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Resumen

Antecedentes y objetivo: en la literatura cientifica mundial la frecuencia de JAK2
presenta una alta heterogeneidad en las neoplasias mieloproliferativas crénicas. El objetivo
de esta investigacion fue analizar la prevalencia de la mutacién JAK2 en mielofibrosis
Primaria (MFP) y compararla segtn la técnica de deteccién en los afios 2007-2018.

Material y métodos: revision sistematica con metaandlisis, usando 21 bisquedas en
tres bases de datos multidisciplinarias. Se aplicaron las fases de identificacion, tamizacién,
eleccién e inclusion de la guia PRISMA. Se garantizé reproducibilidad y evaluacion de
la calidad metodoldgica. Los andlisis se basaron en frecuencias y metaandlisis para la
prevalencia de la mutacién con su intervalo de confianza de 95%.

Resultados: se incluyeron 29 estudios con 744 pacientes, los cuales provienen princi-
palmente de Corea, Brasil y China. La técnica mas empleada fue AS-PCR, las prevalencias
de JAK2 con esta técnica oscilaron entre 33.3 'y 71.4%; con PCR en tiempo real entre 42.9
y 77.3%, con secuenciaciéon de 14.3-57.4% y en ARMS de 36.4-83.3%. La prevalencia
de JAK2 no presentd diferencias estadisticamente significativas segtn el tipo de prueba
diagnéstica utilizada.

Conclusion: se evidencian altas frecuencias de la mutacion JAK2V617F en MFP,
lo que evidencia que el diagndstico de esta entidad no debe realizarse tinicamente por
caracteristicas clinicas y hematoldgicas sino también por la tamizacién genética de los
pacientes. (Acta Med Colomb 2020; 45. DOI: https://doi.org/10.36104/amc.2020.1462).
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Abstract

Background and objective: in the global scientific literature, the frequency of JAK2 is highly
heterogenous in chronic myeloproliferative neoplasms. The objective of this study was to analyze
the prevalence of the JAK2 mutation in primary myelofibrosis (PMF) and compare it according to
the detection method used, from 2007-2018.

Materials and methods: a systematic review with meta-analysis, using 21 searches in three
multidisciplinary databases. The PRISMA guideline phases of identification, screening, selection and
inclusion were applied. Reproducibility and evaluation of the methodological quality were ensured.
The analyses were based on frequencies and meta-analysis for the prevalence of the mutation with
its 95% confidence interval.

Results: twenty-nine studies with 744 patients were included, mainly from Korea, Brazil and
China. The most commonly used technique was AS-PCR, and the prevalence of JAK2 with this
technique ranged from 33.3 to 71.4%; with real-time PCR ranging from 42.9 to 77.3%, sequencing
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from 14.3-57.4%, and ARMS from 36.4-83.3%. The prevalence of JAK2 showed no statistically

significant differences according to the type of diagnostic test used.

Conclusion: high frequencies of the JAK2V617F mutation are seen in PMF, which shows that

this entity should not be diagnosed solely based on clinical and hematological characteristics, but also
on the patients’ genetic screening. (Acta Med Colomb 2020; 45. DOI: https://doi.org/10.36104/

amc.2020.1462).
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Introduccion

La mielofibrosis primaria (MFP) es una neoplasia mie-
loproliferativa crénica (NMPC) filadelfia negativa; la més
reciente clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud la ha subclasificado en estado prefibrético y fibro-
tico, dada la necesidad de diferenciarla de trombocitemia
esencial. La incidencia anual estimada para esta enfermedad
es 0.5-1.5 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 demds NMPC, la MFP se caracteriza
por expansion clonal de células madres hematopoyéticas
que conlleva a una produccién descontrolada de células
maduras, principalmente megacariocitos y granulocitos;
una caracteristica que diferencia esta entidad de las demds
que componen el grupo es la fibrosis reactiva en médula
Osea, con manifestaciones clinicas como anemia grave,
esplenomegalia, trombosis y sangrado (3). Es importante
mencionar que la fibrosis en médula ésea puede darse por
causas diferentes a MFP, incluidos los estados de reacti-
vidad y entidades hematoldgicas como algunas leucemias
agudas; en tales casos la mielofibrosis se denomina se-
cundaria (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”y “otras mutaciones” , €stas tltimas
relacionadas con prondstico y evolucion de la enfermedad.
Las “mutaciones drivers” se utilizan como marcadores diag-
ndsticos, para el caso de MFP se recomienda la deteccion de
JAK2,CALR y MPL, siendo mds relevante la primera (1,4).

