC), policitemia vera (PV),
trombocitemia esencial (TE), mielofibrosis pri-
maria (MFP), leucemia neutrofilica crénica, leu-
cemia eosinofilica crénica, mastocitosis y las
NMP inclasificables (Amaru Lucana y Vera Ca-
rrasco, 2016).

Janus kinase 2 es un miembro de la fami-
lia Janus de tirosina-quinasas citosolicas no re-
ceptoras, que incluye a JAK1, JAK3 y TYK2, la
mutacion JAK2V617F fue identificada en el afo
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Genetic material was extracted and then ampli-
fied by AS-PCR, while the clinical hematology
of NMP was performed by using specialized cli-
nical, morphological and hematological tests
such as blood counts and flow cytometry exa-
mination hematologists. The frequency of the
JAK2 V617F mutation found was 50% with a rate
of 95% confidence. Patients with a greater pre-
sence of the mutation (35%) were those with PV,
followed by patients with TE (15%), the avera-
ge age being 45. These data confirm that the
JAK2 V617F mutation is prevalent in NMP and
has become the molecular marker of both the
PV, ET and MFP. Likewise, this study has shown
that the AS-PCR method is a quick, easy and
cost-effective diagnosis.

Keywords: JAK2 V617F; Myeloproliferative Neoplasms
(NMP); Polymerase Chain Reaction (PCR); Polycythemia Vera
(PV); Essential Thrombocytosis (TE); Primary Myelofibrosis

2005 por varios grupos de investigacion inde-
pendientes, como una mutacion recurrente en
pacientes con NMP no leucémicas como PV, TE
y MP (Amor-Vigil et al., 2013).

La mutacion puntual esta localizada el
exon 14 del gen Janus kinase 2 (JAK2) y juega
un papel clave en la transduccién de la sefial JAK
y como activador de la ruta de la transcripcion
(STAT). En la autofosforilacion después de la ac-
tivacion de las moléculas ligando, JAK2 reclu-
ta moléculas STAT que luego se fosforilan y se
translocan en el nucleo para actuar como facto-
res de transcripcion. La localizacién en la region
9p24 del cromosoma 9 descrita corresponde a
una sustitucién de una guanina por una timi-
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na en el exén 14, posicion 1849, que provoca el
cambio del aminodcido valina por fenilalanina
del codén 617 (V617F) produciendo activacion
del dominio tirosin-quinasa presente en mas de
90% de los pacientes con policitemia vera (PV) y
aproximadamente el 60% de los pacientes con
trombocitemia esencial (ET) o mielofibrosis pri-
maria (PMF) (Ancochea et al., 2014).

El gen JAK2 se clon6 por primera vez en
1989 a partir de la biblioteca de ADNc de una li-
nea celular hematopoyética murina. JAK2 tiene
dos dominios importantes: JH1 y JH2. JH1, situa-
do cerca del extremo carboxilo terminal de la
proteina, es el dominio quinasa activo y posee
los residuos de tirosina, que estan fosforilados
cuando se activa JAK2. JH2, un dominio quina-
sa similar, carece de actividad real quinasa, mas
bien parece ejercer un efecto inhibitorio sobre
JH1, confiere un crecimiento independiente de
citosinas en las lineas celulares y se asocia con
eritropoyetina y el crecimiento independiente
de células primarias (Angona et al., 2015; An-
gona Figueras, 2017; Badrawy e Ibrahim, 2013).

JAK2 V617F esta presente en diversos ele-
mentos hematopoyéticos mieloides, incluyendo
precursores mieloides, pero no ha sido identi-
ficado en otros tejidos. Como se menciono6 an-
teriormente, se ha identificado en tres de las
NMP mds comunes, en particular, la mutacion
V617F esta presente en mas del 90% de los ca-
sos de PV y en aproximadamente 50- 60% de las
TE MFP. Esta mutacion también se detecta en
una pequena fraccion de otras neoplasias mie-
loides tales como la leucemia mielomonocitica
crénica, leucemia mieloide aguda y el sindrome
mielodisplasico (Cano et al., 2014; Cervantes et
al. 2013).

