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Resumen

Las neoplasias mieloproliferativas cronicas clasi-
cas BCR-ABL negativas (NMPCC) constituyen
un grupo heterogéneo de patologias que incluyen:
policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE)
y mielofibrosis primaria (MFP) y se caracterizan
por mieloproliferacion clonal derivada de la célula
madre hematopoyética y por presentar mutaciones
drivers mutuamente excluyentes en: JAK2 (Janus
kinase 2), CALR (calreticulina) y MPL (oncogén
del virus de la leucemia mieloproliferativa). La fi-
nalidad del trabajo fue determinar en nuestra pobla-
cion la frecuencia mutacional de JAK2 (V617F y
del exén 12), CALR y MPL en pacientes con sos-
pecha de neoplasias mieloproliferativas (NMP) y
evaluar en cada caso las caracteristicas hematologi-
cas de la presentacion. De 604 pacientes evaluados
(afios 2007-2017), provenientes de distintos centros
hematoldgicos publicos y privados de la region sur
de nuestro pais (limite norte paralelo 36), 158 fue-
ron diagnosticados con PV, 191 con TE y 51 con
MFP segun criterios de la Organizacion Mundial de
la Salud 2008/2016. Las frecuencias mutacionales
halladas en PV fueron: 96.8% JAK2V617Fy 3.2%
negativo, incluso para el exon 12; en TE: 66% JAK-
2V617E, 12.6% CALR mutado, 2.6% MPL mutado
y 18.8% triple negativo (TN); en MFP: 68.6% JAK-
2V617F, 9.8% CALR mutado, 3.9% MPL mutado y
17.7% TN. En pacientes con TE, las mutaciones en
CALR (vs JAK2) se asociaron a pacientes jovenes,
menores niveles de hemoglobina y recuento leuco-
citario y mayor recuento plaquetario; mientras que
en MFP, a un menor recuento leucocitario.

Dado que el estado mutacional se asocia a las carac-
teristicas clinicas y tiene fuertes implicancias pro-
nosticas, especialmente en MFP, se resalta la impor-
tancia de la caracterizacion molecular completa de
cada entidad al momento del diagndstico.

Abstract

BCR-ABL negative myeloproliferative neoplasms
(MPN) are a heterogeneous group of diseases that
include: polycythemia vera (PV), essential throm-
bocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF);
these disorders are characterized by stem cell-de-
rived clonal myeloproliferation with mutually ex-
clusive JAK2 (Janus Kinase 2), CALR (Calreticu-
lin), and MPL (Myeloproliferative leukemia virus
oncogene) “drivers” mutations. The aims of the
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present study were to determine the JAK2 (V617F
and exon 12), CALR and MPL mutational frecuen-
cy in suspected MNP Argentinian patients; and to
evaluate the haematological features at diagnosis.
Out of the 604 patients from different health care
centers located in the southern region, evaluated
during the last 10 years (2007 to 2017), 158 were
diagnosed with PV, 191 with ET and 51 with PMF
according to 2008/2016 WHO criteria. In PV, 96.8%
carried JAK2V617F mutation and the remaining
percentage (3.2%) was also negative for JAK2
exon 12 mutations. In ET, the mutational frequen-
cies were JAK2V617F: 66%, CALR: 12.6%, MPL:
2.6% MPL and TN: 18.8%. In PMF, mutational fre-
quencies were JAK2V617F: 68.6%, CALR: 9.8%,
MPL: 3.9% MPL and TN: 17.7%. In ET, CALR mu-
tations were associated with younger patients, low-
er hemoglobin levels, lower leucocyte counts and
higher platelet counts compared to mutated JAK?2,
whereas in PMF patients CALR was associated with
a lower leucocyte count compared to JAK-2 mutat-
ed. It is highlighted the importance of a complete
molecular characterization of the entity taking into
account that the mutational status correlates with the
patient clinical features and prognosis.

Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su
reciente actualizacion del 2016 reconoce a las neo-
plasias mieloproliferativas (NMP) como un grupo de
varias neoplasias mieloides. Dentro de este grupo las
NMPCC son una subcategoria que incluye a la poli-
citemia vera (PV), la trombocitemia esencial (TE) y
la mielofibrosis primaria (MFP), asi como otras enti-
dades clinico-patologicas menos frecuentes!-).