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

Desde la identificacién de JAK2 en MFP, el objetivo de
varios estudios ha sido determinar su frecuencia, mostran-
do una elevada heterogeneidad, probablemente atribuible
al tipo de poblacién estudiada, asi como a la variabilidad
en los pardmetros de validez diagndstica de las pruebas
empleadas para la deteccidn del marcador. En tal sentido,
se dispone de estudios con frecuencias tan bajas como de
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 investigacién, el
objetivo de esta revision sistemadtica es metaanalizar la pre-
valencia de la mutacién JAK2 en MFP y compararla segin
la técnica de deteccion.

Material y métodos

Tipo de estudio: revision sistemdtica de la literatura con
metaandlisis de medidas indirectas.

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

Identificacion: se realiz6 una bisqueda 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 mas
antiguo hallado con el protocolo de revisién.

Tamizacion: se incluyeron los articulos que contenian los
términos de busqueda en titulo, resumen o palabras clave; y
se eliminaron los titulos duplicados. Posteriormente se apli-
caron como criterios de inclusion los estudios relacionados
con el tema de interés (NMPC), investigaciones que repor-
taran la frecuencia de la mutacion JAK2V617F en MFP, ar-
ticulos originales y publicaciones en humanos o in vivo. Al-
gunas 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 Phi-
ladelphia 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 o menos
casos), estudios con informacién incompleta que no especi-
ficaron tipo de diagnéstico o no reportaron la frecuencia de
la mutacién, estudios experimentales o clinicos y estudios
que evaluaron pruebas diagndsticas.

Inclusién: la caracterizacion de los estudios se realizd
con extraccién de las variables titulo, autores, tipo de estu-
dio, tema principal del estudio, revista, afio de publicacién,
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primer autor, pais de estudio, nimero de pacientes evaluados,
frecuencia de la mutacion JAK2V617F, técnica de deteccion
de la mutacién y descripcion de los sujetos de estudio.

Analisis de reproducibilidad y evaluacién de la ca-
lidad metodolégica: se evalud la reproducibilidad de la
buisqueda de estudios y extraccion de la informacién con
dos investigadores que aplicaron el protocolo de manera
independiente, resolviendo las discrepancias por consenso.
La calidad metodoldgica se determind con la guia STROBE
(Strengthening the Reporting of Observational studies in
Epidemiology), cuyos criterios fueron aplicados por dos
investigadores, con el fin de garantizar la reproducibilidad
de esta fase.

Andlisis de la informacién

Las variables de estudio se describieron con frecuencias
absolutas y relativas, para el andlisis de la frecuencia de la
mutacion JAK2V617F en MFP se realiz6 un metaanalisis
de medidas indirectas segun la técnica de deteccidén (com-
paracién de la prevalencia de la mutacion segun la técnica
diagnéstica, pero a partir de estudios primarios que no hacen
tal comparacion, sino que reportaron la prevalencia de ma-
nera independiente por cada prueba de deteccion analizada),
mediante la estimacién de proporciones con su intervalo de
confianza de 95% y Prueba Z (intervalos de confianza para
la diferencia de proporciones).

Resultados

Se obtuvo un total de 12 845 estudios sin la aplicacion
de limites, los cuales se restringen a 1909 resultados con la
biisqueda en titulo, resumen, palabra clave; se eliminaron
253 articulos duplicados, 1482 articulos por no cumplir con
los criterios de inclusién y 145 que cumplian con los criterios
de exclusidn, finalmente se tomaron 29 estudios para la sin-
tesis cualitativa y cuantitativa de la informacion (Figura 1).

Los estudios se publicaron entre 2007 y 2018, los paises
con el mayor nimero de estudios fueron Corea (n=5), Bra-
sil (n=3) y China (n=3), el andlisis por continente muestra
que el mayor nimero 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 diagndsticos de la
OMS (Tabla 1).

Todos los estudios presentaron excelente calidad metodo-
l6gica, dado que cumplieron con mds de 70% de los criterios
de la guia STROBE; sin embargo, la mayoria no explicitaron
los pardmetros para estimar el tamafio de muestra, ni discutié
las limitaciones o posibilidades de generalizacion de los
resultados (Figura 2).

Con base en la aplicaciéon de AS-PCR las prevalencias
de JAK?2 oscilaron entre 33.3 y 71.4%; con PCR en tiempo
real el rango estuvo entre 42.9 y 77.3%, con secuenciacion
de 14.3-57.4% y en ARMS de 36.4-83.3% (Figura 3). Dos
estudios que utilizaron PCR-RFLP reportaron prevalencia
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Figura 1. Flujograma de bisqueda y seleccion de estudios.

de 72.7 y 40% (32,32), en el estudio de Takata con SNP fue
36.4%, Vytrva con DHPLC 63.6%, Wu Z con HRM 58.0%
y Misawa con ABC-PCR 53.8% (34-37).
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Figura 2. Evaluacion de la calidad metodoldgica de los estudios.




Moénica Mejia-Ochoa y cols.

