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RESUMEN 

 

Se realizó un estudio no experimental, descriptivo-exploratorio, de campo y corte transversal, 
en 45 pacientes con sospecha o diagnóstico de NMP sin expresión leucémica (PV, TE, MFP). 
Para detectar la mutación JAK2V617F, se diseñaron primers específicos y se aplicaron 
técnicas moleculares como extracción de ADN por método salino, PCR punto final, 
electroforesis en gel de agarosa, purificación por perlas magnéticas y secuenciación capilar 
sanger. Se detectó la mutación JAK2V617F en el 60% de los pacientes, con mayor frecuencia 
en PV (84.6%), seguido de TE (33.3%) y MFP (20%). El análisis estadístico con la prueba de 
Chi cuadrado de Pearson mostró una asociación significativa ( : 15.89, p<0.001) entre las 
variables estudiadas, resaltando la importancia en la detección molecular de la mutación 
JAK2V617F en pacientes venezolanos con sospecha de NMP. Se concluyó que el análisis 
cualitativo de mutación puntual JAK2V617F se consideró válido y eficiente, especialmente 
para identificarla por primera vez en una población o en las etapas iniciales de las neoplasias 
mieloproliferativas. 

 

Palabras clave: Neoplasias mieloproliferativas, policitemia vera, trombocitemia esencial, 
mielofibrosis primaria, exón 14, mutación JAK2V617F, Diseño de primer.  
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ABSTRACT 

 

A non-experimental, descriptive-exploratory, field, and cross-sectional study was conducted 
on 45 patients with suspected or diagnosed MPN without leukemic expression (PV, ET, and 
PMF). To detect the JAK2V617F mutation, specific primers were designed, and molecular 
techniques such as DNA extraction by saline method, endpoint PCR, agarose gel 
electrophoresis, magnetic bead purification, and Sanger capillary sequencing were applied. 
The JAK2V617F mutation was detected in 60% of the patients, with the highest frequency in 
PV (84.6%), followed by ET (33.3%) and PMF (20%). Statistical analysis using Pearson’s 
Chi-square test showed a significant association ( : 15.89, p<0.001) between the studied 
variables, highlighting the importance of molecular detection of the JAK2V617F mutation in 
Venezuelan patients with suspected MPN. It was concluded that the qualitative analysis of 
the JAK2V617F point mutation was considered valid and efficient, especially for identifying 
it for the first time in a population or in the early stages of myeloproliferative neoplasms. 

 

Keywords: Myeloproliferative neoplasms, polycythemia vera, essential thrombocythemia, 
primary myelofibrosis, exon 14, JAK2V617F mutation, Primer design. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Las Neoplasias Mieloproliferativas (NMP), se definen como un conjunto de 

padecimientos neoplásicos con proliferación de un clon hematopoyético produciendo 

alteraciones en la maduración del linaje celular afectado, dentro de las cuales se 

describen: la Policitemia Vera (PV), Trombocitemia Esencial (TE) y Mielofibrosis 

Primaria (MFP) (1). 

El origen clonal y la gran diversidad fenotípica relacionada con este grupo de 

enfermedades le confiere una variedad de eventos oncogénicos como mutaciones y 

genes de fusión que al ser expresados inducen al desarrollo de las mismas. Para el 

2005 se introdujo la primera mutación conocida como “JAK2V617F” seguida de 

otras mutaciones que se han ido añadiendo a lo largo de las últimas dos décadas, 

como “Exón 12 JAK2”, “Exón 10 MPL” y “Exón 9 CARL”, las cuales han permitido 

una mejor compresión de la etiopatogenia de la enfermedad y la creación de nuevos 

algoritmos diagnósticos que facilitan la estandarización de los criterios 

histopatológicos para discernir entre las diferentes neoplasias mieloproliferativas (1,2). 

La mutación V617F en el gen JAK2 es considerada la mutación más frecuente 

entre las NMP, presentando según la patología un porcentaje de variación del 95% en 

pacientes con PV, 55% con TE y 65% con MFP, por lo que la organización mundial 

de la salud (OMS) establece la detección de la mutación JAK2V617F, como criterio 

molecular principal para el diagnóstico de NMP (1,3). 

Debido a la variabilidad epidemiológica que presentan las NMP, existe una 

escasez en la recolección de datos, sin embargo, estudios han evidenciado que afectan 

con mayor frecuencia a individuos con edades comprendidas de 30 a 70 años, con una 

mediana de incidencia entre los 50 y 55 años (4).  
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Para el año 2020, el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cáncer 

(CIIC), de la OMS, estimó un incremento de 19,3 millones de casos nuevos de 

cáncer, con un aumento en la tasa de población adulta (>60 años), entre los cuales las 

NMP presentó una incidencia con una tasa de 0,5-2,5 por cada 100.000 habitantes al 

año. (5,6). 

En América Latina, la falta de registros dificulta conocer con mayor exactitud 

la incidencia de estas enfermedades. Sin embargo, se han desarrollado diversos 

estudios enfocados en identificar la existencia de la mutación JAK2V617F en 

pacientes con neoplasias mieloproliferativas, evidenciando que la presencia de dicha 

mutación tiene una mayor prevalencia en PV, en comparación con otras NMP, 

resultados que son comparados y reproducibles en otras partes del mundo (7). 

En relación al comportamiento de la mutación, para el año 2020, Aguilar y col, 

realizaron un estudio en Argentina, donde relacionaron las manifestaciones clínicas y 

evolución de los pacientes con neoplasias mieloproliferativas crónicas, BCR-ABL 

negativas, haciendo uso de la detección molecular de la mutación V617F en el gen 

JAK2. La población fue de 264 pacientes con diagnóstico de NMP por biopsia de 

medula ósea y resultados de BCR-ABL negativo, incluyeron a 264 pacientes, de los 

cuales un 25.4% (n= 67) presentó PV, un 42,8% (n= 113) presentó TE y el restante 

31,8% (n= 84) con MFP, de los cuales solo le realizaron el estudio mutacional 

JAK”V617F al 73.5% de los pacientes (194 personas), donde la mutación 

JAK2V617F fue detectada en 68% de los casos analizados (8). 

 

Obtuvieron en los resultados, que la mutación JAK2V617F tuvo una mayor 

frecuencia en pacientes con Policitemia Vera, ésta se detectó en un 88% de los casos, 

mientras que en Trombocitemia Esencial y Mielofibrosis Primaria se detectó en un 

60%, quedando demostrado que el estudio molecular para el diagnóstico de las NMP 

es específico y está presente en casi todos los pacientes con PV, resultados que fueron 

similares en comparación con estudios que arrojaron resultados positivos para la 
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mutación JAK2V617F en pacientes con PV en un intervalo de 80 a 90%, sin 

embargo, resaltaron que los factores propios de cada población, pudiesen influir en 

las diferencia entre ambos estudios (8).  

 

Por su parte, Samia  y col, para el año 2021 publicaron los hallazgos obtenidos 

en una investigación cuyo objetivo era determinar la mutación JAK2V617F en 

pacientes con datos clínicos orientados a un diagnóstico de neoplasias 

mieloproliferativas (PV, TE, MFP), en una población de 974 pacientes, obtuvieron 

como resultados positivos un 37% (PV), 44% (TE), 29% (MFP). Finalmente, los 

autores señalaron que existe una relación significativa entre la presencia de la 

mutación y el cuadro hematológico de los pacientes, y como el detectar dicha 

mutación podría contribuir al diagnóstico preciso y seguimiento de los pacientes con 

neoplasias mieloproliferativas (9).  