Para la deteccién de la mutacién JAK2
V617F se han desarrollado varios métodos basa-
dos en la PCR que dependen tanto de la sensibi-
lidad asi como de de rapidez y facilidad de inter-
pretacion, dentro de estos se encuentran: PCR
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alelo especifica ( AS-PCR), PCR para polimorfis-
mos de longitud de fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP), andlisis de fusion de alta resolucion
(HRM) que estd siendo investigado y recien-
temente el método detector de enfriamiento
(QP) una nueva técnica capaz de detectar po-
limorfismos de nucleé6tido tinico y mutaciones.
Estos métodos poseen sensibilidades que van
desde 0,01% a 5%, y cada uno tiene sus propias
ventajas y desventajas, por ejemplo, no son lo
suficientemente sensibles y dan resultados am-
biguos, otros son sensibles, pero no especificos
dan falsos positivos, algunos requieren de mu-
cho tiempo y trabajo, o necesitan de equipo y
reactivos especializados y costosos (Cano et al.,
2014; Cruz Aleman et al., 2015)

De acuerdo con algunas investigaciones la
AS-PCR constituye uno de los mejores métodos
para la deteccion de la mutaciéon JAK2 V617F
los datos obtenidos demuestran100% en térmi-
nos de sensibilidad y especificidad se obtiene
el 100% catalogando como una herramienta de
gran diagnostico; mientras que QP es el método
ideal en términos de rapidez y facilidad de in-
terpretacion, ademas de ser recomendado para
la deteccion de JAK2 V617F dentro de los hospi-
tales (Deadmond y Smith-Gagen, 2015)

El descubrimiento de la mutacién JAK2
V617F ha llevado a la evaluacién de varios medi-
camentos que presentan una actividad inhibito-
ria contra los miembros de la familia JAK princi-
palmente contra JAK1 y JAK2, asi se ha creado
una terapia dirigida especificamente contra las
NMP con excelentes resultados en el uso del
Jakavi-Ruxolitinib  (Novartis Oncology-Suiza).
(Didone et al., 2015)

Considerando la importancia de la muta-
cion de JAK2 V617F en pacientes con NMP y
la ausencia de informacion sobre su prevalen-
cia en Ecuador, se realizé este estudio con el
objetivo de detectar mencionada mutacién en
pacientes ecuatorianos utilizando técnicas de
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biologia molecular como la AS-PCR, ademas
de relacionar los datos obtenidos con la edad,
sexo y diagnostico hematolégico del paciente
y recomendar al médico tratante la mejor alter-
nativa diagnoéstica y terapéutica de inhibidores
JAK para la monitorizacion y seguimiento de las
NMP.

Investigaciones Internacionales

COREA 2014. Centro Médico Asan, Seul
desde enero de 2003 hasta abril de 2013. El
estudio incluy6é a 150 pacientes atendidos con
los siguientes resultados 84 pacientes con ET,
50 pacientes con PMF, 7 pacientes con mielo-
fibrosis post-vera policitemia (PV) post-ET o, y
9 pacientes con otras neoplasias mieloides con
trombocitosis. Se investigaron los pacientes co-
reanos con trombocitemia esencial ET y mielo-
fibrosis primaria PMF para determinar la preva-
lencia y correlaciones clinicas y de laboratorio
de CALR / JAK2 / MPL mutaciones. De los 84
pacientes ET, CALR mutaciones se detectaron
en 23 (27.4%) y se asociaron con trombocitosis
y leucopenia que la mutacién el JAK2 entre 50
pacientes PMF, CALR mutaciones se detectaron
en 11 (22,0%) y también se asociaron con trom-
bocitosis y mostraron una tendencia a una me-
nor tasa de anormalidades citogenéticas que la
JAK2 mutacién, V617F (Macrogen, 2017).

CHINA 2014, Primer Hospital Afiliado de
la Universidad Soochow, Jiangsu Instituto de
Hematologia, Ministerio de Salud clave Labora-
torio de Trombosis y Hemostasia, Hematologia
centro de innovacién colaborativa, se realizo el
seguimiento de 617 sujetos cuya edad radica
entre 15 a 95 anos, 399 (64,7%) presentan muta-
cién JAK2 (V617F ), 140 (22,7%) tenia una CALR
exon 9 indel, 25 (4,0%) llevado a una mutacion
MPL (W515), y 53 (8,6%) no presentan mutacion
JAK2 , CALR, y MPL (la denominada triple ne-
gativo PMF). Los pacientes con CALR mutacién
tenian un menor riesgo de desarrollar anemia,
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trombocitopenia y leucocitosis en comparacion
con otros subtipos. También tenian un menor
riesgo de trombosis en comparacién con los pa-
cientes que llevan JAK2 (V617F) (Espinola Cano
et al., 2014).