Tabla 1. Descripcion de estudios segiin afio. pais. edad y criterio diagndstico.

Autor Afio Pais Edad Criterio diagnéstico
AS-PCR
Speletas M (11) 2007 Grecia 61.0° Criterios Italianos para el diagndstico
LuciaE (12) 2008 Italia Sin dato OMS 2001
Pardanani A (13) 2008 Estados Unidos 58.0* OMS 2001
XuW (14) 2008 China 480" OMS 2001
Bang S (15) 2009 Corea Sin dato OMS 2001
Medinger M (16) 2009 Suiza 54.0* No especifica
Kim JT (17) 2010 Corea 583° OMS 2008
Benmoussa A (18) 2011 Marruecos 56.83 ¢ No especifica
Vadikolia CM (19) 2011 Grecia 66.5 ¢ OMS 2008
Ha J (20) 2012 Corea 673 OMS 2008
Zhang XY (21) 2012 China Sin dato No especifica
PCR tiempo real
Boveri E (22) 2008 Italia 58.0* OMS 2001
Dos Santos L (23) 2011 Brasil 593 OMS 2008
Payzin KB (24) 2014 Turquia 628 OMS 2008
Azevedo AP (25) 2017 Portugal Sin dato OMS 2008
Secuenciacién
Jaradat SA (7) 2015 Jordania Sin dato a No especifica
Kim S (26) 2015 Corea 61.5° OMS 2008
Lekovic D (27) 2017 Serbia 620 OMS 2008
ARMS
Trifa AP (28) 2010 Rumania >60.0° OMS 2001
Park SH (9) 2013 Corea 620 Expertos (histopatologia)
Borowczyk M (29) 2015 Polonia 56.0° OMS 2008
Ojeda MJ (30) 2018 Argentina Sin dato OMS 2008
PCR-RFLP
da SilvaR (31) 2012 Brasil Sin dato Diagnéstico clinico
Didone A (32) 2016 Brasil 62.3° OMS 2008
Otras
Tefferi A (RT-PCR) (33) 2009 Estados Unidos 50.5¢ OMS 2001
Takata Y (SNP) (34) 2014 Japén 69.3¢ OMS 2008
Vytrva N (DHPLC) (35) 2014 Austria 729 OMS 2001
Wu Z (HRM) (36) 2014 China Sin dato OMS 2008
Misawa K (ABC-PCR) (37) 2018 Japon 60.0 ¢ OMS 2008

@ Edad media de pacientes con MFP." Edad media de pacientes con NMPC sin explicitar el de MFP.
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La prevalencia de JAK2 no present6 diferencias estadis-
ticamente significativas segtn el tipo de prueba diagndstica
utilizada; con prevalencia de 64.6% (1C95%=54.7-74.6)
usando ARMS en 99 pacientes; 57.3% (I1C95%=47.2-
67.3) con PCR en tiempo real con 103 pacientes; 51.2%
(IC95%=44.1-58.3) en 205 pacientes evaluados con AS-
PCR y 51.0% (IC95%=40.6-61.4) en 98 pacientes analiza-

AS-PCR

Speletas M 12 I 583
Lucia E 19 . 63,2
Pardanani A 37 _ 514
XuW 13 38,5
Bang SM 12 [ 333
Medinger M 26 53.8
Kim JT 26 N 462
Benmoussa A 12 _ 333
Vadikolia CM 14+ I 14
Hal 17 52,9
Zhang XY 17 529
PCR TIEMPO REAL

Boveri E 46 S 56,5
Dos Santos L 21 _ 429
Payzin KB 2z I 73
Azevedo AP 14 50,0
SECUENCIACION

Jaradat SA 14 N 14,3
Kim $ s4 574
Lekovic D 30 56,7
TOTAL 98 51.0
ARMS

Trifa AP 15 60,0
Park SH 24 [N 83,3
Borowczyk M 11 364
Ojeda MJ 40 [ 63.3

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

ARMS L

PCR en tiempo real L
Secuenciacién _
AS-PCR A

Figura 4. Metaandlisis de medidas indirectas para la prevalencia de JAK2 segiin el uso
de PCR, secuenciacion y ARMS.
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dos mediante secuenciacion (Figura 4). No obstante, se debe
aclarar que al comparar los grupos con la prevalencia mas
alta y la més baja, el poder estadistico fue 77.5%, lo que
daria cuenta de un error f3 alto demostrando la necesidad de
aumentar el nimero de investigaciones y de pacientes por
estudio en esta enfermedad.

Discusion

Los resultados de esta revisién con 29 estudios y 744
pacientes evidencian que la principal técnica empleada fue
AS-PCR, las prevalencias de JAK2 con esta técnica oscila-
ron entre 33.3 y 71.4%; con PCR en tiempo real entre 42.9
y 77.3%, con secuenciacion de 14.3-57.4% y en ARMS de
36.4-83.3%.