 

 Más reciente, en Colombia para el año 2023, Giraldo y col, realizaron un 

estudio con el fin de establecer la frecuencia en las mutaciones en los genes “JAK2, 

MPL y CALR” en pacientes con NMP, para ello contaron con una población de 52 

pacientes, obtuvieron como resultado que el 51.9% de los pacientes portaban la 

mutación JAK2V617F, un 23.0% mutación en el gen CARL, 3.8% la mutación MPL, 

y un 23.0% restante eran triple negativos para las mutaciones que analizaron, esto 

demostró la importancia de la caracterización molecular de las mutaciones, para 

lograr un diagnóstico certero y aumento en la supervivencia global del paciente (7). 

En Venezuela, existe un déficit de investigaciones que  aborden esta temática, 

lo que dificulta el poder diagnosticar y clasificar molecularmente el origen de una 

neoplasia mieloproliferativa en el país, en este sentido el objetivo de esta 

investigación fue determinar a través de técnicas de biología molecular la mutación 

V617F (oncogén JAK2) para el diagnóstico de Neoplasias Mieloproliferativas (NMP) 

en Venezuela en el año 2024.  
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 

 

Objetivo general 

 

Determinar la mutación V617F (oncogén JAK2) para el diagnóstico de 

Neoplasias Mieloproliferativas (NMP) a través de técnicas de biología molecular en 

Venezuela en el año 2024. 

 

Objetivos específicos 

 

• Diseñar, a través del software bioinformático (Primer3Plus), los 

Oligonucleótidos específicos del exón 14 del gen JAK2 para la detección de la 

mutación JAK2V617F.  

 

• Categorizar la población de estudio según el tipo de neoplasia 

mieloproliferativa que padecen.  

 

• Detectar la mutación JAK2V617F en las muestras biológicas de los pacientes 

en estudio, aplicando técnicas de biología molecular. 

 

• Determinar la frecuencia de la mutación JAK2V617F por patología 

mieloproliferativa.   
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Diseño y tipo de investigación 

 

La investigación fue de tipo descriptivo exploratorio, con un diseño no 

experimental de campo y de corte transversal, centrado en la recopilación de los datos 

de cada uno de los pacientes sin manipular las variables, y en un momento único se 

determinó la presencia o ausencia de la mutación JAK2V617F, en pacientes referidos 

por su médico especialista de diferentes estados del territorio nacional venezolano 
(10,11). 

 

Población y muestra 

 

La población y muestra estuvo conformada por 45 pacientes diagnosticados o 

con sospecha de una Neoplasia Mieloproliferativa en cualquiera de sus variantes (PV, 

TE, MFP), los cuales asistieron a interconsulta en el área de Hematología de los 

siguientes centros médicos: Hospital Oncológico Miguel Pérez Carreño, Ciudad 

Hospitalaria Enrique Tejera (CHET), Hospital Central de Maracay y Hospital 

Victorino Santaella, en Venezuela en el año 2024. La selección de la muestra fue no 

probabilística intencional: se incluyeron aquellos pacientes diagnosticados o con 

sospecha de una NMP sin discriminación de edades, atendidos en las consultas 

hematológicas de los centros médicos antes mencionados. 

Se consideró como criterio de exclusión, aquellos pacientes con alguna NMP 

que hayan presentado un resultado “Positivo” para el gen BCR-ABL, así como 

aquellos que no aceptaron participar en el estudio por motivos personales y privados. 
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Consideraciones Bioéticas 

El presente estudio cumplió con los requisitos establecidos en los Art. 6, Art. 

9 y Art. 47 del reglamento de la comisión permanente, las comisiones operativas y 

las sub-comisiones operativas de bioética y bioseguridad de la Universidad de 

Carabobo, regido por el Código de Ética para la Vida, y por las leyes Nacionales, 

como el Art. 46 de la Constitución de la República  Bolivariana de Venezuela y el 

Art. 15 del Código de Deontología Médica Venezolano y los principios 

establecidos en las declaraciones Universales para las investigaciones genéticas en 

humanos, por ende, la presente investigación se apegó a los valores y principios 

bioéticos de Responsabilidad, No Maleficencia, Justicia, Beneficencia, Autonomía, 

Precaución, Solidaridad, Equidad, Transparencia, Honestidad e Integridad, con el 

objetivo de haber salvaguardado la integridad humana, los derechos humanos de la 

población en estudio y el respeto a los seres vivos (12-16).  

  

Los objetivos de la investigación fueron comunicados a los médicos que 

laboran en  los centros hospitalarios mencionados anteriormente, lugares donde se 

llevó a cabo la captación de los pacientes; del mismo modo se informaron los 

procedimientos del estudio: aplicación de encuesta tipo historia médica y extracción 

de muestra sanguínea o aspirado medular (según el criterio del médico especialista 

tratante). 

Seguidamente, la información fue extendida a los pacientes estudiados, quienes 

autorizaron su participación voluntaria en esta investigación, a través de la firma de 

un consentimiento informado (17), en el cual se detallaron los procedimientos a 

desarrollar con cada participante (Anexo A). Adicionalmente, a cada participante se 

le entregó una copia firmada del consentimiento informado, como soporte de 

participación en la investigación.  
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Procedimiento 

 

Ficha Médica del Paciente. 

Para conocer los datos de interés clínico de cada paciente, se utilizó un 

cuestionario tipo ficha médica siguiendo el Art. 171 del Código de Deontología 

Médica (16), el cual se aplicó a los participantes en el estudio, el instrumento consistió 

en una encuesta directa y personalizada adaptadas a las necesidades que se evaluaron 

en el estudio, éstas incluyen: Datos de pacientes (género, edad), datos de la muestra 

biológica, antecedentes de enfermedades infecciosas y consideraciones generales del 

paciente (Anexo B). Con el fin de tener un acercamiento a la realidad en que viven o 

vivían estas personas y conocer su estado clínico, se tenía justo la información 

relevante para llevar a cabo la investigación (18,19). 

 

Diseño de Oligonucleótidos.  

 

Con el fin de iniciar el diseño de los oligonucleótidos para el estudio, se extrajo la 

secuencia nucleotídica del gen JAK2, de la base de datos del GenBank del NCBI            

( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ ), se siguieron los pasos explicados a 

continuación: 

 

1. Obtención de la secuencia del gen JAK2:  

Al ingresar a la web del GenBank, en la parte superior  izquierda de su interfaz se 

encontraron los diferentes tipos de búsqueda, se seleccionó la exclusiva para genes. 

Se introdujo el nombre del gen (JAK2) en la barra de búsqueda, e inmediatamente la 

base de datos arrojó un listado de varias secuencias nucleotídicas específicas del gen 

de interés, de las cuales la únicamente relevante fue la especificada para el organismo 

Homo sapiens. 
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2. Localización del codón del aminoácido 617 en el Transcrito: 

Gracias a una búsqueda bibliográfica previamente realizada, donde se  describió 

que el cambio mutagénico JAK2V617F, ocurre en el aminoácido ubicado en la 

posición 617 de la proteína JAK2 (1,2), se extrajo la secuencia de ARNm (transcrito) 

correspondiente al gen, siendo esta secuencia la que se traduce en la proteína.  

Se tuvo en consideración, que cada aminoácido es codificado por un triplete de 

nucleótidos (codón), por lo tanto, se procedió a multiplicar el número de la posición 

del aminoácido por tres, obteniendo la posición del último nucleótido del codón (617 

x 3 = 1.851) y de esta forma se dedujo que el aminoácido  617 está codificado por los 

nucleótidos en las posiciones 1.849 a 1.851 del ARNm.  

 

Con el fin de confirmar que la región antes señalada es la zona específica de 

interés, se determinó en cual exón se encuentra la posición 1.849 del ARNm, en la 

secuencia de referencia del gen JAK2, evidenciando que el codón que traduce el 

aminoácido 617 se encuentra en el exón 14 del gen en estudio,  identificando el sitio 

de interés para el diseño de los primers. 