FRANCIA, Universite Paris-Saclay, Gustave
Roussy, Paris, en el 2013, era evidente que el
55% de ET y 65-70% de los casos PMF estaban
vinculados a JAK2 V617F y MPL. La activacién
de la via del receptor de citoquina / JAK2 era
una caracteristica comtn. Mas del 90% de no
BCR-ABL MPNs estan claramente impulsado por
una activacion de JAK2 anormal, especialmente
el receptor de citosina / vias de JAK2. Los estu-
dios genoémicos demostraron que PMF es una
forma mas avanzada de la MPN, pero con una
redundancia molecular con ET (Ancochea et al.,
2014).

PAKISTAN, Department of Hematology and
Blood bank, Liaquat National Hospital and Me-
dical College, Karachi, en este estudio fue de-
terminar la prevalencia de la mutacién V617F
JAK-2 en pacientes paquistanies con PV de 26
pacientes en el periodo comprendido entre
enero de 2010 a diciembre de 2014. Se encontré
que la frecuencia de JAK2 V617F positivo 92,3%.
En general, el 30,7% de los pacientes eran asin-
tomaticos y 69,3% restante se presentd con en-
fermedad sintomatica y no hay correlacién de
JAK2 V617F podria establecerse con la edad o
el sexo. La frecuencia de mutacion JAK2 V617F
en nuestros pacientes con PV fue similar a los
reportados internacionalmente. La deteccion
de la mutacion en todos los casos sospechosos
PV podria ser beneficioso en la diferenciacion
de pacientes con eritrocitosis reactiva y clonal
(Brodsky et al., 2015).

POLONIA, Departamento de Hematolo-
gia y los Trasplantes de la Universidad Médica
de Gdansk, Gdansk, 2016 el estudio se realiz6
a un grupo de 90 pacientes consecutivos con
diagnéstico de sospecha de la policitemia vera.
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En el 91% de los casos, la JAK2 se identificé la
mutacion V617F. El resto de pacientes JAK2
V617F-negativas se sometieron a examen para
JAK2 exo6n 12 por secuenciacion directa de pro-
ductos de PCR y la técnica de clonacién. Estos
exones 12 constituian el 50% de PV JAK2 gru-
po negativo V617F y 4,4% (de 90) de todos los
pacientes con PV (JAK2 V617F-positivas y JAK2
V617F-negativo). Esto demuestra que la preva-
lencia de JAK2 mutaciones (V617F y en el exén
12) en los casos de PV (Kim et al., 2015)

ESPANA, en el Servicio de Hematologia del
Hospital del Mar de Barcelona, entre octubre de
1985 y diciembre de 2012 se diagnosticaron de
forma consecutiva 214 pacientes. Las principa-
les caracteristicas clinico-bioldgicas de los pa-
cientes en el momento del diagnoéstico la edad
media en el momento del diagnostico fue de 64
anos y predominio femenino (73%). El 54,5% de
los pacientes presentaban algtin FRCV, siendo
el mas frecuente la hipertension arterial (HTA).
En el momento del diagnéstico, el 66,4% de los
pacientes se hallaban asintomadticos, y el 7%
presentaba esplenomegalia palpable (Kim et al.,
2013)

Journal of Cancer Research and Clinical On-
cology, EE.UU en el periodo de 1973-2011 los
datos obtenidos reflejan que las mujeres mas
jovenes tenian un 13-33% mas de riesgo de ET
y que las mujeres menores de 34 tenian un 58%
mas de riesgo PMF, con relacion a los hombres
de raza negra, 35-49 afos de edad con un ries-
go mas alto ET, también tenian un 69% mas alto
PMF riesgo relativo a los blancos (Leszczynska
et al., 2016).

