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Introduccion

Las neoplasias hematoldgicas son un gran grupo de enfermedades malignas que exhiben
alta diversidad en caracteristicas clinicas, morfolégicas, genotipicas, inmunofenotipicas,
entre otras; en los ultimos afios, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en
colaboracion con otras asociaciones y grupos de expertos, han agrupado estas entidades
de acuerdo a sus caracteristicas biologicas, lo cual facilita su abordaje integral tanto a

nivel clinico como investigativo (1,2)

Uno de estos subgrupos es el de neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPC), reciben
este nombre por ser neoplasias de tipo maduro que se generan por un proceso acelerado
de eritropoyesis eficaz. Clasicamente estas entidades se han subdividido de acuerdo a la
presencia o ausencia del cromosoma Filadelfa o gen de fusion BCR-ABL en NMPC BCR-
ABL positivas y NMPC BCR ABL negativas respectivamente. La principal entidad que
representa el primer grupo es la leucemia mieloide cronica (LMC) que tiene una de las
incidencias mas altas. Las demas entidades que representan el segundo grupo, tienen
incidencias menores y son: policitemia vera (PV), mielofibrosis primaria (MFP),
trombocitemia esencial (TE), leucemia neutrofilica cronica (LNC) y NMPC no

clasificables. (2).

La leucemia mieloide crdnica es positiva para la mutacion BCR ABL, ésta genera una
oncoproteina de tipo tirosina quinasa responsable de la patogénesis y es el blanco para
terapias especificas; actualmente el conocimiento y compresion de esta enfermedad es

amplio y el nimero de investigaciones desarrolladas en este tema es extenso. (3-4)

El subgrupo de las NMPC BCR ABL negativas clasicas, esta compuesto por policitemia
vera, trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria, su incidencia a nivel mundial es
baja. Una revision sisteméatica desarrollada en el afio 2014 por Titmarsh G vy
colaboradores reporté una incidencia global de PV de 0.84 por cada 100000 habitantes
con incidencias de 0,86 y 0,74 en Europa y Norteamérica respectivamente; para
trombocitemia esencial una incidencia global de 1.03 con incidencias de 1.03 y 0.96 en
estos dos continentes. Para MFP se reportd una incidencia global de 0.47 por 100000
habitantes la cual no presenta diferencias marcadas entre regiones (5). En Colombia, la
incidencia de NMPC no se conoce; sin embargo, segun el anuario estadistico del Instituto

Nacional de Cancerologia, de 251 neoplasias hematoldgicas diagnosticadas en el afio



2011, ocho eran del grupo NMPC; adicionalmente entre el afio 2013 y 2014, la asociacion

colombiana de hematologia reporto 179 casos de NMPC (6).

Las NMPC han sido muy bien caracterizadas a nivel clinico. Se ha demostrado que son
entidades que cursan con hipercelularidad y hematopoyesis eficaz que a su vez causa
esplenomegalia y hepatomegalia; asi mismo, se ha evidenciado su curso insidioso,

progresion a leucemia aguda, fallo medular, entre otras. (2)

A pesar de esto, la comprension de los aspectos genéticos y moleculares de estas
neoplasias fue limitada hasta 2005, a partir de este afo, el descubrimiento de mutaciones
en JAK2, MPL y CALR y su fuerte asociacion con PV, TE y MFP, permiti6 esclarecer la
patogenia y la heterogeneidad de las bases genéticas de estas neoplasias; adicionalmente,
se han demostrado importantes contribuciones de estas mutaciones con el curso clinico y
pronostico de la enfermedad (7-12). Con estos hallazgos, una cantidad importante de
investigadores se han interesado en conocer con detalle aspectos biologicos, genéticos y

moleculares de estas enfermedades lo que ha generado una produccion cientifica alta.

En concordancia con lo anterior, el primer objetivo de esta investigacion se planted por
la evidente necesidad de caracterizar las publicaciones en NMPC BCR-ABL Negativas,
con el fin de determinar y establecer los ejes clave de investigacion actual en el tema y de
esta manera, dirigir el desarrollo de nuevas investigaciones. Para dar cumplimiento a este,
se realizd una revision sistemética de la literatura de estudios analiticos en NMPC BCR-
ABL negativas; en ésta se identificaron 11.596 estudios de los cuales se incluyeron 45,
su andlisis detallado demostré alta heterogeneidad en los propdsitos de investigacion en
aspectos como sintomatologia, caracteristicas de laboratorio, complicaciones
hemorrégicas, caracterizacion genética, caracterizacion de procesos metabdlicos, entre

otras.

Una alta proporcion de estudios se enfocé en la busqueda de la mutacion JAK2V617F
con resultados heterogeneos en las técnicas diagnosticas y la proporcion de pacientes con
la mutacién, sin embargo fue posible realizar un metanalisis para comparar la frecuencia
de la mutacién con ocho articulos que presentaron homogeneidad en la metodologia
empleada para la deteccion del marcador, asi como en la poblacion estudiada de pacientes
con NMPC en la fase cronica de la enfermedad. La razon de odds para las comparaciones

indico que el riesgo de presentar esta mutacion en los pacientes con PV es 3,0 el hallado



en TE y 4,0 el observado en las personas con MFP, al tiempo que la probabilidad de hallar

la mutacién en TE y MFP es estadisticamente similar.

El primer producto de esta investigacion: “Sistematizacion de estudios analiticos en
policitemia vera, trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria y metandlisis de la
frecuencia de las mutaciones JAK2, CALR y MPL: 2000-2017 ” se encuentra actualmente

sometido para publicacion en la revista BMC Genetics en version en idioma inglés.

El desarrollo de esta primera revision sistemética, evidencié gran interés de los
investigadores por los aspectos genéticos y moleculares en NMPC, principalmente la
busqueda de JAK2V617F. Por la alta heterogeneidad hallada en la frecuencia de este
marcador, se planted una nueva revision sistematica de estudios analiticos que reportaron
esta mutacion; se identificaron 12.845 de los cuales se seleccionaron 43 para la sintesis
cualitativa y cuantitativa de la informacion. Se desarroll6 un metanélisis con el fin de
obtener la medida combinada del total de estudios individuales; adicionalmente se realiz6
meta regresion por técnica de deteccion para determinar si las diferencias podrian ser
atribuidas a la sensibilidad y especificidad de cada metodologia o a la calidad de los
estudios incluidos. Los resultados no demostraron diferencias estadisticamente
significativas entre las técnicas empleadas, asi mismo se evidenciaron frecuencias altas
de la mutacion JAK2V617F en las tres neoplasias, con diferencias significativas en PV
respecto a TE y MFP. Estos datos demuestran que en la practica médica, se debe
implementar un diagnostico integral que incluya tanto marcadores biol6gicos como
clinicos y moleculares, el cual se aplique para el abordaje de las tres NMPC BCR-ABL

negativas.

El segundo producto de esta investigacion: “Prevalencia de la mutacion JAK2 en
neoplasias mieloproliferativas créonicas BCR-ABL negativas: revision sistematica 2007-
2018.” Fue presentado en modalidad de Poster en el 1st ASCO/ACHO international
clinical trial workshop/ 3er congreso nacional de investigacion en hematologia y

oncologia.

Teniendo en cuenta que MFP es la NMPC con peor prondstico, por sus rasgos clinicos
como fibrosis medular, anemia grave, trombosis, sangrado y riesgo de progresion a
leucemia. El tercer objetivo de esta investigacion fue desarrollar una nueva revision
sistematica enfocada en determinar ademas de la frecuencia de JAK2V617F segun las

técnicas de deteccion, las posibles implicaciones que pueden tener factores como la edad,



caracteristicas clinicas y criterios de diagndstico, en la prevalencia de esta mutacion en
MFP. Los resultados obtenidos demuestran que la edad promedio de los pacientes fue
mayor a 45 afios, y que en la mayoria de estudios se emplearon criterios diagnosticos de
la OMS, asi mismo no se hallaron diferencias entre las técnicas empleadas; sin embargo,
por el bajo poder estadistico de las comparaciones y el bajo nimero de pacientes incluidos
en cada estudio, se recomienda la inclusion de un mayor nimero de individuos para lograr
mayor sensibilidad en la tamizacion genética, asi como la posibilidad de establecer
asociaciones entre las caracteristicas clinicas y la frecuencia de los marcadores

moleculares.

El tercer producto de esta investigacion: “Metanalisis de la frecuencia de JAK2 en
mielofibrosis primaria segun la técnica de deteccion, 2007-2018" Fue presentado en
modalidad de Poster en el 18° Congreso Internacional del Colegio Nacional de

Bacteriologia CNB-Colombia.

Finalmente, después de describir con detalle la distribucién de la mutacion JAK2V617F
en las tres NMPC, se hace necesario el abordaje de otros marcadores moleculares
importantes para el diagnostico de este grupo de enfermedades. Las mutaciones en el gen
de calreticulina (CALR), descritas recientemente, se han convertido en el segundo
marcador mas importante y se incluyen actualmente como criterio mayor para diagnéstico
de las NMPC (2). A pesar de que muchos estudios reportan frecuencias relativamente
altas, otros autores han reportado frecuencias muy bajas (13,14). Esta heterogeneidad
genética puede estar influenciada por variables propias de cada poblacion y lugar

geografico como la genética poblacional, la tasa de mezcla étnica, entre otras.

Con el fin de determinar la frecuencia real de esta mutacion, asi como explorar si existen
diferencias entre TE y MFP, se desarrollo una revision sistematica con metanalisis. Se
incluyeron 17 manuscritos que cumplieron criterios de inclusion y exclusion
preestablecidos, el andlisis de estos demuestra que la mutacion CALR es un marcador
molecular especifico y de alta frecuencia en NMPC, que debe ser considerado e
implementado en la practica médica y de laboratorio para clasificar de manera especifica
este grupo de entidades hematologicas; adicionalmente, el metanalisis para la razon de
odds (OR 0,9993) demuestra que no existen diferencias significativas en el riesgo de la

presentacion de CALR entre las dos neoplasias.



El cuarto producto de esta investigacion titula “Metanalisis de la frecuencia de CALR en

pacientes con trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria”.

Con el presente trabajo de investigacion, se puede concluir que existe alta produccion
cientifica en el tema de NMPC que se centra en el continente asiatico, Estados Unidos y
Brasil; de esta produccion cientifica, una proporcion importante se enfocada en el estudio
genético y molecular de estas neoplasias, principalmente en el estudio de las mutaciones
JAK2, CALR y MPL. El andlisis individual de los estudios que reportan la frecuencia de
las mutaciones JAK2 y CALR, demostré alta heterogeneidad en la proporcion de
pacientes afectados. Sin embargo, el desarrollo de diferentes metanalisis permitid
condensar esta informacion concluyendo que la frecuencia esperada para la mutacién
JAK2 es de 88,5% en PV, de 59,7% en TE y de 55,2% en MFP la cual no varia
significativamente con diferentes técnicas de deteccion.

Por otra parte, la comparacion de la frecuencia de las mutaciones en los diferentes
diagnosticos permitié concluir que el riesgo de presentar esta mutacion JAK2 en los
pacientes con PV es 3,0 el hallado en TE y 4,0 el observado en las personas con MFP, al
tiempo que la probabilidad de hallar la mutacién en TE y MFP es estadisticamente similar.
Respecto a las mutaciones en CALR, no se hallaron diferencias significativas en el riesgo

de la presentacidn entre las dos neoplasias.
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Resumen

Introduccion: Las investigaciones en neoplasias mieloproliferativas crénicas Filadelfia
negativas son heterogéneas y dispersas; ademas, no se dispone de una sistematizacion de
estudios analiticos en policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE) y mielofibrosis
primaria (MFP).

Objetivo: Sistematizar los estudios analiticos en neoplasias mieloproliferativas cronicas
BCR-ABL negativos y comparar la frecuencia de las mutaciones JAK2, CALR y MPL
en PV, TE y MFP en el periodo 2000-2017

Métodos: Revision sistemética de la literatura y metandlisis con un protocolo ex ante de
seleccion segun fases de la guia PRISMA en 3 bases de datos interdisciplinarias. Se
evalud la reproducibilidad y calidad metodologica de los estudios por dos investigadores
para garantizar reproducibilidad en la busqueda y extraccion de informacién
Resultados: Se incluyeron 45 estudios, la mayor proporcion realizados en Estados
Unidos, China, Brasil y Europa. La frecuencia de la mutacion JAK2V617F oscilo entre
46,7% y 100% en los pacientes con PV, entre 31,3% y 72,1% en TE y entre 25,0% y
85,7% en MFP. El riesgo de presentar esta mutacion en PV es 3,0 veces el hallado en TE
y 4,0 veces el hallado en MFP.

Conclusién: Dada la especificidad y altas frecuencias reportadas de la mutacion
JAK2V617F en este grupo de neoplasias, principalmente en PV, el diagnostico de esta
ultima enfermedad no debe realizarse Unicamente por caracteristicas clinicas y

hematoldgicas sino también por la tamizacion genética de este marcador.

Palabras clave: Desordenes mieloproliferativos; Mutacion; Policitemia vera;

Trombocitemia esencial; Mielofibrosis primaria; Metanalisis



Abstract

Introduction: The studies in chronic Philadelphia negative myeloproliferative
neoplasms are heterogeneous, additionally it is necessary to systematize the analytical
studies in polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET) and primary
myelofibrosis (PMF).

Objective: To systematize analytical studies in negative BCR-ABL chronic
myeloproliferative neoplasms and to compare the frequency of JAK2, CALR and MPL
mutations in PV, ET and PMF in the period 2000-2017

Methods: Systematic review of the literature and meta-analyses with an ex ante protocol
os selection of papers according to guide PRISMA in 3 interdisciplinary databases. The
reproducibility and methodological quality of the studies were evaluated by two
researchers to guarantee reproducibility in the search and extraction of information.
Results: 45 studies were included, the higher proportion of United States, China, Brazil
and Europe. The frequency of JAK2V617F mutation en PV was 46.7% to 100%, in ET
31.3% to 72.1% and in PMF 25.0% - 85.7%. The risk of JAK2V617F mutation in PV is
3.0 times that found in ET and 4.0 times the one found in PMF.

Conclusion: Given the specificity and high frequencie of the JAK2V617F mutation in
these neoplasms, mainly in PV, the diagnosis of PV should not be made only by clinical
and haematological characteristics but also by the genetic screening of this molecular

marker.

Keywords: Myeloproliferative disorder; Mutation; Polycythemia vera; Essential

thrombocythemia; Primary myelofibrosis; Meta-analysis.



Introduccion

Las neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPC) constituyen un grupo de siete
entidades clinicas dentro de las cuales se incluyen las de fenotipo BCR-ABL negativas
denominadas NMPC Filadelfia negativas. Estas enfermedades se generan por un
desorden clonal en las células madres hematopoyéticas que conduce a una excesiva
produccién de células maduras y su acumulacién en sangre periférica. Los tres linajes
afectados en los desérdenes BCR-ABL negativos son el eritroide, megacariocitico y
granulocitico, los cuales generan policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE) y
mielofibrosis primaria (MFP) respectivamente; esta ultima, segun la clasificacion méas
reciente de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 2016, se subdivide en estado
prefibrotico y fibrético (1).

Desde el punto de vista clinico, los pacientes con NMPC estan en riesgo de presentar
diferentes complicaciones vasculares que incluyen trombosis venosa o arterial y
sangrado; por otra parte, los pacientes con PV y TE pueden progresar a MFP y todos los
pacientes con NMP pueden llegar a desarrollar una fase aguda de leucemia mieloide (2).
En el &mbito mundial, la incidencia global de PV es 0,84 por 100.000 habitantes; mientras
que para Europa y Norteamérica se ha registrado en 0,86 y 0,74 respectivamente; por su
parte, los datos para TE incluyen una incidencia de 1,03 en el &mbito mundial, 1,03 en
Europa y 0,96 en Norteamérica. Para MFP se ha reportado incidencia global de 0,47 por
100.000 habitantes la cual no presenta diferencias marcadas entre regiones. ES preciso
mencionar que muchos reportes han sido realizados en paises de altos ingresos por lo que
probablemente en paises de medianos y bajo ingresos, las NMPC se han clasificado
erroneamente y sus incidencias pueden estar subestimadas (3). Por ejemplo en Colombia,
la incidencia de NMPC no se conoce; sin embargo, segun el anuario estadistico del
Instituto Nacional de Cancerologia, de 251 neoplasias hematolégicas diagnosticadas en
el afio 2011, s6lo ocho eran del grupo NMPC (4,5).