 

3. Diseño de los primers en el software bioinformático: 

Una vez identificada la zona de interés para la amplificación, se procedió al 

diseño de los primers mediante el software bioinformático de código abierto 

“Primer3Plus”. Con el fin de haber obtenido variedad en los primers diseñados y 

definido el más adecuado para la amplificación de la secuencia de interés del gen 

JAK2, se investigaron los parámetros que influyen en el diseño de los primers (20), de 

los cuales se seleccionaron aquellos que cumplieron con todos los parámetros 

establecidos. 
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Una vez en la interfaz que presenta Primer3Plus en su ventana principal, se 

insertó la secuencia nucleotídica de interés del gen JAK2 en formato “.fasta”, se 

marcaron a su vez las casillas para obtener el primer forward (Fw) y primer reverse 

(Rv). En el segundo apartado de configuración general, se estableció el tamaño del 

primer que osciló entre 18 a 30 pb, con un óptimo de 20 pb, de igual forma se ajustó 

la temperatura de melting (Tm) a un rango entre 55 y 65ᵒC con un óptimo de 62 °C  y 

con una diferencia máxima de 5 ᵒC entre pares de primers. El %GC se ordenó entre 

40 y 60% y un amplicón de entre 150 a 350pb.  

 

4. Análisis de especificidad y validez de los primers: 

Para determinar la especificidad de los primers se utilizó la herramienta 

bioinformática BLAST (Búsqueda de alineación de secuencia local) del GenBank del 

NCBI, en la cual se verificaron que los primers diseñados, solo alinearan en la región 

de interés (gen JAK2), confirmando la especificidad de los mismos. 

 

Una vez en la interfaz de la página, se seleccionó la opción “Nucleotide BLAST” 

y posteriormente se introdujo la secuencia del primer en la casilla de la parte superior 

izquierda, y se seleccionó como conjunto de búsqueda “RefSeq_Gene (Secuencias 

RefSeq Humanas)”. Tras haberse configurado los parámetros, se realizó el 

alineamiento y se obtuvo un listado de secuencias de genes de diferentes organismos, 

los cuales tuvieron especificidad de unión con dicho primer, quedando determinado 

finalmente la identidad del primer referente al gen JAK2 del organismo seleccionado, 

Homo sapiens. 

 

Como parte final, se llevó a cabo una prueba in silico de la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) con ayuda del programa Ugene, en el cual se compararon las 

secuencias  de los primers con la secuencia de nucleótidos del gen de interés, lo cual 

permitió aceptar o rechazar el par de imprimaciones diseñadas (21). Una vez instalado 

y ejecutado el programa en la computadora, se cargó el archivo de la secuencia del 
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gen JAK2 en formato .fasta, y se visualizó toda la secuencia nucleotídica en la 

pantalla principal. 

 

Con el fin de iniciar la PCR in silico, se seleccionó la opción “In Silico PCR” que 

se localiza en la barra de tarea ubicada en la zona superior derecha del programa, 

seguidamente se desplegó una ventana y se ingresó la secuencia de los primers 

Forwards y Reverses.  Una vez cargados los primers, el programa inmediatamente 

calculó y presentó las dificultades que podrían tener los primers en la PCR, además 

indicó la región amplificada, la longitud del amplicón y la temperatura de 

alineamiento, quedando demostrado in silico, la eficacia de los primers y reveló el 

resultado que se obtendría al realizar una PCR in vitro con los primers verificados.   
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Técnicas de Biología Molecular 

 

1- Extracción de ADN: Para la extracción de ADN se emplearon muestras de 

Sangre total o aspirado medular conservadas con el anticoagulante EDTA, se 

realizó a través del método salino propuesto por Lahiri y Numberger en el año 

1991 y utilizado en la actualidad (22,23). Los procesos por los cuales se realizó 

la extracción de ADN por método salino, fueron descritos en las Figuras 1A y 

1B.  

 

  

Tabla 1. Preparación de soluciones buffer. 

 

Buffer TKM1 (1L) Buffer TKM2 (500 mL) 

Reactivo Cantidad Reactivo Cantidad 

Tris HCl 12,11 g NaCl 11,70 g  

KCl 7,44 g TKM1 500 mL 

MgCl2 20,22 g 

EDTA 7,44 g 

H2O 1 L 

 

Fuente: Lahiri y Numberger. 1991 (22). 
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 Figura 1A: Protocolo de Extracción de ADN por Método Salino. Extraído de 

Lahiri y Numberger 1991 (22)  y Modificado por Marquines, Paredes. 2024. 
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Figura 1B: Protocolo de Extracción de ADN por Método Salino. Extraído 
de Lahiri y Numberger 1991 (22)  y Modificado por Marquines, Paredes. 2024. 



 

14 
 

2- Electroforesis en Gel de Agarosa 1.5x: La electroforesis en gel de agarosa a 

una concentración de 1.5x, se utilizó para cuantificar cualitativamente la 

concentración de ADN extraído de las muestras analizadas y se determinó la 

longitud y pureza de los fragmentos amplificados (23). El proceso por el cual se 

realizó la electroforesis de las muestras de ADN y de los productos 

amplificados en gel de agarosa, fueron descritos en las Figuras 2A, 2B y 2C. 

 

Tabla 2.  Preparación de solución buffer TBE. 

 

Buffer TBE 10 x (500 mL) Buffer TBE 1x  (1 L) 

Reactivo Cantidad Reactivo Cantidad 

Tris Base 54,0 g TBE 10 x 100 mL 

Ácido Bórico 27,5 g H2O dest 900 mL 

EDTA 4,65 g o 20 mL

H2O dest 500 mL 

Fuente: Hernández A.K. 2018 (23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

15 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 2A: Protocolo de Electroforesis en Gel de Agarosa. Extraído de 
Hernández A.K 2018 (23)  y Modificado por Marquines, Paredes. 2024. 
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Figura 2B: Protocolo de Electroforesis en Gel de Agarosa. Extraído de Hernández 
A.K 2018 (23)  y Modificado por Marquines, Paredes. 2024. 
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3- Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): Mediante la técnica de PCR, 

se amplificó la región de interés en el ADN extraído de las muestras, para ello 

se utilizó una solución para PCR “GoTaq G2 - GreenMasterMix” de la casa 

comercial PROMEGA, solución que contenía todos los componentes 

necesarios a concentraciones adecuadas para su uso, y se empleó un equipo 

termociclador GeneAmp PCR System 9700 de la casa comercial APPLIED 

BIOSYSTEMS, con el cual se llevó a cabo el proceso de amplificación por 

PCR (24). Los procesos realizados para la amplificación del gen de interés 

fueron descritos en las Figuras 3A y 3B. 

 
 

 

Figura 2C: Protocolo de Electroforesis en Gel de Agarosa. Extraído de 
Hernández A.K 2018 (23)  y Modificado por Marquines, Paredes. 2024. 