Hospital General de México Dr. Eduardo
Liceaga, Ciudad de México, se realiz6 la selec-
ciéon de 38 pacientes con neoplasias mielopro-
liferativas cronicas atendidos de 2001 a 2014
que contaran con resultado del estudio para
identificar la mutacioén JAK2 V617F. con los si-
guientes datos 55% (con trombocitemia esen-
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cial, 32% con mielofibrosis primaria y 13% con
policitemia vera. JAK2 V617F se report6 en 45%
de los casos. La ausencia o existencia de JAK2
V617F no influy6 en el cuadro clinico inicial, la
deteccion de JAK2 V617F facilita el diagndstico
e incluso se dispone de tratamientos dirigidos a
este blanco; sin embargo, en la poblaciéon mexi-
cana no es tan frecuente su manifestacion.(18)

En el Servicio de Hematologia de la Clinica
Colon, Mar del Plata, Argentina,2016. Se inclu-
yeron 33 pacientes con diagnostico de PV, TE,
MP, LMC y poliglobulia. Esta descripto que alre-
dedor de un tercio de los pacientes con PV, 20 a
30% de aquellos con MP y menos del 5% con TE,
son homocigotas para la mutacion JAK2 V617F.
En el presente estudio en todos los casos en
los que se ha encontrado la presencia de JAK2
V617F fue en estado heterocigota, de modo que
en ninguno de los pacientes estudiados se ha
llegado a la pérdida de heterocigosidad (Cano
et al., 2014).

COLOMBIA. En el 4rea de consulta externa
de hematologia del Hospital de San José desde
enero de 2005 hasta mayo de 2010 un total de
34 pacientes con neoplasias mieloproliferati-
vas (NM) cromosomas Filadelfia negativas fue-
ron identificados. El principal diagndstico en-
contrado fue de trombocitemia esencial en 17
pacientes (50%), policitemia Vera Rubra en seis
pacientes (17.6%), neoplasia mieloproliferativa
asociadas a eosinofilia en seis pacientes (17.6%),
mielofibrosis primaria en tres pacientes (8.8%)
Y neoplasias mieloproliferativas no clasificables
en dos pacientes (5.8%). Las complicaciones mas
frecuentemente encontradas en esta serie son
los eventos tromboticos venoso (Solano et al.,
2012).

BOLIVIA, La Paz, En la regién andina, com-
prendida por Bolivia, Pert, Ecuador y Chile,
millones de habitantes residen a mas de 2.500
msnm. En Bolivia, alrededor de 2.000.000 ha-
bitantes residen en las ciudades de La Paz y El
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alto; y se considera que existen mas de 150.000
pacientes con eritrocitosis patoldgicas. Esta
enfermedad neopldsica se caracteriza por una
mutaciéon del gen JAK-2 V617F, esta mutacion
permite la fosforilacion continua (hiperactiva-
cién) de JAK2 y STATS, factores de transcripcion
involucrados en la eritropoyesis y que dan como
resultado una eritropoyesis incrementada. La
incidencia de las eritrocitosis patoldgicas en la
region andina varia de acuerdo a la poblacion,
ocupacioén y lugar de residencia. Por ejemplo, en
las ciudades de La Paz y El Alto (3.600 y 4.000
msnm) se considera una incidencia del 10% de la
poblacion. Los datos histéricos de la incidencia
de la Policitemia Vera se encuentran alrededor
de 1 por cada 100.000 habitantes por afno (Mex,
2016).

B MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se obtuvieron 40 muestras de sangre pe-
riférica 20 de pacientes con diagndstico confir-
mado de NMP y 20 controles los mismos que
fueron seleccionados aleatoriamente de la po-
blacion general. Las muestras fueron obtenidas
de los distintos Servicios de Hematologia de
las Instituciones de Salud participantes como
la Sociedad de Lucha Contra el Cancer (SOLCA),
Hospital Luis Vernaza, Clinica Kennedy, Omni-
hospital, Hospital del IESS Cuenca, Hospital de
la Armada de la ciudad de Guayaquil. EI ADN
fue extraido y procesado en el Laboratorio de
Diagnoéstico Molecular Bioncogén de la ciudad
de Cuenca, el analisis clinico, hematoldgico, asi
como la morfologia fue realizado por médicos
hematoélogos especializados apoyandose para
el diagnostico en pruebas hematolégicas como
hemograma y citometria de flujo.
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Extraccion de ADN

El ADN fue aislado de muestras de san-
gre periférica recogidas en tubos al vacio de
5 ml con anticoagulante EDTA liofilizado (Va-
cutainer-USA), utilizando el kit de purificacion
de ADN gendémico Wizard Genomic (Prome-
ga-USA) segun las instrucciones del fabricante.
Las muestras de ADN se almacenaron a -20 °C
hasta que se pudo realizar el andlisis (Nolan y
Bustin, 2013).