En 1951 William Dameshek propuso por primera vez que las NMPC, principalmente la
leucemia mieloide crénica (LMC), PV, TE y MFP debian agruparse en un Gnico grupo
debido a que estas comparten caracteristicas clinicas y de laboratorio como el inicio
insidioso, hepatomegalia, esplenomegalia y aumento de la celularidad en medula 6sea
(6). Esto derivd en que el diagnostico, la estratificacion de riesgo, la caracterizacion
clinica y la evaluacién del pronostico de los pacientes con NMPC se fundamentara en

analisis hematologicos de médula 6sea y sangre periférica. Sin embargo, con el



advenimiento de la biologia molecular, este panorama cambio notablemente a partir del
afio 2005, con el descubrimiento de cerca de 10 mutaciones en los genes JAK2, MPL y
CALR identificados en PV, TE y MFP; cuya presencia y la ausencia de otros marcadores
genéticos (BCR-ABL), han esclarecido su patogenia (7), evidenciado la heterogeneidad
de las bases genéticas de estas neoplasias, al tiempo que han permitido reunirlas en el
subgrupo de NMPC BCR-ABL negativas como grupo independiente de la leucemia
mieloide cronica (8-10).

En este orden de ideas, se han desarrollado maltiples investigaciones en este grupo,
algunas se han dirigido a determinar la frecuencia y utilidad de estas mutaciones en el
diagndstico, la monitorizacion clinica y el prondstico de las NMPC, demostrando cémo
su presencia, el orden de adquisicion y la asociacion con otros marcadores moleculares
juegan un papel importante en el inicio de la enfermedad (11). Otros estudios a nivel
gendémico se han centrado en determinar la frecuencia e implicaciones clinicas y
prondsticas de las mutaciones en JAK2, CALR y MPL denominadas como conductoras
0 “drivers” (12,13); otros han puesto de manifiesto la heterogeneidad en marcadores
adicionales relacionados con vias de sefializacion celular (tirosina quinasa), estrés
oxidativo, ciclo celular (p53) y eventos epigenéticos (14-17). Asimismo, en la evaluacién
de factores prondsticos y complicaciones, existe heterogeneidad en las variables medidas
como son parametros del hemograma, tipos de tratamientos usados, edad, entre otros
(18,19).

Lo anterior evidencia una alta heterogeneidad en las principales variables reportadas en
los estudios que han comparado diversas caracteristicas de pacientes con PV, TE y MFP,
lo que a su vez, demostraria un desconocimiento en los ejes clave para orientar
investigaciones comparativas en este grupo de enfermedades. Frente a esta diversidad de
estudios, algunas revisiones sistematicas se han centrado en temas moleculares como la
relacion de una mutacién especifica con las caracteristicas clinicas o prondstico de una
unica enfermedad (20,21), la comparacion de dos tipos de mutaciones a nivel pronostico
(22,23), el diagndstico y terapia relacionados con una Unica mutacién (24) y los factores
asociados con el estilo de vida, condiciones ambientales, étnicas y familiares de los
pacientes (25).

Pese a los antecedentes expuestos, no se dispone de una investigacion que caracterice las
publicaciones realizadas en este subgrupo de neoplasias, particularmente en algunas
variables como afios de realizacidn, paises, poblaciones de estudio, métodos de deteccidn

o principales objetivos de estudio. Ademas de esto, se hace necesaria la sistematizacién



de estudios analiticos que comparen diferentes aspectos de PV, TE y MFP dado que, a
pesar de sus similitudes, genética y clinicamente existen marcadores que diferencian este
subgrupo; entre los cuales se destacan la frecuencia de mutaciones como JAK2, MPL y
CALR, que aportan informacion relevante sobre la supervivencia, el riesgo de trombosis
y la estratificacion de los pacientes en pronostico favorable o desfavorable (10) .

Por lo anterior, el objetivo de esta revision fue sistematizar los estudios analiticos en
neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR-ABL negativos y comparar la frecuencia de
las mutaciones JAK2, CALR y MPL en PV, TE y MFP en el periodo 2000-2017.

Métodos

Tipo de estudio: Revision sistematica de la literatura con metanalisis.

Protocolo de investigacion segun la guia PRISMA Preferred reporting items for
systematic reviews and meta-analyses (26)

Identificacidn: Se realiz6 una busqueda por sensibilidad (sin circunscribirse a términos
tesauros, particularmente DeCS y MeSH) en tres bases de datos interdisciplinarias:
Medline-Pubmed, Scielo y Science direct; ademas de una busqueda manual en Google
Scholar en la cual no se hallaron estudios adicionales a los identificados en las tres bases
de datos. Estas tres bases garantizan la exhaustividad del protocolo, dado que Pubmed es
una base de datos interdisciplinaria de la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados
Unidos con mas de 14 millones de referencias de articulos biomédicos desde 1950; Scielo
es igualmente interdisciplinaria y recoge publicaciones cientificas de la comunidad de
habla hispana y Latinoamérica, mientras que Science direct es una de las colecciones
electronicas mas grandes del mundo.

La identificacion de los términos de busqueda se hizo por una cosecha de perlas,
combinando las etapas del método tradicional y el método exhaustivo, esto es, identificar
articulos relevantes en el tema, preferiblemente de revisiones bibliogréficas; hallar los
términos clave para su indizacion, buscar otros articulos relevantes en la base de datos
con dichos términos, determinar otras bases de datos clave para la basqueda, repetir este
proceso en cada nueva base de datos hasta no hallar nuevos articulos. De esta forma se
seleccionaron como términos de busqueda: BCR ABL Negative, Chromosome Ph,
Philadelphia chromosome, Philadelphia -Ph- chromosome y Philadelphia translocation
(27), los cuales corresponden a los frecuentemente utilizados para definir el subgrupo de

interés de las NMPC, ademas la clasificacion con estos términos separa estas neoplasias



del subgrupo de leucemia mieloide cronica BCR-ABL positiva. Con cada término se hizo
una bdsqueda independiente y una conjugando todos los términos con el operador
booleno OR asi: [(BCR ABL Negative) OR ((Chromosome Ph) OR (Philadelphia
chromosome) OR (Philadelphia —Ph- chromosome) OR (Philadelphia translocation))].

Tamizacién o aplicacion de los criterios de inclusidn: Se incluyeron estudios con los

términos de busqueda en titulo, resumen o palabras clave; sin limites de tiempo ni de
idioma; articulos originales, estudios cuyo tema principal fuesen las neoplasias
mieloproliferativas cronicas BCR-ABL negativas, investigaciones realizadas en humanos
y estudios in vivo. Los articulos obtenidos se exportaron a una fuente comun y se
eliminaron los titulos duplicados.

Es oportuno precisar que este protocolo no present6 limitaciones temporales de manera
retrospectiva, y de manera prospectiva se hizo una ultima actualizacion en diciembre de
2017. La delimitacion de la temporalidad del titulo se baso en la década del estudio més
antiguo incluido en la revision. Algunas de las sintaxis empleadas fueron chromosome
ph[Title/Abstract];, BCR-ABL Negative[Title/Abstract]; TITLE-ABSTR-KEY(BCR
ABL Negative); ((((BCR ABL Negative[Title/Abstract])) OR Chromosome
Ph[Title/Abstract]) OR Philadelphia chromosome[Title/Abstract]) OR Philadelphia (Ph)
chromosome[Title/Abstract])) OR Philadelphia translocation[Title/Abstract]; TITLE-
ABSTR-KEY(BCR ABL Negative) or TITLE-ABSTR-KEY(Chromosome Ph OR
Philadelphia chromosome OR Ph chromosome OR Philadelphia translocation);
(ti:((ab:(BCR ABL Negative OR Chromosome Ph OR Philadelphia chromosome OR Ph
chromosome OR Philadelphia translocation)))).

Eleccion o aplicacién de los criterios de exclusion: En esta fase se excluyeron los articulos
con un numero de pacientes menor de 10 dado gue estos corresponden a estudios de caso
0 series de casos, manuscritos no disponibles en las bases de datos y en los cuales no se
hallé respuesta por parte de los autores, estudios con datos incompletos en variables
centrales del estudio como aquellos que no especificaron el nimero de pacientes y el tipo
de diagnostico, estudios descriptivos que evaluaron solo una enfermedad del grupo,
estudios experimentales o clinicos y estudios que evaluaron pruebas diagndsticas.

Inclusién: Los estudios que cumplieron las etapas previas se incluyeron en la revision,
haciendo extraccion de las variables titulo, autores, tipo de estudio, tema principal del
estudio, revista, afio de publicacion, primer autor, pais de estudio, niUmero de pacientes

totales y por tipo de enfermedad, caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes



estudiados, objetivo principal del estudio. Con los estudios que reportaron la frecuencia
de mutaciones en las tres enfermedades se realizd una sintesis cuantitativa.

Evaluacion de la reproducibilidad y la calidad metodoldgica: La aplicacion del
protocolo de busqueda y seleccion de los estudios fue realizada por dos investigadores de
manera independiente para garantizar la reproducibilidad de la revision; a priori se
determiné que las discrepancias se resolverian por consenso; la fase de extraccién de
variables se realizé de manera independiente por dos investigadores y se obtuvo el indice
kappa de 1.00 para las variables de pais, afio, poblacion y registro de la mutacion, para
las demaés (dado que su reporte era texto) se hizo reproducibilidad por un tercer revisor.
Para la calidad metodoldgica se aplicd la guia STROBE que incluye criterios que
permiten evaluar la validez interna y externa de los estudios incluidos (28).

Anélisis de la informacion: las variables de estudio se describieron con frecuencias
absolutas y relativas. Para los estudios que reportaron la frecuencia de la mutacién
JAK2V617F se realizd un metanalisis para una razon de odds. En el metandlisis se evalud
la heterogeneidad con el grafico de Galbraith, el estadistico de Dersimonian y Laird's
(Estadistico Q con distribucion Ji-cuadrado) y el coeficiente RI; el sesgo de publicacion
con el estadistico de Begg y el método Funnel Plot, el anélisis de sensibilidad con el
gréafico de influencias. Los resultados finales del metanalisis se presentaron con el Forest
Plot y el Metandlisis acumulado.

Resultados

En la aplicacion del protocolo de blsqueda y seleccion de los estudios, se obtuvieron
11.596 estudios sin aplicacion de limites o filtros en las bases de datos, los cuales se
redujeron a 1.228 que incluyeron los términos en titulo y/o resumen; tras aplicar los
criterios de inclusion y exclusion se realizé la sintesis cualitativa de la informacion de 45
articulos y sintesis cuantitativa (metanalisis) de ocho estudios que compararon la

frecuencia de la mutacion JAK2V617F por tipo de enfermedad (Figura 1).
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Figura 1: Flujograma de busqueda y seleccion de estudios.

Al analizar la distribucion de publicaciones por pais, se obtuvo que estas fueron
desarrolladas en 19 paises diferentes siendo Estados Unidos, China y Brasil los que tenian
el mayor nimero de estudios con diez, siete y seis respectivamente; los demas paises

tuvieron entre una y tres publicaciones (Figura 2).
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Figura 2: Frecuencia absoluta de estudios incluidos segun el pais.

Con base en el afio de publicacion se identificaron estudios entre 2003 y 2017, siendo
mayor la proporcion de los afios 2016 con 17,8% (n = 8 estudios) y 2015 con 17,8% (n =
8 estudios), mientras que entre el 2003 y el 2014 la frecuencia de estudios oscilé entre
uno y cuatro por afio. En total se incluyeron 7.432 sujetos de estudio de los cuales el
23,8% (n = 1.772) corresponde a pacientes con PV, 32,8% (n = 2.438) con TE, 14,3% (n
= 1.066) con MFP y el 29,0% a controles sanos (n = 1.044) y personas con otras
enfermedades (n = 1.112) (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de los estudios incluidos en la revision segun afo de
publicacion y nimero de sujetos estudiados.

Autor Afo N PV NTE N MFP N Otros
Aviram A (17) 2003 31 56 10 0
Hsu H (29) 2004 16 30 0 17351°
Jelinek J (30) 2005 29 10 19 3162
Jost E (31) 2007 9 7 0 232
Zhang S (32) 2007 23 40 8 232
Najfeld V (33) 2007 18 0 6 152
Suzuki R (34) 2007 15 21 5 e

Xu W (35) 2008 32 102 13 43350°




Lucia E (36)
Tefferi A (37)
Tefferi A (38)
Aranaz P (14)
Tripodi J (39)
Chen X (40)
Toyama K (41)
Benmoussa A (42)
da Silva R (43)
Zhang X (44)
Ho C (45)
Pagliarini S (46)
Patriarca A (47)
Kim H (48)

Wu Z (49)
Kissova J (18)
Payzin K (50)
Macedo L (51)
Ouyang Y (52)
Kander E (19)
Mahjoub S (53)
Jaradat S (54)
Labastida N (55)
Duangnapasatit B (56)
Geduk A (57)
Berzoti M (58)
Macedo L (59)
Didone A (60)
Xu J (61)
McFarland D (62)
Wang J (63)
Gardner J (64)
Trifa A (15)

2008
2009
2009
2010
2010
2011
2011
2011
2012
2012
2012
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

108
26
89

47
15
25
19
52
51
21
17
26
26
80
41
81
38
48
118
22
27
14
68

14
33
20
171
34
17
7

140

74
13
57
15
21
70
82

81
66
32
22
55
42
80
105
129
42
171
144
17
16

83
43
24
35
28
269
31
11
3
140

26
32
60

52
18

12
11
17

12

50
36
22
33
27
63
17
14

16

22
20
188
31
23
3
48

302150°
180220°
262
0
0
0
0
30°
60235°
332123°
682
0
212
42°343°
342
363°




Goel S (65) 2017 51 19 73 0

Smaili W (66) 2017 0 22 11 0
Gadomska G (67) 2017 19 46 7 39P
Yildiz 1 (68) 2017 23 68 9 0
Total 2003-2017 1772 2438 1066 2156

2 Otras enfermedades (hematoldgicas) ® Controles sanos.

Se hall6 una alta heterogeneidad en la finalidad de los estudios. En un primer grupo se
incluyen aquellos que caracterizan genéticamente las NMPC desde diferentes aspectos,
entre los cuales vale destacar la deteccion de metilaciones (17), alteraciones epigenéticas
(31), busqueda de rearreglos estructurales en JAK2 (33), gendmica comparativa para el
diagnostico (37) e identificacion de nuevos marcadores genéticos (14), mutaciones
asociadas con patogeénesis (58) o mutaciones en CALR en pacientes JAK2 negativos (66).
Otro grupo de estudios se centraron en aspectos clinicos de las NMPC describiendo
complicaciones hemorragicas (19), manifestaciones clinicas (56), sintomatologia (61) o
larelacion de caracteristicas hematoldgicas con complicaciones clinicas (18). Finalmente,
en un tercer subgrupo se incluyen publicaciones relacionadas con caracterizacion de
procesos celulares y metabolicos como la medicion de la expresion de proteina B catenin
en NMPC BCR-ABL negativas (57), relacion de moduladores inmunes (63), de
polimorfismos en genes de estrés oxidativo (15) o medicion de los niveles séricos de
proteinas implicadas en procesos de angiogénesis en NMPC (67).