 

18 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 3A: Protocolo de PCR con solución GoTaq G2-Promega. Elaborado por 
Marquines, Paredes. 2024 (24). 
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Figura 3B: Protocolo de PCR con solución GoTaq G2-Promega. Elaborado 
por Marquines, Paredes. 2024 (24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4- Purificación por Perlas Magnéticas: Es una técnica que se utilizó para la 

purificación del material genético, productos amplificados y productos 

marcados (25). La purificación se llevó a cabo empleando perlas magnéticas de 

la casa comercial PROMEGA (MagneSil-Green). Los procesos por los cuales 

se realizó la purificación de las muestras por el método de MagneSil-Green, 

fueron descritos en las Figuras 4A y 4B. 
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Figura 4A: Protocolo de Purificación por Perlas Magnéticas con solución 
MagneSil-Green para producto amplificado. Tomado de Promega, Magnesil 

Sequencying Reaction Clean-Up System 2010 (25). Elaborado por Marquines, 
Paredes. 2024. 
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Figura 4B: Protocolo de Purificación por Perlas Magnéticas con solución 
MagneSil-Green para producto marcado. Tomado de Promega, Magnesil 

Sequencying Reaction Clean-Up System 2010 (25). Elaborado por Marquines, Paredes. 
2024. 
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5- Secuenciación por Electroforesis Capilar Sanger: Se aplicó una técnica de 

separación basada en la diferencia de la velocidad de migración de moléculas 

o biomoléculas cargadas bajo la acción de un campo eléctrico, por ende, se  

determinó la secuencia específica de ácidos nucleicos (orden de las bases) en 

el producto amplificado. La secuenciación electroforética de los productos de 

la PCR purificados, se realizó en un Secuenciador ABI modelo 310, para ello, 

las muestras fueron tratadas con un reactivo de marcaje como el BigDye – 

Terminator v3.1 de la casa comercial APPLIED BIOSYSTEMS (26). Los 

procesos por los cuales se realizó la secuenciación por electroforesis capilar 

Sanger, fueron descritos en las Figuras 5A y 5B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5A: Protocolo de Secuenciación Capilar Sanger con solución 
BigDye Terminator v3.1. Elaborado por Marquines, Paredes. 2024. 



 

23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5B: Protocolo de Secuenciación Capilar Sanger con solución BigDye 
Terminator v3.1.  Elaborado por Marquines, Paredes. 2024. 
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Análisis de los datos 

 

      Los resultados se expresaron y se analizaron en tablas descriptivas, para ello se 

emplearon frecuencias absolutas y relativas (%) en las variables que lo ameritaron. Se 

aplicó la prueba Chi cuadrado de Pearson para comparar o asociar las variables 

cualitativas estudiadas. Se utilizó para el análisis el paquete estadístico SPSS 

(Statistical Package for the Social Science) versión 26.0 para Windows para el 

análisis de los resultados de las variables con un nivel de significancia igual a 0,05 

(p<0,05). 
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RESULTADOS 

 

• Diseño de los oligonucleótidos. 

            El GenBank (NCBI) al ser una plataforma que realiza intercambio de datos 

con el Archivo Europeo de Nucleótidos (ENA) y el Banco de Datos de Japón 

(DDBJ), contiene secuencias de nucleótidos disponibles para 420.000 especies, 

teniendo una cobertura mundial sobre las secuencias genéticas descritas hasta la 

actualidad (27).  El resultado de la búsqueda de la secuencia genética del gen JAK2 

para la especie Homo Sapiens fue única, por ende, se obtuvo una secuencia de 

referencia  “Refseq-Gene” con el código de acceso NG_009904.1.   

 

            Con el software Primer3Plus, se obtuvieron primers con diferentes 

características, se mantuvieron los parámetros estándar del programa y se 

modificaron algunos parámetros a conveniencia con el fin de haber mejorado la 

especificidad y sensibilidad de los primers, como por ejemplo, la concentración de 

iones divalentes, se ajustó a una concentración estándar de 1.5 mM cloruro de 

magnesio  (MgCl2). La concentración de MgCl2, influyó de forma proporcional en la 

reacción de PCR, aumentó la temperatura de hibridación del ADN y por ende la 

optimización de la reacción, permitiendo haber obtenido una mayor especificidad (28). 

Como resultado, se obtuvieron un total de tres pares de primers, cuyas características 

son mostradas en la tabla 3. 

 

 



 

26 
 

 

 

Para confirmar que los primers diseñados, fueran altamente específicos para la 

amplificación el gen JAK2, se realizó una búsqueda con la herramienta Nucleotide 

BLAST en la plataforma GenBank NCBI. Se verificó que los primers estuvieran 

alineados un 100% con el gen de interés (Homo sapiens gene JAK2).   

De este modo, se confirmó que los 6 primer diseñados, eran altamente 

específicos  para la región del gen JAK2, teniendo un alineamiento del 100% con el 

gen de interés.  

1er par de Primer 

Sentido Longitud (pb) Tm (°C) % GC Self 
ΔG  

(kcal/mol) 
Secuencia 

Fw 
Rv 

24 
22 

50.0 20.83 2 -1.5 5’-  CAATTCTTTGTACTTTTTTTTTTC -3’
54.0 31.8 3 -2.0 5’- TCTTGTGAAAAAGGAAAGCAAT -3’

Amplicon: 
Diferencia de Tm: 

Tm en conjunto: 
Formación de Dímeros: 

302 pb 
4.0 °C 
52.0 °C 
Media  probabilidad 

2do par de Primer 

Sentido Longitud (pb) Tm (°C) % GC Self 
ΔG  

(kcal/mol) 
Secuencia 

Fw 
Rv 

20 58.0 40 4 -3.0 5’- TCTTTGAAGCAGCAAGTATG -3’ 
20 58.0 40 5 -3.5 5’-  CTTTCTAATGCCTTTCTCAG -3’ 

Amplicon: 
Diferencia de Tm: 

Tm en conjunto: 
Formación de Dímeros: 

121 pb 
0 °C 
58 °C 
Alta probabilidad 

3er par de Primer 

Sentido Longitud (pb) Tm (°C) % GC Self 
ΔG  

(kcal/mol) 
Secuencia 

Fw 
Rv 

21 60.0 50.0 1 -2.0 5’- GCTGAAAGTAGGAGAAAGTGC -3’ 
24 64.0 34.8 1 -3.0 5’- GGAGTTAAGTATTTTTGAAACTGA-3’ 

Amplicon: 
Diferencia de Tm: 

Tm en conjunto: 
Formación de Dímeros: 

332 pb 
4 °C 
62 °C 
Baja probabilidad.  

Tabla 3. Primers obtenidos mediante Primer3Plus
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Figura 6. Resultados del BLAST del Primer Fw/Rv 1. 

Figura 7. Resultados del BLAST del Primer Fw/Rv 2. 
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Por último, con el fin de que quedaran definidos los juegos de primers 

diseñados, se realizó una PCR in silico, mediante la herramienta bioinformática 

Ugene, con la cual se recreó de forma virtual el comportamiento de los primers según 

sus características, se visualizó la región específica de alineamiento y se validó que 

no generasen complicaciones en la PCR in vitro (21).  Se ejecutó esta acción en cada 

juego de primers diseñados en Primer3Plus, se visualizó la región de alineamiento, y 

las características de los juegos de primers:    

Figura 8. Resultados del BLAST del Primer Fw/Rv 3. 
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Para el juego de primer número 1, se visualizó un amplicón de 302 pb, siendo 

un tamaño adecuado para una amplificación por PCR, de igual forma  se obtuvo una 

probabilidad media en formación de dímeros o heterodímeros que pudiesen haber 

intervenido en la reacción. Por otro lado, ambos primers presentaron un contenido de 

GC bajo, lo que podría haber afectado la eficiencia de la amplificación, al igual que 

presentaron temperaturas de fusión menor a lo establecido en las bibliografías y a lo 

reportado por el software de diseño Primer3Plus, ya que Ugene utilizó la regla de 

Wallace para el cálculo de temperatura de fusión, éste reportó temperaturas diferentes 

en comparación a las calculadas en el software Primer3Plus, el cual utilizó la fórmula 

termodinámica (20). 

 

Figura 9. Amplicón y Características obtenidas para el juego de Primer 1, 
mediante una PCR in silico en el software Ugene. 
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. 