Las NMPCC constituyen un grupo heterogéneo de
patologias caracterizadas por mieloproliferacion
clonal derivada de la célula madre hematopoyética
y por presentar mutaciones drivers mutuamente ex-
cluyentes en: JAK2 (Janus kinase 2), CALR (calre-
ticulina) y MPL (oncogén del virus de la leucemia
mieloproliferativa)®:

Las mutaciones en el gen JAK2 (9p24) fueron las
primeras en describirse asociadas a las NMP y re-
sultan en la activacion constitutiva de la proteina
quinasa JAK?2 y las vias de sefializacion en las que
participa.

Casi todos los pacientes con PV portan mutacion en
el gen JAK2, aproximadamente el 96% en el exdn
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14 (V617F) y un 4% en el exon 12. La mutacion
JAK2V617F también se registra en TE y MFP, in-
cluida la preMFP, con frecuencias mutacionales del
55% y 65%, respectivamente. Las mutaciones en el
exon 12 de JAK?2 son raras en TE o MFP®9),

Las mutaciones en MPL (1p34) ocurren aproxima-
damente en el 4% de los pacientes con TE, en el 8%
de los pacientes con MFP y rara vez en PV. Si bien
las mutaciones registradas se agrupan en el exén 10,
las mas frecuentes son MPLW515L/K. La mutacion
MPLS505N se ha descrito tanto en linea germinal
(trombocitemia hereditaria) como mutacién somati-
ca (TE). Las mutaciones JAK2V617F y MPL tam-
bién ocurren con poca frecuencia en otras neopla-
sias mieloides!'.

El descubrimiento en el afio 2013 de mutaciones
en el gen CALR (19p13.2) ha representado un gran
avance en el diagnoéstico molecular de las NMP.
En la literatura actual se describen mutaciones en
CALR en el 15-32% de pacientes con TE y en el
25-35% de aquéllos con MFP, y raramente se en-
cuentran en PV*79.

La proteina codificada por dicho gen es una cha-
perona de union multifuncional al Ca*", localizada
principalmente en el reticulo endoplasmico. Si bien
se han descrito mas de 50 mutaciones diferentes en
el exon 9 del gen CALR, las més frecuentes son la
tipo 1 (c.1092 _1143del) y latipo 2 (c.1154 1155ins-
TTGTC). La mutacion de tipo 1 se asocia predomi-
nantemente con MFP, y la de tipo 2 con TEG479,
Cierto porcentaje de los pacientes con TE (10%) y
MFP (20 %) no presentan ninguna de las mutacio-
nes mencionadas, denominandolos triples negativos
(TN). La clonalidad en estos pacientes podria de-
mostrarse a través de la presencia de alteraciones
citogenéticas o por la identificacion de una variedad
de mutaciones acompafiantes o complementarias en
los genes ASXLI, EZH2, TET2, IDH1/2, SRSF2, y
SF3B19.

Segun la OMS, la presencia de las mutaciones dri-
vers se incluyen como criterio mayor para el diag-
nostico de las NMP®. Ademads, se ha documentado
correlacion entre el tipo de mutacion y las caracte-
risticas clinicas al diagndstico y en el prondstico de
la enfermedad®.

Objetivo

El objetivo de este trabajo fue determinar en la po-
blacion de estudio la frecuencia mutacional de JAK-
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2V617F/exén 12, CALR y MPL en los pacientes con
sospecha clinica de NMP. Asi como también evaluar
las caracteristicas hematologicas de la presentacion,
relacionando con la edad y sexo de los pacientes.

Materiales y métodos

Se evaluaron retrospectivamente 604 pacientes con
sospecha de NMP, entre enero de 2007 a mayo de
2017, provenientes de 21 centros hematologicos pu-
blicos y privados de nuestro pais. Dichos centros se
encuentran ubicados en las diferentes provincias que
integran la region patagdnica y en diversas ciudades
de las provincias de La Pampa y de Buenos Aires.
Una vez descartados los procesos reactivos y/o la
presencia de la t(9;22)(q34;q11.2)/BCR-ABLI por
CTG/FISH, la cohorte de estudio incluy6 a 400
pacientes que fueron diagnosticados con PV, TE o
MEFP, en base a los criterios de la OMS 2008 y 2016.
La recoleccion de los datos demograficos y del he-
mograma al diagnoéstico se llevd a cabo mediante el
llenado de formularios, confeccionados para tal fin,
por parte de los médicos hematologos luego de una
minuciosa revision de las historias clinicas.

Los estudios anatomopatologicos de médula 6sea
fueron realizados en el 30% de las PV, 40% de las
TE y 80% en aquéllos con diagnostico de MFP. Los
mismos fueron llevados a cabo en los diferentes
centros especializados.