En 20 publicaciones se analiz6 la frecuencia de la mutacion JAK2V617F en las tres
enfermedades con resultados heterogéneos en las técnicas diagnosticas y la proporcion de
pacientes con la mutacidn, en este sentido la proporcion de pacientes con la mutacion
oscilé entre 46,7% y 100% en los pacientes con PV, entre 31,3% y 72,1% en TE y entre
25,0% y 85,7% en MFP (Tabla 2), la frecuencias menores se hallaron en poblaciones de
Japon, Jordania y México, y las mayores en pacientes de Estados Unidos, Italia y Corea.
De estos estudios, ocho realizaron la deteccion de la mutacion con la prueba AS-PCR, a
partir de esta informacion se realizaron tres metanalisis para comparar la frecuencia de la

mutacion entre las tres enfermedades.

Tabla 2. Frecuencia absoluta y relativa de la mutacion JAK2V617F
Autor Técnica PV % (n) TE % (n) MFP % (n)




Zhang SJ (32) AS-PCR

Suzuki R (34) Secuenciacion
Xu W (35) AS-PCR
Lucia E (36) AS-PCR
Tefferi A (38) RT-PCR
Toyama K (41) AS-PCR
Benmoussa A (42) AS-PCR
Zhang X (44) AS-PCR

Ho C (45) PCR en tiempo real
da Silva R (43) PCR-RFLP
Kim H (48) AS-PCR
Patriarca A (47) PCR en tiempo real
Wu Z (49) HRM
Payzin K (50) PCR en tiempo real
Labastida N (55) ARMS
Mahjoub S (53) AS-PCR
Jaradat S (54) Secuenciacion
Gardner J (64) HRM
Didone A (60) PCR-RFLP
Yildiz | (68) Secuenciacion

69,6 (16)
46,7 (7)
62,5 (20)
90,2 (74)
89,9 (80)
88,0 (22)
89,5 (17)
84,3 (43)
76,2 (16)
88,5 (46)
88,5 (23)
100,0 (26)
82,5 (66)
95,1 (77)
62,5 (5)
72,7 (16)
70,4 (19)
100,0 (7)
95,0 (19)
73,9 (17)

45,0 (18)
47,6 (10)
42,2 (43)
72,1 (31)
45,6 (26)
68,3 (56)
62,5 (5)
69,7 (46)
46,9 (15)
48,1 (39)
57,1 (24)
63,6 (35)
56,3 (45)
68,2 (88)
35,7 (5)
47,1 (8)
31,3 (5)
66,7 (2)
71,4 (20)
61,8 (42)

375 (3)
80,0 (4)
38,5 (5)
63,2 (12)
55,0 (33)
75,0 (6)
33,3 (4)
52,9 (9)
80,0 (4)
72,7 (8)
85,7 (6)
66,7 (6)
58,0 (29)
77,3 (17)
25,0 (1)
66,7 (2)
14,3 (2)
33,3 (1)
40,0 (8)
55,6 (5)

AS PCR: PCR alelo especifica; RT-PCR: PCR de transcripcién reversa; PCR-RFLP: PCR de

polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién; HRM: analisis de fusion de alta resolucion;
ARMS: Sistema de Mutacion Refractario a la Amplificacion por PCR

En la comparacion de la razén de odds para la frecuencia de mutaciones en los pacientes
con PV frente a los pacientes con TE, se hallé6 homogeneidad entre los estudios (grafico
de Galbraith), no se presentd sesgo de publicacion segun el Funnel PLot, el grafico de
influencia corroboro la pertinencia de una medida combinada dado que la exclusion de
cada estudio en etapas sucesivas no generdé cambios en la medida de resumen y el

metanalisis acumulado corrobord que la conclusion derivada no se modifica con el

aumento del tamafio de muestra o la inclusion de pacientes adicionales (Figura 3).
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Figura 3. Metanalisis para la comparacion de la frecuencia de mutaciones
JAK2 en PV en comparacion con TE.
Finalmente la razon de odds para la comparacion de la frecuencia de mutaciones en los
pacientes con PV frente a los sujetos con TE basado en un metanalisis de efectos fijos fue
3,0 (IC 95% = 2,0-4,4), para la comparacion entre PV y MFP fue 4,0 (IC95% = 2,3-7,0),
mientras que en la comparacion entre TE y MFP se obtuvo una OR de 1,3 (1C 95% = 0,8-
2,2), esto indica que el riesgo de presentar esta mutacion en los pacientes con PV es 3,0
el hallado en TE y 4,0 el observado en las personas con MFP, al tiempo que la

probabilidad de hallar la mutacion en TE y MFP es estadisticamente similar (Figura 4).
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Figura 4. Forest Plot para la comparacion de la frecuencia de mutaciones
JAK2 entre PV - TE, PV - MFPy TE - MFP.

Discusion

En esta revision se sistematizaron 45 estudios que compararon diferentes variables en
1.772 personas con PV, 2.438 con TE, 1.066 con MFP y 2.156 controles, con una mayor
frecuencia de estudios de Estados Unidos, China y Brasil. 20 estudios analizaron la
frecuencia de la mutacion JAK2V617F en las tres enfermedades y el metanalisis
evidencio que el riesgo de presentar esta mutacion en PV es mucho mayor que el hallado
en TE y MFP. Estos hallazgos evidencian la alta validez externa de esta revision, al
tiempo que pone de manifiesto un nimero reducido de investigaciones analiticas, una
elevada diversidad en la comparacion de parametros clinicos y genéticos en las NMPC
Filadelfia negativas, y pocos estudios sobre la frecuencia de mutaciones, lo que en
conjunto, demuestra grandes potenciales para la orientacion y consolidacion de
investigaciones en este grupo de neoplasias.

De acuerdo a las publicaciones incluidas en esta revision sistematica, se evidencia que la
mayor proporcion de estudios proceden de Estados Unidos, China y Brasil lo que indica
un interés creciente de estos paises por el estudio de las NMPC, a los que se suman otros
de Europa. En general, el mayor nimero de publicaciones proviene de paises de medianos
y altos ingresos, lo que podria suponer una relacion entre el desarrollo investigativo en
esta area y el acceso o disponibilidad de centros de referencia para el diagnostico y
tratamiento de este tipo de enfermedades; por ejemplo, en Estados Unidos se encuentran

la Sociedad Americana de Hematologia, la Sociedad de Leucemia y Linfoma, y la

Mutaciones entre TE frente a MFP



Fundacién de investigacion en neoplasias mielopoliferativas; en Brasil la Asociacion
Brasilera de hematologia, hemoterapia y terapia celular, en Europa la Asociacion Europea
de hematologia y Sociedad Espafiola de hematologia y hemoterapia. EI nimero de
publicaciones en la region asiatica, podria explicarse por el nivel gran avance econémico
y alta inversion en investigacion y desarrollo de este continente, segun el Instituto de
Estadistica de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la
Cultura (UNESCO) para el afio 2015, los porcentajes de inversion mas altos corresponden
a América del norte (2,79%), y Asia (2,46%).

Lo anterior se contrapone a otros lugares con baja frecuencia de estudios, como el caso
colombiano, donde no se ha determinado la incidencia de este grupo de enfermedades y
los pocos estudios, como la publicacién de la Asociacién Colombiana de Hematologia,
describen algunas caracteristicas clinicas de los pacientes con NMPC, declarando un
sinnumero de limitaciones para llevar a cabo este tipo de investigaciones, como el déficit
de profesionales en hematopatologia y la falta de acceso a estudios especializados para el
diagnostico (5).

En la presente revision sistematica la TE fue la enfermedad mas reportada con un total de
2.438 individuos que corresponden a un 46,2% del total de pacientes con NMPC, seguido
de PV con un 33,59% y MFP con un 20,2%. Esta distribucion se correlaciona con las
incidencias reportadas a nivel mundial para este grupo de neoplasias; por ejemplo, un
estudio reciente realizado en Corea con 4.342 pacientes, mostrd incidencias mas altas
para TE, seguida de PV y MFP (69). Un metanalisis realizado con publicaciones
americanos y europeos principalmente, tuvo esta misma distribucion en los tres
diagnosticos (3); en Noruega, un estudio realizado en el afio 2017 con 2.453 personas
evidencié que TE puede tener prevalencias ligeramente mas altas que PV, y de las tres,
la MFP fue la de menor incidencia (70).

Por otra parte, se evidencid una elevada heterogeneidad en las finalidades de los estudios
incluidos. Uno de los topicos evaluados fueron las alteraciones epigenéticas, las
investigaciones en este tema han sido muy pertinentes para explicar la patogénesis y
evaluar la influencia de factores no genéticos en el desarrollo de NMPC (31).
Actualmente, la epigenética constituye un importante tema de estudio en la rama de la
farmacogendmica en muchos tipos de enfermedades; a traves de ésta se intenta identificar
blancos terapeéuticos coadyuvantes para la terapia convencional, especificos para cada
paciente, con lo cual se fomenta la aplicacion de medicina personalizada (71). En adicién,

las publicaciones enfocadas en las caracteristicas hematoldgicas y clinicas de las NMPC,



han sido muy valiosas puesto que han marcado las guias iniciales para el diagndstico de
pacientes sospechosos y definir conductas médicas y terapéuticas.

A pesar de la diversidad de publicaciones, en la presente revision, se logré identificar el
interés de algunos investigadores por la exploracion y abordaje de las NMPC a nivel
genético, tanto por la basqueda de nuevas mutaciones, como por la determinacion de la
frecuencia e implicaciones a nivel diagnostico, prondstico y patogénesis de mutaciones
ya descritas. Este interés se puede atribuir al impacto que han tenido los diferentes
marcadores genéticos en la comprension de este grupo de enfermedades, la reclasificacion
de las mismas al poder separarlas de la LMC como un grupo independiente (72), la
orientacion terapéutica a blancos mas especificos y menos invasivos (73), el
mejoramiento de la progresion de la enfermedad, entre otros.

Las mutaciones conductoras o “drivers” que incluyen alteraciones en los genes JAK,
MPL y CALR, constituyen un tema de gran interés en esta area, su importancia radica en
la alta frecuencia reportada en TE, PV y MFP asi como su especificidad para el
diagndstico. En esta revision se evidencia que el principal interés ha sido la frecuencia y
correlacion clinica de estas tres mutaciones; sin embargo, varios estudios evaluaron otras
en el gen TET2, las cuales se relacionan con el desarrollo de crisis blastica y leucemia
mieloide aguda; lo que supone una interesante linea de investigacion en la actualidad (74).
La mutacién més frecuentemente estudiada fue JAK2V617F, ésta presentd proporcion
considerablemente mayor en PV; mientras que en TE y MFP se ha identificado que, ante
la ausencia de JAK2, diferentes mutaciones en los genes CALR y MPL estan presentes
en una gran proporcion de pacientes, y son responsables tanto del inicio como de la
patogénesis de la enfermedad, alterando al igual que JAK2, importantes vias de
sefializacion celular (75). En este orden de ideas, el metanalisis evidencié que la
probabilidad de presentar esta mutacion en los pacientes con PV es 3,0 el hallado en TE
y 4,0 el expuesto en las personas con MFP, lo que confirma que la mutacion JAK2V617F
puede constituir un marcador muy significativo para el diagnostico de PV. La presencia
de esta mutacién representa importantes implicaciones clinicas y pronosticas, dado que
los pacientes homocigotos presentan mayor riesgo de esplenomegalia y de eventos
cardiovasculares; epecificamente en pacientes con PV este marcador se asocia con
mayores niveles de hemoglobina, recuentos de neutrofilos y transformacion fibrotica
(76).

Estos hallazgos, en conjuncion con recomendaciones de la OMS, evidencian que el

diagnostico de PV no debe aislarse de los marcadores genéticos y por lo tanto, debe



realizarse teniendo en cuenta tanto las caracteristicas clinicas y hematdlogicas como la
presencia o ausencia de esta mutacion; al tiempo que las mutaciones en el exon 12 del
gen JAK2 también deben ser consideradas antes de descartar PV (1).

Entre las limitaciones de este estudio se destaca la imposibilidad de explicar las fuentes
de la heterogeneidad de los metanalisis, debido a que los estudios individuales no fueron
exhaustivos en el reporte de resultados por subgrupos, asi mismo por la heterogeneidad
genética que no se puede medir por metandlisis como la variabilidad interindividual dada
por la composicion genotipica de cada poblacidn. La gran ventaja de este trabajo es que
permitio caracterizar las publicaciones en NMPC en temas generales como afios de
publicacién, paises, temas de interés entre otros y, por medio de este estudio se determind
el panorama actual de las investigaciones analiticas en este grupo de enfermedades.
Conclusion: La mayor proporcion de estudios provienen de paises con alto desarrollo
econdmico e investigativo y han sido publicadas principalmente en los Gltimos tres afios.
A pesar de la heterogeneidad hallada en las finalidades de los manuscritos, se evidencio
un mayor interés por el abordaje genético, principalmente la mutacion JAK2V617F. Dada
la especificidad y altas frecuencias reportadas de la mutacion JAK2V617F en este grupo
de neoplasias, principalmente en PV, el diagndstico de esta Gltima enfermedad no debe
realizarse Unicamente por caracteristicas clinicas y hematoldgicas sino también por la

tamizacion genética de los pacientes.
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Resumen

Introduccion: La mutacion JAK2 ha tenido gran impacto en el conocimiento de las
neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPC); su utilidad como marcador diagnostico
se puede consolidar con el estudio de su prevalencia en Policitemia vera (PV),
Trombocitemia esencial (TE) y Mielofibrosis primaria (MFP).

Objetivo: Metanalizar la prevalencia de la mutacion JAK2 en PV, TE y MFP, 2007-2018
Materiales y métodos: revision sistematica con metanalisis en cuatro bases de datos
multidisciplinarias con un protocolo a priori con criterios de identificacion, tamizacion,
elegibilidad e inclusion segun la guia PRISMA. Se garantizo la reproducibilidad en la
bldsqueda y extraccion de informacion. La calidad metodolégica se evalud con la guia
STROBE. Las variables se describieron con frecuencias. Se realizd6 metanélisis para la
diferencia de prevalencias de la mutacion JAK2 en PV, TE y MFP con sus intervalos de
confianza del 95% o Prueba Z.

Resultados: Se incluyeron 43 estudios, 1970 pacientes con PV, 2652 con TE y 828 con
MFP. Las publicaciones provienen de 22 paises diferentes, principalmente de China
(13,9%). La técnica mas usada fue AS-PCR (34,8%) sequida de PCR en tiempo real
(18,6%) y secuenciacion (16,2%). La prevalencia global de la mutacion JAK2V617F en
PV fue 88,5%; 59,7% en TE y 55,2% en MFP sin cambios estadisticamente significativos
segun el tipo de prueba o la calidad metodoldgica de los estudios.

Conclusién: Se evidencian frecuencias altas de la mutacion JAK2V617F en las tres
neoplasias, con diferencias significativas en PV respecto a TE y MFP. Estos datos
demuestran que en la practica médica, se debe implementar un diagnéstico integral que
incluya tanto marcadores biol6gicos como clinicos y moleculares, el cual se aplique para
el abordaje de las tres NMPC BCR-ABL negativas y que no se limite Gnicamente a PV.

Palabras clave: Prevalencia; mutacion JAK2; neoplasias mieloproliferativas cronicas;

revision sistematica; Metanalisis



Review

Introduction: The JAK2 mutation has had a great impact on the knowledge of chronic
myeloproliferative neoplasms (NMPC); its usefulness as a diagnostic marker can be
consolidated with the study of its prevalence in polycythemia vera (PV), essential
thrombocythemia (TE) and primary myelofibrosis (MFP).

Objective: To Meta-analyze the prevalence of the JAK2 mutation in PV, TE and MFP,
2007-2018

Materials and methods: systematic review with meta-analysis in four multidisciplinary
databases, with an a priori protocol with identification, screening, eligibility and inclusion
criteria according to the PRISMA guide. Reproducibility was guaranteed in the search
and extraction of information. The methodological quality was evaluated with the
STROBE guide. The variables were described with frequencies. Meta-analysis was
performed for the difference in prevalence of the JAK2 mutation in PV, TE and MFP
with their 95% confidence intervals or Z test.