 

 

 

Para el juego de primer 2, el amplicón fue de menor tamaño, amplificó una 

banda de 121 pb, en este caso, se presentó un valor de Tm igual en ambos primers, 

por otro lado, el programa reportó un contenido de GC disminuido para el primer 

Forward y Reverse, debido a que Ugene trabajó con un rango que osciló entre 50 a 

60%, por su parte, en el momento en que se diseñaron los primers se tomó un rango 

que osciló entre 40 a 60%, los cuales se obtuvieron bibliográficamente, esto no 

representó un problema en la PCR in-vitro (21), sin embargo, presentó alta 

probabilidad de formar estructuras complementarias entre sí (Heterodímeros) por su 

elevada autocomplementariedad, por ende, existió la probabilidad de que hubiesen 

Figura 10. Amplicón y Características obtenidas para el juego de Primer 2, 
mediante una PCR in silico en el software Ugene. 
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errores en la PCR in vitro de forma moderada, y se hubiesen obtenido resultados 

pocos satisfactorios no relevantes para el interés de diagnóstico necesario.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El tercer juego de primer, presentó una banda de amplificado de 332 pb, con 

una temperatura de alineamiento promedio de 62 °C, presentó baja 

autocomplementariedad y baja capacidad en la formación de heterodímeros, por otro 

lado, es de importancia resaltar que el primer Reverse presentó bajo contenido de GC 

lo cual podría haber generado una alineación un poco más débil a lo establecido 

bibliográficamente pero se generaron resultados igual de satisfactorios. 

  

Figura 11.  Amplicón y Características obtenidas para el juego de Primer 3, 
mediante una PCR in silico en el software Ugene. 



 

32 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lo expresado en la figura 12, permitió visualizar en conjunto las diferentes 

ubicaciones de alineamiento de los tres juegos de primers diseñados, y la distancia de 

ellos con la zona de interés. Se evaluaron las características de cada primer por 

separado y se visualizó la distancia entre la zona de alineamiento, por ende, se 

concluyó lo siguiente:  

• El juego 1 de primers, presentó un Tm bajo (Figura 9), esto indicó la posibilidad 

media en la formación heterodímeros, y presentó muy baja concentración de GC, 

también se visualizó que el inicio de alineación  del primer forward (Fw1) ocurrió 

a 76 pb antes de la posición donde se genera el polimorfismo del nucleótido 

(G>T), siendo una distancia bastante cercana lo que podría interferir en el 

resultado de la secuenciación de los fragmentos amplificados al encontrarse en la 

zona de inicio.   

  

• Al evaluar el juego 2, se observó el mismo inconveniente en la ubicación de 

alineamiento, observado en el juego 1 de primers, donde en este caso, el primer 

Figura 12. Visualización de la zona de alineamiento obtenida para los tres juegos de 
Primers diseñados, mediante una PCR in silico en el software Ugene. 
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Forward (Fw2) y Reverse (Rv2) alinearon en una zona más cercana al punto 

donde se genera el polimorfismo, lo cual hubiese acarreado los mismos errores 

presentados en el juego 1 de primers, además, como características individuales 

presentaron alta capacidad de formar estructuras secundarias por la interacción 

entre ellos, por ende, se descartó automáticamente como opción.  

 

• El juego de primer 3, se consideró el más óptimo para realizar in vitro la 

amplificación exitosa del gen JAK2, debido a que presentó una zona de 

alineamiento en el gen a una distancia considerable de 106 pb de la zona de 

interés, y características propias (Figura 11), esto indicó que al trabajar bajo esas 

condiciones establecidas, el uso de estos primers no generarían complicaciones en 

los resultados de la amplificación y secuenciación.  

 

Posterior a la selección del juego de primers a utilizar, se solicitó a un 

proveedor  fabricante de oligonucleótidos, los primers en forma liofilizada, para 

ser utilizados en la detección de la mutación JAK2V617F en el ADN de los 

pacientes estudiados.   

 
 

• Aplicación de las Técnicas de Biología Molecular.  

Se estudiaron 45 pacientes con sospecha o diagnóstico anatomopatológico de 

neoplasias Mieloproliferativas (NMP) sin expresión leucémica en cualquiera de sus 

formas (PV: Policitemia Vera, TE: Trombocitemia Esencial, MFP: Mielofibrosis 

Primaria)  que acudieron a consulta hematológica por presentar un diagnóstico de una 

neoplasia mieloproliferativa, los mismos, fueron categorizados de acuerdo a la NMP, 

se obtuvieron los siguientes resultados: 26 (57.8%)  de los pacientes presentaban PV, 

9 (20%) de los pacientes presentaban TE y 10 (22.2%) de los pacientes  padecían de 

MFP. 
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DISCUSIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

A cada paciente, se le tomó una muestra de Sangre total, por flebotomía y en 

casos especiales se obtuvo la muestra por aspirado medular, procedimiento que fue 

llevado a cabo por el médico hematólogo. Las muestras sanguíneas, fueron 

trasladadas al Laboratorio de Genética Molecular GENMOLAB, donde se inició la 

preparación de la mismas para la Extracción de ADN, procedimiento que fue llevado 

a cabo bajo el método salino propuesto por de Lahiri y Numberger (22) y, 

posteriormente se cuantificó cualitativamente el material genético extraído (ADN) a 

través, de una electroforesis horizontal en gel de agarosa a 1.5x revelado con 

SyberSafe, se visualizó una extracción exitosa y la calidad de la muestra de ADN fue 

la adecuada.  
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Figura 13.   Categorización de los pacientes de acuerdo al diagnóstico clínico.  
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En el momento en que se visualizó la cantidad de ADN extraído, se 

determinó, la cantidad de muestra de ADN que se utilizaría posteriormente en el 

proceso de PCR, en el cual se utilizaron volúmenes que oscilaron entre los 2 a 4 µL. 

La cantidad de muestra utilizada estuvo condicionada por la intensidad y grosor de la 

banda observada tras la electroforesis. Las muestras en las que la banda de ADN 

extraído presentaban una gran intensidad y grosor, fueron diluidas en una proporción 

1:2 con H2O ultra pura, se obtuvo de esta forma, un ADN más diluido, ya que las 

altas concentraciones de ADN, hubiesen inhibido la PCR, por exceso de 

componentes.   

La reacción en cadena de la polimerasa punto final (PCR), fue llevada a cabo 

en un termociclador GeneAmp PCR System 9700, bajo las condiciones establecidas 

en el diseño de los oligonucleótidos sintetizados, se empleó una MasterMix de PCR 

GoTaq G2 de la casa comercial PROMEGA, se aplicaron 40 ciclos de variaciones de 

temperaturas, cada ciclo consistió en: 15 segundos de desnaturalización a 95°C, 15 

segundos de Temperatura de Alineamiento a 62°C, 15 segundos de Temperatura de 

extensión a 72°C, y un periodo de extensión final de 3 minutos a 72°C, quedando 

Figura 14. Corrida electroforética, de las muestras extraídas.  

1: Marcador de peso molecular de 100 – 1000 pb. 
2 – 11: Muestras de ADN extraído. 
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asegurado de que todos los productos de amplificación hayan sido completamente 

terminados y tuviesen exactamente la misma longitud. Como paso previo al inicio del 

ciclado se realizó un calentamiento a 95°C por 3 minutos para la activación de la 

DNA polimerasa. Cada muestra, fue amplificada por separado 3 veces (por 

triplicado), con esto se aseguró la veracidad de los resultados obtenidos en cada 

replica de las muestras.   

 

Los resultados de la PCR, fueron llevados a una electroforesis en gel, en la 

cual se revelaron los fragmentos amplificados y se evidenció la eficacia del primer al 

haber amplificado la región de interés con un producto de 332 pb. Como control de 

calidad de la PCR, se incluyeron además de las muestras de interés, un control 

negativo, un blanco de reacción que consistió en agua destilada y un control positivo, 

con esto se evaluó la capacidad de los primers en amplificar la región de interés.  

  

 

 

Posteriormente, se procedió a la purificación de los fragmentos amplificados a 

través del método de purificación de ADN por perlas magnéticas, en el cual se utilizó 

el estuche comercial MagneSil-Green de la casa comercial PROMEGA (25). 