De cada paciente se extrajo ADN a partir de mues-
tras de sangre periférica o médula 6sea.

En primera instancia se estudi6 la presencia de la
mutacion puntual JAK2V617F mediante PCR en
tiempo real con sonda TagMan, ensayo de genoti-
pificacion de polimorfismo de nucledtido tnico y
determinacién de carga alélica (CA)®. En los pa-
cientes con sospecha de PV que resultaron negativos
para la mutacion V617F del gen JAK?2 se realizo la
secuenciacion del exén 12. En los pacientes con sos-
pecha de TE o MFP que no presentaron la mutacion
JAK2V617F se evalu6 en primer lugar mutaciones
en CALR y luego en MPL mediante la secuencia-
cion del exon 10. Las mutaciones en CALR se eva-
luaron por GeneScan”,

Para el estudio estadistico se us6 el programa de
analisis SPSS 23. Se uso6 el test de Kruskal-Wallis
0o Mann-Whitney para el andlisis de diferencias en
la distribucion de variables continuas entre catego-
rias. Se aplico el test Chi cuadrado para el analisis
de proporciones y la correlacion de Pearson para
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asociacion de variables. En todos los casos las di-
ferencias de p <0.05 se consideraron significativas.

Resultados

De los 604 pacientes con sospecha de NMP estudia-
dos, en 400 se confirmo el diagnostico, presentando
la siguiente distribucion: 158 PV, 191 TE y 51 MFP.

ARTICULO ORIGINAL

En los 204 restantes se constato otro proceso clonal
o bien reactivo.

De los pacientes con diagnostico de NMP, el 78.5%
(314/400) portd la mutacion puntual JAK2V617F, el
7.2% (29/400) mutaciones en CALR, 1.8% (7/400)
mutaciones en MPL, mientras que el 12.5% (50/400)
fueron no mutados. (Tabla 1)

Tabla 1. Frecuencia de mutaciones lideres en NMP BCR-ABLI negativas

Policitemia vera Trombocitemia esencial Mielofibrosis primaria

(n=158) (n=191) (n=51)

n (%) n (%) n (%) n TOTAL
£ JAK2V617F 153 (96.8%) 126 (66.0%) 35 (68.6%) 314 (78.5%)
f«: CALR - 24 (12.6%) 5(9.8%) 29 (7.2%)
% MPL - 5(2.6%) 2 (3.9%) 7 (1.8%)
<
g JAK2 neg (exon 12y 14) 5(3.2%) - 5(1.2%)
= Triples negativas (TN) - 36 (18.8%) 9 (17.7%) 45 (11.2%)

De los casos de PV el 96.8% (153/158) presento la
mutacion JAK2V617F y el 3.2% (5/158) restante
fue negativo tanto para la mutacion puntual en el
exon 14 como para otras mutaciones en el exon 12
de JAK2.

EnTE, el 66% (126/191) present6 la mutacion JAK-
2V617F, 12.6% (24/191) mutaciones en CALR, el

2.6% (5/191) en MPL y el 18.8% restante (36/191)
fue TN para estas mutaciones.

En los casos de MFP, el 68.6% (35/51) presento la
mutacion JAK2V617F, el 9.8% (5/51) mutaciones
en CALR, el 3.9% (2/51) registr6 mutaciones en
MPL, mientras que el 17.7% (9/51) resulté TN (Fi-
gura 1).

mJAK-2

EMPL ®JAK-2neg ®TN

V_

9.8% 17.7%

12.6% 18.8%

Figura 1. Frecuencia de mutaciones "drivers" en NMIP BCR-ABLI negativas

De los 29 pacientes con mutaciones en CALR, 24
correspondieron a TE y 5 a MFP. Dentro del primer
grupo, el 50.0% (12/24) correspondieron a mutacio-
nes tipo 1, 45.8% (11/24) a mutaciones tipo 2, mien-
tras que el 4.2% restante (1 paciente) presentod una
delecion de 46 pb. En el grupo de MFP, el 60% (3/5)
fueron mutaciones tipo 1, el 20% (1/5) mutaciones
tipo 2, y el 20% restante (1 paciente) presentd una
delecion de 8 pb (Tabla 2).

Todas las mutaciones en MPL halladas correspon-
dieron a sustituciones en el codon 515; en TE el

240

60% (3/5) presentd la mutacion WS515L y el 40%
(2/5) W515K. Los dos pacientes con MFP presenta-
ron mutaciéon W515L (Tabla 3).