Results: Forty-three studies were included, 1970 patients with PV, 2652 with ET and 828
with MFP. The publications come from 22 different countries, mainly from Korea
(13.9%). The most used technique was AS-PCR (34.8%) followed by real-time PCR
(18.6%) and sequencing (16.2%). The overall prevalence of the JAK2V617F mutation in
PV was 88.5%; 59.7% in TE and 55.2% in MFP without statistically significant changes
according to the type of test or the methodological quality of the studies.

Conclusion: High frequencies of the JAK2V617F mutation are evident in the three
neoplasms, with significant differences in PV with respect to TE and MFP. These data
demonstrate that in medical practice, a comprehensive diagnosis must be implemented
that includes both biological and clinical and molecular markers, which is applied to
address the three NMPC BCR-ABL negative and that is not limited only to PV.

Keywords: Prevalence; JAK2 mutation; Chronic Myeloproliferative neoplasms;

systematic review; Meta-analysis.



Introduccion

Las neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPC) son un grupo de entidades
hematoldgicas caracterizadas por una proliferacion descontrolada de células clonales
maduras en médula dsea y sangre periférica. De acuerdo a la clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud del 2016, estas entidades se diferencian segun variables
genotipicas y fenotipicas en leucemia mieloide crénica BCR-ABL positiva, leucemia
neutrofilica cronica, policitemia vera (PV), mielofibrosis primaria (MFP),
Trombocitemia esencial (TE), leucemia eosinofilica crénica y neoplasias
mieloproliferativas no clasificables (1).

Particularmente PV, TE y MFP presentan una incidencia anual de 0,84, 1,03 y 0,47 por
100.000 personas respectivamente, y se denominan clasicamente como NMPC BCR-
ABL negativas por no presentar la translocacion (9;22) que es caracteristica de la
leucemia mieloide crénica y por lo tanto permite separarlas de esta entidad. Ademas de
la ausencia del marcador BCR-ABL, a nivel genético, este subgrupo de neoplasias se
caracteriza por la presencia de otros marcadores, principalmente JAK2, MPL y CALR.
(2).

La primera aproximacion genética de las NMPC se realizd en 2005, a través de
secuenciacion del gen JAK2, demostrando una estrecha relacion entre alteraciones en este
gen con PV (3). JAK2, codifica para una proteina Janus kinasa importante en la
regulacion de la mayoria de vias celulares al fosforilar factores de transcripcion de la via
JAK-STAT, este es uno de los principales mecanismos celulares que regulan la
proliferacion, diferenciacion, apoptosis y supervivencia celular (4). La principal
alteracion molecular presente en la mayoria de pacientes con PV, es JAK2V617F en el
dominio pseudoquinasa JH2, en la cual un cambio especifico de nucleétido de guanina
por timina en el ADN, genera sustitucion de valina por fenilalanina en el aminoacido 617
de la proteina; (5,6). Otros tipos de mutaciones en el exén 12 se han encontrado en una
menor proporcion de pacientes con PV, aproximadamente en 5% (4).

Desde su identificacion en el afio 2005, las alteraciones en el gen JAK2, han tenido gran
impacto en el ambito hematoldgico en diferentes aspectos; inicialmente, permitieron la
comprension a nivel molecular de la patogénesis de las NMPC por la activacion
constitutiva del receptor JAK2 en modelos murinos (7,8). Por otra parte las mutaciones
en JAK2, especialmente JAK2V617F han resultado ser, para algunos autores, de gran
importancia en la caracterizaciéon diagnéstica de las NMPC en la medida que permite

identificar con alta especificidad PV; sin embargo, en otros casos, frecuencias bajas



reportadas para esta mutacion han cuestionado su especificidad diagnostica. Ademas del
impacto de JAK2 en PV, este marcador juega un papel importante en la caracterizacion
de MFP y TE, en las cuales se ha reportado una alta variabilidad en su frecuencia.
Varios estudios realizados en PV han mostrado frecuencias altas de JAK2V617F,
mayores del 80% y hasta del 100% como es el caso de las investigaciones de Lucia E
(2008) y Patriarca A (2013) (9,10); sin embargo, otros han mostrado frecuencias méas
bajas de la mutacion como el de Suzuki R y cols en 2007 con una proporcion del 46,7%
y el de Labastida N y cols en 2015 del 62,5% (11,12).

Como se menciond anteriormente, varios estudios han demostrado que el marcador
JAK2V617F al igual que en PV, es responsable de la patogénesis y el desarrollo de TE y
MFP, aunque en una menor proporcion de pacientes. En TE las frecuencias de este
marcador son heterogéneas entre estudios, oscilando entre 31,3% y 72,1% (9,13). Por su
parte en MFP, las proporciones reportadas tienen un rango mas amplio con frecuencias
tan bajas como de 14,3% hasta frecuencias mayores de 70% (11,14).

Las diferencias expuestas podrian ser atribuidas a multiples factores como la seleccién de
individuos con diferentes condiciones clinicas, un bajo nimero de muestra que limita la
validez externa de los resultados o que podria conducir a la subestimacién o
sobreestimacion de la “real” frecuencia de JAK2; por ejemplo el estudio de Kim H y cols
en 2013 reportd una alta frecuencia de la mutacion en siete pacientes con MFP (14), por
el contrario Labastida y cols en 2015 reportaron baja frecuencia de JAK2 en PV con ocho
individuos (12). Por otra parte, también se encuentran diferencias atribuibles a la
sensibilidad y especificidad de las técnicas de deteccion empleadas en cada estudio; en
este sentido, se han reportado bajas frecuencias de JAK2 al usar técnicas de secuenciacion
(11,13); igualmente, el uso de la metodologia ARMS por Labastida y cols en 2015 detectd
frecuencias bajas del marcador (12), ; por el contrario, el uso de las técnicas de AS-PCR
y PCR en tiempo real muestran una mayor deteccién de la mutacion en pacientes con
NMPC (9,10,14).

La baja sensibilidad atribuida a la secuenciacion de tipo Sanger se debe a que necesita
alto numero de clonas mutadas para detectar la mutacién, por el contrario la metodologia
de AS-PCR puede tener una sensibilidad alta, incluso con un ndmero bajo de clonas
mutadas, en la medida que se realice un correcto disefio de primers; al igual que esta
ultima, la PCR en tiempo real puede llegar a ser altamente sensible cuando se tiene un
estricto control de todas las variables analiticas incluido el disefio de primers y la

seleccidn de los genes control. Adicionalmente, con el fin de evitar sesgos en la aplicacién



de las diferentes metodologias, se recomienda detectar la mutacion en muestras extraidas
partir de médula 6sea, mantener estricto control de las condiciones y tiempo de
almacenamiento de las muestras y realizar la extraccion de ADN en el menor tiempo
posible para evitar su degradacion, estas condiciones permiten aumentar la sensibilidad
de las pruebas.

Dada la gran heterogeneidad reportada para las frecuencias de la mutacion JAK2V617F
por los diferentes autores, se hace necesaria la sistematizacion de estudios analiticos en
NMPC, cuyo fin sea determinar la frecuencia de este marcador; asi mismo, la posibilidad
de metanalizar estos datos y obtener una medida combinada del total de estudios
individuales, que posibilite estudiar de manera precisa, la distribucion del marcador en
este grupo de neoplasias.

Por lo anterior, el objetivo de la presente revision es metanalizar la prevalencia de la
mutacion JAK2 en PV, TE y MFP.

Métodos

Tipo de estudio: Revision sistematica de la literatura con metanélisis de medidas
indirectas.

Protocolo de investigacion segun la guia PRISMA Preferred reporting items for
systematic reviews and meta-analyses (15)

Identificacion: Se realiz6 una basqueda por sensibilidad en Medline-Pubmed, Scielo,
Science direct y Google Scholar. Estas bases son interdisciplinarias y evidencian gran
exhaustividad en la busqueda de la informacion; la primera es una de las principales bases
de datos de Medicina de los Estados Unidos, Scielo es una base de datos interdisciplinaria
de habla hispana y Latinoamérica, Science direct es una de las colecciones electronicas
mas grandes del mundo y Google Scholar es un buscador especializado en la busqueda
de literatura cientifico-académica.

La identificacion de los términos de busqueda se hizo por una cosecha de perlas, con una
exploracion inicial en articulos de revision bibliografica relevantes en NMPC para hallar
los términos clave y sus sindbnimos en todas las bases de datos de la revision sistematica.
Después de la aplicacion de esta cosecha de perlas, se identifico que los términos JAK2,
polycythemia vera, primary myelofibrosis, essential thrombocythemia Chromosome Ph,
Philadelphia chromosome, Philadelphia -Ph- chromosome, Philadelphia translocation y
BCR ABL Negative son los mas utilizados por los diferentes autores para referirse a las
NMPC diferentes de la leucemia mieloide cronica y por lo tanto se definieron como los

términos de busqueda de la presente revision (16).



Tamizacion o aplicacion de los criterios de inclusion: Para esta fase se tomaron los

articulos que contenian los términos de blsqueda en titulo, resumen o palabras clave; con
los articulos obtenidos se realizd eliminacion de duplicados. Posteriormente, se aplicaron
cuatro criterios de inclusion: Estudios relacionados con el tema de interés (NMPC),
investigaciones que reportaran la frecuencia de la mutacién JAK2V617F en cada
enfermedad, articulos originales y publicaciones en humanos o in vivo.

Es oportuno precisar que este protocolo no presento limitaciones temporales de manera
retrospectiva, y de manera prospectiva se hizo una ultima actualizacién en noviembre de
2018; la temporalidad se establecio con base en la publicacion de mayor antigtiedad.
Algunas de las sintaxis empleadas fueron: (((JAK2[Title/Abstract]) AND polycythemia
vera[Title/Abstract])) AND primary myelofibrosis[Title/Abstract])) AND essential
thrombocythemia[ Title/Abstract]; TITLE-ABSTR-KEY (BCR ABL Negative) or TITLE-
ABSTR-KEY (Chromosome Ph OR Philadelphia chromosome OR Ph chromosome OR
Philadelphia translocation); chromosome ph[Title/Abstract]; BCR-ABL
Negative[Title/Abstract]; TITLE-ABSTR-KEY(BCR ABL Negative); ((((BCR ABL
Negative[Title/Abstract]) OR Chromosome Ph[Title/Abstract])) OR Philadelphia
chromosome[Title/Abstract]) OR Philadelphia (Ph) chromosome[Title/Abstract]) OR
Philadelphia translocation[Title/Abstract]; (ab:(JAK2 AND polycythemia vera AND
primary myelofibrosis AND essential thrombocythemia)); (ti:((ab:(BCR ABL Negative
OR Chromosome Ph OR Philadelphia chromosome OR Ph chromosome OR Philadelphia
translocation)))).

Eleccion o aplicacion de los criterios de exclusion: Tras la revision completa de los

manuscritos, se excluyeron los articulos con un nimero de pacientes menor de 10,
estudios con informacién incompleta que no especificaron tipo de diagnostico o no
reportaron la frecuencia de la mutacién en cada entidad, publicaciones en los que se
evaluad una sola enfermedad (lo que impedia la comparacion de la prevalencia de la
mutacion en la misma base poblacional), estudios experimentales o clinicos y que
evaluaron pruebas diagndsticas.

Inclusion: La caracterizacion de los estudios se realizé con la extraccion de variables
titulo, autores, tipo de estudio, tema principal del articulo, revista, afio de publicacion,
pais, numero de pacientes totales y por tipo de enfermedad, frecuencia de la mutacion
JAK2V617F en cada diagndstico y técnica de deteccion de la mutacion.

Evaluacion de la reproducibilidad y la calidad metodoldgica: La blasqueda y seleccion

de los estudios se realiz6 de manera independiente por dos investigadores para garantizar



la reproducibilidad de la revision; a priori se determind que las discrepancias se
resolverian por consenso o remision a un tercero; la fase de extraccion de variables se
realiz6 de manera independiente por dos investigadores y se obtuvo el indice kappa de
1.00 para las variables del estudio. Para la calidad metodoldgica se aplico la guia
STROBE (STrengthening the Reporting of OBservational studies in Epidemiology) que
incluye criterios que permiten evaluar la validez interna y externa de los estudios
incluidos (17).

Anélisis de la informacion: las variables de estudio se describieron con frecuencias
absolutas y relativas. Para el analisis de la frecuencia de la mutacion JAK2V617F, se
realizd6 un metanalisis comparando la prevalencia de la mutacién entre las tres
enfermedades mediante intervalos de confianza del 95% para la diferencia de
proporciones o Prueba Z. También se realizdé meta-regresion segun la técnica diagndstica
y la calidad metodoldgica de los articulos.

Resultados

En la figura 1 se muestra el protocolo con las diferentes fases de la guia PRISMA. Se
obtuvo un total de 12.845 estudios sin la aplicacion de limites, tras restringirlos a titulo,
resumen, palabra clave se obtuvieron 1.909 resultados; con la eliminacién de duplicados
y aplicacion de los criterios de inclusion y exclusion se tomaron 43 publicaciones para la

sintesis cualitativa y cuantitativa de la informacion.
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Figura 1: Flujograma de busqueda y seleccion de estudios.
Con base en la distribucion temporal de los estudios se incluyeron publicaciones
realizadas entre los afios 2007 y 2018. El afio con mayor numero corresponde a 2015 con
6 estudios (14%), en los demas afios el nimero de publicaciones oscilé entre 1 y 4.
Respecto a la distribucién geografica, las 43 publicaciones incluidas se desarrollaron en
22 paises diferentes; de estos, Corea fue el pais con mayor nimero de estudios con 6
(13,9%), seguidos de China y Japon con 5 cada uno (11,6%). Los demas paises tuvieron

entre una y cuatro publicaciones (Tabla 1, Figura 2).
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Figura 2: Distribucion de estudios por pais.
La evaluacion de la calidad metodologica de los estudios incluidos, evidencia que los
articulos cumplen con méas del 70% de los criterios de la guia STROBE; el criterio que

menos se cumple es la explicacion del tamafio de muestra y la discusion de la posibilidad

de generalizar los resultados obtenidos (Figura 3)
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Figura 3: Evaluacién de la calidad metodoldgica segun guia STROBE.

Tabla 1: Descripcion de estudios incluidos segun afio, pais de publicacién y técnica

empleada
N

Autor Afo Pais pacientes Técnica
Speletas M (18) 2007 Grecia 12 AS-PCR
Suzuki R (11) 2007 Japdn 41 Secuenciacion
Zhang S (19) 2007 China 71 AS-PCR
Boveri E (20) 2008 Italia 93 PCR en tiempo real
Lucia E (9) 2008 Italia 144 AS-PCR
Pardanani A (21) 2008 Estados unidos 179 AS-PCR
XuW (22) 2008 China 147 AS-PCR
Bang S (23) 2009 Corea 278 AS-PCR
Bojko P (24) 2009 Alemania 53 PCR en tiempo real
Medinger M (25) 2009 Suiza 96 AS-PCR



Tefferi A (26) 2009 Estados unidos 206 RT-PCR

Kim J (27) 2010 Corea 139 AS-PCR
Trifa A (28) 2010 Rumania 149 ARMS
Benmoussa A (29) 2011 Marruecos 39 AS-PCR
Dos Santos L (30) 2011 Brasil 58 PCR en tiempo real
Toyama K (31) 2011 Japon 115 AS-PCR
Vadikolia C (32) 2011 Grecia 94 AS-PCR
da Silva R (33) 2012 Brasil 144 PCR-RFLP
Ha J (34) 2012 Corea 103 AS-PCR
Ho CL (35) 2012 Taiwan 58 PCR en tiempo real
Zhang X (36) 2012 China 134 AS-PCR
Kim H (14) 2013 Corea 75 AS-PCR
Park S (37) 2013 Corea 118 ARMS
Patriarca A (10) 2013 Italia 90 PCR en tiempo real
Payzin K (38) 2014 Turquia 232 PCR en tiempo real
Takata Y (39) 2014 Japén 78 SNP
Vytrva N (40) 2014 Austria 112 DHPLC
Wu Z (41) 2014 China 210 HRM
Borowczyk M (42) 2015 Polonia 178 ARMS
Jaradat SA (13) 2015 Jordania 57 Secuenciacion
Kim S (43) 2015 Corea 191 Secuenciacién
I(_lazb)astlda-Mercado N 2015 México 26 ARMS
Mahjoub S (44) 2015 Francia 42 AS-PCR
Zhang S (45) 2015 China 63 Secuenciacion
Didone A (46) 2016 Brasil 68 PCR-RFLP
Gardner JA (47) 2016 Estados unidos 13 PCRf por analisis de
ragmentos
Matsumoto N (48) 2016 Japén 88 PCR en tiempo real
Singdong R (49) 2016 Tailandia 97 Secuenciacion
Azevedo AP (50) 2017 Portugal 133 PCR en tiempo real
Lekovic D (51) 2017 Serbia 90 Secuenciacion
Yildiz I (52) 2017 Turquia 100 Secuenciacion
Misawa K (53) 2018 Japén 443 ABC-PCR
Ojeda MJ (54) 2018 Argentina 439 ARMS

AS PCR: PCR alelo especifica; RT-PCR: PCR de transcripcién reversa; ARMS: Sistema de Mutacién
Refractario a la Amplificacion por PCR; PCR-RFLP: PCR de polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion; HRM: andlisis de fusion de alta resolucién; SNP: Polimorfismo de nucle6tido
Unico; DHPLC: Cromatografia liquida desnaturalizante de alto rendimiento; ABC-PCR: alternately binding

probe competitive PCR

En la descripcion de los estudios por técnica de deteccion, la metodologia mas utilizada
fue la PCR alelo especifica (AS-PCR) (34,8%), seguida de PCR en tiempo real (18,6%)
y secuenciacion (16,2%); las técnicas de HRM, PCR-RFLP, RT-PCR y ARMS, fragment
analysis PCR, ABC-PCR y DHPLC y SNP fueron usadas en menor proporcion (Tabla 1).