Reactivos para la AS-PCR

Los reactivos utilizados para la PCR fue-
ron Platinum Taq DNA Polimerasa, 10X Buffer
200mM Tris-HCI (pH 8.4), 500mM KCl y 50 mM
de Cloruro de Magnesio. (Invitrogen-USA), mez-
cla de dNTP’s 100 mM. (Life Technologies-USA),
Microtubos de reaccion de 0,2 mL. (Applied
Biosystems-USA) Primer JAK2F (5’AGC ATT TGG
TTT TAA ATT ATG GAG TAT ATT3’), Primer
JAK2F/IC (5'ATC TAT AGT CAT GCT GAA AGT
AGG AGA AAG 37), Primer JAK2R (5°CTG AAT
AGT CCT ACA GTG TTT TCA GTT TCA 37) (Invi-
trogen-USA) (Ono et al., 2012).

Reaccion en cadena de la polimerasa alelo especi-
fica (AS-PCR)

La amplificacion se realiz6 utilizando un
termociclador (Verity, Applied Biosystems-USA),
las condiciones fueron las siguientes: desnatu-
ralizacion inicial a 94 °C por 2 minutos; 36 ci-
clos de 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 30
segundos y 72 °C por 30 segundos, terminando
con una extension final a 72 °C por 5 minutos.
Se incluy6 siempre en todas las reacciones un
control negativo que contiene todos los reacti-
vos necesarios para la amplificacion y donde se
sustituye el molde de ADN por agua destilada
ultrapura (GIBCO-USA). Los productos de la PCR
fueron analizados por electroforesis en gel de
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agarosa ultrapura al 2% (Invitrogen-USA), TAE1X
Buffer: 40 mM Tris acetate, 1 mM EDTA, pH 8.3
(Invitrogen-USA), tefiido con bromuro de etidio
10 mg/mL (Promega-USA) y visualizados en una
ldampara de rayos ultravioleta (UVP-USA) a tra-
vés de un analizador digital de geles (Cleaver
Scientific-UK).

La mutacion JAK2 V617F se detecté me-
diante AS-PCR, disefiada de forma que se utili-
zan tres primers o cebadores diferentes. El ce-
bador JAK2 F es especifico para el alelo mutante
y el cebador JAK2 F/IC se encuentra en todos los
individuos independientemente de la presencia
o no de la mutacion, por lo que constituye un
control interno de la reaccién. De esta forma,
en todos los individuos se amplifica un produc-
to de 364 pares de bases (pb) con los cebadores
JAK2 F/IC y JAK2 R, y solamente en los indivi-
duos que presentan la mutacién en estudio se
obtiene un producto de 203 pb utilizando los
cebadores JAK2 F y JAK2 R (Ono et al., 2012;
Cano et al., 2014; Quintana et al., 2014).

Analisis Estadistico

Las variables discretas fueron operaciona-
lizadas en nimero de casos (n) y porcentajes
(%) y las continuas en promedio * desviacion
estandar (X = DE). Para validacion de la prue-
ba se utiliz6 Epidat version 3.1 en espaiiol para
Windows™ un software para anadlisis epide-
mioldgico de datos tabulados producido por la
Xunta de Galicia, con aval de la Organizacion
Panamericana de la Salud. Se calcul6 sensibili-
dad, especificidad, valor predictivo de la prueba
positiva y negativa e Indice de Youden con su
respectivo IC 95 %. Se incluyen como criterio de
comparabilidad entre los grupos la distribucion
seglin sexo mediante la prueba x* de Pearson y
la diferencia de promedios de edad mediante la
prueba t de Student. Se consideraron significa-
tivos los valores de P < 0,05.
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B RESULTADOS

En todos los pacientes se amplificé un pro-
ducto de 364 pb con los cebadores JAK2 F/IC y
JAK2 R, y solamente en los pacientes que pre-
sentaron la mutacion en estudio se obtuvo un
producto de 203 pb utilizando los cebadores
JAK2 F y JAK2 R, como observamos en la figura
1.