Las principales caracteristicas hematologicas al
diagndstico de los pacientes con TE y MFP se des-
criben en las Tablas 4 y 5 respectivamente. En los
casos con TE, la presencia de mutaciones en CALR
se asocié a pacientes jovenes, menores niveles de
hemoglobina, menores recuentos de leucocitos y
mayores recuentos plaquetarios en comparacion a
los pacientes JAK2 mutados, con diferencias esta-
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disticamente significativas. Los pacientes TN fueron
predominantemente de género femenino, jovenes y

Tabla 2. Distribucion de mutaciones en CALR

con recuentos menores de leucocitos en compara-

cion con los pacientes JAK2 mutados.

Trombocitemia esencial

Mielofibrosis primaria

(n=24) (n=5)
n (%) n (%) n TOTAL
2 £ Mutacion tipo 1 (Delecion de 52 pb) 12 (50.0%) 3 (60.0%) 15 (51.7%)
E_ § Mutacion tipo 2 (Insercion de 5 pb) 11 (45.8%) 1 (20%) 12 (41.4%)
H
E Otras 1 (4.2%) 1 (20%) 2 (6.9%)
Tabla 3. Distribucion de mutaciones en MPL
Trombocitemia esencial Mielofibrosis primaria
(n=5) (n=2)
n (%) n (%) n TOTAL
=
S g MPL W515L 3 (60,0%) 2 (100%) 5(71,4%)
e =
(="
= g MPL W515K 2 (40.0%) - 2 (28.6%)

Tabla 4. Caracteristicas de presentacion segun el estado mutacional en pacientes con TE

Trombocitemia esencial

p
JAK-2 CALR MPL TN JAK-2vs CALR  JAK-2
(n=126) (n=24) (n=5) (n=36) CALR vs TN vs TN
Edad, mediana (rango) 68 (29-88) 51 (6-63) 57 (36-85) 58 (10-75)  <0,001 0,557 0,002
Femenino, % 55,2 59,1 40,0 83,3 0,906 0.040 0,004
Hemoglobina g/dL, 14,6 (4,4-22,0)  13,5(7,8-18,4) 12,8 (11,8-14,0) 12,8 (9,2-15,6) 0,035 0,188 0,058
mediana (rango)
Leucocitos x 103/mm?,
. 10,7 (2,0-41,0) 9,6 (4,3-15,2) 8,1 (4,8-11,0) 8,5 (4,2-24,0) 0,030 0,348 0,037
mediana (rango)
Plaquetas x 103/mm?,
. 770 (310-2890) 1003 (560-2072) 817 (730-887) 974 (513-1700) 0,023 0,940 0,060
mediana (rango)
Tabla 5. Caracteristicas de presentacion segun el estado mutacional en pacientes con MFP
Mielofibrosis primaria »
JAK-2 CALR TN JAK-2vs CALRvs JAK-2vs
(n=36) (n=5) (n=9) CALR TN TN
Edad, mediana (rango) 71 (38-89) 60 (63-86) 67 (39-85) 0,788 0,675 0,499
Femenino, % 27,8 50 22,2 0,160 0.121 0.391
Hemoglobina g/dL, 12,0 (7,3-16,0) 10,1 (8,3-12,1) 11,4 (5,5-16,0) 0,182 0,759 0,284
mediana (rango)
3 3 3
Leucocitos x 10%mm’, ¢ 53 5 1009 4,9 (3,8-12,1) 10,2 (3,6-52.,9) 0,013 0,095 0,650
mediana (rango)
3 3
Plaquetas x 10%mn’, 294 (48-1198) 375 (85-615) 384 (14-848) 0,873 0,904 0,950
mediana (rango)
241
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En los pacientes con MFP y mutaciones en CALR se
observo un menor recuento de leucocitos en compa-
racion a los pacientes JAK2 mutados.

La CA de JAK2V617F observada en los pacientes
con TE fue significativamente menor que la hallada
en PV (35£15 vs 50«11, TE vs PV, p<0.01) y MFP
(35+15 vs 45+10, TE vs MFP, p=0.02). En el grupo
de pacientes con PV, valores altos de CA (>50%)
se correlacionaron con valores altos de hemoglobina
(p=0,05) y hematocrito (p=0,04).