Las frecuencias de la mutacion JAK2V617F oscilaron entre 46,7% y 100% en PV con
una prevalencia global de 88,5%; en TE fluctu6 entre 31,3 y 81,5% con una medida
combinada de 59,7%, y en MFP el estudio con la menor proporcion de la mutacion

registré un 14,3% y el mayor 85,7% para una medida global de 55,2% (Figura 4).
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Figura 4: Prevalencia de la mutacion JAK2V617F por enfermedad y por estudio



Tabla 2: comparacion de la frecuencia de JAK2V617F por técnica y por

diagnosticos

Frecuencia PV % (n/N) TE % (n/N) MFP % (n/N)
Total 88,5 (1743/1970) 59,7(1582/2652) 55,2 (457/828)
IC95% para un proporcién 87,0-89,9 57,8-61,5 51,7-58,6
AS-PCR 86,0 (577/671) 59,5 (547/920) 52,8 (122/231)
IC95% para un proporcion 83,3-88,7 56,2-62,7 46,1-59,5
Secuenciacion 82,9 (180/217) 59,8 (177/296) 50,8 (64/126)
IC95% para un proporcién 77,7-88,2 54,0-65,5 41,7-60,0
PCR - RFLP 90,3 (65/72) 54,1 (59/109) 51,6 (16/31)
IC95% para un proporcién 82,7-97,8 44,3-63,9 32,4-70,8
PCR tiempo real 89,2 (239/268) 62,8 (258/411) 58,7 (74/126)
IC95% para un proporcién 85,3-93,1 58,0-67,6 49,7-67,7
HRM 83,9 (73/87) 56,6 (47/83) 56,6 (30/53)
IC95% para un proporcién 75,6-92,2 45,3-67,9 42,3-70,9

Al comparar la prevalencia de la mutacion en cada enfermedad segun la prueba de
deteccidn, no se hallaron diferencias estadisticas. Asimismo, se obtuvo que la prevalencia
de la mutacion en PV difiere significativamente respecto a TE en 28,8% (IC 95% para la
diferencia de proporciones = 26,4% a 31,2%); en PV respecto a MFP se obtuvo una
diferencia de 33,3% (IC 95% para la diferencia de proporciones = 29,5% a 37,0%); entre
TE y MFP la diferencia fue de 4,5% (IC 95% para la diferencia de proporciones = 0,5%
a 8,4%). Este comportamiento no fue afectado por la calidad metodolégica de las
publicaciones, dado que las prevalencias fueron estadisticamente iguales entre los
estudios que cumplieron menos del 70% de los criterios de la guia STROBE en

comparacion con los manuscritos de alta calidad (que cumplen >70% de los items).

Discusion

El andlisis de publicaciones segun el sitio geografico, evidencia que el continente asiatico
es el de mayor produccién cientifica en este tema (44% del total), siendo Corea el pais
con mas estudios seguido de Japén y China; estos resultados demuestran brechas

importantes frente a los hallazgos de América Latina y Africa, donde el desarrollo



investigativo sobre la prevalencia JAK2 es incipiente, lo que implica un desconocimiento
de la distribucion de este marcador, y de manera indirecta reflejarian un diagnéstico
incompleto o dificultades para generar evidencia de alta calidad para justificar su
inclusion en los algoritmos diagnosticos.

La prevalencia de la mutacion JAK2V617F en los tres tipos de NMPC es alta; sin
embargo, se evidencia que PV tiene una prevalencia global de 88,5% la cual es
significativamente mayor comparada con la de TE y MFP. Estos datos se correlacionan
con los hallazgos de estudios moleculares que han demostrado altas frecuencias de otros
marcadores especificos para TE y MFP, en su orden de frecuencia son la mutacion en el
gen calreticulina (CALR) y en el receptor de trombopoyetina (MPL) (4,55).

CALR esta presente en 25-30% de los pacientes con TE y MFP negativos para JAK2
(41,56) y MPL en un porcentaje méas bajo de pacientes que generalmente no supera el
10% (57,58). Varios estudios han determinado que la presencia de estas mutaciones es
excluyente (43,59-61), sin embargo, algunos autores han reportado la coexistencia de
CALR y JAK2 en un porcentaje bajo de pacientes (62—64).

Teniendo en cuenta la distribucion de estas tres mutaciones conductoras o “drivers” en
TE y MFP, se puede establecer que cerca del 100% de pacientes pueden caracterizarse
genéticamente; no obstante, existe un bajo porcentaje considerados triple negativos para
estos marcadores. En PV por su parte, el pequefio porcentaje de pacientes negativos para
la mutacion JAK2V617F, generalmente presentan otros tipos de mutaciones en el exon
12 del mismo gen (65).

A pesar de que no se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre las
metodologias empleadas, se puede determinar la PCR en tiempo real como la técnica con
la que se encontraron las frecuencias mas altas en TE y MFP y la segunda en PV, esto
puede ser atribuido a que este tipo de PCR es cuantitativa y altamente sensible incluso
cuando el namero de células con la mutacién es bajo; en adicion, posee gran especificidad
para la deteccion de mutaciones (66). La secuenciacion es una metodologia que permite
realizar un analisis detallado de un fragmento de ADN o del genoma completo, sin
embargo su sensibilidad esta condicionada al subtipo de secuenciacién empleada; en este
sentido, la secuenciacion de Sanger es una técnica con sensibilidad reducida, por lo que
no es la metodologia ideal para fines de tamizacion diagnostica (67), lo que podria
explicar las bajas frecuencias de JAK2 en PV y MFP en los estudios que la aplicaron
(13,19,43,51) .



Las limitaciones de la presente investigacion incluyen el bajo nimero de pacientes en
algunos subgrupos, lo que restd poder estadistico en algunas comparaciones. A esto se
suma la ausencia de reporte de caracteristicas clinicas en la mayoria de estudios incluidos,
como valores de hemoglobina y leucocitos, los cuales se han asociado con valores mas
altos o bajos dependiendo del estado de mutacion en JAK2 (68), esto impide determinar
si la prevalencia del marcador esta influenciada por variables clinicas. También debe
resaltarse las limitaciones en la determinacion de tamafio de muestra y posibilidades de
generalizacion de resultados de varios estudios.

Conclusion: Se evidencian frecuencias altas de la mutacion JAK2V617F en las tres
neoplasias, con diferencias significativas en PV respecto a TE y MFP. Estos datos
demuestran que en la practica médica, se debe implementar un diagnéstico integral que
incluya tanto marcadores bioldgicos como clinicos y moleculares, el cual se aplique para

el abordaje de las tres NMPC BCR-ABL negativas y que no se limite Gnicamente a PV.
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Resumen

Introduccion: El analisis de la mutacion JAK2 es un marcador recomendado por la OMS
para el diagnostico de mielofibrosis primaria (MFP), su prevalencia en esta neoplasia es
desconocida.

Objetivo: Metanalizar la prevalencia de la mutacion JAK2 en MFP y compararla segun
la técnica de deteccion en los afios 2007-2018.

Metodos: Revision sistematica con metanalisis, usando 21 busquedas en tres bases de
datos multidisciplinarias. Se aplicaron las fases de identificacion, tamizacion, eleccion e
inclusion de la guia PRISMA. Se garantizo reproducibilidad y evaluacion de la calidad
metodoldgica. Los analisis se basaron en frecuencias y metanalisis para la prevalencia de
la mutacion con su intervalo de confianza del 95%.

Resultados: Se incluyeron 29 estudios con 744 pacientes, los cuales provienen
principalmente de Corea, Brasil y China. La técnica mas empleada fue AS-PCR, las
prevalencias de la mutacion JAK2 con ésta técnica oscilaron entre 33,3% y 71,4%; con
PCR en tiempo real entre 42,9% y 77,3%, con secuenciacion del 14,3% al 57,4% y en
ARMS de 36,4% a 83,3%. La prevalencia de la mutacién JAK2 no presentd diferencias
estadisticamente significativas segun el tipo de prueba diagndstica utilizada.
Conclusién: Se evidencian altas frecuencias de la mutaciéon JAK2V617F en MFP, lo que
demuestra que el diagnostico de esta entidad no debe realizarse Unicamente por
caracteristicas clinicas y hematoldgicas sino también por la tamizacion genética de los

pacientes.

Palabras clave: Prevalencia; Mutacion; JAK2; Mielofibrosis primaria; Metanalisis



Abstract

Introduction: JAK2 mutation is a marker recommended by the WHO for the diagnosis
of primary myelofibrosis, its prevalence in this neoplasm is unknown.

Objective: To meta-analyze the prevalence of JAK2 mutation in MFP and to compare it
according to the detection technique in the years 2007-2018.

Methods: Systematic review with meta-analysis using 21 searches in three
multidisciplinary databases, following the phases of identification, screening, eligibility
and inclusion of the PRISMA guide. Reproducibility and evaluation of methodological
quality were guaranteed. The analyzes were based on frequencies and meta-analyzes for
the prevalence of the mutation with its 95% confidence interval.

Results: Thirty-nine studies were included Whith 74 4 patients, which come mainly from
Korea, Brazil and China. The most used technique was AS-PCR, the prevalences of JAK2
with this technique ranged between 33.3% and 71.4%; with real-time PCR between
42.9% and 77.3%, with sequencing from 14.3% to 57.4% and in ARMS from 36.4% to
83.3%. The prevalence of JAK2 did not present statistically significant differences
according to the type of diagnostic test used.

Conclusion: There are high frequencies of the JAK2V617F mutation in MFP, which
shows that the diagnosis of this entity should not be made only by clinical and

hematological characteristics but also by the genetic screening of patients.

Keywords: Prevalence; JAK2 mutation; Primary Myelofibrosis; Meta-analysis



Introduccion

La mielofibrosis primaria (MFP) es una neoplasia mieloproliferativa cronica (NMPC)
Filadelfia negativa; la mas reciente clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud
la ha sub-clasificado en estado prefibrético y fibrético, dada la necesidad de diferenciarla
de trombocitemia esencial. La incidencia anual estimada para esta enfermedad es de 0,5
a 1,5 casos por 100.000 personas, su prevalencia esta en aumento debido al mejoramiento
de su diagndstico y la supervivencia (1,2).

Al igual que las demas NMPC, la MFP se caracteriza por expansion clonal de células
madres hematopoyéticas que conlleva a una produccion descontrolada de celulas
maduras, principalmente megacariocitos y granulocitos; una caracteristica que diferencia
esta entidad de las demas que componen el grupo es la fibrosis reactiva en médula dsea,
con manifestaciones clinicas como anemia grave, esplenomegalia, trombosis y sangrado
(3). Es importante mencionar que la fibrosis en médula dsea puede darse por causas
diferentes a MFP, incluidos los estados de reactividad y entidades hematoldgicas como
algunas leucemias agudas; en tales casos la mielofibrosis se denomina secundaria (4).
Un recurso diagndstico que ha permitido diferenciar los tipos de mielofibrosis y
esclarecer la patogénesis de las NMPC ha sido la deteccion de diferentes mutaciones (4),
clasificadas en “drivers” o conductoras y mutaciones cooperadoras, éstas Ultimas
relacionadas con pronostico y evolucion de la enfermedad. Las “mutaciones drivers” se
utilizan como marcadores diagndsticos, para el caso de MFP se recomienda la deteccion
de JAK2, CALR y MPL, siendo més relevante la primera (1,4).

JAK2 es una proteina tipo Janus kinasa que participa en la via de sefializacion JAK-STAT
la cual regula diferentes procesos celulares como proliferacion, diferenciacion y apoptosis
(5,6). La principal alteracién en JAK?2 identificada en MFP es JAK2V617F, en la que una
sustitucién de aminoécidos genera un producto proteinico alterado responsable de la
patogénesis de la enfermedad (5,6).

Desde la identificacién de la mutacion JAK2 en MFP por James y Cols en el afio 2005,
el objetivo de varios estudios ha sido determinar su frecuencia, mostrando una elevada
heterogeneidad, probablemente atribuible al tipo de poblacion estudiada, asi como a la
variabilidad en los parametros de validez diagnostica de las pruebas empleadas para la
deteccidn del marcador. En tal sentido, se dispone de estudios con frecuencias tan bajas
como del 14,3%, reportada por Jaradat en 2015, y tan altas como de 80,0% y 83,3%
reportadas por Suzuki en 2007 y Park en 2013, respectivamente (7-9).



Con base en estos antecedentes de investigacion, el objetivo de esta revision sistematica
es metanalizar la prevalencia de la mutacion JAK2 en MFP y compararla segun la técnica
de deteccion.

Metodos

Tipo de estudio: Revision sistematica de la literatura con metanalisis de medidas
indirectas.

Protocolo de busqueda y seleccion de estudios segun la guia PRISMA Preferred
reporting items for systematic reviews and meta-analyses (10)

Identificacion: Se realiz6 una basqueda sin limitaciones temporales en las bases de datos
multidisciplinarias Medline, Pubmed, Scielo y Science direct para la cual se emplearon
los términos primary myelofibrosis, JAK2, Chromosome Ph, Philadelphia chromosome,
Philadelphia -Ph- chromosome, Philadelphia translocation y BCR ABL Negative. Cabe
aclarar que la delimitacién de la ventana de tiempo desde el 2007, se realiz6 a posteriori,
con base en el estudio més antiguo hallado con el protocolo de revision.

Tamizacidn: Se incluyeron los articulos que contenian los términos de busqueda en titulo,
resumen o palabras clave; y se eliminaron los titulos duplicados. Posteriormente, se
aplicaron como criterios de inclusion los estudios relacionados con el tema de interés
(NMPC), investigaciones que reportaran la frecuencia de la mutacion JAK2V617F en
MFP, articulos originales y publicaciones en humanos o in vivo. Algunas sintaxis
empleadas  fueron: en  Pubmed (((JAK2[Title/Abstract]) AND  primary
myelofibrosis[Title/Abstract]); chromosome ph[Title/Abstract]; BCR-ABL
Negative[Title/Abstract]; en Science-Direct TITLE-ABSTR-KEY(BCR ABL Negative)
or TITLE-ABSTR-KEY(Chromosome Ph OR Philadelphia chromosome OR Ph
chromosome OR Philadelphia translocation); TITLE-ABSTR-KEY(BCR ABL
Negative), y en Scielo (ti:((ab:(JAK2 primary myelofibrosis)))).