 

PM: Marcador de peso molecular 150 – 600 pb            1-9: Muestras Amplificadas 
C- : Control Negativo                                                     B: Blanco de reacción  
C+: Control Positivo 

300 pb 
 
150 pb 

Figura 15. Corrida electroforética, del fragmento JAK2 amplificado.  
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A los productos amplificados y purificados, se les aplicó la técnica de 

Secuenciación Sanger, basada en una electroforesis capilar, en la que se obtuvo la 

secuencia específica de nucleótidos que conforman el fragmento amplificado. Para 

ello, las muestras fueron tratadas previamente con un reactivo de marcaje (BigDye – 

Terminator v3.1 de la casa comercial APPLIED BIOSYSTEMS), se aplicó la misma 

técnica de PCR, pero se sustituyó el reactivo GoTaq G2, por el reactivo BigDye 

Terminator, el cual estuvo constituido por didesoxinucleotidos (ddNTPs) marcados 

con un fluoroforo cuya fluorescencia fue detectada por el secuenciador. 

Posteriormente, se purificó el producto del marcaje, con esto se eliminaron los 

residuos producidos en la reacción. (Protocolo explicado en la Figura 5A y 5B).  

 

Una vez obtenidos los productos marcados purificados, se inició la 

secuenciación, que se llevó a cabo en un Secuenciador ABI modelo 310, cuyos 

resultados (Electroferogramas) fueron analizados en el programa Gene Analyzer 

V.3.0, con el que se evidenció la secuencia nucleotídica de cada muestra y se 

determinó si presentaba la mutación (G>T) en el codón de interés. 

 

 

 

 Figura 16. Electroferograma del Control Negativo.  
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En la figura 16 se visualizan los resultados de la secuencia parcial del exón 14 

del gen JAK2 del control negativo, en esta se evidenció la presencia de una Guanina 

(G) en la posición 1.849 del exón 14 del gen JAK2 lo que indicó un resultado 

negativo (homocigoto normal), mientras que en la figura 17 se evidenció la presencia 

de una Guanina (G) y una timina (T) una en la posición 1.849 del exón 14 del gen 

JAK2, resultado que se traduce como Positivo (Heterocigoto Mutado), por ende, se 

modificó el codón de interés pasando de ser “GTC” a “TTC”, esto generó una 

Fenilalanina  en vez de una Valina en la posición 617 de la proteína JAK2.  

 

De este modo, se analizaron todos los electroferogramas de los diferentes 

pacientes  y se obtuvieron 27 resultados positivos de pacientes para la mutación 

JAK2V617F. Es importante resaltar, que no se encontraron incongruencias en los 

resultados obtenidos, ya que se mantuvo la misma tendencia del resultado de cada 

muestra en las tres repeticiones realizadas.  

 

 

 

Figura 17. Electroferograma del Control Positivo.  
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Tabla 4. Distribución de frecuencia de los resultados obtenidos en la detección de la 
mutación JAK2V617F según el tipo de NMP.  

 Resultados 
     Positivos     Negativos 
 n % n % 

Policitemia Vera (PV) 22 84.6 4 15.4 
Tombocitosis Esencial (TE) 3 33.3 6 66.7 

Mielofibrosis Primaria (MFP) 2 20.0 8 80.0 
Total:  27 60.0 18 40.0 

   X2: 15.89 p< 0.001 
X2: Resultado de la prueba de Chi2;   p: Razón de verosimilitud 

 

 

En la tabla 4, se puede observar la distribución en la frecuencia de la mutación 

JAK2V617F, con respecto al tipo de neoplasia mieloproliferativa diagnosticada, se 

apreció una considerable prevalencia de la mutación en los pacientes estudiados 

(60%; n= 27/45), con una mayor frecuencia en los pacientes con PV con un  84% (n = 

22/26), seguido de TE y MFP con 33.3% (n = 3/9)  y un 20% (n = 2/10) 

respectivamente. Por otro lado, se evaluó la relación existente entre la mutación 

JAK2V617F con el resto de las variables, esto evidenció una correlación significativa 

con las diferentes entidades patológicas del grupo de Neoplasias Mieloproliferativas 

sin expresión leucémica (p< 0.001). Por lo tanto, la mutación JAK2V617F se asoció 

significativamente con las manifestaciones patológicas estudiadas, principalmente en 

pacientes con Policitemia Vera.  
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DISCUSIÓN 

 

La identificación de la mutación JAK2V617F, juega un papel central en el 

diagnóstico de Neoplasias Mieloproliferativas, específicamente TE, PV y MFP. En 

2008, la OMS mencionó la positividad de la mutación somática recurrente en el exón 

14 del gen JAK2, como un criterio principal para el diagnóstico de estas patologías,  

criterios que se mantienen vigentes actualmente y que fueron revisados por la OMS 

en el año 2016 (30-32).  

Por tal motivo, a través del uso de softwares bioinformáticos y técnicas 

moleculares se diseñaron primers específicos del gen JAK2 en el exón 14, para la 

detección de la mutación JAK2V617F en los pacientes venezolanos diagnosticados 

con alguna NMP y con el gen BCR-ABL negativo.  

 El éxito de los resultados finales en la detección de la mutación radicó en la 

correcta amplificación del fragmento de interés en la Reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) que dependió en gran medida de la especificidad y eficiencia de los 

primers utilizados, para ello, en este trabajo de investigación fueron diseñados tres 

diferentes juegos de primers mediante la utilización de programa bioinformático 

Primer3Plus, de los cuales se seleccionó al tercer juego de Primers ya que cumplió en 

su mayor parte con los criterios establecidos por Abd-Elsalam, para el correcto diseño 

y uso de los mismos, exceptuando la concentración GC en el primer Rv, cuya 

concentración levemente disminuida afectaría solamente la fuerza del apareamiento 

pero no su capacidad de amplificar (20) . 

Entre las características propias que cada primer presentó, se mencionan, un 

tamaño de 21 y 24 pb, para el primer forward (Fw) y reverse (Rv) respectivamente, 

con temperatura de alineamiento (Tm) de 60 °C para el Fw y 64 °C para el Rv, 

teniendo una diferencia de Tm de 4 °C, el %GC del primer Fw y Rv fue de 50 y 

34,8% respectivamente, éstos presentaron una baja capacidad en la formación de 
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dímeros y una energía libre de Gibas (ΔG) de -2 para el Fw y -3 Rv, quedando 

minimizada la formación de estructuras secundarias que pudiesen haber interferido 

con la PCR. En el momento en que evaluó su funcionalidad mediante la aplicación 

una PCR in silico, quedó demostrado que el fragmento amplificado obtenido cuando 

se utilizaron estos primer fue de 332 pb, cuya zona de interés se ubicó a una distancia 

entre el inicio del primer Fw y el Rv de 100 pb aproximadamente. 

 Estos resultados coincidieron con los obtenidos por Guevara y col (2023), 

quienes diseñaron un grupo de primers con el programa Primer3Plus, los cuales 

presentaron una longitud que osciló entre 20 y 19 pares de base, para el primer 

forward (Fw) y reverse (Rv) respectivamente, con temperatura de alineamiento (Tm) 

de 59,9 °C para el Fw y 62,1 °C para el Rv, teniendo una diferencia de Tm de 2,2 °C, 

el %GC del primer Fw y Rv fue de 40 y 52,6% respectivamente, éstos presentaron 

una baja capacidad en la formación de dímeros y una energía libre de Gibbs (ΔG) de -

3.53 para el Fw y -5.47 Rv, esto dejó minimizada la formación de estructuras 

secundarias que pudiesen haber interferido con la PCR. Cuando evaluaron su 

funcionalidad mediante la aplicación una PCR in silico, quedó demostrado que el 

fragmento amplificado obtenido cuando se utilizaron estos primer fue de 147 pb (29). 