Discusion

Este estudio muestra las caracteristicas hematologi-
cas de presentacion y frecuencia de las mutaciones
drivers en pacientes provenientes de las provincias
de Buenos Aires, La Pampa y las que conforman la
region patagonica de nuestro pais, con diagnodsti-
co de NMPCC a lo largo de 10 afios de trabajo. La
mutacion puntual en JAK2V617F fue la mas pre-
valente en las tres entidades. Para el caso de TE y
MFP, CALR se hall6 en segundo lugar en orden de
frecuencia y, por ultimo, mutaciones en MPL. No se
hallaron mutaciones en el exon 12 de JAK-2 en los
pacientes con PV JAK2V617F negativo estudiados.
Las frecuencias de mutaciones en JAK-2 y MPL de
la cohorte de pacientes fueron comparables a las re-
feridas en la literatura”-%!1%1h,

La incorporacion en la practica clinica de la bus-
queda de mutaciones en CALR ha sido de gran
importancia al establecer un diagnostico molecular
en un alto porcentaje de pacientes con TE (67%) y
MFP (88%) sin mutaciones en JAK2 y MPL®)., Sin
embargo, tales porcentajes fueron notoriamente in-
feriores en la poblacion de estudio, probablemente
subvalorados debido a que se tratd de un estudio
retrospectivo iniciado en el afio 2007, mucho antes
que se comenzaran a estudiar las mutaciones en el
gen CALR®,

Las mutaciones en CALR halladas fueron en su ma-
yoria las de tipo 1 y 2. Si bien las mutaciones de tipo
2 estarian asociadas principalmente a TE y las de
tipo 1 a MFP, en la cohorte analizada de pacientes
con TE no se puede afirmar diferencia entre ambos
tipos. En cambio, en MFP la mas frecuente fue la de
tipo 1. Una posible explicacion podria ser diferen-
cias en los criterios diagndstico y origen étnico”-,
no obstante dicha afirmacion debera ser confirmada
en posteriores analisis en series con mayor nimero
de pacientes.
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Todas las mutaciones halladas en MPL correspon-
dieron a sustituciones del codon 515, siendo la mas
frecuente la W515L, tanto en TE como en MFP.

La relacion observada entre las caracteristicas he-
matologicas al diagnostico y el estado mutacional
en el grupo de pacientes con TE coincide con lo
descrito en la literatura internacional*!'9. Los pa-
cientes con TE portadores de mutaciones en CALR
se asociaron a sujetos mas jovenes, menores niveles
de hemoglobina, menores recuentos de leucocitos y
mayores recuentos de plaquetas respecto a los pa-
cientes con mutaciones en JAK-2. Dicho fenotipo
seria superponible al hallado en los pacientes con
mutaciones en MPL, si bien no fue posible en la
cohorte de estudio demostrar diferencia estadistica-
mente significativa. Al igual que en otros trabajos
previos en nuestro pais, no se encontrd prevalen-
cia del género masculino en el grupo de pacientes
CALR mutados".

En los pacientes con MFP, el tipo de mutacion dri-
vers muestra asociaciones con el fenotipo hematolo-
gico al diagnostico. Asi, las mutaciones en JAK-2 se
asocian a pacientes de mayor edad, mayores niveles
de hemoglobina, leucocitosis y menores recuentos
de plaquetas®'*219 No obstante, en los pacientes
estudiados la tinica asociacion hallada se vinculd
con la leucocitosis.

Respecto a la CA de JAK2V617F se hallo diferen-
cias entre los niveles medios en las tres patologias,
lo que explicaria, en parte, el hecho de que la misma
mutacion dé origen a tres entidades clinicas diferen-
tes'>1>17_En el grupo de PV, la CA elevada (>50%)
se asoci6 de manera estadisticamente significativa
con los valores mas altos de hemoglobina y hemato-
crito, como se ha descrito previamente'?,

De acuerdo a la casuistica analizada, se concluye
que es indispensable responder a un algoritmo diag-
noéstico comenzando por la busqueda de mutaciones
en JAK2V617F, dado su mayor frecuencia, y con-
tinuar por CALR y MPL para lograr una adecuada
caracterizacion molecular de los pacientes dada su
importancia prondstica, asi como también un opti-
mo aprovechamiento de los recursos del sistema de
salud-+1®.

La incorporacion en la clasificacion de la OMS 2016
de la mutacion en CALR, y su rdpida implementa-
cion en la practica del laboratorio hematologico, ha
demostrado ser de gran utilidad para el diagnostico
de pacientes con TE y MFP.
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