Eleccion: En la siguiente fase se excluyeron los articulos con un bajo nimero de pacientes
(series de diez 0 menos casos), estudios con informacidn incompleta que no especificaron
tipo de diagndstico o no reportaron la frecuencia de la mutacion, estudios experimentales
o clinicos y estudios que evaluaron pruebas diagndsticas.

Inclusion: la caracterizacion de los estudios se realizd con extraccion de las variables
titulo, autores, tipo de estudio, tema principal del estudio, revista, afio de publicacion,
primer autor, pais de estudio, nimero de pacientes evaluados, frecuencia de la mutacion

JAK2V617F, técnica de deteccion de la mutacion y descripcion de los sujetos de estudio.



Analisis de reproducibilidad y evaluacion de la calidad metodologica: Se evalud la
reproducibilidad de la busqueda de estudios y extraccion de la informacion con dos
investigadores que aplicaron el protocolo de manera independiente, resolviendo las
discrepancias por consenso. La calidad metodoldgica se determiné con la guia STROBE
(Strengthening the Reporting of Observational studies in Epidemiology).

Andlisis de la informacion: Las variables de estudio se describieron con frecuencias
absolutas y relativas, para el analisis de la frecuencia de la mutacion JAK2V617F en MFP
se realizd un metandlisis segun la técnica de deteccion, mediante la estimacion de
proporciones con su intervalo de confianza del 95% y Prueba Z (intervalos de confianza

para la diferencia de proporciones).
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Figura 1: Flujograma de busqueda y seleccion de estudios
Se obtuvo un total de 12.845 estudios sin la aplicacion de limites, los cuales se restringen
a 1.909 resultados con la busqueda en titulo, resumen, palabra clave; se eliminaron 253
articulos duplicados, 1.482 articulos por no cumplir con los criterios de inclusion y 145
gue cumplian con los criterios de exclusién, finalmente se tomaron 29 estudios para la

sintesis cualitativa y cuantitativa de la informacion (Figura 1).



Tabla 1: Descripcidn de estudios segun afio, pais, edad y criterio diagndstico.

Autor Afio Pais Edad Criterio
diagndstico
AS-PCR
Speletas M (11) 2007 Grecia 61,02 Criterios Italianos para
el diagnostico de MFP
LuciaE (12) 2008 Italia No especifica OMS 2001
Pardanani A (13) 2008 | Estados unidos 58,02 OMS 2001
XuW (14) 2008 China 48,0° OMS 2001
Bang S (15) 2009 Corea No especifica OMS 2001
Medinger M (16) 2009 Suiza 54,02 No especifica
Kim JT (17) 2010 Corea 58,3 ° OMS 2008
Benmoussa A (18) 2011 Marruecos 56,83 2 No especifica
Vadikolia CM (19) 2011 Grecia 66,52 OMS 2008
Ha J (20) 2012 Corea 67,32 OMS 2008
Zhang XY (21) 2012 China No especifica No especifica
PCR tiempo real
Boveri E (22) 2008 Italia 58,02 OMS 2001
Dos Santos L (23) 2011 Brasil 59,32 OMS 2008
Payzin KB (24) 2014 Turquia 62,82 OMS 2008
Azevedo AP (25) 2017 Portugal No especifica OMS 2008
Secuenciacion
Jaradat SA (7) 2015 Jordania No especifica No especifica
Kim S (26) 2015 Corea 61,52 OMS 2008
Lekovic D (27) 2017 Serbia 62,02 OMS 2008
ARMS
Trifa AP (28) 2010 Rumania >60,0? OMS 2001
Park SH (9) 2013 Corea 62,02 Expertos en el area
(histopatologia)
Borowczyk M (29) 2015 Polonia 56,0 2 OMS 2008
Ojeda MJ (30) 2018 Argentina No especifica OMS 2008
PCR-RFLP
da SilvaR (31) 2012 Brasil No especifica Diagnéstico clinico
Didone A (32) 2016 Brasil 62,3 OMS 2008
Otras
Tefferi A (RT-PCR) (33) 2009 | Estados unidos 50,52 OMS 2001
Takata Y (SNP) (34) 2014 Japon 69,32 OMS 2008
Vytrva N (DHPLC) (35) 2014 Austria 72,92 OMS 2001
Wu Z (HRM) (36) 2014 China No especifica OMS 2008
Misawa K (ABC-PCR) (37) 2018 Japon 60,02 OMS 2008

2 Edad media de pacientes con MFP. ® Edad media de pacientes con NMPC sin explicitar el de MFP.

Los estudios se publicaron entre 2007 y 2018, los paises con el mayor numero de estudios
fueron Corea (n=5), Brasil (n=3) y China (n=3), el analisis por continente muestra que el
mayor numero de estudios provienen de Europa y Asia con 38% cada uno, seguido de

América con 21% y finalmente Africa con 3%. En los estudios que reportaron la edad



promedio de los sujetos ésta fue mayor a 45 afios, y en la mayoria se emplearon criterios
diagnosticos de la OMS (Tabla 1).
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Figura 2. Evaluacién de la calidad metodoldgica.
Todos los estudios presentaron excelente calidad metodoldgica dado que cumplieron con
mas del 70% de los criterios de la guia STROBE; sin embargo, la mayoria no explicitaron
los parametros para estimar el tamafio de muestra, ni discuti6 las limitaciones o

posibilidades de generalizacion de los resultados (Figura 2).



Prueba diagnoéstica N Prevalencia de JAK2

AS-PCR
Speletas M 2 e 58,3
Lucia E 19 63,2
Pardanani A 37 B 51,4
XuW 13 38,5
Bang SM 12 33,3
Medinger M 26 [ 53.8
Kim JT 26 s 46,2
Benmoussa A 12 _ 33,3
Vadikolia CM 14 P 714
Hal 17 52,9
Zhang XY 17 52,9
PCR TIEMPO REAL

Boveri E 46 S 56,5
Dos Santos L 21 e 429
Payzin KB 22 [ 77,3
Azevedo AP 14 e 50,0
SECUENCIACION

Jaradat SA 14 B 14,3
Kim S 54 e 57,4
Lekovic D 30 e 56,7
TOTAL o8 e 51,0
ARMS

Trifa AP 15 60,0
Park SH 24 T 83,3
Borowczyk M 11 e 36,4
Ojeda MJ 49 63,3

Figura 3. Prevalencia de JAK2 en los estudios que utilizaron PCR, secuenciacién y
ARMS.

Con base en la aplicacién de AS-PCR las prevalencias de JAK2 oscilaron entre 33,3% y
71,4%; con PCR en tiempo real el rango estuvo entre 42,9% y 77,3%, con secuenciacion
del 14,3% al 57,4% y en ARMS de 36,4% a 83,3% (Figura 3). Dos estudios que utilizaron
PCR-RFLP reportaron prevalencia de 72,7% (31) y 40% (32), en el estudio de Takata con
SNP fue 36,4% (34), Vytrva con DHPLC 63,6% (35), Wu Z con HRM 58,0% (36) y
Misawa con ABC-PCR 53,8% (37).
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Figura 4. Metanalisis de medidas indirectas para la prevalencia de JAK2 segun el

uso de PCR, secuenciacion y ARMS.
La prevalencia de JAK2 no presentd diferencias estadisticamente significativas segun el
tipo de prueba diagndstica utilizada; con prevalencia de 64,6% (IC95%=54,7-74,6)
usando ARMS en 99 pacientes; 57,3% (1C95%=47,2-67,3) con PCR en tiempo real con
103 pacientes; 51,2% (1C95%=44,1-58,3) en 205 pacientes evaluados con AS-PCR y
51,0% (1C95%=40,6-61,4) en 98 pacientes analizados mediante secuenciacion (Figura 4).
No obstante, se debe aclarar que al comparar los grupos con la prevalencia mas alta y la
mas baja, el poder estadistico fue 77,5%, lo que daria cuenta de un error B alto
demostrando la necesidad de aumentar el nimero de investigaciones y de pacientes por
estudio en esta enfermedad.

Discusion

Los resultados del presente estudio demuestran que los paises con el mayor nimero de
publicaciones (Corea, Brasil y China) corresponden a aquellos que han dispuesto partidas
presupuestales importantes en politicas de desarrollo e investigacion, lo que podria
implicar inversiones en tecnologia de punta en sus servicios de hemato-oncologia y
centros e instituciones de investigacion aplicada a este campo (38). En el caso de Sur
América, se evidencia un desarrollo insuficiente en la bisqueda de mutaciones en los
diferentes centros hematoldgicos, a pesar de que la mutacion en JAK2 se incluya como
criterio mayor de diagnostico en la actualizacion de la OMS del afio 2016; lo que impide

el establecimiento de un diagnostico preciso de la enfermedad que podria evitar la



confusion con otras causas de fibrosis medular, al tiempo que impide un estudio integral
de la enfermedad (1,39).

Las altas frecuencias encontradas para la mutacion JAK2 en este estudio ponen de
manifiesto la necesidad de migrar de los sistemas de pronostico convencionales basados
principalmente en caracteristicas clinicas como IPSS (Internacional Prognostic Scoring
System) y DIPSS (Dinamyc Internacional Prognostic Scoring System), hacia el uso de
nuevos sistemas que permiten la estratificacion de riesgo de los pacientes basado en su
perfil genético, principalmente con la deteccion de la mutacion JAK2 (40-45).

En este orden de ideas, el bajo nimero de estudios en paises Latinoamericanos podria
sugerir falta de adherencia a los métodos de puntuacién prondstica de los nuevos sistemas
internacionales basados en caracteristicas genéticas y moleculares como GIPSS
(Genetically Inspired Prognostic Scoring System For Primary Myelofibrosis) y MIPSS
(Mutation-Enhanced International Prognostic Scoring System) que permiten la
estratificacion precisa del riesgo de los pacientes, tanto al momento del diagnéstico como
en el seguimiento de la enfermedad, en términos de supervivencia y riesgo de progresion
a leucemia (44,45).

Segun la técnica utilizada, la prevalencia de las mutaciones en JAK2 no mostré una
diferencia estadisticamente significativa, estos resultados pueden estar influenciados por
un bajo poder estadistico (77,5%) producto del reducido nimero de estudios y pacientes
analizados por cada una de las técnicas; incluso, al evaluar la calidad metodolégica sélo
el 17% describen como se lleg6 al tamafio de muestra, lo que afecta la estimacion de la
prevalencia. Esto puede estar sustentado en la dificultad para incluir pacientes con
diagndstico de MFP por su baja ocurrencia y busqueda activa de casos a nivel mundial
(46). Esta situacion podria mejorarse con el desarrollo de estudios multicéntricos que
permitan la inclusién de un mayor nimero de pacientes y de esta manera, mejorar la
estimaciéon de la prevalencia o aumentar el poder estadistico de las comparaciones
realizadas en diferentes subgrupos.

El sistema de mutacidn refractaria a la amplificacion (ARMS) y la PCR alelo especifica
(AS PCR) son métodos simples para detectar mutaciones que involucran cambios de una
sola base o pequefias delecciones, ambos pueden tener alta sensibilidad incluso con muy
baja cantidad de células mutadas; sin embargo, este parametro puede ser afectado por el
tipo de mutacion y disefio correcto de los primers (47-50). Por su parte, la PCR en tiempo
real es altamente sensible y especifica con tiempos de procesamiento muy cortos, a

diferencia de las metodologias descritas, permite una cuantificacion reproducible del



material genético; no obstante, esta técnica puede generar gran cantidad de datos
inexactos cuando no se tiene un estricto control de calidad de las variables analiticas como
la calidad de los estdndares y la correcta seleccion del gen housekeeping (51,52).

La secuenciacion es una técnica molecular que permite determinar con exactitud
modificaciones especificas en secuencias génicas; sin embargo, a diferencia de las
anteriores, su principal limitacion, cuando se usa secuenciacion de Sanger, es la baja
sensibilidad analitica, y las altas concentraciones de ADN requeridas (53,54).

En concordancia con estas caracteristicas, y a pesar de que en este estudio no se hallaron
diferencias entre las técnicas empleadas por el bajo poder estadistico de las
comparaciones, es preciso recomendar el uso de metodologias de secuenciacion
diferentes a Sanger, con el fin de lograr mayor sensibilidad en la tamizacion genética de
los pacientes con MFP.

La principal limitacion del presente trabajo radica en el bajo tamafio de muestra de los
estudios incluidos, lo que demuestra la necesidad de desarrollar nuevas investigaciones
en el tema. Respecto a las técnicas empleadas en las diferentes publicaciones, la mayoria
tienen alta sensibilidad; sin embargo, de acuerdo con las recomendaciones del grupo
GEMFIN y La Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia, no se recomienda el
uso de metodologias como la secuenciacion tipo Sanger, pirosecuenciacion y PCR-RFLP
por tener una sensibilidad baja que esta limitada a un alto nimero de clonas mutadas (55).
Conclusion: Se evidencio una alta frecuencia de la mutacion JAK2, demostrando que el
diagnostico de MFP no debe realizarse Unicamente por caracteristicas clinicas y
hematoldgicas sino también por la busqueda de marcadores moleculares especificos.
Conflicto de intereses: Los autores no declaran conflicto de interés para la publicacion
de este manuscrito.
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Resumen

Introduccion: Calreticulina es el segundo marcador molecular mas importante de los
algoritmos diagndsticos para las neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR-ABL
negativas propuesto por la OMS del afio 2016; las frecuencias reportadas para esta

mutacion son heterogéneas.

Objetivo: metanalizar la frecuencia de la mutacion CALR en pacientes con TE y MFP
en los afios 2014-2018.

Metodos: Revision sistematica de la literatura con metanalisis siguiendo las fases de
identificacion, tamizacion, eleccion e inclusion de la guia PRISMA. Se garantiz
reproducibilidad de la informacion y se evalu6 la calidad metodoldgica. Se calcul6 la
prevalencia de CALR con frecuencias relativas, se realizé metanalisis de Odds ratio (OR)
utilizando el modelo de efectos aleatorios.

Resultados: Se incluyeron 17 articulos en la sintesis cuantitativa, la mayoria realizados
en paises del continente asiatico (China, Japon, Corea), los afios de publicacion fueron
2014 y 2018. La frecuencia de CALR entre los pacientes con TE oscild entre 8,3%
(IC95% 5,5-11,2) y 68,1% (IC 95% 53,7-82,5) mientras que en los pacientes con MFP
estuvo entre 5,3% (IC 95% 1,1-9,4) y 82,9% (1C95% 70,2-95,7). La Odds ratio de CALR
en pacientes con TE frente a los pacientes con MFP fue de 0,9993 (1C95% 0,7635-1,308),
lo que refleja que no hay diferencias significativas en el riesgo de la presentacion de

CALR entre las dos neoplasias.

Conclusién: La mutacién CALR representa un marcador con frecuencias altas en el
grupo de neoplasias mieloproliferativas crénicas BCR-ABL negativas, su tamizacion
debe ser considerada e implementada en la practica médica y de laboratorio para clasificar

de manera especifica este grupo de entidades hematologicas.

Palabras clave: neoplasias mieloproliferativas crénicas; Calreticulina; Trombocitemia

esencial; Mielofibrosis primaria; revision sistematica; Metanalisis



Review

Introduction: Calreticulina is the second most important molecular marker in the
algorithms diagnostic for the chronic BCR-ABL negative myeloproliferative neoplasms,
proposed by the WHO in 2016; The frequencies reported for this mutation are

heterogeneous.

Objective: to meta-analyze the frequency of the CALR mutation in patients with ET and
MFP in the years 2014-2018.

Methods: Systematic review of the literature with meta-analysis following the
identification, screening, selection and inclusion phases of the PRISMA guide.
Reproducibility of the information was guaranteed and the methodological quality was
evaluated. The prevalence of CALR with relative frequencies was calculated, Odds ratio

(OR) meta-analysis was performed using the random effects model.