Esto pone en manifiesto que la especificidad y eficiencia de los primers 

diseñados cumplió con los criterios establecidos por Abd-Elsalam, para el correcto 

uso y diseño de los  primers (20). Se logró que el diseño fuera altamente específico, 

sensible y efectivo para la aplicación de la PCR in vitro, se obtuvieron resultados 

satisfactorios comparados a los obtenidos in silico.  

En esta investigación, se estudió una población de pacientes diagnosticados 

con Neoplasias Mieloproliferativas, éstos se categorizaron según el tipo de NMP que 

presentaban, en cuyos resultados se observó que de un total de 45 pacientes con 

diagnóstico de NMP, el 57.8% (n= 26) de los pacientes fueron diagnosticados con 

PV, 22.2% (n= 10) con MFP y el 20% (n= 9) restante de los pacientes con TE. Se 
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comparó la distribución en la categorización de los pacientes según su manifestación 

patológica, con la población de estudio de otros investigadores, en contraste con la 

investigación realizada por Aguilar y col en el año 2020, quienes incluyeron a 264 

pacientes, de los cuales un 25.4% (n= 67) presentó PV, un 42,8% (n= 113) presentó 

TE y el restante 31,8% (n= 84) con MFP. Esto evidencia que el tipo de NMP 

expresada puede ser variable entre poblaciones, pudiendo verse influenciada por los 

factores propios de cada población, lo cual explicaría la diferencia entre los 

porcentajes de los pacientes en cada patología de ambos estudios (8). 

Ahora bien, en un estudio realizado por Giraldo y col para el año 2023, se 

evaluó el perfil mutacional para Neoplasias Mieloproliferativas en una población 

conformada por 52 pacientes con PV, TE y MFP, obtuvieron como resultado que la 

mutación JAK2V617F la portaban el 51.9% de los pacientes, la mutación CALR el 

23.0% y la mutación MPL el 3.8% y teniendo un 23.0% de triple negativos para las 

mutaciones analizadas (7). Esto último coincide con los resultados obtenidos en el 

presente estudio, en el cual de una población de 45 pacientes diagnosticados con PV, 

TE y MFP, la mutación JAK2V617F, fue detectada en el 60% de los casos 

estudiados, evidenciado que la mutación en JAK2V617F se encuentra expresada en 

más del 50% de la población afectada, tal como lo expresa la OMS (1-3).   

Por otro lado, en contraste con los resultados obtenidos por Samia y col en 

Túnez (2021), encontraron que de un total de 974 pacientes solo se detectó la 

mutación JAK2V617F en el 35,8% (n= 349) de los casos, de los cuales informaron 

que la frecuencia de la mutación fue del 37% en PV, 44% en TE y 25% en MFP, en 

este contexto indicaron que hasta el 62% de los pacientes con PV dieron negativos 

para la mutación mencionada (9). 

 Esto pone en evidencia la discrepancia existente sus hallazgos y los datos 

obtenido en la presente investigación, en el cual se obtuvo una mayor frecuencia en 

los pacientes con PV con un  84% de los casos, seguido de TE y MFP con un 33.3% y 
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un 20% respectivamente, fenómeno que se pude explicar por los diferentes tamaños 

de cohortes, variación de los grupos étnicos, el polimorfismo de un solo nucleótido y 

los factores ambientales de cada región (33-35). Concluyeron que los pacientes 

tunecinos presentan la tasa de mutación JAK2V617F  más baja reportada hasta la 

actualidad, en relación a lo reportado en la literatura internacional donde se informó 

que la detección de la mutación se encontró negativa en menos del 3% de los 

pacientes con PV (9,33-35). 

Cruz Aleman y col (2016) realizaron un estudio basado en la detección 

cualitativa de la mutación JAK2V617F a través de la amplificación del alelo 

específico mediante la técnica de  PCR y determinaron la presencia del fragmento 

mutado por medio de electroforesis en gel (36), obtuvieron resultados satisfactorios 

que coincidieron con los obtenidos en el presente estudio, donde se detectó la 

mutación JAK2V617F mediante PCR alelo específico y secuenciación, esto demostró 

que a pesar de la tendencia actual de realizar estudios moleculares cuantitativos 

mediante PCR en tiempo real (qPCR), se sigue considerando válido y eficiente el 

análisis cualitativo de mutaciones puntuales, especialmente para la identificación por 

primera vez en una población y/o en las etapas iniciales de las enfermedades. 
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CONCLUSIONES 

 

Del estudio realizado las conclusiones más relevantes fueron: 

• Se identificó mediante la bibliografía la región en el cual se produce el 

polimorfismo de nucleótido único que ocasiona la mutación JAK2V617F, se 

obtuvo la secuencia de referencia del gen de interés JAK2/RefSeq: NG_009904.1.   

 

• Se diseñó un juego de primers de alta especificidad de alineación con la zona de 

interés, mediante el programa bioinformático Primer3Plus, se modificaron las 

características requeridas a criterio del investigador. 

 

• Se seleccionó el mejor juego de primers diseñados, gracias a la validación a través 

de la PCR in silico mediante el programa Ugene, se verificaron los factores que 

puedan generar interferencia en la aplicación in vitro.  

 

• La PCR con los primers diseñados y seleccionados para la detección de la 

mutación JAK2V617F se consideró una técnica de alta especificidad y 

reproducibilidad, debido que al aplicar el procedimiento estandarizado por 

triplicado no se detectaron vulnerabilidades, y por ende, se mantuvo el mismo 

resultado en cada repetición. 

 

• Se detectó la mutación JAK2V617F en un 60% de los casos estudiados, se obtuvo 

una mayor frecuencia en PV con un 84% de positividad.  

 
• El uso de técnicas moleculares cuantitativas como la PCR punto final y la 

secuenciación, permitieron identificar de forma certera la presencia o ausencia de 

mutaciones puntuales, considerándose una técnica confiable.   
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RECOMENDACIONES 

 

Se recomienda abiertamente a la facultad de Ciencias de la Salud de la 

Universidad de Carabobo, en promover las  investigaciones científicas dentro del 

análisis molecular y el diagnosticó hematológico desempeñados en la escuela de 

Bioanálisis 

 A los estudiantes de Bioanálisis y de otras especialidades en el área de la 

salud y las ciencias biomédicas, en realizar estudios complementarios sobre la 

frecuencia de esta mutación y/u otras dentro del perfil mutacional de las neoplasias 

mieloproliferativas, con el fin de colaborar a la correcta clasificación en el 

diagnóstico de las neoplasias mieloproliferativas en el país.  

Por último, se incentiva a los profesionales y estudiantes de ciencias de la 

salud a que continúen realizando trabajos de investigación que reflejen la 

epidemiología de las neoplasias mieloproliferativas y/u otras enfermedades en 

Venezuela, debido a que muchos de estos datos en la actualidad se desconocen. Por 

tanto, cualquier actualización epidemiológica será un gran aporte. 
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ANEXO A 

UNIVERSIDAD DE CARABOBO 
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD 

ESCUELA DE BIOANÁLISIS-SEDE CARABOBO 
 

 
CONSENTIMIENTO INFORMADO  

 
Consentimiento Informado para participar en el proyecto de investigación sobre: 

“ONCOGÉN JAK2, BIOMARCADOR DIAGNÓSTICO EN PACIENTES CON 

NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS (NMP). VENEZUELA. 2024.” 

 
Introducción. 

 
Nos dirigimos a usted para informarle acerca de un proyecto de investigación, 
desarrollado por estudiantes de pre-grado de la Escuela de Bioanálisis de la 
Universidad de Carabobo, Sede-Carabobo, en el que se le invita cordialmente a 
participar. 
 
 Su participación es voluntaria. Por favor, tómese el tiempo que necesite para leer la 
siguiente información, consultar y preguntar a los investigadores de este estudio, si 
hay algo que no le queda claro o si desea obtener mayor información al respecto. 