Figura1. AS-PCR de JAK2. 1 marcador de peso molecular,
2 control individuo sano, 3-4 pacientes Jak2 V617F +, 5 con-
trol negativo y 6 control positivo

Para confirmar la mutacion JAK2 V617F los
amplicones fueron debidamente amplificados
en el laboratorio y enviados a secuenciar a la
compaiia (Macrogen-USA) (Figura 2), utilizan-
do el método del dideoxinucle6tido de Sanger
(Raedler, 2015).

Figura 2. Secuenciamiento. Se observa la sustitucién de una
G por una T en el nucledtido 1849 resultando en la muta-
cién V617F. Fuente: Macrogen-USA.
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La prevalencia de la mutacién JAK2 V617F
del presente estudio fue del 50%, mientras que
el otro 50% correspondi6é a los pacientes em-
pleados como controles negativos (Tabla 1).

Tabla 1. Validacién de la prueba

Prueba Dx Enfermos Sanos Total
Positiva 20 0 20
Negativa 0 20 20
Total 20 20 40

Del total de pacientes portadores de la
mutacion JAK2 V617F el 22,5%pertenecieron al
sexo femenino mientras que el 27,5% fueron de
sexo masculino. La edad promedio de ambos
sexos fue de 45,1 = 5,1 anos (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas demogréficas

Variable Enfermos Sanos P-valor
Sexo [n(%)]
Femenino 9(22,5) 11 (27,5) 0,527
Masculino 11 (27,5) 9(22,5)
Edad (afios)
Promedio = DE 45,1+5,1 42,155 0,332

Los casos positivos para la mutacion JAK2
V617F se identificaron en dos de las tres NMP
mas comunes, el 35% correspondieron a PV,
mientras que el 15% a TE.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas

Variable n Porcentaje
Enfermos
Policitemia Vera 14 35,0
Trombocitosis 6 15,0
Sin enfermedad (controles) 20 50,0
Total 40 100
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La sensibilidad y especificidad al igual que
los valores predictivos positivo y negativo se-
gtn el indice de Youden tuvo el maximo valor
(100%) lo que otorga una utilidad suprema a la
prueba.

B DISCUSION

En este estudio se ha logrado identificar la
mutacion JAK2 V617F en el 50% de los pacientes
con NMP, el otro 50% corresponden a los con-
troles los cuales fueron negativos. En efecto, la
Tabla 1 muestra que los 20 diagnésticos fueron
verdaderos positivos en la discriminacién de los
resultados por tanto los 20 restantes también
fueron verdaderos negativos.

Este resultado es similar al obtenido en in-
vestigaciones de paises asiaticos, una realizada
en Korea en el ano 2012 por Kim et al, con una
prevalencia del 56,4%, otra efectuada en Tai-
wan entre noviembre del 2007 y septiembre del
2011 por Lin et al, con una prevalencia del 67%
(Ho et al., 2012; Ricardo et al., 2013).

La prevalencia de la mutacién varia de
acuerdo con diferentes grupos de investigacion
y poblaciones, estas diferencias se atribuyen a
la variacion étnica, al tamafo de la muestray a
los diferentes métodos moleculares empleados
para confirmar los estudios de prevalencia (Ri-
cardo et al., 2013).

La edad media de los pacientes JAK2 V617F
positivos fue de 45 anos (Tabla 2), sin embar-
go, éstas edades no fueron significativamente
diferentes con las edades de los pacientes ne-
gativos (P = 0,33). Este resultado es parecido
al obtenido en Iran en el afio 2010 por Parisa et
al, con una edad media de 48 aios; pero difiere
de los obtenidos entre los afios 2007 a 2011 en
Taiwan por Lin et al y en Oklahoma por Zhao
et al, cuyas edades promedio fueron de 53,5y
69 aios respectivamente. Referencias de estas
investigaciones han encontrado que el porcen-
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taje de pacientes mutados y la carga de JAK2
V617F, aumenta progresivamente con la edad,
lo cual es consistente con el hecho de que las
NMP ocurren sobre todo en las personas adul-
tas mayores. (Ricardo et al., 2013; Rumi et al.,
2014; Sultan et al., 2016).