Results: We included 17 articles in the quantitative synthesis, most of them were made
in countries of the Asian continent (China, Japan, Korea), the publication years were from
2014 to 2018. The frequency of CALR among patients with ET ranged from 8.3 % (95%
Cl5.5-11.2) and 68.1% (95% CI 53.7-82.5) while in patients with MFP it was between
5.3% (95% CI 1.1- 9.4) and 82.9% (95% CI 70.2-95.7). The odds ratio of CALR in
patients with ET compared to patients with MFP was 0.9993 (1C95% 0.7635-1.308),
which reflects that there are no significant differences in the risk of the presentation of

CALR between the two neoplasms

Conclusion: The CALR mutation represents a marker with high frequencies in the group
of negative BCR-ABL chronic myeloproliferative neoplasms, its screening must be
considered and implemented in medical and laboratory practice to classify this group of

hematological entities in a specific way.

Keywords:  Chronic  Myeloproliferative  neoplasms;  calreticulin;  Essential

thrombocythemia; Primary myelofibrosis; systematic review; Meta-analysis.



Introduccion

Las neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMPC) son desordenes hematoldgicos
clasificados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), segln sus caracteristicas
biol6gicas, como neoplasias con proliferacion clonal descontrolada debido a que la
produccion celular se da de forma acelerada y conduce a la acumulacion de células
maduras en médula Osea y sangre periférica; los tres linajes mieloides (granulocitico,

eritroide y megacariocitico) pueden estar relacionados con este grupo de enfermedades

).

Clasicamente, el grupo de neoplasias mieloproliferativas crénicas se ha subdividido en
dos grandes grupos de acuerdo a la presencia o ausencia del gen de fusion BCR-ABL en:
NMPC BCR-ABL positivas y NMPC BCR-ABL negativas. La entidad que representa al
primer grupo es la leucemia mieloide crénica (LMC), y en el segundo, se incluyen:
Policitemia vera (PV), Trombocitemia Esencial (TE) y Mielofibrosis primaria (MFP) (2).

Las NMPC se desarrollan principalmente en la edad adulta entre la sexta y séptima década
de vida, tienen una incidencia anual combinada de 6 casos por 100.000 personas. La LMC
tiene una incidencia de 1-2 casos por 100.000 personas y la PV, TE y MFP tienen

incidencias menores de 1 por 100.000 personas (1,3).

El enfoque multiparamétrico para la clasificacion de neoplasias hematolégicas propuesto
por la OMS ha permitido integrar la informacion clinica, inmunofenotipica, morfoldgica
y molecular de cada paciente para obtener diagndsticos precisos (4,5). En el estudio de las
NMPC BCR-ABL Negativas, los hallazgos moleculares y genéticos, constituyen piezas
calves en el diagnostico, comprensién y abordaje de la enfermedad.

En la leucemia mieloide cronica se conoce hace méas de 50 afios la influencia que tienen
las alteraciones citogenéticas y moleculares en la patogénesis (6,7); sin embargo, en las
NMPC BCR-ABL Negativas, este panorama no es completamente claro, por lo que
actualmente existen numerosas investigaciones enfocadas en determinar el mecanismo por

el cual se desarrollan este grupo de alteraciones hematoldgicas.

Gracias a esas investigaciones se han identificado algunas mutaciones en estos pacientes
que contribuyen a comprender aspectos relacionados con el desarrollo y evolucién de estas
neoplasias. La primera mutacion descrita fue en el gen JAK2 por James y colaboradores

(2005), quienes reportaron una estrecha relacion con PV; ademéas se ha demostrado que



JAK?2 genera activacion constitutiva de vias celulares relacionadas con proliferacion (8,9).
Tras el descubrimiento de JAK2, se han descrito otras alteraciones como las del gen del
receptor de trombopoyetina (MPL) y en el gen de Calreticulina (CALR). Estas tres
mutaciones son actualmente los principales marcadores moleculares en NMPC BCR-ABL

negativas y se han denominado como mutaciones “drivers” o conductoras (9-12).

De las tres mutaciones drivers, Calreticulina es la méas recientemente descrita, fue
identificada por dos estudios simultaneos en el afio 2013, a través de secuenciacion
completa de exones y secuenciacion directa de genes en pacientes negativos para los otros
dos marcadores; diferentes tipos de mutaciones han sido identificadas en este gen, sin
embargo, se han reportado dos variantes principales clasificadas como mutacion tipo I, y
tipo Il que se generan por una deleccién de 52 pares de bases y una insercion de 5 pares
de bases respectivamente (11,12). CALR es una proteina multifuncional de reticulo
endoplasmico (RE), esta involucrada en procesos como control de calidad de las proteinas
del RE, actividad como chaperona, entre otras (13)

Actualmente, las mutaciones en CALR son consideradas como el segundo marcador
molecular mas importante después de JAK2, dada la relacion que existe con el desarrollo
de NMPC, asi como por su alta frecuencia de presentacion en estas neoplasias;
adicionalmente, se incluye en las guias de la OMS como criterio mayor para el diagndstico
de TE y MFP (2).

A pesar de que en los dos primeros estudios que dieron lugar al descubrimiento de las
mutaciones en CALR, las frecuencias descritas para la mutacién en NMPC fueron entre
el 25y 30%; estudios posteriores han reportado frecuencias mucho més bajas, de 5,3% en
MFP por Gou H y cols en 2015 y de 12,6% por Li M en TE, asi como frecuencias altas,
de 83% por Suboticki T y cols en 2017 en MFP. La heterogeneidad hallada, podria
atribuirse al numero y tipo de poblacion evaluada, o estar influenciada por el subtipo de la

enfermedad en la cual se calcule.

Con estos antecedentes de investigacion, se hace necesaria la ejecucion de una revision
sistematica que agrupe los estudios individuales, en los que se calcule la frecuencia de la
mutacion CALR en TE y MFP, y de esta manera, calcular la frecuencia global de la
mutacion en cada neoplasia, asi como determinar si existen diferencias entre los dos

diagnosticos.

Metodologia



Tipo de estudio: se realizd una revision sistematica de la literatura con metanalisis
siguiendo las etapas de identificacion, tamizacion, eleccion e inclusién. (PRISMA
(Preferred reporting items for systematic reviews and metaanalyses)

Identificacion: Se emplearon los términos CALR, calreticulin, MPL y Thrombopoietin
receptor restringidos a titulo/resumen en las bases de datos Pubmed, ScienceDirect y
Scielo para un total de doce estrategias de busqueda. Algunos de los algortimos utilizados
fueron: CALR[Title/Abstract], Calreticulin[Title/Abstract], (ab:(MPL)),
(ab:(Thrombopoietin receptor)). Los resultados de la busqueda fueron exportados a una
fuente comin (Gestor de referencias Zotero) y el cierre de esta fase se hizo con la
eliminacién de duplicados.

Tamizacion: Los estudios identificados fueron tamizados con la lectura del resumen y
aplicando los siguientes criterios de inclusion, i) articulos publicados en inglés, espafiol
0 portugués, ii) que fuesen estudios originales, iii) que fuesen realizados en humanos y

iv) que traten sobre neoplasias mieloproliferativas cronicas.

Eleccion: Una vez concluida la etapa de tamizacion se aplicaron los siguientes criterios
de exclusién con la lectura de la totalidad del manuscrito, i) estudios que no presentan
datos del numerador o el denominador para hacer el calculo de la frecuencia, ii) articulos
no disponibles en texto completo por restricciones en las bases de datos consultadas, iii)
estudios que evaluaron pruebas diagndsticas, iv) estudios que no especificaron criterios
de diagnostico, v) investigaciones que incluyeran menos de 30 pacientes en al menos una
de las neoplasias y vi) estudios que no evaluan simultdneamente la frecuencia de la

mutacion CALR en pacientes con trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria.

Inclusién: Con los articulos que pasaron las etapas anteriores se disefié una base de datos
en Excel que contenia las variables afio de publicacion, pais, nUmero de pacientes
incluidos con cada neoplasia, criterios diagnosticos de la neoplasia, frecuencia de la
mutacion y la técnica diagnostica de la mutacion. La base de datos se diligencio por
duplicado para garantizar la reproducibilidad de la extraccién de la informacién, la cual
se evaluo por el método de verificacion de rangos (no hallar valores fuera del limite de la
variable o no plausibles), sumado al célculo del indice de kappa. La reproducibilidad de
la seleccion de la informacion se garantizd con la aplicacion del protocolo por dos
investigadores de forma independiente, las discrepancias se resolvieron por consenso y

referencia a un tercero.



Analisis de la informacion: Se calculd la prevalencia de la mutacion CALR en pacientes
con trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria con frecuencias relativas y su
intervalo de confianza del 95%. La diferencia en la prevalencia de CALR entre las dos
neoplasias al interior de cada estudio se hizo con la prueba Z para diferencia de
proporciones. Con la frecuencia de CALR desagregada por neoplasia se realizé un
metanalisis de Odds ratio (OR) utilizando el modelo de efectos aleatorios, dada la
heterogeneidad de los articulos. El grado de heterogeneidad se evalud con la prueba Q
(Chi cuadrado) de DerSimonian y Laird acompafado del grafico de Galbraith. EI sesgo
de publicacion se valoro a través del FunnelPlot y el estadistico de Begg. Se realizé el
ForestPlot como resultado total del metaanalisis para evidenciar diferencias en cada
estudio y la diferencia global con sus respectivos intervalos de confianza. Finalmente, se
hizo analisis de sensibilidad para verificar que el resultado global no estuviese
influenciado por un estudio en particular. Los andlisis se realizaron en EPIDAT versién
3.1

Resultados

En la basqueda inicial se identificaron 7416 estudios de los que se eliminaron 1768
duplicados. Se tamizaron con la lectura del resumen 5648 articulos, de ellos no fueron
incluidos 5265 por no cumplir con los criterios de inclusién. En la etapa de eleccion se
revisaron 383 manuscritos en texto completo y se excluyeron 366 por cumplir con los

criterios de exclusion. Figura 1.
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Figura 1. Flujograma de seleccion de estudios

Se incluyeron 17 articulos en la sintesis cuantitativa, la mayoria (52,9% 1C95% 27,8 -
77,0) realizados en paises del continente asiatico (China, Japon, Corea), seguidos de
Europa (41,2% 1C95% 18,4 — 67,1). Las investigaciones se realizaron entre 2014 y 2018
e incluyen 5043 pacientes con trombocitemia esencial (TE) y 1823 con mielofibrosis
primaria (MFP). La frecuencia de CALR entre los pacientes con TE oscil6 entre 8,3%
(IC95% 5,5-11,2) y 68,1% (IC 95% 53,7-82,5) mientras que en los pacientes con MFP
estuvo entre 53% (IC 95% 1,1-9,4) y 82,9% (1C95% 70,2-95,7). En solo una
investigacion se hallaron diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia de la
mutacion CALR entre las dos neoplasias (30,5% IC 95% 25,0-35,9 frente a 55,8% 1C95%
49,7-61,9 Vp 0,001), esta podria ser influenciada por el alto nimero de pacientes evaluados con

MFP, en comparacion con los demas estudios (21).

Tabla 1. Frecuencia de mutacion CALR en pacientes con trombocitemia esencial y

mielofibrosis primaria



Autor Pais n CALR n CALR VP
Trombocitemia Frecuencia Mielofibrosis Frecuencia
esencial (1C 95%) primaria (1C 95%)

Kim S (14) Corea 79 17,7 (8,7-26,8) 54 14,8 (4,4-25,2) 0,837
Li M (15) China 1049 12,6 (10,5-14,6) 91 12,1 (4,8-19,3) | 0,977
Andrikovics H Hungria 289 33,2 (27,6-38,8) 99 25,2 (16,2-34,3) 0,176
(16)

Guo H (17) China 407 8,3 (5,5-11,2) 133 5,3 (1,1-9,4) 0,327
Li N (18) China 614 20,2 (16,9-23,4) 132 21,2 (13,8-28,6) | 0,885
Kim Y (19) Corea 179 21,8 (15,5-28,1) 117 13,7 (7,0-20,3) | 0,109
Kim B (20) Corea 84 27,4 (17,2-37,5) 50 22 (9,5-34,5) 0,626
Tefferi A (21) Estados 292 30,5 (25,0-35,9) 267 55,8 (49,7-61,9) | 0,001*

Unidos

Trifa A (22) Rumania 454 26,4 (22,3-30,6) 148 33,8 (25,8-41,7) | 0,105
Misawa K (23) | Japon 212 26,9 (20,7-33,1) 88 21,6 (12,4-30,7) | 0,415
Gangd A (24) | Hungria 425 24,5 (20,3-28,7) 227 21,6 (16,0-27,1) | 0,465
Trifa A (25) Rumania 271 28,4 (22,8-34,0) 74 31,1(19,9-42,3) | 0,761
Wu Z (26) China 80 25,0 (14,9-35,1) 50 32,0 (18,1-45,9) 0,505
LinY (27) China 428 22,7 (15,6-26,7) 187 17,6 (11,9-23,4) 0,196
Suboticki T (28) | Serbia 47 68,1 (53,7-82,5) 41 82,9 (70,2-95,7) | 0,175
Delic S (29) Alemania 40 25,0 (10,3-39,7) 30 10,0 (2,1-26,5) | 0,198
Orvain C (30) | Francia 93 12,9 (5,5-20,2) 35 20,0 (5,3-34,7) | 0,467

Con la frecuencia de la mutacion CALR desagregada por neoplasia se realizd un

metanalisis de Odds ratio (OR). La prueba Q de Dersimonian y Laird’s (Vp 0,001) y el

grafico Galbraith (Figura 2A) pusieron de manifiesto heterogeneidad entre estudios por

lo que se utiliz6 un modelo de efectos aleatorios. El estadistico de Begg (Vp 0,9671) y el

Funnel Plot (Figura 2B) no evidenciaron sesgo de publicacion.

La Odds ratio de CALR en pacientes con TE frente a los pacientes con MFP estuvo entre
0,3472 (1C95% 0,2454 - 0,4912) y 3 (IC95% 0,7465-12,0569). La medida global bajo el
modelo de efectos aleatorios fue de 0,9993 (IC95% 0,7635-1,308), lo que refleja que no

hay diferencias significativas en el riesgo de la presentacion de la mutacién CALR entre

las dos neoplasias (Figura 2C)
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Figura 2. A) Analisis de heterogeneidad con el grafico de Galbraith, B) sesgo de
publicacién con el Funnel Plot y C) metanalisis con el Forest Plot

En el andlisis de sensibilidad se observd que el resultado global no esta afectado
significativamente por los estudios individuales, ya que la exclusion de cada uno de ellos

no modifica la conclusion final. (Tabla 2).

Tabla 2. Andlisis de sensibilidad.



Estudio omitido Ao n OR IC (95,0%) Cambio
relativo (%)
Andrikovics H 2014 | 6478 1,0296 0,7781 1,3623 2,89
Tefferi A 2014 | 6307 0,9167 0,7685 1,0934 -8,39
Wu Z 2014 | 6736 0,9809 0,7403 1,2996 -1,98
LiN 2015 | 6120 0,9935 0,7422 1,3301 -0,71
Kim B 2015 | 6732 1,0153 0,7678 1,3428 1,47
Kim S 2015 | 6733 1,0097 0,7639 1,3345 0,9
GuoH 2015 | 6326 1,0263 0,7784 1,3532 2,56
LinY 2015 | 6251 1,0252 0,7722 1,3611 2,45
KimY 2016 | 6570 1,0388 0,7895 1,3666 3,81
Trifa A 2016 | 6521 0,9899 0,7424 1,3199 -1,07
Delic S 2016 | 6796 1,0315 0,788 1,3502 3,08
Orvain C 2016 | 6738 0,9787 0,7417 1,2916 -2,19
LiM 2017 | 5726 1,0022 0,7541 1,332 0,16
Suboticki T 2017 | 6778 0,9673 0,7354 1,2724 -3,33
Trifa A 2018 | 6264 0,9704 0,7255 1,2979 -3,03
Misawa K 2018 | 6566 1,0198 0,7689 1,3525 1,91
Géangoé A 2018 | 6214 1,012 0,7562 1,3544 1,13
GLOBAL 6866 1,0007 0,7646 1,3097
Discusion

Se identificaron 17 publicaciones que compararon la frecuencia de la mutacion CALR en
5043 pacientes con TE y 1823 pacientes con MFP. ElI nimero de estudios hallados asi
como la frecuencia de pacientes incluidos, refleja el interés de investigadores y clinicos
en entender en detalle las implicaciones que tiene la biologia molecular en los diferentes
aspectos relacionados con la enfermedad, como el inicio y desarrollo, diagndstico, rasgos
clinicos, asociacion con pronostico y evolucion, entre otros. Asi mismo, el alto numero
de articulos en este tema, demuestra la importancia que se debe atribuir a la tamizacién
genética de todos los pacientes sospechosos de NMPC, y reafirman la necesidad de
adherencia a los protocolos propuestos por la OMS, los cuales clasifican la mutacién
CALR como criterio mayor de diagnostico y como el segundo marcador molecular mas
importante después de JAK2; con estos hallazgos se evidencia la importancia de



trascender de los pardmetros morfolégicos y clinicos a la inclusion de marcadores

genéticos para un diagnostico integral (2).