 
 

Objetivo del estudio. 
 
El  objetivo del estudio es determinar la mutación V617F (oncogén JAK2) para el 
diagnóstico de Neoplasias Mieloproliferativas (PV: Policitemia Vera, TE: 
Trombocitemia Esencial, MFP: Mielofibrosis Primaria), a través de técnicas de 
biología molecular en Venezuela en el año 2024, y así poder distinguir la relación 
existente entre la mutación antes mencionada y el estado clínico de los pacientes, 
con el fin  de que la investigación pueda contribuir en el avance médico de la 
enfermedad en Venezuela, para el beneficio de otros pacientes, en el futuro. 
 
Este estudio de investigación ha sido aprobado por el Comité de Ética de 
GENMOLAB, C.A, Laboratorio de Genética Molecular, ubicado en el Km 21 de la 
carretera Panamericana, Centro Comercial La Cascada, Centro Profesional, Piso 3, 
Oficina 20, Carrizal, Edo-Miranda, lugar donde se llevará a cabo el desarrollo de la 
investigación gracias a la colaboración de su departamento de Diagnóstico 
Molecular, que cuenta con amplio grupo de profesionales expertos en el área de 
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estudio, y por parte del Comité de Bioética de la Escuela de Bioanálisis, 
Universidad de Carabobo Sede- Carabobo. Siendo ambas instituciones, las 
encargadas de respaldar y validar la presente investigación, asegurando que el 
desarrollo del estudio se lleve a cabo bajo el reglamento del Código de Ética para la 
Vida, rigiéndose por las leyes Nacionales y por los principios establecidos en las 
declaraciones Universales para las investigaciones genéticas en humanos.  

 
Es importante enfatizar, que en el presente proyecto sólo se utilizarán muestras 
sobrantes de la práctica asistencial. Por tanto, el empleo de estas muestras no 
supondrá para usted, ninguna molestia o riesgo. 
 

 
Procedimientos del estudio y posibles riesgos y molestias. 

La participación como voluntario en este estudio no produciría ninguna molestia y 
no implica riesgo alguno para la salud. El desarrollo del estudio se realizará 
mediante análisis molecular asociado a un oncogén específico (JAK2V617F), en 
muestras sanguíneas obtenidas por el método de Venopunción, de una población 
susceptible; grupo de pacientes diagnosticados o con sospechas de una neoplasia 
mieloproliferativa. 
 
Su participación en este estudio conlleva la obtención y utilización de muestras 
biológicas con fines de investigación, es por ello que la  Asociación Médica 
Mundial ha promulgado la Declaración de Helsinki como una propuesta de 
principios éticos que sirvan para orientar a los profesionales del área de la salud que 
realizan investigación médica en seres humanos, debido a que en esta línea de 
investigaciones se incluye la manipulación del material humano o de 
información identificables, por lo tanto, en el art. 9 del tratado antes mencionado se 
expresa: “Los investigadores deben conocer los requisitos éticos, legales y jurídicos 
para la investigación en seres humanos en sus propios países, al igual que los 
requisitos internacionales vigentes”, con la finalidad de proteger la vida, la salud, la 
intimidad y la dignidad del paciente partícipe de la investigación.  
 
En tal sentido, se expone a continuación artículos contemplados en la Constitución 
de la República Bolivariana de Venezuela, Artículo 46, Ordinal 3 “Ninguna 
persona será sometida sin su libre consentimiento a experimentos científicos, o a 
exámenes médicos o de laboratorio, excepto cuando se encuentre en peligro su vida 
o por otras circunstancias que determine la ley” y Artículo 15 del código de 
Deontología Médica Venezolano, que expone: “El médico no expondrá a su 
paciente a riesgos injustificados. Pedirá su consentimiento para aplicar los 
procedimientos diagnósticos y terapéuticos que considere indispensables y que 
puedan afectarlo física o psíquicamente” 
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Al firmar este documento, usted acepta que se utilicen Los Sobrantes de las 
Muestras, posterior al análisis del estudio solicitado por el médico tratante, para los 
fines de este estudio de investigación.  

 
Es nuestro deber hacerle saber que sus muestras como sus datos se mantendrán bajo 
las condiciones de seguridad adecuadas y se garantiza que los sujetos no podrán ser 
identificados por personas distintas a las autorizadas. Las muestras sobrantes se 
almacenarán en las instalaciones del Laboratorio de Genética Molecular 
GENMOLAB. 

 
Es importante resaltar que el paciente no percibirá beneficio económico por la 
donación de las muestras y la cesión de los datos proporcionados, ni tendrá derechos 
sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos que puedan 
conseguirse como resultado de la investigación desarrollada. En caso de que se 
planteara el uso o cesión de sus muestras en una investigación diferente, los 
investigadores a cargo del estudio, se pondrán en contacto con usted con el fin de 
solicitar nuevamente su consentimiento.  

 
 

Participación y retirada voluntaria. 
 
Usted puede decidir  libremente si desea o no formar parte en este estudio; La 
participación es totalmente voluntaria. Si decide participar, sigue teniendo la 
posibilidad de retirarse en cualquier momento sin tener que dar explicaciones y sin 
penalización alguna, ni consecuencias negativas para Ud. Si cambiara de opinión en 
relación con sus muestras o sus datos, tiene derecho a solicitar su destrucción o 
anonimización. No obstante, debe saber que los datos que se hayan obtenido en los 
análisis realizados hasta ese  momento, podrán ser utilizados para los fines 
solicitados y podrán conservarse en cumplimiento de las obligaciones legales 
correspondientes. 
 
 

Protección de datos y confidencialidad. 
 
Toda la información sobre sus resultados se tratará de manera estrictamente 
confidencial. El equipo investigador se compromete a cumplir con la normativa de 
protección de datos. Los datos recogidos para el estudio serán identificados a través 
de una secuencia numérica (código), de forma que no se incluya información 
personal que pueda identificarle y sólo el equipo investigador podrá relacionar 
dichos datos con usted. Si los resultados del estudio fueran susceptibles de 
publicación en revistas científicas, en ningún momento se proporcionarán datos 
personales de los participantes en esta investigación. 
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Información sobre resultados. 
 

En el caso de que usted lo solicite, al final del estudio, se facilitará información 
sobre los resultados del proyecto de investigación en el que se utilizó sus muestras. 
En el caso de que en este estudio se obtuvieran datos que pudieran ser relevantes 
para usted o su familia, puede solicitar que le sean comunicados, si así lo indica en 
la casilla que aparece a continuación. 
 
 

1. Deseo que el investigador me comunique la información genética que pueda ser 
relevante para mi salud o la de mis familiares. 

 
□SI □ NO 

 
 

2. En caso de almacenamiento de muestras, consiento al almacenamiento y uso de 
las muestras biológicas, para futura investigaciones en las condiciones explicadas 
en esta hoja de información. 

 
□SI □ NO 

 
 

3. Consiento en que en el futuro se acceda de nuevo a mi historia clínica para 
recoger datos que se consideren importantes para realizar otras investigaciones 
relacionadas con la especialidad médica o el área de investigación del presente 
estudio. 

 
□SI □ NO 
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                         ANEXO A 

“ONCOGÉN JAK2, BIOMARCARADOR DIAGNÓSTICO EN PACIENTES CON NEOPLASIAS 
MIELOPROLIFERATIVAS (NMP). VENEZUELA. 2024.” 
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ANEXO B 
 

 

“ONCOGÉN JAK2, BIOMARCARADOR DIAGNÓSTICO EN PACIENTES CON 
NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS (NMP). VENEZUELA. 2024.” 

4.     ONCOGÉN A ANALIZAR 

MÉDICO TRATANTE: 

5.     CONSIDERACIONES PARA DIAGNÓSTICO DE MUTACIÓN 
JAK2