La prevalencia de la mutacion JAK2 V617F
en PV y TE es mucho mayor que MFP (Tabla 3),
siendo identificada en un 35% de pacientes con
PV y un 15% con TE, que corresponden a 14y 6
casos respectivamente. Resultados similares se
obtienen en México en el afio 2005 por Ruiz et
al, quien analizé 70 pacientes y obtuvo 6 casos
positivos siendo la PV la de mayor prevalencia
con 4 casos positivos, TE 1 caso y MFP 1 caso,
y en la universidad de Polonia en el afio 2009
Siemiatkowska et al analiz6 34 pacientes de los
cuales 6 presentaron la mutacion, 4 correspon-
denaPV,1aTEy1aMFP (Shan et al., 2014;
Ancochea et al., 2014).

La identificacion de la mutacién V617F en
el gen JAK2 representa un importante avance
en el conocimiento de la patogenia de los sin-
dromes mieloproliferativos. Debido a la alta
frecuencia en que esta mutacion a sido encon-
trada en la PV y en menor grado en la TE, se
ha postulado que la deteccion de esta mutacion
tendria un fuerte impacto en el diagnoéstico, la
clasificacion y el tratamiento de estas entida-
des. Distintos grupos de investigacion, dentro
de ellos Lens et al han propuesto incorporar la
deteccion de esta mutacion como un test diag-
noéstico de primera linea cuando nos encontra-
mos con un hematocrito mayor a 51% o frente a
sospecha de PV, dado que la deteccion del JAK2
V617F tiene 100% de valor predictivo positivo
del diagnostico de PV (Ordonez, 2016).

B CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en la presen-
te investigacion, es posible plantear las siguien-
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tes conclusiones con respecto a las 40 muestras
analizadas:

La AS-PCR result6 ser un método de diag-
nostico in vitro altamente sensible para la de-
teccion de la mutacion JAK2 V617F, ademas de
ser rapido, facil y rentable,

La prevalencia de la mutacion JAK2 V617F
en este estudio donde puntualmente se analiz6
individuos mestizos confirmados hematolégi-
camente fue del 50%, el otro 50% al tratarse de
individuos sanos obviamente fue negativo.

El 22,5% de los casos positivos pertenecie-
ron a pacientes de sexo femenino; mientras que
el 27,5% fueron pacientes de sexo masculino. En
ambos casos la edad promedio fue de 45 afios.

La mutacion JAK2 V617F fue identificada
en pacientes con PV con un porcentaje del 35%
correspondiente a catorce casos; mientras que
el 15% se les asigna a pacientes con TE en un
namero de seis casos.

Il RECOMENDACIONES

Considerando la importancia de la muta-
ciéon JAK2 V617F y la ausencia de informacion
sobre su prevalencia en poblacion ecuatoriana,
es oportuno realizar las siguientes recomenda-
ciones:

Ademas de la AS-PCR necesitamos valorar
la carga alelica del JAK2 la misma que se rea-
liza por Reaccién en Cadena de la Polimerasa
Cuantitativa (qQPCR) o conjuntamente con PCR
utilizando enzimas de restriccion (RFLP).

Para un mejor seguimiento de las NMP,
otros estudios sugieren el analisis combinado
de la AS-PCR con el método Quenching probe
(QProbe), aumentando asi la especificidad y
la sensibilidad. Ademas de que reduce sustan-
cialmente el coste de la instalacion de PCR en
tiempo real este método permite la cuantifica-
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cién precisa incluso en presencia de productos
de PCR no especificos, debido a que el uso de
la sonda no fluorescente 3' de cola aumenta de
manera significativa la especificidad. Este mé-
todo también es aplicable a genotipificacion de
los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP).
El secuencimiento masivo de siguiente genera-
cién (NGS) nos permitird hacer un barrido mole-
cular de todos los genes relacionados con éstas
patologias hematolo6gicas abarcando asi un ma-
yor nimero de genes mediante la utilizacion de
paneles especificos lo cual mejorara ostensible-
mente el diagnostico en el laboratorio.

En lo que respecta a la terapia es muy im-
portante realizar la monitorizacion de los in-
hibidores especificos tirosina cinasa de JAKI
y JAK2 como el Jakavi-Ruxolitinib lo que nos
permite la monitorizacion y la respuesta al tra-
tamiento (Zhao et al., 2014; Vainchenker et al.,
2016; Promega Corporation, 2017).
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