El descubrimiento de las mutaciones drivers (JAK2, CALR Y MPL) ha generado un gran
avance en el area de la hematologia, en la medida que permite el desarrollo de algoritmos
diagndsticos cada vez mas especificos para las NMPC, en este sentido, los marcadores
moleculares permiten aclarar confusiones diagndsticas con patologias que presentan
caracteristicas clinicas y bioldgicas similares como eritrocitosis secundarias, fibrosis
reactivas, entre otras (31,32). Por otra parte, la deteccion de mutaciones beneficia a los
pacientes porque permite establecer asociaciones con el prondstico y curso clinico, varios
estudios han reportado que los pacientes con mutaciones en CALR presentan menores
valores de hemoglobina y leucocitos, mayores recuentos de plaquetas y se asocian con

menor riesgo de trombosis comparado con las demas mutaciones (12,33-36).

Pese a lo anterior, la mayoria de investigaciones estan circunscritas a paises asiaticos con
altos recursos e inversion en investigacion (37), lo que pone al descubierto, la necesidad
de estudios en Africa, Norte y Suramérica que permitan conocer la distribucion de los
marcadores moleculares en cada region y de esta manera, influir en el desarrollo y
aplicacion de politicas de salud que incluyan su tamizacién y faciliten la obtencion de

diagnosticos precisos asi como un correcto seguimiento de estas neoplasias.

En esta investigacion se encontrd que en pacientes con TE, la frecuencia de la mutacion
CALR oscilé entre 8,3% y 68,1%. Esta heterogeneidad podria ser atribuida a diferentes
factores, entre ellos, la region o pais en el que se realice la tamizacion genética, la
frecuencia mas alta para la mutacion CALR fue hallada en el estudio de Suboticki T y cols
realizado en Serbia y frecuencias bajas en las publicaciones de Guo H y cols y Li M y cols
realizados en China; sin embargo, el limitado nimero de estudios de cada pais, impide
metanalizar la frecuencia del marcador para dar conclusiones robustas a esta hipotesis.
Otra posible fuente de heterogeneidad es el correcto diagnostico de los pacientes, en este
sentido, la frecuencia podria estar subestimada en pacientes errbneamente diagnosticados
con NMPC, por tal motivo, es de utilidad evaluar los criterios diagnosticos empleados en

cada manuscrito y determinar las frecuencias en cada uno de ellos.

En cuanto a los pacientes con MFP, las frecuencias estuvieron entre 5,3% y 82,9%, en
este caso, las diferencias podrian ser atribuidas, ademas de los factores anteriormente

mencionados, al bajo nimero de pacientes incluidos; en esta revision se corroboré que



del grupo de NMPC, MFP es la entidad menos frecuente, con una incidencia anual que
oscila de 0,22 a 0,99 casos por 100.000 personas la cual es significativamente menor
comparada con la incidencia de TE; la dificultad de tamizar una poblacion representativa
de pacientes con MFP podria conducir también a la sub o sobreestimacion de la frecuencia
de la mutacion CALR; de los estudios incluidos, el de Suboticki T y Delic S reportaron
frecuencias heterogéneas de 82,9% y 10% con un nimero de pacientes bajo, de 41 y 30

respectivamente.

Al comparar la frecuencia de la mutacion en los dos grupos de enfermedades, el
metandlisis puso de manifiesto que no existen diferencias significativas (OR 0,9993). Este
hallazgo, confirma que la mutacion en CALR no es especifica de una neoplasia sino de
un grupo de ellas, lo cual puede explicarse por su fisiopatologia; las mutaciones en CALR,
al igual que JAK2 Y MPL, generan activacion constitutiva de vias de sefializacion
dependientes de receptores y citoquinas responsables de la proliferacion celular, siendo
la mas importante la via JAK-STAT. Dependiendo del receptor alterado, se generan
diferentes fenotipos de la enfermedad, el receptor MPL conduce principalmente al
desarrollo de TE y el receptor G-CSFR a MFP (9).

Como se menciond anteriormente, la principal limitacion de esta investigacion radica en
el bajo niumero de estudios en la mayoria de paises, esto impide determinar si la frecuencia
del marcador esta influenciada por el tipo de poblacion estudiada o por el nimero de

pacientes incluidos.

Finalmente, el desarrollo de la presente revision sistematica ha permitido demostrar que
la mutacion CALR representa un marcador molecular especifico y de alta frecuencia en
NMPC, que debe ser considerado e implementado en la practica médica y de laboratorio
para clasificar de manera especifica este grupo de entidades hematoldgicas;
adicionalmente, pone de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevas revisiones
sistematicas que sinteticen la informacion clinica disponible en diferentes estudios

individuales y de esta manera consolidar los conocimientos en este tema.



Referencias

1. Swerdlow S, Campo E, Harris N et al. World Health Organization Classification

of Tumours of haematopoietic and lymphoid Tissues. 2017

2. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Borowitz MJ, Beau MM Le, Bloomfield CD,
et al. The 2016 revision to the World Health Organization classi fi cation of myeloid
neoplasms and acute leukemia. Blood. 2016;127(20):2391-406.

3. Titmarsh GJ, Duncombe AS, Mcmullin MF, O’Rorke M, Mesa R, De Vocht F, et
al. How common are myeloproliferative neoplasms? A systematic review and meta-
analysis. Am J Hematol. 2014;89(6):581—7.

4. Tefferi A. Primary myelofibrosis: 2017 update on diagnosis, risk-stratification,
and management. Am J Hematol. 2016 Dec;91(12):1262—71.

5. Vardiman JW, Thiele J, Arber DA, Brunning RD, Borowitz MJ, Porwit A, et al.
The 2008 revision of the World Health Organization (WHO) classification of myeloid
neoplasms and acute leukemia: rationale and important changes. Blood. 2009
Jul;114(5):937-51.

6. NOWELL PC, HUNGERFORD DA. Chromosome studies on normal and
leukemic human leukocytes. J Natl Cancer Inst. 1960 Jul;25:85-1009.

7. Prieto F, Egozcue J, Forteza G, Marco F. Identification of the Philadelphia (Ph-1)
chromosome. Blood. 1970 Jan;35(1):23-7.

8. James C, Ugo V, Le Couedic J-P, Staerk J, Delhommeau F, Lacout C, et al. A
unique clonal JAK2 mutation leading to constitutive signalling causes polycythaemia
vera. Nature. 2005 Apr;434(7037):1144-8.

9. Vainchenker W, Kralovics R. Genetic basis and molecular pathophysiology of

classical myeloproliferative neoplasms. Blood. 2017;129(6):667—-79.

10.  Pikman Y, Lee BH, Mercher T, McDowell E, Ebert BL, Gozo M, et al.
MPLWH515L is a novel somatic activating mutation in myelofibrosis with myeloid
metaplasia. PLoS Med. 2006;3(7):1140-51.

11. Nangalia J, Massie CEE, Baxter EJJ, Nice FLL, Gundem G, Wedge DCC, et al.

Somatic CALR mutations in myeloproliferative neoplasms with nonmutated JAK2. N



Engl J Med [Internet]. 2013;369(25):2391-405. Available from:
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJMo0al312542%5Cnhttp://www.ncbi.nim.nih.
gov/pubmed/24325359%5Cnhttp://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid
=PMC3966280

12.  Klampfl T, Gisslinger H, Harutyunyan AS, Nivarthi H, Rumi E, Milosevic JD, et
al. Somatic mutations of calreticulin in myeloproliferative neoplasms. N Engl J Med
[Internet]. 2013;369(25):2379-90. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24325356

13.  Michalak M, Corbett EF, Mesaeli N, Nakamura K, Opas M. Calreticulin: one
protein, one gene, many functions. Biochem J [Internet]. 1999;344 Pt 2:281-92.
Available from:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1220642&tool=pmcentrez&

rendertype=abstract

14, Kim SY, Im K, Park SN, Kwon J, Kim J-A, Lee DS. CALR, JAK2, and MPL
mutation profiles in patients with four different subtypes of myeloproliferative
neoplasms: primary myelofibrosis, essential thrombocythemia, polycythemia vera, and
myeloproliferative neoplasm, unclassifiable. Am J Clin Pathol. 2015 May;143(5):635—
44,

15.  Li MY, Chao HY, Sun AN, Qiu HY, Jin ZM, Tang XW, et al. [Clinical
significance of JAK2CALR and MPL gene mutations in 1 648 Philadelphia chromosome
negative myeloproliferative neoplasms patients from a single center]. Zhonghua Xue Ye
Xue Za Zhi. 2017 Apr;38(4):295-300.

16.  Andrikovics H, Krahling T, Balassa K, Halm G, Bors A, Koszarska M, et al.
Distinct clinical characteristics of myeloproliferative neoplasms with calreticulin
mutations. Haematologica. 2014;99(7):1184-90.

17. Guo H, Chen X, Tian R, Chang J, Li J, Tan Y, et al. Frequencies, Laboratory
Features, and Granulocyte Activation in Chinese Patients with CALR-Mutated
Myeloproliferative Neoplasms. PLoS One. 2015;10(9):e0138250.

18.  Li N, Yao Q-M, Gale RP, Li J-L, Li L-D, Zhao X-S, et al. Frequency and allele
burden of CALR mutations in Chinese with essential thrombocythemia and primary



myelofibrosis without JAK2(V617F) or MPL mutations. Leuk Res. 2015
May;39(5):510-4.

19.  Kim Y, Park J, Jo I, Lee GD, Kim J, Kwon A, et al. Genetic-pathologic

characterization of myeloproliferative neoplasms. Exp Mol Med. 2016 Jul;48:e247.

20.  KimBH, Cho Y-U, Bae M-H, Jang S, Seo E-J, Chi H-S, etal. JAK2 V617F, MPL,
and CALR Mutations in Korean Patients with Essential Thrombocythemia and Primary
Myelofibrosis. J Korean Med Sci. 2015 Jul;30(7):882-8.

21.  Tefferi A, Guglielmelli P, Larson DR, Finke C, Wassie EA, Pieri L, et al. Long-
term survival and blast transformation in molecularly annotated essential
thrombocythemia,  polycythemia vera, and myelofibrosis. Blood. 2014
Oct;124(16):2507-13; quiz 2615.

22.  Trifa AP, Banescu C, Bojan AS, Voina CM, Popa S, Visan S, et al. MECOM,
HBS1L-MYB, THRB-RARB, JAK2, and TERT polymorphisms defining the genetic
predisposition to myeloproliferative neoplasms: A study on 939 patients. Am J Hematol.
2018 Jan;93(1):100-6.

23.  MisawaK, Yasuda H, Araki M, Ochiai T, Morishita S, Shirane S, et al. Mutational
subtypes of JAK2 and CALR correlate with different clinical features in Japanese patients

with myeloproliferative neoplasms. Int J Hematol. 2018 Jun;107(6):673-80.

24.  Gango A, Mozes R, Boha Z, Kajtar B, Timar B, Kiraly PA, et al. Quantitative
assessment of JAK2 V617F and CALR mutations in Philadelphia negative
myeloproliferative neoplasms. Leuk Res. 2018 Feb;65:42-8.

25.  Trifa AP, Banescu C, Tevet M, Bojan A, Dima D, Urian L, etal. TERT rs2736100
A>C SNP and JAK2 46/1 haplotype significantly contribute to the occurrence of JAK2
V617F and CALR mutated myeloproliferative neoplasms - a multicentric study on 529
patients. Br J Haematol. 2016 Jul;174(2):218-26.

26.  WuZ, Zhang X, Xu X, ChenY, Hu T, Kang Z, et al. The mutation profile of JAK2
and CALR in Chinese Han patients with Philadelphia chromosome-negative

myeloproliferative neoplasms. J Hematol Oncol. 2014 Jul;7:48.



27. LinY, LiuE, SunQ, MaJ, Li Q, Cao Z, et al. The Prevalence of JAK2, MPL, and
CALR Mutations in Chinese Patients With BCR-ABL1-Negative Myeloproliferative
Neoplasms. Am J Clin Pathol. 2015 Jul;144(1):165-71.

28. Suboticki T, Mitrovic Ajtic O, Beleslin-Cokic BB, Nienhold R, Diklic M, Djikic
D, et al. Angiogenic factors are increased in circulating granulocytes and CD34(+) cells

of myeloproliferative neoplasms. Mol Carcinog. 2017 Feb;56(2):567—79.

29. Delic S, Rose D, Kern W, Nadarajah N, Haferlach C, Haferlach T, et al.
Application of an NGS-based 28-gene panel in myeloproliferative neoplasms reveals
distinct mutation patterns in essential thrombocythaemia, primary myelofibrosis and
polycythaemia vera. Br J Haematol. 2016 Nov;175(3):419-26.

30.  Orvain C, Luque Paz D, Dobo I, Cottin L, Le Calvez G, Chauveau A, et al.
Circulating Cd34+ cell count differentiates primary myelofibrosis from other
Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasms: a pragmatic study. Ann Hematol.
2016 Oct;95(11):1819-23.

31.  Lee G, Arcasoy MO. The clinical and laboratory evaluation of the patient with
erythrocytosis. Eur J Intern Med. 2015 Jun;26(5):297-302.

32.  Michiels JJ, Berneman Z, Schroyens W, De Raeve H. Changing concepts of
diagnostic criteria of myeloproliferative disorders and the molecular etiology and
classification of myeloproliferative neoplasms: from Dameshek 1950 to Vainchenker
2005 and beyond. Acta Haematol. 2015;133(1):36-51.

33.  Rotunno G, Mannarelli C, Guglielmelli P, Pacilli A, Pancrazzi A, Pieri L, et al.
Rotunno 2014 Impact of calretinin mutations on clinical and hematological phenotype
and outcome in ET. 2016;123(10):1552-6.

34. Sun C, Zhou X, Zou Z-J, Guo H-F, Li J-Y, Qiao C. Clinical Manifestation of
Calreticulin Gene Mutations in Essential Thrombocythemia without Janus Kinase 2 and
MPL Mutations: A Chinese Cohort Clinical Study. Chin Med J (Engl). 2016
Aug;129(15):1778-83.

35. Chen C-C, Gau J-P, Chou H-J, You J-Y, Huang C-E, Chen Y-Y, et al.
Frequencies, clinical characteristics, and outcome of somatic CALR mutations in JAK2-
unmutated essential thrombocythemia. Ann Hematol. 2014 Dec;93(12):2029-36.



36. Ojeda MJ, Bragos IM, Calvo KL, Williams GM, Carbonell MM, Pratti AF.
CALR, JAK2 and MPL mutation status in Argentinean patients with BCR-ABL1-
negative myeloproliferative neoplasms. Hematology. 2018 May;23(4):208-11.

37. . Grupo Banco mundial: Gasto en investigacion y desarrollo (% del PIB)
[internet]. n.d [consultado 10 de julio 2018]. Disponible
en:https://datos.bancomundial.org/indicador/GB.XPD.RSDV.GD.ZS?view=map&year_
high_desc=false.