La mayoria de estudios se realizaron en Corea, Brasil
y China, paises con partidas presupuestales importantes
en politicas de desarrollo e investigacion (38). En el caso
de Sur América, se evidencia un desarrollo insuficiente
en la bisqueda de mutaciones en los diferentes centros
hematolégicos, a pesar de que JAK2 se incluya como
criterio mayor de diagndstico en la actualizacién de la
OMS del afio 2016; lo que impide el establecimiento de un
diagnoéstico preciso de la enfermedad que podria evitar la
confusién con otras causas de fibrosis medular, al tiempo
que impide un estudio integral de la enfermedad (1, 39).

Las altas frecuencias encontradas para la mutacién
JAK2 en este estudio ponen de manifiesto la necesidad
de migrar de los sistemas de prondstico 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, princi-
palmente con la deteccidn 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 criterios de puntuacién prondstica de los nuevos
sistemas internacionales basados en caracteristicas ge-
néticas 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).

Segtin la técnica utilizada, la prevalencia de las muta-
ciones en JAK2 no mostré una diferencia estadisticamente
significativa, estos resultados pueden estar influenciados
por un bajo poder estadistico (77.5%) producto del bajo
nimero de estudios y pacientes analizados por cada una
de las técnicas; incluso, al evaluar la calidad metodolégica
s6lo el 17% describen como se llegd al tamafio de muestra,
lo que afecta la estimacion de la prevalencia. Esto puede
estar sustentado en la dificultad para incluir pacientes con
diagnostico de MFP por su baja ocurrencia y buisqueda
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activa de casos a nivel mundial (46). Esta situacién podria
mejorarse con el desarrollo de estudios multicéntricos que
permiten la inclusién de un mayor nimero de pacientes
y de esta manera, mejorar la estimacidn de la prevalencia
o aumentar el poder estadistico de las comparaciones
realizadas en diferentes subgrupos.

El sistema de mutacién refractaria a la amplificacion
(ARMS) y 1a 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 pardmetro puede ser
afectado por el tipo de mutacién y disefio correcto de los
primers (47). Por su parte, la PCR en tiempo real es alta-
mente sensible y especifica con tiempos de procesamiento
muy cortos, a diferencia de las metodologias descritas,
permite una cuantificaciéon reproducible del material
genético; no obstante, esta técnica puede generar gran
cantidad de datos inexactos cuando no se tiene un estric-
to control de calidad de las variables analiticas como la
calidad de los estdndares y la correcta seleccion del gen
housekeeping (48).

La secuenciacidén es una técnica molecular que permi-
te determinar con exactitud modificaciones especificas
en secuencias génicas; sin embargo, a diferencia de las
anteriores, su principal limitacién, cuando se usa secuen-
ciacién de Sanger, es la baja sensibilidad analitica, y las
altas concentraciones de ADN requeridas (49).

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 metodo-
logias de secuenciacion diferentes a Sanger, con el fin de
lograr mayor sensibilidad en la tamizacion genética de los
pacientes con MFP.

Entre las limitaciones del presente estudio se encuentra
el bajo tamafio de muestra de los estudios incluidos, lo
que demuestra la necesidad de desarrollar nuevas inves-
tigaciones en el tema; ademds, por el nimero de estudios
y pacientes en cada técnica no se desarroll6 un meta-
andlisis con robustez en la evaluacién estadistica de la
heterogeneidad, el sesgo de publicacién o la sensibilidad
de las medidas de resumen; esto podria guardar relacién
con las restricciones de idioma utilizados y las estrategias
de busqueda en cada fuente consultada. En este orden de
ideas, estudios posteriores deberian mejorar la exhausti-
vidad de seleccién de articulos en este campo mediante el
aumento de los idiomas de biisqueda, ampliar el nimero
de términos, de fuentes consultadas, entre otras estrategias
que minimicen potenciales sesgos de seleccion.

Respecto a las técnicas empleadas en los diferentes es-
tudios, la mayoria tienen alta sensibilidad; sin embargo, de
acuerdo con las recomendaciones del grupo GEMFIN y la
Sociedad Espaifiola de Hematologia y Hemoterapia, no se
recomienda el uso de metodologias como la secuenciacién

tipo Sanger, pirosecuenciaciéon y PCR-RFLP por tener una
sensibilidad baja que estd limitada a un alto ndimero de
clonas mutadas (50).

Conclusién
Se evidencid una alta frecuencia de la mutacion JAK?2,
demostrando que el diagndstico de MFP no debe realizarse
Unicamente por caracteristicas clinicas y hematoldgicas
sino también por la biisqueda de marcadores moleculares
especificos.
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